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RESUMO

Menozzi B D. Caracterizagdo antigénica e genotipica de isolados do virus
rabico, de quirdpteros da cidade de Botucatu-SP e regido. [Dissertacio].
Botucatu: Faculdade de Medicina, Universidade Estadual Paulista; 2012.

Os morcegos ha algum tempo vem recebendo crescente importancia em
Saude Publica, pois sao considerados os principais reservatérios do virus da
raiva em grande parte do mundo inclusive no Brasil. Apesar dos morcegos
manterem ciclos epidemiolégicos da raiva ha séculos, foi nas ultimas décadas
que a raiva em morcegos teve seu reconhecimento, por meio de pesquisas
sobre o papel destes animais no ciclo epidemiolégico da doenca e também
sobre suas variantes e suas implicagbes no desenvolvimento de novos
reservatérios para o virus da raiva, principalmente em regides onde a doenca
em caes foi controlada. O estado de S&o Paulo, sob coordenag&o do Instituto
Pasteur, realiza a vigilancia epidemiologica para raiva por meio dos laboratérios
credenciados para seu diagnostico, no Laboratério do Servigco de Diagnéstico
de Zoonoses da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP -
Botucatu - SP esta credenciado recebendo material para diagnéstico de
diversos municipios da regido. Entre os anos de 2003 e 2010 foram
diagnosticadas como positivas pelas provas de IFD e Prova Bioloégica, 19
amostras de quirépteros ndo hematofagos. Estes isolados foram caracterizados
antigenicamente pelo painel de anticorpos monoclonais cedido pelo CDC-
OPAS (Centers of Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, USA-
Organizacdo Pan-americana de Saude), revelando que sete destes isolados
pertenciam a variante 3, que tem os morcegos hematéfagos da espécie
Desmodus rotundus como reservatério, além de um morcego insetivoro do
género Myotis que apresentou variante 4 caracteristica do também morcego
insetivoro Tadarida brasiliensis, além de outros trés perfis ndo compativeis,
NC-1, NC-2 e NC-3. Todos os isolados foram submetidos a RT-PCR e seus
produtos tiveram o gene da nucleoproteina (N) viral parcialmente seqlenciado
gerando assim, uma arvore filogenética que agrupou estes isolados em quatro
clusters, designados como linhagem Nyctinomops, linhagem Myotis, linhagem
Desmodus rotundus e em uma nova linhagem do virus da raiva até entdo nao
caracterizada, que aparentemente tem os morcegos do género Myotis como
reservatério. Esta linhagem apresentou identidade intra-especifica média de
99,8% variando de 99,6 a 100% para nucleotideos e 100% para aminoacidos.

Palavras chave: Virus da raiva, morcegos, caracterizagcdo antigénica,
caracterizagao genética.



ABSTRACT

Menozzi, B.D. Antigenic and genotypic characterization of rabies virus isolates
from bats from Botucatu city and region. [Dissertation]. Botucatu: Faculty of
Medicine, Sao Paulo State University, 2012.

For some time ago, bats are receiving an increased importance in Public Health
because they are considered the main reservoirs of rabies virus around the
world, including Brazil. Although bats remain the rabies epidemiological cycles
for centuries, only in the last decades the rabies in bats had its recognition,
throughout researches focused on the role of these animals in the
epidemiological cycle of the disease and also on their variants and their
implications in the development of new reservoirs for rabies virus, mainly in
regions where the disease in dogs was controlled. The state of Sdo Paulo,
coordinated by the Institute Pasteur, performs epidemiological surveillance for
rabies through registered laboratories for its diagnosis. The labs of Zoonosis
Diagnostic Service, School of Veterinary Medicine and Animal Science -
UNESP - Botucatu - SP is registered for receiving material for diagnosis of
some municipalities of the region. Between 2003 and 2010, 19 samples of non-
hematophagous bats were diagnosed as positive by IFD and Biological
Evidence. These isolates were antigenically characterized by the panel of
monoclonal antibodies donated by PAHO-CDC (Centers for Disease Control
and Prevention, Atlanta, GA, USA Pan-American Health), revealing seven of
these isolates belonged to variant 3, which has the vampire bat Desmodus
rotundus as reservoir, as well as an insectivorous bat of the genus Myotis
presenting variant 4, characterisitc of the other insectivorous bat Tadarida
brasiliensis, and other three profiles are not compatible, NC-1, NC-2 and NC-3.
All isolates were assayed by RT-PCR and their products had the nucleoprotein
gene (N) viral partially sequenced, generating a phylogenetic tree that grouped
these isolates into four clusters, designated as lineages Nyctinomops, Myotis,
Desmodus rotundus, and a new lineage of rabies virus not previously
characterized, which apparently has the bats of the genus Myotis as reservoir.
This lineage showed an average intraspecific identity of 99.8%, ranging from
99.6 to 100% for nucleotides and 100% amino acids.

Keywords: Rabies virus, bats, antigenic characterization, genotypic
characterization.
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1 INTRODUCAO

A raiva € uma doenca infecciosa, de origem viral, que afeta o sistema
nervoso central, com evolugdo aguda e fatal que acomete predominantemente
os mamiferos. Apesar dos grandes avancgos cientificos e tecnolégicos é, ainda,
um grande desafio para a saude publica. Embora seja considerada como uma
das doencas infecciosas mais antigas foi apenas no século XIX que foram
obtidos os conhecimentos mais valiosos sobre a doenca. O pesquisador
alemao Zinke descobriu e publicou em 1804 a respeito da infecciosidade da
saliva e, Galtier em 1879, a contagiosidade do tecido nervoso. Pasteur, dando
continuidade os estudos de Galtier, conseguiu enorme progresso, que alcangou
seu ponto culminante com a primeira vacina aplicada em humano no ano de
1885'.

Os estudos histopatologicos de Babes (1887) e Negri (1903) conduziram
ao descobrimento das inclusdes patognoménicas nas células ganglionares,
denominadas, posteriormente, corpusculos de Babes-Negri ou simplesmente,
Negri. A cultura do virus rabico foi inicialmente obtida em embrides de galinha
e, posteriormente, em outras culturas celulares. Isso constituiu o ponto de
partida para a preparagdo de novas vacinas para uso humano e animal, e de
melhores procedimentos para purificacdo e concentracéo do virus'.

Apesar destes avangos, a raiva ainda representa um sério problema de
saude publica e também causa grandes prejuizos econbmicos a pecuaria. Sua
distribuicdo é mundial, com cerca de quarenta a setenta mil mortes humanas
ao ano, quase todas em paises em desenvolvimento, principalmente nos

continentes Asiatico e Africano®.
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E causada pelo Virus da Raiva (RABV), um RNA virus pertencente ao
género Lyssavirus, familia Rhabdoviridae, da ordem Mononegavirales, nas
quais todos os membros apresentam genoma de RNA nao-segmentado, de
sentido negativo e de fita simples®.

O RABV mede de 100 a 250 nm de comprimento e 75 de diametro,
possuindo 11932 nucleotideos (nt) que codificam as cinco proteinas estruturais:
N (nucleoproteina), P (fosfoproteina), M (proteina de matriz), G (glicoproteina)
e L (RNA polimerase). Possui envoltério externo (envelope) formado por
lipideos e trimeros da glicoproteina viral (proteina G). Abaixo do envelope
existe uma camada matriz formada pela proteina M, que une o envoltério viral a
ribonucleoproteina (RNP). A RNP é formada pelo RNA viral, proteinas L, P e N,
sendo que a matriz M em conjunto com a RNP forma o nucleocapsideo viral®.

A proteina G forma as espiculas que se projetam na superficie da
particula viral, sendo responsavel por induzir a produgdo de anticorpos
neutralizantes e pela adsorsdo as células do hospedeiro, conferindo a
caracteristica neurotropica do virus®. Ainda a proteina G, juntamente com a
proteina M, forma o envelope viral, de natureza lipoprotéica. A fungdo da
proteina M é regular a replicagdo e manter a ligagcdo entre o envelope e o
nucleocapsideo®. O nucleocapsideo apresenta simetria helicoidal, formado pelo
complexo RNA — proteina N, que protege o genoma viral de ribonucleases e
contribui para que as sequéncias de aminoacidos da proteina N se mantenham
conservadas®. Apesar da imunodominancia exercida pela proteina G, a
proteina N também é capaz de induzir a resposta imune celular, visto que
apresenta importantes epitopos reconhecidos por linfécitos T’. O

nucleocapsideo, juntamente com as proteinas L e P, formam o complexo
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ribonucleoproteina (RNP). A proteina L é responsavel pelas atividades
enzimaticas imprescindiveis a transcricdo e replicacdo do genoma viral®. A
proteina P atua com a N no processo de encapsidacdo e desempenha
importante fungéo no transporte axoplasmatico®.

