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ESTABILIDADE ANTIGENICA E PATOGENIA DE AMOSTRAS DO VIRUS
RABICO APOS SUCESSIVAS INOCULACOES EM CAMUNDONGOS.

RESUMO

A raiva é uma zoonose causada pelo virus da raiva (VR), um membro do género
Lyssavirus da familia Rhabdoviridae. Apesar do VR ser considerado antigenicamente
estavel, amostras com variagdes antigénicas tém sido detectadas. Na busca de
identificar possiveis variantes circulantes no Brasil, um dos objetivos do presente
estudo foi identificar as caracteristicas antigénicas de amostras de virus rabico
circulantes nas regides Centro-Oeste e Norte do Brasil. Para tanto, amostras do VR
coletadas naquelas regides, isoladas de diferentes hospedeiros, tiveram seu perfil
antigénico avaliado por imunofluorescéncia indireta frente a um painel de anticorpos
monoclonais preparados contra antigenos de lissavirus. Foram identificados trés
perfis antigenicamente distintos: um caracteristico de amostras de origem de cdes
domeésticos, outro de amostras de morcegos hematdfagos e outro de amostras de
morcegos ndo hematdfagos. O segundo objetivo deste estudo consistiu em avaliar a
estabilidade antigénica e a patogenia de amostras com tais perfis antigénicos
distintos. Para atingir este objetivo, trés amostras de VR com diferentes perfis
antigénicos foram submetidas a vinte inoculacdes sucessivas em camundongos. A
medida em que as passagens eram realizadas, o perfil antigénico das mesmas era
monitorado. Os resultados obtidos revelaram que todas as amostras mantiveram-se
relativamente estaveis e todas as amostras ao longo as 20 inoculagfes mantiveram
altamente patogenicas. Duas delas (a amostra com perfil antigénico de cées e a
amostra com perfil antigénico de morcegos hematofagos) mantiveram-se
antigenicamente estaveis ao longo de todas as 20 inoculagdes. Por outro lado a
amostra com perfil antigénico usualmente detectado em morcegos nao hemat6fagos
apresentou uma modificacdo antigénica apds a sétima passagem sucessiva. Isto pode
indicar diferencas no grau de adaptacdo do virus a espécie hospedeira natural.
Sumarizando os resultados desses estudos, conclui-se que as variantes do VR
circulantes nas regides Norte e Centro-Oeste do Brasil possuem caracteristicas
antigénicas comuns a amostras cujos hospedeiros naturais sdo cdes domésticos,
morcegos hematdfagos e morcegos ndo hematdfagos. As variantes detectadas
apresentam um elevado grau de estabilidade antigénica; a variante cujo hospedeiro
natural sdo morcegos ndo hematdéfagos parece menos estavel antigenicamente. Essa
menor estabilidade antigénica poderia ter relagdo com o grau de adaptacdo a espécie
hospedeira natural, hipdtese que sera examinada mais profundamente em estudos
futuros.

Palavras-chave: virus da raiva, caracterizagdo antigénica; variantes
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ANTIGENIC STABILITY AND PATOGENY ON RABIES VIRUS STRAINS
AFTER CONSECUTIVE INOCULATIONS IN MICE.

