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RESUMO

O virus rabico pertence a Ordem Mononegavirales e Familia Rhabdoviridae, sendo
constituido por um RNA de sentido negativo, ndo-segmentado e que codifica para cinco
proteinas (N, NS, M, G e L). Sao conhecidos at¢ o momento 7 gendtipos virais, sendo o
genotipo 1 formado pelo virus rabico cléassico, com distribuicao mundial. A genotipagem de
amostras do virus ¢ realizada mais comumente pela anélise dos genes da nucleoproteina e
glicoproteina, embora a regido nao-codificante G-L tenha sido sugerida para caracterizagao
de amostras mais homogéneas. O presente trabalho descreve a genotipagem e a analise
filogenética de amostras de virus rabico isoladas em SC durante o ano de 2002, através do
seqiienciamento automatizado de produtos de RT-PCR. A extragdo de RNA viral,
transcri¢cao para cDNA e amplificacdo via RT-PCR do gene da nucleoproteina e da regido
ndo-codificante G-L, sdo descritas em detalhes. Os resultados demonstraram que a por¢ao
5" do gene da nucleoproteina é altamente conservada entre as amostras estudadas e
divergentes das amostras padrdo de laboratorio, sendo todas classificadas como genotipo 1.
A comparacdo da seqiiéncia nucleotidica destas amostras com outros isolados brasileiros
disponiveis no GenBank, questiona a distribuicdo espécie-especifica, sugerida por outros
autores, levantando a possibilidade de que os agrupamentos por regides geograficas possam
ser relevantes. A andlise da regido ndo-codificante G-L revelou alto grau de variabilidade
entre as amostras catarinenses, possibilitando a distribuicdo das mesmas em dois grupos.
Nenhuma destas amostras apresentou o sinal classico de parada de transcrigdo na
extremidade 5 do gene da glicoproteina, relatado no modelo de pseudogene viral. Além
disso, trés isolados também ndo apresentaram este sinal na extremidade 5” da regido nao-
codificante G-L, sugerindo uma possivel transcricdo bicistronica entre o gene da
glicoproteina e a polimerase viral. Outra possibilidade ¢ que existam novos sinais de parada
de transcricao (para o gene da glicoproteina e da regido nao-codificante G-L) e de inicio de
transcrigdo (para o gene da polimerase) ainda nao descritos. A relevancia destes achados ¢

discutida em detalhes.
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ABSTRACT

The rabies virus belongs to the Order Mononegavirales, Rhabdoviridade Family,
having a non-segmented negative RNA strand coding for five proteins (N, NS, M, G and
L). Nowadays, seven genotypes of the virus are described but only genotype 1 presents a
worldwide distribution. Genotyping of the rabies virus is mainly performed by analysis of
the nucleoprotein and/or glycoprotein genes. Moreover, the non-coding G-L region has
been used for molecular characterization of the virus due its variable nature. The aim of this
study was to sequence and analyze RT-PCR products of the nucleoprotein gene as well as
the G-L non-coding region of the virus genome, obtained from samples isolated in Santa
Catarina State (SC), Brazil. RNA extraction, cDNA synthesis, RT-PCR amplification and
sequencing of the nucleoprotein gene and G-L non-coding region products are described in
detail. Genotypic and phylogenetic analyzes of the 5" end of the nucleoprotein gene showed
that all strains isolated in SC belongs to genotype 1 and formed a very conserved cluster,
revealed to be distinct from the laboratory strains used as controls. Comparison with other
Brazilian isolates obtained from the GenBank revealed no clustering of the SC samples
with samples of the sylvatic cycle, strongly suggesting that Brazilian samples can be
grouped by geographical origin and not by host, which can provide more accurate data
concerning the rabies epidemiology in Brazil. Analyzes of the G-L non-coding region
revealed a higher level of variability between SC samples, but also clustered the samples
when compared to the control strains. None of the SC samples have the classical stop signal
for transcription of the glycoprotein gene as described on the pseudogene theory. Also,
three SC samples did not presented the classical stop signal located at the 5’end of the G-L
non-coding region, suggesting a possible bicistronic transcription of the
glycoprotein/polymerase genes, or, the existence of distinct and unknown stop codons for
the glycoprotein and the G-L non-coding region and the start codon for the polymerase

gene. The biological relevance of these findings is described in detail.
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1.INTRODUCAO



1.1 Historico

Segundo dados da Organizagdo Mundial de Saude - OMS (WHO, 1992) a raiva humana
¢ hoje a décima primeira causa de morte entre as doengas infecciosas, sendo que apenas em
1998 foram reportados 32.451 casos, dos quais, pelo menos 30.000 na india. Ainda assim,
presume-se que exista grande nimero de casos sub-notificados. No momento, a raiva
humana mata mais pessoas que doencas como febre amarela, dengue e encefalite japonesa
(RUPPRECHT, HANLON & HEMACHUDA, 2002). Segundo HEMACHUDA,
LAOTHAMATAS & RUPPRECHT (2002) uma pessoa morre de raiva a cada 15 minutos
e, no mesmo intervalo de tempo, outras 300 sdo expostas ao virus. Mesmo com dados como
estes a OMS considera a raiva uma doenga de baixa prioridade (WHO, 1992).

A raiva, dotada de uma rica historia, ja assolava a humanidade desde a antigiiidade,
e ¢ sem duvida uma das doengas mais antigas conhecidas pelo homem. Foi sempre motivo
de temor para a populagdo, devido as peculiaridades de sua transmissao, das manifestagdes
clinicas no doente e o curso invariavelmente fatal, comprovando-se tal fato na extensa e
interessante historia da raiva registrada na literatura (STEELE & FERNANDEZ, 1991).

A palavra raiva deriva do latim Rabies, “furia, delirio” e do sanscrito Rabhas que
significa “loucura, deméncia” (STEELE & FERNANDEZ, 1991). No cédigo de Eshunna,
escrito cerca de 2.000 anos a.C. na Mesopotamia, foram registrados os primeiros relatos de
morte humana devido a mordeduras por caes raivosos.

Era considerada por povos Assirios, Egipcios e Caldeus como uma doenga de origem
religiosa, enquanto que Chineses e Hindus acreditavam que o desequilibrio entre os quatro
elementos que constituiam o corpo humano favorecia o aparecimento da doenga

(BARATA, 1985).



Ha varias citagdes sobre a doenca na mitologia. Os Gregos, por exemplo, tinham
deuses como Aristeu, que era invocado na prote¢do contra este mal e Artemis, que era
cultuada como a divindade com poderes para curar a raiva. Homero em uma de suas obras,
A Iliada, relacionava a ocorréncia de eventos desfavoraveis a saude dos homens e dos caes
com o aparecimento no firmamento da estrela Sirius, a estrela do cdo da constelacdo de
Orion. Ainda hoje persiste a crenca popular, amplamente difundida, que refere o més de
Agosto como o “més do cachorro louco” (SCHNEIDER & SANTOS BURGOA, 1994).

Democritus, em 500 a.C., foi o primeiro a descrever o quadro clinico da raiva
canina e Aristoteles, no século IV a.C., escreveu no livro Historia Natural dos Animais,
Livro 8, capitulo 22, que os caes que sofriam de raiva ficavam muito irritados e os animais
mordidos por aqueles cdes tornavam-se raivosos também. Aristoteles, no entanto,
acreditava que o ser humano ndo era acometido pela raiva animal. A hidrofobia era
conhecida como doenca do homem, ndo sendo relacionada a raiva dos animais
(SMITHCORS, 1958).

Virios autores da antigiiidade, como Xenofontes, Epimarcus, Virgilio, Horacio,
Ovidio, Luciano e Cardanus, relataram em suas obras aspectos sobre a raiva, como a
importancia do cdo como transmissor da doenga ao homem, e a infectividade da saliva dos
caes raivosos. Naquela época, acreditava-se que havia um “veneno”, em latim Virus, na
saliva dos animais raivosos que era o responsavel pela doenca.

Celsus, no século I d.C., estudou vérios aspectos da raiva, enfatizando a importancia
da saliva dos animais raivosos na transmissdo da doenca ao homem. Considerou que outros
animais como gatos, macacos, além do cdo poderiam transmitir a doenga. Quanto aos
cuidados com os ferimentos causados por animais raivosos, recomendava o uso de ventosas

para a succdo do veneno inoculado, e posteriormente a cauterizacdo das feridas com



substancias causticas corrosivas ou ferro em brasa. Estes procedimentos foram usados até o
fim do século XIX (DEAN, BAER & THOMPSON, 1963).

No século IV, Paulus Aguineta estudou varias citagcdes sobre a hidrofobia descrita
por autores antigos e concluiu que a doenca transmitida pela mordida dos cdes raivosos,
chamada hidrofobia “inoculada”, era sempre fatal e distinta da hidrofobia de etiologia
psicossomatica. Apesar dos conhecimentos em relagdo a raiva se avolumarem, mantinham-
se crengas supersticiosas ¢ magicas para explica-la, o que favoreceu a adog¢do de condutas
exdticas e sem nenhum embasamento cientifico, e que muitas vezes submetiam o doente a
um sofrimento adicional e inutil. Isto motivou a comunidade cientifica do século XVII a
posicionar-se frente a esta situacdo, e em declaracdo feita a 10 de junho de 1671, em
reunido da Sorbonne, foram condenadas todas as praticas supersticiosas para o tratamento
da raiva (STEELE & FERNANDEZ, 1991).

Zinke, em 1804, conseguiu transmitir raiva para animais sadios a partir da saliva de
animais raivosos, sendo esta a primeira abordagem cientifica para o estudo da doenga. Em
1821, MAGENDIE & BRESCHET, provaram que na saliva de humanos doentes existia o
mesmo agente que causava a raiva nos animais. GALTIER (1881) através de estudos sobre
a indugdo de prote¢do em animais de laboratorio, influenciou Pasteur nas pesquisas que o
mesmo vinha realizando com o agente da raiva desde 1880.

Pasteur e seus colaboradores, em 1881, conseguiram isolar e adaptar o virus da raiva
em animais de laboratdrio de forma a torné-lo estavel, dando origem ao chamado virus fixo
(PV), de viruléncia constante, com caracteristicas bem definidas e reprodutiveis em
laboratoério (PASTEUR, 1882).

Em 1884, PASTEUR, CHAMBERLAND e ROUX avancaram nas pesquisas a

partir da imuniza¢do de animais com o virus fixo, € em 6 de Julho de 1885, testaram pela



primeira vez sua vacina em humanos, com sucesso absoluto, em uma crian¢a de nove anos
que havia sido gravemente ferida por um cao raivoso. A partir de entdo teve inicio uma

nova etapa na historia, tornando vidvel o tratamento de individuos expostos a doenga.

1.2 O Virus Rabico

O virus da raiva pertence a Familia Rhabdoviridae, a qual junto com as Familias
Paramyxoviridae, Filoviridae e Bornaviridae constituem a Ordem Mononegavirales, nas
quais todos os membros apresentam genoma de RNA nao-segmentado, de sentido negativo
e simples fita (MAYO & PRINGLE, 1998).

Foram descritos mais de 100 rabdovirus capazes de infectar diferentes seres vivos
como plantas, répteis, peixes, crusticeos ¢ mamiferos. Os virus da Familia Rhabdoviridae
tétm em comum a morfologia em bastonete ou em projétil de arma de fogo (KAPLAN,
TURNER & WARREL, 1986). Apenas dois géneros desta Familia infectam os mamiferos,
Vesiculovirus sp., cujo prototipo ¢ o virus da estomatite vesicular e Lyssavirus sp.,
representado pelo virus da raiva.

Baseando-se no estudo de prote¢do cruzada em camundongos e empregando
técnicas que utilizaram anticorpos monoclonais contra a nucleoproteina do virus,
definiram-se quatro sorotipos dentro do género Lyssavirus. o sorotipo 1, amostras classicas:
apresentam distribuicdo mundial, e incluem os virus fixos (de laboratorio) e a maioria dos
virus isolados em mamiferos terrestres e morcegos insetivoros da América do Norte e
morcegos hematdfagos da América Latina; o sorotipo 2, amostras Lagos Bat: virus que
foram isolados de morcegos na Nigéria, Guiné e na Republica Centro Africana, de um gato

em Zimbabwe; o sorotipo 3, amostras Mokola: virus que foram isolados de mussaranhos na



Nigéria e Camardes, de caes no Zimbabwe e de um caso humano na Nigéria e finalmente, o
sorotipo 4, amostra Duvenhage: virus que foram isolados de um caso humano e de
morcegos na Africa do Sul e Zimbabwe (WIKTOR, FLAMAND & KOPROWSKI, 1980).
Outras amostras de virus foram isoladas de morcegos europeus (‘“European bat Lyssavirus”,
EBL), como o Eptesicus serotinus (EBL 1) e do Myotis dasycneme e M. daubentonii (EBL
2). Foram também isolados virus de casos humanos expostos a morcegos na Finlandia e
Ucrania (WHO, 1992).

Através da tipificagdo molecular das amostras de virus rabico isoladas dos mais diferentes
hospedeiros e de todas as regides do globo, foram caracterizados 7 genotipos. Inicialmente,
BOURHY, KISSI & TORDO (1993), confirmaram a classificacdo soroldgica dos quatro
primeiros sorotipos, € a estenderam com o EBL-1, representando o gendtipo 5 e o EBL-2 o
genotipo 6. Recentemente, GOULD, HYATT, LUNT et al. (1997) isolaram e
caracterizaram o sétimo genotipo, na Australia, isolado de morcegos do Género Pteropid, ja
tendo sido relatados casos humanos fatais.

A prote¢do vacinal conferida pelas vacinas atualmente em uso ¢ limitada, frente a
casos de infec¢do por outros genotipos, que nao o classico (BOURHY, KISSI & TORDO,
1993). LAFON, BOURHY, SUREAU et al. (1988) demonstraram que a vacina humana
confere protecdo contra amostras do genotipo 5 e 6 (EBL-1 e 2), porém, ndo protege contra
amostras tipo Mokola. De modo semelhante, a vacina produzida com a cepa Pitman-Moore
(PM), falhou em proteger os animais no desafio com as amostras EBL e Mokola. Mesmo
dentro de um mesmo gendétipo, os niveis de protecdo sdo variados. HAYASHI, MORA,
CHANDELIER et al. (1984) demonstraram que os niveis de protecdo vacinal (vacina
produzida em cérebro de camundongos) frente a desafio com 24 cepas animais isoladas de

diferentes espécies animais no Brasil, variavam de 100% até 15-20%. Posteriormente,



ZANETTI, FRANCO, VASSAO et al. (1998) mostraram haver falhas na protegdo vacinal,
elicitada pela vacina utilizada para tratamento humano no Brasil, produzida em cérebro de

camundongos recém-nascidos, frente a desafio com cepas selvagens isoladas no Brasil.

Tabela I: Distribui¢do mundial dos genotipos de virus rabico, nivel de protecdo induzido
por imunoglobulina anti-rabica padrdo e homologia de aminoacidos entre os diferentes

gendtipos virais (Modificada de SMITH, 2002).

Distribui¢io Homologia (%) Prote¢do / 2UT*
RABV  Mundial, exceto Antartica e algumas Ilhas - 1:940
ABLYV Australia 92 1:625
DUVV  Africa do Sul, Zimbabwe e Guiné 86 1:125
EBL-1  Alemanha, Dinamarca, Holanda, Poldnia,
87 1:125
Russia, Ucrania, Franga e Espanha
EBL-2  Holanda, Reino Unido, Finlandia, Suica 85 1:125
MOKYV  Nigéria, Africa do Sul, Camardes, 76 15
Zimbabwe, Africa Central, Etiopia .
LBV Nigéria, Africa do Sul, Africa Central,
7 1:12

Senegal, Etiopia

*Titulo neutralizante com imunoglobulina especifica anti-rdbica, produzida contra o
RABYV, com desafio de 50 unidades infecciosas virais de cada gendtipo. RABV: virus
rabico classico (genotipo 1); ABLV: virus rabico australiano de morcegos (gendtipo 7);
DUVYV: virus rdbico Duvenhage (gendtipo 4); EBL-1: virus rabico de morcegos europeus
tipo 1 (gendtipo 5); EBL-2: virus rdbico de morcegos europeus tipo 2 (gendtipo 6); MOKV:
virus rabico Mokola (gend6tipo 3) e LBV: virus rabico Lagos Bat (gendtipo 2).



Apenas o sorotipo ou gendtipo 1 representa o virus rabico classico (RABV),
enquanto todos os outros genotipos sdo considerados virus rabico-relacionados pela sua
capacidade de produzir uma encefalomielite do tipo rabico, apesar da divergéncia genética.
Além destes, trés outros virus sdo incluidos no género Lyssavirus, o Kotolon (KOTV),
Obodhiang (OBOV) e o Rochambeau (RBUV), os quais sdo distantes pela sorologia e nao
causam encefalomielite. Todos as espécies do género Lyssavirus compartilham uma série
de caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas, como por exemplo, a seqiiéncia de
aminoacidos (que os agrupam dentro dos rabdovirus), forma de projétil, nucleocapsideo
helicoidal (ribonucleoproteina), o genoma de RNA, bem como, sua organizacdo e as
proteinas estruturais (WUNNER, 2002).

O primeiro relato sobre a morfologia do virus rabico foi feito por ALMEIDA,
HOWATSON, PINTERIC et al. (1962) quando foi visualizada pela primeira vez a
morfologia de projétil de arma de fogo. Como a maioria dos rabdovirus, o virus da raiva
tem forma cilindrica com uma extremidade arredondada e outra plana. Seu comprimento
médio ¢ de 180 nm e o didmetro ¢ de 70 nm (ATANASIU, LEPINE, SISMAN, et al. 1963;
WAGNER, 1990).

Os diferentes genoétipos do género Lyssavirus sdo formados pela combinacdo de
cinco proteinas estruturais (Figura 1), nucleoproteina (N), fosfoproteina (P, M1 ou NS),
proteina de matriz (M ou M2); glicoproteina (G) e a RNA polimerase viral (L) de modo
que, a particula viral completa contém de 2 a 3% de 4cido ribonucléico (RNA), 67% de
proteinas, 26% de lipidios ¢ 3% de carboidratos (KAPLAN, TURNER & WARREL,
1986). Estas cinco proteinas se agrupam constituindo dois elementos estruturais principais:

a ribonucleoproteina (RNP) e o envelope viral envolvendo a RNP.



A ribonucleoproteina tem forma de um complexo helicoidal, constituido por RNA
de fita simples ligado as proteinas N, L e NS. Tem estrutura 1abil e, se desenrolada, poderia
atingir o comprimento de 0,20 a 0,65 nm (KAPLAN, TURNER & WARREL, 1986).

