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RESUMO

A raiva é uma zoonose de infec¢do aguda, sem tratamento que acomete os mamiferos. Seus relatos
sdo datados ha décadas e desde entdo vem se tornando um grande problema de saude publica, para
diversos paises do mundo inclusive no Brasil. O virus da raiva (RABV) € composto por uma fita
simples de RNA, o genoma tem aproximadamente 12kb, e é constituido por cinco proteinas (N, P, L,
M e G). O estudo da filogenia e epidemiologia foi proposto para identificar e estabelecer relagbes
entre os isolados do RABV no mundo. O objetivo foi realizar analises das sequéncias de nucleotideos
do RABYV a fim de estabelecer uma relagéo filogenética entre as estirpes brasileiras com isolados de
outros paises. Foram selecionadas 57 sequéncias nucleotidicas do banco de dado Genbank e
alinhadas utilizando o ClustalW, as arvores foram reconstruidas usando o método de Neighbor-
Joining, com bootstrap de 100 repeticdes. As andlises filogenéticas foram desenhadas através do
MEGA 6.06. Os resultados evidenciaram que a glicoproteina apresenta a maior variabilidade
genética, sendo a distribuicdo geogréfica e os hospedeiros fatores importantes para constru¢do da
relagéo filogenética entre as amostras. Através desse estudo foi possivel verificar a similaridade e a
variabilidade genética da glicoproteina (G) de amostras isoladas no Brasil e no mundo, observando
também que o hospedeiro e a distribuicdo genética sao relevantes na manutencdo da doenca.
Palavras chave: Filogenia molecular. Zoonoses negligenciadas. Raiva.

ABSTRACT

Rabies is a zoonosis of acute infection, without treatment that affects mammals. Its reports are dated
for decades and since then it has become a major public health problem, for many countries in the
world, including in Brazil. The rabies virus (RABV) consists of a single strand of RNA, the genome has
approximately 12kb, is composed of five proteins (P, N, L, M and G). The study of phylogeny and
epidemiology was proposed to identify and establish relation among the worldwide isolated RABV.
The aim was to carry out nucleotide sequence analyzes of RABV in order to establish a phylogenetic
relation between the Brazilian strains with isolates from other countries. We selected 57 nucleotide
sequences from the Genbank and aligned using ClustalW, and the trees were reconstructed using the
Neighbor-Joining method, with 100 replicate bootstraps. The phylogenetic analyzes were designed
using MEGA 6.06. The results evidenced that the glycoprotein presents greatest genetic variability,
being the geographical distributions and the hosts important for the phylogenetic relation among the
samples between samples. Through this study was unable to verify the similarity and the genetic
variability of the glycoprotein (G) of samples isolated in Brazil and in the world, noting also that the
host and the distribution genetics are important in maintaining the disease.
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1 INTRODUCAO

A raiva é uma doenca infecciosa altamente letal, que vem percorrendo
décadas, tornando-se um grande problema de saude publica, ndo somente no
Brasil, mas também em varios paises (MOUTINHO et al.,, 2015; OIE, 2016). A
contaminacdo pelo virus da raiva (RABV) tem ocorréncia em mamiferos, inclusive
em humanos, que contrairam o virus através de mordidas e arranhdes de animais
infectados. (ABREU; CRISZOSTOMO, 2014). O RABV causa uma infec¢do que
compromete o sistema nervoso central (SNC), causando nas vitimas quadros de
agressividade, paresia e 6bito em estagios mais avancados da doenca. (BABBONIA,;
MODOLO, 2011; KANITZ et al., 2014).

O RABV esta presente em varios paises, principalmente em paises
pertencentes aos continentes Asiatico e Africano. Segundo a Organizacdo Mundial
de Saude (OMS), morrem em torno de 55.000 pessoas por ano vitimas da raiva no
mundo. Dessas mortes, 95% acontecem na Africa e na Asia, e 80% s&o atribuidas
as pessoas economicamente desfavoraveis, que vivem em areas rurais e a maioria
sdo criancas. (ZHU; GUO, 2016; RIDDER et al., 2016).

No Brasil, municipios da regido nordeste e municipios proximos a fronteira
com a Bolivia apresentam uma maior vulnerabilidade a ter surtos da doenca,
entretanto, outras regibes também sofrem esporadicamente com essas epidemias.
Para que haja a diminuicdo e até mesmo eliminacdo dos surtos nessas regides
especificas e em todo pais, sdo necessarios programas de intensificacdo dos
métodos de controle, prevencao, tratamento e preparacdo de pessoas qualificadas
para diagnosticar rapidamente os casos suspeitos. (PORTAL DA SAUDE, 2016).

