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RESUMO

No Estado de Sao Paulo, a linhagem Desmodus rotundus/Artibeus
lituratus € prevalente em bovinos e equideos na area rural, transmitida
por D. rotundus, enquanto na area urbana ela é prevalente em caes e
gatos, transmitida principalmente A. lituratus. Estudo baseado no gene N
e G do RABYV evidenciou uma possivel diferenciacdo dessa linhagem.
Com o objetivo de diferenciar a linhagem Desmodus rotundus/Artibeus
lituratus utilizando todos os genes, foram utilizadas 90 amostras positivas
para a raiva, 46 relacionadas epidemiologicamente a D. rotundus e 44 A.
lituratus, todas do Estado de S&o Paulo. Essas amostras foram
submetidas a sintese de DNAs randdmicos dupla fita, NGS, as
sequéncias foram montadas com software CLCBio e as arvores
filogenéticas foram elaboradas por ML utilizando o programa GARLI
v.0.96. Os resultados monstraram que os isolados da linhagem
Desmodus rotundus/Artibeus lituratus foram agrupados em quatro
sublinhagens filogenéticas, duas associadas ao D. rotundus e duas ao A.
lituratus. A arvore filogenética com todos os genes concatenados mostra
que a sublinhagem Artibeus 1 foi a primeira a se diferenciar, seguida da
linhagem Desmodus 1. Desmodus 2 e Artibeus 2 sdo sublinhagens
irmas, sendo as ultimas a se diferenciarem. Na analise filogenética do
gene N com isolados da América Latina, todas as sublinhagens desse
estudo tinham a mesma origem, mas diversos isolados de bovinos e D.
rotundus do Brasil e de outros paises da América foram observados nas
sublinhagens Artibeus 1 e 2. Portanto, foi possivel diferenciar a linhagem
Desmodus rotundus/Artibeus lituratus, no Estado de S&o Paulo, no
entanto seria fundamental que essa pesquisa se estendesse aos paises
da América Latina.

Palavras chaves: Raiva, Morcegos, Biologia Molecular, Sequenciamento
de Nova Geracgao



Abstract
In Sdo Paulo State, Desmodus rotundus/Artibeus lituratus lineage
(compatible with antigenic variant 3 — AgV3) of rabies virus (RABV) is
prevalent in cattle and horses in rural areas, transmitted by D. rotundus,
while in urban areas it is prevalent in dogs and cats, transmitted mainly
by A. lituratus. In order to differentiate Desmodus rotundus/Artibeus
lituratus lineage the New Generation Sequencing (NGS) RABV complete
genome was performed. This study analyzed 90 RABV isolates (46
epidemiologically related to D. rotundus and 44 to Artibeus lituratus), from
Sao Paulo State. These isolates were submitted to random ds-cDNA
synthesis and NGS, assembled with software CLCBIO and phylogenetic
trees were performed by Garli program v 0.96. The results demonstrate
that samples of lineage Desmodus rotundus/Artibeus lituratus were
grouped into four phylogenetic sub-lineages, two associated to vampire
bat and two to fruit bat. Phylogenetic tree with the five concatenated
genes shows that the lineage Artibeus 1 was first differentiate followed by
Desmodus 1. Desmodus 2 and Artibeus 2 lineages were last differentiate
and have a common ancestor. A phylogenetic analysis of the N gene was
also made with isolates from Latin America, as there are few RABV
isolates with the complete genome of RABV available in databases.
However, all sub-lineages had the same origin and several isolates from
cattle and D. rotundus from Brazil and other countries in America were
observed in sub-linages Artibeus 1 and 2. Therefore, it was possible to
differentiate the Desmodus rotundus/Artibeus lituratus strain, in the Sao
Paulo State, however, it would be essential for the analysis of all RABV

genes to be extended to Latin American countries.

Key Words: rabies, bats, molecular biology, High-Throughput Nucleotide
Sequencing
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1. INTRODUGAO

A raiva é uma doencga infecciosa de carater agudo e progressivo
que acomete o Sistema Nervoso Central (SNC) de mamiferos,
ocasionada pelo virus da raiva (RABV). Este virus esta presente na
saliva de animais infectados, sendo assim, a principal forma de
transmissao é por meio de mordedura (Acha e Szifres, 2003). Também é
considerada a doenga viral mais patogénica conhecida, com uma
letalidade de quase 100%. Dezenas de milhares de pessoa na Africa e
na Asia morrem de raiva por ano, principalmente por meio de mordidas
de cées raivosos (Hampson et al., 2015).

No entanto, nos paises onde a raiva encontra-se controlada, os
morcegos estao se tornado uma fonte cada vez mais comum de infec¢ao
humana (Petersen & Rupprecht, 2011). Nos Estados Unidos, de 1960 até
2018, 127 casos de raiva humana foram reportados, sendo que das
infecgbes adquiridas nos Estados Unidos, 70% foram atribuidas a
exposicao de morcegos (CDC, 2020). E no Brasil desde 2002, o numero
de casos de raiva humana transmitida por morcegos hematéfagos
excedeu a transmisséao de raiva por caes (Schneider et al., 2009).

Em consequéncias do impacto de mudancas ambientais de
origem antropogénica, como o crescimento desordenado das cidades,
houve aumento da populagdo de quirdpteros em centros urbanos e a
aquisicao de habitos sinantrépicos por esses animais (Langoni et al.,
2005; Kotait et al., 2007). A proximidade dos morcegos e humanos em
areas urbanas densamente povoadas torna o contato acidental quase
que inevitavel o que reforca a importancia desses animais na
epidemiologia da raiva (Menozzi, 2019).

Desde década de 90 os morcegos hematdfagos estao
associados a transmissdo do RABV para humanos (SVS/MS, 2020).
Atualmente, os morcegos ndo hematéfagos tém transmitido o RABV para
caes e gatos, que ocasionalmente vem transmitindo o virus para os

humanos. O Brasil foi o primeiro pais a registrar transmissdo secundaria,
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em que morcego transmitiu o RABV para gato e este transmitiu a
humano, e até o momento, foram registrados cinco casos nos estados de
Sé&o Paulo (2001), Paraiba (2015), Roraima (2016), Pernambuco (2017)
e Santa Catarina (2019) (SVS/MS, 2020).

No Estado de Sao Paulo a variante antigénica 2 (AgV2) do RABV
que circulava em caes nao é encontrada desde 1999 (Kotait et al., 2001).
Entretanto, casos de raiva em caes, gatos, herbivoros, animais silvestres
e humanos sao relatados no Estado de S&o Paulo e s&o resultados de
infeccdo por morcegos como veremos a seguir.

No estudo realizado por Castilho et al. (2018) no Estado de Sao
Paulo dos 24 casos positivos para raiva em cées e gatos 79,1 % (19/24)
a linhagem do RABV encontrada foi compativel com Desmodus
rotundus/Artibeus lituratus.

A linhagem genética Desmodus rotundus/Artibeus lituratus tem
sido tipicamente encontrada em morcego hematéfago Desmodus
rotundus, morcego frugivoro Artibeus lituratus, caes, gatos e herbivoros
(Castilho et al. 2018; Carnieli et al, 2009). A diferenciacdo molecular
entre as linhagens virais destas duas espécies de morcegos ainda nao
estd completamente definida (Fahl et al., 2012), sendo assim, a falta da
identificacdo do animal transmissor, ndo permite inferir qual morcego foi
a fonte de infeccdo para estes animais, portanto, mais pesquisas neste
sentido sdo necessarias. Nas regides Sul e Sudeste do Brasil, a
linhagem associada ao Desmodus rotundus e Artibeus lituratus é a mais
prevalente nos animais domésticos infectados com raiva, o que
demonstra que os morcegos s&0 0s principais transmissores da raiva
para estes animais (Rocha et al., 2017).

Para o melhor entendimento da dindmica da raiva em morcegos
foram realizados diversos estudos moleculares no Brasil. Carnieli (2009)
estudaram o surto ocasionado por morcegos hematofagos em bovinos e
equinos de S&o Paulo e sugeriram que as linhagens que circulavam
nesses herbivoros eram provenientes Desmodus rotundus e

encontravam-se altamente conservadas. Ja Macedo et al. (2010),
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caracterizaram geneticamente 50 isolados do virus da raiva de bovinos e
equinos oriundos de Sao Paulo e Minas Gerais e verificaram que as
linhagens que circulam nesses animais eram provenientes de morcegos
hematofagos, Desmodus rotundus, e a partir da analise das sequéncias
de aminoacidos da proteina N observaram ainda, que existe marcadores
genéticos que podem determinar uma possivel regionalidade embora as
regides biologicamente ativas apresentem-se conservadas dentro das
espécies ao longo do tempo e espaco.

Estudos filogenéticos baseados no gene N demostraram que os
RABV encontrados em morcegos do género Artibeus sao préximos
filogeneticamente aqueles associados aos morcegos hematofagos
Desmodus rotundus (Shoji et al., 2004), sendo todos pertencentes a uma
mesma linhagem genética do RABV (Kobayashi et al., 2005).

No entanto, para um melhor entendimento da epidemiologia,
filodindmica e evolugdo do RABV, o estudo de genomas virais completos
é imprescindivel. Segundo Mochizuki et al., 2011, as analises das
sequéncias do genoma de RABVs de amostras silvestres fornecem
informagdes uteis para a compreensdo das caracteristicas genéticas e
biolégicas de RABVs prevalentes na natureza.

Como a grande maioria dos virus RNA fita simples, o complexo
RNA polimerase RNA dependente do RABYV, constituido pelas proteinas
P e L, ndo possui atividade corretiva exunuclease 3-5'. Isto aliado a
elevada progénie e curto intervalo de geragbes do ciclo de vida do
RABV, acarreta a uma elevada taxa de mutagdo com grande
probabilidade de fixacdo das mutagdes neutras em subpopulagdes de
mutantes que se mantém replicando em menor frequéncia que a
populagado original (Master) em seus reservatorios. Quando estas
subpopulagdes de mutantes se deparam com uma mudanga repentina
de habitat, representada, por exemplo, pelos eventos de transmissao
interespécies, estas mutacdes podem ser responsaveis por uma melhor
adaptabilidade destas subpopulacbes nestes novos hospedeiros,

levando assim ao aparecimento de novas linhagens virais. Varios outros
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fatores podem estar envolvidos na geragcdo de heterogeneidade das
sequéncias de RNA do RABV, como por exemplo, duracao da infecgao,
via de transmiss&o, carga viral, resposta imunolégica do hospedeiro e
interagbes com proteinas virais (Borucki et al., 2013; Kissi et al., 1999).

A mutagao é a principal fonte de variabilidade genética, em que a
selecdo natural, a deriva genética, o fluxo genético e a recombinagao
atuam moldando a estrutura genética em todas as populagdes (Duffy et
al., 2008).

E importante entender a evolucdo dos organismos por de meio
taxas de mutagao geradas nos genomas dos organismos e relacionar ao
ritmo de mudanga evolutiva no nivel das populagdes, as quais estao
refletidas nas taxas de substituicdo de nucleotideos ao longo do tempo.
Quando estas mutagdes sdo neutras ou quase neutras, ha uma relagao
simples entre a taxa em que elas s&o geradas em um genoma (a taxa de
mutacgdo) e entdo fixadas ao nivel de populagéo (a taxa de substituicio).
Os desvios da esperada neutralidade podem revelar aspectos
fundamentais do processo evolutivo, incluindo a acado da selecao natural
e variagdes nas dinamicas de replicagao (Duffy et al., 2008).

As mutagdes sao imprescindiveis para a evolugdo dos
organismos por meio da selecdo natural, na medida em que a
variabilidade genética entre individuos pode levar ao surgimento de
diferentes fenoétipos dentro de uma populagao, os quais podem ou nao se
mostrar mais adaptados ao seu habitat (Wasik & Turner, 2013).

Muitas das caracteristicas de virus de rapida evolucéo, aqueles
com o genoma baseado em fitas simples de DNA ou RNA, como o virus
da raiva, os tornam sistemas ideais para o estudo das variagcbes das
taxas de evolugao, sendo que o grande conhecimento sobre a biologia
molecular, replicacdo e ciclos de vida de virus especificos tornam as
inferéncias relativas a integragdo dos processos evolutivos, fisiologicos e
estruturais (Duffy et al., 2008).

Portanto, a caracterizacdo molecular por meio do

sequenciamento de DNA do genoma completo de linhagens géneros
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especificas de virus da raiva mantidas por morcegos hematdfagos
Desmodus rotundus e morcegos frugivoros Artibeus lituratus é
fundamental, pois permitira o aprimoramento da vigilancia epidemiolégica

para o controle da doenga no pais.

1.1. Histoérico

A raiva € uma doencga que tem sido relatada desde o advento da
civilizagdo (Singh et al., 2017), sendo que a primeira documentagao
oficial da raiva ocorreu no cédigo de Eshnunna, na Mesopotamia, no
século XXI a.C. (Tarantola, 2017).

Democritos no século V a.C. descreveu pela primeira vez o
quadro clinico da raiva canina. Ja Aristoteles, no século IV a.C.
documentou em seu livro de Histéria Natural dos Animais, que os caes
acometidos pela raiva ficavam muito irritados e atacavam outros caes, os
quais se tornavam raivosos também. No entanto, Aristételes
desconsiderava a possibilidade do homem ser acometido pela raiva
animal. Em contrapartida, o Filésofo Plinio acreditava que a raiva que
acometia os cées poderia ser transmitida para os humanos (Villasenor,
1974; Baer, 2007).

Assim como o Filésofo Plinio, autores como Xenofontes, Virgilio,
Horacio e Ovidio, relataram em suas obras a importadncia do cdo na
transmissao da raiva para o homem. Eles acreditavam na existéncia de
um "veneno", que em latim era chamado de "virus", presente na saliva
dos animais raivosos, e que esse "veneno" ocasionava a doenga nas
pessoas (Wilkinson, 2002).

Cornelius Celsius, no século | d.C. enfatizou a importancia da
saliva dos animais na transmissdo da raiva, e considerou que outros
animais além do c&o poderiam transmitir a doenga (Koprowski, 1996).

Ja a raiva silvestre foi descrita apenas no século I1X d.C., quando

um urso raivoso saiu de um bosque, proximo ao porto de Lyon e atacou
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vinte lenhadores que tentaram mata-lo a paulada. Em consequéncia das
mordeduras, seis lenhadores desenvolveram a doenga (Bravo, 1978).

Um dos primeiros surtos decorrentes da raiva na Europa ocorreu
no século Xlll d.C. Este surto foi ocasionado por lobos raivosos que
atacaram 30 pessoas na cidade de Francdnia, as quais desenvolveram a
sintomatologia da doenca e vieram & 6bito (Baer, 2007). No século XV
d.C. a Espanha foi devastada pela raiva canina e no século XVII d.C.
espalha-se por Paris e por toda a Europa Central. Na Inglaterra, a
doencga foi reconhecida no século XVIII d.C. (Wilkinson, 2002). Ja no
século XIX d.C. a raiva adquire grandes proporgdes na Europa,
principalmente na Franga, Inglaterra e Alemanha (Baer et al.,1990).

No continente americano, a primeira referéncia feita da raiva foi
datada no século XVI pelo capitdo Fernandez de Oviedo, durante a
conquista espanhola da peninsula mexicana de Yacutan. O capitdo
espanhol relacionou a raiva com a morte de varios soldados, apds serem
mordidos por morcegos (Baer, 2007).

Na América Latina, a primeira associagdo entre morcegos
hematofagos e epizootias de raiva em animais de produgao foi em 1910,
no Brasil, mesmo ano em que ocorreu o primeiro relato de morte humana
por mordidas de morcegos hematéfagos na ilha de Trinidad. Carini
observou corpusculos de inclusdo de Negri em cérebros de bovinos
agredidos por morcegos (Carini,1911).

Embora a ocorréncia da raiva tivesse aumentado, especialmente
na Europa, inumeros progressos estavam sendo alcangados no que diz
respeito a prevencdo de mordidas por cdes em cidades europeias
(Blancou, 1994). Leis que regulamentavam a manutencao de caes pelos
proprietarios, a contencdo dos mesmos e o controle de caes errantes
estavam sendo exitosos (Tarantola, 2017).

Uma abordagem semelhante levou a eliminacdo da raiva
transmitida por caes na Dinamarca, Noruega e Suécia em 1826

(Rupprecht & Hanlon, 1997). Em uma comunicagdo de 1793, Samuel
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Bardsley, médico inglés, propés a quarentena de caes locais e
importados para “erradicar a raiva nas llhas Britanicas” (Blancou, 1994).

Vale ressaltar que durante esse periodo a compreensao da
fisiopatologia da raiva também tinha evoluido, pois em 1546, Girolamo
Fracastoro, escreveu um Tratado "A ferida incuravel", em que detalhou a
doenca desde a mordida até o O6bito do paciente. E apdés o
acompanhamento de diversos casos de raiva, o autor concluiu que a
doenca nao tinha cura, quando houvesse o aparecimento dos sinais
clinicos (Koprowski, 1996).

Na virada do século XIX-XX, a abordagem cientifica melhorou a
compreensao da fisiopatologia (Vos et al., 2011) e da epidemiologia
clinica da raiva, incluindo a imunizacdo de animais (Pearce, 2002).
Muitos trabalhos experimentais sobre a transmissdo da raiva e sua
prevengao foram realizados, incluindo o de Georg Zinke, pesquisador
alemao, que por meio da aplicagdo da saliva de cdes raivosos em
tecidos de cées sadios, prop0s a infecciosidade da saliva (Baer, 2007).

Galtier no século XIV, também realizou importante pesquisa em
que inoculou extrato de tecido nervoso de coelhos com raiva em cabras,
carneiros € em animais de laboratério, com a intencdo de induzir
protecdo imunoldgica nesses animais. E importante salientar que esses
experimentos influenciaram Louis Pasteur em suas pesquisas com a
raiva (Wilkinson, 2002).

Seguindo o modelo de pesquisa criado por Galtier, Pasteur e
seus colaboradores (1881) concluiram que a sede do virus da raiva era o
SNC e que a inoculagao intracerebral era a forma mais eficiente para a
transmissao da doenga. No ano de 1885, Pasteur conseguiu atenuar o
virus por meio de passagens seriadas em cérebros de coelhos, e
verificou que, ap0s essas passagens, o virus perdia o tropismo pelo SNC
(Ferreira, 1976).

Jacques-Joseph Grancher, pediatra, foi quem administrou por via
subcuténea as primeiras doses de vacina viva atenuada em 6 de julho de

1885, as 20h, na presenca de Louis Pasteur, que, como quimico, nao
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estava autorizado a realizar inje¢des. A primeira injecao foi derivada de
medula espinhal de um coelho inoculado que morreu de raiva em 21 de
junho, 15 dias antes (Debré, 1994). Nos 10 dias que se seguiram,
Joseph Meister recebeu 12 doses adicionais de virus atenuado e
progressivamente mais virulento, para gerar rapidamente uma resposta
imune, numa tentativa de uma “corrida” contra o tempo (Jackson, 2013;
Wasik & Murphy, 2013). Meister sobreviveu.

A pesquisa sobre o RABV em si fez avangos rapidos. Em 1903,
Adelchi Negri, médico bacteriologista italiano, descreveu a primeira
interacdo RABV-neurbénio (Kristensson et al., 1996). O RABV foi
observado pela primeira vez em microscopio eletrénico no inicio dos
anos 1960 (Almeida et al., 1962; Matsumoto,1962).

As sinteses das proteinas do RABV (mapeamento transcricional)
foram descritas por Flamand e Delagneau (1978), e os genes virais que

as codificam, sequenciados em sua totalidade (Tordo et al., 1988).

1.2. Taxonomia do virus

O RABYV pertence ao reino Riboviria, filo Negarnaviricota, subfilo
Haploviricotina, classe Monjiviricetes, ordem Mononegavirales, familia
Rhabdoviridae, género Lyssavirus (ICTV, 2020). O género Lyssavirus
possui até o momento 17 espécies distintas e uma subdivisdo em trés
filogrupos, baseando-se em propriedades genéticas, por meio de
relagdes filogenéticas (WHO, 2018; ICTV, 2020).

O filogrupo | inclui: Rabies Lyssavirus (RABV), Australian bat
lyssavirus (ABLV), Duvenhage lyssavirus (DUVV), European bat
lyssavirus-1 (EBLV-1) e 2 (EBLV-2), Aravan lyssavirus (ARAV), Khujand
lyssavirus (KHUV), Bokeloh bat lyssavirus (BBLV), Irkut lyssavirus
(IRKV), Gannoruwa bat lyssavirus (GBLV) e Taiwan bat lyssavirus
(TWBLV). O filogrupo Il inclui: Lagos bat lyssavirus (LBV), Mokola
lyssavirus (MOKV) e Shimoni bat lyssavirus (SHIBV). Os virus mais
divergentes no género, West Caucasian bat lyssavirus (WCBV), lkoma
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lyssavirus (IKOV) e Lleida bat lyssavirus (LLBV), esta classificado dentro
do filogrupo 11l (WHO, 2018; ICTV, 2020).

Das 17 espécies de Lyssavirus apresentadas, apenas o Rabies
Lyssavirus esta associado a raiva classica. As demais espécies podem
ser denominadas como virus aparentados ao virus da raiva (rabies-like
viruses) (Fauquet et al., 2007), e as espécies que provocam a doenga
em mamiferos podem ser denominadas de lissaviroses com sintomas

semelhantes a raiva classica (Hanlon et al., 2005).

1.3. Estrutura do virus

1.3.1. Morfologia do virus

O RABYV possui forma de um projétil com uma das extremidades
esféricas e outra plana, e sua particula € constituida por duas estruturas
principais, o ribonucleocapsideo ou ribonucleoproteina viral (RNP) e o
envelope viral. A RNP é composta pelo RNA gendmico associada a trés
proteinas: nucleoproteina (N), fosfoproteina (P) e large ou RNA
polimerase RNA dependente (L) (Fauquet et al., 2007). O envelope viral
€ composto por uma bicamada lipidica a qual estdo associadas as
proteinas matriz (M) e glicoproteina (G). A glicoproteina € a unica
proteina transmembranaria e se projeta para o exterior com espiculas
glicosiladas constituidas por trimeros que sobressaem da superficie do
virion com comprimento de 9 nm (Wunner et al.,, 1985). A proteina M
esta localizada na superficie interna do envelope, circundando a
ribonucleoproteina viral (Mebatsion, 2001), conforme representado na

Figura 1.
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Figura 1. Representagdo esquematica do virion da raiva. Fonte: Adaptado de Bourhy et al.
(1990).

1.3.2. Genoma viral

O RABYV apresenta um genoma nao segmentado de RNA de fita
simples, com polaridade negativa, fazendo com que o RNA viral ndo seja
infeccioso, por ndo ser capaz de ser traduzido diretamente em proteinas.
O genoma completo apresenta 11.932 nucleotideos baseado no virus
fixo Pasteur Virus (PV), os quais codificam cinco proteinas estruturais (N,
P, M, G e L) a partir dos mRNAs monocistrénicos. Os genes que
codificam estas proteinas recebem o mesmo nome das proteinas e
apresentam-se separados por quatro regides intergénicas né&o
codificantes (Wunner, 2007), que tém importante papel na regulacao da

expressao viral (Finke et al., 2000).

1.3.3. Proteinas virais

O virus da raiva possui cinco genes virais que codificam as cinco
proteinas estruturais que constituem esses virus. A proteina N é
fosforilada, composta por 450 aminoacidos (aa) e com peso molecular de
aproximadamente 57 kDa, sendo o componente mais abundante do
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RABV e a mais conservada do virus em termos de sequéncia de aa,
mesmo entre as diferentes espécies do género Lyssavirus, apesar de um
grau relativamente alto de diversidade genética ser encontrado em
algumas pequenas regides do gene N. Uma das razdes do alto nivel de
conservagao desta proteina € a sua fungdo chave na encapsidagao
especifica do RNA gendmico, protegendo o mesmo das atividades de
ribonucleases celulares e mantendo o RNA gendémico em configuragao
adequada para a transcricdo. Essa proteina também é capaz de induzir
anticorpos neutralizantes, apresentando ainda epitopos importantes para
o reconhecimento de linfécitos T (Marston et al., 2007; Wunner, 2007). A
proteina N também é a mais conservada antigenicamente e apresenta
quatro sitios antigénicos (I a 1V), localizados nos segmentos de
aminoacidos de posi¢coes 358-367 (sitio 1), 373-383 (sitio Il), 313-337
(sitio Il), e no sitio IV foram mapeadas duas regides independentes entre
0s aminoacidos: 359-366 e 375-383 (sitio 1V) (Tordo, 1996; Wunner &
Conzelmann, 2020). Isso faz com que o gene N seja um alvo ideal para o
desenvolvimento de métodos voltados ao diagndstico.