A nucleoproteina N é um polipeptidio com 450 aminoacidos, de peso molecular de
50,5 kDa (TORDO, POCH, ERMINE et al. 1986a) complexada ao RNA viral e
preenchendo o cilindro helicoidal do nucleocapsideo. A fosfoproteina NS ¢ um
polipeptideo fosforilado que contém 297 aminoacidos, com peso molecular de 33 kDa. Esta
associada ao RNA viral e a nucleoproteina, tendo importante papel na replicagdo viral
(LAFON & WIKTOR, 1985).

A proteina L (RNA polimerase) é a maior proteina do virus, com 2.114 aminoacidos
e peso molecular de 244,2 kDa dai o nome “large”. E responsavel pelas atividades
enzimaticas necessarias a transcricdo e replicagdo do RNA viral (TORDO, POCH,
ERMINE et al. 1988).

O envelope viral ¢ composto por uma bicamada lipidica, a qual estdo associadas
duas proteinas: a proteina M e a glicoproteina G. A proteina M localiza-se na face interna
do envelope lipidico e tem como fun¢do manter a ligacdo entre o envelope e o complexo
RNP, sendo importante para a regulagdo da replicagdo viral (DELAGNEAU, PERRIN &
ATANASIU, 1981; TORDO et al. 1986a), constituindo a matriz protéica e sendo formada
por 202 aminodcidos, com peso molecular de 23 kDa (DELAGNEAU, PERRIN,
ATANASIU, 1981; DIETZSCHOLD, WANG & RUPPRECHT et al. 1987).

A proteina G ¢ uma glicoproteina transmembrana que forma as espiculas que se
projetam na superficie viral, bem como ¢ a responsavel pela ligagdo do virus aos receptores

da célula hospedeira, sendo composta de 524 aminodcidos e com peso molecular de 58,5



kDa. Esta glicoproteina interage com a proteina M e com as proteinas N ¢ NS da RNP

(KAPLAN, TURNER & WARREL, 1986).
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Figura 1: Representacdo esquematica do virus rabico, evidenciando as cinco proteinas produzidas
pelo virus (M, G, L, N, NS) e sua organizagdo estrutural, juntamente com a organizagdo genomica
proposta por TORDO et al. (1986b). Modificado de:

http://www.cdc.gov/ncidod/dvdr/rabies/the virus/htm.

A glicoproteina G ¢ o unico antigeno viral capaz de induzir a formagdo de anticorpos
neutralizantes (WIKTOR, GYORGY, SCHLUMBERGER et al. 1973; ATANASIU,
TSIANG & PERRIN et al. 1974). Estes anticorpos sdo importantes para a imunizac¢ao dos
animais contra um desafio subseqiliente com cepas virulentas. A eficacia das vacinas anti-
rdbicas inativadas esta relacionada com a capacidade de induzir a formacdo destes

anticorpos  (CRICK &  KING, 1988; CRICK & BROWN, 1970).

10



1.3 Raiva no Brasil e em Santa Catarina

A raiva continua sendo um grande problema de satde publica em muitos paises da
América Latina, sendo responsavel pela morte de grande nimero de animais, especialmente
de herbivoros. Os caes ainda aparecem como principais transmissores da doenga nos paises
em desenvolvimento, apesar do grande aumento do nimero de casos transmitidos por
morcegos, especialmente no caso de herbivoros. Nos paises desenvolvidos, como na
América do Norte e Europa, a raiva persiste no seu ciclo silvestre, com casos esporadicos
de contamina¢do humana (WHO, 2000; NOAH, DRENZEK, SMITH et al. 1998).

A raiva também esta presente em carnivoros silvestres. Quando na forma enzootica
pode passar desapercebida, mas quando adquire proporgdes epizodticas, o ciclo silvestre
pode atingir o homem e animais domésticos. Na América Latina, a raiva transmitida por
morcegos hematofagos ¢ um problema adicional aos ciclos de infec¢do dos outros
mamiferos. Do ponto de vista epidemioldgico, os morcegos hematdfagos constituem o
principal reservatorio para o virus rabico, mas outras espécies de quirdpteros nao
hemat6fagos também tém papel na transmissdo do agente (GERMANO 1994; FAVI,
MATTOS, YUNG et al. 2002).

SCHNEIDER, SANTOS-BURGOA, ARON et al. (1996) sugerem que os morcegos
vampiros representam atualmente os maiores transmissores da raiva dos herbivoros, sendo
responsaveis por grande parte das epidemias. Os morcegos hematofagos sdo encontrados
em toda América Latina, e o nimero de casos de raiva, at¢ mesmo humana, transmitida por
morcegos tem aumentado nos ultimos anos (FAVI et al. 2002). A perda econdmica gerada

pela raiva em bovinos tem sido cada vez maior, estimando-se na América Latina uma perda
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de US$ 44 milhdes/ano, com perda de cerca de 50.000 cabegas de gado (ACHA &
SZYFRES, 1986; WHO, 1992).

No Brasil, foram registrados entre 1980 e 2001, 1.331 casos de raiva humana. Destes,
54% (718) ocorreram na regido Nordeste do pais, seguida pela regido Sudeste com 17,6%
(235), Norte com 17,5% (233), Centro-oeste com 10,5% (140) e finalizando com a regiao
Sul, com apenas 0,4% (5) dos casos (FUNASA, 2002).

Recentemente, ITO, ARAI, ITOU et al. (2001), estudando amostras de virus rabico
isoladas dos Estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Tocantins, Mato Grosso e Goias,
demonstraram que existe uma clara dicotomia entre as cepas virais que circulam em caes,
das que ocorrem em morcegos € na maioria dos bovinos, caracterizando duas sub-
populacdes diferentes do virus (ambas dentro do gendtipo 1), através do seqiienciamento de
203pb (108-311) do gene da nucleoproteina do virus. Trata-se do primeiro trabalho de
caracterizagdo molecular realizado com amostras brasileiras de virus rabico. Da mesma
forma, confirmaram que a transmissdo da raiva para herbivoros no Brasil ¢
primordialmente realizada por morcegos hematofagos.

Santa Catarina tem um papel histérico na raiva, pois foi neste Estado que em 1911,
frente a uma epizootia da doenca no litoral catarinense, o entdo diretor do Instituto Pasteur
de Sao Paulo fez o primeiro relato da possivel transmissdo da doenca por morcegos
hematofagos (CARINI, 1911), fato este confirmado posteriormente por HAUPT &
REHHAG (1924).

Atualmente, no Estado de Santa Catarina, o maior problema ¢ a raiva animal,
especialmente em bovinos, sendo que se estima uma perda para a economia local de
aproximadamente R$ 1 milhdo/ano (CIDASC, 2002). Estima-se que o Estado possua um

rebanho de aproximadamente 793.869 (Setecentos e noventa e trés mil oitocentos e
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sessenta e nove) cabegas, sendo que apenas na regido da Grande Floriandpolis sdo 104.000
bovinos (MACIEL, 2000), a maioria deles ndo imunizados uma vez que a vacinagdo contra
a raiva ndo ¢ obrigatéria no Estado. Estranhamente, desde de 1995 ndo sdo registrados
casos de raiva animal no oeste catarinense, o que poderia ser explicado por falhas no
processo diagnostico, ou mesmo, pela existéncia de alguma barreira geografica ou
ecoldgica que limite a dispersdo de morcegos hematofagos naquela regido (MACIEL,
2000).

Entre os anos de 1989 - 1998, foram confirmados laboratorialmente 369 casos de
raiva em herbivoros em Santa Catarina. Segundo estimativas, para cada caso de raiva
confirmado laboratorialmente, existiriam de 25 - 30 ndo confirmados, perfazendo um total
de aproximadamente 9.225 — 11.070 casos de raiva de herbivoros (MACIEL, 2000). Casos
de raiva canina ndo sdo assinalados em Santa Catarina desde de 1987 (MACIEL, 2000),
indicando que o ciclo urbano da raiva em SC estd sob controle. O ultimo caso de raiva
humana em Santa Catarina foi relatado em 1981, e o ultimo caso confirmado no sul do pais
foi em 1987 no Estado do Parana (FUNASA, 2002).

Embora o controle da raiva seja bastante dispendioso e, por isso, muitas vezes
negligenciado em areas em que a doenca esta controlada, ¢ de fundamental importancia
para que ndo ocorram novas epidemias. Calcula-se que nos ultimos anos, somente os
Estados Unidos, gastaram aproximadamente US$ 1 bilhdo para manter a raiva sob controle
(CHANG, EIDSON, NOONAN-TOLY et al. 2002).

As medidas de controle da raiva incluem: programas de controle e erradicacao da raiva
urbana, medidas de controle da raiva silvestre, medidas de controle de transporte
internacional de animais e vacinagdo humana pré ou pés-exposi¢io (COSTA, AVILA,

VALETINE et al. 2000). Os procedimentos utilizados no controle da raiva urbana incluem
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a reducdo rapida da populacdo de animais suscetiveis mediante imunizacao de cdes e gatos
e eliminagdo de caes errantes. O controle da raiva silvestre foi baseado inicialmente em
aplicagdes de técnicas visando reduzir a populacdo da principal espécie hospedeira,
responsavel pela manutencao do ciclo de transmissdo. Tais técnicas foram paulatinamente
sendo substituidas por programas de vacinagdo dos animais silvestres em areas endémicas
(BACON, 1985).

Ainda em relacdo aos morcegos hematofagos, sdo desenvolvidos programas para a
reducdo da populagdo, através da aplicagdo de pastas anticoagulantes no dorso desses
animais, que ao se lamberem, ingerem esta substancia. Medidas que dificultam o contato
dos morcegos com os animais de criacdo também sdo recomendadas, como o uso de
barreiras nos estdbulos. Recomenda-se ainda, a vacinacdo de todo o gado nas regides de
risco (MACIEL, 2000).

A prevengdo de casos humanos inclui a vacinagdo pré ou pds-exposicdo. A
vacinagdo pré-exposicdo se limita a grupos de risco como, pessoal de laboratério, servigos
anti-rabicos e veterinarios. A vacinagdo pds-exposicdo deve ser iniciada o mais rapido
possivel, para assegurar que o individuo exposto ao virus adquira imunidade antes que o
virus alcance o sistema nervoso central (SNC). A soro-vacinacdo ¢ utilizada em casos
especiais, quando se trata de exposi¢des graves. Para que o controle da doenga seja
eficiente, além das medidas supracitadas, aconselha-se a realizagdo de campanhas
esclarecedoras para populacdo, pronto atendimento nas unidades de satde, vacinas cada vez
mais eficientes e especificas, bem como o conhecimento das diferentes variantes virais e

seus hospedeiros nas diferentes regides geograficas (COSTA et al. 2000).
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1.4 Organizacio, Replicaciio e Instabilidade Gendomica

O virus rabico possui um genoma nao-segmentado (monopartido) de RNA fita-
simples com polaridade negativa (3'-5"), o que o impossibilita de ser traduzido diretamente
em proteinas. O primeiro evento apds a entrada na célula ¢ a transcri¢do dos seus genes
produzindo cinco mRNA monocistronicos, seguido da sintese de seu genoma
complementar, fita positiva (5'-3"). O genoma completo possui 11.932 pb, o qual contém
os genes que codificam para as cinco proteinas estruturais, N, NS, M, G ¢ L. Estes genes
apresentam-se separados por pequenas regides intergénicas de 2, 2, 5 e 24 nucleotideos,
respectivamente. Além disso, TORDO et al. (1986b) destacam a existéncia de uma regido
ndo-codificante de 423 pb compreendida entre a extremidade 5’ do gene da glicoproteina
(G) e a extremidade 3° do gene da RNA polimerase (L), a qual denominaram pseudogene
viral (y). Na por¢do 3' do genoma encontra-se uma seqiiéncia de 58 nucleotideos nao-
codificante, conhecida como [leader (Le). Logo em seguida a esta, encontram-se as
seqliéncias que codificam para as cinco proteinas virais, N, NS, M, G e L respectivamente.
Finalizando o genoma, uma seqiiéncia de 70 nucleotideos na regido 5', conhecida como
trailer (Tr) (TORDO et al. 1986a,b). As seqiiéncias que codificam para os genes virais sao
separadas por pequenas regides intergénicas nado-codificantes curtas (2, 2, 5 e 24
nucleotideos), as quais tem importante papel na regulacdo da expressdo génica viral
(FINKE, COX & CONZELMANN, 2000). As sequéncias Le e Tr apresentam papel chave
nos processos de inicio da transcrigdo e replicagao viral (WUNNER, 2002).

Dentre as regides nao-codificantes a G-L, ¢ a mais extensa, com 423 pb na amostra

Pasteur Virus (PV, genotipol) (TORDO et al. 1986 b), 504 pb no virus Mokola (genotipo3)
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(LeMERCIER, JACOB & TORDO, 1997) e 475 pb em amostras de morcegos Australianos
(gendtipo 7) (GOULD et al. 1998). Esta regido vem sendo sugerida como um alvo para
estudos epidemioldgicos, uma vez que ¢ uma regido susceptivel a mutagdes, mesmo quando
livte de pressoes seletivas (SACRAMENTO, BOURHY & TORDO, 1991).
SACRAMENTO, BADRANE, BOURHY et al. (1992) demonstraram através do
seqiienciamento da regido G-L de 7 amostras virais de laboratorio e 12 amostras de campo,
isoladas de diferentes regidoes geograficas na Franga, que a regido nao-codificante G-L ¢
uma das regides mais varidveis do genoma, evidenciando uma alta taxa de mutagao.
Segundo TORDO et al. (1986b) esta regido representaria um gene remanescente, ou
pseudogene viral, uma vez que ¢ longa suficiente para sintetizar um peptideo e apresenta os
sinais classicos de inicio e final de transcri¢do do virus. No entanto, até a presente data ndo
ha registro de isolamento de nenhuma proteina derivada desta regido.

O mesmo autor sugeriu ainda a existéncia de uma possivel janela aberta de leitura
(ORF), localizada na posicdo +10 da extremidade 5’ do gene da glicoproteina (5'-
TGAAAAAAAC-3' - posicdo 4.974) que se assemelha a ORF para os demais mRNA. Ao
mesmo tempo, ainda verificou o mesmo sinal de parada de transcri¢do existente nos demais
genes virais apds os 423 nucleotideos (5'-AGAAAAAAAC-3' - posi¢do 5.357), dando forte
suporte para a existéncia do pseudogene viral na regido ndo-codificante G-L.

No entanto, MORIMOTO, OHKUBO & KAWAI (1989), estudando as amostras
atenuadas HEP-Flury (High Egg Passage) e ERA (Evelyn-Rokitnicki-Albelseth),
encontraram uma organizacdo gendmica diferente para esta regido. Estes autores
detectaram que a amostra HEP-Flury ndo apresenta o sinal de parada de transcri¢ao (poli A)
entre a extremidade 5’ do gene da glicoproteina, considerando portanto que esta regido

esteja integrada ao gene da glicoproteina (Figura 2), podendo ser transcrita como parte
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deste gene. Na amostra ERA, verificaram a mesma organizacdo gendmica sugerida por
TORDO et al. (1986b), porém mostraram, através do isolamento de glicoproteinas de
tamanhos diferentes, que a transcricdo do gene da glicoproteina pode terminar em dois
pontos distintos: na posi¢do +10 a partir da extremidade 5’do gene ou na extremidade 5' da

regido nao-codificante G-L (sinal de poliadenilagio).
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Figura 2: Representagdo esquematica da organiza¢do gendmica para a amostra atenuada HEP-Flury
do virus rabico proposto por MORIMOTO, OHKUBO & KAWAI (1989), mostrando a integragdo
da regido ndo-codificante G-L, dentro do gene que codifica para a glicoproteina do virus. FONTE:

MORIMOTO, OHKUBO & KAWALI (1989).

Entretanto, RAVKOV, SMITH & NICHOL (1995) sugerem que a regido nao-
codificante G-L ndo apresenta indicios suficientes para ser classificada como um
pseudogene. Estudando seqiiéncias nucleotidicas de amostras selvagens e amostras
vacinais, ndo encontraram o sinal de inicio de transcri¢do para o suposto pseudogene e nem
o sinal de parada de transcri¢do para o gene da glicoproteina (poliA). O sinal de terminagado
de transcri¢ao (poliA), no final da regido ndo-codificante G-L estava presente nas amostras
estudadas, o que sugeriria que o genoma do virus rabico codifica um mRNA para a

glicoproteina com uma longa regido 3' ndo-codificante, sem evidéncia de pseudogene.
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No que diz respeito aos genes estruturais do virus, estes apresentam diferentes
funcdes de acordo com estagio da infec¢do. A glicoproteina viral, presente no envelope ¢ a
responsavel por determinar a especificidade de ligacdo do virus a célula hospedeira,
definindo desta forma o neurotropismo do virus (WUNNER, 2002). O primeiro candidato a
receptor celular foi o receptor nicotinico de acetilcolina (AchR) (BURRAGE, TIGNOR,
HAWROT et al. 1982), encontrado nas jungdes neuromusculares. LENTZ, WILSON,
HAWROT et al. (1984) verificaram uma grande semelhanga estrutural entre os
aminoacidos 189 a 214 da glicoproteina com a neurotoxina extraida de serpentes
venenosas, sabidamente um forte ligante do AchR. TSIANG, De La PORTE, AMBROISE
et al. (1986) demonstraram, porém, que células que ndo expressam o receptor AchR
também podiam ser infectadas pelo virus, reabrindo a discussdo sobre a importancia deste
receptor, € a existéncia de outros receptores, ou ainda um complexo destes. Outros dois
receptores descritos como importantes para a entrada do virus na célula hospedeira sdo, a
neural cell adhesion molecule NCAM) e o low-affinity neurotrophin receptor (p75NTR),
este um importante fator de crescimento de nervo (THOULOUZE, LAFAGE,
SCHACHNER et al. 1998; TUFFEREAU, BENEGEAN, BLONDEL et al. 1998). Estas
questdes, no entanto, permanecem sem resposta.

Apos a ligagdo do virus na célula hospedeira, este penetra na célula por endocitose
ou coated pits, o virus ¢ liberado no citoplasma por fusdo mediada pela glicoproteina,
dependente de pH (6,3), o que envolve pequenas mudancas conformacionais na
glicoproteina (GAUDIN, RUIGROK, KNOSSOW et al. 1993).