O governo brasileiro investe por ano cerca de 60 milhdes de délares com
medidas profilaticas contra a raiva no Brasil. Por ano, sdo atendidas em torno de
400 mil pessoas que sofreram algum tipo de acidente com animais, dessas,
aproximadamente 270 mil tiveram que ser imunizados com pelo menos uma dose da
vacina (MARTINS et al., 2015). Areas de dificeis acessos, monitoramentos da
circulagdo do RABYV, regides proximos as fronteiras e a vacinagdo de todos os
animais, principalmente daqueles que n&do possui donos sdo apontados pelo
Programa Nacional de Controle da Raiva no Brasil como uns dos principais desafios
encontrados para a erradicacdo do RABV no pais. (CALDAS, 2013).



O genoma do RABV é composto por uma fita simples de RNA e por cinco
proteinas: Nucleoproteina, Fosfoproteina, Polimerase, Matriz proteica e
Glicoproteina. O estudo da glicoproteina (G) é de bastante relevancia, visto sua
importancia para o virus. A glicoproteina (G) esta presente no envelope e tém
funcbes de ligacdo com o receptor acetilcolina nicotinico (nAChR), mediando e
modulando a comunicacao interneural do Sistema Nervoso Central (SNC) e do
Sistema Nervoso Periférico (SNP). Estudos tem relatado a ligacdo dessa proteina
com o receptor p75NTR como uma forma do virus percorrer o SNP até o SNC via
endossomal, utilizando um percurso mais rapido. (MARTINS, 2011; BARROS, 2013;
GLUSKA et al., 2015).

O estudo de filogenia e epidemiologia molecular procura identificar e
estabelecer as relacdes entre as diferentes formas de vidas e assim estabelecer
relacdes de epidemias dos virus e sua distribuicdo geografica. Trabalhos mostraram
que a distribuicdo do RABV esta relacionada com caracteristicas da paisagem,
topografia, hidrografia, sistemas de producdo animal e usos da terra (MARTINS,
2011; GARCIA et al., 2014). Desta forma, o trabalho justifica-se pela importancia de
realizar um estudo da filogenia molecular da glicoproteina do RABV, a partir de
bancos de dados estabelecendo uma relacdo entre as estirpes brasileiras e o0s
isolados encontrados em outras partes no mundo, a fim de assimilar os vinculos
evolutivos do RABV.

Este trabalho expfem as seguintes perguntas norteadoras: Qual a
similaridade entre as sequéncias do RNA do virus da raiva entre as amostras
brasileiras e as amostras isoladas em outros paises? Qual o padrdo na distribuicdo
dos gendétipos do virus pelo Brasil? Com base nestes questionamentos, sao
propostas as seguintes hipéteses: As diferencas genotipicas entre as amostras
brasileiras e as amostras encontradas em outros paises estdo associadas ha
diferentes regibes geogréficas, e que 0s gaps e mismatches presentes no gene
geram uma alta variabilidade genética entre os RABV do Brasil e de outros paises.

Para o desenvolvimento deste trabalho foi realizada uma pesquisa
bibliografica descritiva com abordagem qualitativa. Para a epidemiologia molecular
do virus foi utilizado o banco de dados como: Scielo, Medline, Lilacs, e Pubmed. As
sequéncias nucledtidicas foram selecionadas através do GenBank no National
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arvores foram utilizado o programa ClustalW e o método Neighbor-Joining com
bootstrap de 100 repeticdes.

O atual trabalho teve como objetivo analisar a filogenia molecular da
glicoproteina (G) do RABV a partir das sequéncias de nucleotideos disponiveis no
banco de dados do GenBank (NCBI), estabelecendo uma relacéo entre as estirpes
brasileiras e os isolados encontrados em outras partes no mundo, a fim de assimilar
0s vinculos evolutivos e ancestrais do RAVB buscando a presenca de gaps e

mismatches e finalizando com a reconstrucdo de arvores filogenéticas.

2 REFERENCIAL TEORICO

A raiva surgiu a mais de quatro mil anos atrés. No inicio a doenca era vista
através de duas vertentes: pelos hebreus e egipcios, que acreditavam que a doenca
era de carater religioso; e pelos chineses e hindus, que consideravam a raiva uma
instabilidade dos elementos que alinham o organismo. No decorrer dos anos, a raiva
foi relatada por varios filésofos, onde comecaram a descrever a sintomatologia e a
transmissdo. Aristoteles e outros filosofos foram os primeiros a relatarem que a
propagacdo da raiva ocorria através da mordida de cédes infectados, entretanto
ainda, ndo era associada a transmissdo da raiva dos caes para humanos.
(BABBONI; MODOLO, 2011). A raiva manifestada em humanos foi observada na
Escola de Alexandria, logo a doenca foi declarada como uma das mais terriveis,
desde entdo a raiva comegou a ser uma preocupacdo social e se estende até os
dias atuais. (STEELE, 1975).