A proteina P é um polipeptidio fosforilado que contém 297 aa e
com peso molecular de 38 kDa. Esta interage com as proteinas Ne L e
acredita-se que atue como co-fator da L. A proteina P é multifuncional,
ligando-se as outras proteinas virais para auxiliar na replicagdo do
genoma viral interagindo com fatores celulares e, possivelmente, esta
associada a disseminagdo e patogénese viral, pois liga-se a dineina
intracitoplasmatica e esta envolvida no transporte axonal do virus. Esta,
por sua vez, € a menos conservada entre os Lyssavirus (Lafon & Wiktor,
1985; Mebatsion, 2001).

A proteina M é a menor proteina do virus, sendo composta de
202 aa com peso molecular de 25 kDa. Esta proteina forma uma bainha
em volta da RNP produzindo o esqueleto do virus. E também uma
proteina multifuncional, que interage com outras proteinas virais e com
os componentes das proteinas da membrana celular (Wunner, 1991).

Esta envolvida na montagem e liberacdo viral (Mebatsion, 2001),
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também é responsavel pela ligagdo do RNP viral a membrana celular da
célula hospedeira, na periferia do citoplasma celular, onde inicia o
processo de brotamento do RABV através da membrana plasmatica. O
mecanismo pelo qual a proteina M intermedeia a ligagdo do virus a
membrana celular provavelmente esta associado ao dominio rico em
prolina, localizada nos residuos 35-38, dentro de uma sequéncia
conservada de 14 aa, localizada no N-terminal da proteina (Wunner &
Conzelmann, 2020).

A (glicoproteina possui 505 aa e o peso molecular de
aproximadamente 65 kDa. Exerce a funcdo de proteina de fusdo, que
permite a entrada do virus na célula. Além disso, participa do processo
de brotamento de novos virions. Essa proteina € fundamental para a
resposta imune contra o virus da raiva, sendo responsavel pela indugao
e ligagado de anticorpos neutralizantes, principalmente por sua porgao
externa do envelope, denominada dominio antigénico ou ectodominio. A
glicoproteina também é capaz de estimular em conjunto com as
proteinas N e P, células T auxiliares e citotoxicas gerando uma resposta
imune celular. Alguns sitios de G tém sido relacionados com a
patogenicidade do virus, apresentando uma maior taxa de mutagdo. A
glicoproteina também tem importante papel na patogénese da doenca
(Wunner, 2007).

A proteina L é a maior proteina do virus, com 2.142 aa e com
peso molecular de 244 kDa, originando assim, o nome large. E
responsavel pelas atividades enzimaticas necessarias a transcricao e
replicagcédo do RNA viral (Tordo et al., 1988). Como em todos os virus de
RNA sentido negativo, a RNA polimerase associada ao virion possui um
papel essencial na infecgao viral, pois inicia a transcricdo primaria do
genoma RNA, apos a liberacdo do RNP no citoplasma da célula
hospedeira. Além de atuar nos processos enzimaticos da transcrigao, os
quais incluem a iniciagdo e elongacédo da regiao Leader +, também é
responsavel pela transcricdo de RNAs mensageiros, bem como as suas

modificagdes pods-transcricionais tais como 5' capping, metilacdo e 3'
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poliadenilagdo (Wunner & Conzelmann, 2020). Além das proteinas virais
existem o RABV é composto de quatro regides intergénicas: N/P
composta por dois nucleotideos, P/IM e M/G compostas por cinco
nucleotideos e a regido G/L varia de 19 a 28 nt, no entanto foi visto em
alguns lyssavirus a variagdo de 16 nt na regido M/G (Wunner &
Conzelmann, 2020). A descricdo do genoma viral esta esquematizada na

Figura 2.
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Figura 2. Esquema da estrutura do genoma do virus da raiva. Os genes sao separados por

regibes intergénicas variaveis. As areas ndo codantes do genoma sao constituidas pelas areas
terminais 3’ leader e 5’ trailer e as areas intergénicas.
Fonte Albertini et al. (2011).

1.4. Replicagao

Para o virus da raiva, o ciclo da replicagao viral pode ser dividido
em trés fases. A fase inicial, que inclui a adsorcéo do virion a receptores
celulares das células do hospedeiro, a sua entrada por meio da fusao
direta com a membrana plasmatica da célula hospedeira e posterior
fusdo com as membranas endossomais celulares, e o desnudamento
seguido da liberagcdo do RNP helicoidal no citoplasma celular (Schnell et
al., 2010). A fase intermediaria, que inclui a transcrigdo e replicagao do
genoma viral e sintese de proteinas. Ja a fase de maturacgao e liberagéo
engloba montagem viral e seu egresso da célula infectada (Schnell et al.,
2010), conforme ilustrado na Figura 3.

A fase inicial do ciclo de replicagdo do RABV é marcada a
interagdo da glicoproteina do envelope viral com os receptores na
superficie celular, que resulta na adsor¢cao e penetragdo do virus por
endocitose (Fauquet et al., 2005; Rodriguez et al., 2007).

Um possivel receptor, responsavel pelo processo de adsorgao e

penetracdo do virus, poderia ser o receptor acetilcolina (AChR), que é
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encontrado em jungdes neuromusculares (NMJs) (Wunner, 2007). Isto
porque, esse receptor consegue acumular particulas virais préximas as
NMJs, e dessa forma aumenta as chances dessas particulas serem
recebidas pelos terminais neuronais (Lentz et al., 1982; Lewis et al.,
2000). No entanto, pelo fato desse receptor somente ser encontrado nas
jungdes poés-sinapticas neuromusculares, € dificil considerar que esse
receptor faca parte da entrada inicial do RABV nas células hospedeiras.
No entanto, existe a hipétese que os AChRs colaboram na infeccdo dos
neurbnios adjacentes e otimizam a infecgcdo de células musculares
estriadas pelo virus da raiva (Schnell et al., 2010).

Outros receptores que podem atuar nessa fase inicial da
infeccdo é a molécula de adeséo da célula neuronal (NCAM) e o receptor
p75NTR de neurotrofismo, também chamado de receptor de baixa
afinidade para o fator de crescimento do nervo (Schnell, et al, 2010). O
NCAM esta concentrado em regides sinapticas e NMJs, e foi visto em
estudos com camundongos que tiveram o gene de codificagdo do NCAM
retirado, continuaram susceptiveis a infeccao pelo RABV, entretanto a
manifestacdo da doenca foi adiada. A partir desses dados pode-se
concluir que estes receptores ndo foram essenciais para infeccdo, mas
assim como AChR tem participagédo no processo de infeccédo (Thoulouze
et al., 1998).

Ja o receptor p75NTR é um co-receptor para a ligacédo e a
entrada do virus na célula, no entanto existem muitas duvidas se os
receptores do virus utilizados para a entrada na célula sdo os mesmos
durante a disseminagdo do mesmo entre as ceélulas (Dietzschold, 1985).
Segundo Schnell et al. (2010), provavelmente carboidratos, lipidios e
ganglisideos sao receptores para o RABV, mas as interagbes entre eles
ainda nao bem compreendidas.

Com os dados citados anteriormente, nota-se que nenhum dos
receptores para o RABV parece ser essencial para os processos de
adsorcao e penetragao do virus in vitro. No entanto, Schnell et al. (2010)

sugerem que o virus possa utilizar dois tipos de receptores diferentes
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durante a fase inicial, pois, diferencas na velocidade de adsorcédo e
espalhamento de virus de morcegos e virus vacinais em culturas
celulares corroboram com a hipétese de que diferentes receptores
podem ser usados.

Portanto, qualquer que seja o receptor celular utilizado pelo
RABV para a sua adsorcdao e fusdao com a célula hospedeira,
provavelmente nao existe apenas uma alternativa para que o virus da
raiva consiga completar o primeiro estagio do seu ciclo de vida no animal
infectado (Wunner, 2007).

Apds a ligagdo com o receptor a penetragao viral ocorre por
endocitose e pela fusdo do envelope viral com a membrana celular
(Marsh & Helenius, 1989; Whitt et al., 1991; Gaudin et al., 1992). A fusdo
do virus com a membrana endossomal é dependente e pH baixo (6,3),
envolve diversas mudancas especificas e discretas na conformacio da
glicoproteina viral. A liberacdo de RNP ocorre no citoplasma pela
pressao do endossomo (Wunner, 2007).

Na fase intermediaria para que o RABV consiga realizar a
replicacdo € necessario que ele alcance o corpo da célula neuronal
(Schnell et al., 2010). O virus da raiva recruta os mecanismos
regulatorios para otimizar a produgdo de seus componentes virais em
niveis baixos suficiente, para ndo serem reconhecidos precocemente
pelo sistema imune ou interferir nas funcdes vitais da célula hospedeira
(Schnell et al., 2010).

Quando ocorre a liberagdo do RNP, o nucleocapsideo relaxa e
forma uma hélice flexivel facilitando a sequéncia dos eventos da
replicacéo viral na célula (Iseni et al., 1998). Como o genoma RNA nao
segmentado fita simples ndo pode ser traduzido diretamente em
proteinas, o primeiro evento no processo da replicacido do RABV ¢é a sua
transcrigcdo, a qual ira produzir os RNAs mensageiros monocistronicos
das cinco proteinas (Wunner, 2007).

O processo de transcri¢cao viral no ciclo de replicacdo do RABV é

realizado por meio da interagdo do RNA viral ligado a proteina N com o
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complexo RNA polimerase RNA dependente (proteina L e cofator
proteina P) e é independente da célula hospedeira. A polimerase viral
associada ao virus inicia a transcricdo na extremidade 3' do genoma.
Este processo de transcricdo é denominado transcri¢do primaria uma vez
que utiliza o RNA liberado no citoplasma celular e nao requer proteinas
do hospedeiro, nem a sintese prévia de alguma proteina viral (Wunner,
2007; Schnell et al., 2010).

Os primeiros transcritos de RNA produzidos sao os RNA Le, que
nao se encontram com cap e poliadenilados como € visto nos RNAs
mensageiros (MRNA) que transcrevem as proteinas (Colonno &
Banerjee, 1978; Leppert et al., 1979) (Figura 3).

Os RNAs Le iniciam a sintese de mMRNA em um mecanismo de
"iniciacao parada" de transcricdo gendmica durante o movimento da RNA
polimerase pelo genoma a partir do RNA gendmico sentido negativo
(Wunner, 2007).

Os cinco mRNAs mensageiros monocistronicos (Figura 3) séo
entdo traduzidos em ordem sequencial nas proteinas virais, sendo que
durante este processo o gradiente de produgdo das proteinas segue a
ordem N>P>M>G>L (Rodriguez et al., 2007). Esse processo envolve os
ribossomos celulares, fatores de iniciacdo e elongagdo e RNA
transportadores do hospedeiro. A organizacdo e caracteristicas do
genoma do RABV séao criticas nos processos de transcrigao e replicagao
do RABV (Schnell et al.,, 2010). A sequéncia 3' UUGU-5' no RNA
genbmico no ponto 3' de cada gene identifica o inicio da sintese de
MRNA. Durante esse periodo o ponto 5' de mRNA nascente recebe um
cap pela proteina L por meio do acréscimo de 7-metil guanosina no
nucleotideo de 5' de mRNA (Testa et al., 1980).

A replicagdo do genoma é iniciada pela sintese da coépia
completa do RNA gendmico conhecido como antigenoma, o qual serve
como molde para replicagdo de RNA gendmico de sentido negativo.

Apds esse evento tanto o antigenoma quanto o genoma séo produzidos
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e encapsidados pela proteina N soluvel que esta no citoplasma
(Banerjee & Barik, 1992).

A replicacdo € dependente da sintese da proteina N que é
sintetizada pelo MRNA-N (Banerjee & Barik, 1992). O mRNA-N assim
como os mRNA virais P-M-L sdo traduzidos em ribossomos livres no
citoplasma. Enquanto o0 mRNA-G é traduzido nos ribossomos ligados ao
reticulo endoplasmatico rugoso.

A proteina G nascente é introduzida ao ser traduzida dentro do
lumen do reticulo endoplasmatico rugoso, onde monémeros de G sofrem
modificagdes em determinados residuos de asparagina por meio de
glicosilagbes e processamento de N-glicanos necessarios para a
formacgao dos trimeros funcionais das glicoproteinas que serdo expostos
na superficie da membrana das células hospedeiras. A formagao dos
trimeros de glicoproteina ocorre no complexo de golgi pela adigdo de
monossacarideos por glicosidases e glicotransferases (Wunner, 2007,
Schnell et al., 2010).

Na fase de maturacéo e liberacdo, a montagem das particulas
virais comeca com a encapsidagcao de RNA viral, a qual é iniciada
quando a proteina N é adicionada no final 5 do RNA nascente, formando
o complexo RNA-N. Esse complexo protege o RNA viral das ac¢des das
endonucleases virais. Quando as proteinas N, P e L acumuladas no
interior da célula infectada, atingem concentragbes ideais de RNA viral
ocorre a formacao do nucleocapsideo. Acredita-se que como em outros
virus da ordem Mononegavirales, a proteina P seja a responsavel por
mediar a ligagao da proteina L ao complexo RNA-N-P (Wunner, 2007).

A préxima proteina que se associa ao complexo RNP é a M.
Essa proteina multifuncional esta envolvida em varios processos
relacionados a formagao da progénie viral. Primeiramente a proteina M
coordena a mudanca no balanco dos processos de transcricdo e
replicacao viral, realizados pelo RNP viral, com aumento da replicagao
viral e diminuigao da transcricao. Esta regulacéo pode estar relacionada

com condensacgao helicoidal do RNP viral direcionada pela proteina M,
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fazendo com que a atividade da polimerase viral seja interrompida. Apos
a realizacado deste processo, a proteina M ira transportar o RNP viral
condensado até locais especificos da membrana celular onde estao
transpassados os trimeros da glicoproteina viral. A interagdo entre G
com M é importante para a estabilizacdo dos trimeros da proteina G na
superficie celular, para que dessa forma o brotamento da particula viral
seja eficiente. O brotamento ocorrera quando os virions com RNP-M
associados a membrana adquirem a camada lipidica (Wunner, 2007).
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Figura 3. Esquema ilustrativo das fases da replicagcdo do virus da raiva (RABV). 1) Interacdo da
glicoproteina do envelope viral com os receptores na superficie celular; 2) Fusdo do envelope
viral com a membrana endossomal e liberagdo da RNP; 3) Transcrigéo, replicagcéo 4) Sintese de
proteinas; 5) Sintese de cdpias adicionais do RNA gendmico; 6) Montagem das particulas virais,
brotamento e liberacdo do RABV. https://www.nature.com/articles/nrmicro.2018.11/figures/1.

1.5. Transmissao

A maioria das infeccdes pelo RABV ocorre por meio do contato
direto (corte na pele ou nas mucosas dos olhos, nariz e boca) com a
saliva ou tecidos do cérebro ou do sistema nervoso de um animal

infectado. A mordedura € a principal via de transmissao, no entanto a
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transmissao também pode ocorrer por meio de outros tipos de
exposi¢cao, como arranhdes, escoriagdes ou feridas abertas expostas a
saliva ou outro material potencialmente infeccioso de uma animal com
RABV (CDC, 2019).

Também ha casos descritos na literatura de transmissao pela via
respiratoria por meio da inalagao de aerossois contendo o virus da raiva.
Em dois casos descritos, os individuos se infectaram com o RABV apods
entrarem em uma caverna povoada densamente por morcegos
infectados nos EUA (CDC, 2019). Outros dois casos registrados foram
de individuos que se contaminaram com o virus da raiva apoés
manipularem material biolégico positivo para raiva no laboratorio, sem
adotarem as medidas de biosseguranga adequada como a utilizagao de
equipamentos de protecao individual (EPI) e a imunizagéo prévia contra
o RABV (Kotait et al., 2009). E importante ressaltar que esses casos sdo
pontuais e ndo possuem importancia epidemioldgica relevante no ciclo
da infecgao.

Outra forma de transmissao incomum do virus da raiva abordada
na literatura foi por meio de praticas sexuais com animais infectados com
o virus (Kotait et al., 2009).

Ja houve relatos na literatura de infecgao de raiva inter-humana.
Apenas dois casos registrados que ocorreram na Etiopia, o primeiro caso
a mae contraiu a doenga apds receber uma mordida no dedo pelo filho
que ja estava infectado com o virus; e 0 segundo caso foi de uma maée,
que foi beijada varias vezes na boca pelo seu filho que estava com a
doenca (Kotait et al., 2009).

A transmissao por meio de transplante de cérnea e 6rgaos como
rins, pulmdes, figado e pancreas ndo devem ser negligenciados. Esse
tipo de infecg&o ocorreu pela primeira vez em 2004 nos Estados Unidos
quando um doador (usuario de drogas e infectado com o virus da raiva
proveniente de morcego) transmitiu a doenga para mais quatro pessoas,
as quais receberam o seu figado, rim direito, rim esquerdo e um

segmento da artéria iliaca. Um quadro semelhante de transmisséo
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ocorreu na Alemanha em 2005, em que trés pessoas contrairam raiva
apos receberem o6rgaos de um mesmo doador que havia se infectado
com o virus da raiva apos ser agredido por um c&o no continente asiatico
(Kotait et al., 2009).

A manipulagao de carcacas de animais infectados com o virus da
raiva sem os devidos cuidados como a utilizacdo de EPIs e a pré-
exposicdo ao virus por meio de imunizagdo, é outra forma de
transmissdo do virus da raiva menos usual. Em Hanoi/Viethd houve
registro de dois casos de raiva humana apdés a manipulagdo das
carcagas de um cdo que havia sido atropelado e de um gato que havia
apresentado a sintomatologia da doenga por quatro dias e veio a 6bito
apos esse periodo (Kotait et al., 2009).

1.6. Ciclos de Transmissao

Segundo Acha e Szifers (2003), sdo admitidos dois ciclos de
transmissao para raiva, ciclo urbano e ciclo silvestre. No ciclo urbano o
cao € o principal reservatorio, enquanto no ciclo silvestre existem
diferentes espécies que atuam como reservatérios silvestres e
transmissores do RABV, sendo que a manutencio do virus nas espécies
pode variar conforme a regido geografica (Mattos et al., 1996).

O ciclo urbano é mantido pelos cides domésticos, o principal
transmissor dos casos de raiva humana no mundo, sendo o reservatério
de sete complexos de linhagens ao redor do planeta (Oliveira, 2014). O
carater zoonodtico da raiva é mais evidente nesse ciclo devido a
proximidade desses animais com os seres humanos (Acha e Szyfres,
2003; Belotto et al., 2005; Rodriguez et al., 2007).

Na América Latina foi observada uma reducao de 95% dos casos
de raiva humana e canina, apés a implementagcdo de programas de
controle de raiva canina e atuagédo da vigilancia. Porém, o numero de
casos de morcegos continua estavel (Escobar et al., 2015).

Ja no Brasil com a implantagdo do Programa Nacional de

Profilaxia da Raiva (PNPR) na década de 70, houve uma acentuada
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reducdo da raiva humana. O resultado das acgdes de vacinacao
antirrabica canina e felina resultaram num grande ganho para a saude
publica, permitindo que o pais saisse de um cenario de mais de 1.200
caes positivos para raiva e uma taxa de mortalidade de raiva humana por
caes de 0,014/100 mil habitantes em 1999, para um cenario de 9 casos
de raiva canina e nenhum registro de raiva humana por caes em 2018.
Durante o periodo de 2010 a 2020 apenas 38 casos de raiva humana
foram registrados, sendo que em 2014 ndo houve casos. Desses casos,
nove tiveram o cdo como animal agressor, vinte por morcegos, quatro
por primatas ndo humanos, quatro por felinos e em um deles nao foi
possivel identificar o animal agressor (SVS/MS, 2020). Vale destacar que
0s morcegos foram responsaveis por 52% dos casos de raiva humana
reportados nos ultimos 10 anos.

Segundo Kotait et al. (2007), a redugédo dos casos de raiva em
caes, alertou a vigilancia epidemiologica para as questdes da raiva
silvestre, principalmente aquelas ocasionadas por morcegos e canideos
silvestres. Portanto, o virus da raiva mantido no ciclo silvestre assumiu
grande importancia na cadeia epidemioldgica, isto porque os principais
reservatorios no Brasil (morcegos, canideos silvestres, saguis-do-tufo-
branco), possuem habitos sinantrépicos e acabam chegando a areas
urbanas e de transicdo em busca de alimentos, ja que muitas vezes tem
0 seu ambiente alterado pelo homem e acabam reintroduzindo a raiva
em animais domésticos e em humanos.

Atualmente, a maioria dos casos de morte humana no Brasil sdo
atribuidas a infecgbes de RABV ocasionadas pela transmissdo dos
morcegos hematdfagos Desmodus rotundus (SVS/MS, 2020). Na regiao
nordeste do Brasil Cerdocyon thous € o principal transmissor da raiva
para os animais domésticos (Carnieli et al., 2006, Souza et al., 2017).
Aproximadamente 40 espécies de morcegos, o Cerdocyon thous e
Callithrix jacchus, além de serem transmissores do RABV atuam com
reservatorio do virus, ou seja, em cada uma desses animais circulam

uma linhagem do RABV adaptada a espécie (Antunes et al., 2018;
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Carnieli et al., 2006; Souza et al., 2017, Favoretto et al., 2001). Vale
ressaltar que a circulagdo do RABV nos animais silvestres,
principalmente em morcegos, tem sido um grande desafio para saude
publica (Rupprecht et al., 2017; Fisher et al., 2018).

1.7. Epidemiologia

A raiva ainda representa um sério problema de saude publica,
dada sua evolugao fatal e seu elevado custo social e econbmico.
Segundo Rupprecht et al. (2002), a raiva pode ser considerada a mais
importante zoonose viral conhecida, devido seu amplo poder de
disseminagao e as consequéncias ocasionadas na saude publica e na
economia. Esta doenca esta presente em todos os continentes, com
excecado da Antartica e aproximadamente 95% dos casos ocorrem na
Asia e Africa (WHO, 2020). Desde o século XVIII existem intervengdes
de sucesso para o controle da raiva, mas apesar do aumento da
eficiéncia das vacinas e medidas profilaticas (Wallace & Blanton, 2020),
estima-se que aproximadamente 60 mil pessoas morram por causa
dessa doenga (WHO, 2020), principalmente por meio de mordidas de
cées raivosos (Hampson et al., 2015).

Ja na Europa, a raiva continua sendo considerada endémica em
muitas populagdes animais (Cliquet et al., 2014). No entanto, a raiva
canina foi progressivamente eliminada na virada do século XX em
grande parte dos paises europeus, por meio de medidas de controle de
caes, como captura e eutanasia, restricao de transito e uso de focinheira
(Pastoret et al., 2004).

Assim como na Europa os paises da América do Norte também
possuem programas de vacinagdo em caes estdo bem estabelecidos, e o
RABV mantém o seu ciclo nas espécies silvestres (Muller & Freuling,
2018; Fehlner-Gardiner, 2018).

Em diferentes regides dos EUA e Canada sdo encontradas
diferentes linhagens de RABV em animais silvestres; nos mamiferos

silvestres terrestres temos nas espécies de coiotes (Canis latrans) e em
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raposas cinzentas (Urocyon cinereoargenteus) no oeste e centro do
estado do Texas. Os guaxinins (Procyon lotor) sdo reservatorios na
regidao Sudeste e Meio-Atlantico, os gambas (Mephitis mephitis) na
Califérnia e em estados do Centro-Norte e Centro-Sul e as raposas
vermelhas (Vulpes vulpes), as raposas articas (Alopex lagopus) nos
estados de fronteira com o Canada e no Alasca (Monroe et al., 2016;
Canada, 2018). Enquanto nos morcegos a raiva é endémica em todo o
territério dos EUA, e 29 espécies de quirdpteros insetivoros de diferentes
géneros ja foram diagnosticadas positivas em 48 estados americanos
(De Serres et al., 2008; Monroe et al., 2016). No Canada dos seis casos
de raiva humana reportados de 1970 a 2007, trés deles foram
ocasionados por quirépteros (CDC, 2008; Canada, 2018).

No México a raiva silvestre também é um problema, e a raiva
canina encontra-se controlada, e o pais esta em processo de certificagcao
de area livre para raiva humana transmitida por céaes (Velasco-Villa et al.,
2017a). Diversas espécies participam do ciclo silvestre da doencga,
ocasionando mortes humanas, incluindo os “zorrillos” (Spilogale putorius
e Conepatus semistriatus), guaxinim (Procyon lotor), quati de nariz
branco (Nasua narica) e as espécies de morcegos hematéfagos
Desmodus rotundus e Diphylla ecaudata (Ortega-Pacheco & Jimenez-
Coelho, 2017). Espécies de morcegos nao hematofagos com habitos
alimentares diversos também ja foram diagnosticadas com o RABV
(Velasco-Villa et al., 2006).

