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FILOGENIA E FILOGEOGRAFIA DO VIRUS DA RAIVA DE MORC EGOS
INSETIVOROS Nyctinomops spp. NO BRASIL

RESUMO - A raiva € uma doenca viral infecciosa aguda, de carater zoongtico, que
atinge todas as espécies de mamiferos. No meio urbano, os cades e 0s morcegos,
em especial os insetivoros e os frugivoros, sdo vistos como principais agentes
transmissores da enfermidade, e ao pensar na sua interacdo com 0S seres
humanos, os cuidados se intensificam, tendo em vista o risco de propaga¢ao da
doenca. O avanco nos estudos epidemiolégicos baseados na analise molecular do
virus da raiva, nas Ultimas décadas, permitiu a identificacdo de reservatoérios e a
distribuicdo geogréafica das variantes. No entanto, dada a constante adaptacéo
genética do virus aos seus hospedeiros, o presente estudo objetivou realizar uma
analise filogenética e filogeografica do virus da raiva (RABV) de amostras
provenientes de diferentes estados do Brasil, identificados como positivos pelo
Instituto Pasteur, Sdo Paulo/SP. Para tanto, foram analisadas sequéncias parciais
do gene codificador da nucleoproteina de 71 amostras de Sistema Nervoso Central
(SNC) de morcegos insetivoros Nyctinomops spp. Observou-se na analise
filogenética que 65 das 71 amostras agruparam-se em um mesmo clado juntamente
com amostras de morcegos insetivoros do banco de dados, representando uma
variante especifica desse género de quirdptero. As outras seis amostras dividiram-se
em outros clados mostrando haver proximidade genética entre isolados de morcegos
hematéfagos e ndo hematdéfagos e também entre estes e outros mamiferos
silvestres. Ainda foi possivel encontrar um morcego proveniente do Municipio de
Tabuleiro do Norte/RN com RABV pertencente a variante relacionada ao cachorro-
do-mato (Cerdocyon thous), indicando ser esse um primeiro relato dessa
transmissdo. Na filogeografia, observou-se a importancia que a localizagédo
geografica e as caracteristicas de relevo exercem na distribuicdo das variantes do
RABV, havendo predominio de relagdo genética em localidades proximas e com
altitudes semelhantes. As caracteristicas biolégicas do morcego Nyctinomops
também influenciam na distribuicdo do virus entre seus exemplares, pois, por ser
tratar de uma espécie ndo migratéria e que se adaptou facilmente ao ambiente
urbano, nota-se uma tendéncia de uma linhagem do virus circular em uma mesma
regido por um longo tempo. Dessa forma, as analises filogenética e filogeografica
sdo importantes ferramentas para ajudar a compreender a origem, a distribuicéo e a
transmissdo das diferentes variantes do RABV no Brasil, especialmente entre
morcegos ndo hemato6fagos, cada vez mais importantes como reservatorios da raiva
na area urbana. Assim, com esses resultados é possivel auxiliar nas medidas de
controle e prevencao da raiva em centros urbanos, reforgar as medidas educativas
gue mostrem para a populacéo os riscos envolvidos na interacdo com quirépteros e
outros mamiferos silvestres, fornecer subsidios para os Servicos de Vigilancia
Epidemiolégica dos diferentes municipios e colaborar com as atividades do
Laboratério de Biologia Molecular do Instituto Pasteur em Sao Paulo/SP, referéncia
em diagnaostico e em estudos sobre a raiva no Brasil.

Palavras-chave: biologia molecular, quirdpteros, Rabies Lyssavirus, vigilancia

epidemiologica
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PHYLOGENY AND PHYLOGEOGRAPHY OF RABIES VIRUS FROM
INSETIVOROUS BATS Nyctinomops spp. IN BRAZIL

ABSTRACT - Rabies is an acute infectious viral disease of a zoonotic character that
affects all the mammalian species. In the urban area, dogs and bats, especially the
insetivorous and frugivorous, are seen as the main transmitters of the disease, and
when their interaction with humans is analyzed, care is intensified according to the
risk of rabies propagation. Advances in epidemiological studies based on the
molecular analysis of the rabies virus in recent decades have allowed the
identification of reservoirs and the geographical distribution of variants. However,
given the constant genetic adaptation of the virus to the hosts, the present study
aimed to perform a phylogenetic and phylogeographic analysis of rabies virus
(RABV) from different states of Brazil, identified as positive by Pasteur Institute, Sao
Paulo/SP. For this, partial sequences of the nucleoprotein gene of 71 samples from
insectivorous bats Nyctinomops spp were analyzed. It was observed in the
phylogenetic analysis that 65 of the 71 samples were grouped in the same cluster
with samples of insectivorous bats from the GenBank database, representing a
specific variant of this bat genus. The other six samples were divided into other
clusters showing genetic proximity between hematophagous and non-
hematophagous bats isolates and also between these and other wild mammals. It
was possible to find a bat from the municipality of Tabuleiro do Norte/RN with RABV
belonging to a variant related to crab-eating foxes (Cerdocyon thous), indicating that
this result can be a first report of this transmission. In phylogeography, it was
observed the importance that the geographical location and the relief characteristics
have in the distribution of RABV variants, with a predominance of genetic relation in
nearby localities with similar altitudes. The biological characteristics of the
Nyctinomops bat also influence the distribution of the virus among its specimens
because it is a non-migratory species and easily adapted to the urban area, which
causes a tendency of a virus lineage to circulate in the same region for a long time.
Thus, phylogenetic and phylogeographic analyzes showed to be important tools to
help understand the origin, distribution and transmission of different variants of RABV
in Brazil, especially among non-hematophagous bats, which are increasingly
important as hosts of rabies in the urban area. The results allow to assist in
measures of control and prevention of rabies in urban areas; to reinforce educational
activities that show to the population the risks involved in interacting with bats and
other wild mammals; to provide subsidies for the Epidemiological Surveillance
Services from different Brazilian municipalities and to collaborate with the activities of
the Molecular Biology Laboratory from Pasteur Institute, S&do Paulo/SP, reference in
diagnosis and rabies studies in Brazil.

Keywords: molecular biology, bats, Rabies Lyssavirus, epidemiological surveillance
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1. INTRODUCAO

A raiva € uma antropozoonose caracterizada por uma encefalomielite aguda e
fatal que acomete os mamiferos, inclusive os seres humanos. Os cédes e 0s
morcegos, em especial os insetivoros e os frugivoros, sdo destaque como
transmissores do virus no ambiente urbano.

O desmatamento, a urbanizacao, a atividade agropecuaria e a mineragao tém
contribuido para a diminuicdo dos abrigos naturais de quirépteros que, por sua vez,
passam a alojar-se em construcbes antropogénicas, aumentando as chances de
contato entre essas espécies e 0os humanos e seus animais de estimacgéo. Essas
relacbes inter-espécies sdo importantes para o contexto do estudo da raiva, pois
podem facilitar o carreamento de diferentes variantes do virus pelo pais.

No Brasil, uma mudanca do perfil de ocorréncia e transmisséo da raiva no
ambiente urbano vem sendo observada. Segundo dados do Ministério da Saude, no
periodo de 2011 a 2017, houve um aumento nos casos humanos de raiva
transmitida por morcegos e por outras espécies silvestres, que representaram 37%
dos casos no periodo relatado. Em periodo anterior, de 2000 a 2010, esses casos
somavam 12%. Esses dados alertam para a importancia dos quirépteros na
transmissao da raiva, fazendo com que a forma silvestre ganhe destaque no cenario
nacional.

Diante desse quadro, a filogenia e a filogeografia surgem como modalidades
eficazes para uma compreensédo mais aprofundada da dindmica da propagacao do
virus da raiva em quirépteros, o que é fundamental para auxiliar nas estratégias de
controle e prevencdo da doenca e também orientar a implantacdo de medidas
educativas para a populacédo, com informacdes importantes sobre os riscos contidos
na interagdo com morcegos e outros animais, hospedeiros da raiva.

Assim, o presente estudo teve por objetivo realizar analises filogenética e
filogeografica do virus da raiva a partir de amostras de morcegos insetivoros do
género Nyctinomops spp. diagnosticadas positivas pelo Laboratério de Diagndstico
da Raiva Animal do Instituto Pasteur, S&o Paulo, a fim de caracterizar as variantes e
suas linhagens e conhecer a sua dispersdo geografica, buscando auxiliar nas

medidas de controle e prevencao da raiva.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Histoérico da raiva

A raiva ainda é uma enfermidade que gera grande preocupagdo mundial,
embora seja uma das zoonoses mais antigas de que se tem conhecimento, descrita
ha mais de quatro mil anos (BABBONI; MODOLO, 2011).

Na mitologia grega ha referéncia a raiva na lliada quando Homero associava a
constelacdo “Sirius” a cées raivosos do Mediterraneo Oriental, do Egito e de Roma,
além de mencionar a deusa Artemis como curadora da raiva e o deus Aristeo, filho
de Apolo, como combatente dos efeitos da raiva (RADOT, 1942).

Os filésofos Demdacritus, Aristoteles e Hipocrates foram o0s primeiros a
reconhecer a raiva como uma doenca de animais. No livro “Historia Natural dos
Animais”, Aristoteles reconhece a transmissdo da raiva pela mordedura de cées,
afirmando que os mesmos podem tornar outros animais raivosos (BAER, 2007).
HipoOcrates descreveu a sintomatologia da raiva em uma de suas obras (ROSEN,
1958). Porém, até esse momento, ndo se acreditava que a doenca pudesse
acometer o ser humano (BABBONI; MODOLO, 2011).

Somente na Escola de Alexandria foram feitas as primeiras observacdes sobre
a raiva humana, classificando-a como uma doenca cruel (STEELE, 1975). Ainda, no
primeiro século a.C., o filésofo Celsius, em seu livro, relaciona o sintoma de
hidrofobia em humanos com a raiva canina, afirmando que uma mordida, causada
por humanos, cdes, macacos ou outro animal selvagem, poderia conter um
“veneno”, em latim “virus”, reforcando as formas de transmissao, incluindo os seres
humanos no contexto da enfermidade (BAER, 2007).

No final da Idade Média e inicio da Renascenca, estudos e experimentos
relacionados a raiva foram iniciados, buscando uma possivel cura para a
enfermidade (DE MATTOS et al,, 2001; VIEIRA, 2012). O meédico Girolamo
Fracastoro, em 1546, em seu tratado “A Ferida Incuravel’, detalhou a raiva e
acompanhou diversos casos concluindo que, uma vez os sinais clinicos aparecam, a
doenca nao tem mais cura (KOPROWSKI, 1996).



O primeiro surto de raiva descrito ocorreu na Franca, em 1271, em que uma
vila foi atacada por lobos raivosos e 30 pessoas morreram com sinais tipicos da
doenca, incluindo os sinais de mordeduras causadas pelos animais. Existem
também referéncias de surtos de raiva na Espanha em 1500, em Paris em 1614, e
em quase toda a Europa central no mesmo periodo. Em Londres, nos anos de 1752
a 1762, foi ordenado o sacrificio de todos os caes errantes, incluindo uma
recompensa para aqueles que apresentassem um animal morto. Essa pratica levou
outras localidades a sacrificarem um numero exorbitante de animais, incluindo
proibir pessoas pobres de terem caes (STEELE, 1975).

Nas Américas, acredita-se que a doenca ja existia antes da chegada dos
europeus. O bispo Petrus Martyr-Anglerius, no periodo da colonizacao, relatou a
morte de seres humanos por mordidas de morcegos que os atacavam. Porém,
somente 200 anos apods a invasdo espanhola, casos de raiva foram relatados nas
Américas. No México, em 1709, houve relatos de casos; em 1753, na América do
Norte, a raiva foi descrita em cées e, mais tarde, em raposas (DE MATTOS et al.,
2001; VIEIRA, 2012).

A raiva é uma enfermidade cuja forma de transmissao, identificada desde
tempos remotos, é pela saliva dos cdes ou de outros mamiferos selvagens, como 0s
lobos. A utilizacdo da palavra virus para definir o agente etiolégico compdem
conceitos e descricbes que foram aprimorados ao longo das décadas, porém estédo
presentes nas definicbes atuais da doenca (SCHNEIDER; BURGOA, 1994;
BABBONI; MODOLO, 2011).

Em 1885, o cientista francés Louis Pasteur aplicou pela primeira vez uma
vacina contra a raiva em um paciente humano. Ele foi o responsavel por apresentar
o primeiro método de profilaxia pés-exposicéo, desencadeando posteriormente uma
série de estudos experimentais. Também apresentou a teoria da predilecdo do virus
pelo sistema nervoso central e demonstrou que a inoculacdo intracerebral € uma
forma eficaz de transmissédo de doenca. A tentativa de vacinacdo implantada pelo
cientista veio a partir da descoberta da possibilidade de atenuacdo do virus por
passagens seriadas em cérebros de coelhos. O cientista verificou que, apGs varias
passagens, 0 virus perdia o tropismo pelo sistema nervoso central (FERREIRA,

1976). A partir dessa época, com todas as descobertas e consequentes estudos



futuros, a raiva entrou no dominio das preocupag¢des populares, permanecendo nas
geracoes atuais (WILKINSON, 2002; BAER, 2007, BABBONI; MODOLO, 2011).

2.2. Araiva

A raiva é uma antropozoonose caracterizada por uma encefalomielite aguda e
fatal que acomete os mamiferos, inclusive os seres humanos (SAO PAULO, 2000;
ACHA; SYFRES, 2003). E uma doenca perpetuada na natureza por diversas
espécies de animais silvestres, consideradas reservatorios, incluindo-se nessa
categoria 0s morcegos hematéfagos, insetivoros e frugivoros, que tém destaque
como transmissores (SCHEFFER et al., 2007).
A enfermidade ocorre de maneira endémica em todo o mundo, presente em
mais de 150 paises e territdrios, salvo em algumas areas especificas em que é
considerada erradicada, como Antartida, Japdo, Reino Unido, Nova Guiné, Havali,
Taiwan, Finlandia, Suécia, Portugal, Grécia, algumas ilhas das Antilhas e do
Atlantico (WHO, 2017).

2.2.1. Etiologia

A raiva é causada por um virus neurotropico pertencente a ordem
Mononegavirales, familia Rhabdoviridae, género Lyssavirus, que apresenta forma
cilindrica, semelhante a uma bala de revélver (Figura 1), com diametro variando
entre 45nm e 100nm e comprimento entre 100nm e 300nm, de acordo com a
amostra considerada. O virus é sensivel a solventes lipidicos e detergentes; é
inativado por temperaturas altas, podendo ser destruido a 50°C durante 15 minutos.
E sensivel a luz solar, ao dessecamento, aos raios ultravioletas e aos extremos de
pH. Mantém-se estavel a 4°C por dias e a -70°C ou temperaturas mais baixas,
durante anos (BATISTA et al., 2007; BRASIL, 2008; RODRIGUEZ et al., 2007).

O virion é envelopado, composto por um envoltério com dupla membrana
lipoproteica, da qual emergem espiculas de composi¢do glicoproteica e contém de
1% a 2% de acido nucleico. O seu ribonucleocapsideo mede 700nm de comprimento



e 20nm de diametro e possui conformacédo helicoidal (FAUQUET et al., 2004,
VIEIRA 2012).

O material genético é constituido por RNA de fita simples, ndo segmentado,
com polaridade negativa (ITO, 2014).