O primeiro grande surto de raiva ocorreu na Franga em 1.271, onde
aproximadamente 30 pessoas que viviam num vilarejo vieram a 6bito apos sofrerem
mordidas de lobos infectados com o virus. No ano de 1.500, o virus da raiva se
espalhou pela Espanha e por parte da Europa Central onde também causou
inumeros 6bitos. Em 1.752 a 1.762 ap0s um surto da doenca em Londres, ocorreu
uma grande matanca de caes que aparentemente possuiam o virus, pagando-se por
animal morto. Nesta época ocorreu um massacre de cées, pratica essa que, se
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dia. Em 1779 ficou terminantemente proibido na Inglaterra que as pessoas
economicamente desfavoraveis tivessem caes. (BABBONI; MODOLO, 2011).

Apé6s a chegada dos colonizadores na América Latina, surgiram varias
mortes, imediatamente suspeitaram que fossem decorrentes da raiva, e entao
presumiram que o virus tivesse sido introduzido no continente através de cées
infectados, que vieram da Europa durante as expedi¢cdes. Em 1.908 no Brasil, foi
relatado um surto da doenca em animais herbivoros, pesquisadores levantaram a
hipétese de que o surto tivesse ocorrido através da transmissdo aérea, ou seja,
através de morcegos hematdfagos. No inicio essa hipétese foi recusada pela
comunidade cientifica, pois naquela época existia uma pandemia de outras doencas
gue poderia ser confundida com a raiva, no entanto, anos mais tarde foi confirmada
a veracidade da transmissdo da raiva pelos morcegos hematéfagos. (ANDRADE,
2014).

A raiva € considerada uma patogenia de caréater infeccioso agudo e tem
como agente etioldgico um virus (RABV), pertence a familia Rhabdoviridae e ao
género Lyssavirus (KANITZ, 2014). Morfologicamente o nucleocapsideo dos virions
do RABV tem um formato semelhante de um projétii de arma de fogo, onde é
coberto por um invélucro lipoprotéico, seu tamanho é em torno de 180 nm de
comprimento por 75 nm de diametro. (GOMES et al., 2012; ANDRADE, 2014).

O genoma do RABYV é constituido por uma fita simples de acido ribonucleico
(RNA), com polaridade negativa e contém cinco proteinas que se divide no
nucleocapsideo e no envelope viral. O nucleocapsideo é composto por trés
proteinas: Nucleoproteina (N), Polimerase (L) e Fosfoproteina (P). A nucleoproteina
(N) é a proteina mais conservada, € considerada muito significante para o virus,
sendo responsavel pela encapsidacdo do genoma; a polimerase (L), que tem como
funcdo a transcricdo e replicacao viral; e a fosfoproteina (P), que tem uma funcéo
regulatoria na replicacdo do virus, agindo como um cofator durante a transcricdo e
replicacéo viral. (BARROS, 2013; OLIVEIRA, 2014).

O envelope viral é composto por duas proteinas: Matriz proteica (M) e
Glicoproteina (G), sendo que a matriz proteica (M) tem a funcédo de unir o envelope
viral e a ribonucleoproteina interna, e a também esta envolvida na montagem e
liberacdo do virus; e a glicoproteina (G), que € uma proteina de membrana,
considerada uma proteina de fuséo, ou seja, conduz a entrada do virus na célula

hospedeira. Estimula a formagcdo de anticorpos neutralizantes, age na resposta



imune contra o virus, na ativacdo dos linfocitos T auxiliares e citotoxicos e nos
receptores de acetilcolina determinando assim a patogenicidade do virus no
hospedeiro. Devido a essas fungbes a glicoproteina tem sido amplamente estudada
principalmente na producéo de vacinas recombinantes (FAHL, 2014; BERNARDINO,
2015).

Para a replicacao viral, 0 RABV se liga aos receptores e penetra na célula do
hospedeiro por um processo de endocitose (esse processo de adsorcado € mediado
pela glicoproteina), a molécula viral se une aos endossomos e devido ao seu meio
acido ocorre o desencadeamento na conformacdo da glicoproteina liberando a
ribonucleoproteina no citoplasma. Apdés a entrada do virus na célula, comeca a
transcricdo do virus na direcdo 3'—5’ pela RNA polimerase que codifica um RNA
molde e cinco MRNA e posteriormente traduzidas nas proteinas P, N, M,Le G . Na
segunda etapa, as fitas positivas sdo moldadas para a producado de fitas negativas
que serdo encapsidadas pelas proteinas N, P e L. A proteina M envolve o complexo
gendmico juntamente com a glicoproteina, as particulas se ligam gerando o
envelope viral. A disperséo do virus para fora da célula ocorre ap6s os brotamentos
virais. (MONTEIRO, 2014).