Na América Latina e Caribe, a raiva encontra-se distribuida em
todos os 35 paises (Vigilato et al., 2013), entretanto foi observada uma
reducdo de 95% dos casos de raiva humana e canina, apos a
implementagao de programas de controle de raiva canina e atuagao da
vigilancia iniciados na década de 70 (OPAS, 2001). Esses programas
foram fundamentais no controle e vigilancia da raiva nos animais
domeésticos e como resultado, houve a reducao do risco de infecgcdo em
humanos. Porém, o decréscimo no numero de casos de raiva canina,

nao exclui a existéncia de regides com alto risco de transmissdo da
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doenca aos humanos, por mordeduras de caes. Sdo exemplos destas
regides: Haiti, Peru, Honduras, Republica Dominicana, Guatemala,
Bolivia e algumas regides do Brasil (Norte e Nordeste) (Vigilato et al.,
2013; Velasco-Villa et al., 2017a). Vale ressaltar que a raiva silvestre é
muito presente também nos paises da América Latina e entre as
espécies acometidas pela raiva nessas localidades temos: Cerdocyon
thous (Carnieli et al., 2006, Carnieli et al., 2008, Souza et al., 2017,
Amarilla et al., 2018) sagui do tufo branco (Callithrix jacchus) no Brasil
(Favoretto et al., 2006; Antunes et al.,, 2018), as raposas cinzentas
(Urocyon cinereoargenteus) na Coldbmbia (Paez et al.,, 2007) e o
“mangusto” (Familia Herpestidae) no Caribe e Porto Rico (Nadin-Davis et
al., 2008), e na llha de Granada (Zieger et al., 2017). No entanto outra
espécie silvestre de elevada importancia epidemiolégica na Ameérica
Latina sdo os morcegos, os D. rotundus constituem um importante
reservatorio silvestre para raiva, entretanto outros quiropteros tém
importancia na transmissdo dessa doencga (Favi et al., 2003, Oliveira et
al., 2010; Fahl et al., 2012). Aproximadamente 25% das espécies de
morcegos da Ameérica Latina ja foram confirmadas com infec¢do pelo
RABYV (Salmén-Mulanovich, 2009).

A epidemiologia da raiva no Brasil apresenta heterogeneidade
em relagdo a distribuicdo dos casos em suas regides. Entre os anos
2010-2020, a regido Nordeste foi responsavel por 52,6% (20/38) dos
casos humanos registrados no Brasil, a regido Norte 39,5% (15/38),
Regido Sudeste 2,6% (1/38) e regiao Centro-Oeste 2,6% (1/38) (Wada et
al., 2011) e a regiao Sul 2,6% (1/38) (SVS/MS, 2020).

O Estado de Sao Paulo pode ser considerado um exemplo
positivo no controle da raiva em caes e gatos. A ampla vacinagao dos
animais associada a medidas de controle de populacbes de caes e
gatos, e o trabalho constante de vigilancia epidemioldgica resultaram na
eliminacao da AgV2 circulante em cades no estado. O ultimo caso de
raiva humana transmitida por cdo foi em 1997 no municipio de

Avanhandava, interior do estado (Takaoka, 2000), e os ultimos casos de
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raiva em caes e gatos foram registrados em 1998. Entretanto casos de
raiva em caes, gatos, herbivoros, animais silvestres e humanos sao
relatados no Estado de Sido Paulo e sao resultados de infeccdo por
morcegos. O ciclo silvestre da raiva inseriu-se no meio urbano em
decorréncia da expansao da urbanizacdo e o desmatamento de florestas
em varias areas da regidao paulista, o que favorece o contato entre
morcegos, humanos e animais domeésticos (Kotait et al., 2007; Kobayashi
et al., 2007).

Kotait et al. (2001), analisaram os casos de raiva em caes e
gatos no periodo de 1998 a 2001 no Estado de Sao Paulo. Nesse
periodo ocorreram 28 casos de raiva nesses animais e desses, 22 casos
foram tipificados antigenicamente, utilizando um painel de anticorpos
monoclonais cedidos pelo CDC e 21 foram caracterizados como variante
antigénica 3 (AgV3) que circula em morcego Desmodus rotundus e no
Artibeus lituratus. Somente um caso foi caracterizado como AgV2 que
circula em caes, sendo esse o ultimo caso que ocorreu no estado, no
municipio de Guararapes em 1998.

No periodo de 2002 a 2016, foram registrados no Estado de Sao
Paulo 24 casos positivos de caes (n=8) e gatos (n=16) e em todos os
casos a tipificacdo genética ou antigénica evidenciou a transmiss&o por
morcegos, sendo que em 19 casos, a linhagem encontrada foi
compativel com Desmodus rotundus/Artibeus lituratus (Castilho et al.,
2018). Nesse mesmo periodo também foram registrados 1.061 casos de
morcegos positivos para raiva, mostrando a importancia do ciclo silvestre
na transmissao da raiva para animais domeésticos no estado (dados

Instituto Pasteur).

2. JUSTIFICATIVA

A linhagem genética Desmodus rotundus/Artibeus lituratus tem
sido tipicamente encontrada em morcego hematéfago Desmodus

rotundus, morcego frugivoro Artibeus lituratus, caes e gatos e herbivoros
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(Castilho et al. 2018; Carnieli, 2009). A diferenciagao entre as linhagens
virais destas duas espécies de morcegos ainda nao estd completamente
definida (Fahl et al., 2012), sendo assim, a falta da identificacdo do
animal transmissor, ndo permite inferir qual morcego foi a fonte de
infecgao para estes animais, portanto, mais pesquisas neste sentido séo
necessarias. A linhagem associada ao Desmodus rotundus e Artibeus
lituratus € a mais prevalente nos animais domésticos infectados com
raiva, nas regides Sul e Sudeste do Brasil (Rocha et al., 2017).

Os casos de raiva humana e animal ocasionados por morcegos
se deve ao fato de quirépteros serem os unicos mamiferos com a
habilidade de voo, o que lhes permite uma maior mobilidade, além disso
algumas espécies possuem capacidade de se adaptar ao ambiente
urbano e abrigar-se em habitagdes humanas, fato que aumenta a
probabilidade de contato com humanos e animais domésticos (Uieda et
al., 1995).

Outro fator que potencializa a importancia dos morcegos na
transmissao da raiva e consequentemente problemas na saude publica
se deve a expansao da area urbana em detrimento das areas verdes,
que favorece o contato entre morcegos, humanos e animais domésticos.
Isto potencializa o reaparecimento da raiva em areas urbanas onde
encontrava-se sob controle em animais domésticos (Kotait et al., 2007,
Kobayashi et al., 2007).

Os D. rotundus sao noctivagos, estdo bem estabelecidos em
areas rurais, normalmente se abrigam em refugios escuros, umidos e de
dificil acesso e vivem em colénias (Taddei, 1983). Esses morcegos estéo
distribuidos em toda a América Latina tropical e subtropical, desde o
norte do México até o norte da Argentina e Chile (Lee et al., 2012). Nos
anos de 2004 e 2005, nos Estado do Para e Maranhao, houve o primeiro
surto de raiva notificado no Brasil, em que esses morcegos foram os
principais transmissores de raiva humana, responsaveis por 62 casos. O
RABV desse surto foi isolado e caracterizado geneticamente como

linhagem Desmodus rotundus e antigenicamente como variante 3 (AgV3)
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que € comumente encontrada em morcegos hematéfagos (Rosa et al.,
2006; Castilho et al., 2010). Neste caso, o historico epidemiolégico de
mordeduras por morcegos hematéfagos nestas populagbes e a
identificacdo da espécie agressora n&o geraram duvidas quanto a fonte
de infeccao.

Vale ressaltar ainda, que os morcegos hematéfagos além de ser
um grande problema para saude publica também ocasionam um grande
prejuizo econdbmico para pecuaria dos paises da América Latina (Belotto
et al., 2005).

Estudos filogenéticos baseados no gene N demostraram que os
RABV encontrados em morcegos do género Artibeus sao préximos
filogeneticamente aqueles associados aos morcegos hematofagos
Desmodus rotundus (Shoji et al., 2004), sendo todos pertencentes a uma
mesma linhagem genética do RABV (Kobayashi et al., 2005).

Nos ultimos anos o género de morcego frugivoro Artibeus
lituratus, tem ganhado importancia na saude publica, pois além do
numero desses animais terem aumentado nas areas urbanas, eles
também apresentam circulando entre eles a linhagem do RABV
Desmodus rotundus /Artibeus lituratus, mantendo este ciclo
epidemiologico entre outros morcegos do seu género de maneira
independente do ciclo mantido pelo morcego hematofago. Vale salientar
que ainda ndo se sabe qual dessas duas espécies € o reservatorio
original para esta linhagem. Fahl et al. (2012) estudaram geneticamente
isolados de RABV de morcegos Desmodus rotundus e Artibeus lituratus
baseados na analise do gene G e N e verificaram uma possivel
diferenciacdo desta linhagem em relagdo a esses morcegos, porém o
numero amostral e a pouca variabilidade geografica dos isolados nao
permitem a confirmagao deste achado.

Poucos estudos no Brasil sobre caracterizagdo molecular do
RABV em morcegos do género Artibeus tém sido realizados, entretanto,
0Ss mesmos apresentam poucos isolados e sao restritos ao Estado de
Séo Paulo e Rio de Janeiro (Shoji et al., 2004; Kobayashi et al., 2007;
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Albas et al., 2011; Queiroz et al., 2012; Fahl et al., 2012; Allendorf et al.,
2012; Menozzi et al., 2017). Em outros paises neotropicais, poucos
isolados de RABV do género Artibeus tém sido caracterizados
geneticamente, como no México (Velasco-Villa et al., 2006), na Guiana
Francesa (Troupin et al., 2016) e na Colédmbia (Calderén et al., 2019),
embora estudos sobre a detecgdo do virus da raiva nesse género de
morcego tém sido descrito em diversos paises da América Latina e no
Caribe (Escobar et al., 2015).

Os morcegos Artibeus spp. sdo predominantemente frugivoros,
porém se alimentam também de flores, insetos e folhas. Esses animais
sdo encontrados em paises Neotropicais (Shoji et al., 2004; Kobayashi et
al., 2005; Velasco-Villa et al., 2006) e sdo considerados excelentes
dispersores de sementes de plantas, pelo fato de levarem alimento ao
abrigo (Zortéa, 2007). Por isso sdo importantes na natureza e protegidos
por Lei Federal ndo sendo passiveis de controle (Da Rosa et al., 2017).

O Artibeus lituratus € a espécie de morcego mais bem adaptada
a ambientes alterados e urbanos (Bredt et al., 1996), o que demostra a
importancia de estudar essa espécie para o melhor entendimento da
circulagdo do RABV nessa espécie e sua importdncia para a saude
publica. Ele € amplamente distribuido na regido Neotropical, ocorrendo
desde o México até o Norte da Argentina, Bolivia, Trinidade e Tobago,
Pequenas Antilhas, llhas Trés Marias e em todas as regides do Brasil
(Simmons, 2005). Delpietro et al. (1997) estudaram anticorpos
monoclonais (AcM) e relataram que isolados do RABV de morcegos
frugivoros Artibeus lituratus eram antigenicamente relacionados com a
variante de Desmodus rotundus.

No entanto, para um melhor entendimento da epidemiologia,
filodindmica e evolugdo do RABV nessas duas espécies de morcegos de
habitos diferentes, o estudo de genomas virais completos é
imprescindivel. No Brasil, at¢é o momento, poucos exemplares de

sequencias gendmicas de RABV estao disponiveis no GenBank.
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Assim sendo, a caracterizagcdo molecular por meio do
sequenciamento de DNA do genoma completo das linhagens especificas
do RABV mantidas por morcegos hematofagos Desmodus rotundus e
morcegos frugivoros Artibeus lituratus é fundamental para a confirmagao
da presencga dos ciclos endémicos, estudar o potencial de transmissao
interespecifica entre estes reservatérios do RABV e realizagdo de
estudos filogenéticos e evolutivos envolvendo estas provaveis
sublinhagens dentro da linhagem Desmodus rotundus/Artibeus lituratus,
pois esses morcegos estdo cada vez mais préoximos das populagdes
humanas e animais, e a compreensao da epidemiologia da raiva nestes
morcegos € imprescindivel para o conhecimento de qual deles € a fonte
de infeccdo do RABV para os animais de estimacado, para que dessa
forma possam ser estabelecidas medidas de controle efetivas para evitar
a disseminacdo do virus nas areas urbanas em que a raiva canina

encontra-se controlada.
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3. OBJETIVO

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a possibilidade da diferenciacédo entre a linhagem de
RABV  Desmodus rotundus/Artibeus lituratus e  caracteriza-la

geneticamente nestes dois reservatorios.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Caracterizar os genomas completos das linhagens de
RABV Desmodus rotundus/A. lituratus isolados de morcegos
hematéfagos Desmodus rotundus, Artibeus lituratus, caes, gatos,
bovinos e equideos.

v Descrever em relacdo aos coédons e aminoacidos as
regides de importancia biolégica conhecidas dos 5 genes e
proteinas dos RABV relacionados a linhagem Desmodus
rotundus/Artibeus lituratus.

v Realizar o estudo filogenético da linhagem Desmodus
rotundus/Artibeus lituratus.

v Avaliar a existéncia de recombinacdo entre os RABV
isolados destes dois reservatérios (Desmodus rotundus/Artibeus
lituratus.).

v' Estudar a identidade genética dos isolados de RABV, com
base no genoma completo e cada um dos genes do RABV
separadamente, entre os isolados destes dois reservatorios.

v' Estimar com base nos 5 genes concatenados do RABV o
tempo de ancestral comum mais recente (TACMR) para a

linhagem D. rotundus/ A. lituratus.

4. MATERIAL E METODOS
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4.1. Amostras

Para execucao deste trabalho foram selecionadas 90 amostras
de primeira passagem em SNC de camundongos inoculados, conforme
estabelecido na rotina de diagnostico da Segédo de Diagndstico da Raiva
do Instituto Pasteur, com quatro amostras de RABV isoladas de
Desmodus rotundus, duas de caes, duas gatos, 32 de bovinos, dez de
equideos e 40 isolados de RABV de Artibeus lituratus, previamente
caracterizadas como linhagem genética Desmodus rotundus/Artibeus
lituratus. Todas as amostras utilizadas sdo provenientes do Estado de
Sao Paulo no periodo de 2006 a 2015 (Quadro 1).
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Quadro 1. Amostras utilizadas nesse estudo com ano de isolamento, hospedeiro

e localidade.

Amostras Hospedeiro Municipio/Estado
6371/06 Equino Patrocinio Paulista/SP
5657/06 Bovino Sao Carlos/SP

10357/06 Bovino Socorro/SP

8346/06 Bovino Joanodpolis/SP

2990/06 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto/SP
3869/06 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto/SP
5283/06 Artibeus lituratus Campinas/SP

4987/06 Desmodus rotundus Ubatuba/SP

3970/06 Artibeus lituratus Piracicaba/SP

8532/06 Artibeus lituratus Campinas/SP

4548/07 Bovino Socorro/SP

5379/07 Equino Franca/SP

5730/07 Bovino Joanopolis/SP

9511/07 Bovino Pedra Bela/SP

5337/07 Artibeus lituratus Campinas/SP

6077/07 Desmodus rotundus Socorro/SP

6521/07 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto/SP
7770/07 Artibeus lituratus Assis/SP

6784/07 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto/SP
5378/07 Bovino Franca/SP

1038/08 Equino Braganca Paulista/SP
1559/08 Bovino Pedregulho/SP

6312/08 Bovino Joanopolis/SP

7191/08 Equino Pedra Bela/SP

6763/08 Bovino Sao Jodo da Boa Vista/SP
7329/08 Artibeus lituratus Piracicaba/SP

7899/08 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto/SP
3604/08 Bovino Caconde/SP

1692/09 Bovino Séo0 José do Rio Preto/SP
2429/09 Bovino Divinolandia/SP

3227/09 Bovino Sao José do Rio Pardo/SP
4731/09 Bovino Sao Jodo da Boa Vista/SP
8622/09 Bovino Ribeirdo Preto/SP

895/09 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto/SP
1110/09 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto/SP
2470/09 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto/SP
2685/09 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto/SP
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Quadro 1 (Continuagdo). Amostras utilizadas nesse estudo com ano de isolamento,
hospedeiro e localidade.

Amostras Hospedeiro Municipio/Estado
2939/09 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto/SP
218/10 Bovino Piracaia/SP
3313/10 Bovino Franca/SP
2974/10 Muar Socorro/SP
3959/10 Bovino Pedregulho/SP
6901/10 Felino Jaguariuna/SP
2656/10 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto/SP
5731/10 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto/SP
4433/10 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto/SP
1469/11 Bovino Marilia/SP
2461/11 Bovino Sao Jodo da Boa Vista/SP
2732/11 Equino Amparo/SP
6378/11 Bovino Franca/SP
4611/11 Artibeus lituratus Campinas/SP
5517/11 Artibeus lituratus Nova Odessa/SP
5845/11 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto/SP
6041/11 Artibeus lituratus Herculandia/SP
2009/11 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto/SP
732/12 Bovino Mococa/SP
763/12 Equino Amparo/SP
1881/12 Cao Ribeirdo Preto/SP
2023/12 Bovino Descalvado/SP
4338/12 Artibeus lituratus Campinas/SP
3234/12 Artibeus lituratus Campinas/SP
1505/12 Bovino Amparo/SP
25/13 Bovino Mococa/SP
113/13 Bovino Pedregulho/SP
233/13 Bovino Tambau/SP
410/13 Bovino Descalvado/SP
2149/13 Artibeus lituratus Barretos/SP
2249/13 Artibeus lituratus Campinas/SP
3247/13 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto
4495/13 Artibeus lituratus Itapira/SP
4534/1f3 Desmodus rotundus Campinas/SP
22/14 Equino Itatiba/SP

255/14 Bovino Mococa/SP
267/14 Bovino Patrocinio Paulista/SP
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Quadro 1 (Continuagdo). Amostras utilizadas nesse estudo com ano de isolamento,
hospedeiro e localidade.

Amostras Hospedeiro Municipio/Estado
3313/14 Céao Ribeirdo Preto/SP
161/14 Artibeus lituratus Campinas/SP
1410/14 Desmodus rotundus Rio Claro/SP
2258/14 Artibeus lituratus Sao José Do Rio Pardo/SP
2367/14 Artibeus lituratus Itapevi/SP

2701/14 Artibeus lituratus Mogi Guagu/SP
3235/14 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto/SP
2085/15 Equino Joandpolis/SP
1486/15 Equino Jaguariuna/SP
1382/15 Bovino ltuverava/SP
3251/15 Felino Ribeirdo Preto/SP
1613/15 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto/SP
2430/15 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto/SP
3595/15 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto/SP
4426/15 Artibeus lituratus Campinas/SP
4507/15 Artibeus lituratus Luiz Anténio/SP

4.2. Extracao de RNA

Para a extragcdo de RNA total foram utilizados 0,6g do SNC de
camundongos previamente inoculados. A extracdo de RNA total do SNC
das amostras estudas, bem como dos controles positivo (suspensao de
cérebros de camundongos inoculados com virus fixo denominado
(Challenge Virus Standard — CVS) e negativo (agua ultrapura livre de
DNAse e RNAse) foi realizada com o método do TRIzol (Invitrogen™),
conforme as instrugdes do fabricante e ressuspendidas em 50uL de agua
livre de DNAse/RNAse. Apos a extracao, o RNA total das 90 amostras foi
quantificado no equipamento Nanodrop® para realizacdo da etapa
posterior, e em seguida as amostras foram acondicionadas em freezers -

80 °C até o momento de uso.

4.3. Tratamento com DNAse e teste controle para deplegao de
RNA ribossomal do hospedeiro
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O RNA total foi tratado com DNAse | Livre RNAse 2 (2U/ul,
Ambion), seguindo as instru¢gdes do fabricante. Para realizacdo desse
tratamento foram utilizadas 6 unidades da enzima para tratar 20ug de
RNA por 40 min. a 37°C, a fim de eliminar a contaminagdo do material de
interesse (RNA viral) com DNA gendémico do hospedeiro. Apdés os 40
min., foi adicionado 150uL de agua livre de DNAse/RNAse, completando
dessa forma o volume total de 250uL, para reduzir a perda do RNA. Em
seguida foi realizado vortex e spin e adicionado 250uL de UltraPure —
Buffer Saturated Phenol (Invitrogen), sendo essa mistura centrifugada
durante 5 min. na velocidade de 12.000g. Durante a centrifugagéao foi
preparada a mistura Fenol/Cloroférmio/alcool isoamilico na proporgéao
25:24:1 (125uL de fenol, 120uL de cloroférmio e 5uL de alcool isoamilico)
e foram distribuidos 250uL dessa mistura em um tubo de 1,5mL. Apds a
centrifugacgéao foi retirado 250uL da suspensao e foi acrescentado 250uL
da mistura Fenol/Cloroférmio/ alcool isoamilico. Apds esse procedimento
a suspensao foi levemente agitada e centrifugada durante 5 min. na
velocidade de 12.000g. Durante a centrifugacao foi preparada a mistura
cloroférmio/alcool isoamilico na proporgao 24:1 e distribuida em tubos de
1,5mL. Apds a centrifugacao foi transferido 250uL da suspenséao para a
mistura preparada acima. Em seguida as amostras foram agitadas e
centrifugadas por mais 5 min. na velocidade 12.000g. Apos
centrifugacgao, foi preparado tubos de 0,5mL com 25ulL de acetato de
sédio 3M, e foi adicionado 250uL da suspensao da amostra, seguido de
vortex e spin e por ultimo foi adicionado 250uL de isopropanol. Logo
apos foi realizado vortex e spin e essa mistura ficou 1 hora no freezer (-
20°C). Apos esse periodo, essa mistura foi centrifugada durante 15 min.
a 12.000g, a 4°C. Apds a centrifugacao foi formado um pellet e o
sobrenadante foi descartado e adicionado 500uL de etanol 70%, em
seguida a amostra foi submetida a vértex e centrifugada por 5 min. a
12.000g. Foi descartado o sobrenadante e adicionado novamente 500uL
de etanol 70%, e novamente submetida a vértex e centrifugagcédo por 5
min. a 12.000g. Apos evaporagédo do etanol em temperatura ambiente
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(até o pellet ficar transparente) as amostras foram ressuspendidas em
40uL de Nuclease Free Water (Promega), submetidas a vortex e
colocados no termobloco a 55°C durante 10 min. Apods esse
procedimento foi dado spin (centrifugacdo breve) e as amostras foram
quantificadas no equipamento Nanodrop® para que uma concentracao
de 200ng/uL do RNA tratado seja adicionado na etapa seguinte.

Para avaliar a eficiéncia do tratamento do RNA com DNAse foi
realizado um teste controle, que consiste em uma reagcdo de PCR
simples direcionada ao gene MLH1 de murino, utilizando os primers
senso - 5 GATGCTTGCAGACTATTTCTC 3' e antisenso - 5
GGTAATCCAATCAGGTTCCC 3', seguindo o protocolo desenvolvido in
house no Centro de Oncologia Molecular do Hospital Sirio Libanés,
conforme descrito a seguir. Como molde para a reacdo de PCR foi
utilizado 200ng/uL do RNA tratado. Como controles positivos da reagao
foram utilizados dois RNAs de amostras ndo tratadas e uma amostra de
DNA extraida de camundongo, enquanto, como controle negativo, foi
utilizada Nuclease free water (Promega). A reacédo foi realizada em
presenga de tampao 10X, 1,5mM de MgClz, 0,05mM de dNTPs, 0,1uM
de cada primer e 1 unidade de Taq Platinum DNA polimerase
(Invitrogen). A reagao consistiu em 35 ciclos, seguindo a sequéncia de
denaturagao a 95°C por 60 segundos, anelamento a 60°C por 1 min. e
extensdao a 72°C por 1 min. Apds a reagao todas as amostras foram
submetidas a um gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata. Caso
o RNA esteja livre de DNA gendmico, sera observada uma banda de
60pb, por outro lado, caso o material esteja contaminado com DNA

gendmico, sera amplificado um fragmento de 625pb.

4.4. Deplecao de RNA ribossomal do hospedeiro

Apos a avaliagdo da eficiéncia do tratamento do RNA com
DNAse, foi realizada a deplecdo do RNA ribossomal do hospedeiro
utilizando o RiboMinus Eukaryote Kit (Invitrogen), seguindo as instrugdes

do fabricante. Primeiramente foi calculado o volume de amostra para
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quantidade de 10ug. Apds a adicdo do RNA das amostras no tubo, foi
adicionado 10uL de Ribominus Eukaryote Probe e 100uL do
Hybridization Buffer seguido de voértex e spin. Apos esse processo a
amostra foi colocada no termobloco a 72°C durante 5 min. Em seguida,
as amostras foram colocadas a temperatura de 37°C durante 30 min.
Durante o tempo que a amostra permaneceu no termobloco foi realizado
o preparo das Magnetic beads. Em um tubo de 1,5mL identificado com o
numero da amostra foi adicionado 750uL de Magnetic beads seguido de
spin em cada tubo. Apds esse procedimento os tubos foram colocados
na estante magnética (DynaMagTM -2 — Invitrogen) durante 1 minuto.
Apos esse periodo foi retirado o sobrenadante (suspens&o) com ponteira
(750uL). Logo apos foi adicionado 750uL de DEPC-Treated Water
(presente no kit), seguido de vortex (fraco) e spin, e novamente os tubos
foram colocados na estante magnética durante 1 min. Foi repetido
novamente o mesmo procedimento e apos a retirada do tubo da estante
magneética foi adicionado 750uL de Hybridization Buffer, seguido de
vortex e spin. Depois desse procedimento foram feitas duas aliquotas,
uma com 250uL e outra com 500uL, para isso foi transferido 250uL do
tubo inicial para outro tubo. O tubo com 500uL apds spin, foi colocado na
estante magnética durante 1 min. Ja o tubo de 250uL foi colocado
imediatamente no termobloco a 37°C até o préximo passo. No tubo com
500uL ap6és o periodo na estante magnética, foi descartado o
sobrenadante ainda na estante magnética, e em seguida foi retirado os
tubos da estante magnética, adicionado 200uL de Hybridization Buffer, e
os tubos foram submetidos a spin e mantidos a 37°C até o uso.