Estudos tém demonstrado que, além do RNA gendmico, existem cinco
proteinas estruturais do virion: uma RNA polimerase RNA-dependente (proteina L de
190KDal), uma glicoproteina de superficie (proteina G de 65KDal a 80KDal), uma
nucleoproteina (proteina N de 57KDal a 62KDal), uma fosfoproteina (proteina NS ou
M1 de 35KDal a 41KDal) e uma proteina matriz (proteina M ou M2 de 22KDal a
25KDal) (Figura 1). Duas dessas proteinas sdo de especial interesse para 0s
estudos de epidemiologia molecular e o desenvolvimento de protecdo contra o0s
Lyssavirus: a nucleoproteina (N) do RNA, que € um antigeno grupo especifico, e a
glicoproteina (G) das projecbes encontradas na superficie do virion, contendo
também os principais epitopos virus neutralizantes dos Rhabdovirus (OLIVEIRA,
2009).

A  Glycoprotein (G) Matrix protein (M) Polymerase (L)

(S

»_ Genomic RNA

Phosphoprotein (P)

Ribonucleocapsid

Nucleoprotein (N
(RNP) a profen. ()

Figura 1. Virus da raiva. A) Esquema com representacdo das cinco proteinas virais,
genoma, ribonucleocapsideo e envelope. Nucleoproteina (N), glicoproteina
(G), proteina matrix (M), fosfoproteina (P) e proteina RNA polimerase RNA-
dependente (L). B) Virus da raiva visto por foto de microscopia eletrénica,
demonstrando seu formato cilindrico. (Fonte: ViralZone 2017; LYLES;
RUPPRECHT, 2007).

A nucleoproteina (N), principal componente viral e principal proteina no
ribonucleocapsideo, € constituida por 450 aminoacidos e tem peso molecular de
aproximadamente 57.000 daltons. A proteina N esta presente em grande quantidade

na célula infectada, sendo responsavel pela transcricdo, replicacdo e encapsidacao



do RNA (BANERJEE, 1987; RODRIGUEZ et al., 2007). E a proteina mais
conservada em similaridade de sequéncia de aminoacidos entre as espécies do
virus da raiva, apesar de ocorrer uma diversidade em uma pequena regido do seu
gene. Por essa razdo, na biologia molecular, para deteccdo do virus, tem-se
utilizado o gene da nucleoproteina (BOURHY; KISSI; TORDO, 1993; OLIVEIRA,
2009).

O envelope viral é composto pela glicoproteina (G) e pela proteina matriz (M).
A proteina G forma as espiculas que se projetam na superficie da particula viral,
possui capacidade de induzir a producédo de anticorpos neutralizantes contra o virus
da raiva, é responsavel pela adsorcao viral a receptores especificos nas células dos
hospedeiros e pela patogenicidade e patogénese da enfermidade (WUNNER, 2007,
OLIVEIRA, 2009). Assim, uma variacdo no gene que a codifica pode afetar a
imunogenicidade, a patogenicidade e o neurotropismo do virus. A proteina M, por
sua vez, mantém a ligacdo entre o envelope e o ribonucleocapsideo (Figura 1)
(BANERJEE, 1987; RODRIGUEZ et al., 2007).

De uma maneira geral, os Lyssavirus possuem um genoma bastante simples e
compacto, com pouco desperdicio de espaco. O genoma do virus da raiva €
composto por RNA de sentido negativo e apresenta o tamanho de 12 kb, contendo
cinco ORFs que codificam, na sequéncia, as seguintes proteinas: 3'-N, P, M, Ge L
- 5. No caso da nucleoproteina, a ORF possui 1350 bases (posicdo 71 a 1421 no
genoma completo), o que resulta em uma proteina de 450 aminoé&cidos. O genoma
completo do virus da raiva possui 11843 bases de nucleotideos (Figura 2) (TORDO
et al., 1988; VIEIRA, 2012).

Rabies Genome

v JR-N- G - L 5

kit

Figura 2. Representacdo do genoma completo do virus da raiva.
(Fonte: CDC, 2017).



O género Lyssavirus possui 14 espécies, conforme a Ultima resolucdo do
Comité Internacional sobre Taxonomia de Virus (ICTV), sendo assim apresentado:
espécie |, Rabies lyssavirus (RABV), considerado o virus classico da raiva,
distribuido mundialmente e com grande importancia na sadde publica e veterinaria;
espécie Il, Lagos bat lyssavirus (LBV), isolado na Africa de morcegos frugivoros;
espécie lll, Mokola lyssavirus (MOKYV), isolado na Nigéria; espécie IV, Duvenhage
lyssavirus (DUVV), isolado na Africa de morcegos insetivoros; espécie V, European
bat 1 lyssavirus (EBLV-1) isolado na Europa de morcegos insetivoros; espécie VI,
European bat 2 lyssavirus (EBLV-2), isolado na Europa de morcegos insetivoros;
espécie VI, Australian bat lyssavirus (ABL), isolado na Australia de morcegos
frugivoros e insetivoros; espécie VIII, Aravan lyssavirus (ARAYV), isolado na Asia
Central de morcegos insetivoros; espécie IX, Khujand lyssavirus (KHUV), isolado na
Asia Central de morcegos insetivoros; espécie X, Irkut lyssavirus (IRKV), isolado na
Russia de morcegos insetivoros; espécie Xl, West Caucasian bat lyssavirus
(WCBV), isolado na regido Caucasiana de morcegos insetivoros; espécie XII,
Shimoni bat lyssavirus (SHIBV), isolado de morcegos no Quénia; espécie XIllI,
Bokeloh bat lyssavirus (BBLV), isolado do morcego insetivoro Myotis nattereti na
Alemanha; e a espécie XIV, lkoma lyssavirus (IKOV), isolado do mamifero carnivoro
Civeta-africana (Civetticus civetta) na Tanzania em 2009 (ICTV, 2017).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e a Organizacdo Mundial de
Saude Animal (OIE), é considerada como raiva apenas a enfermidade causada pela
espécie |, classificando as demais como “encefalites relacionadas” e considerando
como “aparentados” os virus pertencentes as outras espécies (WHO, 2017).

Ainda, dentro de uma mesma espécie, pode haver uma nova classificagdo do
virus da raiva, em variantes, de acordo com as diferencas genéticas e antigénicas.
As variantes permanecem estaveis quando infectam hospedeiros de uma mesma
espécie animal; quando a transmissdo ocorre entre espécies diferentes de
hospedeiros, que ndo sdo consideradas reservatorios naturais da enfermidade, o
virus sofre mutacbes, caracterizando o spillover (RUPPRECHT; HANLON;
HEMACHUDHA, 2002). Esse contato entre espécies animais diferentes pode
ocasionar o surgimento de novas variantes do virus da raiva (CARNIELI JR et al.,
2006; KOBAYASHI et al., 2007).



No Brasil, desde 1996, foram identificados cinco variantes para o virus da raiva:
variante 2, do cdo, também isolada de humanos e animais silvestres terrestres;
variante 3, do morcego Desmodus rotundus, também isolada de outras espécies de
quiropteros, animais de companhia, domésticos, silvestres terrestres e humanos;
variante 4, do morcego Tadarida brasiliensis, também isolada de outras espécies
ndo hematoéfogas e animais de companhia; uma variante semelhante a variante 5,
também relacionada a isolamentos de morcegos hematéfagos em outros paises,
morcegos nao hematéfagos e em animais de companhia; variante 6, isolada de
morcego insetivoro Lasiurus cinereus. Além desses, ainda foram encontrados no
Brasil, outras trés variantes do virus da raiva sem proximidade antigénica ou
qualquer relacdo genética conhecida com as variantes encontradas em morcegos ou
mamiferos terrestres nas Ameéricas, sendo a variante do sagui-do-tufo-branco
(Callithrix jacchus), isolada no Estado do Ceara (FAVORETTO et al.,, 2001) e as
variantes Raposa-1 e Raposa-2, que possuem como reservatorio o cachorro-do-
mato (Cerdocyon thous), isoladas no Estado da Paraiba (FAVORETTO et al., 2006)
e outras variantes especificas de morcegos insetivoros (FAVORETTO et al., 2002;
ITO, 2005; KOBAYASHI et al., 2005; LIMA et al., 2005; KOBAYASHI et al., 2007;
CARNIELI JR et al., 2009; SAO PAULO, 2009). Entre os quirdpteros, também foram
descritas variantes genéticas para as espécies de quirOpteros insetivoros Lasiurus
spp., Histiotus spp., Eptesicus furinalis, Molossus spp. e Nyctinomops laticaudatus,
Tadarida brasiliensis, Myotis spp. (KOBAYASHI et al., 2005; KOBAYASHI et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2010).

No Brasil, em 2006, foi registrada a introducéo da variante viral 1 (canina) no
Municipio de Corumb&/MS. Essa variante ndo havia sido registrada até aquele
momento em territorio brasileiro. Posteriormente, em 2009, entre os 26 casos
caninos notificados naquele ano, a mesma variante foi identificada em um c&o no
Municipio de Ladario/MS. Recentemente, em 2015, outro caso de cdo doméstico
positivo com essa variante foi encontrado no Municipio de Corumba/MS. A variante
1 € comum em paises da América Latina que fazem fronteira com o Brasil, indicando
a necessidade de cuidados mais rigorosos nessas areas do pais (WADA et al.,
2011; BRASIL, 2017a).



2.2.2. Patogenia, sinais clinicos e diagnostico

A transmissdo do agente etioldégico se da por meio da saliva de um animal
infectado, inoculada no organismo da vitima pela mordedura, arranhadura ou
lambedura de mucosas integras ou pele previamente lesada. O virus é considerado
neurotrépico; instala-se e se multiplica inicialmente no ponto de inoculacao,
atingindo as terminacdes nervosas periféricas e, posteriormente, o sistema nervoso
central (SNC), causando uma encefalomielite aguda (MURRAY et al., 2000;
BATISTA et al., 2007; FORTES et al., 2007).

Pelo Sistema Nervoso Periférico (SNP) e Sistema Nervoso Autbnomo (SNA)
ocorre a disseminacdo de forma centrifuga, especialmente para as glandulas
salivares, por onde € eliminado, e também para a pele, masculo liso e estriado,
foliculos pilosos, coragéo, pulmao, rins, baco, timo, utero, ovarios, glandula adrenal,
figado, retina, cérneas, intestino e epitélio da lingua (BRASIL, 2008).

Na saliva de cées e gatos, o virus da raiva pode ser detectado entre quatro e
dois dias antes do aparecimento dos sinais clinicos, persistindo durante toda a
evolugdo da doenga, levando o animal a morte entre cinco e sete dias apos a
apresentacao dos sinais clinicos (REICHMANN, 2007; ITO, 2008).

O periodo de incubacdo da enfermidade é bastante variavel, podendo se
prolongar de dias até anos, com média de 45 dias no ser humano, de 10 dias a dois
meses em cées, gatos e morcegos, podendo para os ultimos, estender-se por mais
tempo. A intensidade dos sinais clinicos também varia muito, conforme o local e a
gravidade da lesdo provocada pelo animal transmissor, a proximidade de troncos
nervosos e a concentracdo de particulas virais inoculadas (ALVES et al.,, 2003;
FORTES et al., 2007; ITO, 2008; BRASIL, 2009; SAO PAULO, 2009).

Com relacgdo a sintomatologia no animal doente, didaticamente a raiva pode se
apresentar de duas formas. A raiva furiosa (“sindrome do cachorro louco”), muito
conhecida no meio urbano, caracterizada pela inquietacdo, anorexia devido a
dificuldade de degluticdo, e latido bitonal com posterior paralisia, coma e
consequente morte do animal; no transcorrer da evolugédo da doenga, ocorre uma
excitacdo do SNC, exacerbando as sensacdes dolorosas, pois afeta também o

centro da dor, promovendo uma resposta caracterizada pela agressividade do
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animal. A raiva paralitica ou muda, em que ndo ha inquietacdo ou indicios de
agressividade, o animal tende a se isolar e se esconder em locais escuros,
apresentando, em linhas gerais, uma paralisia progressiva que se inicia pelas patas
traseiras, levando a morte (MURRAY et al., 2000; BRASIL, 2009). E importante
lembrar que, em todas as formas de manifestacdo da doenca, os animais de
qualquer espécie apresentam o potencial de transmitir o virus (SAO PAULO, 2000).

Em morcegos predominam os sintomas da raiva paralitica, fazendo com que
esses animais fiqguem paralisados e sejam vistos em situacbes e locais néo
habituais, como voando durante o dia ou caidos no chdo das residéncias, calgadas
das ruas ou parques, em muros ou batentes de janelas, especialmente nas areas
urbanas. Nessas situacdes, as chances de ocorrer uma agressdo do morcego a
humanos ou animais sdo remotas, mas ndo podem ser desprezadas. Os casos de
raiva humana transmitida por morcegos ocorre geralmente por manipulagéo indevida
do animal doente (UIEDA; HARMANI; SILVA, 1995).

O diagndstico laboratorial é utilizado para confirmar uma suspeita clinica de
raiva. O material biologico utilizado é o encéfalo dos animais suspeitos. No caso de
animais silvestres, existe a recomendacéo de enviar o exemplar inteiro, para que
seja feita a correta identificacdo da espécie animal;, 0 mesmo é valido para o0s
quirépteros (BRASIL, 2008).

As amostras devem ser enviadas refrigeradas para um laboratorio credenciado
do MAPA ou do Ministério da Saude (MS) (BRASIL, 2008). A OIE preconiza que 0
diagnostico laboratorial seja realizado pela identificacdo do antigeno viral, por meio
do teste de Imunofluorescéncia Direta (IFD) e pelo isolamento viral, por meio da
inoculagdo em camundongos (IC) ou em cultivo celular (BRASIL, 2008). No Brasil
sdo as técnicas mais empregadas nos Institutos e Laboratérios responsaveis pelo
diagndstico da raiva (BRASIL, 2008).

Existem ainda, outros métodos de diagnéstico como o exame histopatoldgico, a
neutralizac&o viral, a microscopia eletrbnica, a imunoistoquimica, o reconhecimento
de epitopos especificos com anticorpos monoclonais (MAbs) e a transcricdo reversa
seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), sendo esta ultima, uma
técnica de alta especificidade e sensibilidade que oferece um resultado rapido (DE
MATTOS et al., 2001; OIE, 2017). A RT-PCR possibilita a geracdo de produtos
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amplificados que, apds o sequenciamento, permite caracterizar geneticamente o
virus da raiva, distinguindo estirpes dentro de regides geograficas, e relacionar os
dados da variante viral, do hospedeiro e da area geografica (NADIN-DAVIS, 1998;
OIE, 2017).

2.2.3. Ciclo epidemioldgico

No Brasil, o ciclo epidemiologico da doenca pode ser dividido em urbano, rural,
silvestre terrestre e silvestre aéreo. A raiva urbana tem como principal hospedeiro o
cdo; em seguida esta o gato que, assim como 0s seres humanos, sao hospedeiros
acidentais da raiva canina. O ciclo rural € mantido principalmente por morcegos
hematofagos (Desmodus rotundus), que transmitem o virus para animais de
producdo, causando sérios prejuizos (FERNANDES, 2003). A forma silvestre é
mantida na natureza por diferentes espécies das ordens Carnivora e Chiroptera,
demonstrando a importancia dos animais selvagens como reservatorios da
enfermidade, podendo também infectarem acidentalmente humanos e outros
animais domésticos no ambiente urbano (FAVI et al., 2002; WHO, 2017).