ABSTRACT

Rabies is caused by rabies virus (RV), a member of the genus Lyssavirus within the
family Rhabdoviridae. Despite the acknowledged antigenic stability of RV, variants
have been identified. In search for RV variants circulating in Brazil, one of the
objectives of the present study was to identify the antigenic profile of RV isolates
from different natural host species in North and Central West regions of Brazil. The
isolates had its antigenic profiles determined by indirect immunofluorescence with a
panel of monoclonal antibodies prepared to lyssavirus antigens. Three distinct
antigenic profiles were detected: one characteristic of isolates from domestic dogs,
another in isolates from vampire bats and another in non haematophagous bats. A
second aim of the present study was to evaluate the degree of antigenic stability and
patogeny of RV isolates with such distinct antigenic profiles. For that, three RV
isolates were submitted to twenty successive inoculations in mice and periodically
monitored in search for antigenic alterations. The results obtained revealed that in
fact the three isolates were quite stable antigenically and all strains after 20
consecutive inoculations maintained higly patogenics. Two of the viruses (dog and
vampire bat profiles) remained antigenically stable throughout the twenty successive
passages in mice. On the other hand, the isolate with an antigenic profile commonly
found in non haematophagous bat viruses revealed an antigenic modification after
the seventh passage in mice. This could be indicative of differences in the degree of
adaptation of the isolate to its natural host species. Summarizing the results of theses
studies, it was concluded that RV variants circulating in the Centre-West and North
regions of Brazil display antigenic profiles common to those usually detected in
isolates whose natural hosts are domestic dogs, haematophagous and non
hematophagous bats. Such variants display a relatively high degree of antigenic
stability; however, the variant whose natural hosts are non haematophagous bats
seem less antigenically stable. Such lesser degree of antigenic stability might be
related to the degree of adaptation of the virus to its natural host species. Such
hypothesis shall be examined more deeply in future studies.

Key-words: rabies virus, antigenic characterization and variants
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 O virus rabico (VR):

O VR é um RNA virus, de fita simples ndo segmentado, pertencente a familia
Rhabdoviridae, sendo considerado o prot6tipo do género Lyssavirus.

Ja foram identificados, até o momento, sete gendétipos do VR: o genotipo 1,
também denominado virus da raiva classica, inclui todas as amostras de virus da
raiva propriamente dito. Os demais genotipos constituem aqueles virus denominados
“virus relacionados a raiva”, sendo formado pelos demais membros do género. O
gendtipo 2 corresponde ao virus denominado Lagos bat, 0 genétipo 3 corresponde ao
virus Mokola, o 4, ao virus Duvenhage; o 5, ao virus denominado “European Bat
Lyssavirus 1”, ou EBL1; 0 6 corresponde ao “European Bat Lyssavirus 2” ou EBL2 e
0 gendtipo 7, correspondente ao lyssavirus australiano de morcegos, ou “australian
bat lyssavirus” (ABL, Bourhy et al., 1993; Amengual et al., 1997; Gold et al., 1998).

Caracteristicas do VR estdo resumidas na tabela 1.

Tabela 1. Membros do género lyssavirus: classificagdo genotipica e
distribuicdo geogréfica.

Genotipos do VR Nomenclatura Distribuicéo
geografica
Gendtipo 1 Virus da Raiva Mundial
Gendtipo 2 Lagos bat Africa,
Gendtipo 3 Mokola Africa,
Gendtipo 4 Duvenhage Africa,
Genotipo 5 European Bat Lyssavirus 1 Europa
(EBL1Y)
Gendtipo 6 European Bat Lyssavirus 2 Europa
(EBL 2)
Genotipo 7 Australian Bat Lyssavirus Australia
(ABL)

Bourhy et al, 1993; Amengual et al, 1997; Gold et al, 1998.
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1.2 Proteinas virais:

O genoma do VR codifica cinco proteinas: nucleoproteina (N), glicoproteina
(G), fosfoproteina (M1 ou P), proteina de preenchimento ou matriz (M2) e
polimerase viral (L) (Tordo, 1996). As duas primeiras (N e G) sdo as mais
extensamente estudadas (Figura 1).

A proteina N é um polipeptideo com 450 aminoacidos e esta intimamente
associada ao RNA viral, protegendo-o da acdo de ribonucleases (Tordo et al, 1986).
A proteina N desempenha papel fundamental na regulacdo da transcricdo do RNA
viral, assim como na replicacgdo do mesmo através da encapsidacdo do RNA

gendmico recém sintetizado.

Envelope Proteina de :
viral Matriz Glicoproteina

uumimm.ruﬁi‘i

i

Figura 1: Diagrama representando as proteinas do virus rabico.
(adaptado de: http://fiona.umsmed.edu/~yar/zoo.html)
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1.3 Replicacdo do virus:

A glicoproteina, juntamente com receptores celulares é responsavel pela
fixacdo do VR a célula hospedeira (Tordo, 1996). Ocorre, entdo, a adsor¢do a célula
hospedeira e posteriormente a internalizagdo. A entrada do virus na célula se da
através de fusdo do envelope viral com a membrana endossomal (Whitt et al, 1991,
Tsiang, 1993) o genoma viral € liberado no citoplasma, onde ocorre a transcricao e
replicagéo.