A ribonucleoproteina viral, depois de liberada no citoplasma celular inicia os
processos de transcri¢do e replicacdo. Inicialmente, a polimerase L inicia a transcri¢do dos

cinco genes estruturais do virus de forma monocistronica, através da seqiiéncia 3" -UUGU-
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5" (5'- AACA -3"), presente no RNA gendémico de cada um dos cinco genes, funcionando
como sinal de inicia¢do de transcricdo. Na por¢do 5° de cada gene a presenca de um sinal
3'- AC(U)ss -5' sinaliza o fim da transcri¢do do respectivo gene, liberando a polimerase
viral para a transcricdo do gene subseqiiente. A traducdo destes mRNA, inicia-se com o
codon AUG (metionina) na regido 5' e termina na posi¢do 3' com os seguintes codons de
parada, UAA ou UGA (WUNNER, 2002). IVERSON & ROSE (1981) demonstraram que a
quantidade de mRNA sintetizado diminui em cascata, com perda da eficiéncia de
transcri¢do, no sentido 3'-5°, o que leva a uma maior transcricio dos mRNA e
conseqiientemente das proteinas na seguinte ordem: N > NS > M > G > L, o que indica que
o controle da expressdo génica esta relacionado com a localizagdo gendmica do gene em
questdo. Esta caracteristica estd presente em todos os representantes da Ordem
Mononegavirales, onde as proteinas estruturais encontram-se posicionadas na regido 3" e a
polimerase viral, necessaria em pequenas concentragdes, encontra-se sempre na posi¢ao 5°
dentro deste grupo de virus (TORDO, DE HAAN, GOLDBACH et al. 1992).

A replicagdo viral esta fortemente associada a presenca de grande quantidade de
nucleoproteina. Nas fases iniciais da infec¢do, como a presenga de nucleoproteina ¢ ainda
pequena a replicagdo viral € praticamente inexistente, no entanto, apds a sintese de grandes
quantidades de nucleoproteina, inicia-se a replicagdo do genoma viral, ndo se conhecendo
exatamente o que leva a polimerase L a modular sua atividade. As novas fitas de genoma
sdo sintetizadas no sentido positivo (5'-3"), conhecidas como antigenoma e de modo
policistronico, uma vez que a polimerase deixa de reconhecer os sinais de inicio e parada,
existentes proximo as regioes intergénicas (BANERJEE & BARIK, 1992). A fita positiva
recém formada (antigenoma), serve de molde para a sintese de fita negativa que participa

da formagdo das novas particulas virais, e que se encontra fortemente ligada a

19



nucleoproteina recém sintetizada (TORDO & KOUKNETZOFF, 1993a; 1993b; TORDO,
1996).

Todas as proteinas virais sdo traduzidas utilizando-se a maquinaria da célula
hospedeira. As proteinas N, NS, M e L sd@o sintetizadas nos ribossomas livres do
citoplasma, enquanto que a glicoproteina G nos ribossomos ligados a membrana do reticulo
endoplasmatico (RE). Apds a sintese da G, esta € transportada para dentro do RE, onde se
iniciam os processos de formacdo de trimeros e a glicosilagdo, a qual sé termina no
complexo de Golgi (SHAKIN-ESHLEMAN, REMALEY, ESHELMAN et al. 1992;
WHITT, BUONOCORE, PREHAUD et al. 1991; GAUDIN, RUIGROK, TUFFEREAU et
al. 1992; KORNEFELD & KORNEFELD, 1985).

Uma vez que grandes quantidades das proteinas virais sdo formadas, inicia-se o
processo de montagem do ribonucleocapsideo e saida das novas particulas virais da célula
hospedeira, o que ocorre enquanto a célula se mantém metabolicamente competente. A
morfogénese viral estd associada com a formag¢do de uma matriz intracitoplasmatica,
conhecida como corpusculos de Negri o que antecede a formacgdo das novas particulas
virais (MATSUMOTO, 1962).

Inicialmente, a nucleoproteina (N) associa-se a fosfoproteina (NS), na propor¢ao de
2N para INS, logo apo6s a sintese destas duas proteinas, o que se supde, favoreca a
complexagdo especifica com o genoma viral de fita negativa, e ndo com outros RNA
celulares nao especificos (MASTERS & BANERIJEE, 1988). Logo apds ocorre a liga¢do da
proteina M no complexo ribonucleoprotéico, bem como o preenchimento deste complexo
com a referida proteina. Posteriormente ha a migracdo deste complexo para a regido da

membrana nnde se encontra a G, ocorrendo a interacdo entre a proteina M e a G, o que
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torna a proteina M de fundamental importancia na morfogénese viral (MEBATSION,
WEILAND & CONZELMANN, 1999).

Outra funcdo atribuida a proteina M ¢ a regulagdo da polimerase viral, suprimindo
completamente a atividade de transcri¢do da polimerase durante o processo de brotamento
do virus da célula hospedeira (ITO, NISHIZONO, MANNEN et al. 1996). Nos estagios
finais, a particula viral madura ¢ revestida com a membrana plasmatica celular, formando
desta forma, juntamente com a glicoproteina, o envelope viral e finalmente liberando novas

particulas virias infectantes (WUNNER, 2002).
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Figura 3: Representagdo esquematica do ciclo de replicagdo do virus rabico, evidenciando-se os
processos de ligagdo, entrada, replicacdo, maturagdo e saida de novas particulas virais infectantes.

Fonte: PIERI (2003).
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A replica¢do do genoma do virus rabico apresenta fidelidade limitada, uma vez que
a RNA polimerase viral ndo tem atividade corretiva, o que acarreta a formacdo de
diferentes genomas virais, 0s quais apresentam uma mesma origem, sendo relacionados,
porém distintos (KISSI, BADRANE, AUDRY et al. 1999). As mutagdes em genomas de
virus RNA ocorrem em taxas varidveis entre 10 ¢ 10™ substitui¢des nucleotidicas por
ciclo, dependendo da regido viral considerada. Véarios outros fatores podem estar
envolvidos na geracdo de heterogeneidade nas seqiiéncias de RNA do virus rabico, como
por exemplo, duragdo da infecgdo, rota de transmissao, carga viral, resposta imunolédgica do
hospedeiro e interagdes de proteinas virais com as proteinas da célula hospedeira.
Considerando uma distribui¢do randomica das mutagdes ao longo do genoma, as variantes
genOomicas formam populacdes de “quasispecies”, as quais aumentam rapidamente com o0s
ciclos de infeccdo em diferentes hospedeiros (KISSI et al. 1999).

Como resultado desta alta instabilidade gendmica, variantes virais podem apresentar
caracteristicas fenotipicas diferenciadas. Por exemplo, varias mutagdes identificadas em
regides codificantes do genoma estdo correlacionadas com tropismo seletivo por neurdnios,
ou mesmo por apatogenicidade em determinados hospedeiros. Por outro lado, as mutagdes
em regides nao-codificantes, podem afetar o equilibrio entre a replicagdo e formacao de
particulas defectivas, alterando a sobrevivéncia da célula hospedeira, e desta forma, do
proprio hospedeiro. Além disso, podem estar envolvidos em interagdes mais longas entre o
virus e seu hospedeiro, como resultado de interagdes especificas entre o virus e
particularidades de cada hospedeiro (DOMINGO & HOLLAND, 1997). Desta forma, o
modelo de “quasispecies” das populagdes mistas de virus RNA prové uma explicacio

plausivel para a rapida selecdo de mutantes que surgem em novas condi¢des ambientais.

22



Este processo seletivo pode ocorrer em qualquer gene viral que codifica para proteinas, que
podem afetar de forma particular a estrutura, fun¢do ou fenétipo do virus (MORIMOTO,

HOOPER, CARBAUGH et al. 1998).
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

e Realizar a caracterizagdo molecular de amostras de virus rabico isoladas no Estado de
Santa Catarina, através da analise de produtos de RT-PCR da regido nao-codificante G-

L e da por¢do 5° do gene da nucleoproteina por seqiienciamento automatizado.

2.2 Objetivos especificos

e Amplificar via RT-PCR o gene da nucleoproteina e a regido nao-codificante G-L do
virus rabico, e purifica-los.

e Padronizar e implementar as condigdes ideais para o seqiienciamento automatizado de
produtos purificados de RT-PCR.

e Avaliar a variabilidade nucleotidica da regido nao-codificante G-L e da porc¢ao 5° do
gene da nucleoproteina das amostras de virus rabico circulantes em Santa Catarina.

e Comparar as amostras de virus rabico isoladas em Santa Catarina com seqiliéncias de
outras amostras brasileiras disponiveis no GenBank.

e Realizar a genotipagem das amostras de virus rabico circulantes em Santa Catarina,
através de comparacdo com amostras representativas dos diferentes genotipos virais

disponiveis no GenBank.
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3. MATERIAIS & METODOS
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3.1 Amostas virais

As amostras virais padrao utilizadas no presente estudo foram: Challenge Standard
Virus (CVS31.2) mantida por passagens em cérebros de camundongos; Pasteur Virus
(PV), mantida por sucessivas passagens em cultura de células BHK-21 (PERRIN, 1987);
Street Alabama Dufferin (SAD) mantida por sucessivas passagens em embrido de galinha
(gentilmente cedida pela Dra. Gongala Arita do Laboratério de Referéncia Animal —
LARA, Campinas, SP).

Foram também analisadas 15 amostras isoladas no Estado de Santa Catarina,
durante o ano de 2002, gentilmente cedidas pelo Dr. Jaime O. Salvatiera (CIDASC). A

Tabela II apresenta a origem destes isolados.

3.2 Extracao de RNA

A extracdo de RNA foi realizada utilizando-se 100 mg de tecido cerebral, com o
reagente Trizol® (Gibco, Rockville) seguindo as instrugdes do fabricante, com minimas
modificagdes. Brevemente, o tecido cerebral foi macerado com pistilo adequado e
esterilizado em tubo de 1,5 mL. As amostras, foi adicionado 1 mL do reagente Trizol®,
homogeneizado e incubado por 5 minutos em temperatura ambiente. Adicionou-se entao,
0,2 mL de cloroférmio, homogeneizou-se, € incubaram-se as amostras por 3 minutos em
temperatura ambiente. Foi feito entdo, a centrifuga¢do das amostras por 15 minutos em
temperatura ambiente a 12.000 g, apds a qual, a fase aquosa (superior) foi transferida para

um tubo estéril de 1,5 mL. O RNA total foi precipitado com 0,5 mL de isopropanol por 10
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minutos, seguido de centrifugagdo por 10 minutos em temperatura ambiente. O

sobrenadante foi entdo descartado, e o precipitado lavado com etanol gelado 75% (v/v). O

RNA total foi finalmente eluido com 50 pL de dgua pentadestilada e desmineralizada, e

armazenado a -80°C até o momento do uso.

Tabela II: Localidades e animais hospedeiros dos quais foram isoladas as amostras de

virus rabico analisadas no presente estudo.

AMOSTRA HOSPEDEIRO LOCALIDADE
6914 Bovino Luis Alves, SC
7051 Bovino Vidal Ramos, SC
7057 Bovino Rodeio, SC
7248 Bovino Rio Fortuna, SC
7432 Bovino Passo de Torres, SC
7454 Bovino Ithota, SC
7565 Bovino Luis Alves, SC
7569 Desconhecido Desconhecido
7574 Bovino Imbituba, SC
7577 Bovino Aguas Mornas, SC
7595 Bovino Tijucas, SC
7674 Bovino Timbé do Sul, SC
7696 Bovino Pedras Grandes, SC
7603 Bovino Pedras Grandes, SC
7485 Morcego Sao Joaquim, SC
CVS31.2 Bovino Paris — Franca
PV Bovino Paris - Franca
SAD Cao Alabama - EUA
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3.3 Dosagem e avaliacdo de qualidade do RNA extraido

A quantidade e a pureza do RNA extraido foram determinadas por dosagem em um
espectrofotdmetro Biophotometer® (Eppendorf, Hamburgo) observando-se as absorbancias

em 260 e 280 nm, assim como a relacdo 260/280 nm, conforme o descrito por

SAMBROOK & RUSSEL (2000).

3.4 Reacio de transcricio reversa (RT)

A transcrigdo reversa foi realizada com a enzima M-MLV reverse transcriptase®
(Gibco, Rockville) seguindo-se o protocolo sugerido pelo fabricante, com algumas
modificagdes. Para cada amostra analisada foram realizadas duas reacdes de transcri¢ao
reversa, a primeira utilizando os iniciadores N1 (5’-ATG GAT GCC GAC AAG ATT -3")
e N2 (5'-TTA TGA GTC ACT CGA ATA-3") (CARNIELLI, 1999) especificos para o gene
da nucleoproteina, e a segunda com os iniciadores G+ (5'- GAC TTG GGT CTC CCG
AACTGG GG - 3") e L- (5 - CAA AGG AGA GTT GAG ATT GTA GTC - 39
(SACRAMENTO, BOURHY & TORDO, 1991), especificos para a amplificagdo da regido
nao-codificante G-L.

Inicialmente, 10 pmol de cada iniciador especifico N1/N2 ou G+/L- foram
adicionados, juntamente com 10 pg de RNA total, 2,5 mM de cada deoxinucleotideo
trifosfatado (ANTPs - dATP, dTTP, dCTP e dGTP) (Invitrogen, La Jolla), completando-se

o volume para 20 pL. com 4gua pentadestilada e desmineralizada. As amostras foram entao

incubadas por 5 minutos em banho-maria a 65°C. Ap6s incubagao, foram adicionados DTT
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(0,1M), 5X first strand buffer (25 mM Tris HCI, pH 8,3, 37,5 mM KCI, 1,5 mM MgCl,) e
40 U de inibidor de RNase (RNAguard®, Gibco, Rockville). Seguiu-se nova incubagio por
3 minutos a 37°C. Finalmente, 200 U de M-MLV reverse transcriptase® foram adicionadas
em cada tubo, os quais foram submetidos a nova incubacdo por 50 minutos a 37°C e 15
minutos a 70°C, em termociclador Mastercycler Gradient® (Eppendorf, Hamburg). As

amostras de cDNA obtidas foram armazenadas a -20°C até seu uso nas reacoes de RT-PCR.

3.5 RT-PCR para amplificacdo do gene da nucleoproteina do virus rabico

A amplificacdo do gene da nucleoproteina do virus rdbico foi realizada segundo
descrito por BRASIL-DOS-ANJOS (2003). De forma resumida, utilizaram-se 20 pmol de
cada iniciador especifico (N1/N2) direcionados para os dois extremos do gene da
nucleoproteina do virus, 1U de Tag DNA polimerase (Cenbiot, Porto Alegre), 200 uM de
cada ANTP, 25 mM de KCI, pH 9,2, 1,5 mM de MgCl, e aproximadamente 1-2 pg de
cDNA. A amplificagdo foi realizada a: 94°C por 5 minutos, e apds foram adicionados a Tag
DNA polimerase e os iniciadores N1/N2 (hot start RT-PCR). A esta desnaturacio inicial
seguiram-se mais 5 ciclos de 94°C por 45 segundos, 55°C por 45 segundos e 72°C por 90
segundos, e 30 ciclos a 94°C por 45 segundos, 59°C por 45 segundos e 72°C for 90
segundos, finalizando-se com uma extensao final a 72°C por 10 minutos.

A amplificagdo de um fragmento de 1.353 pb correspondente ao gene da
nucleoproteina (Figura 4) do virus rabico foi avaliada em gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo e visualizado em transluminador MacroVue UV20® (Hoefer, San

Francisco), sendo os resultados documentados de forma digital.
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Figura 4: Representagdo esquematica do genoma do virus rabico, evidenciando as duas regides
gendmicas analisadas no presente trabalho. A amplifica¢do dos genes da nucleoproteina e da regido
ndo-codificante G-L foi realizada com os iniciadores N1 (posi¢do 71-88)/N2 (posi¢ao 1423-1406) e
G+(posigdo 4665-4685)/L-(posicdo 5543-5520), respectivamente. As posi¢cdes e a organizacio

genomica foram definidas com base na amostra PV (TORDO et al. 1986b).

3.6 RT-PCR para amplificacdo da regiio ndo-codificante G-L do virus rabico

A amplificacdo da regido nado-codificante G-L foi realizada segundo descrito por
SACRAMENTO, BOURHY & TORDO (1991) e modificado por PIERI (2003). Foram
utilizados 10 pmol dos referidos iniciadores, 1 U de Tag DNA polimerase (Cenbiot, Porto
Alegre), 200 uM de cada dNTPs, 75 mM de KCl, 1,5 mM de MgCl,, pH 9,2, 1% de DMSO
(Merck, Germany), 1-2 ng de cDNA total. A mistura foi submetida a seguinte ciclagem:
94°C por 5 minutos de desnaturacdo inicial ¢ mais 30 ciclos de 94°C por 45 segundos,
45°C por 45 segundos e 72°C por 90 segundos, finalizando-se com uma extensdo final a

72°C por 10 minutos. A amplificacgdo de um fragmento de cerca de %879 pb,
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correspondente a regido ndo-codificante G-L do virus rdbico (Figura 4), foi avaliada

conforme descrito para a nucleoproteina do virus rabico.

3.7 Purifica¢do dos produtos de RT-PCR

Os produtos de amplificagdo foram purificados utilizando-se o kit comercial
QIAquick® (QIAGEN, Hilden). As amostras de RT-PCR para o gene da nucleoproteina e
da regido ndo-codificante G-L foram eluidos em gel de agarose 1% de baixo ponto de fusdo
(NuSieve®, Rockland). As bandas de interesse (1.353 pb e 879 pb) foram cortadas do gel
com estiletes descartdveis e acondicionadas em microtubos de 2,0 mL previamente
pesados. O procedimento baseia-se na capacidade de ligagdo do DNA na coluna de
Sephadex, pela qual a amostra passa durante o procedimento de purificacdo. Apos a
retengdo do DNA na coluna, esta foi lavada com tampao apropriado e, finalmente o produto
de RT-PCR, agora purificado, foi eluido com 30-60 pl de tampao EB (Tris-HCI).

A perda gerada pelo processo de purificacdo foi avaliada pela analise dos produtos
em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo, e por dosagem em espectrofotometro

Biophotometer®, como descrito por SAMBROOK & RUSSEL (2000).