Sabe-se que o cdo é responsavel por 99% dos casos de raiva em seres
humanos no mundo (WHO, 2017). No Brasil, em é&reas urbanas, o controle
progressivo da raiva canina, feito por meio das campanhas municipais de vacinacao
contra a raiva em caes e gatos e também pelas campanhas de educa¢do em saude,
contribuiu para a reducdo dos casos de raiva humana provocadas pela variante
canina. Dessa forma, a raiva silvestre, especialmente aquela transmitida por
morcegos, passou a ganhar destague no cenario nacional (CARNEIRO et al., 2009).
Segundo dados do Ministério da Saude, no periodo de 2011 a 2017, esses animais
representaram cerca de 37% dos casos de transmissao do virus e desenvolvimento
da raiva humana no Brasil (BRASIL, 2017b). No Estado de Sao Paulo, o virus da
raiva isolado de cades e gatos raivosos tem sido identificado como pertencente a
variante do morcego hematéfago (Desmodus rotundus) e de diferentes espécies de
morcegos ndo hematdéfagos, e ndo a variante canina, o que alerta para a importancia

dos quirdpteros na transmisséo da doenc¢a (BRASIL, 2017b).
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2.3. Araiva em morcegos ndao hematofagos

A raiva em morcegos ndo hematéfagos foi relatada, pela primeira vez, em um
surto da doenca em Trinidad, em 1925 (PAWAN, 1936). No entanto, o primeiro
relato de raiva em morcego insetivoro, confirmado laboratorialmente, deu-se nos
Estados Unidos da América (EUA), em 1953, atentando para um especial interesse
nesse pais onde, nos anos de 2008 a 2017, 11 dos 23 casos humanos notificados
foram causados por variantes dessas espécies (CHILDS, 2002; CDC, 2017).

No Brasil, a primeira observacdo de raiva em morcegos foi em espécie
hematéfaga (CARINI et al., 1911); em 1957, no Rio de Janeiro, foi comunicado o
primeiro caso de raiva em morcego ndo hematéfago Phyllostomus hastatus hastatus
(SILVA, 1961). A partir de entdo, o isolamento do virus em morcegos nao
hematéfagos foi relatado em varios estados brasileiros (UIEDA; HARMANI; SILVA,
1995; DEUS; BECER; NAVARRO, 2003; LANGONI et al., 2007; SAO PAULO,
2009).

Os morcegos insetivoros e frugivoros, também presentes no meio urbano,
eliminam o virus nas fezes, urina e glandulas salivares (SCHEFFER et al., 2007,
SILVA, 2007). Infectam-se durante as diferentes interacdes com outros morcegos
hemat6fagos ou ndo-hematéfagos portadores do virus rabico e podem também
transmitir acidentalmente a raiva, por meio do contato direto com a espécie humana
e outros animais (CARNEIRO et al., 2009). Nas cidades, devido a habilidade de se
alimentar a partir de variadas fontes como insetos, folhas e néctar, e de se adaptar a
diferentes habitats, os morcegos encontram, de forma facil, abrigo e diversidade de
alimentos, instalando suas colénias em edificacdes ou préximo a elas, fortalecendo a
importancia dessas espécies na cadeia epidemiologica da raiva (UIEDA; BRED,
2016).

Apoés a década de 80, com o controle progressivo da raiva canina em muitos
municipios brasileiros e incorporacdo da tipificacdo genética e antigénica aos
programas de vigilancia, uma preocupacdo com a raiva transmitida pelos morcegos
ndo hematéfagos comecou a se difundir (DE MATTOS et al., 2000).

No Brasil, até o momento, foram catalogadas 180 espécies de morcegos, e 0S

insetivoros e frugivoros sdo os exemplares mais representativos nas areas urbanas
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(REIS et al., 2011; BORDIGNON et al., 2017). O numero desses animais nos centros
urbanos tem aumentado consideravelmente, devido a proximidade entre as areas
urbanas e areas de vegetacdo naturais, em decorréncia do desmatamento, da
atividade agropecuaria, da mineracao e da urbanizacéo, reduzindo ou extinguindo os
abrigos naturais. Isso levou os quirépteros a se alojarem em constru¢cdes humanas
como casas, bueiros e tuneis, e consequentemente, aumentou a probabilidade do
contato dessas espécies com humanos e animais domeésticos (UIEDA; BRED, 2016).
Segundo dados do Instituto Pasteur, S&o Paulo, entre os anos de 2005 e 2007, 160
morcegos ndo hematofagos foram diagnosticados positivos para a raiva pelo
Laboratorio de Diagndstico e, destes, 104 foram classificados como pertencentes as
espécies insetivoras (OLIVEIRA, 2009). Dados mais recentes ndo estao disponiveis.

Ainda é comum encontrar espécies diferentes de morcegos ndo hematofagos e
hemat6fagos dividindo o mesmo abrigo, o que pode ser um facilitador de
transmissao de agentes infecciosos entre 0s mesmos (AZUAGA, 2015).

Embora os morcegos ocorram no mundo todo, exceto em regides polares e
algumas ilhas oceanicas, a sua distribuicdo é limitada pela oferta de alimentos.
Como resultado, os morcegos insetivoros, que podem ter seu alimento amplamente
distribuido, formam o maior grupo entre os quirdpteros, compreendendo 70% do
total de espécies. Esses morcegos apresentam uma importancia para o meio
ambiente, que deve ser considerada, e ndo devem ser julgados somente como
transmissores de enfermidades. Atuam como controladores de insetos e pragas de
lavouras e estima-se que algumas espécies possam comer quantidades
correspondentes a uma vez e meia 0 seu peso em uma Unica noite. Além disso,
capturam coleopteros (besouros) e isopteros (cupins) que atacam a estrutura de
casas construidas com madeira. Podem ainda, agir como controladores de
populacdes de insetos transmissores de doencas, como a dengue (FABIAN;
GREGORIN, 2007; UIEDA; BRED, 2016).

Segundo Carneiro et al. (2009), o uso de inseticidas quimicos, por exemplo os
piretréides, como método de controle de vetores de endemias urbanas, como a
malaria, leishmaniose, dengue, zika, chikungunya e febre amarela, aplicados em
areas de col6nias de morcegos insetivoros geram estresse, diminuindo a resisténcia

dos animais, podendo causar sua morte ou facilitar o desenvolvimento de doencas
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como a raiva naqueles que albergam o virus (FABIAN; GREGORIN, 2007; UIEDA;
BRED, 2016).

Dessa forma, diante da importancia que 0s morcegos representam para 0 meio
ambiente e que vém assumindo na epidemiologia da raiva em centros urbanos, faz-
se necessario o0 estimulo para novas pesquisas, especialmente sobre o
comportamento e a distribuicdo das espécies de morcegos no ambiente urbano, em
particular as insetivoras. O estudo do comportamento do virus da raiva em morcegos
também é importante e necessario para complementar os conhecimentos. A correta
identificacdo das espécies de quiropteros também se faz fundamental, pois cada
uma apresenta caracteristicas biolégicas peculiares, que sdo importantes na
avaliacdo preliminar da situacdo encontrada. Separar morcegos em apenas dois
grupos, (hematéfagos e ndo hematdfagos) dificulta o estudo, prejudicando o
conhecimento do papel dessas espécies na epidemiologia da raiva. Esses estudos
ainda sdo escassos no Brasil e necessarios para orientar a implantacdo de medidas
educativas para a populacédo, com informacdes importantes sobre os riscos contidos

na interacdo desses animais no ambiente urbano (CARNEIRO et al., 2009).

2.4. Morcegos Nyctinomops spp.

A familia Molossidae, presente em larga escala em diferentes municipios do
pais, € composta por 16 géneros e 86 espécies, distribuidas no mundo todo.
Somente em territdrio brasileiro foram identificados sete géneros, entres eles os
Nyctinomops, Tadarida, Eumops e Molossus, e 24 espécies. Todos o0s
representantes desta familia possuem cauda que se projeta além da membrana
interfemural, o que da o nome popular de “morcegos de cauda livre” (GREGORIN;
TADDEI, 2002; PERACCHI et al., 2010; REIS et al., 2011).

O género Nyctinomops € constituido por quatro espécies, das quais trés séo
encontradas em territorio brasileiro, o Nyctinomops aurispinosus, o Nyctinomops
macrotis e o Nyctinomops laticaudatus (REIS et al., 2011).

Esses morcegos apresentam asas longas e estreitas, cuja envergadura varia
entre 240mm e 450mm, possibilitando um voo r4pido e manobravel. Também

possuem orelhas largas e rugosas, variando em tamanho e forma, com as bordas
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internas unidas por uma estreita faixa de pele na linha mediana da cabeca. O
focinho é largo e de aspecto truncado e as narinas sao direcionadas lateralmente.
Apresentam pelos curtos, com aspecto aveludado, podendo a coloracdo variar de
marrom escuro a marrom avermelhado ou acinzentado. Ainda, os morcegos da
espécie N. laticaudatus apresentam uma pelagem dorsal de coloracdo castanho
escuro e a ventral levemente mais clara. A base dos pelos é mais clara que a
extremidade distal. O labio superior € pregueado, formando sulcos verticais. As
orelhas projetam-se para a frente e 0s incisivos superiores sdo distintamente
separados entre si devido a uma reentrancia palatal. O comprimento cabeca, corpo
e cauda pode variar de 102mm a 139mm, sendo que o N. laticaudatus é a menor
espécie e o N. macrotis, a maior, com peso variando de 11,3g a 20,6g (FABIAN;
GREGORIN, 2007; REIS et al., 2011).

Podem apresentar dimorfismo sexual, com machos maiores do que as fémeas;
também s&o coloniais, com reconhecimento individual de chamados para reunir
maes e seus filhotes, que costumam nascer no periodo da primavera-verao no
Hemisfério Sul (FABIAN; GREGORIN, 2007; REIS et al., 2011).

Ha registro da presenca das trés espécies de Nyctinomops na maior parte do
Brasil. No caso do N. laticaudatus, existe nos Estados do AP, AM, BA, CE, DF, ES,
MA, MG, MS, MT, PA, PE, PI, PR, RJ, RS, SC, SP e, de acordo com a IUCN, essas
espécies de morcegos nado apresentam risco de extincdo (FABIAN; GREGORIN,
2007; REIS et al., 2011).

Com relacdo aos héabitos alimentares, sdo quirépteros exclusivamente
insetivoros, alimentando-se preferencialmente de insetos das ordens Coleoptera e
Lepidoptera, e podem dividir 0 mesmo abrigo com outras espécies de morcegos. No
Brasil, embora essas espécies possam se deslocar, ndo se conhece casos de
migracdes a longas distancias ou hibernagfes, 0 que costuma acontecer em areas
muito frias (FABIAN; GREGORIN, 2007; REIS et al., 2011).

Em areas de vegetacéo natural preservada, de um modo geral, essas espécies
de morcegos costumam abrigar-se em cavernas, tocas de pedras, ocos de arvores,
no meio de folhas, principalmente de palmeiras, arvores caidas, raizes na beira de
rios e cupinzeiros. No Brasil, nas areas urbanas, sédo encontrados em pontes, forros

de prédios e de casas de alvenaria, em tubulacdes fluviais, pedreiras abandonadas,



16

juntas de dilatacdo de prédios, toldos de construcdes, interior de churrasqueiras em
quintais e até em aparelhos de ar condicionado (FABIAN; GREGORIN, 2007).

Ainda, exemplares dessas espécies sado recebidos em abundancia pelos
servigos de vigilancia municipais, em decorréncia do atendimento aos cidadaos que
encontram esses animais caidos ou em situacoes suspeitas de raiva (REIS et al.,
2011; UIEDA, 2012; UIEDA; BRED, 2016).

Figura 3. Morcego insetivoro Nyctinomops laticaudatus, comum em
areas urbanas no Brasil. (Fonte: www.mammalogy.org).

2.5. Controle e prevencéo da raiva em areas urbanas

No Brasil, em 1973, foi criado pelo Ministério da Saude em parceria com a
OMS e a Organizacdo Pan Americana de Saude (OPAS), o Programa Nacional de
Profilaxia da Raiva (PNPR), com a implantacdo de atividades que objetivavam
auxiliar na prevencdo e controle da raiva. Os casos de raiva humana diminuiram
sensivelmente com a implantacdo do Programa mas, ainda assim, em torno de trés
a guatro pessoas morreram, em média anualmente no Brasil, para o periodo
avaliado entre 2008 e 2017 (BRASIL, 2010; BRASIL, 2017Db).

A principio, o objetivo do PNPR era a vacinagdo em massa de cdes e gatos, o
recolhimento de cées errantes, o atendimento de pessoas envolvidas em agravos
com animais, a observacdo clinica de cdes e gatos, a profilaxia em pessoas
expostas ao risco de infeccdo rabica, a vigilancia epidemioldgica que contempla,
principalmente, o controle de areas de foco, e a colheita e envio de material para

exames laboratoriais, sendo a avaliacdo da circulacdo do virus na espécie canina
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um dos principais parametros para que a doenca seja considerada controlada (SAO
PAULO, 1999; BRASIL, 2017b); para isso, foram construidos laboratérios para o
diagnéstico rapido da doenca (BRASIL, 2017a).

Outro objetivo foi a criacdo e implantacdo de programas de educacdo em
saude, visando a ampla participacdo da sociedade no controle da doenca, levando-
se em conta algumas variaveis, como: faixa etaria, sexo, local de ocorréncia,
residéncia do agredido e do animal agressor, espécie agressora e sua situacao
vacinal, que sao itens fundamentais para que se realize um trabalho de orientacdo e
educagdo enfocando os cuidados com o0s animais e 0s riscos da exposicdo as
agressdes (ROLIM et al., 2006). Também €& previsto o controle da populacdo de
animais errantes por meio do recolhimento, esterilizacdo e eutanasia, se for o caso,
realizado pelas prefeituras municipais (SAO PAULO, 2000; BRASIL, 2007).

A OMS, a Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacao
(FAO) e a Alianca Global para o Controle da Raiva (GARC) estabeleceram, mais
recentemente, a acao global “Unidos contra a raiva” para providenciar estratégias
comuns no mundo todo na tentativa de zerar os casos de raiva humana pela
variante canina até o ano de 2030 (WHO, 2017).

Ainda, no Brasil, a comunidade cientifica vem discutindo a possibilidade de
criacdo de um programa nacional para marcacdo de morcegos, por meio do
anilhamento, como forma de viabilizar a realizacdo de estudos sobre historia natural
e ecologia de quirépteros com maior abrangéncia temporal e espacial. Esse tipo de
monitoramento de morcegos facilitaria entender as relagbes que essas espécies
desenvolvem dentro de sua coldénia ou com outras espécies animais presentes no
ambiente em que vivem, podendo auxiliar no controle e na prevencao da raiva por
morcegos nas areas urbanas no Brasil (BARROS; LUZ; ESBERARD, 2012).

2.6. Importancia da filogenia e da filogeografiap  ara o estudo da raiva

Diferentes métodos de pesquisa e de estatistica surgiram ao longo dos anos
para auxiliar o diagnéstico e a compreensao da epidemiologia da raiva. A tipificacéo
antigénica com Mabs, desenvolvida por Victor & Koprowski desde 1978, e

posteriormente, a analise de sequéncias nucleotidicas, tém sido utilizadas para
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identificar variantes virais associadas a focos de raiva em todo o mundo (BUENO-
SILVA, 2012). Esses dados, associados aqueles obtidos por meio da vigilancia
epidemioldgica, podem auxiliar, efetivamente, na identificacdo do reservatorio animal
envolvido (SCHEFFER et al., 2007).

A filogeografia surge, neste contexto, como uma modalidade que vem se
mostrando eficaz para o estudo da raiva em diferentes &reas terrestres e para
auxiliar em atividades de controle e prevencédo da doenca em diversos servicos de
salde. E uma metodologia abrangente que integra dados genéticos com a geografia
e pode ser definida como “o estudo dos principios e dos processos que delineiam a
distribuicdo geogréfica de linhagens genealdgicas” (AVISE, 1994). No Brasil, os
estudos filogeograficos da fauna ainda séo escassos frente a diversidade (MARTINS
E DOMINGUES, 2011). Levantamento feito por Castro (2010) aborda a necessidade
de mais estudos sobre a filogeografia em areas de maior biodiversidade.