Ocorre primeiramente a transcricdo de uma seqiiéncia lider com 50
nucleotideos, seguida de sintese de 5 mMRNAs monocistrénicos codificando
sucessivamente as proteinas N, P, M, G e L (Tordo et al, 1986). A fim de controlar
esta progressdo sequencial, sinais de inicio (S) e de parada da transcricdo ou
poliadenilagéo (P), sdo reconhecidos pelo complexo de transcri¢cdo. Acredita-se que
ocorra a dissociacdo do complexo a cada sinal de parada da transcri¢éo e reinicio no
proximo sinal de transcricdo. Como conseqliéncia deste fato ha uma gradual
diminuicdo na taxa de transcricdo da regido 3’, em favor da regido 5’ do genoma. O
gene que codifica a nucleoproteina viral é o mais frequentemente traduzido. A
traducdo e a sintese das proteinas N, P, M, G e L a partir de seus respectivos mRNAs,
ocorre nos ribossomos livres no citoplasma. A traducdo da glicoproteina inicia nos
ribossomos livres, mas a finalizacdo de sua sintese e glicosilacdo, ocorre no reticulo
endoplasmatico e no complexo de Golgi (Wunner, 1991).

O RNA nascente é encapsulado pela nucleoproteina simultaneamente a
transcricdo. Esta encapsidacdo parece induzir a mudanca da transcricdo para a
replicacdo. A proteina N recém sintetizada se liga & sequéncia lider no RNA e por
algum mecanismo evita que o0s sinais de terminacdo da transcricdo sejam
reconhecidos pela polimerase viral (Wagner et al, 1996). A replicacdo do genoma
viral é iniciada com sintese de copias do RNA de fita positiva. A fita positiva serve
como molde para a sintese de novas copias do RNA de fita negativa. Durante o
processo de montagem, o complexo N-P-L faz a encapsulacdo do RNA gendmico fita
negativa para formar o complexo RNP e a proteina M forma uma céapsula, ou matriz
em torno do RNP. O complexo RNP-M migra até uma area da membrana plasmatica

contendo insertos de glicoproteina, onde tem inicio o enrolamento do
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ribonucleocapsideo (Wagner et al, 1996). Finalmente, o complexo RNP-M se liga a

glicoproteina e o virus completo brota da membrana plasmatica.

1.4 Patogenia:

A maioria das infeccGes pelo VR é originada pela inoculagédo do virus por via
percutanea, atraves da mordida de animais infectados. O contato com ferimentos
abertos e membranas mucosas e, mais recentemente, através de Orgaos infectados
transplantados, podem ocasionalmente levar a transmissdo da raiva ( lrons et al,
1957; Kent & Finegold, 1960; Winkler, 1973; Tillotson et al, 1977; King, 1993,
Hellenbrand et al, 2005; Kusne et al 2005; Johson et al, 2006).

O periodo de incubacdo da raiva é muito varidvel apds infeccdes naturais.
Geralmente, este periodo é de 2 a 12 semanas. Periodos extremamente longos,
superiores a um ano, também ja foram relatados (Smith, et al, 1991). Isto ocorre
porgue diversos fatores podem estar envolvidos no tempo de evolucdo da infeccéo,
como o local da mordida, a carga viral presente na ocasido da agressao, as variagoes
na suscetibilidade da espécie envolvidas e a imunidade do animal agredido.

Ap0s a infeccdo, o virus pode replicar-se nas células musculares, préximas ao
local da inoculacdo, antes de invadir o sistema nervoso central (SNC). Esta
replicacdo representa um passo necessario a invasdo do sistema nervoso (Tsiang,
1993). Contudo, ocasionalmente pode ocorrer a entrada direta do virus no SNC, sem
replicagdo prévia no musculo (Shankar et al., 1991). Uma vez infectando células
neuronais o virus € conduzido aos nervos periféricos e através de transporte
axoplasmico retrogrado, ao SNC (Tsiang, 1993) (Figura 2).