3.8 Seqiienciamento dos produtos de RT-PCR

O seqiienciamento automatico dos produtos purificados de RT-PCR foi realizado
em um aparelho MegaBACE 1000° — DNA Analysis System (Molecular

Dynamics/Amersham Biosciences Inc., Uppsala), utilizando-se o kit DYEnamic ET
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Terminator® (Amersham Biosciences), o qual se baseia na técnica de dideoxinucleotideo
terminal (ddNTPs), com minimas modifica¢cdes. Utilizou-se uma concentra¢do entre 50 e
200 ng de DNA molde (aproximadamente 2-4 uL), 5,0 pmol de iniciador especifico por
reacdo (N2, G+ ou L-), e 4,2 uL. de DYEnamic ET terminator reagent premix, em reagdes
de volume final de 10 puL. O esquema de amplificagdo foi alterado na temperatura de
hibridizacdo dos iniciadores: 94°C por 25 segundos de desnaturagdo inicial, seguidos de 30
ciclos de desnaturacao a 94°C por 20 segundos, hibridizacao a 55°C por 25 segundos (para
o gene da nucleoproteina) e extensdo a 60°C por 1 minuto. Para o seqlienciamento da
regiao nao-codificante G-L, a reagdo seguiu os mesmos padrdes, mudando-se apenas a
temperatura de hibridizagao dos iniciadores para 45°C.

Apds a amplificagdo, o produto da reagdo foi novamente purificada a fim de retirar
os dideoxinucleotideos, deoxinucleotideos e iniciadores ndo incorporados por precipitacao
com acetato de amonio 7,5 mM (fornecido pelo kit) e etanol absoluto (Merck, Germany),
seguido de incubagdo por 20 minutos. Centrifugou-se a placa por 45 minutos a 2.000 g,
descartou-se o sobrenadante, lavou-se a placa com 150 pL de etanol 75%, seguindo-se nova
centrifugacdo a 2.000 g por 15 minutos. Apos centrifugacdo, descartou-se o sobrenadante,
realizou-se uma centrifugacdo com a placa invertida em papel absorvente até que se
atingisse a rotacdo de 450 g para retirar o excesso de etanol. Incubou-se a placa em estufa a
37°C por 15 minutos para evaporagdo de residuos de etanol. As amostras foram eluidas em
8 uL de tampao (Loading Solution) contendo 70% formamida e 1 mM EDTA.

Depois de purificadas, as amostras foram eletroinjetadas a 3Kv por 100 segundos e

eletroeluidas a 6 Kv por 3-4 h. Apos a eletroforese, as seqiiéncias geradas foram analisadas
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inicialmente pelo programa Sequence Analyser (Amersham Biosciences), selecionando-se

apenas as leituras com mais de 400 pb e confiabilidade maior que 90 para posterior analise.

3.9 Estratégia de seqiienciamento e analise das seqiiéncias geradas

Para o seqiienciamento do gene da nucleoproteina optou-se pela leitura apenas com
o iniciador N2, cobrindo-se em média 500 pb da regido 5' do gene. Para a regido ndo-
codificante G-L foram utilizados os dois iniciadores G+ e L-, suficientes para realizar a
leitura completa do fragmento amplificado (Figura 4).

As reagdes de seqlienciamento com cada um dos iniciadores foram realizadas em
quadruplicatas. Ap0s a realizacdo das leituras, a seqiiéncia consenso foi determinada com o
programa Phred/Phrap/Consed, bem como a unido dos contigs, no caso da regido ndo-
codificante G-L.

As seqiiéncias nucleotidicas da regido 5° do gene da nucleoproteina e da regido
intergénica G-L, geradas através do seqiienciamento das diferentes amostras, foram
analisadas com o apoio do Laboratério de Bioinformatica (MIP/CCB/UFSC). As
seqiiéncias obtidas foram alinhadas através do programa ClustalX® v. 1.83 (THOMPSON,
GIBSON, PLEWNIAK et al. 1997) utilizando-se os parametros padrdes. Para estimar a
relagdo entre as amostras, as seqiiéncias foram analisadas apds alinhamento, pelos métodos
de bootstraped neighbour-joining (1.000 réplicas) e méaxima parcimonia (200 réplicas),
utilizando o programa MEGA® v. 1.02 (KUMAR, TAMURA & NEI, 1993).

Para efeito de comparacdo e determinagdo genotipica, foram incluidas seqiiéncias

do gene da nucleoproteina obtidas no GenBank com os seguintes nimeros de acesso:
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U22842 (genotipo 2, Lagos Bat); U22843 (genotipo 3, Mokola); U22848 (genotipo 4,
Duvenhage); U22844 (genodtipo 5, EBLI); U22846 (genodtipo 6, EBL2) e AF006497
(gendtipo 7, ABLV) e da regido ndo-codificante G-L : M32751 (genétipo 1, HEP-Flury);
AF298148 (gendtipo 2, Lagos Bat); U17064 (gendtipo 3, Mokola); AF298147 (genotipo 4,
Duvenhage); AF298143 (genotipo 5, EBL1); AF298145 (geno6tipo 6, EBL2) e AF426311
(gendtipo 7, ABLV). Foram ainda obtidas seqiiéncias do gene da nucleoproteina de
amostras brasileiras, para se determinar a homologia com as amostras de SC: AB083793
(Gato/Goias/1999); AB083794 (Gato/Goias/1998); ABO083795 (Humano/Goias/1999);
ABO083796 (Cao/Minas Gerais/1987); AB083797 (Cao/Sao Paulo/1989); AB083799
(Herbivoro/Goias/1998); ABO083801 (Humano/Goias/1999); AB083803
(Herbivoro/Goias/1999); AB083804 (Cavalo/Goias/1998); ABO083809
(Herbivoro/Tocantins/1998);  AB083810  (Herbivoro/Tocantins/1999);  ABO083811
(Herbivoro/Tocantins/1999); ABO083812 (Morcego vampiro/?/?); AB083816 (Morcego

vampiro/?/?); AB03818 (Herbivoro/Goids/1999).
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4. RESULTADOS
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A amplificagdo do gene da nucleoproteina foi realizada conforme descrito por
BRASIL-DOS-ANJOS (2003), produzindo um fragmento de 1.353 pb correspondente ao
gene da nucleoproteina, além de bandas espurias de menor tamanho. A Figura 5 mostra a
amplificacdo do gene da nucleoproteina do virus rabico das amostras selvagens, descritas
na Tabela III. Pode-se evidenciar em todas elas (exceto na amostra 7603, ndo mostrado) a
banda especifica de 1.353 pb, além de bandas menores (entre 300 e 800 pb). Estas ultimas,

no entanto, nao apresentam um padrdo homogéneo.
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Figura 5: Detecgdo da amplificacdo do gene da nucleoproteina através da analise do gel de agarose
1% corado com brometo de etideo, evidenciando a amplificacdo do gene da nucleoproteina do virus
rabico (1.353 pb). Linha 1: Fago lambda digerido com PstI; Linhas 2: 6914; Linha 3: 7485; Linha
4: 7674; Linha 5: 7454; Linha 6: 7577; Linha 7: 7569; Linha 8: 7574; Linha 9: 7057; Linha 10:
7565; Linha 11: 7595; Linha 12: 7696; Linha 13: 7248; Linha 14: 7432; Linha 15: 7051; Linha 16:
CVS31.2; Linha 17: PV; Linha 18: SAD; Linha 19: Controle negativo (RNA extraido de cérebro de

camundongo sadio) e Linha 20: Controle de reagdo com agua.
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Para a amplificagcdo da regido nao-codificante G-L, o protocolo base utilizado foi o
descrito por SACRAMENTO, BOURHY & TORDO (1991) e modificado por PIERI
(2003). A RT-PCR para amplificacao desta regido foi capaz de detectar 13 das 18 amostras,
mostrando menor nimero de bandas inespecificas, facilitando a purificagao subseqiiente

das amostras (Figura 6).

1 2 3 4 5 o6 7 8 o 10 11 12 13 14
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Figura 6: Deteccdo da amplificagdo da regido nao-codificante G-L através da analise de gel de
agarose 1%, corado com brometo de etideo, evidenciando a amplificacdo da regido ndo-codificante
G-L do virus rabico (879 pb). Linha 1: 6914; Linha 2: 7051; Linha 3: 7574; Linha 4: 7577; Linha
5: 7454; Linha 6: 7057; Linha 7: 7248; Linha 8: 7569; Linha 9: 7603; Linha 10: CVS31.2; Linha
11: PV; Linha 12: SAD; Linha 13: Fago lambda digerido com Pstl e Linha 14: Controle negativo

(RNA extraido de cérebro de camundongo sadio).
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O protocolo de purificagdo de produtos de RT-PCR pelo kit comercial QIAquick
Gel Extraction Kit  (Qiagen, Hilden) eliminou bandas espurias, iniciadores e
deoxinucleotideos ndo incorporados na amplificagdo por RT-PCR (Figura 7A e B). Os
iniciadores e os dNTPs ndo incorporados podem interferir na estequiometria da reacdo de
seqiienciamento, alterando a qualidade da seqiiéncia gerada. Os iniciadores nao utilizados
no RT-PCR formam dimeros, que podem ser facilmente visualizados na parte mais baixa
do gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo (ver detalhes nas Figuras 5 e 6).

Com relacdo a eficiéncia da amplificagdo das amostras, das 15 amostras
previamente identificadas como positivas pela CIDASC, pelas técnicas de
imunofluorescéncia (FAT) direta e inoculacdo intracerebral em camundongos (MIT), 14
foram também positivas pela RT-PCR para o gene da nucleoproteina, (sensibilidade de
93,3%), enquanto que apenas 10 foram detectadas pela RT-PCR para a regido ndo-
codificante G-L, (sensibilidade de 66,7%).

Dentre as amostras analisadas, a amostra 7485, isolada de morcego hematofago
Desmodus rotundus na cidade de Sao Joaquim, SC, foi previamente diagnosticada como
negativa pela CIDASC, e mostrou-se positiva tanto no isolamento em cultura de células de
neuroblastoma murino (N2A) quanto na RT-PCR para o gene da nucleoproteina, embora
nao tenha apresentado amplificacao da regido nao-codificante G-L.

As trés amostras de laboratorio utilizadas (CVS31.2, PV e SAD), mostraram-se
positivas tanto para o gene da nucleoproteina, como para a regido ndo-codificante G-L,

sendo utilizadas como controle para as reagdes de RT-PCR.
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Figura 7: Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo demonstrando os produtos de RT-PCR
apos a purificacdo. A) Amostras purificadas da nucleoproteina: Linha 1: Fago lambda digerido com
Pstl; Linhas 2: 6914; Linha 3: 7485; Linha 4: 7674; Linha 5: 7454; Linha 6: 7577; Linha 7: 7569;
Linha 8: 7574; Linha 9: 7057; Linha 10: 7565; Linha 11: 7595; Linha 12: 7696; Linha 13: 7248,
Linha 14: 7432; Linha 15: 7051; Linha 16: CVS31.2; Linha 17: PV; Linha 18: SAD. B) Amostras
purificadas da regido ndo-codificante G-L: Linha 1: Fago lambda digerido com Ps¢I; Linha 2: 7051;
Linha 3: 7574; Linha 4: 7577, Linha 5: 7454; Linha 6: 7057; Linha 7: 7248; Linha 8: 7569; Linha
9: 7603; Linha 10: CVS31.2; Linha 11: PV; Linha 12: SAD. * A amostra 6914 ndo esta

representada uma vez que todo o volume foi utilizado no protocolo de seqiienciamento.
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A eficiéncia da técnica de seqiienciamento automatizado de produtos purificados de
RT-PCR, utilizando-se dos mesmos iniciadores da reagdo de amplificagdo, foi satisfatoria.
Das 17 amostras do gene da nucleoproteina amplificadas e purificadas, foi possivel a leitura
da seqiiéncia de 16 delas (eficiéncia de 94,1%), sendo que as seqliéncias geradas
apresentaram em média, de 400 a 900 pb com o iniciador N2 (Tabela III). Para realizar os
alinhamentos das seqiiéncias e a construcdo das arvores filogenéticas foram analisados
somente os 500 pb iniciais da regido 5’ do gene da nucleoproteina das amostras estudadas o
que, baseando-se no genoma da amostra PV (TORDO et al. 1986b), corresponde ao
fragmento compreendido entre as posi¢cdes 800 pb - 1.300 pb. A utiliza¢ao do cut-off de
500 pb para a andlise foi baseado no fato de que todas as amostras estudadas apresentavam
confiabilidade superior a 90, conforme determinada pelo programa de basecalling
Cimarron 1.3 Slim Phredify (Amersham Biosiences).

O alinhamento das seqiiéncias da regido 5° do gene da nucleoproteina do virus
rabico mostrou que as amostras analisadas apresentam alto grau de similaridade, com a
presenga de poucos eventos de inser¢do e/ou dele¢do ao longo dos 500 pb analisados. Em
relacdo a andlise da regido ndo-codificante G-L, o niimero de sitios varidveis nas amostras
de SC ¢ maior, quando comparado com a regido da nucleoproteina. Da mesma forma, o
nimero de sitios parcimoniosos ao longo das seqiiéncias, mostrou-se novamente maior na
regido ndo-codificante G-L (Tabela IV). Quando as amostras selvagens foram comparadas
com as amostras de laboratorio observa-se um aumento na divergéncia entre 0s grupos:
com relagdo a nucleoproteina, o nimero de sitios varidveis passa de 48 para 129 e os sitios
parcimoniosos de 21 para 93, enquanto que na regido ndo-codificante G-L o niimero de

sitios variaveis passa de 94 para 419 e os sitios parcimoniosos de 32 para 306.
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Tabela III: Resultados da amplificagdo e do seqiienciamento do gene da nucleoproteina e

da regido nao-codificante G-L, para as amostras isoladas em Santa Catarina e de amostras

laboratoriais.

Amostra RT-PCR N Seqiienciamento N RT-PCR G-L Seqiienciamento G-L
6914 + + + +
7051 + - + +
7057 + + + +
7248 + + + +
7454 + + + "
7432 + + - -
7696 + + - -
7595 + + + -
7577 + + + +
7569 + + + +
7565 + + - -
7485 + + - -
7674 + + - -
7574 + + + +
7603 - - + +
CVS31.2 + + + +
PV + + + +
SAD + + + +

* N: nucleoproteina; G-L: regido ndo-codificante G-L.
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Tabela IV: Numero de sitios constantes, varidveis e parcimoniosos ao longo das

seqiiénicas da nucleoproteina e da regido ndo-codificante G-L, obtidos pelo programa

MEGA® v. 1.02.
Amostras Nucleoproteina Regido ndo-codificante G-L
C \% P C \% P
SC 473 48 21 721 94 32
SC + Padrdes 392 129 93 405 306 419

C: sitios constantes; V: sitios varidveis e P: sitios parcimoniosos.

Os alinhamentos representados nas Figuras 8 e 12 serviram como base para a
construgdo de filogramas através do programa MEGA® versio 2.1 (KUMAR, TAMURA &
NEI, 1993) utilizando os métodos da maxima parcimdnia (200 replicatas) e neighbor-
joining (1.000 replicatas). Uma vez que os filogramas resultantes de ambos os métodos
foram concordantes, tanto para a por¢ao 5° do gene da nucleoproteina, como para a regiao
nao-codificante G-L, serdo mostrados somente os filogramas obtidos através da andlise por
neighbor-joining, utilizando os pardmetros varidveis complete deletion e cut-off de

bootstrap.
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—————————————— AAATAAGAAGAATGTTCGAGCCCGGGCAAGAGACTGCTGTTCCTCA
———————————————— ATAAGAAGAATGTTCGAGCCTGGGCAAGAGACTGCTGTTCCTCA
GAACTTTGAGGAAGAAATAAGAAGAATGTTCGAGCCTGGGCAAGAGACTGCTGTTCCTCA

____________________________________________ AGACTGCTGTTCCTCA
____________________________ TTCGAGCCTGGGCAAGAGACTGCTGTTCCTCA
________________________________________________ TGCTGTTCCTCA
_____________________________________ GGGCAAGAAACTGCTGTTCCTCA
_________________________________ GCCTGGGCAAGAGACTGCTGTTCCTCA
_________________________________________ AAGAGACTGCTGTTCCTCA
___________________________ GTTCGAGCCCGGGCAAGAGACTGCTGTTCCTCA
_______________________ GAATGTTTGAGCCAGGGCAGGAGACAGCTGTTCCTCA
_____________________ AAGAATGTTTGAGCCAGGGCAGGAGACAGCTGTTCCTCA
____________________ GAAGAATGTTCGAGCCAGGGCAAGAGACAGCTGTTCCTCA

TTC-CTATTTCATTCATTTCC-GTTCATTGGGCTTGAGTGGGAAATCTCCGTACTCATCC
TTC-CTATTTCATTCATTTCC-GTTCATTGGGCTTGAGTGGGAAATCTCCGTACTCATCC
TTC-CTATTTCAGTCATTTCC-GTTCATTGGGCTTGAGTGGGAAATCTCCGTACTCATCC
————CTATGTCATTCATTTCC-GTTCATTGGGCTTGAGTGGGAAATCTCCGTACTCATCC
TTC-CTATTTCATTCATTTCC-GTTCATTGGGCTTGAGTGGGAAATCTCCGTACTCATCC
TTCACTATTTCATTCATTTCCAGTTCATTGGGCTTGAGTGGGAAATCTCCGTACTCATCC
TTC-CTATTTCATTCATTTCC-GTTCATTGGGCTTGAGTGGGAAATCTCCGTACTCATCC
TTC-CTATTTCATTCATTTCC-GTTCATTGGGCTTGAGTGGGAAATCTCCGTACTCATCC
TTC-CTATTTCATTCATTTCC-GTTCATTGGGCTTGAGTGGGAAATCTCCGTACTCATCC
TTC-CTATTTCATTCATTTCC-GTTCATTGGGCTTGAGTGGGAAATCTCCGTACTCATCC
TTC-CTATTTCATTCATTTCC-GTTCATTGGGCTTGAGTGGGAAATCTCCGTACTCATCC
TTC-CTATTTCATTCATTTCC-GTTCATTGGGCTTGAGTGGGAAATCTCCGTACTCATCC
TTC-CTATTTCATTCATTTCC-GTTCATTGGGCTTGAGTGGGAAATCTCCGTACTCATCC
CTC-TTATTTCATCCACTTCC-GTTCACTAGGCTTGAGTGGGAAATCTCCTTATTCATCA
CTC-TTATTTCATCCACTTCC-GTTCACTAGGCTTGAGTGGGAAATCTCCTTATTCATCA
CTC-TTATTTCATCCACTTCC-GTTCACTAGGCTTGAGTGGGAAGTCTCCTTATTCATCG