Nesse tipo de estudo, em primeiro lugar, sdo estabelecidas as relacdes
filogenéticas de um grupo de organismos, o que pode ser feito por meio da
pesquisa, por exemplo, de sequéncias de nucleotideos de um determinado gene.
Em seguida, é avaliado se ha agrupamentos e se estes sdo compostos de
individuos que ocorrem em uma mesma area geografica. Também se observa se ha
grupos de individuos com relagBes filogenéticas proximas em regifes vizinhas,
buscando avaliar se ha congruéncia entre linhagens genéticas e sua distribuicdo
espacial (MIYAKI, 2009).

Ainda, a analise filogeogréafica pode ser feita em varios niveis taxonémicos e
traz dados relevantes para a biogeografia historica. Outro ponto importante é que
alguns dados genéticos permitem estimar o tempo de divergéncia entre linhagens;
assim, conhecendo onde e quando a divergéncia ocorreu, € possivel tentar associar
dados de geologia, clima, palinologia e tantos outros, para buscar entender melhor
como a diversificacao das linhagens ocorre (MARTINS E DOMINGUES, 2010).

Ao se estudar uma enfermidade, como a raiva, na analise filogeografica
devem-se incluir, também, informacdes sobre dados da vigilancia epidemioldgica
correspondentes ao caso para identificar as circunstancias em que se desencadeou
o foco, além das espécies animais envolvidas e os aspectos que contribuiram para a

perpetuacdo do virus na natureza. Dessa forma, € possivel obter uma pesquisa
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completa e rica em informacgdes para auxiliar no controle e na prevencéo da doenca
(SCHEFFER et al., 2007).

No Brasil, um estudo filogeografico envolveu a analise de 41 amostras do
virus da raiva, obtidas de herbivoros e morcegos (Desmodus rotundus e Artibeus
lituratus) de diferentes regibes dos Estados do Espirito Santo e do Rio de Janeiro,
entre 0os anos de 2006 e 2010. Observou-se a formacédo de trés linhagens distintas,
e semelhancas entre amostras originarias de areas de baixa e de média altitude.
Outro resultado foram as semelhancas genéticas entre as amostras de municipios
localizados nas fronteiras dos dois estados, o0 que, segundo as analises
filogeogréficas, deu-se devido a migragdo do morcego hematofago, uma vez que,
em ambas as regifes o relevo montanhoso favorece o abrigo para esses animais.
Os autores afirmam que uma compreensdo mais aprofundada da dinamica da
propagacdo do virus da raiva é fundamental para auxiliar nas estratégias de controle
da doenca e que, para isso, também € necessaria uma caracterizagdo molecular que
auxiliara a esclarecer aspectos da epidemiologia da raiva em diferentes regides do
Brasil (VIEIRA et al., 2012).

Em outro trabalho foram comparadas 71 sequéncias do gene da
nucleoproteina N de virus da raiva isolados de caes de diferentes regiées do Brasil,
no periodo de 1986 a 2006. Apds as analises filogenéticas, puderam ser formados
dois agrupamentos: o grupo A, com amostras que apresentavam semelhancas
genéticas, originarias das regides Sudeste e Centro-Oeste; e 0 grupo B, com
exemplares das regidbes Sudeste, Nordeste e Norte. Um dado interessante do
estudo foi a semelhanca filogenética e cronolégica encontrada entre amostras de
municipios do Maranh&o e do Rio Janeiro, todas obtidas em torno dos anos 1980,
indicando uma origem comum para o virus da raiva encontrado nesses locais. Isto
pode ter ocorrido devido a intensa migracdo de familias e seus animais de
estimacdo entre os Estados no periodo. Outro ponto importante que os autores
discutem € o uso do gene da nucleoproteina N nesse estudo, pois como se trata de
uma regido do virus da raiva altamente conservada, facilita a identificacdo das
variantes do virus, permitindo a formac¢do dos agrupamentos o que, futuramente,

pode possibilitar a comparacdo com outras variantes e a identificagdo de suas
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origens, contribuindo para o estudo da epidemiologia molecular da raiva (CARNIELI
JR et al., 2011).

Outros estudos genéticos envolvendo a filogenia, realizados com amostras
de virus da raiva de morcegos insetivoros brasileiros, apontaram a existéncia de
linhagens virais espécie-especificas relacionadas aos géneros Eptesicus,
Nyctinomops e Molossus (KOBAYASHI et al.,, 2005; KOBAYASHI et al., 2007).
Assim, a caracterizacdo molecular também ¢é fundamental para determinar a
presenca de diferentes ciclos endémicos e potencial transmissao inter-espécies.
Como nos centros urbanos € comum a convivéncia entre humanos, animais
domésticos e morcegos, torna-se importante compreender a epidemiologia da raiva
nessas localidades (OLIVEIRA, 2009).

Segundo Escobar et al. (2013), pouco se sabe sobre o papel dos morcegos
nos aspectos ecoldgicos e na forma como se distribui geograficamente o virus da
raiva em suas espécies. O autor também reforca a participagdo dos morcegos
insetivoros como importantes reservatorios naturais da raiva, especialmente nas
Ameéricas, e que as estirpes virais sao definidas por uma populacéo de virus mantida
por um reservatorio em um determinado espaco geografico e podem ser distinguidas
de outras estirpes baseado nas caracteristicas moleculares e antigénicas. Por fim, o
estudo indica que um trabalho envolvendo a filogenia e a filogeografia ajudam no
controle da raiva e de outras enfermidades emergentes ligadas aos morcegos, que
possam causar serios problemas no presente ou no futuro.

Dessa forma, estudos que busquem caracterizar e estudar as diferentes
amostras virais encontradas em quirépteros, associando dados da vigilancia
epidemioldgica e informacdes sobre geografia e a evolugcdo da espécie, devem ser

estimulados, a fim de auxiliar no controle efetivo e na prevencao da raiva.
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Realizar um estudo filogenético e filogeografico de amostras do virus da raiva

isoladas de morcegos insetivoros Nyctinomops spp. de diferentes regides do Brasil.

3.2. ESPECIFICOS

- Realizar a andlise filogenética de amostras do virus da raiva provenientes de

morcegos Nyctinomops spp..

- Conhecer o perfil de deslocamento geogréafico da linhagem de virus rabico oriundo
de morcegos Nyctinomops spp. e inferir o tempo decorrido nesse deslocamento em

diferentes regides no Brasil, a partir das amostras de virus da raiva estudadas.



22

4. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi submetido para andlise e autorizado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da FCAV/Unesp, Campus de Jaboticabal/SP (Protocolo n°
021916/14).

4.1. Amostras

Foram utilizadas 71 amostras de virus da raiva (RABV) isoladas de morcegos
insetivoros do género Nyctinomops spp. e provenientes de diferentes municipios dos
estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Parana, Mato Grosso do Sul, Bahia, Rio
Grande do Norte e Ceara (Figura 4 e Tabela 1).

As amostras foram enviadas para o Laboratorio de Diagnostico da Raiva
Animal do Instituto Pasteur, Sdo Paulo, entre os anos de 2008 e 2016, para a
vigilancia epidemiologica da raiva, e apos terem sido diagnosticadas como positivas
para a enfermidade, por IFD (DEAN; ABELSETH; ATANASIU, 1996) e pela prova
biologica de inoculacio em camundongos (KOPROWSKI, 1996), foram

disponibilizadas para a realizacéo desta pesquisa.

Figura 4. Regido de origem e nimero das amostras de virus
da raiva de morcegos insetivoros Nyctinomops spp.
utilizadas no presente estudo.



Tabela 1. Amostras do virus da raiva utilizadas no estudo, diagnosticadas como
positivas pela técnica de imunofluorescéncia direta e pela prova
biolégica de inoculagcdo em camundongos no Instituto Pasteur, S&o
Paulo, no periodo de 2008 a 2016.

AMOSTRA HOSPEDEIRO ORIGEM
1127 08 Nyctinomops laticaudatus Ribeirdo Preto-SP
3202_08 Nyctinomops laticaudatus Valinhos-SP
3233 08 Nyctinomops laticaudatus Sao Roque-SP
9791_08 Nyctinomops laticaudatus Mogi das Cruzes-SP
9923 08 Nyctinomops laticaudatus Piracicaba-SP
10585 _08 Nyctinomops laticaudatus Araraquara-SP
3589 08 Nyctinomops laticaudatus Ribeirdo Preto-SP
1373_09 Nyctinomops laticaudatus Ribeirdo Preto-SP
6945 09 Nyctinomops laticaudatus Ribeirdo Preto-SP
8368_09 Nyctinomops laticaudatus Sertdozinho-SP
2409 09 Nyctinomops laticaudatus Votorantim-SP
350_10 Nyctinomops laticaudatus Conchal-SP
412 10 Nyctinomops laticaudatus Barretos-SP
1491 _10 Nyctinomops laticaudatus Barretos-SP
3005_10 Nyctinomops laticaudatus Ribeirdo Preto-SP
1944 10 Nyctinomops laticaudatus Caicé-RN
1945 10 Nyctinomops laticaudatus Caic6-RN
3452 10 Nyctinomops laticaudatus Caicé-RN
3457_10 Nyctinomops laticaudatus Caic6-RN
3458 10 Nyctinomops laticaudatus Caicé-RN
3461 _10 Nyctinomops laticaudatus Caic6-RN
3463 10 Nyctinomops laticaudatus Caico-RN
3465 _10 Nyctinomops laticaudatus Caic6-RN
3468 10 Nyctinomops laticaudatus Caic6-RN
3470_10 Nyctinomops laticaudatus Caic6-RN
2396_11 Nyctinomops laticaudatus Santa Isabel-SP
5844 11 Nyctinomops laticaudatus Ribeirdo Preto-SP
6322_11 Nyctinomops laticaudatus Barretos-SP
7071 11 Nyctinomops laticaudatus Conchal-SP
7266_11 Nyctinomops laticaudatus Conchas-SP
7606_11 Nyctinomops macrotis Sao Paulo-SP
1077_12 Nyctinomops laticaudatus Ribeirdo Preto-SP
2191 12 Nyctinomops laticaudatus Barretos-SP
2362_13 Nyctinomops laticaudatus Itapecerica da Serra-SP
2617 _13 Nyctinomops laticaudatus Sertdozinho-SP
4619_13 Nyctinomops laticaudatus Ribeirdo Preto-SP
5173_13 Nyctinomops laticaudatus Campinas-SP
6302_13 Nyctinomops laticaudatus Bela Cruz-CE
2004_13 Nyctinomops laticaudatus Tamba(-SP

IP1048_14 Nyctinomops laticaudatus Ribeirdo Preto-SP
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IP1051_14
IP1370_14
IP2830_14
IP3250_14
IP3331_14
146_15
144 15
4286_15
961_16
1294 16
2237 16
995_16
2235_16
998_16
1296_16
1942_16
743_16
1300_16
3756_16
2354 16
3344 16
2236_16
1295_16
3347_16
1511_16
2240 16
962_16
2238 16
1509 16
3348 16
991_16

Nyctinomops laticaudatus
Nyctinomops laticaudatus
Nyctinomops sp.
Nyctinomops sp.
Nyctinomops sp.
Quirdptero - Sem identificagao
Nyctinomops laticaudatus
Nyctinomops laticaudatus
Nyctinomops laticaudatus
Nyctinomops laticaudatus
Nyctinomops laticaudatus
Nyctinomops laticaudatus
Nyctinomops laticaudatus
Nyctinomops laticaudatus
Nyctinomops laticaudatus
Nyctinomops laticaudatus
Nyctinomops laticaudatus
Nyctinomops laticaudatus
Nyctinomops laticaudatus
Nyctinomops laticaudatus
Nyctinomops laticaudatus
Nyctinomops laticaudatus
Nyctinomops laticaudatus
Nyctinomops laticaudatus
Nyctinomops laticaudatus
Nyctinomops laticaudatus
Nyctinomops laticaudatus
Nyctinomops laticaudatus
Nyctinomops laticaudatus
Nyctinomops laticaudatus
Nyctinomops laticaudatus

4.2. Caracterizagao Molecular
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Ribeirdo Preto-SP
Belo Horizonte-MG
Sao Miguel-RN
Campo Grande-MS
S&o José dos Pinhais-PR
Séo José de Mipibu-RN
Acari-RN
Salvador-BA
Pereiro-CE
Pereiro-CE
Tabuleiro do Norte-CE
Campo Grande-MS
Tabuleiro do Norte-CE
Campo Grande-MS
Quixeré-CE
Natal-RN
Sao José dos Pinhais-PR
Ereré-CE
Tabuleiro do Norte-CE
Pindamonhangaba-SP
Salvador-BA
Tabuleiro do Norte-CE
Pereiro-CE
Salvador-BA
Campo Grande-MS
Quixeré-CE
Pereiro-CE
Tabuleiro do Norte-CE
Campo Grande-MS
Salvador-BA
Uberlandia-MG

Os métodos moleculares foram realizados em conjunto com o Instituto Pasteur,

Sdo Paulo e o Laboratorio de Epidemiologia Molecular do Departamento de

Medicina Veterinéria Preventiva e Reproducdo Animal, da FCAV/Unesp, Campus de

Jaboticabal/SP.
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4.2.1. Extracdo de RNA

A etapa de extracdo do RNA total das amostras foi realizada pela equipe de
pesquisadores do Instituto Pasteur, Sdo Paulo. Foram utilizados 0,6g de sistema
nervoso central (SNC) de camundongos inoculados com as amostras provenientes
dos morcegos insetivoros. Para a extracdo adotou-se o método do TRIzol
(Invitrogen™), seguindo as recomendac¢des do fabricante. Como controle negativo
foi utilizado 300ul de agua ultra-pura livre de DNAse e RNAse; como controle
positivo, foram utilizadas suspensdes de SNC de camundongos inoculados com a
amostra de virus fixo da raiva CVS (Challenge Virus Standard). Em seguida, as

amostras de RNA foram acondicionadas em freezer a -80°C para preservacgao.

4.2.2. Obtencao de DNA complementar (cDNA)

Na sequéncia, aliquotas das amostras de RNA obtidas de camundongos
inoculados com RABV, assim como dos controles negativo e positivo, foram
submetidas a reacdo de RT-PCR para obtencéo do cDNA.

A reacdo RT-PCR foi realizada utilizando-se o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems), segundo instru¢cdes do fabricante, e o0s

oligonucleotideos utilizados foram o Inicio e 0 304 (Tabela 2).

4.2.3. Amplificacéo parcial do gene codificador da nucleoproteina (N)

A amplificacéo parcial do gene codificador da nucleoproteina (N), bem como as
etapas seguintes do estudo, foram realizadas no Laboratério de Epidemiologia
Molecular do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducéo
Animal, FCAV/Unesp, Campus de Jaboticabal, S&o Paulo.

Para a amplificacdo, inicialmente, foram testados diferentes oligonucleotideos
visando encontrar a melhor combinacéo para a amplificacdo das amostras e para a
obtencdo de um fragmento mais longo da proteina N do RABV. Como resultado, as
melhores combinagdes de oligonucleotideos deram-se com o Inicio em combinacéo
com o0 304 ou com 0 p942 (Tabela 2) (ORCIARI et al., 2001; SOARES et al. 2002;
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CAMPOS et al., 2011). Ha relatos que mostram a utilizacdo do oligonucleotideo
p942 como uma alternativa para a amplificacdo do gene codificador da proteina N
em amostras de RABV que ndo amplificam com os oligonucleotideos comumente
utilizados (SOARES et al., 2002; ALLENDOREF et al., 2012).

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados para amplificacdo e sequenciamento do gene codificador da
proteina N das amostras de RABV provenientes de morcegos insetivoros do género
Nyctinomops spp.