A proteina N é um polipeptideo longo com 450 aminoacidos, peso
molecular de 50.500 Da, fosforilada no residuo de serina e situa-se no interior
do cilindro helicoidal do nucleocapsideo. Tem importancia estrutural na
capsidizacdo do RNA gendmico, além de estar envolvida nas etapas de
transcricdo e replicagdo, ja que estas etapas n&o iniciam sem que uma
quantidade suficiente de proteina N esteja unida ao RNA gendmico®. A
nucleoproteina é considerada uma regido génica muito conservada facilitando
o desenho de iniciadores habeis na amplificagdo de inumeras variantes
virais%°,

O gene N é um alvo adequado para a comparacdo de amostras por
periodos de evolugao relativamente longos, sendo que estudos baseados nos
mesmos demonstraram a adaptabilidade da técnica de PCR tanto para
diagnéstico, como para tipagens precisas pela determinacdo de sua sequéncia
de nucleotideos. Comparagbes entre seqiiéncias de genomas inteiros ou
partes dele foram realizadas, visando estudar patogenicidades distintas, quer
seja com o objetivo de estudos epidemiolégicos, quer seja para estudos de
producao de vacinas'" 2

O género Lyssavirus apresenta-se em sete genédtipos que sédo
agrupados em dois filogrupos, genética e imunopatologicamente distintos. O

filogrupo 1 inclui o virus da raiva (RABV, genétipo 1), o virus Duvenhage

(DUVV, gendtipo 4), o European bat lyssavirus tipos 1 e 2 (EBLV-1, gendtipo 5
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e EBLV-2, gendtipo 6) e o Australian bat lyssavirus (ABLV, gendtipo 7 e o
filogrupo Il inclui o Lagos bat virus (LBV, genétipo 2) e o virus Mokola (MOKV,
gendtipo 3). Além destes, ja se reconhece outros quatro virus considerados
provaveis gendétipos de Lyssavirus relacionados ao virus da raiva, todos eles
isolados de morcegos. S3o eles: virus Aravan e Khujand da Asia Central e Irkut
e West Caucasian bat virus da Europa Oriental, um quinto virus chamado
Shimoni virus, isolado no Quénia, vem sendo proposto como um novo
Lyssavirus '

Em termos de similaridade de sequéncia de aminoacidos, a proteina N &
a mais conservada entre os sete genétipos dos Lyssavirus, apesar de um grau
relativamente alto de diversidade genética ser encontrada em algumas
pequenas regides do gene N nos diferentes gendtipos. Por essa razio para a
detecgdo do virus da raiva por RT-PCR, tem sido mais utilizado o gene da
nucleoproteina viral®.

Uma importante raz&o para a sua maior conservagdo de aminoacidos,
principalmente em regides especificas, sdo as fungdes chaves para a
replicacdo viral exercidas por essas regides, assim, as diferengas de
aminoacidos na nucleoproteina fornecem epitopos especificos e Unicos
capazes de diferenciar os Lyssavirus em suas variantes pelos padrdes de
reacao de anticorpos monoclonais (AcM) para estes epitopos”.

Pesquisas tém sugerido que Lyssavirus que apresentam menos que
80% de similaridade na sequéncia de nucleotideos e até 92% ou 93,3% de
similaridade na sequéncia de aminoacidos pertencem a diferentes genotipos ™.

Atualmente, a caracterizagdo molecular do gene N identifica sete

genotipos (GTs), compreendendo os virus da raiva classico RABV (GT1) e os
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virus raiva relacionados Lagos bat virus (GT2), Mokola virus (GT3), Duvenhage
virus (GT4), European bat Lyssavirus EBL1 (GT5) e EBL2 (GT6), e o Australian
bat Lyssavirus ABL (GT7)"™'®". Para complementar o conhecimento sobre
variagcdes antigénicas dentro da diversidade genética do virus da raiva, estudos
enfocaram o(s) gene(s) N e/ou G*18"°.

Os virus da raiva (gendtipo 1) tem uma prevaléncia praticamente
mundial. Os chamados virus raiva-relacionados (genétipos 2, 3, 4 e EBLs 1 e
2) tém ampla distribuicdo geogréafica na Africa e na Europa®.

O gendtipo 1 esta presente em todos os continentes com excegéo da
Oceania. Alguns paises das Américas (Uruguai, Barbados, Jamaica e llhas do
Caribe), da Europa (Portugal, Espanha, Irlanda, Gra-Bretanha, Paises Baixos e
Bulgaria) e da Asia (Japdo) encontram-se livres da doenca. Entretanto,
determinados paises da Europa (Franga, Inglaterra) e da América do Norte
(EUA e Canada) enfrentam ainda problemas quanto ao ciclo silvestre da
doenga. Os dados sobre a morbidade e mortalidade constituem uma Unica
informagao, uma vez que a doenga apresenta quase 100% de letalidade nas
diferentes espécies animais®.

O gendtipo 1, é o mais amplamente distribuido no mundo e tem maior
importancia epidemiolégica dada sua associagdo com um maior numero de
casos de encefalite por Lyssavirus em humanos em comparagdo com outros
genotipos™. Estudos moleculares do virus tém mostrado que existem varios
reservatérios para este gendtipo, nos quais linhagens virais adaptadas a
diferentes reservatérios se mantém na natureza em ciclos epidemiologicos
independentes. Dentro de cada ciclo, os diferentes reservatérios exercem um

papel fundamental e especifico na manutengéo de cada linhagem viral?".
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Todos os mamiferos sdo sensiveis ao virus rabico ndo apresentando
diferencas de sensibilidade entre sexos, e a idade tem somente importancia
relativa a infecgéo. A fonte de infecgdo € sempre um animal infectado, que
dissemina o virus pela mordida do c&o, arranhadura do gato e também pelos
acidentes com morcegos, embora a contaminagdo de feridas cuténeas pela
saliva também resulte na transmisso®?. Os Lyssavirus sdo muito labeis e ndo
conseguem manter-se no ambiente. Varios mamiferos tém servido de
reservatérios em diferentes partes do mundo, principalmente os da ordem
Carnivora e Chiroptera. O virus da raiva tem sido isolado da maioria das ordens
de mamiferos®. Apesar dos cées ainda serem as principais fontes de infecgéo e
disseminagao da doenga, a fauna nativa incluindo raposas, lobos e carnivoros
em geral, morcegos hematéfagos e ndo hematédfagos, sdo quem fornecem a
maior amplitude de fontes de infeccdo nos paises onde os carnivoros
domésticos sao bem controlados??.

O virus da raiva ndo atravessa a pele integra. Porém, é possivel a
infeccdo a partir de mucosas integras. Nos caninos, o virus pode estar
presente na saliva por até cinco dias antes de serem manifestados os sinais
clinicos. Todavia, ndo esta suficientemente esclarecido até que ponto os
animais aparentemente sadios, eliminam o virus e, portanto, podem contribuir
de forma importante para a cadeia epidemiolégica dentro da populagdo animal;
sendo comprovado em morcegos hematofagos®.

Apds a introducdo do virus, a multiplicagdo viral inicial, ocorre nas
células dos musculos estriados, no local de penetracdo. As juncgdes
neuromusculares constituem importante local para a entrada do virus no

sistema nervoso, a qual também pode ocorrer nas placas motoras e terminais.
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Apoés a entrada do virus no sistema nervoso, ha invasao neuronal inicialmente
na medula espinhal e a seguir no cérebro®.

O virus segue em migragao centripeta direcionada ao encéfalo, de onde
ap6s uma segunda fase de multiplicagdo ocorre a sua difusdo em diregéo
centrifuga para a periferia, pelas vias nervosas. A generalizagéo do virus se da
pelas células de Schwann, dos nervos periféricos. Apds essa fase o virus pode
ser encontrado em todos os érgdos®.

A resposta imune, durante a fase centripeta de infeccédo, € minima e
explica porque os anticorpos neutralizantes e a infiltragdo inflamatoria
geralmente estdo ausentes por ocasido do estabelecimento dos sinais
encefalicos. Os titulos de anticorpos atingem niveis substanciais apenas nos
estagios terminais da doenca. Apds a entrada do virus rabico no sistema
nervoso central (SNC), geralmente na medula espinhal, ocorrem ondas
ascendentes de infecgao e disfuncdo neuronal®'.

Esse meio de disseminacdo se da num periodo de incubagao
extremamente variavel conforme o local da mordida. Mordidas na cabeca
resultam geralmente em periodo de incubagcdo mais curto. A destruicdo dos
neurdnios espinhais resulta em paralisia, mas, quando o virus invade o
cérebro, a irritacdo dos centros superiores produz excitacdo e convulsdes. A
morte ocorre geralmente por paralisia respiratoria®.

Em humanos o periodo de incubagc&do dura de duas a oito semanas,
podendo variar de dez dias até oito meses. A duragao do periodo de incubagao
pode depender da carga viral inoculada, bem como da gravidade da laceragao.

O periodo de incubagdo é maior quando a ferida provocada pela

mordedura estd mais distante do SNC. A medida que a gravidade da
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enfermidade avanga, ha espasmos nos musculos da degluticdo, fendmeno
conhecido como hidrofobia. Apés o aparecimento destes sintomas, a duragao
da doenca costuma ser de dois a quatro dias®*.

A raiva silvestre assumiu maior importancia devido aos habitos
sinantropicos dos morcegos e de outros mamiferos, que alcangaram as areas
urbanas e de transicdo em consequéncia da maior oferta de alimentos e do
impacto ambiental provocado pela acao humana em seu habitat®.

Os sinais clinicos mais destacados nos animais selvagens s&do a perda
do seu comportamento timido e assustadico diante da presenga do ser
humano. As raposas apresentam-se durante o dia em lugares habitados,
brigam e mordem e os cdes manifestam paralisia das extremidades
posteriores. As particulas virais podem ser identificadas na saliva antes,
durante ou apds a manifestagéo dos sinais clinicos?*?°. Na maioria dos animais
silvestres, o periodo de excrec¢do do virus é pouco conhecido.

O periodo de incubag&o da raiva em morcegos € extremamente variavel,
desde semanas a periodos prolongados, superior a um ano. Pelo fato destes
animais apresentarem taxa metabdlica reduzida e possuirem caracteristicas de
hipotermia, o periodo de incubacéo pode ser prolongado. Ha, na verdade, uma
auséncia de dados devido as dificuldades de realizagdo de pesquisas e de
observacao de animais doentes e sadios. Os principais sintomas em morcegos
hematéfagos sdo: atividade alimentar diurna, hiperexcitabilidade e
agressividade, falta de coordenagdo dos movimentos, tremores musculares,
paralisia e morte. O periodo experimental médio é de 17 dias®.

Nos morcegos nao hematéfagos ocorre geralmente, paralisia sem

agressividade e excitabilidade, e os espécimes sdo encontrados em locais nao
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habituais. O periodo de incubagdo nestas espécies varia, na infecgado
experimental, de 2 a 25 semanas. Uma vez surgidos os sintomas, a morte
ocorre em poucos dias?’.