*k Kk  kkk Xk kkkk khkkkk ok kAkhkhkkhkkhkhkAkhkhkAkhkhkkhkk Ak kkk Ak Ak kkk

AATGCA-GTTGGTCATGTATTCAACCTCATTCACTTTGTTGGATGTTATATGGGTCAGGT
AATGCA-GTTGGTCATGTATTCAACCTCATTCACTTTGTTGGATGTTATATGGGTCAGGT
AATGCA-GTTGGTCATGTATTCAACCTCATTCACTTTGTTGGATGTTATATGGGTCAGGT
AATGCA-GTTGGTCATGTATTCAACCTCATTCACTTTGTTGGATGTTATATGGGTCAGGT
AATGCA-GTTGGTCATGTATTCAACCTCATTCACTTTGTTGGATGTTATATGGGTCAGGT
AATGCAAGTTGGTCATGTATTCAACCTCATTCACTTTGTTGGATGTTATATGGGTCAGGT
AATGCA-GTTGGTCATGTATTCAACCTCATTCACTTTGTTGGATGTTATATGGGTCAGGT
AATGCA-GTTGGTCATGTATTCAACCTCATTCACTTTGTTGGATGTTATATGGGTCAGGT
AATGCA-GTTGGTCATGTATTCAACCTCATTCACTTTGTTGGATGTTATATGGGTCAGGT
AATGCA-GTTGGTCATGTATTCAACCTCATTCACTTTGTTGGATGTTATATGGGTCAGGT
AATGCA-GTTGGTCATGTATTCAACCTCATTCACTTTGTTGGATGTTATATGGGTCAGGT
AATGCA-GTTGGTCATGTATTCAACCTCATTCACTTTGTTGGATGTTATATGGGTCAGGT
AATGCA-GTTGGTCATGTATTCAACCTCATTCACTTTGTTGGATGTTATATGGGTCAGGT
AATGCT-GTTGGTCACGTGTTCAATCTCATTCACTTTGTAGGATGCTATATGGGTCAAGT
AATGCT-GTTGGTCACGTGTTCAATCTCATTCACTTTGTAGGATGCTATATGGGTCAAGT
AATGCT-GTCGGTCATGTGTTCAATCTCATTCACTTTGTTGGATGCTACATGGGTCAAGT

* ok Kk kK *kk kkhkkkk kkhk khkkhkkhk kAkkhkAkhkhkAhkhkAkhkhkk KAkhkhkhkk kk Ak kAkkAkhkAkk kK
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GAGATCTTTAAATGCAACAGTGATTGCAACATGTGCCCCGCATGAGATGTCTGTTCTTGG
GAGATCTTTAAATGCAACAGTAATTGCAACATGTGCCCCGCATGAGATGTCTGTTCTTGG
GAGATCTTTAAATGCAACAGTGATTGCAACATGTGCCCCGCATGAGATGTCTGTTCTTGG
GAGATCTTTAAATGCAACAGTGATTGCAACATGTGCCCCGCATGAGATGTCTGTTCTTGG
GAGATCTTTAAATGCAACAGTGATTGCAACATGTGCCCCGCATGAGATGTCTGTTCTTGG
GAGATCTTTAAATGCAACAGTGATTGCAACATGTGCCCCGCATGAGATGTCTGTTCTTGG
GAGATCTTTAAATGCAACAGTGATTGCAACATGTGCCCCGCATGAGATGTCTGTTCTTGG
GAGATCTTTAAATGCAACAGTGATTGCAACATGTGCCCCGCATGAGATGTCTGTTCTTGG
GAGATCTTTAAATGCAACAGTGATTGCAACATGTGCCCCGCATGAGATGTCTGTTCTTGG
GAGATCTTTAAATGCAACAGTGATTGCAACATGTGCCCCGCATGAGATGTCTGTTCTTGG
GAGATCTTTAAATGCAACAGTGATTGCAACATGTGCCCCGCATGAGATGTCTGTTCTTGG
GAGATCTTTAAATGCAACAGTGATTGCAACATGTGCCCCGCATGAGATGTCTGTTCTTGG
GAGATCTTTAAATGCAACAGTGATTGCAACATGTGCCCCGCATGAGATGTCTGTTCTTGG
CAGATCCCTAAATGCAACGGTTATTGCTGCATGTGCTCCTCATGAAATGTCTGTTCTAGG
CAGATCCCTAAATGCAACGGTTATTGCTGCATGTGCTCCTCATGAAATGTCTGTTCTAGG
CAGATCTCTAAATGCGACGGTTATTGCTGCATGTGCCCCTCATGAGATGTCTGTTCTAGG

* Kk ok kK kkkhkkkkhkk kk kk Kkkkkk kkkhkkhkkhk kk khkkkhkk khkkkkkhkkkkhkkikk kK

GGGCTATTTGGGGGAGGAGTTTTTCGGAAAAGGAACTTTTGAAAGGAGATTCTTCAGGGA
GGGCTATTTGGGGGAGGAGTTTTTCGGAAAAGGAACTTTTGAAAGGAGATTCTTCAGAGA
GGGCTATTTGGGGGAGGAGTTTTTCGGAAAAGGAACTTTTGAAAGGAGATTCTTCAGGGA
GGGCTATTTGGGGGAGGAGTTTTTCGGAAAAGGAACTTTTGAAAGGAGATTCTTCAGGGA
GGGCTATTTGGGGGAGGAGTTTTTCGGAAAAGGAACTTTTGAAAGGAGATTCTTCAGGGA
GGGCTATTTGGGGGAGGAGTTTTTCGGAAAAGGAACTTTTGAAAGGAGATTCTTCAGAGA
GGGCTATTTGGGGGAGGAGTTTTTCGGAAAAGGAACTTTTGAAAGGAGATTCTTCAGGGA
GGGCTATTTGGGGGAGGAGTTTTTCGGAAAAGGAACTTTTGAAAGGAGATTCTTCAGGGA
GGGCTATTTGGGGGAGGAGTTTTTCGGAAAAGGAACTTTTGAAAGGAGATTCTTCAGGGA
GGGCTATTTGGGGGAGGAGTTTTTCGGAAAAGGAACTTTTGAAAGGAGATTCTTCAGGGA
GGGCTATTTGGGGGAGGAGTTTTTCGGAAAAGGAACTTTTGAAAGGAGATTCTTCAGGGA
GGGCTATTTGGGGGAGGAGTTTTTCGGAAAAGGAACTTTTGAAAGGAGATTCTTCAGGGA
GGGCTATTTGGGGGAGGAGTTTTTCGGAAAAGGAACTTTTGAAAGGAGATTCTTCAGGGA
GGGCTATCTGGGAGAGGAATTCTTCGGGAAAGGGACATTTGAAAGAAGATTCTTCAGAGA
GGGCTATCTGGGAGAGGAATTCTTCGGGAAAGGGACATTTGAAAGAAGATTCTTCAGAGA
GGGCTATTTGGGAGAGGAATTCTTCGGAAAAGGGACATTTGAAAGAAGGTTCTTCAGAGA

khkkhkhkhkkhk khhkkk kkhkkkhkk kk kAhkkkhkk hAhkkkhkk kk khkkkhkhkkhkkhkk kk kkkkkkhkkikk k%

TGAGAAGGAACTTCAGGAATATGAGGCAGCTGAATTGACAAAAGCTGAAACGGCCCTGGC
TGAGAAGGAACTTCAGGAATATGAGGCAGCTGAATTGACAAAAGCTGAAACGGCCCTGGC
TGAGAAGGAACTTCAGGAATATGAGGCAGCTGAATTGACAAAAGCTGAAACGGCCCTGGC
TGAGAAGGAACTTCAGGAATATGAGGCAGCTGAATTGACAAAAGCTGAAACGGCCCTGGC
TGAGAAGGAACTTCAGGAATATGAGGCAGCTGAATTGACAAAAGCTGAAACGGCCCTGGC
TGAGAAGGAACTTCAGGAATATGAGGCAGCTGAATTGACAAAAGCTGAAACGGCCATGGC
TGAGAAGGAACTTCAGGAATATGAGGCAGCTGAATTGACAAAAGCTGAAACGGCCCTGGC
TGAGAAGGAACTTCAGGAATATGAGGCAGCTGAATTGACAAAAGCTGAAACGGCCCTGGC
TGAGAAGGAACTTCAGGAATATGAGGCAGCTGAATTGACAAAAGCTGAAACGGCCCTGGC
TGAGAAGGAACTTCAGGAATATGAGGCAGCTGAATTGACAAGAGCTGAAACGGCCCTGGC
TGAGAAGGAACTTCAGGAATATGAGGCAGCTGAATTGACAAAAGCTGAAACGGCCCTGGC
TGAGAAGGAACTTCAGGAATATGAGGCAGCTGAATTGACAAAAGCTGAAACGGCCCTGGC
TGAGAAGGAACTTCAGGAATATGAGGCAGCTGAATTGACAAAAGCTGAAACGGCCCTGGC
TGAGAAAGAACTTCAAGAATACGAGGCGGCTGAACTGACAAAGACTGACGTAGCACTGGC
TGAGAAAGAACTTCAAGAATACGAGGCGGCTGAACTGACAAAGACTGACGTAGCACTGGC

CGAGAAAGAACTTCAAGAATATGAGGCGGCTGAACTAACAAAGTCCGACGTGGCACTGGC
kkkkk kkkkkkkk kkkkk *kkkk kkkkkk * Kkxkkk * xk *k kxkok
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AGATGACGGAACAGTCAATTCTGATGATGAGGACTACTTCTCCAGTGAAACCAGGAGTCC
AGATGACGGAACAGTCAATTCCGATGATGAGGACTACTTCTCCAGTGAAACCAGGAGTCC
AGATGACGGAACGGTCAATTCTGATGATGAGGACTACTTCTCCAGTGAAACCAGGAGTCC
AGATGACGGAACAGTCAATTCTGATGATGAGGACTACTTCTCCAGTGAAACCAGGAGTCC
AGATGACGGAACAGTCAATTCTGATGATGAGGACTACTTCTCCAGTGAAACCAGGAGTCC
AGATGACGGAACAGTCAATTCTGATGATGAGGACTACTTCTCCAGTGAAACCAGGAGTCC
AGATGACGGAACGGTCAATTCTGATGATGAGGACTACTTCTCCAGTGAAACCAGGAGTCC
AGATGACGGAACAGTCAATTCTGATGATGAGGACTACTTCTCCAGTGAAACCAGGAGTCC
AGATGACGGAACGGTCAATTCTGATGATGAGGACTACTTCTCCAGTGAAACCAGGAGTCC
AGATGACGGAACAGTCAATTCTGATGATGAGGATTACTTCTCCAGTGAAACCAGGAGTCC
AGATGACGGAACAGTCAATTCTGATGATGAGGACTACTTCTCCAGTGAAACCAGGAGTCC
AGATGACGGAACAGTCAATTCTGATGATGAGGACTACTTCTCCAGTGAAACCAGGAGTCC
AGATGACGGAACAGTCAATTCTGATGATGAGGACTACTTCTCCAGTGAAACCAGGAGTCC
AGATGATGGAACTGTCAACTCTGACGACGAGGACTACTTTTCAGGTGAAACCAGAAGTCC
AGATGATGGAACTGTCAACTCTGACGACGAGGACTACTTCTCAGGTGAAACCAGAAGTCC
AGATGACGGAACCGTCAACTCTGATGACGAGGACTATTTCTCTGGTGAAACCAGAAGTCC

khkkhkkkkh khkhkkk kkhkkkk kk kk kk kAkkkk kk kk k% kkkkkkhkkkkkhkk Kkhkkkk

CGAAGCAGTTTACACGCGAATCATGATGAATGGAGGTAGACTAAAAAGATCACACA---G
CGAAGCAGTTTACACACGAATCATGATGAATGGAGGTAGACTAAAAAGATCACACAT-AG
CGAAGCAGTTTACACGCGAATCATGATGAATGGAGGTAGACTAAAAAGATCACAAAATAA
CGAAGCAGTTTACACGCGAATCATGATGAATGGAGGTAGACTAAAAAGATCAAATA-AGA
CGAAGCAGTTTACACGCGAATCATGATGAATGGAGGTAGACTAAAAAGATCACATA-AGA
CGAAGCAGTTTACACACGAATCATGATGAATGGAGGTAGACTAAAAAGATAACATA-ATA
CGAAGCAGTTTACACGCGAATCATGATGAATGGAGGTAGACTAAAAAGATCACATA-AGA
CGAAGCAGTTTACACGCGAATCATGATGAATGGAGGTAGACTAAAAAGATCACAAA-AGA
CGAAGCAGTTTACACGCGAATCATGATGAATGGAGGTAGACTAAAAAGATCACACATAAG
CGAAGCAGTTTACACACGAATCATGATGAATGGAGGTAGACTAAAAAGATCACACATAAG
CGAAGCAGTTTACACTCGAATCATGATGAATGGAGGTAGACTAAAAAGATCACACATAAG
CGAAGCAGTTTACACGCGAATCATGATGAATGGAGGTAGACTAAAAAGATCACACATAAG
CGAAGCAGTTTACACGCGAATCATGATGAATGGAGGTAGACTAAAAAGATCACACATAAG
GGAGGCTGTTTATACTCGAATCATGATGAATGGAGGTCGA-TAAAGAGATCTCACATACG
GGAAGCTGTTTATACTCGAATCATAATGAATGGAGGTCGACTGAAGAGATCGCACATACG
AGAAGCTGTCTATACTCGAATCATGATGAATGGAGGTCGACTGAAGAGATCTCATACG-G

kk kk kk kk kk kkkkkkkk Kkkrkkkkkkkkk kk ok kk kxkk * *x
—-—-AGTATGTGTCAGTCAGCTCTAATCAT-CAAATCG-——-————— CCTGCTC—=——=————
—-—-AGTATGTCTCAGTCAGCTCTAATCAT-CAAATCG--—————— CCTGCTC-=—==———--

-—GGTATGTGTCAGTCAGCTCTAAT———————————————————————————————————
—AGGTATGTGTCAGTCAGCTCTAATCAT-CAAAT-C---GC-CGTCTGATATAACAAAAA
GAGGTATGTGTCAGTCAGCTCTA-TCAT-CATAT-G---CC-GATGTGATATAACAAAAA
GAGGTATGTGTCAGTCAGCTCTA---AT-CATAT-A---CC-GAGTTGAT-TAATACAAA
—AGGTATGTCTCAGTCAGCT-TA-TCAT-CAAATCG---CC-GATGTGGT---ACAAAAC
—AGGTATGTGTCAGTCAGCTCTA---ATATATATCG---CG-GCTGTGTT--TACAAAAA
GAGGTATGTCTCAGTCAGCTCTAATCATCAAAATCG---CCSGGCTCGTTGSKARAAAAA
GGAAT---TCTGCGTCAGCTCTAATCAT-CAAACAA---CCAAGGTCGTT---———————
GAGGTATGTCTCAGTCAGCTCTAATCAT-CAAAAAAG--CCCAGGTCGTT---———————
G-AGTATGTCTCAGTCAGCTCTAATCAT-CAATTAG---CCCGAGTCGTT---—==-——-—
A-GGTATGTCTCAGTCAGCTCTAATCAT-CAAATTACGCCGAGGGTCGTT-—————————
—A-ATATGTCTCAGTCAGTTCCAATCATCCAGTAAG---TCCAAGTCATCGC-=-==————
-AGATATGTCTCAGTCAGTTCCAATCATC-AATCAG---TCCA-GTCATT--————————
-AGATATGTCTCAGTCAGTTCCAATCATA-AACCGT---CCGATCTCAT--—————————

* * % *kkKkk Kk *
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Figura 8: Resultado do alinhamento das seqiiéncias da regido 5° do gene da nucleoproteina de
amostras de virus rabico isoladas no Estado de Santa Catarina, gerado pelo programa ClustalX® v.

1.83. Os coédigos das amostras e cepas estdo representados a esquerda; os asteriscos na linha inferior
de cada bloco de alinhamento significa identidade completa e os hifens sdo inseridos pelo programa

para indicar gaps.

O filograma da Figura 9, gerado pela andlise da regido 5° do gene da nucleoproteina
do virus rabico, demonstrou a formacao de dois grupos distintos: o primeiro composto
pelas amostras isoladas em Santa Catarina, as quais apresentaram-se homogéneas, ¢ o

segundo pelas amostras padrao de laboratorio, CVS31.2 , PV e SAD.
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Figura 9: Arvore filogenética resultante da analise das seqiiéncias da regido 5° do gene da

nucleoproteina do virus rabico por neighbor-joining (1.000 replicatas) utilizando o programa
MEGA® v. 1.02. Comparagdo da amostras isoladas em Santa Catarina com as amostras de

laboratdrio. Valores de bootstrap sdo indicados em cada n6 da arvore.