Nome Sequéncia Sentido Posicao Referéncia
Inicio ACGCTTAACAACAARATCARAG  Forward 1-20 Campos et al., 2011
304 TTGACGAAGATCTTGCTCAT Reverse  1514-1533 Orciari et al., 2001
p942 CCCATATAACATCCAACAAAGTG Reverse 1029-1007 Soares et al., 2002

As reacOes de amplificacdo foram compostas por tampédo 1x (20mM Tris-HCI
pH 8,4; 50mM KCI), 2mM MgCI2, 0,2mM dNTP’s, 0,5U de Platinum® Taq DNA
polimerase (Invitrogen), 5pmol de cada primer, 1uL de cDNA e agua pura estéril
para 20uL. A amplificagdo ocorreu em um termociclador programado para realizar
um ciclo a 95°C por 3min, 35 ciclos a 94°C por 30seg, 52°C por 30seg e 72°C por
40seg e, para concluir, um ciclo de 10min a 72°C. O controle positivo da reacao foi
constituido por virus fixo da raiva CVS; e o controle negativo, pelo mix da PCR sem
cDNA.

Os produtos de PCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose
1%, contendo brometo de etidio (0,5ug/mL) e padrdo de tamanho molecular 1kb

(Invitrogen) em equipamento de fotodocumentacdo GEL DOC XR (BioRad).

4.2.4. Sequenciamento do fragmento amplificado do g ene codificador da

nucleoproteina (N)

Previamente as reacdes de sequenciamento, os produtos de PCR amplificados
foram purificados com as enzimas Exonuclease | (Thermo Scientific) e a FastAP
Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermo Scientific), para evitar que outros

produtos inespecificos da PCR pudessem prejudicar os resultados.
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A PCR de sequenciamento foi realizada utilizando-se o kit do BigDye®
Terminator v3.1 (Applied Biosystems), segundo instru¢cdes do fabricante. A
eletroforese de capilar ocorreu em um sequenciador ABI3130 (Applied Biosystems).

Os oligonucleotideos utilizados para o sequenciamento parcial do gene
codificador da proteina N foram o0 304 e o p942, que possibilitaram a obtencdo de

sequéncias mais longas.

4.3. Andlise dos dados

4.3.1. Andlise filogenética

Para a analise da qualidade de bases e obtencdo das sequéncias consenso
utilizou-se o pacote de programas Phred/Phrap/Consed (GREEN, 1996; EWING E
GREEN, 1998; GORDON; ABAJIAN; GREEN, 1998). Foram obtidas sequéncias com
cerca de 1100 pb com qualidade phred igual ou superior a 20. As sequéncias
consenso obtidas foram comparadas a outras do gene codificador da nucleoproteina
do RABV obtidas de céaes, gatos, humanos, bovinos, morcego hemat6fago
Desmodus rotundus, diferentes espécies de morcegos frugivoros e insetivoros, e
outros animais selvagens como saguis (Callithrix jacchus), raposas e cachorro-do-
mato (Cerdocyon thous) disponiveis no banco de dados GenBank/NCBI (National
Center for Biotechnology Information). Como grupo externo, foram utilizadas trés
sequéncias do Mokola virus (MOKYV) (Tabela 3).

Todas as sequéncias foram alinhadas pela ferramenta MUSCLE (EDGAR,
2004). As arvores filogenéticas foram obtidas pelo software MrBayes 3.2.3
(RONQUIST; HUELSENBECK, 2003) utilizando-se o algoritmo Markov Chain Monte
Carlo (MCMC) e o modelo de substituicdo 6 e distribuichio gamma, segundo o
Critério de Informacdo de Akaike (AIC) obtido pelo software jModelTest v2.1.7
(DARRIBA, 2012). Foram realizadas quatro corridas independentes com 9 milhdes
de geracdes, sendo as cadeias amostradas a cada 200 geracgdes, rendendo 65.342
arvores com 99% de credibilidade. Ao final das analises, obteve-se desvio padrao
inferior a 0,01% e 25% das arvores geradas inicialmente foram descartadas. O
filograma gerado pelo MrBayes foi editado graficamente pelo software TreeGaph
2.3.0 (STOVER E MULLER, 2010).



Tabela 3. Relacdo de sequéncias disponiveis no banco de dados GenBank, utilizadas para a

construcdo da arvore filogenética.
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dgloefnes;ﬁk Ano Espécie Municipio Estado Pais
AB201806.1 1998 Nyctinomops laticaudatus  S&o José do Rio Preto SP Brasil
AB201807.1 1999 Nyctinomops laticaudatus  S&o José do Rio Preto SP Brasil
AB201808.1 2001 Nyctinomops laticaudatus Ipiguéa SP Brasil
AB297647.1 2004 Nyctinomops laticaudatus Rio de Janeiro RJ Brasil
GU552801.1 2005 Nyctinomops laticaudatus Rio Claro SP Brasil
GU552802.1 2005 Nyctinomops laticaudatus Marilia SP Brasil
GU552795.1 2005 Nyctinomops laticaudatus Ribeirdo Preto SP Brasil
GU552793.1 2005 Nyctinomops laticaudatus Ribeirdo Preto SP Brasil
GU552803.1 2005 Nyctinomops laticaudatus Ribeirdo Preto SP Brasil
GU552798.1 2005 Nyctinomops laticaudatus Sao Sebastido SP Brasil
GU552799.1 2005 Nyctinomops laticaudatus Ribeirdo Preto SP Brasil
GU552797.1 2006 Nyctinomops laticaudatus Ribeirdo Preto SP Brasil
GU552800.1 2007 Nyctinomops laticaudatus Campinas SP Brasil
GU552794.1 2007 Nyctinomops laticaudatus Ribeirdo Preto SP Brasil
KM594035.1 2010 Nyctinomops laticaudatus - - Brasil
KM594034.1 2010 Nyctinomops laticaudatus - - Brasil
KM594036.1 2010 Nyctinomops laticaudatus - - Brasil
AY170304.1 1999 Nyctinomops macrotis - - EUA
AY960093.1 - Nyctinomops macrotis - - EUA
AB297649.1 1990 Tadarida laticaudata Rio de Janeiro RJ Brasil
AB297648.1 1990 Tadarida laticaudata Rio de Janeiro RJ Brasil
AF533830.1 2002 Tadarida brasiliensis - - EUA
GU552787.1 2005 Tadarida brasiliensis Mogi das Cruzes SP Brasil
GU552786.1 2006 Tadarida brasiliensis Salesopolis SP Brasil
GU552784.1 2006 Tadarida brasiliensis Socorro SP Brasil
KM594033.1 2010 Tadarida brasiliensis - - Brasil
KM594038.1 2010 Tadarida brasiliensis - - Brasil
AB206417.1 2003 Molossus sp. - PB Brasil
AB201815.1 1999 Molossus molossus Jales SP Brasil
AB201816.1 2002 Molossus molossus llha Solteira SP Brasil
AB206414.2 2003 Molossus molossus Patos PB Brasil
GU552796.1 2007 Molossus molossus Campinas SP Brasil
GU552789.1 2006 Molossus rufus Ribeirdo Preto SP Brasil
AB201818.1 2000 Molossus abrasus Itapira SP Brasil
AB201811.1 1998 Eptesicus furinalis Sao José do Rio Preto SP Brasil
AB201812.1 2001 Eptesicus furinalis Olimpia SP Brasil
AB201813.1 2001 Eptesicus furinalis Sao José do Rio Preto SP Brasil
AB201814.1 2002 Eptesicus furinalis Catanduva SP Brasil
GU552805.1 2006 Eptesicus furinalis Espirito Santo do Pinhal SP Brasil
GU552808.1 2006 Eptesicus furinalis Ribeirdo Preto SP Brasil
GU552809.1 2006 Eptesicus furinalis Capivari SP Brasil



GU552811.1
GU552806.1
AB201809.1
AB201810.1
GU552819.1
GU552812.1
GU552813.1
KM594030.1
KM594031.1
HQ341796.1
AB297650.1
AB297627.1
AB117969.1
AB117970.1
AB117971.1
AB201802.1
AB297631.1
AB117972.1
AB083807.1
AB201805.1
AB297636.1
AB201803.1
AB297635.1
AB297637.1
AB297642.1
AB083805.1
AB083803.1
AB083809.1
AB083811.1
FJ829026.1
AY654586.1
DQ447961.1
FJ829027.1
FJ829029.1
EF152235.1
EF194159.1
EF152247.1
EF152253.1
EF152254.1
EF152236.1
EF152242.1
KR781595.1
EF152246.1
JF693483.1

2006
2007
1998
2005
2006
2007
2010
2010
2009
2004
2002
1998
1998
1998
2002
2004
1998
1998
2001
2000
2000
2003
2005
2005
1994
1999
1998
1999
1998
1998
2001
2005
2008
2002
2003
2004
2005
2005
2005
2005
2007
2005
2003

Eptesicus furinalis
Eptesicus furinalis
Eumops auripendulus
Eumops auripendulus
Myotis nigricans
Myotis nigricans
Myotis nigricans
Myotis nigricans
Myotis nigricans
Myotis chiloensis
Morcego nao hematéfago
Artibeus sp.
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus planirostris
Desmodus rotundus
Desmodus rotundus
Desmodus rotundus
Desmodus rotundus
Desmodus rotundus
Desmodus rotundus
Desmodus rotundus
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Callithrix jacchus
Callithrix jacchus
Callithrix jacchus
Callithrix jacchus
Callithrix jacchus
Cerdocyon thous
Cerdocyon thous
Cerdocyon thous
Cerdocyon thous
Cerdocyon thous
Cerdocyon thous
Cerdocyon thous
Cerdocyon thous
Raposa do campo
Raposa

Ribeirdo Preto
Campinas
Américo de Campos
Presidente Venceslau
Campinas
Nova Canaa Paulista
Ribeirdo Preto

Campinas
Paracambi
Itapira
Sao José do Rio Preto
Novo Horizonte
Dracena
Vargem Grande Paulista
S&o José do Rio Preto
Pindamonhangaba
Sao José do Barreiro
Guarulhos
Lindoia
Tambau
Cocalzinho de Goias
Niguelandia
Sao Roque
Morrinhos
Nova Olinda
Colinas

Caucaia

SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP

SP
RJ
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
GO
GO
SP
GO
TO
TO
CE
CE
CE
CE
CE
PE
Pl
Pl
PE
PE
Pl
Pl
RN
Pl

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Chile
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Colébmbia
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AB083796.1 1987
AB083797.1 1989
DQ447950.1 2000
EF152264.1 2003
EF152268.1 2005
KR781529.1 2008
KR781530.1 2008
KR781528.1 2008
KR781531.1 2009
AB083793.1 1999
AB083794.1 1999
EF152265.1 2003
EF152239.1 2003
EF152237.1 2003
EF152238.1 2003
FJ829025.1 1998
AY654585.1 1998
AB083795.1 1999
AB083801.1 1999
JX217808.1 2001
DQ447962.1 2002
DQ447964.1 2003
DQ447963.1 2003
DQ447965.1 2003
DQ447967.1 2003
FJ829028.1 2008
KM594023.1 2008
KC218932.1 -

KF155006.1 -

FJ465418.1 -

Cao
Cao
Céao
Cao
Cao
Cao
Cao
Cao
Cao
Gato
Gato
Gato
Gato
Gato
Gato
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Genoma completo RABV
Mokola virus
Mokola virus
Mokola virus

Pocos de Caldas
Pocos de Caldas
Caucaia

Goiania
Goiania
Goiania
Goiania
Fortaleza
Umirim
Fortaleza
Fortaleza
Fortaleza

MG
MG
CE
PB
SE
PE
PE
PE
PE
GO
GO
PB
PB
PB
PB
CE
CE
GO
GO
Pl
CE
CE
CE
CE
CE
CE

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
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4.3.2. Andlise filogeografica

As sequéncias de nucleotideos foram analisadas pelo software BEAST v2.4.7.0
(RAMBAUT et al., 2014) usando o método Bayesiano com MCMC. O modelo de
substituicdo apropriado para a analise do conjunto de sequéncias foi determinado
pelo método implementado no bModelTest (BOUCKAERT; DRUMMOND, 2015),
pacote do software BEAST 2 v.2.4.7.0. O software BEAULti v2.4.7.0 foi utilizado para
criar o arquivo no formato XML, o que permitiu que os dados pudessem ser

avaliados pelo software BEAST v2.4.7.0.
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Durante essa etapa, as amostras 4286 15, 2235 16, 3756 16, 1295 16,
2004_13, 2362_13, 9791_08, 3233_08, 3589 08, 1P3331_14, 743_16 e 3756_16
foram desconsideradas para a analise, por nao terem demonstrado estar
relacionadas com a variante circulante em morcegos Nyctinomops ou por terem
originado, apGs o0 sequenciamento, sequéncias menores, 0 que ndo possibilitou
resultados satisfatorios na analise filogeografica.

Em seguida, a escolha do relogio molecular e do modelo demografico foi
realizada pela analise da melhor combinacdo entre esses parametros. Para isso,
foram realizadas analises combinando os diferentes rel6égios moleculares (strict
clock, relaxed clock exponential e relaxed clock log normal) com os modelos
populacionais (coalescente constant population e coalescente exponential
population), obtendo-se um total de 18 arquivos no formato XML. Foi utilizado o
modelo de filogeografia continua, implementado pelo pacote GEO-SPHERE v.1.1.2.
(BOUCKAERT; DRUMMOND, 2015) presente no software BEAUTi v2.4.7.0.

Ao final, os melhores resultados obtidos para a escolha do relégio molecular e
do modelo demografico foram as combinacdes: Relaxed Clock Exponential +
Coalescent Constant Population; para o modelo geografico, em que se adiciona
longitude e latitude de cada municipio de origem das amostras, selecionou-se o
Strict Clock.

O arquivo com o resultado do modelo geografico foi selecionado para o
andamento da analise filogeografica. Nesse momento, o resultado foi obtido com
base no maior valor de ESS (effective sample size) do parametro “posterior”,
visualizado no software Tracer v1.6 (RAMBAUT et al.,, 2014). Essa andlise foi
baseada em uma corrida com 150 milhdes de passos que foram amostradas a cada
10 milhdes de passos. Os primeiros 10% de passos foram eliminados.

O arquivo resultante da analise foi utilizado para anotar a arvore filogenética
com o software TreeAnnotator v2.4.7.0, pela credibilidade maxima do clado (MMC),
com descarte de 10% das primeiras arvores; limite da probabilidade posterior igual a
zero; e usando os valores médios de tamanho dos ndés. A arvore filogenética
resultante foi visualizada no software FigTree v1.4.3 (RAMBAUT, 2009).

O mesmo arquivo utilizado para visualizar a arvore do tempo foi analisado pelo
software SpreadD3 v0.9.7.1 (BIELEJEC et al., 2011) a fim de traduzir a arvore
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filogenética para o formato KML, para visualizacdo no software Google Earth
(http://earth.google.com), a fim de possibilitar observar a dispersdo geografica do
virus ao longo do tempo. Ao final, para melhor visualizacdo e apresentacdo, o mapa
gerado foi editado pelo software GIMP 2 2.8.22.
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5. RESULTADOS

5.1. Anadlise filogenética

A arvore filogenética resultante da analise mostrou a formacao de 10 grupos
(Figuras 5 e 6). Revelou-se inicialmente que 65 das 72 amostras que compdem o
estudo, provenientes de morcegos Nyctinomops spp. e quiréptero sem identificacédo
agruparam-se no primeiro clado denominado morcegos insetivoros 1. Neste grupo,
observou-se um predominio de amostras oriundas de morcegos Nyctinomops
laticaudatus, havendo também isolados oriundos de morcegos Molossus sp. e
Tadarida spp. As amostras sdo exemplares originarios de diferentes estados do
Brasil como S&o Paulo, Mato Grosso do Sul, Parana, Minas Gerais, Rio de Janeiro,
Paraiba, Rio Grande do Norte, Ceara e Bahia. Notou-se também que houve uma
relacdo genética na arvore filogenética entre amostras de regifes proximas
geograficamente, havendo uma divisdo entre os isolados das regides Sul, Sudeste e
Centro-Oeste com os demais do Nordeste (Figura 5).