No sistema nervoso, a disseminagédo viral resulta da combinagdo de fluxo
axoplasmico retrogrado, transmissao célula-célula via jungdes sinépticas e passagem
direta do virus através de conexdes intercelulares (Iwasaki, 1991). Apos a infecgédo
do sistema nervoso, o virus espalha-se pelos nervos periféricos de forma centrifuga,
para os tecidos ndo neuronais, distribuindo-se por todo o organismo. Antigenos virais
ja foram detectados em células da epiderme, foliculos pilosos, retina, cornea,
glandulas lacrimais, glandulas salivares, pulm&es, musculo cardiaco, mucosa géastrica

e intestinal, pancreas, parénquima renal, glandulas adrenais, tecidos neuroepiteliais
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dos ureteres, bexiga e uretra (Charlton, 1988). A replicacdo do virus rdbico nas
glandulas salivares e subsequente excre¢do através da saliva representa o principal

mecanismo de disseminacéo e perpetuacdo do virus na natureza (Schneider, 1991).

Cordao
Espinhal

Saliva e

Infecciosa ﬂ

-7 Glandula
Salivar

Replicacao
viral

Nervo Motor

Replicagéo

viral Mousculo

Figura 2: Esquema demonstrativo da transmissao e patogenia do virus rabico
(adaptado de: homepage.usask.ca/.../rabiestransmission.qgif)

1.5 Sinais clinicos:

Apesar da apresentacdo clinica da raiva ser muito variada, existem duas
apresentacdes classicas da doenca: a forma paralitica e a forma furiosa (Mayr e
Guerreiro, 1988). A primeira é mais comum em bovinos e a segunda em caninos.

Os sinais clinicos tornam-se aparentes apds o envolvimento do SNC. Os
sinais da raiva paralitica incluem claudicacdo sutil dos membros posteriores, ataxia e

subsequente paresia dos membros pélvicos. Além disso, sinais de comprometimento
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dos nervos lombares e sacrais podem ocorrer, provocando constipacdo, tenesmo,
parafimose em machos e gotejamento de urina. A morte do animal ocorre devido ao
comprometimento dos centros nervosos vitais (Rebuhn, 2000).

A forma furiosa da raiva caracteriza-se clinicamente por hipersensibilidade,
agressividade, salivagdo intensa, convulsdes, tremores, orelhas e olhos alertas,
cegueira, pressao da cabeca, berros e opistétono. Além destes, podem ocorrer ainda
sinais inespecificos, como prurido e letargia. Os animais infectados pelo VR podem
apresentar todos estes sinais ou desenvolver uma infecgédo inaparente que cursa sem o
desenvolvimento de sinais clinicos especificos, levando a morte subita do animal
(Rebuhn, 2000).

1.6 Diagnostico:

Infelizmente, o diagnéstico clinico da raiva ainda continua a ser o Unico
disponivel em muitos paises subdesenvolvidos (King, 1993). Nesses casos, equivocos
sdo freqlentes devido a grande variabilidade de sinais clinicos e ao fato de que os
mesmos podem ser provocados por outras causas de encefalites. A associacdo dos
sinais clinicos, historico e situacdo epidemioldgica da enfermidade na regido devem
ser considerados, mas a confirmacdo laboratorial ¢ fundamental para o diagnostico
definitivo.

Os primeiros passos em direcdo a um diagnostico laboratorial de raiva foram
dados por Pasteur, ao reproduzir a infec¢do atraves da inoculacdo de saliva de cées
infectados em outros cées e coelhos. Mais adiante, Negri (1903) observou que certas
inclusbes eram visiveis no encéfalo de animais infectados. Esta prova, denominada
deteccdo de corpusculos de Negri (que sdo agregados de nucleocapsideos no
citoplasma celular; verdadeiras “fabricas” de virions) foi durante longo periodo
bastante utilizada no diagnostico de raiva. Entretanto, sua sensibilidade € baixa,
permitindo a deteccdo de cerca de aproximadamente 70 % dos casos positivos.
Subseqiientemente, a identificacdo de antigenos virais através da técnica de
imunofluorescéncia direta (IFD) (Kissling, 1975) passou a ser amplamente utilizada
pelos laboratdrios de diagndstico, devido a sua alta sensibilidade e especificidade.
Em um laboratdrio com equipamento e pessoal adequadamente treinado, a IFD chega