Os morcegos constituem uma espécie importante, representando uma
séria ameaca de disseminac&o da raiva no ambiente rural e urbano devido aos
seus habitos sociais e migratorios. Pertencem a ordem Chiroptera, palavra
derivada do grego cheir (m&o) e pteron (asa). E um dos grupos de mamiferos
com maior diversidade no mundo, com dezoito familias, 212 géneros e 1120
espécies. Representa aproximadamente 22% das espécies conhecidas de
mamiferos, que hoje totalizam 5416 espécies. A ordem Chiroptera é dividida
em duas subordens, os Megachiroptera e os Microchiroptera®®.

Os Megachiroptera ndo ocorrem no Brasil e sdo representados por
apenas uma familia, Pteropodidae, com 143 espécies distribuidas em florestas
tropicais do Velho Mundo, Africa, india, Sudeste da Asia e Australia. Os
Microchiroptera compreendem 17 familias e 930 espécies, ndo ocorrendo
apenas nas regides polares. No Brasil, sdo conhecidas nove familias, 64
géneros e 167 espécies, sendo que 41 espécies ja foram diagnosticadas com
raiva no Brasil, abrangendo 25 géneros e trés familias: Phyllostomidae (43,9%),
Vespertilionidae (29,3%) e Molossidae (26,8%). As familias brasileiras, com
seus respectivos numeros de espécies sdo: Emballonuridae (15);
Phyllostomidae (90); Mormoopidae (4); Noctilionidae (2); Furipteridae (1);
Thyropteridae (4); Natalidae (1); Molossidae (26); Vespertilionidae (24).
Habitam todo o territério nacional, ocorrendo na Amazénia, no Cerrado, na
Mata Atlantica, no umido Pantanal, no arido Nordeste, nos Pampas Gauchos e

nas areas urbanas?>°,
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Em areas preservadas, seus abrigos sdo cavernas, tocas de pedras, e
ocos de arvores, mas também arvores com troncos com coloragédo similar a
sua, ou no meio das folhas (principalmente de palmeiras), arvores caidas,
raizes na beira de rios e cupinzeiros. No Brasil, nas areas urbanas, ja foram
encontrados morcegos em pontes, forros de prédios e de casas de alvenaria,
tubulagéo fluvial, pedreira abandonada, junta de dilatagdo de prédios, toldo de
construgdes, churrasqueiras em quintais e até em aparelhos de ar
condicionado®.

Apresentam grande diversidade quanto aos habitos alimentares. Existem
aqueles que sdo predominantemente frugivoros, que no Brasil pertencem
exclusivamente a familia Phyllostomidae, que ocasionalmente séo
considerados prejudiciais as arvores frutiferas, pois atacam os frutos dos
pomares na medida em que as matas nativas foram destruidas. Os morcegos
frugivoros assumem relevante importancia biolégica na dispersao de sementes.
Alguns botanicos afirmam que os quirdpteros sdo os dispersores mais
importantes entre todos os mamiferos e sugerem que 25% das espécies de
arvores da floresta de algumas regides tropicais sdo dispersas por eles. Esse
potencial de dispersdo esta associado com seu habito de forrageio, sua
mobilidade e com as grandes distancias que percorrem em busca de
alimentos®.

Os insetivoros, como os da familia Vespertilionidae, se alimentam da
maioria dos insetos quando em vdo. Normalmente capturam esses insetos
voando em nivel mais baixo do que a copa das arvores, exceto os Molossidae
que voam acima dessas copas. Existem relatos de morcegos que sobem a

aproximadamente trés mil metros de altura para alcancar concentragbes de
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mariposas. Essas espécies sdo importantes como controladoras de insetos, ja
que muitos deles sdo daninhos a lavoura ou podem transmitir doengas como a
dengue. Os polinivoros e nectarivoros retiram carboidratos do néctar e
proteinas do polen das plantas, alguns sao importantes como polinizadores,
desempenhando papel importante na polinizacdo de pelo menos 500 espécies
de plantas neotropicais, sendo que muitas dessas plantas sao
economicamente importantes para a humanidade como fonte alimentar®.

As trés espécies de morcegos hematdéfagos encontradas no Brasil
pertencem a subfamilia Desmodontinae, divididas em trés géneros: Desmodus,
Diaemus e Diphylla. Somente o D. rotundus se alimenta exclusivamente do
sangue de mamiferos e é conhecido como “morcego vampiro comum”. Os
incisivos superiores sdo longos e cortantes, o que permite abrir uma ferida de
forma indolor. Ainda possuem lingua sulcada que permite ao sangue fluir por
capilaridade para o interior da boca®® %'

A associagéo da raiva com morcegos hematofagos foi feita inicialmente
por Carini (1911), em um surto epizodético da doenga em bovinos no Estado de
Santa Catarina. O primeiro caso de raiva em morcegos hematéfagos no Brasil
foi relatado por Haupt e Rehaag, em 1925, quando encontraram corpusculos
de Negri confirmando a hipotese de Carini. Coube ainda a estes dois
pesquisadores a primeira descricao, em 1916, no Brasil, da presenca do virus
rabico em um morcego néo hematdfago da espécie Artibeus lituratus®.

A distribuicao epidemioldgica da raiva no Brasil € heterogénea. Cerca de
70% dos casos humanos foram registrados em alguns municipios da regido
Nordeste, onde muitas pessoas vivem em condi¢cdes de extrema pobreza, em

moradias vulneraveis, e areas onde a populacdo animal é pequena. Os
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morcegos hematoéfagos se alimentam diariamente, e embora tenham
preferéncia por sangue de bovinos, suinos e equinos, podem utilizar humanos,
especialmente criangas, como fonte de alimento®.

Além da transmissdo da raiva humana por morcegos hematéfagos
representando grave problema de saude publica, ha também grande prejuizo
econbmico para a producdo agropecudria, sejam diretos e indiretos,
acometendo especialmente bovinos e equinos. Em 2001, os prejuizos
causados pela raiva em herbivoros, no Brasil, foram estimados em US$ 37,5
milhdes, merecendo destaque em algumas regides, tais como a confluéncia
dos Estados de Minas Gerais, Bahia e Goias e de Minas Gerais, Rio de Janeiro
e Sao Paulo, face as suas condigdes topograficas e disponibilidade de abrigos
naturais e artificiais para os morcegos?>.

O ciclo urbano da enfermidade continua sendo muito importante, pois
83,2% do total de casos humanos eram transmitidos por caes. A partir de 2004,
este perfil epidemioldégico se alterou, com numerosos casos de raiva
transmitidos por morcego hematéfago, principalmente no surto dos municipios
de Portel e Viseu no Estado do Maranhdo*. Desde o final da década passada
ja era possivel perceber o aumento do nimero de focos de raiva, bem como
sua abrangéncia geografica, e o reconhecimento da espécie D. rotundus
interferindo no ciclo aéreo provocando inimeros casos de raiva em morcegos
ndo hematéfagos, e também no ciclo urbano ocasionando oito dos quatorze
casos da doenga ocorridos em cées e gatos®”.

Desde 1973, por meio do programa criado elo Ministério da Saude (MS),
que determina como medida de controle da raiva, a vacinagdo em massa de

caes e gatos no Brasil, com o objetivo de deter o ciclo de transmissao do virus
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conseguiu-se grande redugdo de casos caninos e, consequentemente,
humanos®*. O Ministério da Satude (MS) pelo Programa Nacional de Controle
da Raiva, considerando que a raiva em animais domésticos se encontra sob
controle, direcionou seus esfor¢os para uma nova questéo, a raiva no seu ciclo
silvestre que, devido aos habitos sinantrépicos desses animais, alcangaram as
areas urbanas em consequéncia da maior oferta de alimento, e pelo impacto
ambiental provocado pela agdo humana em seus habitats®.

Ocorreu grande aumento da populagdo de quirépteros nos centros
urbanos com a falta de planejamento nas cidades, no que diz respeito
principalmente & elaboragdo de projetos arquiteténicos e paisagisticos® .
Acompanhando esse aumento populacional de quiropteros, foram
intensificadas a¢des de Vigilancia Epidemiol6gica, que resultou no aumento de
quirépteros positivos para raiva, alertando para a circulagao viral mesmo em
centros em que a doenca era considerada sob controle®.

Na Europa, a raiva silvestre € o maior problema, tendo como principal
susceptivel a Vulpes vulpes, (raposa-vermelha) que é endémica em varios
paises. Os Estados Unidos, nos ultimos trinta anos, apresentaram decréscimo
uniforme de casos notificados de raiva em animais domésticos, ao passo que o
namero de ocorréncia anual em animais silvestres aumentou. O
reconhecimento dos morcegos insetivoros como reservatérios do virus da raiva
na América do Norte, ocorreu no Estado da Flérida em 1953. Apds este fato,
indmeros casos de raiva humana foram descritos na América do Norte, sendo
0S morcegos responsaveis por, aproximadamente, 10% dos casos de raiva
diagnosticados, principalmente em duas espécies de morcegos insetivoros:

Lasionycteris noctivagans e o Pipistrellus subflavus®. Bovinos, raramente s&o

28



fontes de infeccdo, embora a possibilidade de transmiss&o para os humanos
possa ocorrer, se a boca de um animal raivoso for manipulada durante o
tratamento ou exame. O virus pode estar presente na saliva por periodos de
até cinco dias antes que os sinais clinicos sejam evidentes®.

No periodo de 2004 a 2005, conforme publicacdo da Secretaria de
Vigilancia em Saude (SVS/MS) e Panaftosa/OPAS, os morcegos foram os
principais transmissores da raiva humana na América Latina. No Brasil, foram
registrados 22 casos, em 2004, e 42 em 2005%. Ainda no Brasil, entre 1986 e
2010, ocorreram 765 casos de raiva humana, com 137 (18%) transmitidos por
morcegos. Os dados do Ministério da Saude (MS) apontam os morcegos, como
a segunda espécie responsavel na transmissdo de casos humanos de raiva,
lugar anteriormente ocupado pelos felinos domésticos. Infelizmente esses
dados ndo especificam o habito alimentar dos morcegos envolvidos na
transmissao *.