Apds os 30 min. que o RNA estava hibridizando com a sonda no
termobloco, o volume de 120uL do tubo que continha o RNA foi
transferido para o tubo com 500uL, seguido de vortex (fraco) e spin.
Esses tubos permaneceram durante 15 min. no termobloco a 37°C, e a
cada 5 min. essas amostras foram agitadas. Ja o tubo com 250uL (que
estava a 37°) foi colocado durante 1 min. na estante magnética e em

seguida foi descartado o sobrenadante (250uL) com ponteira ainda na
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raque magnética. Todo o conteudo do tubo (500uL) foi submetido ao
tubo de 250uL. Apds esse procedimento foi dado vértex (fraco) e spin e
os tubos ficaram durante 15 min. a 37°C e cada 5 min. os mesmos foram
agitados. Em seguida os tubos foram colocados na estante magnética
durante 1 min. e apds esse tempo, a suspensao (320ulL) foi retirada e
colocada em um novo tubo ja previamente identificado de 2mL. Todo
esse processo foi realizado para a retirada do RNA ribossomal do
hospedeiro nas amostras.

Apos deplecao do RNA ribossomal do hospedeiro, as amostras
foram concentradas com o uso de colunas de enriquecimento contidas
no RiboMinus Concentration Module (Invitrogen), seguindo as instrugbes
do fabricante. Para isso foi adicionado na suspensao de cada amostra
300uL de Binding Buffer L3, seguido de vortex e spin. Em seguida, foi
adicionado 900uL de etanol, seguido de voértex e spin. Apds esse
procedimento foi feita a identificacdo dos tubos das colunas presentes no
kit e as colunas foram colocadas dentro desses tubos e foram
adicionados 800uL dessa mistura e centrifugadas a 12.000g durante 1
min. a temperatura ambiente. Em seguida, foi descartado o conteudo que
passou pela coluna e foram adicionados mais 800uL da suspensao na
coluna que foi novamente centrifugada a 12.000g por mais 1 min. O
conteudo foi novamente descartado e foi adicionado 600uL Wash Buffer
(W5) nas colunas e foram centrifugadas novamente a 12000g durante 1
min., seguido de uma nova centrifugagdo por mais 2 min. a 12.000g.
Apoés esse procedimento a coluna foi transferida para um novo tubo
(final) e foi adicionado 15uL de Nuclease free water (presente no kit) e
apos 1 min. os tubos foram centrifugados durante 1 min. a 12000g. Foi
adicionado novamente 15uL de Nuclease free water nas colunas e
repetido o procedimento. Apds o tempo de centrifugagao, os tubos foram
submetidos a vértex e spin e todas as amostras foram quantificadas
utilizando o Qubit RNA HS Assay Kit (Invitrogen) para o célculo da

concentracdo de massa adequada de RNA das amostras para serem
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utilizadas na proxima etapa. Apds a quantificacdo as amostras foram

armazenadas -80°C até a sua utilizacao.

4.5. Transcricdo reversa (RT) para obtencao de DNA
complementar (cDNA) randémico do RABV e transformacao
em DNAs randoémico fita dupla

Apo6s deplegcdo do RNA ribossomal do hospedeiro, concentragao
e quantificacdo do RNA viral do RABV, foi realizada a RT para obtengao
do cDNA randdmico e transformacdo em DNAs randdmicos fita dupla,
utilizando a Superscript Ill Reverse Transcriptase (Invitrogen) e a Klenow
Fragment, exo — (5U/uL) (Thermoscientific), respectivamente, seguindo
as instrucbes do fabricante. Para realizagdo dessa técnica foram
utilizados primers randémicos (Randon Hexamers — numero de catalogo
- SO142). Na reacao foram utilizados 2uL de primers randémicos na
concentragao de 50ng/uL (Invitrogen), 1uL de dNTPs na concentragao de
10mM (Invitrogen) e adicionado o volume de RNA correspondente a
massa de 1ug/ul de RNA da amostra, e caso necessario, foi adicionado
Nuclease free water (Promega) para completar o volume de 10uL. Apds
a adicao de todos esses reagentes, os tubos foram incubados a 65°C
durante 5 min., e em seguida colocados imediatamente no gelo durante 2
min. Depois foi adicionado em cada tubo 4uL de 5X First Strand Buffer,
1uL de DTT (0,1 M), 1uL de RnaseOUT (40u/uL) (Invitrogen) e 1uL de
SuperScript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen). Todas as amostras
foram submetidas a uma ciclagem no termociclador a 25°C durante 5
min., 50°C durante 60 min. e 70° durante 15 min. Apdés o término da
transcricdo reversa foi adicionado 1uL de RNAseH 2U (Invitrogen) em
cada amostra, e estas foram incubadas durante 20 min. a 37°C. Apds
esse processo foi adicionado 0,5uL de Klenow Fragment, exo
(Thermoscientific) em cada amostra para sintese do cDNA dupla fita, e
todas as amostras foram colocadas no termociclador a 37°C durante 60
min. e depois a 75°C durante 10 min. Apds esse processo, as amostras

foram acondicionadas -80°C até o momento de uso.
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4.6. Reacao em cadeia pela polimerase (PCR) dirigida ao gene N
do RABV - PCR controle.

Foi realizada a PCR Controle em todas as amostras para
verificagdo da transcrigdo reversa randémica dos genomas do RABV,
seguindo o protocolo descrito por Oliveira, 2014. Esta reagcao consistiu
em 2,5uL de cDNA, 2,5uL de 10X PCR Buffer, 4uL de dNTPs a 1,25 mM
(Invitrogen), 1,25uL dos primers Inicio e Nes-c, 1,25uL de Mgcl2 50nM,
12,5 uL de Nuclease free water (Promega) e 0,25uL de Taq DNA
polimerase Recombinant (Invitrogen) para um volume final de 25uL. Foi
utilizada na reagdo um controle positivo (suspensao de cérebro de
camundongo inoculado com CVS) e um controle negativo (Nuclease free
water (Promega). Apos o preparo das reagdes, as amostras foram
levadas ao termociclador e submetidas ao ciclo descrito no Quadro 2.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1% em tampao TBE 1 X (0,1M de Tris, 0,09M de acido bdrico
em 0,001M de EDTA), contendo brometo de etideo (0,45mg/mL) na
proporcdo de 7uL para cada 100mL de tampdo. Foram consideradas
positivas as amostras que resultaram em fragmentos de 360 pares de
bases (pb) para o gene N.

Em seguida as amostras foram encaminhadas ao Centro de
Oncologia Molecular do hospital Sirio Libanés (Instituicdo parceira nesse
projeto) onde foi realizado o preparo da biblioteca de DNA das amostras
e sequenciamento gendmico por Next Generation Sequencing (NGS) na
plataforma ILLUMINA MISEQ.
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Quadro 2. Ciclo da reacdo de PCR Controle dirigida ao gene N do RABV para
amplificagdo de um fragmento de 360pb.

Ciclo Temperatura (°C) Tempo
1 ciclo 94°C Denaturagao 5 min.
35ciclos 94°C Denaturacgao 45 s,
35ciclos 55°C Anelamento 45 s.
35ciclos 72°C Extensdo 2 min.
1 ciclo 72°C Extensdo 10 min.

4.7.Preparo da Biblioteca de DNA das amostras e
sequenciamento genémico por Next Generation Sequencing
(NGS) no sequenciador ILLUMINA MISEQ

4.7.1. Diluicao das amostras

Apods a diluicdo, as amostras de cDNA foram quantificadas para
a concentragédo de DNA, utilizando o Kit Qubit DNA BR (Invitrogen) e
resuspendidos em 25ul q.s.p. em agua DNAse RNAse free na
concentragao de 1 ng/ul de DNA.

4.7.2. Fragmentos, insergcdo dos adaptadores e neutralizagao

Para o preparo das bibliotecas de DNA foi usado o Kit Nextera
XT DNA library preparation, (catalogo — FC-131-1002 - lllumina),
conforme as instru¢des do fabricante. Nesta etapa o DNA foi tagmentado
(etiquetado e fragmentado), o qual simultaneamente fragmenta a
amostra de DNA e adiciona sequéncias de adaptadores em suas
extremidades, que permitirdo que estes fragmentos possam ser
amplificados por PCR nos passos subsequentes. O procedimento foi
realizado em placas de PCR de 96 pogos. Foi utilizado 1ng das amostras
ja diluidas, nas quais foram adicionados 10uL de Tagment DNA Buffer
(lumina) e 5uL de Amplicon Tagment Mix (lllumina). A placa foi
centrifugada a 280g por 1 min e depois submetida a um termociclador a
55°C por 5 minutos e incubagao a 10°C. Assim que a temperatura atingiu
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os 10°C na placa, foram adicionados 5uL de Neutralize Tagment Buffer
(lumina). A placa foi centrifugada a 280g por 1 min. e em seguida

incubada a temperatura ambiente por 5 min..

4.7.3. Amplificagcdo de DNA tagmentado

O DNA ja tagmentado foi amplificado por PCR convencional com
primers complementares aos adaptadores presentes no kit, e ao mesmo
tempo foi adicionado um par de Index (barcodes) nas extremidades de
cada amostra, permitindo sua identificagdo de acordo com o protocolo do
fabricante

Foram adicionados a placa 15uL de Nextera PCR Master Mix
(Nlumina), S5uL de Index 1 primers e 5uL de Index 2 primers. A placa foi
entdo centrifugada a 280g por 1 min. e submetida ao termociclador com
o seguinte programa: 72°C por 3 min., 95°C por 30 segundos seguido de
12 ciclos de 95°C por 10 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 30
segundos, uma extensao final a 72°C por 5 min. e incubagéo a 10°C.

4.7.4. Purificagao da Biblioteca de DNA

Nesta etapa foram utilizadas AMPure XP beads (A63881 -
Beckman Coulter) para purificar a biblioteca de DNA e realizar uma
selecdo por tamanho, removendo fragmentos curtos da populagdo de
bibliotecas.

A placa na qual estavam as bibliotecas foi centrifugada por 1
min. a 280g a 20°C. Em uma nova placa de PCR de 96 pogos foram
transferidos 50uL de cada biblioteca (uma biblioteca em cada pogo) e
adicionados 30uL de AMPure XP beads (Beckman Coulter). Apds esse
procedimento a placa foi incubada a temperatura ambiente por 5 min..

Em seguida, a placa foi colocada na estante magnética por 2
min. ou até o clareamento do sobrenadante que foi aspirado. Ainda na
estante magnética, a placa ent&o foi lavada com 200uL de etanol 80% e

incubada por 30 segundos, sendo o0 sobrenadante descartado apds esta
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etapa e o procedimento de lavagem repetido. Apos esta etapa, o
sobrenadante foi aspirado e a placa submetida a secagem por 15
minutos a temperatura ambiente ainda acoplada a placa magnética.
AplGs a secagem, a placa foi retirada da estante magnética e
foram adicionados 52,5uL de Resuspension Buffer (RSB) (lllumina) em
cada pogo, misturados 10 vezes por meio da pipetagem, a placa foi
mantida em temperatura ambiente por 2min.. A placa foi entdo colocada
novamente na estante magnética por 2min. ou até o clareamento do
sobrenadante, sendo que ao final desta etapa, 50uL de cada amostra

foram transferidos para uma nova placa de PCR de 96 pocos.

4.7.5. Normalizag¢ao das bibliotecas

Cada uma das bibliotecas foi avaliada por Bioanalyzer (High
Sensitivity - Agilent) tanto em relagdo a seu perfil de cada biblioteca
quanto a concentracdo. Cada uma das bibliotecas foi entdo diluida
manualmente a 1.5nM fazendo uso do tampao RSB (fornecido no Kkit).
Para o preparo do pool, foram usados 5uL de cada biblioteca.

4.8. Amplificagao dos clusters e sequenciamento por sintese no
sequenciador ILLUMINA MISEQ

Para o sequenciamento no equipamento MiSeq (lllumina) foi
usada concentragdo final de 17pM. Desta forma, 6.8ul, de pool de
bibliotecas foi adicionado de 6.8uL de NaOH 0.2N, e deixados a
temperatura ambiente por 5 min. A seguir, foram adicionados 587ulL de
tampé&o HT1 (MISEQ Reagent kit V2 - lllumina). Para um controle interno
da corrida, foi adicionado 5uL do DNA sintético PhiX a 20pM. O pool foi
desnaturado por 4 minutos a 96°C, colocado no gelo por 5 min. e entéo

carregado no sequenciador.

4.9. Edicao das sequéncias
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Os reads sequenciados na plataforma ILLUMINA MISEQ foram
montados no programa CLC Genomics Workbench 6, com o uso de uma
sequéncia de referéncia proveniente de um RABV isolado de um
morcego D. rotundus (GenBank KM594042.1). Estes contigs foram
estendidos por mapeamento dos reads a referéncia com 95% de
similaridade e sem abertura de gaps, sendo os mesmos avaliados
quanto a variabilidade com base no numero e qualidade de reads por
meio da funcédo Quality-based Variant Detection do programa CLC.

As sequéncias de baixa qualidade foram retiradas da analise e
os parametros utilizados foram: qualidade de base phred igual a 20,
cobertura minima de 100 leituras por sitio, e penalidade para regides
homopoliméricas (redugdo de qualidade de 30% para cada base
adicional).

A sequéncia de referéncia utilizada para a montagem dos
genomas desse estudo teve seu tamanho inferido indiretamente, pois
tratava-se de um sequenciamento de DNA a partir de uma PCR
genbmica do RABV, e por isso, as regides de anelamento dos primers
desta PCR (primer senso - 20 primeiros nucleotideos da regido Leader e
primer anti-senso - 21 ultimos nucleotideos da regiao Trailer do RABV)
foram retiradas durante a edicdo dos genomas, que tiveram seus
tamanhos finais inferidos com a soma destes 41 nucleotideos ao
tamanho das sequéncias obtidas. Sendo assim, utilizaremos nesse
estudo o mesmo algoritmo para inferir o tamanho dos genomas das
sequéncias que estiverem completas com relacdo a amostra de

referéncia.

4.10. Analise descritiva das sequéncias obtidas nesse estudo

A anadlise descritiva das sequéncias da linhagem de RABV
Desmodus rotundus/Artibeus lituratus, obtidas nesta pesquisa, foi
realizada por meio do software BioEdit v. 7.0.9.0 (Hall, 1999) usando-se
como referéncia o mesmo isolado citado no item anterior. Nessa analise

foi analisada a presenga de mutagdo e marcadores bioldgicos nos
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isolados avaliados. Foi analisado também regides de importancia
biolégica para o RABV descritas na quarta edigdo do livro Rabies
(Wunner & Conzelmann, 2020), utilizando o software BioEdit v. 7.0.9.0.
Cada regido de importéncia biolégica foi analisada manualmente

utilizando o alinhamento de cada gene do RABV.

4.11. Alinhamentos

Para a realizagdo das analises filogenéticas descritas a seguir,
foram utilizados trés alinhamentos diferentes, o primeiro alinhamento é
referente aos cinco genes do RABV concatenados e os outros dois
referentes a regides parciais no gene N.

As sequéncias foram alinhadas com o aplicativo MUSCLE por
meio do programa MEGA 7 (Kumar et al.,, 2016), em seguida o
alinhamento foi editado manualmente com o programa BioEdit v. 7.0.9.0
(Hall, 1999).

No que diz respeito as sequéncias correspondentes aos cinco
genes do RABYV, depois de alinhadas, foram retiradas todas as regides
nao codificantes dos RNAs mensageiros de cada um dos cinco genes do
RABV e suas regides intergénicas, e ap0s essa etapa, todas a regides
codificantes de cada um dos genes foram concatenadas em um unico
passo de leitura e no sentido do genoma viral (N-P-M-G-L), totalizando
10.800 nucleotideos.

Os melhores modelos de substituicdo foram selecionados com
base no valor corrigido do Akaike Information Criterion (AICc) conforme
implementado no MEGA 7.0.26.

4.12. Estimativas da taxa de substituicao de nucleotideos por
sitio, tempo para o ancestral comum mais recente (TACMR)
e estimativas de filogenia

Para estimar as taxas de substituigdo por sitio por ano e o
TACMR para a linhagem D. rotundus/ A. lituratus, foram utilizadas um

total de 84 sequéncias de todos os cinco genes do RABV concatenados,
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sendo 70 delas geradas nesse estudo e as 14 restantes recuperadas do
GenBank, utilizando-se o programa BEAST v 1.10.4.(Drummond et al.,
2012). Arvores filogenéticas com a maxima credibilidade de clados
(MCC) foram inferidas para os cinco genes concatenados do RABV
utiizando uma abordagem baseada em Markov Chain Monte Carlo
(MCMC) implementada em BEAST v.1.10.4 (Drummond et al., 2012)
empregando o modelo General Time Reversible (GTR) com taxa de
variagdo gama e uma propor¢cao de sitios invariantes (GTR+I'+l) e
relégio molecular relaxado n&o correlato, utilizando uma distribuigdo
probabilistica lognormal (Drummond et al., 2006) com o p (taxa de
substituigdo de nucleotideos) previamente estimado (Oliveira et al.,
2020). A convergéncia do MCMC foi obtida apdés 4 execugdes
independentes com 70 milhdes de geragbes cada uma, amostrando a
cada 70 mil arvores, que foram suficientes para se obter uma
amostragem apropriada da estacionariedade do MCMC que foi
inspecionada com auxilio do programa Tracer v 1.7.1 (disponivel em
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/), considerando-se suficiente quando os
tamanhos amostrais efetivos (ESS) dos parametros atingiram valores
superiores a 200.

Para testar a recuperagcdo dos mesmos agrupamentos genéticos
a partir dos cinco genes do RABV concatenados, foi gerada uma arvore
de maxima verossimilhanga utilizando o programa GARLI v 0.96 (Zwickl,
2006) que emprega um algoritmo genético estocastico para estimar
simultaneamente a melhor topologia, comprimentos de ramos e
parametros do modelo de substituicdo empregado que maximizam o
valor logaritmico da Verossimilhangca (InL), duas replicagdes
independentes foram executadas sob o modelo de substituicido General
Time Reversible (GTR) com taxa de variagdo gama e uma proporgao de
sitios invariantes (GTR+I'+l). A replicagdo com InL mais alto foi
selecionada. Com o objetivo de avaliar o suporte estatistico dos ramos
das arvores, foram empregadas mil amostragens ndo paramétricas de

bootstrap.
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Para a reconstrugao filogenética da arvore baseada em 778 nt do
gene N (nt 71 ao 848), foi utilizado o método de maxima verossimilhanca
através do software MEGA 7.0.26 (Kumar et al., 2016) com modelo
evolutivo Tamura 3 pard@metros com taxa de variagdo gama pré estimada
(T92+I') com 1000 repeticbes de bootstrap, utilizando-se o mesmo
alinhamento dos cinco genes do RABV concatenados. Para a
reconstrugao das arvores filogenéticas com 1281 nt relativos ao gene N
do RABV (nt 140 — 1420 em relagéo ao PV M13215) foram utilizadas 73
sequéncias do gene N obtidas nesse estudo e 213 sequéncias obtidas
no GenBanK, totalizando 286 sequéncias de DNA. Para esta analise foi
utilizada a arvore de maxima verossimilhanga utilizando o programa
GARLI v 0.96 (Zwickl, 2006), em que duas replicagdes independentes
foram executadas sob o modelo de substituicdo Hasegawa-Kishino-Yano
com taxa de variacdo gama (HKY + I'). A replicagdo com likelihood mais
alto foi selecionada com o objetivo de avaliar o suporte estatistico dos
ramos das arvores, foram empregadas mil amostragens nao

paramétricas de bootstrap.

4.13. Analise de Recombinagao

Para essa analise foi utilizado o alinhamento referente aos cinco
genes do RABV concatenados. A deteccdo de possiveis eventos de
recombinacdo homologa, identificacdo de sequéncias recombinantes e
localizagdo de pontos de recombinagao foram investigadas por meio dos
métodos RDP, GenConv, Chimaera, MaxChi, Bootscan, SiScan e 3Seq
implementados no programa RDP4 beta 48 (Martin et al., 2010),
utilizando-se intervalo de confianca de 95% e correcdo multipla de

Bonferroni para se evitar resultados falsos positivos.

4.14. Identidades genética e peptidica

A identidade nucleotidica e peptidica média e os valores
maximos e minimos de identidade genética intra e interclusters,
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calculadas para os cinco genes do RABV concatenados e de cada gene
separadamente (N, P, M, G e L) foram calculadas através no programa
Excel com base em matrizes de identidade de nucleotideos e
aminoacidos obtida através do programa BioEdit v. 7.0.9.0 (Hall, 1999).
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5. RESULTADOS

5.1. Extracao de RNA

Das 90 amostras extraidas, o RNA total foi quantificado em
ng/uL. As amostras apresentaram uma quantificagdo que variou de 173,7
a 2596,6 ng/uL (Quadro 3), sendo que a amostra 1881/12 nao
apresentou quantidade suficiente de RNA e foi excluida do estudo. As
demais amostras (89) apresentaram quantidade suficiente para

realizagcao da proxima etapa.
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Quadro 3. Quantificagdo em ng/uL no equipamento Nanodrop® do RNA total das 90
amostras apos a extragao do RNA.

AMOSTRAS/ANO/HOSPEDEIRO QUANTIFICAGAO ng/uL
6371/06/Equino 2573,8
5657/06/Bovino 1134,0
10357/06/Bovino 1936,3
8346/06/Bovino 1033,1
2990/06/Artibeus lituratus 1100,0
3869/06/Artibeus lituratus 821,0
5283/06/Artibeus lituratus 981,0
4987/06/Desmodus rotundus 894,0
3970/06/Artibeus lituratus 1120,9
8532/06/Artibeus lituratus 751,0
4548/07/Bovino 1962,0
5379/07/Equino 1965,5
5730/07/Bovino 749,9
9511/07/Bovino 750,7
5337/07/Artibeus lituratus 1392,5
6077/07/Desmodus rotundus 1986,7
6521/07Artibeus lituratus 753,3
7770/07/Artibeus lituratus 509,3
6784/07/Artibeus lituratus 919,2
5378/07/Bovino 2138,8
1038/08/Equino 3878,3
1559/08/Bovino 799,8
6312/08/Bovino 668,7
7191/08/Equino 856,7
6763/08/Bovino 869,9
7329/08/Artibeus lituratus 825,1
7899/08/Artibeus lituratus 979,9
3604/08/Bovino 1551,0
1692/09/Bovino 750,5
2429/09/Bovino 805,3
3227/09/Bovino 1924,8
4731/09/Bovino 1111,7
8622/09/Bovino 850,1
895/09/Artibeus lituratus 1302,3
1110/09/Artibeus lituratus 796,2
2470/09/Artibeus lituratus 1055,2
2685/09/Artibeus lituratus 770,6
2939/09/Artibeus lituratus 707,6
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Quadro 3 (Continuagao). Quantificacdo em ng/uL no equipamento Nanodrop® do RNA
total das 90 amostras apds a extragao do RNA.

AMOSTRAS/ANO/HOSPEDEIRO QUANTIFICAGAO ng/uL
218/10/Bovino 749,9
3313/10/Bovino 1020,0
2974/10/Muar 1921,1
3959/10/Bovino 1547,1
6901/10/Felino 742,7
2656/10/Artibeus lituratus 725,5
5731/10/Artibeus lituratus 580,2
4433/10/Artibeus lituratus 1136
1469/11/Bovino 868,8
2461/11/Bovino 1140,1
2732/11/Equino 1507,9
6378/11/Bovino 752,1
4611/11/Artibeus lituratus 1133,3
5517/11/Artibeus lituratus 740,5
5845/11/Artibeus lituratus 1028,5
6041/11/Artibeus lituratus 720,3
2009/11/Artibeus lituratus 2235,9
732/12/Bovino 2487,5
763/12/Bovino 595,7
1881/12/Céo 173,7
2023/12/Bovino 748,0
4338/12/Artibeus lituratus 2010,6
3234/12/Artibeus lituratus 909,5
1505/12/Bovino 2596,6
25/13/Bovino 728,6
113/13/Bovino 1100,7
233/13/Bovino 747,7
410/13/Bovino 1158,0
2149/13/Artibeus lituratus 2332,3
2249/13/Artibeus lituratus 1134,9
3247/13/Artibeus lituratus 753,3
4495/13/Artibeus lituratus 1851,7
4534/13/Desmodus rotundus 1660,3
22/14/Equino 739,2
255/14/Bovino 507,1
267/14/Bovino 749,0
3313/14/Cao 762,4
161/14/Artibeus lituratus 742,7
1410/14/Desmodus rotundus 744,0
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Quadro 3 (Continuagao). Quantificacdo em ng/uL no equipamento Nanodrop® do RNA
total das 90 amostras apds a extragao do RNA.