Por outro lado, também no clado correspondente aos morcegos insetivoros 1,
foram observadas algumas excecbes, como as amostras IP1370_14 MG e
991 16 MG oriundos de Belo Horizonte/MG e Uberlandia/MG, que demonstraram
similaridade filogenética de 99,4% e 100% com amostras de municipios do Estado
de Sao Paulo, distantes 500 km e 700 km entre si, respectivamente. As amostras
IP3250_14 MS, 998 16 MS e 1511 16_MS, originarias de Campo Grande/MS,
ficaram agrupadas proximas a uma amostra de Barretos/SP, distante cerca de 690
km de Campo Grande. Também observou-se que a amostra 1509 16 MS, do
mesmo municipio do Estado do Mato Grosso do Sul, ficou agrupada préxima a uma
amostra do banco de dados, proveniente de Ribeirdo Preto/SP, distante 800 km
(Figura 5).

Ainda no grupo dos morcegos insetivoros 1, houve a formacdo de dois
subgrupos, sendo um composto pela amostra 7606 _11 SP do morcego
Nyctinomops macrotis que agrupou-se proximo as duas amostras da mesma espécie

animal isoladas nos Estados Unidos da América (EUA). No outro subgrupo, duas
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amostras 743 16 PR e 2004 _13 SP do estudo agruparam-se proximas a uma
amostra de Tadarida brasiliensis oriunda também dos EUA (Figura 5).

Na sequéncia, tem-se o clado morcegos insetivoros 2, com a presenca das
amostras de virus da raiva de morcegos N. laticaudatus 3233 08 SP de Séo
Roque/SP, 9791 08 SP de Mogi das Cruzes/SP e 2362_13 SP de Itapecerica da
Serra/SP, que mostraram proximidade genética (99,4%) com amostras de morcegos
T. brasiliensis provenientes da mesma regido do Estado. Este clado mostrou relagcéo
genética com 0 grupo que contém amostras de virus da raiva da variante 3 do
morcego hematéfago D. rotundus, encontrados também em herbivoros e morcegos
frugivoros Artibeus spp. de diferentes regides do Brasil (Figura 6).

O clado correspondente ao grupo dos morcegos insetivoros 3 foi composto por
amostras de virus da raiva de morcegos Molossus sp. Ja o clado morcegos
insetivoros 4 apresentou a amostra 1IP3331_14 PR de morcego Nyctinomops sp.
com origem no Municipio de S&o José dos Pinhais/PR, e sua similaridade
filogenética de 93% com uma amostra de raposa originaria da Colombia e de 94%
uma outra amostra de morcego Myotis chiloensis do Chile.

O clado denominado morcegos insetivoros 5, no qual encontra-se agrupada
uma amostra de morcego N. laticaudatus do Municipio de Ribeirdo Preto/SP
(3589 _08_SP), apresentou proximidade genética de 99,8% com amostras de virus
da raiva provenientes de morcegos da espécie Myotis nigricans de diferentes locais
do Brasil. Da mesma forma, o agrupamento morcegos insetivoros 6 reuniu
representantes pertencentes a linhagem encontrada em quirdpteros insetivoros do
género Eptesicus.

Em seguida, a amostra 3756_16 CE de morcego N. laticaudatus, do Municipio
de Tabuleiro do Norte/CE, mostrou ter uma similaridade genética de 96,5% com
amostras provenientes de cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) e raposa do campo
(Lycalopex vetulus), caracterizando o grupo Variante Cerdocyon thous.

Por ultimo, ha o agrupamento com amostras relacionadas a variante 2 canina,
0 grupo com exemplares da variante do sagui-do-tufo-branco (Callithrix jacchus) e o

grupo externo composto pelo Mokola virus comum na Africa.



1.01127_08 Nyctinomops laticaudatus Ribeirdo Preto SP BRA 2008
3005_10 Nyctinomops laticaudatus Ribeirdo Preto SP BRA 2010
3202_08 Nyctinomops laticaudatus Valinhos SP BRA 2008
5{10585_08 il i SP BRA 2008
GU552801.1 IP3640 Nyctinomops laticaudatus Rio Claro SP BRA 2005
GUS52802.1 IP9397 Nyctinomops laticaudatus Marilia SP BRA 2005
9923_08 i i iraci SP BRA 2008
1373_09 Nyctinomops laticaudatus Ribeirao Preto SP BRA 2009
0.9)6945_09 Nyctinomops laticaudatus Ribeirao Preto SP BRA 2009
0.7t 2191_12 Nyctinomops laticaudatus Barretos SP BRA 2012
5173_13 Nyctinomops laticaudatus Campinas SP BRA 2013
GU552796.1 IP4356 Molossus molossus Campinas SP BRA 2007
8368_09 Nycti a SP BRA 2009
350_10 Nyctinomops laticaudatus Conchal SP BRA 2010
0y412_10 Nyctinomops laticaudatus Barretos SP BRA 2010

.11P412 i i BRA 2010
1491_10 Nyctinomops laticaudatus Barretos SP BRA 2010
2396_11 Nyctinomops laticaudatus Santa Isabel SP BRA 2011
10,5844_11 Nyctinomops laticaudatus Ribeirdao Preto SP BRA 2011
GUS552795.1 IP10529 Nyctinomops laticaudatus Ribeirdo Preto SP BRA 2005
6322_11 Nyctinomops laticaudatus Barretos SP BRA 2011
05/ 1P3250_14 Nyctinomops sp. Campo Grande MS BRA 2014
998_16 Nyctinomops laticaudatus Campo Grande MS BRA 2016
1511_16 Nyctinomops laticaudatus Campo Grande MS BRA 2016
91 7071_11 Nyctinomops laticaudatus Conchal SP BRA 2011
7266_11 Nyctinomops laticaudatus Conchas SP BRA 2011
4619_13 Nyctinomops laticaudatus Ribeirao Preto SP BRA 2013
IP1048_14 Nyctinomops laticaudatus Ribeirao Preto SP BRA 2014

°

o

°

2409_09 SP BRA 2009
1P1051_14 Nyctinomops laticaudatus Ribeirao Preto SP BRA 2014

0. [-|P1370_14 i i Belo i MG BRA 2014
GUS52793.1 IP9141 Nyctinomops laticaudatus Ribeirdo Preto SP BRA 2005

995_16 Nyctinomops laticaudatus Campo Grande MS BRA 2016

{1509_16 Nyctinomops laticaudatus Campo Grande MS BRA 2016

GU552803.1 IP2069 Nyctinomops laticaudatus Ribeirdo Preto SP BRA 2005

AB297649.1 BR TL2 Tadarida laticaudata Rio de Janeiro RJ BRA 1990

AB297648.1 BR TL1 Tadarida laticaudata Rio de Janeiro RJ BRA 1990

AB297647.1 BR NL4 Nyctinomops laticaudatus Rio de Janeiro RJ BRA 2004

AB201808.1 BR NL3 Nyctinomops laticaudatus Ipigua SP BRA 2001

AB201806.1 BR NL1 Nyctinomops laticaudatus Sao José do Rio Preto SP BRA 1998

AB206414.2 BR Pbt1 Molossus molossus Patos PB BRA 2003

AB206417.2 BR Pbt4 Molossus sp. PB BRA 2003

GU552800.1 1P839 Nyctinomops laticaudatus Campinas SP BRA 2007

GUS52797.1 1P2989 Nyctinomops laticaudatus Ribeirdo Preto SP BRA 2006

GUS552794.1 IP3529 Nyctinomops laticaudatus Ribeirdo Preto SP BRA 2007 -

GUSS2795.1 175089 Nycinomops Séo @0 SP BRA 2005 Morcegas insetivoros 1

GUS52799.1 IP8300 Nyctinomops laticaudatus Ribeirdo Preto SP BRA 2005
.11P350 i i BRA 2010

KM594036.1 IP542 Nyctinomops laticaudatus BRA 2010

KM594033.1 IP4431 Tadarida brasiliensis BRA 2010

1P2830_14 Nyctinomops sp. Sao Miguel RN BRA 2014

1296_16 Nyctinomops laticaudatus Quixeré CE BRA 2016

3344_16 Nyctinomops laticaudatus Salvador BA BRA 2016

2236_16 Nyctinomops laticaudatus Tabuleiro do Norte CE BRA 2016

3347_16 Nyctinomops laticaudatus Salvador BA BRA 2016

{~2240_16 Nyctinomops laticaudatus Quixeré CE BRA 2016

3348_16 Nyctinomops laticaudatus Salvador BA BRA 2016

{711944_10 Nyctinomops laticaudatus Caico RN BRA 2010

1945_10 Nyctinomops laticaudatus Caicé RN BRA 2010

3468_10 Nyctinomops laticaudatus Caico RN BRA 2010

3452_10 Nyctinomops laticaudatus Caicé RN BRA 2010

3457_10 Nyctinomops laticaudatus Caicé RN BRA 2010

3458_10 Nyctinomops laticaudatus Caicé RN BRA 2010

3461_10 Nyctinomops laticaudatus Caicé RN BRA 2010

— |3463_10 Nyctinomops laticaudatus Caicé RN BRA 2010

3465_10 Nyctinomops laticaudatus Caicé RN BRA 2010

“F IP146_15 Quirdptero sem identificagao Sdo José de Mipibu RN BRA 2015

o

o
®

2

)
-

2238_16 Nyctinomops laticaudatus Tabuleiro do Norte CE BRA 2016
L_13470_10 Nyctinomops laticaudatus Caicé RN BRA 2010
~144_15 Nyctinomops laticaudatus Acari RN BRA 2015
961_16 Nyctinomops laticaudatus Pereiro CE BRA 2016

1294_16 Nyctinomops laticaudatus Pereiro CE BRA 2016

2237_16 Nyctinomops laticaudatus Tabuleiro do Norte CE BRA 2016
2235_16 Nyctinomops laticaudatus Tabuleiro do Norte CE BRA 2016
09| 1300_16 Nyctinomops laticaudatus Ereré CE BRA 2016

1295_16 Nyctinomops laticaudatus Pereiro CE BRA 2016

962_16 Nyctinomops laticaudatus Pereiro CE BRA 2016
-4286_15 Nyctinomops laticaudatus Salvador BA BRA 2015

1942_16 Nyctinomops laticaudatus Natal RN BRA 2016

6302_13 Nyctinomops laticaudatus Bela Cruz CE BRA 2013

1077_12 Nyctinomops laticaudatus Ribeirao Preto SP BRA 2012

£

08| doll0,2354_16 SP BRA 2016
991_16 a MG BRA 2016
2617_13 Nycti i dozinho SP BRA 2013

°

AAY170304.1 USANM Nyctinomops macrotis USA|
AY960093.1 conm5293 Nyctinomops macrotis EUA
—— 743_16 Nyctinomops laticaudatus Sao José dos Pinhais PR BRA 2016
f———2004_13 Nyctinomops laticaudatus Tambai SP BRA 2013
-~ AF533830.1 USATB1 Tadarida brasiliensis USA
09 Morcegos insetivoros 2
Variante Desmodus rotundus
Variante Callithrix jacchus
Morcegos insetivoros 3
Morcegos insetivoros 4
Morcegos insetivoros 5
Morcegos insetivoros 6
08 EVarianle Cerdocyon thous
Variante Canina
0.6,KC218932.1 Mokola virus
o KF155008.1 Mokola virus Grupo extemo
UF1465418.1 Mokola virus

{[7606_11 Nyctinomops macrotis Sdo Paulo SP BRA 2011

05

Figura 5. Arvore filogenética de 72 sequéncias da regifio codificadora da proteina N do
virus da raiva de morcegos insetivoros Nyctinomops spp. de diferentes estados
do Brasil. Destaque em vermelho para 65 amostras do presente estudo.



— Morcegos insetivoros 1
3233_08 Nyctinomops laticaudatus Sao Roque SP BRA 2008
GU552786.1 IP2210 Tadarida brasiliensis Salesopolis SP BRA 2006
GUS552787.1 IP9185 Tadarida brasiliensis Mogi das Cruzes SP BRA 2005
10 |'KM594038.1 IP1586 Tadarida brasiliensis BRA 2010
9791_08 Nyctinomops laticaudatus Mogi das Cruzes SP BRA 2008
2362_13 Nyctinomops laticaudatus Itapecerica da Serra SP BRA 2013
GUS52784.1 IP2136 Tadarida brasiliensis Socorro SP BRA 2006
0.9-AB297627.1 BR A1 Artibeus sp. Paracambi RJ BRA 2002
101 AB117969.1 BR AL1 Artibeus lituratus Itapira SP BRA 1998
AB201810.1 BR EA2 Eumops auripendulus Presidente Venceslau SP BRA
00 98 AB117970.1 BR AL2 Artibeus lituratus Sao José do Rio Preto SP BRA 1998
— AB117972.1 BR AP1 Artibeus planirostris Sdo José do Rio Preto SP BRA 1998
AB117971.1 BR AL3 Artibeus lituratus Novo Horizonte SP BRA 1998
0eP-AB201805.1 BR DR3 Desmodus rotundus Séo José do Barreiro SP BRA 2001
AB297636.1 BR DR9 Desmodus rotundus Guarulhos SP BRA 2000
AB083805.1 BRbv32 Bovino S&o Roque SP BRA 1994
AB201802.1 BR AL4 Artibeus lituratus Dracena SP BRA 2002
Or AB201803.1 BR DR1 Desmodus rotundus Lindoia SP BRA 2000
09 AB297635.1 BR DR8 Desmodus rotundus Tambal SP BRA 2003
B AB083803.1 BRbv30 Bovino Morrinhos GO BRA 1999
‘2{»25297631.1 BR AL7 Artibeus lituratus Vargem Grande Paulista SP BRA 2004
AB083807.1 BRvmbt34 D¢ rotundus Pi SP BRA 1998
1.0 AB297637.1 BR DR10 Desmodus rotundus Cocalzinho de Goias GO BRA 2005
08 AB297642.1 BR DR16 Desmodus rotundus Niqueldndia GO BRA 2005
1/0;AB083809.1 BRbv36 Bovino Nova Olinda TO BRA 1998
AB083811.1 BRbv39 Bovino Colinas TO BRA 1999
FJ829025.1 IP4497hum98CE Humano CE BRA 1998
FJ829025.1 IP4497hum Humano CE BRA 1998
AY654585.1 Brhm4097 Humano CE BRA 1998
KM594023.1 IP6634 Genome completo do RABV BRA 2008
JX217808.1 brhmPI5700 2001 Humano PI BRA 2001
FJ829028.1 IP6643hum08CE Humano CE BRA 2008
FJ829026.1 IP4498sg98CE Sagui CE BRA 1998
FJ829029.1 IP6648sg Sagui CE BRA 2008
FJ829027.1 IP6609sg Sagui CE BRA 2005
DQ447961.1 brsg5696 Caucaia CE BRA 2001
AY654586.1 Brsg4108 Sagui CE BRA 1998
10 AB201816.1 BR MM2 Molossus molossus llha Solteira SP BRA 2002
ol AB201815.1 BR MM1 Molossus molossus Jales SP BRA 1999 Morcegos insetivoros 3
AB201818.1 BR MA1 Molossus abrasus Itapira SP BRA 2000
GU552789.1 IP1779 Molossus rufus Ribeirdo Preto SP BRA 2006
1.0 IP3331_14 Nyctinomops sp. Sdo José dos Pinhais PR BRA 2014 Morcegos insstivoros 4
JF693483.1 F21 Raposa Colombia 2003
HQ341796.1 My258 Myotis chiloensis Chile 2009
1.0,3589_08 Nyctinomops laticaudatus Ribeirao Preto SP BRA 2008
10["1GUs52813.1 IP523 Myotis nigricans Ribeirdo Preto SP BRA 2007
GUS552812.1 IP1709 Myotis nigricans Nova Canaa Paulista SP BRA 2006
GU552819.1 1P2220 Myotis nigricans Campinas SP BRA 2005
0.9;AB297650.1 BR BAT3 Morcego ndo hematéfago Campinas SP BRA 2004
KMS594030.1 IP1400 Myotis nigricans BRA 2010
KM594031.1 IP163 Myotis nigricans BRA 2010
AB201807.1 BR NL2 Nyctinomops laticaudatus Sao José do Rio Preto SP BRA 1999
AB201811.1 BR EF 1 Eptesicus furinalis Sdo José do Rio Preto SP BRA 1998
AB201814.1 BR EF4 Eptesicus furinalis Catanduva SP BRA 2002
GU552805.1 IP964 Eptesicus furinalis Espirito Santo do Pinhal SP BRA 2006
GU552806.1 IP1016 Eptesicus furinalis Campinas SP BRA 2007
GU552808.1 1P2782 Eptesicus furinalis Ribeirdo Preto SP BRA 2006
GU552809.1 1P2970 Eptesicus furinalis Capivari SP BRA 2006
AB201812.1 BR EF2 Eptesicus furinalis Olimpia SP BRA 2001
AB201813.1 BR EF3 Eptesicus furinalis Sao José do Rio Preto SP BRA 2001
GU552811.1 IP991 Eptesicus furinalis Ribeirdo Preto SP BRA 2006
AB201809.1 BR EA1 Eumops auripendulus SP BRA 1998
— 3756_16 Nyctinomops laticaudatus Tabuleiro do Norte CE BRA 2016
o~ KR781595.1 IP7779CthRN Cerdocyon thous RN BRA 2007
bR EF152235.1 1403CthPE Cerdocyon thous PE BRA 2002
EF152253.1 6978CthPE Cerdocyon thous PE BRA 2005
EF152254.1 6980CthPE Cerdocyon thous PE BRA 2005 N
j[EF194159A1 4372CthPI Cerdocyon thous P BRA 2003 Varianie Cerdocyon thous