a atingir sensibilidade proxima ou igual a 100 %. Por isso, esta técnica permanece
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como o0 método de eleigdo para o diagndstico rapido de raiva. Usualmente, a IFD é
acompanhada de um teste confirmatorio, que na maioria dos laboratdrios baseia-se na
inoculacdo do material suspeito em camundongos lactentes (MIT).

Buscando diminuir as necessidades de inoculagdo em animais, tanto por
razdes humanitarias como de custo, alguns laboratérios tém substituido o
procedimento envolvendo camundongos pela inoculagdo em cultivos celulares
(Webster & Casey, 1996).

Vém sendo aplicadas ao diagndstico e caracterizacdo de amostras do VR
técnicas moleculares de detec¢do do genoma viral, sendo que uma grande variedade
delas encontra-se ja documentada (Kissi et al, 1995; Mattos et al, 1999; Van der Poel
et al, 2000; Ito et al, 2001 e 2003, Schaefer et al, 2002 e 2005; Paez et al, 2003;
Carnieli et al, 2006).

Em principio, a maioria destas técnicas busca a amplificacdo do genoma viral.
Para tanto, € realizada uma etapa de sintese de uma cadeia de DNA complementar ao
genoma viral (cDNA). Esta etapa € realizada utilizando-se uma enzima denominada
transcriptase reversa, que foi originalmente encontrada nos retrovirus, e que tem a
capacidade de sintetizar um polimero de DNA a partir de um “molde”, representado
pelo RNA viral. Uma vez obtido o cDNA e utilizando-se outra enzima, denominada
DNA polimerase, é possivel amplificar esta “copia” em DNA do genoma viral de tal
forma que ao final do processo teremos milhGes de cdpias de DNA, representativas
do virus. Este tipo de teste que envolve uma série de passos de amplificacdo de DNA

é denominado reacdo da polimerase em cadeia (Tordo et al, 1996)

1.6.1 Diagnostico sorolégico:

A deteccdo de anticorpos contra 0 VR € realizada usualmente através da
técnica de soroneutralizagdo em camundongos (MNT). Uma grande variedade de
técnicas soroldgicas que ndo utilizam animais de laboratério vem sendo
desenvolvidas. Diversas linhagens celulares sdo suscetiveis a infeccdo pelo VR,
sendo as células BHK e CER (Baby hamster kidney e Chiken embrio related
respectivamente) as mais utilizadas (Crick, & King.; 1988, King, A.; 1996). Com a
possibilidade de cultivo do VR in vitro, a tendéncia é a substituicdo da técnica
envolvendo animais de laboratorio pela SN em cultivos celulares, diminuindo assim

0 custo e o tempo necessario para a obtencdo de resultados. A inibicdo da
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imunofluorescéncia é outra técnica que tém sido empregada na investigacdo de
anticorpos contra raiva em diferentes espécies. Além destas, ensaios
imunoenzimaticos (ELISA) também tém sido aplicados para a deteccdo de anticorpos
(Elmgren, L.D. & Wandeler, A.l., 1996) Estes trazem a vantagem de serem

independentes tanto de animais como de cultivos celulares.

1.7 Epidemiologia:

A raiva infelizmente permanece endémica em diversas partes do mundo.
Alguns paises como a Inglaterra, Irlanda e Japédo, além da Scandinavia obtiveram
sucesso na erradicacdo da doenca. A alta adaptabilidade do virus, o qual pode adotar
como reservatorios diferentes espécies, permite esta ampla distribuicdo (Cruz, 2000).