AMOSTRAS/ANO/HOSPEDEIRO QUANTIFICAGAO ng/uL
2258/14/Artibeus lituratus 1240,8
2367/14/Artibeus lituratus 1486,2
2701/14/Artibeus lituratus 1106,3
3235/14/Artibeus lituratus 2125,6

2085/15/Bovino 1414,9
1486/15/Equino 1170,8
1382/15/Bovino 754,5
3251/15/Felino 391,0
1613/15/Artibeus lituratus 525,4
2430/15/Artibeus lituratus 1586,1
3595/15/Artibeus lituratus 1080,7
4426/15/Artibeus lituratus 811,4
4507/15/Artibeus lituratus 1415,1

5.2. Tratamento com DNAase e teste controle para deplegao de
RNA ribossomal do hospedeiro

Apods tratamento do RNA total das amostras com DNAse | Livre
RNAse 2 (Ambion) as 89 amostras foram quantificadas e os resultados
estdo apresentados no Quadro 4. Todas as amostras apresentaram
quantidades suficientes de RNA para realizacdo do teste controle,
variando de 681,4 a 2246,9ng/uL.
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Quadro 4. Quantificagdo em ng/uL no equipamento Nanodrop® do RNA das 89
amostras apos o tratamento com a DNAse.

AMOSTRAS/ANO/HOSPEDEIRO QUANTIFICAGAO ng/uL

6371/06/Equino 950,9
5657/06/Bovino 1572,2
10357/06/Bovino 1066,6
8346/06/Bovino 1065,2
2990/06/Artibeus lituratus 893,8
3869/06/Artibeus lituratus 1505,6
5283/06/Artibeus lituratus 1697,7
4987/06/Desmodus rotundus 1320,8
3970/06/Artibeus lituratus 1881,3
8532/06/Artibeus lituratus 1474,1
4548/07/Bovino 1408,1
5379/07/Equino 2184,9
5730/07/Bovino 1466,4
9511/07/Bovino 1807,1
5337/07/Artibeus lituratus 1503,5
6077/07/Desmodus rotundus 1409,3
6521/07Artibeus lituratus 1557,4
7770/07/Artibeus lituratus 799,5
6784/07/Artibeus lituratus 1675,2
5378/07/Bovino 985,7
1038/08/Equino 1546,5
1559/08/Bovino 1588,1
6312/08/Bovino 1213,8
7191/08/Equino 1815,3
6763/08/Bovino 1607,0
7329/08/Artibeus lituratus 1885,4
7899/08/Artibeus lituratus 1695,3
3604/08/Bovino 2004,4
1692/09/Bovino 1709,9
2429/09/Bovino 1761,7
3227/09/Bovino 894,7
4731/09/Bovino 1771,6
8622/09/Bovino 1694,8
895/09/Artibeus lituratus 1623,7
1110/09/Artibeus lituratus 1945,8
2470/09/Artibeus lituratus 1838,6
2685/09/Artibeus lituratus 1762,7
2939/09/Artibeus lituratus 1373,3
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Quadro 4 (Continuagao). Quantificacdo em ng/uL no equipamento Nanodrop® do RNA
das 89 amostras apds o tratamento com a DNAse.

AMOSTRAS/ANO/HOSPEDEIRO QUANTIFICAGAO ng/uL
218/10/Bovino 1604,6
3313/10/Bovino 1898,1
2974/10/Muar 1050,8
3959/10/Bovino 1721,6
6901/10/Felino 1496,0
2656/10/Artibeus lituratus 2246,9
5731/10/Artibeus lituratus 1207,2
4433/10/Artibeus lituratus 1712,8
1469/11/Bovino 1676,2
2461/11/Bovino 1717,6
2732/11/Equino 1613,7
6378/11/Bovino 1491,6
4611/11/Artibeus lituratus 1690,7
5517/11/Artibeus lituratus 1907,3
5845/11/Artibeus lituratus 1894,7
6041/11/Artibeus lituratus 1878,2
2009/11/Artibeus lituratus 1182,6
732/12/Bovino 1892,5
763/12/Bovino 970,0
2023/12/Bovino 1595,8
4338/12/Artibeus lituratus 1813,2
3234/12/Artibeus lituratus 1996,8
1505/12/Bovino 1363,10
25/13/Bovino 1195,8
113/13/Bovino 2044,5
233/13/Bovino 2009,09
410/13/Bovino 1939,6
2149/13/Artibeus lituratus 1492,2
2249/13/Artibeus lituratus 1734,3
3247/13/Artibeus lituratus 1742,3
4495/13/Artibeus lituratus 1969,7
4534/13/Desmodus rotundus 2134,8
22/14/Equino 1351,4
255/14/Bovino 1171,2
267/14/Bovino 1846,7
3313/14/Cao 2199,2
161/14/Artibeus lituratus 1962,0
1410/14/Desmodus rotundus 2010,3
2258/14/Artibeus lituratus 1781,3
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Quadro 4 (Continuagao). Quantificacdo em ng/uL no equipamento Nanodrop® do RNA
das 89 amostras apds o tratamento com a DNAse.

AMOSTRAS/ANO/HOSPEDEIRO

QUANTIFICACAO ng/uL

2367/14/Artibeus lituratus 1722,7
2701/14/Artibeus lituratus 1482,6
3235/14/Artibeus lituratus 1268,4
2085/15/Bovino 1423,7
1486/15/Equino 1617,8
1382/15/Bovino 1717,3
3251/15/Felino 1782,2
1613/15/Artibeus lituratus 681,4
2430/15/Artibeus lituratus 1810,6
3595/15/Artibeus lituratus 1377,6
4426/15/Artibeus lituratus 1896,3
4507/15/Artibeus lituratus 1208,3

Apods quantificacao, foi realizado o teste controle para verificar se

o0 RNA das amostras estava livre de DNA gendmico. Todas as amostras

foram submetidas a um gel de poliacrilamida e foi observada uma banda

de 60pb (Figura 4), mostrando que o RNA de todas as amostras néo

continha DNA gendmico. Os controles positivos da reagdo sendo dois

RNAs de uma amostra ndo tratada e uma amostra de DNA extraida de

camundongo amplificaram um fragmento de 625pb (Figura 4). Por outro

lado, o controle negativo Nuclease free water (Promega) amplificou um

fragmento de 60pb (Figura 4).

72




Figura 4. Fotografia de gel de poliacrilamida corada com nitrato de prata, mostrando o resultado
do fragmento esperado (60pb) no tratamento com DNAse de algumas amostras (1 a 6). Legenda:
L /adder, 1 — isolado de equino (2085/15), 2 — isolado de Artibeus lituratus (4611/11), 3 — isolado
de Desmodus rotundus (4987/06), 4 — isolado de bovino (3604/08), 5 — isolado de bovino
(5378/07), 6 — isolado de bovino (1505/12), 7 — controle negativo (Nuclease free water), e
controles postivos (8 — isolado de equino sem tratamento com DNase (2085/15), 9 — isolado de
Artibeus lituratus sem tratamento com DNase, 10 — amostra de DNA extraida de camundongo).

5.3. Deplecao de RNA ribossomal do hospedeiro

Apos o procedimento para deplecdo do RNA ribossomal do
hospedeiro e concentragdo do RNA gendbmico do RABV, as amostras
foram quantificadas utilizando o Qubit RNA HS Assay Kit (Invitrogen)
para o calculo da concentragdo de massa adequada de RNA que sera
utilizada na transcrigdo reversa para obtengdo de cDNA randdémico do
RABYV e transformagdo em DNAs randdmico fita dupla. Os resultados da
quantificacdo das amostras sdo apresentados no Quadro 5. A
quantificacdo das amostras variou de 29,3 a 407ng/uL, sendo
considerada quantidade suficiente para realizacdo do teste controle para
deplecao ribossomal.
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Quadro 5. Amostras quantificadas no equipamneto Qubit apds a deplecao ribossomal.
Quantificagdo em ng/uL realizada no Qubit das 89 amostras apds deplecdo do RNA
ribossomal e concentracdo do RNA gendémico do RABV.

AMOSTRAS/ANO/HOSPEDEIRO QUANTIFICAGAO ng/uL
6371/06/Equino 120
5657/06/Bovino 110
10357/06/Bovino 130
8346/06/Bovino 140

2990/06/Artibeus lituratus 120
3869/06/Artibeus lituratus 110
5283/06/Artibeus lituratus 130
4987/06/Desmodus rotundus 130
3970/06/Artibeus lituratus 120
8532/06/Artibeus lituratus 150
4548/07/Bovino 160
5379/07/Equino 120
5730/07/Bovino 120
9511/07/Bovino 130
5337/07/Artibeus lituratus 98,2
6077/07/Desmodus rotundus 130
6521/07/Artibeus lituratus 150
7770/07/Artibeus lituratus 150
6784/07/Artibeus lituratus 180
5378/07/Bovino 211
1038/08/Equino 130
1559/08/Bovino 130
6312/08/Bovino 321
7191/08/Equino 140
6763/08/Bovino 170
7329/08/Artibeus lituratus 160
7899/08/Artibeus lituratus 180
3604/08/Bovino 258
1692/09/Bovino 180
2429/09/Bovino 190
3227/09/Bovino 130
4731/09/Bovino 150
8622/09/Bovino 180
895/09/Artibeus lituratus 150
1110/09/Artibeus lituratus 223
2470/09/Artibeus lituratus 210,3
2685/09/Artibeus lituratus 350
2939/09/Artibeus lituratus 163
218/10/Bovino 209
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Quadro 5 (Continuagdo). Amostras quantificadas no equipamento Qubit apds a
deplecéao ribossomal. Quantificagdo em ng/uL realizada no Qubit das 89 amostras apos
deplecédo do RNA ribossomal e concentragdo do RNA genémico do RABV.

AMOSTRAS/ANO/HOSPEDEIRO QUANTIFICAGAO ng/uL
3313/10/Bovino 213
2974/10/Muar 296
3959/10/Bovino 316
6901/10/Felino 307
2656/10/Artibeus lituratus 401
5731/10/Artibeus lituratus 295
4433/10/Artibeus lituratus 333
1469/11/Bovino 349
2461/11/Bovino 168
2732/11/Equino 251
6378/11/Bovino 305
4611/11/Artibeus lituratus 233
5517/11/Artibeus lituratus 242
5845/11/Artibeus lituratus 223
6041/11/Artibeus lituratus 38,8
2009/11/Artibeus lituratus 38,1
732/12/Bovino 29,3
763/12/Bovino 46,3
2023/12/Bovino 221
4338/12/Artibeus lituratus 264
3234/12/Artibeus lituratus 303
1505/12/Bovino 130
25/13/Bovino 376
113/13/Bovino 333
233/13/Bovino 282
410/13/Bovino 253,0
2149/13/Artibeus lituratus 268,0
2249/13/Artibeus lituratus 264,0
3247/13/Artibeus lituratus 333,0
4495/13/Artibeus lituratus 311,0
4534/13/Desmodus rotundus 351,0
22/14/Equino 369,0
255/14/Bovino 339,0
267/14/Bovino 362,0
3313/14/Cao 380,0
161/14/Artibeus lituratus 407,0
1410/14/Desmodus rotundus 382,0
2258/14/Artibeus lituratus 377,0
2367/14/Artibeus lituratus 276,0
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Quadro 5 (Continuagdo). Amostras quantificadas no equipamento Qubit apds a
deplecéao ribossomal. Quantificagdo em ng/uL realizada no Qubit das 89 amostras apos
deplecédo do RNA ribossomal e concentragdo do RNA genémico do RABV.

AMOSTRAS/ANO/HOSPEDEIRO QUANTIFICAGAO ng/uL
2701/14/Artibeus lituratus 373,0
3235/14/Artibeus lituratus 500,0

2085/15/Bovino 267,0
1486/15/Equino 315,0
1382/15/Bovino 262,0
3251/15/Felino 276,0
1613/15/Artibeus lituratus 170,0
2430/15/Artibeus lituratus 329,0
3595/15/Artibeus lituratus 437,0
4426/15/Artibeus lituratus 263,0
4507/15/Artibeus lituratus 267,0

5.4. Transcricdo reversa (RT) para obtencao de DNA
complementar (cDNA) randémico do RABV e transformacgao
em DNAs randoémico fita dupla

Foi realizada a transcricdo reversa para obtencdo de cDNA

randémico do RABV e transformacdao em DNAs randémico fita dupla.

5.5. Reacao em cadeia pela polimerase (PCR) dirigida ao gene N
do RABV - PCR controle.

foi realizado uma PCR (Controle) dirigida ao gene N do RABV
para verificar se ocorreu o processo de transcricdo do genoma do RABV.
Nota-se na Figura 5 que das 89 amostras que foram submetidas a
reacdo, 88 foram consideradas viaveis para a realizagcdo das préximas
etapas, ou seja, nessas amostras a transcricdo do RABV foi realizada
com sucesso, sendo amplificado na PCR Controle um fragmento
esperado de 360 pb. Apenas duas amostras nao apresentaram banda no
local esperado: a amostra 20 (1559/08) e a amostra 85 (4507/15) néo
apresentaram banda (Figura 4), entretanto, somente a amostra 20
(1559/08) foi excluida, enquanto a amostra 85 (4507/15) foi mantida no
estudo pois a auséncia de banda foi devido a constatacao de evaporagao

da amostra durante a reagcdo de PCR. Vale ressaltar que o controle
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positivo (CVS - amostra 90) apresentou um fragmento de 360pb,
enquanto o controle negativo (Nuclease free water - amostra 91) néo

amplificou conforme o esperado (Figura 5).
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Figura 5. Fotografia de gel de agarose corada com brometo de etideo, mostrando o resultado do
fragmento de 360pb direcionado ao gene N conforme esperado na reagdo da PCR Controle.
Legenda: L- ladder, do 1 ao 89 — amostras utilizadas nesse estudo, 90 — controle positivo (CVS) e
91 - controle negativo (Nuclease free water).
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5.6. Preparo da Biblioteca de DNA das amostras e
sequenciamento gendomico por Next Generation Sequencing
(NGS) no sequenciador ILLUMINA MISEQ

5.6.1. Diluicao das amostras

Foi realizado um piloto do preparo da biblioteca com quatro
amostras: 1 -6371/06, 4 - 2990/06, 6 - 5283/06 e 29 - 4731/09. As
amostras de cDNA foram quantificadas utilizando o Kit Qubit DNA BR
(Invitrogen) conforme descrito no Quadro 6. Os cDNAs foram diluidos e
foi usado 1ng de cada amostra no preparo das bibliotecas.

Ja no Quadro 7 estdo descritos os valores de concentragao de

DNA das demais amostras apés a purificagao.

Quadro 6. Amostras quantificadas no Qubit apds a diluigdo em ng/uL.

Numero AMOSTRAS c¢DNA HSL (ng/ul)
1 6371/06 10
4 2990/06 111
6 5283/06 10,7
29 4731/09 15,9
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Quadro 7. Amostras quantificadas no Qubit apds a diluicdo em ng/uL.

Numero Amostras c¢DNA HSL (ng/ul) Dilui¢do 1:10 Ing (uL) |Vol.gsp 5 (H20) Diluicdo 1:5 |1ng(ul) |Vol. qsp 5 (H20)
2 10357/06 7,25 0,725 1,4 3,6

3 8346/06 5,14 0,514 1,9 31

5 3869/06 9,43 0,943 1,1 3,9

7 4987/06 6,95 0,695 1,4 3,6

8 3970/06 9,1 0,91 1,1 39

9 8532/06 3,17 0,317 3,2 1,8

10 4548/07 1,87 - - - 0,374 2,7 2,3
11 5379/07 4,79 0,479 2,1 2,9

12 5730/07 7,07 0,707 1,4 3,6

13 9511/07 4,54 0,454 2,2 2,8

14 5337/07 8,53 0,853 1,2 3,8

15 6077/07 2,96 0,296 34 1,6

16 6521/07 2,75 0,275 3,6 1,4

17 7770/07 1,31 - - - 0,262 3,8 1,2
18 6784/07 3,28 0,328 3,0 2,0

19 1038/08 5,02 0,502 2,0 3,0

21 895/09 5,49 0,549 1,8 3,2

22 7191/08 5,04 0,504 2,0 3,0

23 6763/08 5,52 0,552 1,8 3,2

24 7329/08 2,49 0,249 4,0 1,0

25 7899/08 511 0,511 2,0 3,0

26 1692/09 4,51 0,451 2,2 2,8
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Quadro 7 (Continuagao). Amostras quantificadas no Qubit apés a diluicdo em ng/uL.

Numero Amostras c¢DNA HSL (ng/ul) Diluigdo 1:10 1ng (uL) |Vol. gsp 5 (H20) Dilui¢do 1:5 |1ng(ul) |Vol.qgsp 5 (H20)
27 2429/09 4,15 0,415 2,4 2,6
28 3227/09 5,62 0,562 1,8 3,2
30 8622/09 3,25 0,325 31 1,9
31 1110/09 4,28 0,428 2,3 2,7
32 2470/09 4,55 0,455 2,2 2,8
33 2685/09 2,58 0,258 3,9 1,1
34 2939/09 5,43 0,543 1,8 3,2
35 218/10 3,54 0,354 2,8 2,2
36 3313/10 3,7 0,37 2,7 2,3
37 2974/10 2,92 0,292 34 1,6
38 3959/10 2,9 0,29 3,4 1,6
39 6901/10 3,24 0,324 31 1,9
40 2656/10 2,04 0,204 4,9 0,1
41 5731/10 3,44 0,344 2,9 2,1
42 4433/10 2,82 0,282 3,5 1,5
43 1469/11 2,98 0,298 34 1,6
44 2461/11 5,36 0,536 1,9 3,1
45 2732/11 3,11 0,311 3,2 1,8
46 6378/11 2,18 0,218 4,6 0,4
47 4611/11 6,17 0,617 1,6 3,4
48 5517/11 5,04 0,504 2,0 3,0
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Quadro 7 (Continuagdo). Amostras quantificadas no Qubit apds a diluicdo em ng/ulL.

Numero Amostras c¢DNA HSL (ng/ul) Diluigdo 1:10 1ng (uL) |Vol. gsp 5 (H20) Dilui¢do 1:5 |1ng(ul) |Vol.qgsp 5 (H20)
49 5845/11 4,8 0,48 2,1 2,9
50 2023/12 4,79 0,479 2,1 2,9
51 4338/12 5,31 0,531 1,9 31
52 3234/12 4,72 0,472 2,1 2,9
53 1505/12 7,61 0,761 1,3 3,7
54 25/13 2,12 0,212 4,7 0,3
55 113/13 3,52 0,352 2,8 2,2
56 233/13 4,74 0,474 2,1 2,9
57 1382/15 5,14 0,514 1,9 31
58 5657/06 3,4 0,34 2,9 2,1
59 5378/07 3,87 0,387 2,6 2,4
60 6312/08 3,14 0,314 3,2 1,8
61 410/13 5,39 0,539 1,9 31
62 2149/13 2,88 0,288 3,5 1,5
63 2249/13 3,14 0,314 3,2 1,8
64 3247/13 2,52 0,252 4,0 1,0
65 4495/13 2,64 0,264 3,8 1,2
66 4534/13 2,28 0,228 4,4 0,6
67 22/14 1,14 - - - 0,228 4,4 0,6
68 255/14 2,31 0,231 4,3 0,7
69 267/14 2,07 0,207 4,8 0,2
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Quadro 7 (Continuagdo). Amostras quantificadas no Qubit apds a diluicdo em ng/uL.

Numero Amostras c¢DNA HSL (ng/ul) Diluigdo 1:10 Ing (uL) |Vol.gsp 5 (H20) Diluigdo 1:5 |1ng(ul) |Vol. qsp 5 (H20)
70 3313/14 2,01 0,201 5,0 0,0

71 161/14 1,39 - - - 0,278 3,6 1,4
72 1410/14 2,64 0,264 3,8 1,2

73 2258/14 2,23 0,223 4,5 0,5

74 2367/14 3 0,3 3,3 1,7

75 2701/14 2,22 0,222 4,5 0,5

76 3235/14 1,36 - - - 0,272 3,7 1,3
77 2085/15 3,5 0,35 2,9 2,1

78 1486/15 3,24 0,324 31 1,9

79 732/12 5,5 0,55 1,8 3,2

80 3251/15 1,46 - - - 0,292 3,4 1,6
81 1613/15 1,05 - - - 0,21 4,8 0,2
82 2430/15 2,87 0,287 3,5 1,5

83 3595/15 1,2 - - - 0,24 4,2 0,8
84 4426/15 3,96 0,396 2,5 2,5

85 4507/15 3,84 0,384 2,6 2,4

86 3604/08 2,34 0,234 4,3 0,7

87 6041/11 3,62 0,362 2,8 2,2

88 2009/11 3,42 0,342 2,9 2,1

89 763/12 2,95 0,295 34 1,6
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5.6.2. Fragmentos, inser¢ao dos adaptadores e neutralizagao

Apos a purificagdo, o DNA foi tagmentado (etiquetado e
fragmentado), o qual simultaneamente fragmenta a amostra de DNA e
adiciona sequéncias de adaptadores em suas extremidades, primeiramente
esse procedimento foi realizado com quatro amostras: 1 - 6371/06, 4 -
2990/06, 6 - 5283/06 e 29 - 4731/09, utilizadas como piloto, posteriormente

esse procedimento foi realizado com as demais amostras.

5.6.3. Amplificacao

O DNA ja tagmentado foi amplificado por PCR convencional com
primers complementares aos adaptadores, ao mesmo tempo em foi
adicionado um par de Index (barcodes) nas extremidades de cada amostra,
permitindo sua identificacdo. Primeiramente esse procedimento foi realizado
com quatro amostras: 1 - 6371/06, 4 - 2990/06, 6 - 5283/06 e 29 - 4731/09,

como parte do piloto. As demais amostras foram realizadas posteriormente.

5.6.4. Purificacao das bibliotecas de DNA

Nesta etapa foram purificadas as bibliotecas de DNA e foi realizada
uma selegao por tamanho, removendo fragmentos curtos da populagao de
bibliotecas. Primeiramente esse procedimento foi realizado com quatro
amostras: 1 - 6371/06, 4 - 2990/06, 6 - 5283/06 e 29 - 4731/09, como parte
do piloto. As demais amostras foram realizadas posteriormente.

5.6.5. Normalizagao das bibliotecas

Cada uma das bibliotecas foi avaliada por Bioanalyzer (High
Sensitivity - Agilent) tanto em relagdo a seu perfil quanto a concentragao.
Primeiramente esse procedimento foi realizado com as quatro amostras
piloto: 1 - 6371/06, 4 - 2990/06, 6 - 5283/06 e 29 - 4731/09, e o perfil da
curva, o qual representa o perfil de tamanho de pares de base das

moléculas da biblioteca est&o ilustrados na Figura 6.
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Figura 6. Perfil dos tamanhos de pares de bases das moléculas da biblioteca, amostras: 1 - 6371/06,

4 - 2990/06, 6 - 5283/06 e 29 - 4731/09 e do Ladder.

A quantificagdo de cada biblioteca foi feita individualmente pelo

Bioanalyzer, conforme o Quadro 8.

Quadro 8. Bibliotecas de cada amostra quantificadas pelo Bioanlyzer.

Nuamero pmol/I
1 6082,8
2 3607
3 3374,2
4 7033,3
5 2940,9
6 6486,8
7 2223,6
8 2424,6
9 2692,5
10 1602,1
11 4761,2
12 4411,3
13 6710,6
14 3024,6
15 3151
16 1883
18 1606,1
19 3742,8
21 2344
22 4349,5
23 2289,7
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Quadro 8 (Continuagao). Bibliotecas de cada amostra quantificadas pelo Bioanlyzer.

Numero pmol/l (1a)
24 2680,5
25 2769,4
26 3634,7
27 2412,9
28 1879,8
29 5210,5
30 3856,3
31 3375,6
32 3504,5
33 2946,9
34 4197,2
35 2696,3
36 6841,8
37 2615,2
38 3465,9
39 1568,2
40 2816,8
41 2836
42 2068,5
43 2367,3
44 4633,3
45 3817,5
46 1908
47 2952,8
48 2575
49 1961
50 1882,1
51 3377,6
52 2643,9
53 3839,2
54 1738,1
55 1954,3
56 1662,6
57 4488,9
58 2899,5
59 3476,5
60 1608,3
61 5725,9
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Quadro 8 (Continuagao). Bibliotecas de cada amostra quantificadas pelo Bioanlyzer.