Morcegos insetivoros 2

Variante Desmodus rotundus

Variante Callithrix jacchus
05

Morcegos insetivoros 5

Morcegos insetivoros 6

°

EF152236.1 4368CthPI Cerdocyon thous PI BRA 2005
0|EF152242.1 4367CthPI Cerdocyon thous PI BRA 2005
EF152246.1 4371PvePl Raposa do campo Pl BRA 2005
EF152247.1 6129CthPI Cerdocyon thous Pl BRA 2004
1.0,AB083797.1 BRdg12 Céao Mogi Guagu SP BRA 1989
AB083796.1 BRdg10 Cao Pogos de Caldas MG BRA 1987
AB083793.1 BRct3 Gato GO BRA 1999
1.4[/AB083795.1 BRhm6 Humano GO BRA 1999
AB083794.1 BRct5 Gato GO BRA 1999
AB083801.1 BRhm23 Humano GO BRA 1999
EF152264.1 10561dgPB Cao PB BRA 2003
1 O EF152265.1 10562ctPB Gato PB BRA 2003
EF152239.1 10564ctPB Gato PB BRA 2003
EF152237.1 10566ctPB Gato PB BRA 2003
EF152238.1 10568ctPB Gato PB BRA 2003 Variante Canina
DQ447962.1 brhmu138 Humano Fortaleza CE BRA 2002
DQ447964.1 brhmu130 Humano Umirim CE BRA 2003
DQ447963.1 brhmu142 Humano Fortaleza CE BRA 2003
DQ447965.1 brhmu146 Humano Fortaleza CE BRA 2003
) | DQ447967.1 brhmu129 Humano Fortaleza CE BRA 2003
KR781529.1 IP1722dgPE Cao PE BRA 2008
KR781531.1 IP7854dgPE Cao PE BRA 2009
KR781530.1 IP1724dgPE Cao PE BRA 2008
KR781528.1 IP1726dgPE Cao PE BRA 2008
DQ447950.1 brdg5360 Cao Caucaia CE BRA 2000
— EF152268.1 6049dgSE Céao Sergipe BRA 2005
0.6,KC218932.1 Mokola virus
KF155006.1 Mokola virus Grupo externo
FJ465418.1 Mokola virus

08

10

°

Figura 6. Arvore filogenética de 72 sequéncias da regi&o codificadora da proteina N do virus da
raiva de morcegos insetivoros Nyctinomops spp. e de canideo silvestre, de diferentes
estados do Brasil. Destaque em vermelho para 7 amostras do presente estudo.
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5.2. Analise filogeografica

Na analise filogeografica foram estudadas 60 amostras do RABV provenientes
de morcegos do género Nyctinomops spp. Na analise, o valor de ESS obtido para o
parametro “posterior” foi maior que 400 e os demais parametros apresentaram-se
acima de 200, indicando uma boa corrida.

Na arvore filogenética do tempo (Figura 7) foi possivel atribuir trés pontos de
corte, 0 ano de 1989 para a formacao de dois clusters principais e o0 ano de 2003
para a formacéo dos primeiros sub-clusters, representado pelas cores rosa e verde e
0 ano de 2008 para os sub-clusters amarelo e laranja. Ainda, de acordo com a
arvore do tempo o mais recente ancestral comum (MRCA) data do ano de 1989, ha
27 anos.

Quando a arvore filogenética do tempo € analisada sob uma perspectiva
geografica (Figuras 8 e 9), é possivel observar uma nitida divisdo, com formacao de
um grupo contendo as amostras provenientes dos Estados do Sudeste, Sul e
Centro-Oeste, e outro grupo com as amostras da regido Nordeste.

O cluster principal representado pela cor vermelha apresenta as amostras
provenientes das regides Sudeste, Sul e Centro-Oeste. Ele foi subdivido em dois
sub-clusters, representados pelas cores rosa (amostras dos Estados de S&o Paulo,
Minas Gerais e Mato Grosso do Sul) e verde com uma amostra do Estado de Séo
Paulo.

O segundo cluster principal, demonstrado pela cor azul, apresenta amostras de
estados da regido Nordeste do Brasil. Foi subdivido em dois sub-clusters
representados pelas cores amarela (amostras dos Estados do Rio Grande do Norte,
do Ceara e da Bahia) e laranja com uma amostra do Estado do Rio Grande do
Norte.

Além disso, observou-se que as amostras tendem a se agrupar de acordo com
a sua origem geografica, assim como foi relatado na analise filogenética. Em geral,
amostras provenientes de regides proximas formaram dentro dos sub-clusters, sub-
grupos com alta proximidade genética. As excecdes aconteceram com as seguintes
amostras: (i) 2354_16_SP e 991 _16_MG dos municipios de Pindamonhangaba/SP e

Uberlandia/MG, respectivamente, distantes em torno de 200 km a 400 km das
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amostras presentes em seu subgrupo provenientes da regido do Municipio de
Ribeirdo Preto/SP; (ii) 2396 11 SP e 2409 09 SP dos municipios de Santa
Isabel/SP e Votorantim/SP, distantes 200 km dos municipios da regido de
Campinas/SP; (i) IP1370_14 MG do Municipio de Belo Horizonte/MG, que ficou
distante geneticamente das demais amostras, provavelmente pela distancia
geografica em relacdo aos demais municipios que compdem o grupo ao qual
pertence, com predominio de cidades do Estado de Séo Paulo; (iv) 144 15 RN do
Municipio de Acari/RN, que esta distante 400 km dos demais municipios de seu
grupo; (v) 1942_16_RN e IP146_15 RN dos municipios de Natal/RN e S&o José do
Mipibu/RN, respectivamente, que ficam no litoral do Nordeste, estando distantes até
1.000 km das demais amostras do Nordeste; (vi) 6302_13 CE do Municipio de Bela
Cruz/CE, distando 600 km do municipio mais proximo apontado no estudo,
Caicdo/RN e (vii) 3202_08_SP do Municipio de Valinhos/SP e 3458 10 RN originario
do Municipio de Caic6/RN, que ficaram separados nos sub-clusters verde e laranja,
respectivamente, demonstrando ter uma distancia genética em relacdo as demais
amostras analisadas.

Quando estudada a altitude dos municipios de origem das amostras, observou-
se que as mesmas concentram-se em regifes de média altitude (300 e 600m) com
54% dos isolados. Em seguida estdo as amostras oriundas de locais de baixas
altitudes (Om a 300m) especialmente nos agrupamentos da regido Nordeste,
seguido das altas altitudes (maiores que 700m), caracterizada pelos municipios de
Uberlandia/MG, Belo Horizonte/MG e S&o Paulo/SP.

No sub-cluster rosa presente na arvore do tempo (Figura 7) observou-se o
predominio de amostras em localidades com altitudes semelhantes, enquanto que
nos demais sub-clusters existem situacdes de semelhanca genética entre regides de
alta e baixa altitude. Um exemplo esta no grupo amarelo (Figura 7) representado por
amostras da regido Nordeste. O mesmo também foi observado na proximidade
genética entre as amostras 1294 16 CE, 961 16 CE, 1300 _16 CE, 962 16 CE
localizadas no interior do Estado do Ceara, contemplando a zona de planalto, com
altitudes de 200m a 500m e a amostra 2237_16 CE que esta na regiéo litoranea do
estado, a 70m de altitude em relagdo ao nivel do mar. Por outro lado, as trés

amostras do Estado da Bahia, provenientes do Municipio de Salvador, embora
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estejam contempladas no sub-cluster amarelo, formaram um agrupamento com alta
proximidade genética entre si (Figura 7).

No Estado de Sado Paulo as amostras 1077 12 SP, 2354 16 SP e
2617 13 SP dos municipios de Ribeirdo Preto, Pindamonhangaba e Sertdozinho,
respectivamente, apresentaram relacdo genética com a amostra 991_16_MG de
Uberlandia/MG. A distancia entre as localidades é superior a 200 km, além da
diferenca de altitude, sendo que Minas Gerais possui um relevo mais montanhoso
em relacdo a essa regido apresentada do Estado de Sao Paulo. Outro exemplo de
relagdo entre amostra isolada de um municipio de alta altitude com outra de um local
de média altitude ocorreu entre os exemplares 7606 11 SP de Sao Paulo/SP e
9923 08 SP de Piracicaba/SP.

Dessa forma, a filogeografia mostrou uma variabilidade em seus resultados,
relacionada principalmente as questfes de relevo dos locais de origem das amostras
do estudo.
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— 10585_08_SP
1127_08_SP
1077_12_SP
2354_16_SP
991_16_MG
2617_13_SP
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Figura 7. Arvore filogenética do tempo de sequéncias parciais do gene da proteina N do RABV de morcegos
insetivoros Nyctinomops spp. de estados das regiées Sudeste, Sul, Centro-Oeste e Nordeste do
Brasil, nos anos de 2008 a 2016. (Rosa — estados de Sdo Paulo, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul;
Verde — Estado de S&o Paulo; Amarelo — estados do Rio Grande do Norte, Ceara e Bahia e Verde —
Estado do Rio Grande do Norte). Destaque para os anos de formac¢é&o dos clusters e sub-clusters.
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Figura 8. Dispersdo das amostras de virus da raiva oriundas de morcegos insetivoros
Nyctinomops spp., no periodo de 2008 a 2016, em municipios das regides
Sudeste, Sul, Centro-Oeste e Nordeste do Brasil, segundo a analise
filogeogréfica e visualizagdo obtida pelo software Google Earth.

Figura 9. Dispersdo das amostras de virus da raiva oriundas de
morcegos insetivoros Nyctinomops spp., no periodo de
2008 a 2016, demonstrando nitida divisdo entre os
grupos de amostras provenientes de municipios das
regides Sudeste, Sul, Centro-Oeste daquelas
originérias da regido Nordeste do Brasil. Mapa obtido
pelo software GIMP 2 2.8.22.
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6. DISCUSSAO

No Brasil, quatro variantes espécie-especificas de virus da raiva isolado de
morcegos foram identificadas, sendo estas referentes as espécies insetivoras
Eptesicus furinalis, Molossus spp. e Nyctinomops laticaudatus, e hematéfaga
Desmodus rotundus (KOBAYASHI et al., 2005). No entanto, a variante inicialmente
relatada como especifica de morcegos Nyctinomops spp., foi posteriormente
identificada também em isolados de N. laticaudatus, Tadarida laticaudata e
Molossus molossus de diferentes regiées do Brasil (KOBAYASHI et al., 2007). Isso
também foi observado na andlise filogenética do presente estudo, no clado
morcegos insetivoros 1. Ainda, os clados morcegos insetivoros 3 e 6 mostraram a
existéncia das variantes circulantes em quirdpteros do género Molossus spp. e E.
furinalis, respectivamente.

Nos resultados das analises filogenética e filogeografica observou-se que as
amostras tendem a se agrupar de acordo com a proximidade geografica, formando
subgrupos de isolados com relacédo genética entre si. Isso pode ser explicado pelas
caracteristicas dos quirépteros que compdem a Familia Molossidae, entre eles os
géneros Nyctinomops, Tadarida e Molossus. S&o animais estritamente insetivoros
gue possuem asas estreitas e longas, realizando voos rapidos e também costumam
dividir o mesmo abrigo nas areas urbanas (REIS et al., 2007).

Os morcegos do género Nyctinomops, em particular a espécie N. laticaudatus,
gue apresenta maior namero de exemplares nesta pesquisa, sdo estritamente
insetivoros e basicamente urbanos, abrigam-se em telhados de edificacbes e
residéncias, em fendas naturais formadas em rochas ou em juntas de dilatacao
presentes em constru¢cdes humanas como viadutos, prédios e estadios de futebol.
Estdo presentes em todo o territério nacional, sendo coloniais, formando grupos de
médio a grande porte, podendo chegar a mais de 1000 exemplares reunidos e,
devido as suas caracteristicas morfologicas ja citadas, como presenca de asas
estreitas e longas, realizam voos rapidos, caracterizando uma espécie de quiréptero
que nao é migratoria (UIEDA; BRED, 2016). Esta descricdo permite entender porque
a espécie € recebida em abundéancia pelos servicos de vigilancia municipais e

porque ha uma tendéncia de determinada linhagem do virus permanecer e ser
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propagada em uma mesma regido, conforme demonstram os dados encontrados
nas analises deste estudo (REIS et al., 2011; UIEDA, 2012; UIEDA; BRED, 2016).

Por outro lado, também houve amostras de virus da raiva que demonstraram
relacdo genética com isolados de regides distantes mais de 200 km, incluindo
amostras de outros paises. Pode-se dizer que esses achados sdo um indicativo de
fluxo de variantes virais entre regibes diferentes, distantes geograficamente.
Analisando as caracteristicas apresentadas pelos morcegos insetivoros
Nyctinomops spp., discute-se a transmissdo do virus da raiva entre espécies de
morcegos por um hospedeiro ndo identificado, provavelmente uma espécie de
quiréptero migratéria que carreou 0 virus para outras regides do Brasil ou para
outros paises (UIEDA; HARMANI; SILVA, 1995; KOBAYASHI et al., 2007).

Na analise filogenética do presente estudo, amostras isoladas de Nyctinomops
mostraram relacdo genética com o grupo da variante D. rotundus que € composto
por exemplares oriundos do morcego hematofago, de morcegos da espécie
frugivora Artibeus spp., e de herbivoros. Os virus da raiva encontrados em
morcegos D. rotundus e Artibeus spp., sao filogeneticamente semelhantes (SHOJI et
al., 2004; KOBAYASHI et al., 2005; VIEIRA et al., 2010) e estudos mostram que a
distribuicBo dessa variante costuma ser delimitada por areas montanhosas
(KOBAYASHI et al., 2005). O D. rotundus é um espécie nao migratéria que possui 0
habito de voltar ao mesmo animal para se alimentar, mantendo-se conectado a uma
determinada regido. Vive em formacdes rochosas, que funcionam como abrigos
naturais, podendo eventualmente utilizar abrigos artificiais como galerias fluviais sob
as rodovias. A variante 3 circulante nessa espécie de quirdptero estd amplamente
distribuida no territério nacional e € comumente associada ao ciclo rural da raiva
(VIEIRA et al., 2010; REIS et al, 2011).