O ataque a pessoas e casos humanos de raiva transmitida por
Desmodus rotundus tem aumentado, principalmente na regido amazdnica do
Peru e Brasil. Alguns destes surtos sdo precedidos por mudancas ambientais
ou adaptacdo a locais como, a remogao rapida de animais domésticos,
exploracdo de ouro ou desmatamento, processos que podem alterar o
ecossistema em que o D. rotundus vive™.

A transmiss&o da raiva ocorre nao apenas entre hospedeiros da mesma
espécie, mas também, pode ser transmitida para outros, de espécie diferente,
que ndo sdo tidos como reservatérios naturais da doenca®. Tal fato &
denominado de spillover e resulta do contato interespécies podendo levar a

determinagao de uma nova variante do virus *"*2
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O conceito de variantes do virus da raiva e o estudo das suas diferengas
e reservatorios especificos foi consolidado com o desenvolvimento da técnica
de anticorpos monoclonais (AcM) para a nucleoproteina e glicoproteina virais,
no final da década de 70. Diferentes painéis destes anticorpos permitem uma
identificagdo e classificagao rapida de isolados de Lyssavirus®.

Pesquisa com virus rabico isolados de varias espécies, pela técnica de
anticorpos monoclonais com painel do CDC-OPAS (Centers of Disease Control
and Prevention, Atlanta, GA, USA-Organizacdo Panamericana de Saude) e
pelo sequenciamento genético, revelou a existéncia de duas variantes que se
tornaram predominantes, uma mantida por populacdes de cées, e a outra pelo
morcego D.rotundus'.

Desde entdo, com a utilizacdo da caracterizacdo antigénica para a
classificagcdo do RABV, muitos avangos foram obtidos na epidemiologia da
raiva, tornando-se possivel determinar a distribuicdo geografica e reservatorios
especificos de diferentes variantes do RABV*.

Um painel de oito AcM dirigidos a nucleoproteina viral do RABV utilizado
nas Américas, permite a classificacdo do RABV em 11 variantes antigénicas

distintas e adaptadas a diferentes reservatorios*®, apresentadas no quadro 1.
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Quadro 1. Variantes do virus rabico e seus reservatorios.

HOSPEDEIRO VARIANTE
CAO/MANGUSTO 1
CAO 2
Desmodus rotundus 3
Tadarida brasiliensis 4
Desmodus rotundus 5
Lasiurus cinereus 6
LOBO DO ARIZONA 7
GAMBA 8
Tadarida brasiliensis mexicana 9
GAMBA 10
Desmodus rotundus 11

No Brasil, circulam quatro variantes antigénicas (AgV) por AcM: AgV2
(cdo), AgV3 (D. rotundus), AgV4 (Tadarida brasiliensis) e AgV6 (Lasiurus
cinereus). Além destas, outra variante antigénica, AgV5, ja foi identificada em
morcegos, nao sendo comumente encontrada no pais46. Estudos utilizando
este painel demonstraram a existéncia de pelo menos outros quatro perfis
antigénicos ndo compativeis*.

A variante AgV3, (D. rotundus) ja foi observada em isolamentos
procedentes de sete de 17 espécies de morcegos ndo-hematédfagos positivos
para raiva, o que demonstra a sua importancia como reservatério natural do
virus rabico em nosso meio, confirmando que esta espécie desempenha
importante papel tanto no ciclo silvestre como também no urbano da raiva*,

Estudo realizado com 228 amostras de 17 paises da América Latina e
Caribe, pela técnica de anticorpos monoclonais, revelou que as duas variantes

AgV2 e AgV3 eram amplamente distribuidas na regido, e que todos os isolados
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humanos pertenciam a uma dessas duas variantes, além de uma amostra de
animal doméstico (gato) que apresentava a variante de D. rotundus®.

Estudos com essa técnica foram realizados também com amostras do
Brasil, Argentina e Paraguai no periodo de 1987 a 1995 e do periodo de 1992 a
2000, e confirmaram a variante canina e do morcego hematéfago como
predominantes: sendo a variante de D. rotundus detectada em bovinos,
eqliinos, raposas, morcegos hematdéfagos e nao hematédfagos. A variante
canina foi detectada em caes, um humano, um bufalo, um bovino e um lhama.
Além disso, detectou-se também as variantes caracteristicas de morcegos
insetivoros, nas espécies Tadarida brasiliensis, Lasiurus cinereus e Molossus
molossus 478,

As variantes, canina e de D. rotundus também se mostraram
predominantes em estudos realizados com isolados do Peru, Coldmbia e

495051 "Em um surto de raiva humana, com 29 mortes, no Peru em

Venezuela
1990 as vitimas relataram histéria de mordidas de morcegos e a caracterizagao
antigénica do isolado de uma das vitimas era idéntica a de D. rotundus®2. Outro
surto com nove mortes ocorreu em 1996, e dois isolados foram analisados,
indicando variante de morcego hematéfago *°.

Na Venezuela ha duas variantes de Desmodus rotundus circulantes e,
por meio de sequenciamento genético evidenciou-se que isolados de morcego
vampiro procedentes de uma regido especifica da Venezuela sao divididos em
um grupo homoélogo e outro distinto, mas perfeitamente relacionados com
isolados de morcegos vampiros de outros paises da América Latina *.

No Chile, o morcego insetivoro Tadarida brasiliensis é reservatério do

virus em centros urbanos e fonte de infecgdo de casos esporadicos reportados
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em animais domésticos e humanos. A analise de amostras isoladas entre 1977
e 1998 mostrou que nenhuma delas se relacionava com amostras de
reservatorios terrestres®. O primeiro caso humano registrado no Chile ocorreu
em 1996 e a caracterizagao antigénica e genética indicou o morcego Tadarida
brasiliensis como reservatério do virus®.

A principal fonte de infecgdo para humanos no México era representada
pelos caes, entretanto nos ultimos anos as principais fontes de infecgéo
humana sdo o Spilogale putorius (skunk manchado), Urocyon cineroargenteus
(raposa cinzenta), a espécie de morcego insetivoro Tadarida brasiliensis e o
morcego hematéfago Desmodus rotundus. Para animais de interesse
econdmico, as principais fontes de infeccdo s&o o skunk (44%), os cées e
raposas (27%) e morcegos hematdfagos (6%)°.

As associagdes entre variantes virais e hospedeiros podem permanecer
por décadas ou mais tempo em areas geograficas distintas, em vista do
equilibrio ecolégico estabelecido. As caracteristicas topograficas e
hidrograficas das regides favorecem a criacdo de barreiras fisicas que
impedem a movimentag&o animal e promovem, regionalmente, a evolugao viral
em hospedeiros especificos'®. No entanto, a migragdo destes animais para
areas livres tem potencial de gerar grandes surtos®’.

Entender a evolugédo dos virus da raiva € de fundamental importancia
para se determinar as bases da variabilidade fenotipica e genotipica das
populagdes virais. O surgimento de variantes de virus em novos hospedeiros e
a aptidao para modificagbes tém importancia quando se pesquisa a utilizagao

de vacinas. Sabendo-se que pequenas mutag¢des, por vezes de um unico
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aminoacido, em determinadas regides, alteram a patogenicidade e a
viruléncia'.

Atualmente, a epidemiologia da raiva obteve avangos com a
caracterizacdo molecular viral, tornando possivel o conhecimento da
distribuicdo geografica das variantes e a identificacdo de espécies de
reservatorios®. A aplicagdo de métodos de analise genética revelou que
apesar das diferencgas antigénicas, os isolados do virus rabico adaptados para
diferentes espécies tém conservado alteragbes no gene, que podem ser
utilizadas como marcadores epidemiolégicos®.

A variante de morcego hematofago foi detectada em 100% das amostras
de bovinos, eqlinos, ovinos, suinos, caprinos e morcegos hematéfagos e em
58,3% (35) de 60 amostras de morcego ndo hematofago, pertencentes a sete
das 17 espécies nas quais o virus foi isolado, indicando que o morcego ndo
hematdfago esta se infectando a partir do hematdfago™®.

Alguns autores observam que a raiva em morcegos nao hematéfagos
precede a raiva bovina e em animais de estimagéo. Se isso se confirmar, os
morcegos ndo hematéfagos podem ser considerados o elo entre a raiva rural e
a raiva urbana®. Pesquisas demonstraram a variante de Desmodus rotundus
entre 1989 e 2000, em 30,8% das amostras positivas de felinos (4), em 12,2%
dos cées (12) e em 8,3% das amostras de humanos (3). O fato de se detectar a
variante 3 em caes e gatos mostra que o papel deste morcego no ciclo da raiva
nao esta limitado somente a raiva silvestre™.

O sequenciamento genético de 28 isolados de virus rabico no periodo de
1989 a 1993, em diferentes espécies, identificou 26 como cepas de origem

canina. Porém, dois isolados de bovinos em 1991 e 1993 foram caracterizados
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como cepa de morcego Desmodus rotundus. Este dado demonstra que
naquele momento, ja havia duas variantes virais circulantes, a variante canina
predominante e a variante de morcegos hematéfagos. Outros 26 isolados de
equinos e bovinos foram analisados no periodo de 1996 a 2000 e foram
identificados como de Desmodus rotundus. A variante circulante predominante
no Estado de Sao Paulo passou a ser a de Desmodus rotundus, mostrando a
alterac&o do perfil epidemioldgico da raiva no Estado®*.

Estudos genéticos realizados em isolados de RABV de morcegos
insetivoros brasileiros apontam a existéncia de trés linhagens virais género-
especifica. Tais linhagens estariam relacionadas aos géneros Epitesicus,
Nyctinomops e Molossus*?.