Numero pmol/I
62 2830,9
63 1313,6
64 2237,1
65 1651
66 2259,5
67 4729,4
69 2742,5
71 7040,7
72 3165,3
73 3049,5
74 3471,2
75 1558,3
76 1864,6
77 3005,2
78 1789,9
79 2593,9
80 3095,4
81 3055,4
82 2811,2
83 1104,2
84 3241,7
85 2573,8
86 2240,7
87 2380,7
88 2711
89 3075,6

ApOs a avaliagdo pelo Bioanalyzer foi possivel notar que trés
amostras: 17 - 7770/07, 70 - 3313/14 e 68 - 255/14 falharam, ou seja, essas
amostras nao apresentaram moléculas amplificadas e foram excluidas do
estudo. Por isso ndo estao contidas no Quadro 8.

Posteriormente a realizacdo do teste piloto, foi realizada a
normalizagdo e agrupamento das demais amostras em um unico pool, como

ilustrado na Figura 7.
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Region table for sample 1 : _Pool Pasteur

From To  Corr. % of Average Size Conc. Molarit Co

[bp] [bp] Area Total Size distribution [pg/ply lor
[bp] inCVv[%] ] [pmol/l

170 1,300 :15.0?3 91 447 348 57362 20807 HH

200 1,000 1,046. 89 490 31.3 ssgs6 20070 M
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Figura 7. Perfil da curva do pool de todas as amostras em que o pico ficou em torno de 600pb, sendo
que o tamanho médio (considerando a area) foi de 497 pb.

Com base no perfil da curva do pool das amostras demonstrado na
Figura 4, nota-se que todas as amostras avaliadas tiveram o perfil esperado
pela biblioteca em que séo esperados fragmentos de 250 - 100pb e sem
evidéncia de dimeros, conforme descrito no Check Library Quality da Agilent

Technology.

5.7. Amplificagao dos clusters e sequenciamento por sintese no
sequenciador lllumina Miseq

Foram submetidas ao equipamento MiSeq (lllumina) 85 amostras e o

resultado das sequéncias obtidas para cada gene esta descrito no Quadro 9.

5.8. Edicao de sequéncias
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Devido ao fato da baixa cobertura obtida para algumas regides do
genoma do RABV na reacdo de sequenciamento por sintese, nao foi
possivel a realizagdo da montagem dos genomas das amostras
sequenciadas sem sequéncia referéncia (montagem de novo). Como ja dito
em material e métodos, a montagem dos contigs foi realizada com a ajuda
de uma amostra de referéncia isolada de D. rotundus e a sequéncias
completas em relagcdo a referéncia tiveram seus genomas inferidos como
explicado no item 4.9.

Ao final da edigdo foram obtidas 24 sequéncias genbmicas, 15
referentes ao reservatério Artibeus lituratus e 9 relativas ao reservatorio
Desmodus rotundus, sendo que nos dois grupos, o tamanho das sequéncias
obtidas foi de 11.920.

Foram obtidas 70 sequéncias de RABV (33 isoladas de Desmodus.
rotundus, bovinos, equinos € muar e 37 isoladas de Artibeus lituratus e
felinos) com um fragmento total de 10.800 nucleotideos contendo todos os
cinco genes do RABV concatenados no sentido do seu genoma, sem as
regides nao codificante dos RNAs mensageiros e regides intergénicas.

Com relacdo a edicdo de cada gene, foram obtidas 73 sequéncias
relativas ao gene N, 80 relativas ao gene P, 79 do gene M, 81 do gene G e
finalmente 81 sequéncias relativas ao gene L, conforme descrito no Quadro
9.
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Quadro 9. Amostras utilizadas nesse estudo com ano de isolamento, hospedeiro e

sequéncias obtidas para cada gene.

Amostra Hospedeiro GeneN | GeneP | GeneM | GeneG | Genel
6371/06 Equino o* O* O* O* O*
10357/06 Bovino o* o* o* o* o*
8346/06 Bovino o* O* O* O* o*
2990/06 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
3869/06 Artibeus lituratus O* o* o* NO** o*
5283/06 Artibeus lituratus o* o* o* 0 o*
4987/06 Desmodus rotundus o* o* o* o* o*
3970/06 Artibeus lituratus NO** o* o* o* o*
8532/06 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
4548/07 Bovino o* o* o* o* o*
5379/07 Equino NO** NO** NO** NO** NO**
5730/07 Bovino o* o* o* o* o*
9511/07 Bovino NO** o* o* o* o*
5337/07 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
6077/07 Desmodus rotundus o* o* o* o* o*
6521/07 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
6784/07 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
1038/08 Equino NO** NO** NO** NO** NO**
895/09 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
7191/08 Equino o* O* O* O* O*
6763/08 Bovino o* o* o* o* o*
7329/08 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
7899/08 Artibeus lituratus NO** O* o* O* NO**
1692/09 Bovino o* o* o* o* o}
2429/09 Bovino o* O* O* O* 0]
3227/09 Bovino o* o* o* o* 0]
4731/09 Bovino o* o* o* o* 0]
8622/09 Bovino o* O* O* Oo* o*
1110/09 Artibeus lituratus o* NO** NO** o* o*
2470/09 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
2685/09 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
2939/09 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
218/10 Bovino o* o* o* o* o*
3313/10 Bovino NO** NO** NO** O* o*
2974/10 Muar o* O* O* Oo* o*

O* Sequéncias obtidas apds o sequenciamento

NO** Sequéncias ndo obtidas
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Quadro 9 (Continuagdo). Amostras utilizadas nesse estudo com ano de isolamento,

hospedeiro e sequéncias obtidas para cada gene.

Amostra Hospedeiro GeneN | GeneP | GeneM | GeneG | Genel
3959/10 Bovino o* o* o* o* o*
6901/10 Felino o* O* Oo* O* o*
2656/10 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
5731/10 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
4433/10 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
1469/11 Bovino o* o* o* o* o*
2461/11 Bovino o* O* O* o* o*
2732/11 Equino NO** O* NO** NO** NO**
6378/11 Bovino o* o* o* o* o*
4611/11 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
5517/11 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
5845/11 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
2023/12 Bovino o* o* o* o* o*
4338/12 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
3234/12 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
1505/12 Bovino o* o* o* o* o*

25/13 Bovino o* o* o* o* o*
113/13 Bovino o* o* o* o* o*
233/13 Bovino o* o* Oo* o* o*
1382/15 Bovino NO o* o* o* o*
5657/06 Bovino o* o* o* o* o*
5378/07 Bovino NO** NO** NO** o* o*
6312/08 Bovino o* O* O* O* o*
410/13 Bovino o* o* o* o* o*
2149/13 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
2249/13 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
3247/13 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
4495/13 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
4534/13 Desmodus rotundus o* o* o* o* o*
22/14 Equino o* O* O* O* O*
267/14 Bovino NO** o* o* o* o*
161/14 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
1410/14 Desmodus rotundus o* o* o* o* o*
2258/14 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
2367/14 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
2701/14 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
3235/14 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
2085/15 Equino NO** o o 0] 0]

O* Sequéncias obtidas apds o sequenciamento

NO** Sequéncias ndo obtidas
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Quadro 9 (Continuacado). Amostras utilizadas nesse estudo com ano de isolamento,
hospedeiro e sequéncias obtidas para cada gene.

Amostra Hospedeiro GeneN | GeneP | GeneM | GeneG | Genel
1486/15 Equino o* O* Oo* O* O*
732/12 Bovino NO** 0] 0] 0] 0
3251/15 Felino o* o* o* o* o*
1613/15 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
2430/15 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
3595/15 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
4426/15 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
4507/15 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
3604/08 Bovino NO** o* o* o* o*
6041/11 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
2009/11 Artibeus lituratus o* o* o* o* o*
763/12 Equino o* o* o* o* o*

O* Sequéncias obtidas apés o sequenciamento
NO** Sequéncias ndo obtidas

5.9. Alinhamentos

As amostras sequenciadas nesse estudo apresentaram quatro
regides intergénicas do RABV: N/P com 2nt, P/M com 5nt, M/G com 5nt e
G/L com 24nt. Nao foi encontrado nos isolados do RABV a regiao
intergénica G/L com 423nt, conhecida anteriormente como pseudogene, pois
a regiao poli-A7 que marcaria o inicio do que seria o pseudogene nao existe

nas sequencias analisadas neste estudo (Figura 8).

AR R L L R R R KN RN RN AR RN R RN RRRR

Figura 8. Alinhamento das sequencias dos 70 isolados de RABV desse estudo mostrando a cauda
poli A existente na amostra PV que marca o inicio do pseudogene.
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Para todos os isolados, observou-se os seguintes tamanhos para
cada um dos cinco genes do RABV: Gene N - 1.350 nucleotideos (450
aminoacidos), Gene P - 891 nucleotideos (297 aminoacidos), Gene M - 606
nucleotideos (202 aminoacidos), Gene G - 1572 nucleotideos (524
aminoacidos) e Gene L - 6.381 nucleotideos (2.127 aminoacidos).

Na proteina L dos isolados nesse estudo foi observado um menor
numero de aa (2.127) comparado com a amostra PV (2.142), conforme
ilustrado na Figura 9.
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Figura 9. Alinhamento das sequéncias dos 70 isolados de RABV desse estudo mostrando o tamanho
menor da proteina L em relagdo a amostra PV.

Nessa pesquisa foram evidenciadas mutagdes especificas para
grupos nas proteinas P e G. E foi descrita a regi&o em que esta localizado o
pentaaminoacido QGDNQ.

Na regido em que ha interagao da proteina P com a N nas posi¢des
(69-177) e (267-297) (Chenik et al., 1994), houve também substituicoes
especificas para alguns grupos. Na posi¢cao 142 o aa. mais prevalente foi o
K, vale ressaltar que o aa. Q foi especifico para o grupo Artibeus 2. Na
posicdo 151 o aa. mais prevalente foi o R, no entanto o aa. leucina (L) foi
especifico para todo os isolados do Desmodus 1. Na posicdo 152 o aa. mais
prevalente V, enquanto o aa. | foi evidenciado no grupo Desmodus 2. Na
posicdo 154 o aa. mais prevalente foi alanina (A), sendo que o aa. metionina
(M) foi especifico para o grupo Desmodus 1. Na posi¢cdo 167 o aa. mais
prevalente foi o Q, e 0 aa. R foi evidenciado em isolado do grupo Desmodus
1. Na posicdo 295 o aa. mais prevalente foi o A, mas vale destacar que o aa
T foi evidenciado em todas os isolados do Desmodus 1. Outra regido da
proteina P que foi encontrada substituicbes grupo especifica foi o local de
interacdo com a dineina (138-172) (Rasalingham et al., 2005). Na posigéao
141 em que houve o predominio do aa. L foi evidenciado em todo Grupo do
Desmodus 1 0 aa. S. Na posi¢cao 142 o aa. K foi prevalente na maioria dos
isolados, mas o aa. Q foi especifico em todos os isolados do grupo

Desmodus 2. Na posicdo 151 houve predominio do aa. R, no entanto o aa L
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foi especifico para o grupo Desmodus 1. Na posi¢cao 154 houve predominio
do aa. A, o aa. M foi especifico para o Grupo Desmodus 1.

Na analise de regides de importancia biolégica para proteina G
temos o dominio citoplasmatico que corresponde aos ultimos 44 aa. (462-
505) (Gaudin et al.,, 1992), e foram encontradas quatro substituicoes
especificas para Grupos em quatro posicoes diferentes. Na posicdo 473 o
aa. G foi evidenciado na maioria dos isolados, no entanto somente o grupo
Desmodus 2 apresentou o0 aa. aspartato (D) em seus isolados. Na posigéo
478 o aa. E foi o mais prevalente, entretanto o aa. G foi especifico para o
Grupo Desmodus 1. Na posicao 483 houve predominio do aa. A, mas o aa.
V foi especifico para o grupo Desmodus 2. Na posigédo 504 o aa. R foi o mais
prevalente e o aa. S foi especifico para o grupo Desmodus 2. Na regido do
dominio transmembranico da proteina G (439-461), foi encontrada uma
substituicdo especifica do grupo Desmodus 2 na posi¢gao 439 em que o aa.
encontrado foi o R, enquanto os demais isolados apresentaram o aa. K.

Na analise de regides de importancia biolégica para proteina L, o
triaminoacido GDN que é considerado extremamente conservado (Wunner &
Conzelmann, 2020) e esta inserido dentro do pentaaminoacido QGDNQ
descrito por Poch et al. (1990) foi encontrado nos isolados desse estudo na
posicao 727-731, e encontrava-se conservado. Vale ressaltar que o
triaminoacido GDN também foi encontrado na posicéo 881-883.

5.10. Estimativas da taxa de substituicdo de nucleotideos por sitio,
tempo para o ancestral comum mais recente (TACMR) e
estimativas de filogenias

Nas Figuras 10, 11 e 12 temos as arvores filogenéticas de maxima
verossimilhanga e maxima credibilidade de clados obtidas a partir do
alinhamento dos cinco genes do RABV concatenados, onde observam-se 84
sequéncias de DNA, 70 oriundas desse estudo e 14 recuperadas do
GenBank. Quanto a topologia, as arvores filogenéticas de Maxima
Verossimilhanga e Maxima Credibilidade de Clados e se mostraram

idénticas e com altos valores de posterior e bootstrap respectivamente.
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Figura 10. Arvore Filogenética de maxima verossimilhanga contendo 84 sequéncias de isolados do
virus da raiva (70 desse estudo e 14 sequencias obtidas do GenBank) com 10.800 nucleotideos dos
genes N, P, M, G e L concatenados. A arvore foi construida utilizando o modelo evolutivo GTR | + G

através do software Garli 0.96.
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Figura 11. Arvore de maxima credibilidade de clados inferida a partir dos genes N-P-M-G-L
concatenados com respectivos valores de posterior obtidos para cada né. Os ramos sao calibrados de
acordo com o ano de isolamento da linhagem. A escala na parte inferior do grafico esta em anos e
pode ser usada para identificar quando ocorrem os eventos de separagéo entre a sublinhagem de
RABV D. rotundus / A. lituratus.
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Figura 12. Arvore de maxima credibilidade de clados inferida a partir dos genes N-P-M-G-L concatenados. Os ramos estéo calibrados de acordo com o ano em que
cada linhagem foi isolada. A escala na parte inferior do grafico estd em anos e pode ser usada para identificar quando ocorreram os eventos de separacgéo entre a
sublinhagem de RABV D. rotundus / A. lituratus
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De acordo com as Figuras 10, 11 e 12, observa-se duas sequéncias
do México mais externas (JQ685953.1 e JQ685936.1), ambas divergindo
anteriormente em relacdo aos demais isolados, sendo que o isolado
JQ685953.1 é o primeiro taxon a divergir do ancestral comum dessa
filogenia e devido aos resultados encontrados para identidade genética
deste isolado com relagdo a todos os outros desta analise (entre 93,7% e
94,5%), talvez este isolado possa ser considerado como pertencente a outra
linhagem mantida pelo morcego D. rotundus, sendo provavelmente um
representante de outras variantes antigénicas (Variante antigénica 5 ou 11)
as quais ja foram caracterizadas a partir de isolados de Desmodus rotundus
mexicanos (Diaz et al., 1994). De acordo com as arvores filogenéticas de
MCC, o tempo de ancestral comum mais recente (TACMR) para a linhagem
Desmodus rotundus/Artibeus lituratus (classificada antigenicamente como
Variante 3), teria ocorrido em torno de 170 anos, variando entre 107 até 237
anos com intervalo de confianga de 95% (Figura 12). A taxa média de
mutacdo estimada para todos os genes do RABV concatenados foi de
2,15E-04 substituicdes por sitio por ano, variando de 1,6E-04 a 2,6E-04 com
intervalo de confianga de 95%.

E possivel observar nas arvores obtidas a divisdo dos 84 isolados
em sete agrupamentos, com pelo menos um taxon em cada um, todos
suportados por altos valores de bootstrap e/ou posterior, sendo quatro
agrupamentos relativos as amostras utilizadas nesse estudo. Os quatro
clusters encontrados referentes aos isolados desse estudo foram
denominados arbitrariamente segundo o reservatorio mais prevalente em
cada grupo. Desta maneira, observa-se dois grupos relacionados ao
morcego hematéfago Desmodus rotundus, denominados Desmodus 1 e
Desmodus 2, e dois grupos relacionados a espécie Artibeus lituratus,
denominados Artibeus 1 e Artibeus 2, sendo que todos os quatro grupos
apresentam elevados valores de bootstrap e posterior em seus noés de

origem (Figuras 10 e 11).
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Nas arvores filogenéticas das Figuras 10, 11 e 12, observa-se que a
sublinhagem Artibeus 1 seria a mais antiga entre os representantes da
linhagem D. rotundus/A. lituratus, sendo a primeira a divergir a cerca de 100
anos, seguida da linhagem Desmodus 1, que teria divergido em torno de 80
anos.

De acordo com a filogenia obtida Figura 12, observa-se que os
grupos Desmodus 2 e Artibeus 2 sdo os ultimos a divergirem sendo grupos
irm&os, divergindo diretamente de um mesmo ancestral comum, a cerca de
70 anos. Os grupos Desmodus 1 e Artibeus 1, que apesar de também se
relacionarem mais entre si do que com 0s outros grupos, nao sSao grupos
irmaos, tendo seu ancestral comum representado por dois nds anteriores
mais internos da arvore filogenética.

No Quadro 10 esta a descricdo das 70 sequéncias com todos os
genes do virus do RABV concatenados presentes nas arvores filogenéticas
da Figuras 10, 11 e 12.
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Quadro 10. Amostras contendo todos os genes do RABV concatenados, juntamente com o

hospedeiro, localidade, sublinhagem e cédigo do GenBank.

Amostras Hospedeiro Municipio/Estado Sublinhagem Cédigo
GenBank
2990/06 | Artibeus lituratus Ribeirdo Preto Artibeus 1 MW579806
5283/06 Artibeus lituratus Campinas Artibeus 1 MW579825
4987/06 Desmodus rotundus | Ubatuba Artibeus 1 MW579824
3970/06 Artibeus lituratus Piracicaba Artibeus 1 MW579814
5337/07 | Artibeus lituratus Campinas Artibeus 1 MW579826
6521/07 | Artibeus lituratus Ribeirdo Preto Artibeus 1 MW579837
6784/07 | Artibeus lituratus Ribeirdo Preto Artibeus 1 MW579839
895/09 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto Artibeus 1 MW579785
2939/09 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto Artibeus 1 MW579804
6901/10 Felino Jaguariuna Artibeus 1 MW579840
4433/10 Artibeus lituratus Campinas Artibeus 1 MW579817
5845/11 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto Artibeus 1 MW579831
5657/06 Bovino Sao Carlos Artibeus 1 MW579828
161/14 Artibeus lituratus Campinas Artibeus 1 MW579780
3959/10 Bovino Pedregulho Desmodus 1 | MW579813
6378/11 Bovino Franca Desmodus 1 | MW579836
113/13 Bovino Pedregulho Desmodus 1 | MW579779
8532/06 | Artibeus lituratus Campinas Artibeus 2 MW579844
7329/08 | Artibeus lituratus Piracicaba Artibeus 2 MW579842
2470/09 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto Artibeus 2 MW579801
2656/10 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto Artibeus 2 MW579802
5731/10 | Artibeus lituratus Ribeirdo Preto Artibeus 2 MW579830
1469/11 Bovino Marilia Artibeus 2 MW579787
4611/11 Artibeus lituratus Campinas Artibeus 2 MW579822
5517/11 Artibeus lituratus Nova Odessa Artibeus 2 MW579827
4338/12 Artibeus lituratus Campinas Artibeus 2 MW579815
3234/12 | Artibeus lituratus Campinas Artibeus 2 MW579808
2149/13 Artibeus lituratus Barretos Artibeus 2 MW579794
2249/13 | Artibeus lituratus Campinas Artibeus 2 MW579795
324713 | Artibeus lituratus Ribeirdo Preto Artibeus 2 MW579810
4495/13 Artibeus lituratus Itapira Artibeus 2 MW579818
2258/14 | Artibeus lituratus Sdo José Do Rio |Artibeus 2 MW579796
2367/14 Artibeus lituratus E:;;i?/i Artibeus 2 MW579797
2701/14 | Artibeus lituratus Mogi Guagu Artibeus 2 MW579803
3235/14 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto Artibeus 2 MW579809

101




Quadro 10. (Continuagdo) Amostras contendo todos os genes do RABV concatenados,
juntamente com o hospedeiro, localidade, sublinhagem, cédigo GenBank.

Amostras Hospedeiro Municipio/Estado | Sublinhagem Caodigo
GenBank
3251/15 Felino Ribeirdo Preto Artibeus 2 MW579811
1613/15 | Artibeus lituratus Ribeirdo Preto Artibeus 2 MW579790
2430/15 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto Artibeus 2 MW579799
3595/15 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto Artibeus 2 MW579812
4426/15 | Artibeus lituratus Campinas Artibeus 2 MW579816
4507/15 | Artibeus lituratus Luiz Anténio Artibeus 2 MW579819
6041/11 Artibeus lituratus Herculandia Artibeus 2 MW579832
2009/11 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto Artibeus 2 MW579792
6371/06 Equino Patrocinio Paulista Desmodus 2 | MW579835
10357/06 |Bovino Socorro Desmodus 2 | MW579846
8346/06 Bovino Joandpolis Desmodus 2 | MW579843
4548/07 Bovino Socorro Desmodus 2 | MW579821
5730/07 Bovino Joandpolis Desmodus 2 | MW579829
6077/07 Desmodus rotundus | Socorro Desmodus 2 | MW579833
7191/08 Equino Pedra Bela Desmodus 2 | MW579841
6763/08 Bovino Sao Jodo da Boa Vista | Desmodus 2 | MW579838
1692/09 Bovino Sao José do Rio preto | Desmodus 2 | MW579791
2429/09 Bovino Divinolandia Desmodus 2 | MW579798
3227/09 Bovino géo José do Rio|Desmodus?2 |MW579807
4731/09 Bovino Sgrodjoéo da Boa Vista | Desmodus 2 | MW579823
8622/09 Bovino Ribeirdo Preto Desmodus 2 | MW579845
218/10 Bovino Piracaia Desmodus 2 | MW579781
2974/10 Muar Socorro Desmodus 2 | MW579805
2461/11 Bovino Séo Jodo da Boa Vista | Desmodus 2 | MW579800
2023/12 Bovino Descalvado Desmodus 2 | MW579793
1505/12 Bovino Amparo Desmodus 2 | MW579789
25/13 Bovino Mococa Desmodus 2 | MW579778
233/13 Bovino Tambau Desmodus 2 | MW579782
6312/08 Bovino Joandpolis Desmodus 2 | MW579834
410/13 Bovino Descalvado Desmodus 2 | MW579783
4534/13 Desmodus rotundus | Campinas Desmodus 2 | MW579820
22/14 Equino Itatiba Desmodus 2 | MW579777
1410/14 Desmodus rotundus | Rio Claro Desmodus 2 | MW579786
1486/15 Equino Jaguariuna Desmodus 2 | MW579788
763/12 Equino Amparo Desmodus 2 | MW579784
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E importante ressaltar que foram construidas arvores filogenéticas
dos isolados do RABV desse estudo para cada um dos cinco genes
separadamente, resultando na formagao dos mesmos clusters apresentados
na Figura 10, embora a topologia de algumas arvores tenha variado de
acordo com cada gene. A Figura 13 mostra a arvore filogenética baseada na
regido parcial do gene N, construida a partir dos mesmos 84 isolados de

RABV mostrados na Figura 10.
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Figura 13. Arvore filogenética de méaxima verossimilhanca contendo 84 sequéncias de isolados do
virus da raiva (70 desse estudo e 14 sequéncias obtidas do GenBank) com 778 nucleotideos do gene
N. A arvore foi construida utilizando o modelo evolutivo Tamura 3 parametros + G (T92+G) com 1000
repeticdes de bootstrap.

A arvore filogenética apresentada na Figura 14 foi construida com
286 isolados de RABV da América Latina e do Brasil, utilizando 1281
nucleotideos do gene N. Pode-se observar que foram mantidos os quatro
clusters relativos aos isolados avaliados nesse estudo Desmodus 1, Artibeus
1, Desmodus 2 e Artibeus 2.
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Figura 14 Arvore filogenética de maxima verossimilhancga, contendo 73 sequéncias do gene N obtidas
nesse estudo e 213 sequéncias obtidas no GenBanK, totalizando 286 sequéncias baseada em 1281
nucleotideos do gene N do RABV.
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A figura 14 refere-se a arvore filogenética de ML baseada em 1281nt
do gene N, inferida a partir de 286 sequéncias de DNA, sendo 73 obtidas
nesse estudo e o restante extraido do Genbank, sendo provavelmente
bastante representativa em relagdo as diferentes sublinhagens dentro da
linhagem D. rotundus/A. lituratus distribuidas na América Latina.

Na analise filogenética baseada no gene N, observa-se
primeiramente origem em comum de todas a linhagens mantidas pelos
morcegos D. rotundus e A. lituratus na América Latina.