Na natureza, 0 VR é mantido por ciclos ocasionalmente inter-relacionados,
denominados ciclos urbano e silvestre. O ciclo urbano envolve o cdo doméstico como
hospedeiro natural do virus. Ocasionalmente, gatos, humanos e outras espécies sdo
envolvidos nesse ciclo, tornando-se invariavelmente hospedeiros finais da infeccéo.
No ciclo silvestre (ou, mais apropriadamente, ciclos silvestres), o virus pode utilizar
como reservatorios naturais diferentes espécies, as quais podem variar em funcéo da
fauna da regido geografica. Assim, na Europa o reservatorio natural do VR em seu
ciclo silvestre é a raposa (Vulpes vulpes); na América do Norte, além das raposas,
gambéas (Mephitis mephitis) e guaxinins (Procyon lotor) sdo também hospedeiros
naturais do virus. Na América Latina, os morcegos hemat6fagos Desmodus rotundus

sdo os principais hospedeiros do virus na natureza.

1.7.1 Ciclo urbano:

Como dito acima, o ciclo urbano da raiva tem como principal hospedeiro
natural o cdo doméstico. A importancia zoonotica da raiva é mais evidente neste
ciclo, pois a principal forma da transmissao do virus ao homem é através da mordida
de cées infectados. Ocasionalmente, felinos também podem ser transmissores da
raiva urbana (Schaefer et al, 2002).

Ainda em ambientes urbanos, o VR tém sido identificado em diversas
especies de morcegos ndo hematdfagos (Tadarida brasiliensis, Nyctinomops

macrotis, Myotis Nigricans, Artibeus lituratus e Molossus molossus) (Ridrigues, F.
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M. et al, 1975, Martorelli, L. F. et al., 1995, Uieda, W. et al, 1995, Passos, E. C., et
al, 1998, Cunha, E. M. et al, 2005), embora o significado epidemioldgico destes
achados ainda seja pouco conhecido. N&o obstante, a presenca de morcegos
contaminados com o virus nestes ambientes alerta para mais esta potencial fonte de

contaminagéo.

1.7.2 Ciclo silvestre:

Os ciclos silvestres envolvem diferentes espécies animais, em distintas
regides geograficas (Tabela 02). No Brasil, os morcegos hematdfagos (Desmodus
rotundus) sdo os principais reservatorios do VR neste ciclo. Estes sdo os principais
transmissores da infec¢éo a bovinos, fonte preferencial de alimento para esta especie.
N&o obstante, na indisponibilidade de bovinos para sua alimentacdo, os morcegos D.
rotundus podem atacar outras espécies na busca de alimento, inclusive a humana,
como recentemente reportado na regido norte do Pais. Em recente episodio, 0s
morcegos hematdfagos foram responsaveis por uma verdadeira epidemia de raiva
humana (Goncalves, M.A.S. et al, 2002, Sato, G. et al, 2006, da Rosa, E.S et al,
2006). Nesse episddio os habitantes da regido, acostumados a dormir ao ar livre em
redes, tornaram-se presas faceis para morcegos hematdfagos em busca de alimentos.
Freqlientemente as mordeduras eram localizadas nos membros inferiores de criancas,
as quais, durante o sono, ndo chegavam a ser perturbadas pela pequena inciséo

causada pelos morcegos.

1.7.3 Situacao da raiva no Brasil:

A raiva ainda é um grande problema de satde publica em diversas partes do
mundo. No Brasil, atualmente esta zoonose encontra-se em diferentes niveis de
endemicidade, dependendo da regido considerada. Além da regido € também
importante analisar a situagdo epidemioldgica da raiva conforme o ciclo envolvido,
uma vez que a manutencdo do ciclo urbano da raiva oferece maiores riscos aos seres
humanos. Progressos consideraveis tém sido registrados no controle da raiva no Pais.
Programas de controle eficazes e adequadas medidas profilaticas levaram a uma
acentuada reducdo nos casos de raiva urbana em diversos Estados. Tem sido
registrado, porém, um aumento na ocorréncia de raiva em herbivoros, transmitida

pelo morcego hemat6fago Desmodus rotundus. Assim como tém sido maiores 0s
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registros de casos de raiva em morcegos ndo hematofagos, principalmente em areas
urbanas.