Assim sendo, a caracterizagdo antigénica e genética sao ferramentas
fundamentais para determinar e também para que se possa entender a
presenca dos multiplos ciclos endémicos e potencial de transmissao inter-
espécies. A co-existéncia de uma variada populacdo de morcegos com
humanos e animais domésticos nos centros urbanos torna imprescindivel a

compreensdo da epidemiologia da raiva em areas onde nao se conhece a

circulagdo viral.
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2 OBJETIVOS

2.1 Caracterizagao antigénica e genética de isolados do virus rabico de
quirépteros, no municipio de Botucatu-SP e cidades da regido, por meio de um
painel de anticorpos monoclonais (AcMs).

2.2 Analisar a concordancia entre a classificacdo antigénica com
anticorpos monoclonais dirigidos para a nucleoproteina viral e a classificagédo
obtida com base no sequienciamento parcial do gene N.

2.3 Comparar os resultados obtidos com isolados de virus rabico ja
conhecidos de outras regides brasileiras.

2.4 Conhecer as variantes virais presentes e circulantes em morcegos

recebidos para o diagnéstico de raiva em Botucatu e regi&o.
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3 MATERIAIS E METODOS

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacao Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu em Reunido da

CEEA de 24/09/2009, com parecer numero 762.

3.1 Amostra viral de referéncia

O virus fixo da raiva, amostra CVS (Challenge Virus Standard) mantido
em camundongos por inoculagdo intracerebral, foi utilizado como controle
positivo para as reac¢des de imunofluorescéncia direta e transcricdo reversa

seguida pela reacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR).

3.2 Isolados de virus rabico

Foram utilizados 19 isolados de virus rabico a partir do sistema nervoso
central (SNC), de primeira e segunda passagem em camundongos inoculados
com material cerebral dos seguintes géneros/espécies de morcegos nao
hematofagos: quatro Artibeus lituratus, quatro Artibeus spp; dois Myotis
nigricans, quatro Myotis spp.; quatro Molossus spp. € um Nyctinomops spp.,
como atividade de Vigilancia Epidemiolégica para a raiva, realizada pelas
Prefeituras Municipais.

Estes animais foram encontrados moribundos ou mortos em domicilios
ou vias publicas, durante o periodo de 2003 a 2010, no municipio de Botucatu
(14 espécimes) e de outras 4 cidades da regido sendo: Bauru (1), Sdo Manuel

(1), Dois Coérregos (1) e Piratininga (2), apresentados na tabela 1.
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Tabela 1. Distribuicdo de morcegos examinados de acordo com ano, género, espécie e local.
Botucatu-SP, 2012.

Amostra Ano Género/Espécie Cidade
233 2003 Artibeus lituratus Botucatu
274 2004 Molossus spp. Botucatu
180 2005 Molossus spp. Botucatu
419 2005 Artibeus spp. Botucatu
169 2006 Molossus spp. Bauru

245 2006 Artibeus lituratus Botucatu
291 2006 Artibeus spp. Botucatu
320 2006 Artibeus spp. Botucatu
394 2006 Myotis spp. Sdo Manuel
691 2006 Myotis spp. Botucatu
096 2007 Nyctinomops spp. Botucatu
206 2007 Artibeus spp. Botucatu
105 2008 Molossus spp. Dois Corregos
205 2008 Myotis spp. Piratininga
211 2008 Myotis spp. Piratininga
122 2009 Artibeus lituratus Botucatu
204 2009 Artibeus lituratus Botucatu
024 2010 Myotis nigricans Botucatu
063 2010 Myotis nigricans Botucatu

A classificagdo em género/espécie dos morcegos estudados foi

realizada por meio de chaves taxonémicas®',

3.3 Imunofluorescéncia direta (IFD)

A técnica de imunofluorescéncia direta com utilizacdo de anticorpos
fluorescentes (imunoglobulinas anti-rabicas marcadas com isotiocianato de
fluoresceina = conjugado anti-rabico) baseia-se no exame microscopico de
impressbes de fragmentos de tecido nervoso, “tratados” com conjugado
especifico e submetidos a luz ultravioleta. O antigeno rabico, reagindo com o
conjugado e iluminado com luz ultravioleta (comprimento de onda de 260
nandmetros), emite uma luz esverdeada fluorescente.

Foi realizada a técnica adaptada de Dean et al®®, onde impressdes do
material cerebral analisado foram feitas em Iaminas de microscopia de 26 x 76

mm. A secagem das laminas ocorreu em estufa & 37C e a fixagdo em acetona
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gelada por quatro horas. Decorrida esta etapa, retirou-se as laminas da
acetona e novamente foram secas em estufa a 37C.

Concluida a etapa anterior, foram adicionados cerca de 25uL das
solugdes de CVS e CN, sobre cada impresséo. Seguiu-se com uma incubagéo
das laminas em estufa a 37°C dentro de uma camara Uumida por 30 minutos.
Transcorrido este tempo, procedeu-se uma primeira lavagem das laminas em
SST pH 8,5, e apds, as mesmas permaneceram imersas nesta solugao por 10
minutos, repetiu-se este procedimento e as laminas foram levadas para secar
em estufa a 37C. Ocorrida a secagem total das mesmas, sua montagem se
deu com glicerina tamponada pH 8,5 e laminulas de 22 x 22 mm.

A leitura do teste foi feita em microscopio de imunofluorescéncia com
objetiva de 10x e ocular de 40 da marca (Carl Zeiss). As impressdes positivas
apareceram como particulas brilhantes de cor esverdeada, com diferentes

formas, como ovaladas ou arredondadas, e de diferente tamanhos (figura 1).

Figura 1: visualizacdo de impressdo positiva para o virus rabico, em

microscopio de imunofluorescéncia. Botucatu — SP, 2012.
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3.3.1 Diluicdo do conjugado

O conjugado utilizado na IFD foi cedido pela Se¢cdo de Diagnostico do
Instituto Pasteur de Sdo Paulo. O mesmo é dirigido para a deteccdo do
nucleocapsideo viral do virus rabico. A sua diluicao foi realizada em suspensao
de cérebros de camundongos negativos (CN) para raiva, bem como em
suspensdo de cérebros de camundongos inoculados com o virus CVS. A sua
diluicdo é variavel de acordo com o lote do conjugado produzido, sendo

previamente titulado antes de sua utilizagao.

3.4 Inoculagédo intracerebral em camundongos

A técnica de inoculagéo intracerebral em camundongos foi realizada
segundo protocolo descrito por Koprowski64. A prova biolégica consiste na
técnica de inoculagao intracerebral de suspensao do material a ser analisado

em camundongos albinos suigcos com 21 dias de idade (figura 2).

Figura 2: camundongos de 21 dias de idade utilizados na inoculagao
intracerebral, em caixa de polipropileno com tampa de metal. Botucatu — SP,

2012.
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Para o preparo da suspensao foi coletado o material total do SNC dos
morcegos, macerado em gral estéril e adicionado na proporgao 1:5, uma
solugao diluente preparada com agua filtrada em aparelho de osmose reversa
estéril, soro eqtiino e antibiético. A suspenséo foi centrifugada a 1000 rpm por

10 minutos, e o sobrenadante foi utilizado como inéculo® (figura 3).

Figura 3: inoculagao intracerebral em camundongos. Botucatu — SP, 2012.

Foram inoculados 10 animais para cada inéculo preparado. Os animais
foram acomodados em estante ventilada, em caixas de polipropileno com ficha
de avaliagao individual para anotagdo de alteragées nos mesmos. Quando os
animais mostraram sinais clinicos da doencga, seus encéfalos foram coletados e

submetidos ao teste de IFD, para confirmacgao do diagnéstico.

3.5 Caracterizacao viral com anticorpos monoclonais

A caracterizacdo com anticorpos monoclonais (AcM) foi realizada

segundo protocolo descrito por Diaz et al*®. O painel utilizado foi cedido pelo
CDC (Centers of Disease Control and Prevention), Atlanta-USA, que consiste

em uma bateria de 8 AcM (C1, C4, C9, C10, C12, C15, C18 E C19) que
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definem 12 padrdes antigénicos, apresentados no quadro 2. Estes AcM séo
antinucleoproteina especifica para epitopos do nucleocapsideo viral e é
visualizada pela coloragdo fluorescente (Imunofluorescéncia Indireta). A
verificagdo da presenga ou nao de fluorescéncia do isolado viral com cada um
dos AcM permite a determinagdo de um perfil de reatividade, ou pefrfil

antigénico, o que permite a comparacao entre os varios isolados®®.

Quadro 2. Padrées de reagdo das diferentes variantes antigénicas com os anticorpos
monoclonais.

Anticorpos C1l C4 C9 C10 C12 C15 C18 C19 AgV
monoclonais

CVS/ERA + + + + + + + + Lab.
SAD/Past

Perro/ + + + + + + - + 1
mangosta

Perro + + - + + + - + 2
Vampiro - + + + + - - + 3
Tadarida - + + + + - - - 4
brasiliensis

Vampiro - + + + + \Y - \% 5
Lasiurus \% + + + + - - - 6
cinereus

Zorro de + + + - + + - T 7
Arizona

Zorrillo - + + + + + + + 8
centro/sur?

Tadarida Br.  + + + + + - - - 9
Mex.

Baja SC + + + + - + - T 10
zorrillo

Vampiro - + + + - - - + 11

(+): reagao positiva; (-): reagdo negativa; (v): variavel
Foram submetidas a esta técnica os isolados obtidos de 8 Artibeus spp.,

6 Myotis spp. 4 Molossus spp. € 1 Nyctinomops spp.
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3.6 Reacdo de transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia pela
polimerase (RT-PCR) para amplificacdo dos genes codificadores da

nucleoproteina (N) viral.

A RT-PCR utilizando material procedente do SNC dos camundongos, foi
realizada segundo protocolo padronizado no laboratério de biologia molecular
do Instituto Pasteur — SP, e a PCR para amplificagdo parcial do gene N, com
primers para nucleoproteina (N)% .