A compara¢do das seqliéncias de amostras de Santa Catarina com seqiiéncias
representativas dos diferentes genotipos virais (2, 3, 4, 5, 6 e 7) disponiveis no GenBank,
confirmou que todos os isolados catarinenses sdo agrupados com as amostras padrdo de

gendtipo 1 (CVS, PV e SAD — Figura 10).
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Figura 10: Arvore filogenética consenso resultante da analise por neighbor-joining (1.000
replicatas), utilizando o programa MEGA® v. 1.02 das seqiiéncias da regido 5° do gene da

nucleoproteina do virus rabico de amostras isoladas em Santa Catarina, amostras padrio de
laboratorio e amostras representativas dos diferentes genotipos virais: Lagos Bat (genotipo 2),
Mokola (genétipo 3), Duvenhage (genétipo 4), EBL1 (gendtipo 5), EBL2 (genotipo 6) e ABLV

(gendtipo 7). Valores de bootstrap superiores a 95 sao indicados em cada n6 da arvore.
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Figura 11: Arvore filogenética resultante da analise das seqiiéncias da regido 5° do gene da

nucleoproteina do virus rabico, pelo método de neighbor-joining (1.000 replicatas), utilizando o

programa MEGA® v. 1.02. Pode-se verificar o agrupamento das amostras catarinenses com as

amostras do ciclo silvestre da raiva. O valores de bootstrap sdo indicados em cada né da arvore.
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Quando as seqiliéncias de amostras isoladas em Santa Catarina foram comparadas
com seqiiéncias de amostras isoladas em outras regides do Brasil (Sao Paulo, Tocantins e
Goias), disponiveis no GenBank, observou-se uma nitida divisdo das mesmas em dois
grupos distintos, o primeiro compreendendo as amostras de Santa Catarina e as amostras
representativas do ciclo silvestre, e o segundo grupo as amostras do ciclo urbano da raiva,
conforme definido por ITO et al. (2001). As amostras brasileiras utilizadas para
comparacdo foram isoldadas nos seguintes estados brasileiros: Goias, Sdo Paulo, Minas

Gerais, Tocantins.
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——————————————————————————————————————————————————— AATAT-CTC
TTGTCTCTCTTTCCCTCCCCTCTTGTTTTGTACATGGCTTTCAGACTGGGGAATATTCTC

CTGATGATTGCAGG-TGGTCTGGCGGCACTAGTTCTGATAATCTGCTC-GATGGCATGCT
CTGATGATTGCAGG-TGGTCTGGCGGCACTAGTTCTGATAATCTGCTC-GATGGCATGCT
——————— TTGCAGGCTGGCCTGGTGGCACTAGTTCTGATAATCTGCTC-GATGGCATGCT
—————————— CCG-—————--TGTTAGCACTAGTTCTGATAATCTGCTC-GATGGTATG-T
———————————————— TCTCTGTTA--ACTAGTTCTGATA-TCTGCTC-GATGGCATGCT
—————————————— GCTGCTTGTTGGCACTAGTTCTGATTATCTGCTC-GATGGCATTCT
————— TCTCTATGCGGTGTCTGGTGGCACTAGTTCTGATAATCTGCTC-GATGGCATGCT
GCGAGTCTGAGTCAGGTGCCTTTCTC-CTTGATGTTGATAATTTTCCT-GATGACATTTG
————————————— GGGCGCCTGATTG-CCTTATGTTGATAATTT-CCT-GATGACATTGT
———————————— CAGG-GCATGATTGGCCTGGTGTTGATATTTTCCCTTAATGACATGGT

—————————————————————————————————————————————— GTCAGTA---AAGA
————————————————————————————————— TAGGTTCTGGAGAGTCAGAA---TAGA
GTAGAAGAACCAAGCGAACAGAGTCAAGAAGACGAGGCTCTGGAGAGTCAGAA---AAGA
GTAGAAGAACCAAGCGAACAGAGTCAAGAAGACGAGGCTCTGGAGAGTCAGAA---AAGA
GTAGAAGAACCAAGCGAACAGAGTCAAGAAGACGAGGCTCTGGAGAGTCAGAA---AAGA
CTAGAAGAACCAAGCGAACAGAGTCAAGAAGACGAGGCTCTGGAGAGTCAGAA---AAGA
GTAGAAGA---CAGCGAACAGAGTCAAGAAGACGAGGCTCTGGAGAGTCAGAA---AAGA
—--AGAAGAACCAAGCGAACAGAGTCAAGAAGACGAGGCTCTGGAGAGTCAGCAACAACGA
GTAGAAGAACCAAGCGAACAGAGTCAAGAAGACGAGGCTCTGGAGAGTCAGAA-—--AAGA
AGA--AGAGTCAATCGATCGGAACCTACACAACACAATCTCAGAGGGACAGG----AGGG
AGA--AGAGTCAATCGATCAGAACCTACGCAACACAATCTCAGAGGGACAGGG---AGGG
GCAG-AGAGCCAATCGACCAGAATCGAAACAACGCAGTTTTGGAGGGACAGGG—--GGGA

* kk Kk *

AGGTAACGGCAACCCCCCTTATTAGGAAAGTCGTATCTTCATGGGAGTTGTACAAGAGTG
AGGTTACGTCAACCCCCCATACTAGGTAAGTGGTATCTTCATGGGAGTTGTACAAAAGTG
AGGTAACGGCAACCCCCCAAACTAGGAAAGTCATATCTTCATGGGAGTTGTACAAAAGTG
AGGTAACGGCAACCCCCCAAACTAGGAAAGTCGTATCTTCATGGGAGTTGTACAAAAGTG
AGGTAACGGCAACCCCCCAAACTAGGAAAGTCGTATCTTCATGGGAGTTGTACAAAAGTG
AGGTAACGGCAACCCCCCAAACTAGGAAAGTCATATCTTCATGGGAGTTGTACAAAAGTG
AGGTAACGGCAACCCCCCAAACTAGGAAAGTCGTATCTTCATGGGAGTTGTACAAAAGTG
AGGTAACGGCAACCCCCCAAACTAGGAAAGTCGTATCTTCATGGGAGTTGTACAAAAGTG
AGGTAACGGCAACCCCCCAAACTAGGAAAGTCGTATCTTCATGGGAGTTGTACAAAAGTG
AGGTGTCAGTCACTCCCCAAAGCGGGAAGATCATATCTTCATGGGAATCATACAAGAGCG
AGGTGTCAGTCACTCCCCAAAGCGGGAAGATCATATCTTCATGGGAATCACACAAGAGTG
ATGTGTCAGTCACTTCCCAAAGCGGAAAAGTCATACCTTCATGGGAATCATATAAGAGTG

* kK * * K * kK * * * * *kk khkkkAkkAkkAkkKk K * kk kk K
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AAGGCGATGCCAGGTTGTGAGGGCGGGCCATCTCCTTAATATCTAGCGATCAGAAGACTG
AAGGCGATGCCAGGTTGTGAGGTCGGGCCATCTCCTTAACATCTTGCGATCAGAAGACTG
AAGGCGATGCCAGGTTGTGAGGGCGGGCCATCTCCTTAACACCTTGCGATCAGGAGACTG
AAGGCGATGCCAGGTTGTGAGGGCGGGCCATCTCCTTAACACCTTGCGATCAGGAGACTG
AAGGCGATGCCAGGTTGTGAGGGCGGGCCATCTCCTTAACACCTTGCGATCAGGAGACTG
AAGGCGATGCCAGGTTGTGAGGGCGGGCCATCTCCTTAACACCTTGCGATCAGGAGACTG
AAGGCGATGCCAGGTTGTGAGGGCGGGCCATCTCCTTAACATCTTGCGATCAGAAGACTG
AAGGCGATGCCAGGTTGTGAGGTCGGCCCATCTCCTTAACATCTTGCGATCAGAAGACTG
AAGGCGATGCCAGGTTGTGAGGTCGGCCCATCTCCTTAACATCTTGCGATCAGAAGACTG
GGGGTGAGACCGGACTGTGAGAGCTGGCCGTCCTTTCAACGATCCAAGTCCTGAAGATCA
GGGGTGAGACCAGACTGTAAGGACTGGCCGTCCTTTCAACGATCCAAGTCCTGAAGATCA
GAGGTGAGATCAGACTGTGAAGGCCGGTCATCCTTTTGACGATTCCAGTCCCGAGGATAA

*k Kok * Kk kkk K * X x k% * ok * ok X xk
CCTCCCTTTGAGA-————— TC-TGG-GGGACTCTCTCATCTTGAAGGCCCTTCACATACT
CCTACCTTTGAGA-—-—-—--— TCCTGG-GGGACTCTCTCATCTTGAAGGCCCTTCACATACT
CCTACCTTTGAGA-————— TC-TGG-GGGACTCTCTCATCTTGAAGACCCTTCACATACT
CCTACCTTTGAGA-————— TC-TGG-GGGACTCTCTCATCTTGAAGACCCTTCACATACT
CCTACCTTTGAGA-—-———-— TC-TGG-GGGACTCTCTCATCTTGAAGACCCTTCACATACT
CCTACCTTTGAGA-————— TC-TGG-GGGACTCTCTCATCTTGAAGACCCTTCACATACT
CCTACCTTTGAGA-———-— TC-TGG-GGGACTCTCTCATCTTGAAGGCCCTTCACATAAT
CCTACCTTTGAGA-————— TC-TGG-GGGACTCTCTCATCTTGAAGGCCCTTCACATACT
CCTACCTTTGAGA-————— TC-TGG-GGGACTCTCTCATCTTGAAGGCCCTTCACATACT

CCTCCCCTTGGGGGGTTCTTTTTGGAAAAAAAACCTGGGTTCATTAGTCCTCCTTGAACT
CCTCCCCTTGGGGGGTTCTTTTTG--AAAAACACCTGGGTTCAATAGTCCTCCTTGAACT
CCTCCTCTCGGGA-——————— TTGGGGGGAATCTTTGGATCCAGTAGTCCTCCTTGAACT

* kK Kk * Kk % * % * * * Kk Kk Kk * %

TCATGTAACAAAATAAATTCAAGAGTCAGAAAACATTCATTAGCCATCTCAGCTGATCAA
TCATGTAACAAAATAAATTCAAGAGTCAGAAAACATTCATTAGCCATCTCAGCTGATCAA
TCATGTAACAAAATAAATTCAAGAGTCAGAAAACATTCATTAGCCATCTCAGCTGATCAA
TCATGTAACAAAATAAATTCAAGAGTCAGAAAACATTCATTAGCCATCTCAGCTGATCAA
TCATGTAACAAAATAAATTCAAGAGTCAGAAAACATTCATTAGCCATCTCAGCTGATCAA
TCATGTAACAAAATAAATTCAAGAGTCAGAAAACATTCATTAGCCATCTCAGCTGATCAA
TCATGTAACAAAATAAATTCAAGAGTCAGAAAACATTCATTAGCCATCTCAGCTGATCAA
TCATGTAACAAAATAAATTCAAGAGTCAGAAAACATTCATTAGCCATCTCAGCTGATCAA
TCATGTAACAAAATAAATTCAAGAGTCAGAAAACATTCATTAGCCATCTCAGCTGATCAA
CCATGCAACTGGGTAGATTCAAGAGTCTTGAGATTTTCATTAATCCTCTCAGTTGATCAA
CCATGCAACTGGGTAGATTCAAGAGTCATGAGATTTTCATTAATCCTCTCAGTTGATCAA
CCGTCCAACAGGGCAGATTCAAGAGTCATAAGACTTTCATTAATCATTTCAGTTGATCAG

* % * Kk K * Ak kkkkkhkk kK * % * ok kkk kK * kK kkkKk kkkkkKk

AAACAGTCATGTAGATTTTTATGATGTATG-ATGTATTTT-GACAGTATCATTGACTAAT
AAACAGTCATGTAGATTTTTATGATGTATG-ATGTATTTT-GACAGTGTCATTGACTAAT
AAACAGTCATGTAGATTTTTATGATGTATG-ATGTATTTT-GACAGTGTCATTGACTAAT
AAACAGTCATGTAGATTTTTATGATGTATG-ATGTATTTT-GACAGTGTCATTGACTAAT
AAACAGTCATGTAGATTTTTATGATGTATG-ATGTATTTT-GACAGTGTCATTGACTAAT
AAACAGTCATGTAGATTTTTATGATGTATG-ATGTATTTT-GACAGTGTCATTGACTAAT
AAACAGTCATGTAGATTTTTATGATGTATG-ATGTATTTT-GACAGTGTCATTGACTAAT
AAACAGTCATGTAGATTTTTATGATGTATG-ATGTATTTT-GACAGTGTCATTGACTAAT
AAACAGTCATGTAGATTTTTATGATGTATG-ATGTATTTT-GACAGTGTCATTGACTAAT
GCAAGATCATGTAGATTCTCATAATAGGGGGAGATCTTCTTAGCAGTTCAGTTGACTAAC
GCAAGATCATGTAGATTCTCATAATAGGGG-AGATCTTCT-AGCAGTTTCGGTGACTAAC
ACATGGTCGTGTAGATTCTCTTAATACGGG-AGATCTTCT-AGCAGTTTCAGTGACCAAC

* Kk kkkkAkkkkAk Kk * kK * % * kk % * ok Kk k Kk kKk kK
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GGTGCTCTCATCCCTCAAGGACTGATACCAAAGGTGGTGGA-CAGACCAACTGC--CATC
GGTGCTCTCATCCCTCAAGGACTGATACCAAAGGTGGTGGA-CAGACCAACTGC--CATC
GGTGCTCTCATCCCTCAAGGATTGATACCAAAGGTGGGGGA-CAGACCAACTGC--CATC
GGTGCTCTCATCCCTCAAGGATTGATACCAAAGGTGGGGGA-CAGACCAACTGC--CATC
GGTGCTCTCATCCCTCAAGGATTGATACCAAAGGTGGGGGA-CAGACCAACTGC--CATC
GGTGCTCTCATCCCTCAAGGATTGATACCAAAGGTGGGGGA-CAGACCAACTGC--CATC
GGTGCTCTCATCCCTCAAGGATTGATACCAAAGGTGGTGGA-CAGACCAACTGC--CATC
GGTGCTCTCATCCCTCAAGGACTGACACCAAAGGTGGTGGA-CAGACCAACTGC--CATC
GGTGCTCTCATCCCTCAAGGACTGACACCAAAGGTGGTGGA-CAGACCAACTGC--CATC
GGTGCTTTCATTCTCCAGGAACTGACCCCCACCGTTGTAGAACAAACCCACGGGGGTTTT
GGTACTTTCATTCTCCAGGAACTGACACCAACAGTTGTAGA-CAAACC-ACGGGG-TGTC
GGTGCTTTCATTCTCCAGGAACTGATACCAAAGGTTGTGGA-CAGGCC-AAGGGG-TACT

Kk Kk kk Kkkhkkk X *k k k kK% * kK * kK * Kk kK * kK *

TCAAACAACTC--TATGATTGAGTCCA-AGCAGAGGCCATCGCGAGTTCCACTGCATTAG
TCAAACAACTC--TATGATTGAGTCCA-AGCAGAGGCCATCGCGAGTTCCACTGCATTAG
TCAAACAACTC--TATGATTGAGTCCA-AGCAGAGGCCATCGCGAGTTCCACTGCATTAG
TCAAACAACTC--TATGATTGAGTCCA-AGCAGAGGCCATCGCGAGTTCCACTGCATTAG
TCAAACAACTC--TATGATTGAGTCCA-AGCAGAGGCCATCGCGAGTTCCACTGCATTAG
TCAAACAACTC--TATGATTGAGTCCA-AGCAGAGGCCATCGCGAGTTCCACTGCATTAG
TCAAACAACTC--TATGATTGAGTCCA-AGCAGAGGCCATCGCGAGTTCCACTGCATTAG
TCAAACAACTC--TATGATTGAGTCCA-AGCAGAGGCCATCGCGAGTTCCACTGCATTAG
TCAAACAACTC--TATGATTGAGTCCA-AGCAGAGGCCATCGCGAGTTCCACTGCATTAG
CCGGGTGATTCCTTGGGCTTGGGCACAAGACAAAGGTCATGGTGTGTTCCATGATAGCGG
TCGGGTGACTC--TGTGCTTGGGCACA-GACAAAGGTCATGGTGTGTTCCATGATAGCGG
TCGGATGACTC--TGTGCTTGGGCACA-GAAAGAGGTCGTAGTGTGCCCCCCGATAGCGG

* * Kk k * * kkk X * % * kk*x *x k* *x * % * % * *

ACCAGGTAGAGACTAATTGAGAAAGACGATTTGCCTCCTATGAAGGACACAAGCAATAGG
ACCAGGTAGAGACTAGTTGAGAAAGACGATTTGCCTCCTATGAAGGACACAAGCAATAGG
ACCAGGTAGAGACTAGTTGAGAAAGACGATTTGCCTCCTATGAAGGACACAAGCAATAGG
ACCAGGTAGAGACTAGTTGAGAAAGACGATTTGCCTCCTATGAAGGACACAAGCAATAGG
ACCAGGTAGAGACTAGTTGAGAAAGACGATTTGCCTCCTATGAAGGACACAAGCAATAGG
ACCAGGTAGAGACTAGTTGAGAAAGACGATTTGCCTCCTATGAAGGACACAAGCAATAGG
ACCAGGTAGAGACTAGTTGAGAAAGACGATTTGCCTCCTATGAAGGACACAAGCAATAGG
ACCAGGTAGAGACTAGTTGAGAAAGACGATTTGCCTCCTATGAAGGACACAAGCAATAGG
ACCAGGTAGAGACTAGTTGAGAAAGACGATTTGCCTCCTATGAAGGACACAAGCAATAGG
ACTCAGGATGAGTTAATTGAGAGAGGCAATCTTCCTCCCGTGAAGGACACAAGCAGTAGC
ACTCAGGATGAGTTAATTGAGAGAGGCAGTCTTCCTCCCGTGAAGGACATAAGCAGTAGC
ACTCGACATGAATCAACTAAGAAAGGCAATCTGCCTCCCATGATGGACATAAGCAATAGT

* K * * *x kkk kK X * kK kkk kK kkk Kkkhkkkk Kkkhkkkk Kkk*k

TCATAATCATCTTACATCCTGATAAGGTGCACATAACGACAAATGGATGAACCATCCAAG
TCATAATCATCTTACATCCTGATAAGGTGCACATAACGACAAATGGATGAACCATCCAAG
TCATAATCATCTTACATCCTGATAAGGTGCACATAACGACAAATGGATGAACCATCCAAG
TCATAATCATCTTACATCCTGATAAGGTGCACATAACGACAAATGGATGAACCGTCCAAG
TCATAATCATCTTACATCCTGATAAGGTGCACATAACGACAAATGGATGAACCGTCCAAG
TCATAATCATCTTACATCCTGATAAGGTGCACATAACGACAAATGGATGAACCATCCAAG
TCACAATCATCTTACATCCTGATAAGGTGCACATAACGACAAATGGATGAACCATCCAAG
TCATAATCATCTTACATCCTGATAAGGTGCACATAACGACAAATGGATGAACCATCCAAG
TCATAATCATCTTACATCCTGATAAGGTGCACATAACGACAAATGGATGAACCATCCAAG
TCACAATCATCTCGTGTTTCAGCAAAGTGTGCATAATTATAAAGTGCTGGGTCATCTAAG
TCACAATCATCTCGCGTCTCAGCAAAGTGTGCATAATTATAAAGTGCTGGGTCATCTAAG
TCACAACCATCTTGCATCTCAGTGAAGTGTACATAACTATTGAGGGCTGGGTCATCTAAG