Na filogenia obtida para a regido parcial do gene N da figura 14,
observa-se a formacgédo de pelo menos 14 agrupamentos, suportados por
altos valores de bootstrap, além de duas sequéncias que formam dois
grupos isolados (JQ685953.1 e GU592649.1), porém os baixos valores de
bootstrap ou sua auséncia em seus nds de origem nao permitem sua
classificagdo como sublinhagens dentro da linhagem D. rotundus/A. lituratus.

Os 14 agrupamentos ou sublinhagens descritas na Figura 14 foram
arbitrariamente nomeados segundo a localizagdo de seus isolados, sendo
que além das quatro sublinhagens ja caracterizadas nas Figuras 10 e 11,
mais trés sublinhagens parecem circular no Brasil, enquanto as outras sete
provaveis sublinhagens circulam em diferentes paises da América Latina.

Embora os valores de bootstrap ndo sejam robustos, pode-se
observar que as sublinhagens Desmodus 1 e Artibeus 1 s&o mais antigas e
divergem anteriormente das linhagens Desmodus 2 e Artibeus 2, que
continuam divergindo de um ancestral comum direto com alto valor de
bootstrap.

Um fato observado na analise do gene N foi o agrupamento de
varios RABVs isolados de bovinos e D. rotundus de outras regides do Brasil
e outros paises sul-americanos nas sublinhagens A. lituratus 1 e 2. Observa-
se também que varias sub linhagens descritas até o momento em D.
rotundus nao apresentam regionalidade, sendo observadas em diferentes
regides ou paises.

Nota-se também relacbes de ancestralidade direta entre

sublinhagens geograficamente distantes, porém a maioria destas
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divergéncias tem pouco suporte estatistico segundo os valores de bootstrap

dos seus nds, devendo assim ser interpretadas com cautela.

5.11. Analise de Recombinagao

Para essa analise foi utilizado o alinhamento contendo os cinco
genes do RABV concatenados, sendo que n&o foram encontrados indicios

de recombinacao entre os isolados de RABV desse estudo.

5.12. Identidade genética

Na Tabela 1, estdo expostos os valores das identidades em
nucleotideos e médias, maximas e minimas calculados para cada gene
separadamente e todos os genes concatenados, usando para este calculo
somente as amostras do presente estudo, o que em ultima analise, reflete o
grau de conservacdo de cada gene dentro da linhagem Desmodus

rotundus/Artibeus lituratus circulante no Estado de Sao Paulo.

Tabela 1. Identidades genéticas médias, maximas e minimas calculadas utilizando todas as
sequéncias de DNA dos isolados desse estudo

Gene Média % Maximo % Minimo%
N 97,64 100 95,6
P 97,50 100 94,9
M 97,80 100 95,5
G 98,05 100 95,6
L 97,90 99,9 96,3
N-P-M-G-L 97,8 99,9 96,2

Pode-se observar que o gene P mostrou-se mais variavel na
linhagem de RABV Desmodus rotundus/Artibeus lituratus, tanto em valores
meédios quanto em valores absolutos. Em valores médios temos a seguinte
ordem crescente na variagao dos genes G <L <M < N < P. Ja em valores
absolutos o grau de conservagao dos genes ficaria na seguinte ordem P< M
<N=G<L.

Na tabela 2, estdo descritos os valores das identidades meédias,

maximas e minimas, calculados para cada proteina do RABV
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separadamente e todas as proteinas concatenadas, usando para este

calculo somente as amostras do presente estudo.

Tabela 2. Identidades proteicas médias, maximas e minimas calculadas utilizando todas as

sequéncias de DNA dos isolados desse estudo.

Proteina Média % Maximo % Minimo%
N 99,5 100 98,6
P 99,02 100 95,9
M 99,3 100 97,5
G 99,05 100 96,9
L 99,5 100 98,7
N-P-M-G-L 99,4 100 98,6

Na Tabela 2 podemos observar que a proteina P mostrou-se a mais
variavel na linhagem de RABV Desmodus rotundus/Artibeus lituratus, tanto
em valores médios quanto em valores absolutos. Em valores médios temos
a seguinte ordem crescente na variagédo das proteinas N =L <M <G <P. Ja
em valores absolutos o grau de conservagdo das proteinas ficaria na
seguinte ordem P< G <M< N <L.

Na Tabela 3 estdo descritos os valores de identidade genética
intraclusters médio, maximo e minimo calculados com base nas 70
sequéncias dos cinco genes do RABV concatenados. Vale destacar, que o
cluster que apresentou a maior média foi o Desmodus 1, o que mostra uma
maior similaridade das amostras presentes nesse grupo. O que apresentou
menor identidade média foi o cluster Artibeus 2. Em valores absolutos,
observa-se que as maiores variagdes nos valores de identidade estdo nos
clusters Artibeus 1 e Artibeus 2, sendo assim os grupos mais divergentes

dentro dos grupos analisados.

Tabela 3. Calculo da identidade genética intraclusters contendo 70 sequéncias com todos
os genes concatenados (10.800 nucleotideos) dos isolados do virus da raiva desse estudo.

Clusters Média % Maximo % Minimo%
Desmodus 1 99,77 99,80 99,70
Artibeus 1 99,04 99,70 98,50
Desmodus 2 99,56 99,99 99,20
Artibeus 2 98,95 99,99 98,50
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Na Tabela 4 observa-se a identidade média, maxima e minima
interclusters calculados com base nas 70 sequéncias dos cinco genes do
RABV concatenados. Os clusters Desmodus 2 e Artibeus 2 obtiveram maior
identidade média e absoluta entre eles. Os clusters Desmodus 1 e Artibeus 2
foram que tiveram menores valores de identidade média e absoluta entre

eles, evidenciando uma maior distancia genética entre esses grupos.

Tabela 4. Célculo da identidade genética interclusters contendo 70 sequéncias com todos
0s genes concatenados (10.800 nucleotideos) dos isolados do virus da raiva desse estudo.

Clusters MEDIA % MAXIMO% MINIMO%
Desmodus 1 x Artibeus 1 96,61 96,70 96,50
Desmodus 1 x Desmodus 2 96,54 96,70 96,30
Desmodus 1 x Artibeus 2 96,47 96,70 96,20
Artibeus 1 x Desmodus 2 96,94 97,10 96,60
Artibeus 1 x Artibeus 2 96,88 97,20 96,50
Desmodus 2 x Artibeus 2 97,66 98,00 97,30

De acordo com a Tabela 3, observa-se que as maiores variagoes
absolutas intraclusters (1,5%) foram encontradas nos clusters Artibeus 1 e
Artibeus 2, sendo que as mesmas sd0 menores que as variagdes minimas
absolutas intercluster (2%) (Tabela 4), mostrando que isolados de um
mesmo cluster sao sempre mais similares geneticamente entre si, quando
comparados a isolados de outros clusters, quando sao levados em
consideragao todos os cinco genes do RABV concatenados.

Na Tabela 5 observa-se a identidade genética intracluster média,
maxima e minima calculada para cada um dos genes do RABV
separadamente (N, M, P, G e L). Nota-se que o cluster Desmodus 1
apresentou maior similaridade média e absoluta entre todos os genes. Por
outro lado, o cluster Artibeus 2 apresentou menor identidade média e
absoluta entre todos os genes analisados, sendo assim o0 grupo mais

divergente entre si para qualquer gene analisado.
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Tabela 5. Calculo da identidade genética intraclusters para cada gene (N, P, M, G e L) dos
isolados do virus da raiva desse estudo.

Gene Clusters Média % Maximo % Minimo %
Desmodus 1 99,80 99,90 99,70
N Artibeus 1 99,02 99,90 97,90
Desmodus 2 99,52 100,00 99,00
Artibeus 2 98,86 100,00 98,00
Desmodus 1 99,60 99,80 99,40
P Artibeus 1 99,06 99,80 98,20
Desmodus 2 99,29 100,00 98,40
Artibeus 2 98,95 100,00 97,90
Desmodus 1 100,00 100,00 100,00
M Artibeus 1 99,31 100,00 98,50
Desmodus 2 99,51 100,00 98,80
Artibeus 2 99,08 100,00 98,00
Desmodus 1 99,80 100,00 99,60
G Artibeus 1 99,21 100,00 98,70
Desmodus 2 99,63 100,00 99,00
Artibeus 2 99,02 100,00 98,00
Desmodus 1 99,75 99,80 99,70
L Artibeus 1 99,02 99,80 98,50
Desmodus 2 99,59 99,90 99,20
Artibeus 2 98,96 99,90 98,40

Na Tabela 6 observa-se a identidade média, maxima e minima
interclusters para cada um dos genes separadamente (N, P, M, G e L). Nota-
se que os clusters Desmodus 2 x Artibeus 2 apresentaram maior
similaridade absoluta entre todos os genes analisados. Por outro os clusters
Desmodus 1 x Artibeus 2 foram os mais divergentes em valores absolutos
para todos os genes.

Nota-se também que os clusters Desmodus 2 x Artibeus 2
apresentaram maior similaridade média entre todos os genes analisados,
com excegao do gene N (Desmodus 1 x Artibeus 1). Por outro lado, para os
genes N, P e M os clusters Desmodus 1 x Artibeus 2 apresentaram menor
identidade média entre eles, enquanto para os genes G e L os clusters

Desmodus 1 x Artibeus 1 apresentaram menor identidade média.

109



Tabela 6. Calculo da identidade genética interclusters de cada gene isolado do virus da
raiva desse estudo.

Gene | Clusters Média % Maximo % Minimo %
Desmodus 1 x Artibeus 1 97,71 97,40 96,70
Desmodus 1 x Desmodus 2 96,55 96,80 96,10

N Desmodus 1 x Artibeus 2 96,12 96,80 95,60
Artibeus 1 x Desmodus 2 97,04 97,60 96,40
Artibeus 1 x Artibeus 2 96,69 97,40 95,80
Desmodus 2 x Artibeus 2 97,15 97,80 96,50
Desmodus 1 x Artibeus 1 96,47 97,00 95,90
Desmodus 1 x Desmodus 2 95,76 96,62 95,00

P Desmodus 1 x Artibeus 2 95,73 96,40 94,90
Artibeus 1 x Desmodus 2 96,37 97,00 95,30
Artibeus 1 x Artibeus 2 96,26 97,00 95,30
Desmodus 2 x Artibeus 2 97,45 98,20 96,50
Desmodus 1 x Artibeus 1 97,60 97,80 97,10
Desmodus 1 x Desmodus 2 96,68 97,00 96,30

M Desmodus 1 x Artibeus 2 96,55 97,00 96,20
Artibeus 1 x Desmodus 2 96,68 97,30 95,80
Artibeus 1 x Artibeus 2 96,50 97,10 95,50
Desmodus 2 x Artibeus 2 97,73 98,50 97,00
Desmodus 1 x Artibeus 1 96,00 96,20 95,80
Desmodus 1 x Desmodus 2 96,29 96,50 95,80

G Desmodus 1 x Artibeus 2 96,41 96,80 95,60
Artibeus 1 x Desmodus 2 97,15 97,60 96,50
Artibeus 1 x Artibeus 2 97,12 97,70 96,10
Desmodus 2 x Artibeus 2 98,10 98,70 97,10
Desmodus 1x Artibeus 1 96,54 96,80 96,30
Desmodus 1 x Desmodus 2 96,67 96,80 96,50

L Desmodus 1 x Artibeus 2 96,63 96,90 96,40
Artibeus 1 x Desmodus 2 96,97 97,20 96,60
Artibeus 1 x Artibeus 2 97,00 97,50 96,60
Desmodus 2 x Artibeus 2 97,70 98,10 97,30
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6. DISCUSSAO

No Estado de Sao Paulo, a raiva ocasionada pela variante canina
(AgV2) esta sob controle, no entanto caes e gatos continuam se infectando,
ainda que esporadicamente, com linhagens que circulam em morcegos,
entre elas a linhagem Desmodus rotundus/Artibeus lituratus (AgV3). Para um
melhor entendimento da epidemiologia da raiva transmitida para cées e
gatos e a evolugdo do RABV nas espécies de morcegos A. lituratus e D.
rotundus, o estudo de genomas virais completos com uma amostragem
representativa € fundamental. Poucas sequéncias do genoma completo do
RABV com a linhagem Desmodus rotundus/Artibeus lituratus foram
caracterizadas e encontram-se disponiveis no GenBank (Mochizuki et al.
2011, Campos et al., 2020, Oliveira et al., 2020).

A extracdo de RNA utilizando o método do TRizol mostrou-se
eficiente, conforme demonstrado na quantificagdo pelo nanodrop, e grande
vantagem desse método € o baixo custo. Bonnaud et al. (2019) também
realizou a extracdo do RNA do virus da raiva pelo método TRizol e obteve
sequéncias completas do genoma por Next Generation Sequencing (NGS)
na plataforma ILLUMINA MISEQ, sendo a mesma utilizada no nosso estudo.
Por outro lado, Mochizuki et al. (2011) utilizaram kits de extragdo que
apresentam um custo maior, mas para o sequenciamento utilizaram o
método de Sanger.

Marston et al. (2017) realizaram analise genética de sequéncias
completa de RABYV isoladas de caes e raposas durante uma epizootia que
ocorreu na Turquia na década de 90 para avaliar a ocorréncia da dinadmica
viral em um novo reservatério e na espécie de origem. Para avaliar essa
dindmica os autores realizaram o tratamento com DNase e deplecao
ribossomal e sequenciaram por NGS na plataforma ILLUMINA MISEQ. Esse
sequenciamento de nova geragao permite a avaliagdo de um espectro de
mutantes, o que n&o é possivel pelo método de Sanger. O uso do método de

Sanger aliado também a amostragem muito pequena pode justificar o
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resultado encontrado por Mochizuki et al (2011), em que nao foi encontrada
diferenca entre o RABYV isolado de Artibeus lituratus e Desmodus rotundus.

ApOs a deplecado ribossomal as amostras foram submetidas a
transcricdo reversa para obtengcdo de cDNA randébmico do RABV e
transformacdo em DNA randdmico fita dupla e foi verificado através de um
PCR controle direcionado ao gene N do RABV que a transcricdo foi
realizada com sucesso. Assim como no estudo realizado por Marston et al.
(2017), as amostras foram sequenciadas sem amplificagdo, ou seja, foi
realizada somente a transformacdo em DNA randdmico fita dupla. Essa nao
amplificagdo do DNA resulta em um conjunto de dados imparcial sem a
introdugédo de erros de PCR (Marston et al., 2017). A transcricdo reversa
utilizando primers randémicos no nosso estudo mostrou ser um método
bastante eficiente, o que pode ser aplicado na rotina de diagndstico
laboratorial para identificacdo e caracterizacido molecular do RABV e o cDNA
obtido podera ser estocado para identificagcdo posterior de outros potenciais
agentes infecciosos, o que minimizaria tempo e custo em uma rotina de
diagndstico laboratorial.

No nosso estudo, a biblioteca foi preparada conforme as instrugdes
do fabricante, e com base no perfil da curva do pool das amostras foi obtido
um tamanho médio de 497pb das bibliotecas e sem evidéncias de dimero
(conforme as orientagbes do fabricante bibliotecas com qualidade adequada
tem tamanho entre 250-100pb e n&o apresentam dimeros).

A metodologia utilizada para o preparo da biblioteca dos cDNAs foi
semelhante a utilizada por Goya et al. (2018), em que a preparagao da
biblioteca foi realizada utilizando o Kit Nextera XT DNA e a normalizagao foi
feita manualmente. No entanto, diferentemente do nosso estudo eles
utilizaram metade dos reagentes que devem ser utilizados no preparo da
biblioteca, segundo o fabricante. Porém essa divergéncia metodologica n&o
fez com que alterasse os resultados, pois nos dois estudos, as bibliotecas
tiveram resultados adequados para o prosseguimento do estudo. Nota-se
que nao ha ainda uma padronizagdo na metodologia do preparo das

bibliotecas, Orlowska et al. (2019) realizaram o sequenciamento de alto
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rendimento também utilizando a plataforma /llumina em 23 amostras de
RABYV provenientes de raposas vermelhas e um morcego. A metodologia da
biblioteca foi diferente da utilizada nesse estudo, pois as etapas realizadas
nesse estudo foram utilizadas em ordem diferente, apesar de terem sido
utilizados os mesmos reagentes. Marston et al. (2017), realizaram o preparo
da biblioteca de forma divergente desse estudo, utilizando também o Kit
Nextera XT DNA, no entanto assim como Orlowska foi feita a purificacéo
com AMPure XP magnetic beads (Beckman Coulter) com os c-DNAS antes
da elaboragao das bibliotecas e para quantificacdo foi utilizado o Quantifour
(Promega). Portanto, o que se nota é que nao existe uma padronizagéo para
elaboracao da biblioteca, no entanto, € importante sempre se certificar se
existe o material genético presente, apds o término do processo.

Com a realizagao da analise descritiva das 70 sequéncias dos
isolados de RABV desse estudo foi possivel observar as quatro regides
intergénicas do RABV: N/P com 2 nt, P/M com 5 nt, M/G com 5 nt e G/L com
24 nt., assim como descrito por Finke et al. (2000). Entretanto, ndo foi
encontrada nas amostras sequenciadas nesse estudo a regido intergénica
G/L com 423 nt, pois a regido poli-A7 que marcaria o inicio do que seria a
regido descrita inicialmente como pseudogene ndo existe nas sequéncias
analisadas nesse estudo (Figura 8). E importante destacar que esse
resultado era esperado, pois sabe-se que esta regido € uma excegédo a
regra, ja que ela é encontrada em poucas linhagens por ser extremamente
instdvel como observado por Wu et al. (2008). sendo encontrada
excepcionalmente em algumas amostras fixas do RABV como PV, ERA e
SAD1-3670, e n&o descrita para nenhum outro Lyssavirus (Wunner, 2007,
Wu et al., 2007), no entanto tal regido é descrita equivocadamente pela
maioria dos autores como existente em todos os RABV.

A analise descritiva das sequéncias também mostrou que a proteina
L avaliada nesse estudo apresentou 2.127 aminoacidos (Figura 9). Na
amostra PV o numero de aminoacidos encontrados é de 2.142 (Wunner &
Conzelmann, 2020), embora na amostra SAD-B19 também é relatado 2.127

aminoacidos (Wunner & Conzelmann, 2020), assim como na amostra fixa
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Nishigahara (AB044824.1) (Nakagawa et al., 2017). Mochizuki et al. (2011)
nos isolados de Artibeus lituratus e Desmodus rotundus encontraram na
proteina L, 2.128 aminoacidos.

Essa diferenga de um aminoacido na proteina L nas amostras
encontradas nesse estudo em relacdo aos isolados sequenciados por
Mochizuki et al. (2011) se deve provavelmente as duas metioninas que
aparecem no inicio da proteina L nos isolados da linhagem Desmodus
rotundus/Artibeus lituratus, o que realmente confunde quanto ao inicio desta
proteina, uma vez que todas as proteinas tém como primeiro aminoacido a
metionina. Em relagdo a amostras fixas PV e Nishigahara, que sé tem uma
metionina no inicio de sua polimerase viral, a primeira metionina das duas
descritas por Mochizuki et al. (2011), ndo faria parte da proteina traduzida,
sendo que o real tamanho da proteina L na linhagem Desmodus
rotundus/Artibeus lituratus deve ser inferido através do sequenciamento da
mesma.

Na analise de regides de importancia biolégica para o RABV foi
observado que a proteina P apresentou substituicdbes de aminoacidos
especificas entre os grupos estudado. No estudo realizado Fernandes
(2020), também foi evidenciada uma mutagado na proteina P, no entanto o
isolado era de um morcego insetivoro, Eptesicus furinalis, segundo a autora
essa mutagdo provavelmente ocorreu ao acaso, porém a sua manutencao
pode indicar selegao positiva favorecendo a adaptacao do RABV a esta
espécie de morcego nado hematéfago, vale destacar também que essa
mutag&o ocorreu em aminoacidos da mesma classe, apolares.

Na proteina G foi encontrada quatro substituicdes especificas no
dominio citoplasmatico que corresponde aos ultimos 44 aa, (462-505)
(Gaudin et al., 1992). No estudo realizado por Oliveira (2014) também foi
evidenciado mutagdes na regido do dominio citoplasmatico no residuo 498
da glicoproteina madura entre a arginina e lisina, no entanto essa mudanca
ocorreu em aminoacidos da mesma classe, ambos sao polares positivos, em
nosso estudo apenas uma substituicdo ocorreu entre aminoacidos da

mesma classe. E importante ressaltar que as substituicdes observadas por
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Oliveira eram referentes a amostras de CVS, a CVS-11 mantida no Instituto
Pasteur com a amostras CVS-11 mantida pelo National Institute for Control
of Pharmaceutical and Biological Products da China. Outro dado importante
€ que essa regiao da glicoproteina interage com a proteina M auxiliando na
formagao da estrutura de montagem do RABV, ou seja, tem uma fungao
estrutural, o que em teoria deveria estar mais conservada, no entanto
apresentou mudangas de aminoacidos de classes diferentes, isso evidencia
que mais estudos com morcegos devem ser realizados para melhor
entendimento dessas mutacdes.

Ja na regido do dominio transmembréanico da proteina G (439-
461) foi encontrada uma substituicdo especifica do clusters Desmodus 2 no
residuo 439 em que o aa. encontrado foi arginina (R, polar positivo) e nos
demais clusters foi evidenciado a lisina (K, polar positivo). Essa substituicao
por ocorrer entre aminoacido de mesma classe, € viavel biologicamente,
uma vez que nao prejudicaria a conformagao espacial e a atividade biolégica
da proteina traduzida (Oliveira, 2014).

Na analise de regides de importancia biolégica para proteina L,
nao foram evidenciadas mutagdes de aminoacido especificas para os grupos
estudados. Mas é importante destacar que a regido do pentaaminoacido
QGDNQ, considerado extremamente conservado, foi observada na posi¢ao
727-731, o que difere do descrito por Poch et al. (1990) que relataram a
presenca desse pentaaminoacido na posi¢cao 855-859, no entanto esses
autores estudaram diferentes virus incluindo o RABV, o que gera no
alinhamento diversos gaps que acabam alterando a contagem de
aminoacidos. Portanto, a posi¢ado do QGDNQ encontrada por essa pesquisa
esta descrevendo de forma inédita a real posi¢cao desse pentaamindacido no
RABV que esta inserido dentro do Bloco lll. E importante salientar, que
também encontramos o triaminoacido GDN em outra posicédo 727-731 que
esta inserido também no bloco Ill, no entanto ndo é possivel afirmar que
esse triaminoacido tenha a mesma funcdo do GDN descrito anteriormente,

sendo necessario novos estudos, mas outros virus da estomatite vesicular
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(VSV), que sédo bem relacionados aos Lyssavirus também apresentaram o
GDN em outras posigdes (Barik et al., 1990; Canter et al.,1993)

Quanto a analise filogenética de todos os genes do RABV
concatenados, os isolados sequenciados nesse estudo agruparam-se em
quatro clusters (Figura 10), os quais foram nomeados arbitrariamente de
acordo com a ordem de aparecimento na arvore filogenética e o principal
hospedeiro encontrado em cada grupo. Pode-se sugerir, de acordo com os
resultados encontrados, que no Estado de S&o Paulo, a linhagem Desmodus
rotundus/Artibeus lituratus esta atualmente subdividida em pelos menos
quatro sublinhagens denominadas de Desmodus 1, Desmodus 2, Artibeus 1
e Artibeus 2.

Um fato interessante observado na filogenia obtida s&o as duas
divergéncias independentes e ndo relacionadas diretamente entre si, que
deram origem as duas sublinhagens associadas a espécie Artibeus lituratus.
Isso mostra que estas duas sublinhagens divergiram em momentos
diferentes e de virus ancestrais diferentes, sendo que segundo os dados
desse estudo, a linhagem Artibeus 1 parece ter sido a primeira a se fixar no
estado de Sdo Paulo e talvez seja a linhagem ancestral da linhagem
Desmodus rotundus/Artibeus lituratus circulante estado de S&o Paulo.
Porém, esse achado deve ser melhor estudado utilizando-se para isso
sequéncias de DNA de amostras isoladas da espécie Artibeus lituratus de
todo o Brasil.

Quanto aos agrupamentos restantes, nota-se que a sublinhagem
Desmodus 1 foi provavelmente a segunda a se diferenciar, e de maneira
curiosa, observa-se que as linhagens Desmodus 2 e Artibeus 2 foram as
ultimas a se diferenciar, sendo sublinhagens irmas, divergindo diretamente
de um mesmo RABV ancestral.

E interessante observar dois eventos independentes de
diferenciagcdo de sublinhagens associadas a espécie Artibeus lituratus, que
ocorreram em momentos diferentes e que ndo estdo diretamente
relacionados entre si, ou seja, tais sublinhagens nao divergem diretamente

de um mesmo virus, seja ele relacionado ao Desmodus rotundus ou Artibeus
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lituratus. Estes dois eventos de diferenciacdo podem ser observados de
maneira sutil na pesquisa de Fahl et al. (2012), porém os autores deste
trabalho ndo observaram nem discutiram este fato. Allendorf et al. (2012),
estudaram 26 amostras de morcegos ndo hematofagos do Estado de Séo
Paulo e na analise filogenética baseada em 442 pb do gene N foi observado
que existe uma relagao significante entre os RABVs isolados de morcegos
hematdfagos e frugivoros, pois ambos se agruparam no mesmo cluster.