Como controles foram inseridos desde a fase de extragcdo do RNA até a
amplificacdo, suspensao de cérebros de camundongos inoculados com a

amostra CVS (controle positivo) e agua ultra-pura livre de DNAse e RNAse

(controle negativo).

3.6.1 Extracéo de RNA

A extragdo de RNA total do SNC dos camundongos, controles positivo e
negativo foi realizada com o método do TRIzol (Invitrogen™) de acordo com as

instrugdes do fabricante.

3.6.2 Sintese de DNA complementar (cDNA) — Transcricao Reversa (RT)

Para obtencdo de cDNA, adicionou-se 3uL do RNA extraido de cada
amostra de SNC a 1 pL primer senso (21G) e anti-senso (304) na
concentragdo de 10uM, levando-se ao termociclador por 70°C por 5 minutos,
seguidos de 5 minutos em banho de gelo. A seguir adicionou-se esta reagao
(primer + RNA) ao mix para a transcricdo reversa contendo 4uL ImProm-

lI™5XReaction Buffer (Promega), 1uL de dNTPs 10mM, 2,5uL de MgCl, a
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25mM, 1uL de RNasout (Invitrogen™), 200U de ImProm-ll Reverse
transcriptase (Promega) e 5,5uL de agua ultra-pura livre de DNAse e RNAse
esterilizada para um volume final de 20yuL, realizando-se a transcrigéo reversa
a 42°C/60 minutos.

Ap6s a obtengcdo do DNA complementar foi realizada a reagao de PCR
pela adicdo para cada amostra de 10uL de cada c-DNA ao mix de PCR
contendo 10uL de 10X PCR Buffer (Invitrogen™), 16uL de dNTPs a 1,25 mM,
5uL de cada primer a 10 uyM , 1,5mM MgCl,, 50,5uL agua ultra-pura
esterilizada e 1,25U de Taq DNA polimerase (Invitrogen™) para um volume
final de 102uL e levados ao termociclador e submetidos aos ciclos descritos de

acordo com o quadro 3.

Quadro 3. Ciclos utilizados nas PCRs para o gene N do RABV em amostras de SNC de
morcegos ndo hematoéfagos.

Ciclo Temperatura Tempo
1 94°C Denaturagio 5 minutos
35 94°C Denaturagio 45 segundos
35 55°C Anelamento 45 segundos
35 72°C Extensdo 2 minutos
1 72°C Extensdo 10 minutos

Os primers utilizados sao apresentados no quadro 4.

Quadro 4. Primers utilizados nas provas de RT-PCR e sequenciamento de DNA para os genes
N das amostras de RABV isoladas de morcegos nao hematéfagos. Botucatu-SP, 2012.

Posicdo na
Primers | Sentido Sequéncia Gene Uso amostra
PV

21g | semso | 5 ATGTAACACCTCTACAATG3 | N | RT-PCR/Seq™ | 5573
RT-PCR/Seq* 1514-
1533
P784 | anti-senso | S*CCTCAAAGTTCTTGTGGAAGA 3° | N | Seduenciamento | 779 799

Seqg*: Sequenciamento

304 | anti-senso | 5’TTGACGAAGATCTTGCTCAT 3’ N

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose

a 1% em tampao TBE 1X (0,1 M de Tris, 0,09 M de acido bérico e 0,001 M de

44



EDTA), contendo brometo de etideo na proporgéo de 7uL para cada 100ml de
tampdo. Foram considerados positivos os isolados que resultaram em

fragmentos de 1478 pares de bases (pb) para o gene N.

3.7 Sequenciamento de DNA

Para a realizagdo da técnica de sequenciamento de DNA foram

realizados os seguintes protocolos:

3.7.1 Purificagao dos produtos de PCR

A purificacdo dos produtos de PCR foi realizada utilizando-se o kit
QlAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN), segundo instrugdes do fabricante
diretamente a partir das reagdes de PCR. As reagbes que apresentaram
bandas inespecificas foram purificadas a partir do gel com o mesmo Kit,
segundo as instrugdes do fabricante. Ap6s a purificacdo, as amostras de DNA
foram quantificadas visualmente em gel de agarose a 2% com Low Mass DNA

Ladder (Invitrogen™), segundo as instru¢cées do fabricante.

3.7.2 Reacéao de sequenciamento do DNA

A reagao de sequienciamento do DNA consistiu em 4 pL de BigDye 3.1
(Applied Biosystems™), 3,2 pmoles dos primers senso (21G) e antisenso
(P784), em reagbes separadas, 5 a 20 ng de DNA e agua livre de DNA qg.s.p.
para uma reacédo final de 10 pL, levando-se ao termociclador Mastercycler
Gradient (Eppendorf ) para 35 ciclos de 96 °C/10 segundos, 50 °C/5 segundos

e 60°C/4 minutos, com rampa de 1°C/segundo entre cada temperatura.
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A purificacdo da reagdo de sequenciamento foi realizada por
Sephadex™ G-50 fine (GE healthcare Bio-sciences), em placas com filtro
Multiscreen HV com 96 orificios. Apds a purificagdo, as seqiencias foram

obtidas em analisador genético automatico ABI-3130 (Applied Biosystems™).

3.7.3 Edicao de sequéncias

Para cada um dos nucleotideos revelados nos eletroferogramas gerados
para cada uma das reagbes de seqlienciamento foram atribuidos escores por
meio do aplicativo Phred’, sendo utilizadas as posicdes que apresentaram
nucleotideos com indice Phred maior que 20%”. Os nucleotideos com indice
Phred igual ou menor a 20 foram conferidos manualmente com o programa
Chromas v. 2.23 (© 1998-2002 Technelysiumm Pty LTD), para a busca por
erros de interpretacéo e discrepancias entre cada uma das fitas seqlienciadas.
A sequléncia final de cada amostra foi obtida com o aplicativo Cap-Contig com
o programa Bioedit v. 5.0.9%%, sendo a mesma submetida ao BLASTn? para

confirmagéo do sequenciamento.

3.8 Andlise Filogenética

Para a construcao da arvore filogenética, as sequéncias de DNA obtidas
foram alinhadas pelo método do alinhamento multiplo CLUSTAL/W utilizando-

se o programa Bioedit®®

, conferindo-se manualmente os alinhamentos para
cada conjunto de seqiiéncias alinhadas. Para a reconstrugéo filogenética das

amostras de RABYV, foi utilizado o método de distancia com o algoritmo

! Phred Aplicativo disponivel em: <http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/>. Acesso em: 2011.
? BLAST Aplicativo disponivel em: <http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST>. Acesso em: 2011.
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Neighbor-Joining e o modelo evolutivo MCL utilizando-se o software Mega 4.1
(© 1993 — 2008 Tamura, Dedley, Ney & Kumar) com 1000 repeticbes de
bootstrap. Além disso, foram acrescidas na analise do gene N, 83 seqiiéncias

homologas recuperadas do GenBank.

3.9 Calculo de distancia genética de nucleotideos e aminoacidos

As distancias genéticas intra e inter-clusters em nucleotideos e
aminoacidos e os diversos erros padrdes para os agrupamentos encontrados
entre os diversos géneros/espécies de morcegos ndo hematéfagos para as
sequéncias do gene N foram calculadas com o programa Mega 5.05 (© 1993 —

2011 Tamura, Peterson, Stecher, Nei, and Kumar).

3.10 Andlises de mudancas e marcadores moleculares nas sequéncias de

aminoacidos traduzidas a partir das sequéncias de DNA.

Para o estudo das mudancas nos aminoacidos observadas entres as
amostras analisadas, foi utilizado o software Bioedit v. 7.0.0%%, sendo que as
analises das mudangas foram feitas em relagéo ao virus fixo PV (GenBank

acession number M13215).
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4 RESULTADOS

4.1 Tipificagdo antigénica com painel de anticorpos monoclonais
dirigidos a nucleoproteina viral

A caracterizagdo antigénica obtida dos 19 isolados de RABV de
morcegos apresentou cinco perfis antigénicos diferentes, mostrados na tabela
2. Estes perfis foram divididos em variante AgV-3 prépria do morcego
hematéfago D. rotundus com 37% (7/19) das amostras, sendo quatro isolados
de morcegos frugivoros do género Artibeus, dois deles da espécie A. lituratus e
um de morcego insetivoro do género Molossus, Também a variante AgV-4
prépria do morcego insetivoro Tadarida brasiliensis, aqui caracterizada em um
morcego do género Myotis representando 5% (1/19) das amostras.

Trés padrbes de resultados ndo compativeis quando comparados aos
perfis estabelecidos pelo painel foram identificados, NC1(n&o compativel 1) que
foi encontrado em 21% (4/19) das amostras e envolveram dois isolados de
morcegos do género Molossus, um do género Myotis e um da espécie A.
lituratus. O perfil NC2 (ndo compativel 2) foi identificado em 16% (3/19) das
amostras, divididos em um isolado de morcego da espécie A. lituratus, um do
género Myotis e outro da espécie Myotis nigricans, além do perfil NC3 (ndo
compativel 3) identificado em 21% (4/19) das amostras e envolveram trés
géneros de morcegos insetivoros, sendo um do género Molossus, um do
género Nyctinomops e dois do género Myotis sendo um da espécie Myotis
nigricans.

A distribuicdo dos perfis nos seus respectivos municipios, mostrou que

a AgV-3 identificada em sete isolados sao oriundos de um unico municipio,
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Botucatu, ja a variante AgV-4 foi proveniente do municipio de Piratininga. O
perfil NC1 dividiu-se em trés municipios: Botucatu, Piratininga e Bauru, ja o
NC2 ficou restrito ao municipio de Botucatu e o NC3 distribuiu-se em trés

municipios Botucatu, Sdo Manuel e Dois Corregos.

Tabela 2. Resultados da tipificacdo antigénica de isolados de SNC de morcegos nédo
hemato6fagos. Botucatu-SP, 2012.