A raiva possui quatro ciclos epidemiolégicos: o ciclo urbano que tém como
principal hospedeiro o céo, entretanto, também abrande os gatos; o ciclo rural, no
qual o morcego é o transmissor do virus para varias espécies de animais criados
domesticamente como bovinos, equinos, suinos e caprinos; o ciclo silvestre que é
uma adversidade nos paises onde a raiva ja esta controlada, pois o virus pode
utilizar diversos animais como hospedeiros (raposa, coiote, sagui, cachorro-do-mato,
guaxinins, gambas), e o ciclo aéreo que é pertencente aos morcegos de varias
espécies, eles sdo de extrema importancia na manutencdo e circulagdo do virus,
devido ser o Unico mamifero capaz de voar e isso facilita a transmissdo do virus
para outros animais e humanos. (MENEZES, 2013).

A infeccdo pelo RABV, tanto em humanos quanto em animais, ocorre
através da penetracdo do virus através de mordidas, arranhdes, mucosa e
ferimentos abertos. O periodo de incubacéo do virus é variavel e pode durar de duas
até doze semanas. Varios fatores podem interferir no tempo de incubagéo do virus
como, local da mordida, carga viral e a imunocompeténcia do paciente. (BATISTA,
2011).



A disseminacdo do RABV no organismo acontece ap0s sua replicacdo nas
células musculares proximas ao local que ocorreu a lesdo, apds o virus chega ao
sistema nervoso central e chegam as glandulas salivares através dos nervos
periférico ficando assim livre para sua transmissao, isso ocorre ap0s 0S primeiros
sinais clinicos (SILVA et al., 2015).

A doenca é dividida em duas formas clinicas: a forma paralitica, que
predomina nos herbivoros causando como sintomas um quadro de afagia, paralisia
muscular, febre alta, salivacdo, ataxia, convulsdes cardiorrespiratéria, entre outras,
tendo o morcego hematéfago associado a transmissédo. A outra forma clinica € a
raiva furiosa, que tem como principais sintomas a inquietacdo, agressividade,
fotofobia e salivacdo, sdo observados em carnivoros, tendo os cdes associados a
transmissdo. (CAMPOS, 2011; GOMES, et al., 2012).

Atualmente existem algumas regifes que ndo tem incidéncia do virus da
raiva como, por exemplo, a Nova Zelandia, Nova Guiné, Havai, Oceania, Finlandia,
Noruega, Suécia e Portugal. Mesmo apos a descoberta da vacina antirrabica, a raiva
ainda avanca principalmente em animais silvestres, onde existe uma dificuldade em
erradicar o virus, tornando assim um desafio. Na América Latina, Africa, e Asia os
cdes ainda sdo os principais reservatorios. No Brasil especificamente, os morcegos
hematéfagos s@o os principais responsaveis pela transmissdo do virus. (DIVE,
2016). Com a criacdo do Programa Nacional de Combate e Prevencdo a Raiva em
1973, houve um declinio consideravel de contaminacéo por raiva em caes devido as
campanhas de vacinagao gratuitas no pais. (PORTAL BRASIL, 2012).

Existem diversos mecanismos de variabilidade genética, sendo esses
responsaveis pela biodiversidade do virus. Esses mecanismos se divergem em
mutacgOes, duplicagbes, reorganizagcdo dos genes e replicagdes virais. Em se
tratando de filogenia, as mutacdes, delecbes e inser¢cdes dos genes sdo 0s mais
utilizados para demonstrar as relacdes entre os genes. As mutacdes podem ser
basicamente a troca de bases nitrogenadas, podendo ser transicées quando ocorre
a troca entre duas purinas (A e G), ou por duas pirimidinas (C e T), ou através do
meétodo de transversdo, quando ocorre a troca de uma purina por uma pirimidina ou
de uma pirimidina por uma purina. As delecbes (gaps) e as inser¢des provocam
exclusdo ou inclusdo de bases nitrogenadas no genoma, respectivamente.
(CALDART et al., 2016).



A epidemiologia molecular se define como a ciéncia que estuda a evolugéo
molecular de determinado patégeno ou gene, além de estudar os efeitos que os
individuos podem causar numa estabelecida populacdo, relacionando com a
composicdo génica e sua importancia na distribuicdo do patdégeno e controle da
patogenia. Uma importante aplicacdo da epidemiologia molecular € analisar a
presenca de polimorfismos e a resisténcia do hospedeiro. Utiliza-se a filogenética
em conjunto com a epidemiologia molecular com o intuito de compreender a fundo
como ocorreu, 0 porqué, e de que forma patologia se disseminou. As analises
filogenéticas de um modo geral analisam de forma exploratéria as sequéncias de
DNA e proteinas, expondo a evolucdo e epidemiologia tanto dos agentes etioldgicos
guanto dos seus hospedeiros. (CALDART et al., 2016).