Ainda, a area de origem das amostras de morcegos insetivoros que
apresentaram relacdo genética com a variante 3 do D. rotundus, abrangida pelos
municipios Sao Roque/SP, Mogi das Cruzes/SP e Itapecerica da Serra/SP,
concentra-se em uma regiao de relevo muito ondulado do tipo planalto ou serra
(IBGE, 2017), que propicia abrigos ideais para muitas espécies de quirGpteros, entre
elas, o D. rotundus. Sabe-se que em um mesmo local pode haver a convivéncia de

colonias de morcegos hematéfagos e ndo hematdfagos. Pesquisadores relataram
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que as espécies D. rotundus, Nyctinomops spp., Artibeus lituratus, Eumops spp. e
Tadarida brasiliensis podem coabitar um mesmo abrigo (YEE, 2000; REIS et al.,
2011; AZUAGA, 2015). Assim, € possivel explicar porque trés amostras oriundas de
Nyctinomops, no presente estudo, mostraram-se préoximas ao clado da variante 3 (D.
rotundus) na analise filogenética.

Da mesma forma como explanado anteriormente, a amostra IP3331_14 PR de
morcego Nyctinomops sp. com origem no Municipio de Sdo José dos Pinhais/PR,
mostrou ter relacdo com uma amostra de raposa originaria da Coldémbia e outra
amostra de morcego Myotis chiloensis do Chile. A convivéncia entre colonias de
quirépteros em um mesmo ambiente possibilita a transmissdo do virus entre
diferentes espécies de morcegos hematéfagos e ndo hematofagos e,
provavelmente, um hospedeiro ainda incerto pode ter sido o responsavel por carrear
0 virus da raiva para regibes mais distantes, facilitando a propagacdo da doenca
(UIEDA; HARMANI; SILVA, 1995; KOBAYASHI et al., 2007; VIEIRA, 2012).

Segundo Kobayashi et al. (2005), existe uma variante do virus associada aos
morcegos E. furinalis. Ademais, relatos mostram que as espécies do género
Nyctinomops podem estar presentes no mesmo abrigo que o Myotis nigricans e o E.
furinalis, o que facilita a transmisséo do virus da raiva, visto que esses quiropteros,
assim como os Nyctinomops, também gostam de formar suas coldénias em
edificacoes, fendas ou outras constru¢des nas areas urbanas (YEE, 2000; REIS et
al., 2011). Essa informacéo explica a existéncia do clado morcegos insetivoros 5 na
analise filogenética, com amostras geneticamente proximas a isolados de M.
nigricans e também ao grupo morcegos insetivoros 6, com predominio de amostras
de RABV de quirdpteros E. furinalis.

Ja a amostra 3756 16 CE, de morcego N. laticaudatus do Municipio de
Tabuleiro do Norte/CE, mostrou relacdo genética com amostras provenientes de
cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) e raposa do campo (Lycalopex vetulus). No
Brasil existe uma linhagem do virus da raiva relacionada ao cachorro-do-mato (C.
thous), caracterizada e restrita a regido Nordeste do pais, que estd sendo
transmitida aos humanos e a outras espécies de animais domésticos e silvestres
(FAVORETTO et al., 2006; CARNIELI JR et al., 2008). De acordo com Favoretto et

al. (2006), trata-se de um spillover (o virus da raiva altera os seus mecanismos e se
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adapta a diferentes hospedeiros) da variante 2 prépria de cées domésticos
(FAVORETTO et al., 2016). Ja foi relatada a ocorréncia de variante 3 do D. rotundus
em uma amostra originaria de um cachorro-do-mato (CISTERNA et al., 2005;
FAVORETTO et al., 2016). Outro trabalho mostrou esses canideos infectados com
virus da raiva da variante 2 de cdes domeésticos, assim como cdes domésticos com
virus com a variante do C. thous (CARNIELI JR et al., 2013).

A transmissdo entre canideos silvestres e cdes domésticos € comum no
Nordeste brasileiro, com possibilidade para gerar novas variantes, o0 que pode
comprometer o controle da raiva e aumentar 0S riscos para a saude publica
(FAVORETTO et al.,, 2016). Vale ressaltar, porém, que nado existe relato, na
literatura, de morcegos insetivoros albergando o virus da variante C. thous, como
encontrado neste trabalho, indicando ser este o primeiro caso observado.

A possibilidade de transmisséo inter-espécies dessa variante e das demais
torna-se preocupante, especialmente ao pensar na importancia do papel que os
quiropteros desempenham na epidemiologia da raiva no Brasil. Também, reforca-se
a complexidade existente na epidemiologia e transmissdo da raiva, 0 que leva a
necessidade de uma constante vigilancia da enfermidade nas espécies estudadas e
em outras especies silvestres, monitorando essas novas relacdes que vem
acontecendo nos ciclos epidemiolégicos ja& conhecidos da doenca. Essas sao
medidas essenciais para o controle e a prevencdo da raiva no Brasil e em outros
paises da América Latina (CARNIELI JR et al., 2013; FAVORETTO et al., 2016)

Estudos filogeograficos realizados no Brasil, um com morcegos hematofagos
D. rotundus e herbivoros oriundos do Estado do Espirito Santo, e outro com cées
positivos dos estados de Goias, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Para,
Maranhéao, Piaui, Paraiba, Pernambuco, Alagoas e Sergipe, encontraram ancestrais
comuns datados de 1954 e 1974, respectivamente (CARNIELI JR et al.,, 2011;
VIEIRA et al., 2012). Na analise filogeografica do presente estudo, foi estabelecido
que o MRCA data do ano de 1989, portanto 27 anos atras. Este resultado reforca a
importancia dos morcegos insetivoros no contexto da epidemiologia da raiva.

Os estudos de Kobayashi et al. dos anos de 2006 e 2008, realizados com
amostras de virus da raiva do morcego hematéfago D. rotundus e de herbivoros do

Brasil, revelaram que as amostras de virus da raiva de regides com a mesma
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altitude tendem a ser geneticamente proximas; porém, também observaram que as
amostras podem se movimentar das regides de maiores altitudes para aquelas com
menores altitudes. Os mesmos resultados puderam ser observados em amostras de
morcegos ndo hematofagos E. furinalis na América do Norte (KOBAYASHI et al.,
2008).

No presente estudo, observou-se haver proximidade genética entre amostras
de regides de alta altitude para locais de baixa altitude em todos os sub-clusters da
arvore do tempo da filogeografia, havendo também predominio de grupos com
isolados provenientes de areas com altitudes similares, como foi visto no sub-cluster
rosa. Outro exemplo esta nas amostras da regido Nordeste, em que se observa um
fluxo viral de regibes do interior para o litoral, com caracteristicas de relevo
diferentes.

Conforme mencionado anteriormente para a andlise filogenética, nas areas
urbanas observa-se a coabitacdo entre morcegos hematéfagos e ndo hematéfagos,
0 que pode facilitar a disseminacgao do virus rabico entre essas espécies. Esse fato
pode explicar porque, na filogeografia, amostras com relacdo genética sao
originarias de regifes distantes mais de 200 km, sendo que o morcego Nyctinomops
tem como caracteristica ndo ser migratorio e realiza voos curtos, levando a sugerir
gue houve um carreamento do virus por outras espécies de quirdpteros, que
ocasionalmente podem ter se deslocado (KOBAYASHI et al., 2007; ALBAS et al.,
2011; UIEDA, 2012)

Outros trabalhos também demonstraram haver essa transmissdo de variantes
do virus da raiva entre quirdpteros, favorecendo o carreamento do virus para
diferentes regides do Brasil. Favoretto et al. (2002), ao realizarem a tipificacédo
antigénica de amostras brasileiras de virus da raiva isolado de animais e humanos,
no periodo de 1989 a 2000, detectaram uma maior variabilidade entre as amostras
provenientes de morcegos insetivoros, sendo que a variante mais comum circulante
entre essas espécies foi a variante 3 (D. rotundus). Também Albas et al. (2011)
encontraram varias amostras de virus da raiva relacionadas a morcegos insetivoros
do Brasil, principalmente, morcegos dos géneros Eptesicus e Myotis.

Um estudo filogeogréafico do virus rabico realizado na Africa sugeriu que as

atividades humanas, como as construcdes, exercem forte impacto na dispersao da
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raiva (AMOURI et al., 2011). No Brasil, essa situagao parece se repetir. Nos centros
urbanos, os morcegos ndo hematéfagos encontram condicdes favoraveis para sua
sobrevivéncia, com oferta de abrigos e alimentos. As luzes artificiais atraem insetos,
e funcionam como uma fonte de alimento em abundancia para as espécies
insetivoras, como a estudada. Em Campo Grande/MS relatou-se o0 aumento do
namero de morcegos ndo hematéfagos nas areas urbanas, o que tem levado a
pensar em esforcos adicionais para o desenvolvimento de novas técnicas e
estratégias de controle da raiva (DEUS; BECER; NAVARRO, 2003).

Ainda, na filogeografia, com relagdo a distribuicdo das amostras de virus da
raiva de morcegos Nyctinomops spp., hdo se observou no presente estudo um
padrdo, homogeneidade ou presenca de surtos entre 0s morcegos Nnos municipios
abrangidos. Diferente dos resultados encontrados nos estudos de Carnieli Jr et al.
(2011) e Vieira et al. (2012), que analisaram amostras de morcegos hematofagos D.
rotundus, herbivoros e de caes, e mostraram haver uma relacéo entre a presenca de
morcegos hematéfagos positivos e surtos em herbivoros, mantendo o virus em uma
determinada regido, ou associacdo de surtos em caninos, acompanhando acoes
migratérias humanas.

Outro fator importante a ser levantado é que, no Brasil, espécies de morcegos
nao hematdfagos ndo passam por processo de controle populacional como se faz
com o morcego hematéfago D. rotundus. Geralmente, essas espécies chegam aos
servicos de vigilancia em saude municipal por meio de acdes passivas, em que ha a
dendncia da presenca de exemplares em residéncias ou locais publicos com sinais
suspeitos de raiva. Esses animais sdo capturados e levados para diagnostico. Dessa
forma, ndo se tem informacdes precisas sobre surtos em colénias ou como se
estabelece a circulagdo do virus entre essas espécies. Sabe-se que 0s casos
positivos nao apresentam nos estudos predilecdo por estacdo do ano, tipo de
colénia ou localizag&o particular no municipio (SAO PAULO, 2000; DEUS; BECER;
NAVARRO, 2003).

Outro ponto importante € a escolha pela nucleoproteina do virus da raiva para
0 estudo. Trata-se de uma regido altamente conservada do RABV. Segundo Smith
et al. (2002) e Carnieli Jr et al. (2011), a analise de sequéncias do gene N permite a

formacdo de agrupamentos especificos identificados para cada variante do virus da
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raiva em comparagdo com outros genes e, portanto, 0 seu USO representa uma
abordagem adequada para o estudo da epidemiologia molecular da raiva.

Atualmente vem ocorrendo uma diminuicdo dos casos de raiva humana
transmitida por animais domeésticos e, em contrapartida, um aumento da raiva
mantida e transmitida por animais silvestres. Essa situagdo pode ser reflexo das
atividades de controle da raiva nas areas urbanas e rurais, como por exemplo, as
campanhas de vacinacéo de cées e gatos contra a raiva (WADA et al., 2011).

Ainda, quando se estuda o virus da raiva em morcegos, a correta identificacao
das espécies de quirépteros é fundamental, pois cada uma apresenta caracteristicas
biolégicas peculiares, que sdo importantes na avaliagcdo preliminar da situacédo
encontrada. Separar morcegos em apenas dois grupos (hematéfagos e néo
hematofagos) dificulta o estudo, prejudicando o conhecimento do papel dessas
espécies na epidemiologia da raiva (GOMES; COSTA NETO; ALVAREZ, 2017).

A dindmica sobre a epidemiologia do virus da raiva em morcegos no Brasil
ainda é pouco conhecida. O comportamento do virus e as relacdes epidemiologicas
apresentadas pelos quirGpteros do género Nyctinomops sdo pouco esclarecidas
guando comparadas a outros géneros de morcegos, dificultando a compreenséo do
ciclo de transmisséo da raiva entre eles. Também pouco se sabe sobre as relacdes
estabelecidas entre morcegos hematéfagos e ndo hematdéfagos (GREGORIN;
CIRRANELLO, 2016). Dada a problematica, estudos filogenéticos e filogeograficos
com o maior numero possivel de amostras fazem-se imprescindiveis para elucidar a
classificacdo das variantes do virus da raiva e, consequentemente, contribuir para o

aprimoramento de medidas de controle e prevenc¢ao da doenca.
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7. CONCLUSAO

O estudo filogenético mostrou haver cinco diferentes variantes do virus da raiva
circulando entre os morcegos insetivoros Nyctinomops spp., sendo uma espécie-
especifica e as demais relacionadas a outras espécies de morcegos hematofagos e
ndo hematéfagos, e também a outros animais silvestres. Essas relages alertam
para a possibilidade de transmisséo rabica inter-espécies no territério brasileiro,
especialmente no ambiente urbano, havendo maior risco dessas variantes chegarem
aos seres humanos e seus animais de estimacdo, podendo contribuir para o
surgimento de novas variantes.

O estudo filogeografico demonstrou a importancia dos morcegos insetivoros
como hospedeiros do virus da raiva, apresentando um mais recente ancestral
comum (MRCA) datando de 1989, sendo tdo antigo quanto aqueles encontrados
para cdes (1974) e morcegos hematéfagos (1954).

A filogeografia constituiu uma importante ferramenta para a compreenséo da
dispersdo do virus da raiva nas areas do estudo. De um modo geral, a localizacao
geografica, bem como as caracteristicas do relevo, influenciaram na distribuicdo dos
casos, havendo predominio por amostras de virus proximas geneticamente em

areas com altitude semelhante.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

1) Os estudos filogenéticos e filogeograficos colaboram com pesquisas para
conhecer as variantes virais circulantes no Brasil, o que contribui também para
averiguar e garantir que as vacinas antirrdbicas utilizadas permanecem protetivas,
especialmente nos tratamentos pré e pos-exposicdo em seres humanos, na
vacinacdo de herbivoros, nas campanhas municipais de vacinacdo contra a raiva
para caes e gatos que, devido aos seus habitos, podem interagir com morcegos na
area urbana, infectando-se com o virus e representando, da mesma forma, um risco

para os humanos e outros animais.

2) As analises filogenética e filogeografica auxiliam a compreender a origem do virus
da raiva circulante no morcego Nyctinomops spp. e reforcam a importancia dos
morcegos insetivoros como hospedeiros e potenciais transmissores da raiva. Essas
espécies vém ganhando destaque nas areas urbanas, na medida em que 0s casos
de raiva causados pela variante 2 canina vem diminuindo e aqueles causados por

variantes circulantes em quirdpteros e outros animais silvestres, aumentando.

3) Com os dados obtidos no presente estudo é possivel auxiliar nas medidas
controle e prevencao da raiva em centros urbanos, reforcar as medidas educativas
gue mostrem para a populacéo os riscos envolvidos na interacdo com quirépteros e
outros mamiferos silvestres, e fornecer subsidios para os Servicos de Vigilancia
Epidemiolégica dos diferentes municipios.
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