Amostra Ano Género/Espécie Cidade Perfil antigénico
233 2003 A. lituratus Botucatu AgV-3

274 2004 Molossus spp. Botucatu AgV-3

180 2005 Molossus spp. Botucatu NC1- C4 C10 C12
419 2005 Artibeus spp. Botucatu AgV-3

169 2006 Molossus spp. Bauru NC1- C4 C10 Cl12
245 2006 A .lituratus Botucatu AgV-3

291 2006 Artibeus spp. Botucatu AgV-3

320 2006 Artibeus spp. Botucatu AgV-3

394 2006 Myotis spp. Sdo Manuel NC3 - C1 C9 C15
691 2006 Myotis spp. Botucatu NC2- C9 C10 C12
096 2007 Nyctinomops spp. Botucatu NC3 - C10 C12
206 2007 Artibeus spp. Botucatu AgV-3

105 2008 Molossus spp. Dois Corregos NC3- C9 C10
205 2008 Myotis spp. Piratininga NC1- C4 C10 C12
211 2008 Myotis spp. Piratininga AgV-4

122 2009 A. lituratus Botucatu NC1-C4 C10 C12
204 2009 A lituratus Botucatu NC2 - C9 C10 C12
024 2010 Myotis nigricans Botucatu NC2 - C9 C10 C12
063 2010 Myotis nigricans Botucatu NC3 - C4 C9 C12

NC: ndo compativel
42 RT-PCR para amplificacdo dos genes codificadores da
nucleoproteina (N) viral.

N&o foram detectadas contamina¢des para as reagbes de RT-PCR, uma
vez que os controles negativos n&o apresentaram bandas resultantes da
amplificacdo de DNA. Para o gene N os 19 isolados foram submetidos a
técnica de RT-PCR, sendo que 18 foram positivos, como podem ser verificados

na tabela 3.
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Tabela 3. Resultados das RT-PCRs para o gene N de isolados do virus rabico de morcegos
ndo hemato6fagos. Botucatu-SP, 2012.

Amostra Ano Género/espécie PCR
233 2003 A.lituratus +
274 2004 Molossus spp. +
180 2005 Molossus spp. +
419 2005 Artibeus spp. +
169 2006 Molossus spp. +
245 2006 A lituratus +
291 2006 Artibeus spp. +
320 2006 Artibeus spp. +
394 2006 Myotis spp. +
691 2006 Myotis spp. +
096 2007 Nyctinomops spp. +
206 2007 Artibeus spp. +
105 2008 Molossus spp. +
205 2008 Myotis spp. +
211 2008 Myotis spp. +
122 2009 A lituratus +
204 2009 A lituratus +
024 2010 Myotis nigricans +
063 2010 Myotis nigricans -

4.3 Reacdo de sequenciamento de DNA

Os isolados positivos a RT-PCR, apos purificagdo e quantificagdo, com
quantidade suficiente de DNA para a realizacdo da reacdo foram
sequenciados, e entre os 18 isolados positivos, 16 revelaram sequéncias
viaveis ap0s a afericdo com o aplicativo Phred e edi¢do manual, de acordo com

a tabela 4.
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Tabela 4. Resultados do sequenciamento de DNA para o gene N para os isolados de virus
rabico de morcegos nao-hematéfagos. Botucatu — SP, 2012.

Amostra Ano Geénero/Espécie Sequéncia N
233 2003 A.lituratus +
274 2004 Molossus spp. +
180 2005 Molossus spp. +
419 2005 Artibeus spp. +
169 2006 Molossus spp. +
245 2006 A lituratus +
291 2006 Artibeus spp. +
320 2006 Artibeus spp. +
394 2006 Myotis spp. +
691 2006 Myotis spp. +
096 2007 Nyctinomops spp. -
206 2007 Artibeus spp. +
105 2008 Molossus spp. +
205 2008 Myotis spp. -
211 2008 Myotis spp. +
122 2009 A.lituratus +
204 2009 A.lituratus +
024 2010 Myotis nigricans +
063 2010 Myotis nigricans -
+: utilizada

A regido analisada do gene N corresponde do nucleotideo 209 ao
nucleotideo 709 (em relagéo ao virus fixo PV acession number M13215), que

corresponde do aminoacido 47 até o aminoacido 213 da nucleoproteina viral.

4.4 Andlise filogenética

Além das 16 seqiéncias de DNA geradas, foram utilizadas 83
sequéncias de virus rabico retiradas do Genbank para a constru¢ao da arvore
filogenética. A arvore gerada (figura 1) contemplou todas as 10 linhagens de
virus da raiva conhecidas atualmente no Brasil. Sete delas especificas de
morcegos insetivoros, sendo as outras trés as linhagens referentes aos

morcegos hematofagos D. rotundus, aos canideos e ao sagui*'.
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gene N de RABV (nucleotideos 209 ao 709) de isolados do virus rabico de SNC de quirépteros
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bootstrap. Botucatu-SP, 2012.
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A caracterizagao genética dos 16 isolados mostrou o agrupamento dos
isolados em cinco linhagens diferentes, a linhagem D rotundus com seis
isolados de morcegos frugivoros do género Artibeus, sendo dois da espécie A.
lituratus e um morcego insetivoro do género Molossus. A linhagem
Nyctinomops apresentou dois isolados, um morcego do género Molossus e
outro da espécie A. lituratus e a linhagem Eptesicus com o isolado de um
morcego do género Molossus, ainda dois isolados de morcegos insetivoros do
género Myotis alinharam-se na linhagem Myotis.

Quatro isolados, sendo dois de morcegos do género Myotis, um do
género Molossus e um da espécie A. lituratus formaram um cluster a parte,
com valor de bootstrap de 100%, e provavelmente representam uma linhagem
de RABYV ainda n&o caracterizada, aqui representada como linhagem Myaotis I,
que aparentemente também tem os morcegos do género Myotis como
reservatério. Esta suposta linhagem apresentou identidade intra-especifica
média de 99,8% variando de 99,6 a 100% para nucleotideos € 100% para

aminoacidos.

4.5 Andlises de mudancas e marcadores moleculares nas sequéncias de
aminoacidos traduzidas a partir das sequéncias de DNA
As metodologias empregadas para a analise das substituicbes nos
aminoacidos para as proteinas putativas dos genes estudados foram
apresentadas segundo Lodish et al®®, e os nomes e abreviaturas dos

aminoacidos estdo no quadro 5.
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Quadro 5. Nomenclatura, simbolos e abreviatura dos 20 aminoacidos traduzidos a partir do
cbdigo genético.

Nome Simbolo Abreviacéo
Glicina ou Glicocola Gly, G
Alanina Ala A
Leucina Leu L
Valina Val \Y
Isoleucina Ile I
Prolina Pro P
Fenilalanina Phe F
Serina Ser S
Treonina Thr T
Cisteina Cys C
Tirosina Tyr Y
Asparagina Asn N
Glutamina Gln Q
Aspartato ou Acido aspartico Asp D
Glutamato ou Acido glutimico Glu E
Arginina Arg R
Lisina Lys K
Histidina His H
Triptofano Trp w
Metionina Met M

451 GeneN

Para a analise das principais mudancgas ocorridas entre os aminoacidos
foi utilizado o alinhamento utilizado para a construgdo da arvore filogenética,
sendo que o virus fixo PV serviu arbitrariamente de pardmetro para a analise
das mudancas encontradas.

Devido ao tamanho insuficiente das sequéncias, os marcadores
moleculares especificos para as linhagens Myotis, Nyctinomops e Eptesicus
ndo puderam ser analisados. No entanto, nos fragmentos de cDNA estudados
foram encontradas trés mudangas de aminoacidos especificas para a provavel
nova linhagem, linhagem Myotis Il de RABV encontrada neste estudo,

mostradas no quadro 6.
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Quadro 6. Substituicdes de aminoacidos para a proteina N, especificas para a nova linhagem

encontrada. Botucatu-SP, 2012.

Posicéo PV Mudanca Classificacédo
Q: polar neutro
I Q Q=N N: polar neutro
’4 T T 1 T: polar neutro
I: apolar
190 T T A T: polar neutro
A: apolar
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5 DISCUSSAO

Os 19 isolados de RABV de morcegos ndo hematdéfagos foram
submetidos as técnicas de caracterizagdo antigénica por painel de Anticorpos
Monoclonais e ao seqlienciamento genético para nucleoproteina viral do RABV
a fim de se conhecer e avaliar o papel desses animais na distribuigdo do virus
na regido estudada, na tentativa de classifica-los antigénica e geneticamente
para posterior correlacdo entre os resultados obtidos e assim tentar tracar um
perfil epidemiologico.

A caracterizacdo antigénica mostrou resultados interessantes, ja que os
géneros/espécies de isolados de morcegos analisados, Molossus, Artibeus,
Nyctinomopos e Myotis, ja foram caracterizados genética e antigenicamente
em estudos de regides diferentes, o que proporcionou uma base importante
para as analises deste trabalho.

Cinco perfis foram identificados, o perfil AgV-3 do morcego hematofago
D. rotundus com sete isolados representou o maior grupo, com sete
representantes, sendo seis morcegos do género Artibeus com dois da espécie
A. lituratus e um do género Molossus , resultado que corrobora com achados

de estudos no Brasil e Argentina®>224647:72,

Algumas hipéteses vém sendo
vinculadas a respeito dos achados cada vez mais freqlientes desta variante
com isolados do género Artibeus, tanto que alguns pesquisadores ja
denominam esta variante como sendo uma variante propria deste género®®’""3,
Varias espécies de morcegos nao hematéfagos dos mais variados

géneros tém apresentado a variante do D rotundus, o que poderia ser

explicado pela possibilidade da transmissdo entre espécies de diferentes
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morcegos, idéia que se torna plausivel uma vez que diversas familias destes
animais podem compartilhar um mesmo abrigo, ou ainda, em fungdo da
capacidade de véo, percorrer grandes distancias, compartilhando territérios, o
que favorece a transmissdo do RABYV entre eles. Os morcegos D. rotundus, por
exemplo, utilizam muitos tipos de abrigos e podem dividir este espaco com
mais de 40 outras espécies de morcegos’” o que reforca a teoria da
transmissao do virus entre hospedeiros. Esta teoria preconiza que variantes e
linhagens de RABV circulam ao longo de um determinado territério, fato este
que permite sua identificagdo, pois sdo adaptadas e mantidas pelas diferentes
espécies animais distribuidas regionalmente.