*kkk Ak kAkkkKk * * kk Kk * ok Kk kK * * * k% * kk kkk
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CCTTTCAGTCAAGAAAAAAACTGGGAAATGTAGGGGCAATCAGCAACACTTCTCATCCCA
CCTTTCAGTCAAGAAAAAAACTGTGAAATGTAGGGGCAATCAGCAACACTTCTCATCCCA
CCTTTCAGTCAAGAAAAAAACTGTGAAATGTAGGGGCAATCAGCAACACTTCTCATCCTA
CCTTTCAGTCAAGAAAAAAACTGTGAAATGTAGGGGCAATCAGCAACACTTCTCATCCTA
CCTTTCAGTCAAGAAAAAAACTGTGAAATGTAGGGGCAATCAGCAACACTTCTCATCCTA
CCTTTCAGTCAAGAAAAAAACTGTGAAATGTAGGGGCAATCAGCAACACTTCTCATCCTA
CCTTTCAGTCAAGAAAAAAACTGTGAAATGTAGGGGCAATCAGCAACACTTCTCATCCCA
CCTTTCAGTCAAGAAAAAAACTGTGAAATGTAGGGGCAATCAGCAACACTTCTCATCCCA
CCTTTCAGTCAAGAAAAAAACTGTGAAATGTAGGGGCAATCAGCAACACTTCTCATCCCA
CTTTTCAGTCGAGAAAAAAACAGTAGATCAGAAGAACAACTGGCAACACTTCTCATCCTG
CTTTTCAGTCGAGAAAAAAACATTAGATCAGAAGAACAACTGGCAACACTTCTCAACCTG
CATTTCAGTCGAGAAAAAAACTGTAGACCAAAAGAACAACTAGCAACACTTCTCATCCAG

* Ak kkhkkkkhkk AhkkkhkkkkhkkkKk * * K * kK kkkkkkhkkkkhkkkkkhkk k%

AGAACTGCACCATGATGATTGATCCGGGAGAGGTTTTCGACGACCCCATCGATTACAGAT
GGAACTGCACCATGATGATTGATCCGGGAGAGGTTTTCGACGACCCCA--GAT---AGAT
AGAACTGCACCATGATGATTGATCCGGGAGAGGTTTTCGACGACCCCATCGAT--CCGAT
AGAACTGCACCATGATGATTGATCCGGGAGAGGTTTTCGACGACCCCATCGAT--CCGAT
AGAACTGCACCATGATGATTGATCCGGGAGAG-TTTTCGACGACCCCA-CGAT--CCGAT
AGAACTGCACCATGATGATTGATCCGGGAGAG-TTTTCGACGACCCCAT---T--CCAAT
AGAACTGCACCATGATGATTGATCCGGGAGAGGTTTTCGACGACCCCATCGAT--CCGAT

GGAACTGCACCATGATGAT-GATCCGG-AGAG-TTTTCGACGACCCCATGTA-—-—-—- GAT
GGAACTGCACCATGATGATTGATCCGGGAGAGGTTTTCGACGACCCCATCGAT--CCGAT
AGACCTACTTCAAGATGCTCGATCCTGGAGAGGTCTATGATGACCCTATCA-—--—— CAAT

AGACCTACTTCAAGATGCTCGATCCTGGAGAGGTCTATGATGACCCTATTGAC--CCAAT
AGACCCATATCAAGATGCTAGATCCGGGAGAGGTTTATGATGACCCTATTGAT--CCAAT

* kK Kk kkkk ok kkkkk kX Kkkkkk Kx K *k kkkkk K * %

CGAGT-CGAAGCCGAGTCGA--GAGTTAAACAACAGGCCACAACAATTAAGGGTTGGTTT
CGAGTGCGAAGCCGAGTCGA--GAGT--AACC-CACGCACCCACAATTTCCTGCTGCCT -
CGAGTCGGAAGCCGAGTCAA-AGGG---AACCCAACA-TCCCAAAATCTAAG-———————
CGAGTCGGAAGCCGAGTCGAGAGGG-—--AACCCCACAGTCCCAAATCTTAAGAAATCTGA
CGAGTCG-AAGCCGAGTCGA-GAGG—-—--AACCCCACGGTCCCCACA-——=—=—=——————
CGAGTCG-AAGCCGAGTCGA-GAGG---TACC-=——=———————————————————————
CGAGTCGGAAGCCGAGT-GA--GAG---GACC-——————=————————————————————
CGAGTCGGAAGCCGAGTCGA--GAG---GTACCCAC-———=————————————————————
CGAGTCGGAAGCCGAGTCGA--GAG-—--GACCCCACATCCCCAAATCTTAGAAATCTGAT
CGAGGTAGAG-CTGA-CCCA--GAG---TACCACGG----CCCATATCCCTA-——=————
CGAGTTAGAGGCTGAACCCC--GAG---GAC—-—=——=———————————————————————
—-GAGTCAGAGGCTGAACCCA--GAG---AACCCCAATGTCCCCACATCTTGAGACTCGAT

* Kk k * * Kk k *
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Figura 12: Resultado do alinhamento de seqiiéncias da regido ndo-codificante G-L (£879 pb),
gerado pelo programa ClustalX® v. 1.83, de amostras de virus rabico isoladas no Estado de Santa

Catarina. Estdo destacados os sinais de poliadenilagdo na regido 5’ do gene da glicoproteina nas
amostras PV e SAD (em verde), na por¢do 5° da regido ndo-codificante G-L (em vermelho) e o
sinal de inicio de transcricdo para o gene da polimerase viral (em azul). Os codigos das amostras e
cepas estdo representados a esquerda, os asteriscos na linha inferior de cada bloco de alinhamento

significa identidade completa e os hifens s8o inseridos pelo programa para indicar gaps.

Com relacdo as arvores filogenéticas geradas através da analise da regido ndo-
codificante G-L (Figuras 13 e 14), notou-se uma clara distingdo em dois grupos. O
primeiro, formado pelas amostras isoladas em Santa Catarina (7454, 7577, 6914, 7051,
7057, 7574, 7569, 7248 e 7603), e o segundo pelas amostras de laboratorio CVS31.2, PV e
SAD. Quando comparado apenas as seqiiéncias catarinenses, o numero de sitios
parciomoniosos ¢ de 32, quando as amostras padrido de laboratério sdo adicionadas, este

nimero sobe para 419, confirmando a divergé€ncia entre os dois grupos.
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Figura 13: Arvore filogenética resultante da analise das seqiiéncias da regido ndo-codificante G-L

de amostras de virus rabico isoladas em Santa Catarina ¢ amostras padrao de laboratorio, através do

método de neighbor-joining (1.000 replicatas), utilizando o programa MEGA® v. 1.02. Valores de

bootstrap sao indicados em cada n6 da arvore.
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Comparando as seqiiéncias das amostras de Santa Catarina e padrdes de
laboratério, com seqiiéncias representativas dos diferentes gendtipos virais obtidas do
GenBank, observamos novamente, a formacdo de dois grupos distintos (Figura 14). O
primeiro formado pelas amostras de Santa Catarina, amostras padrao de laboratorio (CVS,
PV e SAD) e pela amostra HEP-Flury (M32751 — gendtipo 1), o segundo, formado pelas

amostras representativas dos genotipos 2, 3, 4, 5, 6 ¢ 7 do virus rabico.
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Figura 14: Arvore filogenética consenso gerada através da analise por neighbor-joining (1.000

replicatas) da regido ndo-codificante G-L de amostras isoladas em Santa Catarina, amostras padrao

de laboratério e amostras representativas dos demais genotipos virais: HEP-Flury (genotipo 1),

Lagos Bat (genotipo 2), Mokola (genotipo 3), Duvenhage (genotipo 4), EBL1 (gendtipo 5), EBL2

(gendtipo 6) e ABLV (genotipo 7) pelo programa MEGA® v. 1.02. Valores de bootstrap superiores

a 95 sdo indicados em cada né da arvore.
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5. DISCUSSAO
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A reagdo em cadeia da polimerase associada a transcricdo reversa (RT-PCR),
revolucionou o diagndstico e a tipificagdo de amostras de virus rabico, estendendo a
classificagdo sorologica inicial de quatro, para os atuais sete genotipos (SACRAMENTO,
BOURHY & TORDO 1991; BOURHY, KISSI & TORDO, 1993; GOULD et al. 1998).
Desde o primeiro protocolo de RT-PCR, desenvolvido por SACRAMENTO, BOURHY &
TORDO (1991), a evolugdo desta técnica tem sido marcante, conforme evidenciado pela
vasta literatura (NADIN-DAVIS, 1998; HEATON, JOHNSTONE, McELHINNEY et al.,
1997; NADIN-DAVIS, HUANG & WANDELER, 1996; BADRANE, BAHLOUL,
PERRIN et al. 2001; BOURHY, KISSI & TORDO, 1993). Nos ultimos dois anos, a técnica
comegou a ser utilizada no Brasil, com fins diagnodsticos e de genotipagem (SOARES,
BERNARDI, SAKAMOTO et al. 2002; BRASIL-DOS-ANJOS, 2003; ITO, ARAI, ITOU
et al. 2001).

A técnica de RT-PCR, padronizada por BRASIL-DOS-ANJOS (2003), utilizada
neste estudo, usou iniciadores direcionados para os dois extremos do gene da
nucleoproteina do virus rabico, amplificando a regido codificante do gene da
nucleoproteina, com 1.353 pb, através de uma técnica de alta estringéncia (hot start),
conforme sugerido por NADIN-DAVIS (1998). Os iniciadores utilizados foram descritos
por CARNIELLI (1999), tendo sido desenhados com base na seqiiéncia da amostra PV do
virus rdbico, a qual pertence ao genoétipo 1 e apresenta distribui¢gdo mundial.

Até a presente data, os trabalhos realizados com amostras brasileiras confirmam que
os virus circulantes em nosso pais pertencem ao genotipo 1, o que justificou a escolha de
apenas um par de iniciadores (BRASIL-DOS-ANJOS, 2003).

A andlise do gene da nucleoproteina (Figuras 8-11) demonstrou que as amostras

isoladas em Santa Catarina, apesar de muito conservadas entre si, sdo distintas das amostras
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fixas de laboratério. Em uma segunda etapa destes estudos, procurar-se-a desenhar novos
iniciadores, baseados na seqiiéncia nucleotidica das amostras catarinenses, objetivando uma
maior sensibilidade da reacao.

A RT-PCR permite também que os produtos amplificados possam ser analisados
por uma série de técnicas, como seqiienciamento de DNA, hibridiza¢do com sondas
especificas, RFLP, entre outras, visando a caracteriza¢gdo molecular da amostra viral em
questdo (SACRAMENTO, BOURHY & TORDO, 1991; BLACK, LOWINGS, SMITH et
al. 2002; ITO, ITOU, SHOJI et al. 2003).

Embora esta caracterizagdo possa ser realizada pela tipificacdo por anticorpos
monoclonais (DIETZSCHOLD, RUPPRECHT, TOLLIS et al. 1988), esta técnica exige a
adaptacdo prévia da amostra viral em cultura de células ou camundongos, o que pode
introduzir mutagdes ndo-especificas (TORDO, BADRANE, BOURHY, et al. 1993 a;
BENMANSOUR, BRAHIMI, TUFFERAU et al. 1992).

SACRAMENTO, BOURHY & TORDO (1991) obtiveram 100% de concordancia
entre a técnica de RT-PCR com outras técnicas de diagnostico, ao analisar 100 amostras de
tecidos provenientes de animais suspeitos, obtidas na Franca entre 1989 e 1990, observando
a amplificacdo de um fragmento de 443pb do gene da nucleoproteina. Todas as 22 amostras
previamente diagnosticadas como positivas por FAT, rabies tissue culture infection test
(RTCIT) e rapid rabies enzyme immunodiagnosis (RREID), mostraram-se positivas tanto
para a amplificacdo da nucleoproteina como da regido ndo-codificante G-L por RT-PCR.

No presente estudo, a sensibilidade da reacdo de RT-PCR para a detec¢do do gene
da nucleoproteina foi elevada (94,1%), revelando apenas um resultado falso-negativo
(amostra 7603). Resultados similares foram obtidos por HEATON et al. (1997), com

valores de sensibilidade de 93% (56/60). As diferengas entre os valores obtidos entre os
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diferentes estudos podem ser decorrentes do ntimero e do estado de decomposi¢cdo das
amostras testadas, além das diferencas entre os iniciadores utilizados, como por exemplo,
HEATON et al. (1997), que utilizaram iniciadores que amplificavam uma regido de
somente 606 pb do total de 1.353 pb do gene da nucleoproteina.

A escolha da nucleoproteina como alvo da detec¢dao por RT-PCR baseia-se em dois
aspectos principais. Primeiramente pelo fato de ser considerada uma regido génica muito
conservada (CREPIN, AUDRY, ROTIVEL et al. 1998; KISSI, TORDO & BOURHY
1995), facilitando o desenho de iniciadores hébeis na amplificacdo de inimeras variantes
virais. Em segundo lugar, calcula-se que a perda de eficiéncia da transcricdo dos genes
deste virus seja da ordem de 30%, na medida que se caminha na direcdo 5’ do genoma.
Como o gene da nucleoproteina estd no extremo da regido 3’, a transcri¢do deste gene ¢
favorecida (IVERSON & ROSE 1981; FINKE, COX & CONZELMANN, 2000).

Além disso, a nucleoproteina tem sido extensivamente utilizada para a genotipagem
viral, o que favorece a comparagcdo dos dados aqui apresentados. Véarias abordagens sdo
descritas, como o seqiienciamento do gene (total ou parcial) diretamente de produtos de
RT-PCR purificados, ou apds clonagem em vetores (KISSI, TORDO & BOURHY, 1995;
ITO et al. 2001; ARAI, YAMADA, KAMEOKA et al. 1997; HOLMES, WOELK,
KASSIS et al. 2002).

Outras técnicas de analise da variabilidade entre isolados de virus rdbico sdo
utilizadas, como por exemplo, RFLP (Restriction fragment length polymorphism) (ITO et
al., 2003), sondas do tipo TagMan™ (BLACK et al. 2002) ¢ RT-PCR associado a sistemas
imunoenzimaticos capazes de distinguir os gendtipos 5 e 6 dos demais (BLACK,
McELHINNEY, LOWINGS et al. 2000). No entanto, apesar da eficiéncia destas técnicas

na diferenciacdo entre os gendtipos e, até mesmo entre variantes virais menores, eles ndo
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permitem evidenciar as alteracdes entre os isolados, nem em relagdo a seqiiéncia
nucleotidica, nem de aminodcidos, sendo fundamental para isto, o seqiienciamento
(BLACK et al. 2002).

A andlise da por¢do 5° do gene da nucleoproteina revelou que as amostras
catarinenses sdo bastante conservadas, com apenas 48 sitios variaveis ao longo dos 500pb
analisados (Tabela I'V). Destes, porém, apenas 21 sdo parcimoniosos, sendo os responsaveis
pelas diferencas observadas nas arvores filogenéticas. Quando as amostras padrio de
laboratério sdo incluidas na andlise, o nimero de sitios parcimoniosos eleva-se para 93,
provocando a formacdo dos dois grupos distintos observados na Figura 9, um com as
amostras selvagens isoladas em Santa Catarina e o outro com as amostras padrdo de
laboratorio.

As amostras de laboratdrio sdo mantidas sob condi¢des controladas e homogéneas,
com menores influéncias ambientais, o que ndo acontece com as amostras de campo, que
sofrem maiores pressdes ambientais e/ou seletivas. A despeito desta observagdo, varios
estudos demonstram que a nucleoproteina ¢ a regido mais conservada do genoma do virus
rabico apds o gene da polimerase (TORDO & KOUKNETZOFF, 1993b).

Todas as amostras isoladas no Estado de Santa Catarina e incluidas no presente
estudo foram agrupadas com as amostras padrdo de genotipo 1, quando comparadas com
seqiiéncias representativas dos demais gendtipos virais (Figura 10), corroborando estudos
anteriores que determinaram a ocorréncia somente deste gendtipo no Brasil (TORDO et al.
1993a; KISSI, TORDO & BOURHY, 1995; ITO et al. 2001). Estes autores afirmam, ainda,
existirem no Brasil duas variantes virais principais, sendo uma que circula em animais
domésticos (caes e gatos) e humanos (ciclo urbano) e a segunda que circula entre morcegos

vampiros e bovinos (ciclo silvestre).
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A andlise comparativa das amostras isoladas em Santa Catarina com amostras de
outros estados brasileiros, representativas dos ciclos silvestre e urbano, revelou, como
esperado um agrupamento das amostras de catarinenses com as demais do ciclo silvestre
(Figura 11), proposto por ITO et al. (2001).

Estas observagdes no entanto, ndo excluem a necessidade de estudos mais
abrangentes, com maior nimero de amostras isoladas de diferentes hospedeiros e de regides
geograficas distintas. De posse da técnica, tais estudos poderiam confirmar e/ou estender a
classificagdo dos isolados por espécie hospedeira, conforme proposto por ITO et al. (2001),
ou mesmo, permitir correlagdes com regides geograficas, uma vez que o ciclo da raiva no
Brasil ¢ bastante complexo e apresenta sobreposi¢ao dos ciclos urbano e silvestre em
muitas areas do pais (ITO et al. 2003).

HOLMES et al. (2002) demonstraram que o agrupamento de amostras de virus
rabico ¢ primariamente determinado pela influéncia de barreiras geograficas em detrimento
de barreiras espécie-especificas. As amostras isoladas de morcegos nas Américas sdo uma
grande excecdo a essa regra, revelando um agrupamento espécie-especifico. BOURHY,
KISSI, AUDRY et al. (1999), estudando a evolugdo do virus em amostras isoladas na
Europa, também demonstraram haver agrupamento em relacao a origem geografica, o qual
foi atribuido a barreiras naturais como o Rio Vistula na Polonia.

Outro aspecto importante na analise da variabilidade da nucleoproteina ¢ sua
potencial utilizagdo como vacina. FU, DIETZSCHOLD, SCHUMACHER et al. (1991)
demonstraram que a nucleoproteina recombinante ¢ expressa em células de insetos, em
grandes quantidades, sendo eficiente na indu¢do de linfocitos T auxiliares especificos para
a raiva humana. Relataram, ainda, um aumento substancial nos titulos de anticorpos

neutralizantes anti-rabicos, quando a nucleoproteina recombinante foi administrada antes
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do uso da vacina anti-rdbica produzida por inativagdo do virus. DRINGS, JALLET,
CHAMBERT et al. (1999) sugeriram que a nucleoproteina recombinante, adicionada a
vacina de glicoproteina, teria um efeito adjuvante importante, o que ¢ desejavel,
estimulando uma melhor resposta imune do hospedeiro.

Estes incrementos na qualidade e eficiéncia das vacinas anti-rabicas atualmente
disponiveis ¢ de fundamental importancia frente ao numero cada vez maior de pacientes
imunossuprimidos expostos a infec¢do pelo virus rabico. THISYAKORN, PANCHAROEN
& WILDE (2001) mostraram que, aproximadamente 30% das criangas infectadas com
HIV-1 e imunizadas contra a raiva, ndo respondiam satisfatoriamente a vacinacdo anti-
rabica, o que constitui um problema adicional para o controle da doenca.