3 METODOLOGIA

Para o desenvolvimento deste trabalho, foi realizada uma pesquisa
bibliografica descritiva com abordagem qualitativa. Foi abordada a epidemiologia
molecular do Virus da Raiva (RABV) utilizando os seguintes bancos de dados:
Scielo, Medline, Lilacs, e Pubmed. Foram pesquisados 0s seguintes termos:
glicoproteina do virus da raiva, genética dos Rhabdoviridae, epidemiologia do RABYV,
zoonose do virus da raiva, raiva em humanos, filogenia do RABV, entre outros.

Através do banco de dados GenBank (NCBI), foram selecionadas 21
sequéncias do genoma completo do RABV referente ao Brasil, e 36 sequéncias do
genoma completo do RABV referente a outros paises (QUADRO 1). Dentro dessas
sequéncias também foram selecionados os cincos genes do RABV: Polimerase (L),
Matriz (M), Nucleoprotéina (N), Fosfoproteina (P), e Glicoproteina(G). Os critérios de
selecdo dessas sequéncias foram: selecionar sequéncias de paises distintos,
hospedeiros diferentes, buscando também o virus presente em humanos.

O alinhamento global das sequéncias selecionadas foi realizado utilizando o
Clustalww (THOMPSON et al., 1994). A histéria evolutiva foi inferida usando o método
de Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987), com a soma do comprimento do ramo =
2.24769860. A percentagem de arvores idénticas, em que a taxa associada



agrupada no teste de bootstrap (100 repeticdes) sdo mostrados ao lado dos ramos
(FELSENSTEIN, 1985).

A arvore foi desenhada a escala, com comprimentos dos ramos nas mesmas
unidades, como o0s das distancias evolutivas usadas para inferir a arvore
filogenética. As distancias evolutivas foram calculadas usando o método Maximum
Composite Likelihood (TAMURA et al., 2004) e estdo em unidades do numero de
substituicGes de bases por sitio. Todas as posi¢cdes contendo gaps e auséncias de
dados foram eliminados. Houve um total de 1574 posi¢cées no conjunto de dados
final. Andlises de evolucdo foram realizadas no MEGA 6.06 (TAMURA et al., 2013).

A andlise de entropia foi realizada no software Bioedit (HALL, 1999).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Através das sequéncias selecionadas no GenBank, verificou-se que o
genoma do RABV contém aproximadamente 12kb, codificando cinco proteinas do
virus: Nucleoproteina (N), Polimerase viral (L), Fosfoproteina (P), Matriz proteica (M)
e a Glicoproteina (G). Nas andlises filogenéticas observa-se que as variabilidades
gendmica estao relacionadas com os hospedeiros do qual aquela amostra foi isolada
(FIGURA 1). A arvore foi construida a partir de isolados de representantes de todos
0s quatro ciclos epidemiolégicos: urbano, rural, aéreo e silvestre. (KOBAYASHI,
2013).

Através da andlise filogenética do genoma completo do RABV (FIGURA 1),
verificou-se a relevancia dos hospedeiros para a evoluc¢éo do virus. Houve a divisdo
das amostras em dois clados: clado A é composto por amostras de diferentes paises
e inclui as amostras vacinais, jA o segundo clado B € composto pelas amostras
brasileiras, norte americanas e da Guiana Francesa. As amostras americanas foram
em grandes partes isoladas de diferentes espécies de morcegos, esse fato mostra
como o hospedeiro € fundamental na manutencado das variantes da raiva. (FAHL,
2014). No entanto, observando o resultado da arvore para o genoma completo,
assim como a arvore para o gene P (Figura 6), podemos observar que para a
espécie de morcego Desmodus rotundus existem genotipos diferentes, apesar de

agrupados um unico clado. A evidéncia atual sugere que a ocorréncia da raiva
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depende de vérios fatores, tais como caracteristicas da paisagem, topografia,
hidrografia, sistemas de producao animal e uso da terra. (GRENFELL et al., 2004).

A entropia é usada para conceder informacdes sobre a propagacéao aleatéria
da variacdo genética, quando os picos estdo baixos indica que hd uma menor
variabilidade nos nucleotideos daquela regido, e com picos altos indica uma maior
variabilidade. (BUTHELEZI, 2016). Portanto de acordo com a entropia realizada
neste estudo, indicou uma alta variabilidade genética em todas as cinco proteinas,

principalmente na glicoproteina (G), como pode ser observada na figura 2.
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FIGURA 1: Arvore filogenética do genoma completo do virus da raiva (RABV) das sequéncias
disponiveis no GenBank (NCBI), reconstruida utilizando o programa MEGA 6.06. Clado A: composto
por amostras pertencentes a outros paises. Clado B: composto por amostras brasileiras, americanas
e da Guiana Francesa.
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FIGURA 2: Entropia realizada para observar as variacdes do genoma do RABV. Realizada utilizando
o0 Bioedit, onde observou a variabilidade genética das proteinas.