Na analise de cada cluster foi observado que no Desmodus 1 foram
encontrados somente isolados associados ao morcego hematofago D.
rotundus.

Nota-se que no cluster Artibeus 1 houve predominio de isolados de
Artibeus lituratus. No entanto foram encontrados um isolado proveniente de
um felino de Jaguariuna, um isolado de Desmodus rotundus do municipio de
Ubatuba e um isolado de bovino do municipio de Sao Carlos (Figura 10).

O felino (6901/10), foi classificado dentro do cluster Artibeus 1
(Figura 10) e esse resultado esta de acordo com dados encontrados em
diversos estudos em que temos regides em que a variante 2 (Agv2) nao
circula mais, como acontece em S&o Paulo. Nessas regides a principal
transmissao da raiva para caes e gatos ocorre por meio do contato de
morcegos frugivoros e insetivoros (Batista et al., 2009; Morikawa et al.,
2012; Castilho et al., 2017; Castilho et al., 2018), mostrando a importancia
do entendimento da epidemiologia da raiva em Artibeus lituratus, e da
identificacdo de uma linhagem especifica ou de sublinhagens dentro da
linhagem D. rotundus/A. lituratus em morcegos dessa espécie.

Ja no caso do morcego Desmodus rotundus de Ubatuba (4987/06)
com a sublinhagem Artibeus 1 (Figura 10) é possivel, pois Ubatuba € um
municipio cercado pela Serra do Mar e Mata Atlantica, quase 80% do seu
territério consiste em areas de preservacédo, ambiente que é favoravel para a
tanto espécie Artibeus lituratus e quanto Desmodus rotundus, o que permite
uma maior interagcao entre esses morcegos e transmissdo do RABV entre

eles (spillover).
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As amostras extraidas do GenBank (KM594042 e KM594040) do
estudo de Oliveira et al. (2020) isoladas de D. rotundus também se
agruparam na sublinhagem de Artibeus 2 (Figura 10). Um outro caso de
possivel spillover encontrado nesse mesmo cluster foi o de bovino (5657/06)
com sublinhagem de Artibeus 1 (Figura 10), resultado também encontrado
por Fahl et al. (2012), que sugerem que a mais plausivel explicacao seria
que um Artibeus lituratus infectou um Desmodus rotundus, o qual transmitiu
raiva para o bovino apés mordedura.

No cluster Desmodus 2 foram encontrados isolados de Desmodus
rotundus, equideos e bovideos. Esses resultados sdo esperados, visto que o
D. rotundus se alimenta exclusivamente de sangue desses animais e
durante a sua alimentagao ocorreu a infeccdo nesses animais.

No cluster Artibeus 2 houve predominio de isolados de Artibeus
lituratus, mas foi encontrado um isolado de bovino proveniente do municipio
de Marilia contendo o RABV dessa sublinhagem. Assim como observado no
cluster do Artibeus 1, houve um bovino com sublinhagem de Artibeus,
possivelmente devido a transmissao do RABV de um Artibeus infectado para
um Desmodus rotundus e posterior transmissdo para um bovino. Vale
ressaltar esses casos sado pontuais, o que nos fornece mais indicios da
diferenciacdo dessas sublinhagens.

Nas arvores filogenéticas elaboradas tanto com genes concatenados
quanto com os cinco genes separadamente (dados ndo mostrados), foram
encontradas as mesmas quatro sublinhagens dentro da linhagem D.
rotundus/A. lituratus, conforme Figuras 10 e 13. Vale ressaltar que os
isolados de RABV desse estudo se mantiveram nas mesmas sublinhagens
independentemente do gene analisado, embora a topologia da arvore tenha
variado para cada gene, resultado semelhante aos encontrados por Fahl et
al. (2012) que também encontraram essa divisao da linhagem D. rotundus/A.
lituratus em sublinhagens, utilizando-se para isso arvores filogenéticas
baseadas nas proteinas N e G do RABV. Entretanto, nesta pesquisa os
autores classificaram os agrupamentos encontrados como linhagens

distintas.
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Allendorf et al. (2012) caracterizaram o RABV em amostras de
morcegos nao hematdfagos no Estado de Sao Paulo baseado em 442 pb do
gene N e embora fica evidente na arvore filogenética a formacao de dois
clusters com isolados de Artibeus lituratus e um cluster com isolados de
Desmodus rotundus (GenBank) os autores classificam como uma unica
linhagem Desmodus rotundus. Esses autores apresentam esses resultados
como um evento de spillover, justificando que essas duas espécies de
morcegos compartiiham o mesmo abrigo. Por outro lado, os resultados
encontrados em nesse estudo inferem que sublinhagens de Artibeus lituratus
estdo circulando independentemente entre os morcegos da espécie Artibeus
lituratus no Estado de S&o Paulo.

Embora os resultados relativos a classificagdo das sublinhagens de
RABV encontradas nesta pesquisa serem bastante provaveis baseado nos
altos valores de bootstrap dos nds terminais correspondentes a cada cluster
encontrado, € importante ressaltar o viés representativo de nossa
amostragem, principalmente no que diz respeito aos isolados da espécie
Artibeus lituratus, uma vez que foram utilizadas somente amostras do
Estado de Sao Paulo, e ndo existem dados das linhagens ou sublinhagens
circulantes neste género em outras regides do Brasil e paises da América
Latina onde estes morcegos sao endémicos, fazendo com que inferéncias

sobre ancestralidade e relacédo entre grupos sejam analisadas com cautela.

Em relagcdo a divergéncia temporal, at¢é o momento, poucos
trabalhos s&o realizados sobre esse assunto, sendo que os estudos
realizados apresentam diferentes inferéncias (Kuzmina et al., 2013; Condori-
Condori et al., 2013; Troupin et al., 2016; Velasco-Villa et al., 2017b; Oliveira
et al., 2020). Oliveira et al. (2020) demonstraram que os cinco genes do
RABV evoluem em velocidades diferentes, um fenémeno conhecido como
heterotaquia. Sendo assim, a utilizagdo de diferentes genes do RABV para
analise evolutiva pode levar a diferentes resultados quanto a taxa de
substituicdo e tempo de ancestral comum mais recente.

Kuzmina et al. (2013) demonstraram utilizando o gene G de

amostras de diferentes linhagens de RABV de morcegos, que diferentes
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parametros como tipos de crescimento populacional e relégios moleculares
utilizados como priors nas analises bayesianas, podem gerar diferentes
resultados em taxas de substituicdo e tempos de divergéncia, as vezes sem
diferencga significativamente estatistica entre eles.

Nesta pesquisa escolhemos o melhor modelo baseando-se nos
maiores valores de likelihood e ESS acima de 200 para todos os parametros
observados no aplicativo Tracer 1.7.1.

O tempo de divergéncia do ancestral comum mais recente da
linhagem D. rotundus/A. lituratus ficou em torno de 170 anos (Figura 12),
variando entre 107 até 237 anos com intervalo de confianga de 95%, no
entanto esse valor esta subestimado, uma vez que todo o sinal evolutivo das
relacdes de ancestralidade das diferentes linhagens de RABV mantidas em
morcegos nao esta presente nessa analise. Oliveira et al. (2020) utilizando
os genes G e L concatenados e uma amostragem bastante representativa
da distribuicdo mundial dos RABV, chegaram a um tempo de divergéncia
meédio de aproximadamente 260 anos.

Kuzmina et al. (2013) na analise do gene G, utilizando uma
metodologia similar a utilizada neste estudo obtiveram o resultado de 309
anos (173 a 484) para o ancestral comum mais recente, encontrando uma
taxa média de substituicdo 1,9E-04 sitios por ano, ambos os resultados
contemplados nos intervalos de confianga utilizados nesse estudo.

Na filogenia obtida na arvore de ML gerada a partir de 1281 nt do
gene N (Figura 14), pode-se observar a formacédo de pelo menos 14
agrupamentos, todos com altos valores de bootstrap, correspondendo assim
a pelo menos 14 sublinhagens contidas dentro da linhagem D. rotundus/A.
lituratus, sendo que muitas destas sublinhagens estdo presentes em
diferentes localidades, muitas vezes distantes milhares de quildmetros,
demonstrando talvez uma extensa rede de conexdo entre as colbnias de
morcegos hematofagos por toda a América Latina o que tornaria possivel a
explicacado desse achado.

Na mesma filogenia, observa-se que alguns isolados parecem

possuir certa regionalidade, seja por estado ou pais, porém muitas
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sequéncias de isolados da linhagem D. rotundus/A. lituratus nao entraram
nessa filogenia, por serem de tamanho menor ao utilizado nesse estudo, o
que nao nos permite inferir a real regionalidade dessas sublinhagens (Figura
14).

O cluster Artibeus 1, apresentou diversos isolados de bovinos
provenientes do Peru, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro e isolados de
Artibeus lituratus do Estado de Sao Paulo. A partir desses dados
poderiamos considerar duas hipoteses. A primeira hipétese seria o Artibeus
lituratus atuar como reservatorio desta sublinhagem nado somente em Sao
Paulo como em outras regides do Brasil e paises sul-americanos, ja que ele
esta distribuido em toda América Latina e estes isolados seriam resultado de
eventos de spillover Allituratus — D. rotundus. No entanto para sustentar
essa hipdtese seriam necessarios mais estudos relacionados a
caracterizagao do RABV em A. lituratus nestas regides, ja que os estudos
envolvendo caracterizagdo molecular desses virus no Brasil estao restritos a
Séao Paulo e Rio de Janeiro (Shoji et al., 2004; Kobayashi et al., 2007; Albas
et al.,, 2011; Queiroz et al., 2012; Fahl et al., 2012; Allendorf et al., 2012;
Menozzi et al., 2017).

A segunda hipotese seria 0 Desmodus rotundus atuar como
reservatorio nessas localidades para a sublinhagem Artibeus 1.

Em outros paises neotropicais, poucos isolados de RABV do género
Artibeus tem sido caracterizado geneticamente com a linhagem de
Desmodus rotundus, como no México (Velasco-Villa et al., 2006), na Guiana
Francesa (Troupin et al., 2016) e na Colémbia (Calderdn et al., 2019). No
entanto, estudos sorolégicos demonstram a existéncia de anticorpos
neutralizantes para o RABV em morcegos do género Artibeus spp. em
Rondbnia (Almeida et al., 2019), e em outros paises da América Latina.
Zieger et al. (2017) detectaram anticorpos neutralizantes para RABV no soro
de 8/54 (14,81%) morcegos do género Artibeus em Granada, localizada na
América Central. Na ilha de Trindade também localizada na América Central
foi realizado um estudo para deteccdo de anticorpos de RABV em diversas

espécies de morcegos e do total de 409 amostras de soro, 33 foram
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soropositivas, sendo 16 (48,48%) da espécie Artibeus jamicensis, e seis
(18,18%) de Artibeus lituratus (Seetahal et al., 2020). Estudo realizado sobre
deteccdo de anticorpos para o RABV em morcegos hematdéfagos e nao
hematofagos também foi realizado no Peru e demonstrou a presenga de
anticorpos em varios géneros de morcegos, incluindo os Artibeus. Os
autores concluiram que, embora nenhum morcego testou positivo para raiva
por imunofluorescéncia direta, evidéncias de anticorpos sugerem que ocorra
transmissdo cruzada (spillover) entre as varias espécies de morcegos
(Salmén-Mulanovich et al., 2009).

O encontro de morcegos do género Artibeus com elevados niveis de
anticorpos neutralizantes para o RABV em outros paises latino-americanos
pode ser um indicativo da manutencdo de ciclos epidemioldgicos da raiva
nestes animais, porém, o isolamento e sequenciamento genético de RABV
isolados deste género em toda América Latina é fundamental para
estabelecer a real filogenia e o ancestral comum da linhagem Desmodus
rotundus/Artibeus lituratus.

No cluster Desmodus 2 todos os isolados de bovinos, equideos e de
Desmodus rotundus apresentaram a mesma sublinhagem de RABV que
também esta presente nos Estados de, Minas Gerais e Rio de Janeiro.

No cluster Artibeus 2 assim como ocorreu no cluster Artibeus 1,
foram encontrados diversos isolados de bovinos, equinos, humanos e
Desmodus rotundus. Essa sublinhagem encontrada no Artibeus 2 também
circula no Peru e Guiana Francesa e em outras localidades do Brasil como
no Rio Grande do Sul e Para. Vale ressaltar que houve predominio de
isolados de Artibeus lituratus. As duas hipoteses abordadas para o cluster
Artibeus 1, podem ser utilizadas no cluster Artibeus 2.

Vale ressaltar que a evolugao de novas linhagens de RABV género
ou espécie especificas ou a adaptacdo de uma mesma linhagem em
géneros de morcegos diferentes a partir de eventos de spillover bem
sucedidos, depende de varios fatores, entre eles, o contato frequente destes
animais e a proximidade filogenética existente entre o morcego transmissor

e o0 hospedeiro (Streicker et al., 2010; Streicker et al., 2012; Mollentze et al.,

122



2014). Os morcegos D. rotundus e A. lituratus, além de pertencerem a
mesma Familia (Phyllostomidae) também compartiiham os mesmos tipos de
abrigos, fatos que corroboram a adaptagdo de uma mesma linhagem de
RABYV nestes dois géneros (Greenhall et al.,1983; Arellano-Sota, 1988).

Ainda nao foram propostos para a raiva, critérios qualitativos e
quantitativos para a separagao objetiva entres linhagens de RABV, sendo
que estes critérios sdo estabelecidos apenas para a diferenciagcdo das
espécies de Lyssavirus (Nadin-Davis, 2020).

Empiricamente, baseado nos resultados de pesquisas que
estudaram diferentes linhagens brasileira de RABV utilizando o gene N,
observamos que até o momento, isolados considerados como de uma
mesma linhagem, geralmente ndo variaram mais que 5 % em identidade de
nucleotideos (Carnieli et al., 2013; Souza et al., 2017, Oliveira et al., 2010;
Macedo et al., 2010) E importante destacar que este valor de identidade
também é sugerido por Nadin Davis (2020) para a separacgéo das linhagens
de RABV, embora a autora n&o discuta como chegou a esta concluséo.

Quanto a analise dos calculos das identidades genéticas de
nucleotideos, em relacdo as amostras sequenciadas nesse estudo, o que
provavelmente reflete a diversidade genética da linhagem Desmodus
rotundus/Artibeus lituratus no Estado de S&o Paulo, observamos em ordem
decrescente de conservagao genética o seguinte resultado em valores
médios: G >L >M >N > P, o que difere dos resultados da identidade genética
média encontrada por Oliveira (2014). Ja em valores absolutos o grau de
conservagao dos genes declinaria na seguinte ordemL>N=G>M>P
(Tabela 1).

Oliveira (2014) realizou um estudo filogenético do RABV baseado
em genomas completos utilizando uma amostragem bastante significativa
das linhagens de RABV distribuidas mundialmente onde obteve o seguinte
resultado com relagéo a identidades genéticas relativas aos cinco genes do
RABV: N> M > L > P > G. Na mesma pesquisa o autor demonstrou que se o
RABV for dividido em dois grandes grupos, no qual o autor denominou de

ciclos aéreos e terrestre do RABYV, estes valores variam de acordo com o
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grupo analisado. Neste caso o resultado obtido para o ciclo aéreo foi N > M
> L > P > G, enquanto para o ciclo terrestre observou-se N>M>L >G> P,
Isto demonstra que dependendo da maneira que os dados sao analisados
ou categorizados, diferentes valores de identidade genética podem ser
obtidos.

Quanto a analise de aminoacidos em valores médios temos a
seguinte ordem crescente na variagdo das proteinas N=L <M <G <P. Ja
em valores absolutos o grau de conservagdo das proteinas ficaria na
seguinte ordem P < G <M< N <L (Tabela 2).

Embora o gene N se mostrou como o terceiro gene mais divergente
na linhagem Desmodus rotundus/Artibeus lituratus, em termos de
aminoacidos, a proteina N juntamente com a proteina L, mostraram-se ser
em média as proteinas mais conservadas entre os RABV desta linhagem. A
proteina N é considerada a mais conservada na espécie RABV (Wunner &
Conzelmann, 2020), porém esse € o primeiro estudo que demonstra que a
proteina L pode ser tdo conservada quanto a proteina N, mostrando
novamente que algumas caracteristicas de identidades nucleotidicas e
peptidicas consideradas como consenso para o RABV como um todo podem
variar em analise mais especificas.

As restrigdes funcionais e organizacionais impostas as proteinas do
RABYV fazem com que as mesmas, juntamente com seus genes estejam sob
intensa selecgao purificadora (Wunner & Conzelmann, 2020; Streicker & Biek,
2020; Oliveira, 2014; Kuzmina et al., 2013), o que faz com que a maioria de
suas mutagdes nucleotidicas sejam sinbnimas, ou sejam, mutagdes que
codificam um mesmo aminoacido. Desta maneira, é possivel que o terceiro
gene mais variavel dos RABV da linhagem estudada nessa pesquisa (gene
N) codifique a proteina mais conservada.

Embora a selegéo purificadora sejam o tipo de selecdo dominante no
RABV, estudos mostram que existe uma maior tolerancia para a mudanca
de aminoacidos nas proteinas P e G em relagdo as outras proteinas do
RABYV, fazendo com que mutag¢des nao sinbnimas sejam fixadas em maior

quantidade nestes genes (Streicker & Biek, 2020). Isto poderia explicar o
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fato que nesta pesquisa o gene G se mostrou como o gene mais conservado
na linhagem Desmodus rotundus/Artibeus lituratus ao mesmo tempo que
correspondeu a segunda proteina mais divergente nesta linhagem.

Para todos os genes concatenados, de acordo com a Tabela 1,
encontrou-se uma variagdo maxima de identidade nucleotidica de 4,8%,
valor este que talvez possa ser sugerido como ponto de corte para se
classificar isolados de RABV como pertencentes a linhagem Desmodus
rotundus/Artibeus lituratus, em analises que utilizem todos os genes
concatenados.

De acordo com as Tabelas 3 e 4, observa-se que as maiores
variagdes absolutas intraclusters (1,5%) encontradas nos clusters Artibeus 1
e Artibeus 2 sdo menores que as variagdes minimas absolutas intercluster
(2%), mostrando que isolados de um mesmo cluster sdo sempre mais
similares geneticamente entre si, quando comparados a isolados de outros
clusters, quando sao levados em consideragdo todos os cinco genes do
RABYV concatenados.

Diante destes resultados, podemos sugerir que para analises de
identidade de nucleotideos que utilizem todos os genes do RABV
concatenados, isolados que variem entre si até 1,5% seriam pertencentes a
uma mesma sublinhagem dentro da linhagem Desmodus rotundos/Artibeus
lituratus. Utilizando o mesmo raciocinio, isolados que apresentem uma
variagdo na identidade nucleotidica a partir de 2%, seriam pertencentes a
sublinhagens diferentes. Por outro lado, com valores de identidade entre
1,6% a 1,9% n&o seria possivel classificar a sublinhagem do isolado. Esses
dados mostram que a melhor forma para classificacdo dos isolados em
sublinhagens seria através da topologia da arvore filogenética e valores de
bootstrap ou posterior, tanto utilizando genes concatenados (Figura 10),
quanto utilizando qualquer um dos genes.

Nas analises de identidades baseadas para cada um dos genes
RABV, em valores absolutos, observa-se na Tabela 4, que com relagédo aos
genes N, P, M, G e L, o grupo Artibeus 2 é o que apresenta em valores

absolutos as menores identidades genéticas entre os quatro grupos
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analisados. Em valores médios este grupo € o mais variavel com excegao do
gene L. Em valores absolutos, para os genes P, M e G, esta variagao
intraclusters chega a ser maior do que as maiores identidades intercluster
encontradas entre isolados dos clusters irmdos Desmodus 2 e Artibeus 2,
demostrando assim a impossibilidade de estabelecer pontos de corte
baseado em identidade nucleotidica para a variagdo maxima das
sublinhagens aqui descritas, baseadas nestes genes.

Ja para os genes N e L, em valores absolutos, as identidades
minimas intraclusters (98% e 98,4% respectivamente) sdo sempre maiores
que as identidades maximas encontradas interclusters (97,8% e 98,1%
respectivamente), sugerindo talvez ser possivel estabelecer valores de ponto
de corte, baseados em identidade nucleotidica, baseando-se nas variagdes
maximas encontradas para esses genes dentro de um mesmo grupo.

Sendo assim, se utilizarmos arbitrariamente esses valores de
identidade genética baseados no gene N para diferenciarmos linhagens do
RABV, n&o haveria sentido em classificar as sublinhagens encontradas
nesta pesquisa em linhagens distintas como sugerido por Fahl et al. (2012),
pois a variagao entre elas baseada no gene N teve um valor maximo de
4,4%, e seriam segundo nossas observagdes pertencentes a uma mesma
linhagem de RABV. A utilizagdo de uma amostragem representativa de uma
grande regido geografica, juntamente com a analise filogenética fornecida
pela analise de todos os genes do RABV concatenados fornece subsidios
para os achados desta pesquisa.

Na analise de recombinacdo nao foram encontrados indicios deste
fendbmeno nos isolados aqui estudados, concordando com resultados obtidos
por outros autores (Kuzmin et al., 2012; Oliveira et al., 2020). A
recombinacgao entre diferentes linhagens do RABV é um evento raro, poucos
estudos apresentaram novas combinagdes de genes (Liu et al., 2011; He et
al.,, 2012; Ding et al., 2017), e vale ressaltar que todos os estudos
descrevem recombinacao linhagens de RABV mantidas em caes da China.

Para realizar uma vigilancia em raiva adequada € necessario

caracterizar os isolados de RABV que circulam nas diversas localidades do
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Brasil, pois esses dados sdao de extrema importancia, pois na rotina do
Laboratério de Biologia Molecular do Instituto Pasteur sédo utilizados para
caracterizacdo do RABV os primers denominados inicio - senso
(ACGCTTAACAACAARATCARAG) e p784 — antisenso
(CCTCAAAGTTCTTGTGGAAGA), na qual gera um fragmento de 869 pb.
Isso pode ser aplicado em outros Laboratérios da Rede de Diagndstico da
Raiva para a caracterizagdo molecular e classificagdo das sublinhagens de
isolados de Desmodus rotundus/Artibeus lituratus. Vale ressaltar, os primers
utilizados no estudo foram adequados para isolados de Artibeus lituratus e
Desmodus rotundus, no entanto foram utilizadas apenas amostras do Estado
de Sao Paulo, sendo necessario a realizacdo de outros estudos contendo
RABYV isolados de Artibeus de outras regides do Brasil, para se obter dados
mais representativos.

O avancgo nas técnicas de sequenciamento utilizando plataformas
mais sofisticadas tem permitido a cole¢do de dados moleculares para um
melhor entendimento no processo de evolugao viral incluindo mecanismos
moleculares de adaptagcdo de hospedeiros e emergéncia viral em novos
hospedeiros (Brunker et al., 2018). Os dados obtidos nesse estudo utilizando
a plataforma ILLUMINA MISEQ para sequenciamento do gene completo de
RABYV, possibilitou a diferenciacao e classificacdo dos isolados de RABV da
linhagem Desmodus rotundus/Artibeus lituratus em sublinhagens Desmodus
1, Desmodus 2 e Artibeus 1 e Artibeus 2, tendo uma aplicacdo importante
para determinar as fontes de infeccao do RABV transmitidas principalmente
a caes e gatos nos centros urbanos do Estado de Sdo Paulo, no entanto
para o conhecimento real da relagcdo dessas sublinhagens e seus
reservatorios seria fundamental que essa pesquisa fosse estendida para

todos os paises da América Latina.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos pode-se chegar as seguintes

conclusdes:

v' Com a filogenia nao foi possivel diferenciar as linhagens D.
rotundus e A. lituratus com base no genoma completo.

v" Foram encontradas evidéncias de que a linhagem Desmodus
rotundus/Artibeus lituratus se diferencia em quatro sublinhagens no
Estado de Sao Paulo, sem padrdo geografico aparente, sendo duas
dessas associadas a cada um dos reservatorios e demoninadas
nesse estudo com Desmodus 1, Desmodus 2, Artibeus 1 e Artibeus 2.

v Nao foi evidenciado nesse estudo presenca de recombinacgéo
entre os isolados do RABV destes dois reservatérios (Desmodus
rotundus/Artibeus lituratus.)

v Em relagdo a identidade genética dos isolados do RABV, tanto
0 gene quanto a proteina P se mostraram mais variavel na linhagem
Desmodus rotundus/Artibeus lituratus.

v O tempo de divergéncia do ancestral comum mais recente da
linhagem D. rotundus/A. lituratus ficou em torno de 170 anos,
variando entre 107 até 237 anos com intervalo de confianca de 95%.

v" As sublinhagens Artibeus 2 e Desmodus 2 sao grupos irmaos,
sendo as mais relacionadas geneticamente e filogeneticamente entre

si, divergindo diretamente de um mesmo RABV ancestral.
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