Esta distribuicdo pode ser alterada se ocorrer a transmisséo do virus de
um hospedeiro primario para um secundario (spillover), e se esta nova
populagédo infectada mantiver a infecgdo ao longo do tempo, a éarea de
distribuicdo do virus é alterada, podendo ser ampliada. Um exemplo
fundamental de spillover é a transmissao da linhagem de RABV de quirépteros
para carnivoros, fato ocorrido antes mesmo da descoberta das Américas,
dando origem, assim as linhagens de RABV em animais terrestres''. Esta
afirmagéo parece ficar explicita quando confrontamos o resultado antigénico
obtido no presente estudo com a caracterizagdo genética dos isolados, que
apresentou todas as amostras com variante 3 se alinhando a linhagem D.
rotundus, que pode caracterizar este salto inter-espécies.

Também foi caracterizado antigenicamente um isolado de morcego
insetivoro do género Molossus como AgV-4, variante caracteristica do morcego

insetivoro Tadarida brasiliensis, que na analise genética se agrupou na
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linhagem Myotis, linhagem esta conhecida de morcegos insetivoros brasileiros,
resultado também ja descrito em estudos anteriores®.

Trés perfis antigénicos foram classificados como ndo compativeis
quando analisados frente ao painel de AcM, totalizando 11 dos isolados

66.70.72 & foram

analisados, resultado também verificado em outros estudos
divididos em NC-1, NC-2 e NC-3 de acordo com o numero de repeticbes do
mesmo perfil, tendo o NC-3 n&o apresentado nenhuma repeti¢cao de perfis.

O perfil NC-1 que foi formado por quatro isolados de morcegos dos
géneros Myotis, Molossus e da espécie A. lituratus, apresentou na analise
genética duas linhagens diferentes, linhagem Nyctinomops e linhagem
Eptesicus.

O perfil NC-2 identificado em trés isolados de morcegos, sendo um do
género Myotis, um da espécie A. lituratus e um da espécie Myotis nigricans,
todos eles caracterizados com a linhagem Myotis I, linhagem esta identificada
pela primeira vez em estudos genéticos, e o perfil NC-3 que apresentou um
grupo de quatro isolados de morcegos, um do género Molossus, um do género
Nyctinomops e dois do género Myotis, sendo um da espécie Myotis nigricans, e
na caracterizagdo genética foram classificados como linhagem Myotis e
linhagem Myotis Il. E importante ressaltar que mesmo havendo repeticdes de
um perfil antigénico quando comparado com outros estudos de regides
distintas, 0 mesmo nao se repete na caracterizacdo genética, quando se faz a
mesma comparacg&o’?.

Também pode-se afirmar que o painel de AcM demonstra baixa
resolucdo ou nao permite uma resolucao tao alta quanto os estudos genéticos,

0 que pode ocasionar divergéncias como descrito anteriormente.
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O resultado da caracterizagdo genética agrupou os isolados estudados
em cinco linhagens diferentes, sendo quatro destas ja descritas na literatura®,
linhagem Nyctinomops, linhagem Myotis, linhagem Eptesicus e linhagem D.
rotundus sendo importante frisar que a demonstragao destes grupos se baseou
apenas na topologia da arvore filogenética, pois devido ao tamanho do
fragmento de DNA seqlienciado ndo foi possivel observar a presenga dos
marcadores moleculares especificos para cada linhagem.

Estes resultados demonstram a circulagdo de quatro linhagens
especificas, com ciclos epidemiologicos distintos e independentes, mantidos
por provaveis reservatérios especificos ja caracterizados na literatura. Um fato
interessante quando observamos as espécies de morcegos infectados com as
linhagens descritas neste trabalho, é que apenas a linhagem Myotis foi isolada
em seu reservatoério natural, o morcego insetivoro Myotis spp. A linhagem
Eptesicus foi isolada de um morcego do género Molossus, o qual
provavelmente possui sua prépria linhagem, enquanto que a linhagem
Nyctinomops foi isolada de um morcego do género Molossus e da espécie A.
lituratus, que também ja tem sua linhagem estabelecida e conhecida como
variante 3 ou linhagem D. rotundus®® 3™, O fato de, linhagens especificas
serem encontradas em hospedeiros diferentes de seus reservatorios, pode ser
explicado pelo evento spillover.

Outro achado importante é quanto ao morcego Molossus spp,
caracterizado em quatro linhagens diferentes. Tal fato pode ocorrer, devido
provavelmente as caracteristicas ecoldgicas e comportamentais deste género,
que pode torna-lo mais susceptivel a infecgdo com linhagens especificas de

outros quiropteros, fato observado em outras pesquisas ">
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Quatro isolados se agruparam em um cluster a parte de todas as outras
linhagens brasileiras conhecidas, denominada no presente estudo de linhagem
Myotis Il, o que pode significar a identificagdo de uma linhagem de RABV ainda
nao descrita em estudos brasileiros. As divergéncias genéticas de nucleotideos
inter-cluster desta nova linhagem em comparagado com os outros presentes na
arvore filogenética, o valor de bootstrap do n6 de origem deste grupo, a
manutencao deste cluster na arvore filogenética feita a partir da seqiiéncia de
aminoacidos (dados ndo mostrados) e a existéncia de trés substituicdes de
aminoacidos fixadas nesta linhagem e nio existentes nas outras estudadas sao
fortes indicios deste achado.

Estas quatro amostras de virus foram isoladas em dois morcegos do
género Myotis, sendo um M. nigricans, um morcego da espécie Artibeus
lirutatus € um morcego Molossus spp. Pelo exposto anteriormente, é mais
provavel que o reservatoério desta linhagem seja o género Myaotis, ja que o A.
lituratus e o género Molossus sao reservatorios de linhagens especificas e
também o aparente numero elevado de morcegos do género Molossus
infectados por diferentes linhagens virais.

Embora seja um grupo a parte, filogeneticamente esta linhagem parece
ter um parentesco mais préximo com a linhagem Myotis ja descrita em outro
estudo®®.

Estudos norte americanos ja comprovaram a existéncia de duas
linhagens distintas, existentes na mesma regido e mantidas pelas mesmas
espécies dentro do género Myotis, o que demonstra que uma unica espécie

de reservatério pode possuir mais de uma linhagem viral adaptada a ele”®.
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Enfatiza-se necessidade de novos estudos que contemple um nuamero
maior de amostras e que utilize o sequenciamento total da nucleoproteina do
RABV, para que se possa comprovar este achado, permitindo melhor
compreensdo dos aspectos etio-epidemiolégicos referentes a raiva em

quirépteros, principalmente o comportamento viral naqueles ndo hematéfagos.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

Houve concordancia entre a caracterizagao antigénica com anticorpos
monoclonais dirigidos para nucleoproteina viral e a classificagdo obtida com
base no sequenciamento parcial do gene N, em 37% (7/19) isolados de RABV
analisados.

E necessaria revisdo quanto aos perfis utilizados no painel de anticorpos
monoclonais, sendo importante um estudo para a inclusdo de perfis que vem
se repetindo em diversos estudos brasileiros.

De acordo com os isolados de RABV analisados ja pelo menos quatro
linhagens circulantes na regiao estudada.

Foram identificados cinco perfis antigénicos nos isolados de quirdpteros
dos cinco municipios analisados.

Os resultados mostram a necessidade de se aprofundar os estudos dos
isolados caracterizados como linhagem Myatis Il, para conclusao final quanto a

seu perfil genético.
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8 APENDICE

8.1 Solucéo diluente

97 ml agua filtrada em aparelho de osmose reversa estéril
2 ml soro equino inativado

1 ml lincomicina 300mg
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9 ANEXO

9.1 Parecer de aprovacdo pela Comissido de Etica em Experimentacio
Animal (CEEA)

&y  Universidade Estadual Paulista
un%p Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrite Rubido Junior, s/n® - Bolucatu - 5.P

CERTIFICAMOS que o Protocolo n® 762 sobre o projeto de pesquisa
"Caracterizagdo genotipica de amostras de virus rdbico, isolados de
quirdpteros de Botucatu-SP e regido”, que serd conduzido por Benedito
Donizete Menozzi, orientadoe pelo Prof. Titular Hélio Langoni, estd de acordo
com os Principios Eticos na Experimentacdio Animal adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), com a ressalva de que o0s
“camundongos”, sdo provenientes de Biotério convencional, sem condigdes de
atestar a sanidade dos mesmo.

Projeto de Pesquisa aprovado em reunidio da CEEA em 24/09/2009.

Cd Ll

Prof® Er‘ iha H. Garcia Martins Alberto Santos Lapelluppi
Presidente da CEEA Secretdrio CEEA
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9.2. Justificativa de Alteracdo de Titulo

Declaramos que o Projelo de Pesquisa “Caracterizagdo genotiplca de amostras de
virus rébico isolados de quirdpteros da cidade de Botucaty — SP e regifo’ aprovado
pelo CEP em 24/09/2008, feve seu tilulo alterado para "Caracterizagdo antigénica e

genotipica de isolados do virus rédbico, de quirépteros da cidade de Botucatu - SP e

regido.”, sam nenhuma alleragio no seu conteddo

metodoldgico da dpoca de apresentagdo para analise do CEP.
A presente alteragio foi efetuada somenle para adequagdo do titulo da Dissertagio de

i ye #:c]
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