De acordo com Fahl (2015), o genoma do RABV possui uma alta taxa de
mutacdo, e que a nucleoproteina (N) € uma regido altamente conservada no
genoma, com baixas taxas de mutacbes em consequéncia da sua importancia e
funcdes exercidas no genoma. Entretanto, de acordo com a analise filogenética e
entropia proposto do genoma da nucleoproteina (N) nesse trabalho, a distribuicdo
geografica do isolado viral influenciaram na variabilidade desse gene gerando a
formacao de dois clados, deixando evidente que apesar de conservada, a proteina
também esta sujeita a sofrer variacoes.

Através da andlise filogenética e da entropia do gene G (FIGURA 3), pode-
se observar uma alta variabilidade genética. A arvore gerou dois clados: o primeiro
clado € composto por paises que estdo localizados principalmente nos continentes
Europeu, Africano e Asiatico. Essa distribuicdo geografica mostrou que a existéncia
da raiva nesses paises pode ser por consequéncia das proximidades entre eles e 0
intenso fluxo de pessoas ao longo dos séculos (MEHTA, 2016). As amostras do
Brasil (AB517659.1, AB362483.1, AB517660.1), México (HQ450386.1, JQ685975.1)
e EUA (JQ685899.1, HM53570.1), foram relacionadas com este clado devido ao tipo
de animal infectado, visto que esses animais sdo pertencentes aos trés ciclos
epidemiologicos, urbano, rural e selvagem. O segundo clado ficou concentrada a
maioria das sequéncias isoladas nas Américas. No Brasil, foram isolados um grande

namero de RABV em morcegos. Desde o ano de 2004 estes animais sao 0sS
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principais transmissores da doenca no pais, o que pode indicar uma maior dispersao
do virus nesse continente (TORRES et al., 2014, BRASIL, 2015).
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FIGURA 3: Arvore filogenética baseada no gene da Glicoproteina (G) do virus da raiva (RABV) das
sequéncias disponiveis no GenBank (NCBI), reconstruida utilizando o programa MEGA 6.06.Clado
A:composto principalmente por amostras dos continentes Asiatico, Africano e Europeu. Clado B:

composto por amostras das Américas.
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A variabilidade da glicoproteina (G) pode ser justificada devido as suas
funcBes exercidas. Por ser uma proteina de fusdo, a glicoproteina (G) auxilia a
entrada do virus nas células em especial nas células nervosas, tém a capacidade
juntamente com as proteinas N e P, células T auxiliares e citotoxicas de estimular
uma resposta imune, além de ser responsavel pela producdo de anticorpos
neutralizantes por conter um dominio antigénico. (RODRIGUES et al., 2007).

As vacinas classicas antirrabicas séo produzidas utilizando o virus inativado,
com caracteristicas antigénicas do virus selvagem, e por consequéncia do alto custo
para sua producdo, pesquisas sobre vacinas mais eficientes e com precos mais
acessiveis estdo em evidéncia, principalmente porque paises que tém um alto indice
da doenca necessitam de vacinas mais baratas visando uma imunizacdo mais
efetiva, com doses unicas (KAUR et al., 2015).

Os estudos da glicoproteina (G) para producdo de vacinas recombinantes
visam uma producdo de alta qualidade, baixo custo e sem efeitos colaterais. A
molécula da glicoproteina recombinante € instavel e hidrofébica, isso gera
dificuldades na obtencéo da vacina recombinante. A instabilidade e a hidrofobia da
glicoproteina recombinante ocorrem apds as modificacdes traducionais, a sequéncia
deve ser glicosilada permitindo assim que a glicoproteina recombinante chegue a
superficie celular, entretanto a glicoproteina recombinante ndo tem a funcdo de
brotamento, e ndo forma vesiculas, e por isso a molécula permanece na membrana
plasmatica até a sua lise. Sabe-se que o Rhabdovirus é capaz de infectar diversos
organismos como plantas, mamiferos e insetos, portanto diversos trabalhos tém sido
realizados utilizando estes tipos de organismos para a obtencdo de vacinas
recombinantes, como o uso da Drosophila melanogaster, que tem suas células é
intensamente estudada como hospedeiro da glicoproteina recombinante. (ASTRAY
et al. 2016).