A amplificagdo da regido nao-codificante G-L visou avaliar o potencial desta regido
como alvo na caracterizagdo molecular de amostras do virus rabico. Trata-se de uma das
regides gendmicas mais variaveis, independentemente de pressdo seletiva, o que poderia
representar, de forma mais clara, a evolucdo natural do virus (TORDO et al. 1986b).
Através da utilizacdo de iniciadores especificos (G+/L-) para regides conservadas dos genes
da glicoproteina (apds a regido transmembranar) e da polimerase viral, estes autores
obtiveram 100% de concordancia com as provas diagnosticas clssicas.

Virios trabalhos analisaram a variabilidade desta regido, com a utilizagcdo das mais
diversas técnicas, como por exemplo, RFLP, seqiienciamento de produtos de RT-PCR ou,
mais recentemente, LSSP-PCR (PCR de baixa estringéncia com iniciador especifico)
(PIERI, 2003; TORDO et al. 1993 a; SACRAMENTO, BOURHY & TORDO, 1991).

No presente estudo, a sensibilidade da RT-PCR direcionada para esta regido,
alcangou apenas 72,2% (13/18). Este fato pode ser atribuido a grande variabilidade

existente nesta regido do genoma viral, com presenga de grande nimero de sitios
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parcimoniosos ¢ variaveis (Tabela IV). Esta variabilidade pode ter influéncia na
sensibilidade de deteccdo, ao considerar-se que os iniciadores utilizados no presente estudo
foram desenhados em 1991, baseados na seqiiéncia da amostra padrao PV (TORDO et al.,
1986b), a qual ja demonstrou ter importantes variacdes em relagdo as cepas isoladas em
Santa Catarina. Embora esta variabilidade deponha contra esta regido como alvo para o
diagnostico por PCR, a mesma mostrou-se bastante eficiente na caracterizacdo das amostras
isoladas em Santa Catarina, tendo sido possivel a determinagao de diferengas em um grupo
de amostras muito homogéneas. Inclusive TORDO et al. (1993a), ja haviam sugerido sua
utilizagdo na diferenciacdo de amostras muito proximas temporal e geograficamente.

A regido ndo-codificante G-L foi proposta por TORDO et al. (1986b) como sendo
um gene remanescente (pseudogene), por apresentar sinais de inicio e parada de
transcricdo, e por ser longa o suficiente para codificar para uma proteina. Além disso, esta
regido ndo estd sujeita a pressdes seletivas ambientais ou imunologicas, embora altamente
susceptivel a mutacdes (TORDO et al. 1986b; TORDO & KOUKNETZOFF, 1993b).

No presente estudo, o numero de sitios varidveis verificado nas amostras
catarinenses foi de 94 num total de 879pb analisados, dos quais 32 s3o parcimoniosos.
Quando a comparagdo foi realizada com as amostras padrdo de laboratério, os nimeros de
sitios varidveis e parcimoniosos aumentaram para 306 e 419, respectivamente. Tais dados
reforcam a natureza pouco conservada e altamente informativa desta regido (TORDO et al.
1993a; TORDO & KOUKNETZOFF, 1993b; SACRAMENTO, BOURHY & TORDO,
1991).

A andlise das seqiiéncias da regido nao-codificante G-L levou a formagdo de dois
grupos distintos (Figura 13), sendo principalmente determinada pela auséncia do sinal de

poliadenilacdo classico (poli A — AGAAAAAAA) na extremidade 5° do gene da
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glicoproteina nos isolados de Santa Catarina. Este sinal foi descrito por TORDO et al.
(1986b), estando presente ao final de cada gene na amostra PV, sinalizando a parada na
transcricdo do gene pela polimerase, dando suporte ao modelo de transcricao
monocistronica proposto para o virus rabico (TORDO, 1996).

A inclusdo de amostras representativas dos demais genétipos virais levou a
formagao de dois grupos, o primeiro formado pelas amostras padrao de laboratério e
amostras catarinenses ¢ o segundo pelas seqiiéncias representativas dos demais genotipos
virais (Figura 14). Como esta regido ndo exibe alinhamento significativo inter-genotipos,
mas apenas intra-genotipos (BADRANE et al. 2001), poderia ser utilizada com um possivel
alvo para genotipagem de isolados de virus rabico.

Nenhuma das amostras catarinenses apresentaram o sinal de poliadenilacdo na
extremidade 5" do gene da glicoproteina. Desta forma, as amostras isoladas em Santa
Catarina poderiam codificar uma glicoproteina de maior tamanho, o que teria implicagdes
importantes em termos de profilaxia da raiva humana e animal em func¢do da estrutura
protéica diferenciada. Apenas as amostras PV e SAD apresentaram o sinal de parada de
transcricdo na por¢do 5’ do gene da glicoproteina, como proposto por TORDO et al.
(1986b) para o modelo do pseudogene viral.

MORIMOTO, OHKUBO & KAWAI (1989) demonstraram a produc¢dao de uma
glicoproteina de maior tamanho na amostra vacinal atenuada HEP-Flury, a qual ndo
apresenta o sinal de poliA na extremidade 5" do gene da glicoproteina, e sugeriram que isto
seja devido a utilizacdo da chamada regido ndo-codificante G-L, como uma possivel
reserva genética codificante.

Também RAVKOV, SMITH & NICHOL (1995) questionaram a denominacao

desta regido como um pseudogene, uma vez que as amostras por eles avaliadas nao
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apresentavam o sinal de poliadenilagdo na por¢do 5 do gene da glicoproteina. Segundo
esses autores, faltam subsidios para a comprovagdo da teoria do pseudogene. No entanto,
afirmam que tal regido ndo seria mais que uma longa regido intergénica nao-codificante.
Tais hipoteses sdo relevantes no que diz respeito ao controle de transcri¢ao dos
genes virais, uma vez que a presen¢a de um regido intergénica nao-codificante longa, como
sugerido por RAVKOV, SMITH & NICHOL (1995) poderia reduzir de maneira
significativa a transcri¢do do gene da polimerase viral, afetando a replicacdo viral. O efeito
do tamanho da regido intergénica na replicacdo viral ja foi demonstrado, quando da
descri¢ao da transcri¢do bicistronica entre os genes NS-M no genoétipo 3 do virus rabico
(Mokola) (BOURHY, TORDO, LAFON et al. 1989), o que acarretou em diferencas
significativas na expressdo génica viral e, conseqiientemente, na patogenia da infecgdo.
Também FINKE, COX & CONZELMAN (2000) demonstraram que a diminui¢do do
tamanho da regido intergénica G-L de 24 para dois nucleotideos, provoca a uma super-
expressdo do gene da polimerase, com conseqiiente aumento da replicacdo viral até quatro
vezes mais do que as amostras vacinais. Tal dado confirma que o tamanho e a seqiiéncia
nucleotidica das regides intergénicas, localizadas apds cada sinal de poliadenilagdo, sdo de
fundamental importancia para o controle da expressdo génica do virus rabico. Modificagdes
implementadas nestas regides resultaram em uma maior taxa de replicagdo viral,
determinando a morte precoce do animal infectado e dificultando a imunizacdo pos-

exposicao (FINKE, COX & CONZELMAN 2000).
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Figura 15: Representagdes gendmicas do virus rabico. A) organizagdo gendmica do virus rabico
evidenciando a presenca do pseudogene viral (TORDO et al., 1986b); B) representacdo proposta
por MORIMOTO et al. (1989) para a amostra atenuada HEP-Flury, mostrando a integracdo da
regido ndo-codificante G-L ao gene da glicoproteina com a conseqiiente codificagdo de uma
proteina de maior tamanho; C) Demosntragdo da organizagdo gendmica proposta por RAVKOV,

SMITH & NICHOL (1995) que sugere esta regido como uma longa regido intergénica nao-

codificante. As amostras isoladas em Santa Catarina podem seguir um dos dois ultimos modelos.

Estudos de filogenia de virus RNA devem sempre levar em consideragdo o fato de
que cada amostra de virus ¢ na realidade constituida por uma populacdo heterogénea de
virions.

BENMANSOUR et al. (1992) demonstraram haver, dentro de uma mesma amostra,
uma populagdo heterogénea de virions co-existindo, que variava de acordo com fatores
ambientais, como interagdes especificas com o hospedeiro, existéncia de pressdes seletivas

e grau de adaptagdo do virus ao hospedeiro. Estes fatores acabam por influenciar de forma
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contundente a patogenia da infec¢do, levando a alteragdes importantes no periodo de
incubacao e na patogenicidade das amostras.

Os mesmos autores detectaram, também, a existéncia de regides heterdgeneas ao
longo da glicoproteina, relacionadas com o reconhecimento de receptores neuronais e
estimulacdo do sistema imune. Tais regides, favorecidas por selecdo natural, ndo interferem
com as demais caracteristicas virais, que permanecem estaveis.

Fendmeno semelhante foi descrito para uma série de outros virus RNA, referido
como quasispecies, o que implica na existéncia de populacdo altamente heterogenea co-
existindo dentro de um mesmo isolado e em equilibrio dindmico (DOMINGO,
MARTINEZ-SALAS, SOBRINO et al. 1985).

MORIMOTO et al. (1998), estudando a influéncia do conceito de quasispecies na
patogenia da raiva, isolaram dois clones de CVS-24 (amostra padrdo adaptada em cérebro
de camundongos), apds uma unica passagem em culturas de células BHK-21 e N2A. Os
clones apresentaram diferencas de aminodcidos na glicoproteina, sendo que um dos clones
apresentou aumento de tropismo por células nervosas tanto in vivo como in vitro, além de
aumento da viruléncia para camundongos. Tal fato levanta a questao de que todas as vezes
que sdo feitas adaptagdes de isolados virais em cultura de células e/ou animais, novas
populacdes virais podem emergir.

A existéncia de quasispecies do virus rabico pode facilitar a disseminagdo do virus
dentro de uma mesma espécie ou ainda entre espécies diferentes, o que pode alterar a
epidemiologia da infec¢do. Este fendmeno pode explicar ainda a replicacdo viral em
diferentes tipos celulares, como nos midcitos no inicio da infec¢do, neurdnios e células
mucogénicas acinares, na fase final da infeccdo, quando o virus ¢ detectado na saliva.

(MORIMOTO et al. 1998). Além disso, poderia explicar a transmissao e adaptacao do virus
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de um animal para outro, e a manuten¢do do virus nesta nova espécie (BADRANE &
TORDO, 2001).

Atualmente, analises filogenéticas de virus rabicos utilizam também o gene da
glicoproteina como alvo, dada sua importancia na resposta imunologica, determinagdo de
hospedeiros suscetiveis e na patogénese da infeccdo (BADRANE et al. 2001). Estes autores
realizaram uma extensa andlise filogenética com amostras representativas dos sete
gendtipos virais conhecidos. Além da classificacdo em sete genotipos distintos, esta analise
levou em considera¢do a patogenia e a imunogenicidade, dividindo as amostras em dois
grandes filogrupos; o filogrupo I formado pelos genotipos 1 (Classico), 4 (Duvenhage), 5
(EBL1), 6 (EBL2) e 7 (ABLV) e o filogrupo II formado pelos genoétipos 2 (Lagos bat) e 3
(Mokola). O filogrupo I mostrou-se patogénico para camundongos, quando inoculado pelas
vias intracerebral e intramuscular, enquanto que o filogrupo II mostrou-se patogénico
apenas por via intracerebral.

Esta suposta atenuagdo das amostras do filogrupo II pode ser explicada pela troca do
aminoacido arginina ou lisina na posi¢do 333 da glicoproteina por um residuo de acido
aspartico. A identidade de aminoacidos ao longo da glicoproteina dentro de um mesmo
filogrupo foi de 74%, e entre os filogrupos 64,5%, sendo que ndao houve soroneutralizacao
cruzada entre os grupos. Este fato acarreta sérios problemas no controle da doenca em
regides onde coexistem os dois filogrupos, como por exemplo, na Africa (BRADANE et al.
2001).

Apesar da grande quantidade de informagdes sobre ciclo de transmissao, replicacdo
viral, tratamento e diagnostico, varios aspectos continuam obscuros. Pouco se conhece, por
exemplo, sobre os efeitos da infec¢do sobre a regulacdo da expressdo gé€nica no tecido

afetado. PROSNIAK, HOOPER, DIETZSCHOLD et al. (2001) demonstraram haver uma
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grande reducdo (90%) da expressdo génica nas células infectadas, embora alguns poucos
genes tenham sua expressao aumentada. Estes genes estdo relacionados com o metabolismo
celular, sintese de proteinas, atividade sinapticas, crescimento e diferenciacao celular.

Estudos de caracterizacdo molecular de amostras de virus rabico sdo de fundamental
importancia para que se possa conhecer melhor as variantes virais que circulam em
diferentes regides geograficas, ou mesmo variantes relacionadas com diferentes espécies
hospedeiras. HAYASHI et al. (1984) e ZANETTI et al. (1998) demonstraram, de forma
experimental, haver falhas na protecdo elicitada pelas vacinas anti-rabicas brasileiras frente
a algumas amostras de campo isoladas no proprio pais. Desta forma, estudos moleculares
destes isolados, como o ora apresentado, poderiam contribuir para elucidar as razdes destas
falhas.

Embora a situa¢do da raiva humana seja controlada na regido sul do pais hd muito
tempo, deve-se ressaltar que, pelo fato da doenga apresentar um ciclo silvestre, sua
erradicagdo torna-se praticamente impossivel e medidas de controle devem ser constantes,
de modo a evitar a re-introdu¢do do ciclo urbano da doenga em éreas indenes.

Um exemplo disto ¢ a ocorréncia, ap6s 11 anos do ultimo caso registrado, de um
novo caso de raiva felina no Estado do Rio Grande do Sul. A tipificacdo da amostra provou
ser um caso de raiva de origem silvestre, oriundo de morcegos vampiros (SCHAEFER,
CALDAS, SCHMIDT et al. 2002). Estes animais, nos ultimos anos, foram um dos
principais causadores de mortes humanas nas Américas, com numeros de casos inferiores
apenas aos causados por caes (FAVI et al. 2002).

A andlise da regido 5" do gene da nucleoproteina das amostras de Santa Catarina
incluidas no presente estudo, revelou um padrdo bastante conservado entre as amostras,

sendo todas agrupadas dentro do gendtipo 1.
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Embora este estudo tenha sido bastante restrito em relacdo ao nimero e origem das
amostras, os resultados obtidos permitem supor que as vacinas, atualmente em uso, devem
ser eficazes na inducdo de resposta imune protetora contra estes isolados. Estudos
complementares, incluindo a tipificacdo da glicoproteina, sdo, no entanto, fundamentais
para um completo entendimento da eficacia ou falha vacinal.

A homologia entre as seqiiéncias das amostras estudadas no presente trabalho com
seqiiéncias de amostras representativas do ciclo silvestre da raiva, previamente
caracterizados nos Estados de Sao Paulo, Tocantins, Goids, Minas Gerais indicam que o
agrupamento das amostras se da ¢ modo espécie-especifico. No entanto, agrupamentos
geograficos devem ser levados em consideragdo em estudos futuros sobre a epidemiologia
molecular da raiva no Brasil, visto a grande extensao territorial brasileira e o vasto niimero
de espécies das quais o virus ja foi isolado em nosso pais.

A analise da regido ndo-codificante G-L permitiu detectar variagdes genéticas desta
regido entre as amostras estudadas, ratificando sua utilizacdo como um possivel alvo para
caracteriza¢do molecular de isolados de virus rabico.

A implementagdo da técnica de seqlienciamento automatizado e direto de produtos
de RT-PCR acrescenta mais uma ferramenta importante ao Laboratorio de Raiva do MIP,

tornando-o o primeiro laboratdrio do Brasil que realiza tais analises.
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6. CONCLUSOES
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Foi implementada a técnica de seqlienciamento automatizado direto de produtos de
RT-PCR obtidos a partir do genoma do virus rabico.

A eficiéncia da técnica de seqiienciamento automatizado de produtos purificados de
RT-PCR mostrou-se elevada (92-94%), sendo uma alternativa mais simples e
barata, quando comparada ao seqiienciamento de produtos clonados.

A andlise das seqiiéncias da extremidade 5" do gene da nucleoproteina permitiu
caracterizar as amostras de virus rabico isoladas no Estado de Santa Catarina como
pertencentes ao genotipo 1.

A andlise comparativa do gene da nucleoproteina permitiu distinguir as amostras de
virus rabico isoladas no Estado de Santa Catarina de amostras padrao de laboratorio.
A comparag¢do das amostras catarinenses, isoladas de morcegos ¢ bovinos, com
outros isolados brasileiros de virus rabico demonstrou agrupamento hospedeiro-
especifico.

O seqiienciamento da regido ndo codificante G-L permitiu a distingdo das amostras
analisadas em dois grupos distintos: um formado pelas as amostras selvagens
isoladas em Santa Catarina, e o segundo pelas amostras padrao de laboratério.

A comparagdo das seqiiéncias da regido ndo-codificante G-L com as amostras
representativas dos demais genotipos virais revelou um agrupamento genodtipo-

especifico, confirmando a identidade das amostras catarinenses dentro do genotipo

Nenhuma das amostras de virus rabico isoladas no Estado de Santa Catarina

apresentaram o sinal cldssico de parada de transcricdo (poliadenilagdo) na

extremidade 5" do gene da glicoproteina. Este dado evidencia que as amostras
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isoladas no Estado de Santa Catarina ndo seguem o modelo de pseudogene viral, e
sim, podem utilizar esta regido para codificagdo de uma glicoproteina de maior
tamanho ou ainda, esta seqiiéncia pode representar uma longa regido intergénica

ndo-codificante.
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7. PERSPECTIVAS
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Realizar o seqiienciamento completo do gene da nucleoproteina em amostras de
virus rabico isoladas no Estado de Santa Catarina, e realizar uma analise
comparativa das seqiiéncias de aminodcidos.

Padronizar a amplificacdo, via RT-PCR, do gene da glicoproteina do virus rabico,
visando a comparagdo de seqiiéncias das amostras de virus rabico isoladas no
Estado de Santa Catarina com amostras vacinais, o que poderia constituir um teste
de predigdo de eficiéncia de cobertura vacinal elicitada pelas vacinas.

Realizar os estudos de instabilidade gendmica dos genes da nucleoproteina e da
regido ndo-codificante G-L, através da comparacdo de seqiiéncias nucleotidicas,
obtidas a partir de amostras de virus submetidas a passagens ciclicas em diferentes
tipos celulares.

Realizar estudos complementares, com maior nimero de amostras € com maior
diversidade geografica possivel, objetivando obter um panorama geral das amostras

de virus rabico circulantes no Estado de Santa Catarina e no Brasil.
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