O processo de replicagao do virus de RNA resulta em maiores substituigdes
de bases nucleotidicas, ou seja, eles possuem maior taxa de mutagdo, 0 que
garante ao virus de RNA a facilidade de adequar aos diferentes hospedeiros
escapando do seu sistema imunolégico. Em geral se comparado, o virus de RNA
sdo menos especificos, em relacdo aos hospedeiros do que os virus de DNA, e
podem propagar mais facilmente entre as diferentes espécies. (BRANDAO, 2015).
Pode ser citado como exemplo o virus da estomatite vesicular (VSV), esse virus é
também pertencente a familia Rhabdoviridae, infecta varias espécies de hospedeiros
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entre eles os mamiferos, possui a nucleoproteina (N) altamente conservada é
endémico e variavel. (RODRIGUES et al., 2007).

5 CONSIDERACOES FINAIS

O trabalho analisou a filogenia molecular da glicoproteina de amostras obtidas
do Genbank, no qual foi possivel compreender os vinculos evolutivos e ancestrais
do RABV. Os gaps e mismatches presentes no gene, causaram uma alta
variabilidade genética e a presenca de mutacdes ocasionou uma alta variabilidade
genética principalmente da glicoproteina (G), onde foram expostos 0s possiveis
pressupostos sobre essa variabilidade. Através dos resultados obtidos nas andlises
filogenéticas propostas, foi possivel verificar a existéncia de similaridades evolutivas
do RABV existente entre as sequéncias do Brasil e entre outros isolados do mundo,
demostrando que a distribuicdo geogréafica e os hospedeiros também influenciam na
manutenc¢ao das variantes da raiva.

Foi observada em varios estudos a reconstrucdo das arvores filogenéticas
utilizando um boostrap de 1000 repeticbes. Entretanto, essa foi a maior limitacao
desse trabalho, visto que a reconstrucdo com 1000 repeticdes demandava um
grande tempo para a reconstrucado das arvores, o que tornou inviavel a utilizacao
desse método. A demora da reconstrugdo das arvores fez com que as mesmas

fossem reconstruidas utilizando um bootstrap de 100 repeticdes.
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ANEXOS

QUADRO 1: Sequéncias recuperadas do GenBank utilizadas para reconstrucdo filogenética.

NUmero de Acesso islatl)grz::e(:ﬁo Ano Espécie de isolamento
KM594035.1 Brasil 2012 | Morcego (Nyctinomops laticaudatus)
AB362483.1 Brasil 2011 | Raposa (Dusicyon sp.)

AB517659.1 Brasil 2012 | Céo

AB517660.1 Brasil 2012 | Raposa

AB519641.1 Brasil 2011 | Morcego (Artibeus lituratus)
AB519642.1 Brasil 2011 | Morcego (Desmodus rotundus)
AB608731.1 Brasil 2012 | Morcego (Lasiurus ega)
KM594023.1 Brasil 2016 | Sagui- de- tufos-brancos
KM594024.1 Brasil 2016 | Sagui-de- tufos-brancos
KM594025.1 Brasil 2016 | Sagui-de- tufos-brancos
KM594028.1 Brasil 2016 | Morcego (Eptesicus furinalis)
KM594029.1 Brasil 2016 | Morcego (Eptesicus furinalis)
KM594030.1 Brasil 2016 | Morcego (Myotis nigricans)
KM594033.1 Brasil 2016 | Morcego (Tadarida brasiliensis)
KM594034.1 Brasil 2016 | Morcego (Nyctinomops laticaudatus)
KM594036.1 Brasil 2016 | Morcego (Nyctinomops laticaudatus)
KM594038.1 Brasil 2016 | Morcego (Tadarida brasiliensis)
KM594040.1 Brasil 2016 | Morcego (Desmodus rotundus)
KM594041.1 Brasil 2016 | Morcego (Desmodus rotundus)
KM594042.1 Brasil 2016 | Morcego (Desmodus rotundus)
KM594043.1 Brasil 2016 | Bovino

EU293116.1 Argentina 2008 | Morcego (Tadarida brasiliensis)
FJ577895.1 China 2010 | Amostra Vacinal

FJ712195.1 China 2009 | Furédo-texugo chinés
GQ918139.1 Franca 2010 | Estirpe de vacina

GU565703.1 China 2010 | Amostra Vacinal

GU565704.1 China 2010 | Amostra Vacinal

HM535790.1 Estados Unidos 2010 | Rato

HQ450386.1 México 2012 | Céo




20

JQ685899.1
JQ685917.1

JQ685975.1

JQ944706.1

JQ944709.1

KF155001.1
KT336433.1
KT728348.1
KX036367.1
EU311738.3
KT336436.1
KU523255.1
EF206720.1

EF206711.1

KC171644.1
KC196743.1
IX473841.1

EU293115.1
EU293111.1
EF437215.1

AB569299.1
AB981664.1
KF620489.1
AY956319.1
HES802676.1
KF155002.1
KF154997.1
KF154996.1

Estados Unidos 2012
Estados Unidos 2012
México 2012
Russia 2012
Etiopia 2012
Marrocos 2013
Zimbéabue 2015
Russia 2015
Groelandia 2016
Canada 2016
Asfrica do Sul 2015
Guiana Francesa 2016
Alemanha 2007
Suica 2007
Coreia do Sul 2012
Nigéria 2012
Namibia 2012
Franca 2007
Tailandia 2007
india 2007
Sri Lanka 2010
Laos 2014
Taiwan 2013
Alemanha 2005
Paquistao 2012
Tanzania 2013
Estonia 2012
Reino Unido 2013

Raposa Cinzenta
Coiote

Doninha

Céo

Isolado de vacina
Bovino

Céo

Humano

Raposa do artico
Guaxinim

Céo

Morcego (Desmodus rotundus)
Amostra vacinal
Amostra vacinal
Guaxinim

Céo

Cudo

Raposa

Humano
Humano
Humano

Cao

Texugo Furéo

*

Bovino

Cao

Guaxinim

Humano

Fonte: GenBank (NCBI);

*nao consta no banco de dados



Zimbaue 2015 (KT336433.1)
76 Nambia 2012 (JX473841.1)
100 Africa do Sul 2015 (KT336436.1)
Tanzania 2013 (KF155002.1)
Marrocos 2013 (KF155001.1)
Rssia 2015 (KT728348.1)
99 7 6o Frana 2007 (EU293115.1)
Estonia 2013 (KF154997.1)
Russia 2012 (JQ944706.1)
Alemanha 2007 (EF206720.1)
100 | Suia 2007 (EF206711.1)
Brasil 2012 (AB517659.1)
Brasil 2011 (AB362483.1)
Brasil 2012 (AB517660.1)
Mxico 2012 (HQ450386.1)
EUA 2012 (JQ685899.1)
Mxico 2012 (JQ685975.1)
os| China 2010 (FJ577895.1)
100 |l china 2010 (GU565703.1)

86

99

83

China 2010 (GU565704.1)
Etipia 2012 (JQ944709.1)
Frana 2010 (GQ918139.1)
99l EUA 2010 (HM535790.1)
Coreia do Sul 2012 (KC171644.1)
Groelndia 2016 (KX036367.1)
—— Alemanha 2005 (AY956319.1)
India 2007 (EF437215.1)
Paquisto 2012 (HE802676.1)
Reino Unido 2013 (KF154996.1)

100

100

100

Nigria 2012 (KC196743.1)
China 2009 (FJ712195.1)
Taiwan 2013 (KF620489.1)

100

[— Tailandia 2007 (EU293111.1)
100 L—— |Laos 2014 (AB981664.1)

Sri Lanka 2010 (AB569299.1)

Canad 2016 (EU311738.3)

Brasil 2016 (KM594028.1)

Brasil 2106 (KM594030.1)
100 Guiana Francesa (KU523255.1)

o7 Brasil 2016 (KM594041.1)

Brasil 2011 (AB519642.1)

100 Brasil 2016 (KM594043.1)

100

77

77

Brasil 2011
89 Brasil 2016 (KM594040.1)
90 Brasil 2016 (KM594042.1)

|__ Argentina 2008 (EU293116.1)
100 Brasil 2016 (KM594038.1)

EUA 2012 (JQ685917.1)
100 [— Brasil 2016 (KM594023.1)
L Brasil 2016 (KM594024.1)

100 |

Brasil 2016 (KM594025.1)

100

—
0.02

Brasil 2012 (AB608731.1)
Brasil 2016 (KM594029.1)
Brasil 2016 (KM594036.1)
Brasil 2012 (KM594035.1)
Brasil 2016 (KM594033.1)
Brasil 2016 (KM594034.1)

100

FIGURA 4: Arvore filogenética baseada no gene da nucleoproteina (N) do virus da raiva (RABV) das
sequéncias disponiveis no GenBank (NCBI), reconstruida utilizando o programa MEGA 6.06.
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FIGURA 5: Arvore filogenética baseada no gene da matriz (M) do virus da raiva (RABV) das sequéncias
disponiveis no GenBank (NCBI), reconstruida utilizando o programa MEGA 6.06.
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FIGURA 6: Arvore filogenética baseada no gene da fosfoproteina (P) do virus da raiva (RABV) das sequéncias
disponiveis no GenBank (NCBI), reconstruida utilizando o programa MEGA 6.06.
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FIGURA 7: Arvore filogenética baseada no gene da polimerase (L) do virus da raiva (RABV) das sequéncias
disponiveis no GenBank (NCBI), reconstruida utilizando o MEGA 6.06.