No Rio Grande do Sul (RS) assim como nos demais Estados da regido sul, a
raiva urbana esta controlada. A raiva em morcegos hematofagos permanece
enzodtica, ocorrendo esporadicos surtos de raiva em bovinos.

O eficiente programa de controle adotado pelo Estado de S&o Paulo
impulsionou a regido sudeste a um decrescimo significativo nos casos de raiva
urbana transmitida por cédes e gatos, porém houve um aumento nos casos de raiva
herbivora nos Estados de Sdo Paulo e Rio de Janeiro. Na regido Centro-Oeste do
Brasil, assim como nas regides Norte e Nordeste, a raiva urbana ainda permanece
situacdo endémica, elevando os numeros de casos de raiva humana. Além disso,
trabalhos de caracterizacdo das amostras de virus da raiva isoladas nestas regides, de
diferentes hospedeiros, encontraram bovinos infectados com variantes caninas do VR
e vice versa, situacdo pouco comum em regides onde a raiva esta controlada. Tais
resultados demonstram a possibilidade de eventuais inter-relacbes entre os ciclos

urbano e silvestre da raiva (Batista et al., 2006).
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Tabela 2: Principais vetores da raiva silvestre e sua distribuicdo geogréfica.

Regido do mundo Europa Estados Unidos Ameérica Latina
Principal vetor da raiva Raposa Gamba e guaxinins | Morcego hematéfago,
silvestre saguis, diversas

espécies de morcegos
ndo hematdfagos e

canideos selvagens

King, 1993, Uieda, W. et al, 1995, Passos, E. C., et al, 1998, Batista-Morais, N. et al,
2000

1.8 Caracterizacéo e variabilidade de amostras do VR:

Historicamente, o VR tem sido considerado um virus bastante estavel. Isso é
notdrio ao constatarmos que algumas das amostras de virus vacinais ainda hoje
utilizadas séo derivadas do virus isolado por Pasteur no final do século dezenove, ndo
obstante, ha pelo menos quarenta anos ja eram buscadas evidéncias de que essa
estabilidade ndo era absoluta. Estudos subsequentes que levaram ao desenvolvimento
da vacina anti-rabica preparada em cérebro de camundongos lactentes (Fuenzalida e
Palacios, 1955), amplamente utilizada na América Latina, ja apontavam para
diferencas antigénicas significativas entre amostras, 0 que levou a que fosse
recomendada a utilizacdo de trés amostras diferentes de VR para a producdo da
vacina (Diaz et al 1989).

J& em 1970, Shope et al. demonstraram que amostras de VR eram
diferenciaveis sorologicamente. Devido ao genoma composto por RNA, acreditava-
se que uma inoculagdo em um hospedeiro ndo natural (ex. camundongos de
laboratorio), poderia alterar a constituicdo gendmica e/ou antigénica do virus, néo
mais refletindo a amostra original. Tal conceito € coerente com a natureza de
quasispécie do virus rabico. Entretanto, analises gendmicas tém comprovado que
apos uma ou duas passagens em camundongos em laboratorio, os perfis gendmicos e
antigénicos permanecem estaveis, apesar do potencial para apresentar variabilidade.

Nos anos 80, com a adaptacdo da metodologia de producdo de anticorpos
monoclonais as variantes antigénicas do VR ficaram bem mais transparentes
(Flamand et al, 1980; Wiktor et al, 1984). Estes estudos e muitos outros que 0s
sucederam (King, 1991; Ito et al, 2001 e 2003; Schaefer et al, 2002 e 2005; Teixeira
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et al, 2005; Batista, 2005 e 2006, Carnieli, 2006) permitiram verificar que amostras
obtidas de diferentes hospedeiros naturais pareciam apresentar caracteristicas
antigénicas particulares. Estas caracteristicas foram distintivas e permitiram em
muitos casos identificar os reservatorios naturais das mesmas.

A caracterizagdo antigénica com anticorpos monoclonais evidenciou que
amostras isoladas de caninos apresentam perfil antigénico distinto de amostras
isoladas de morcegos hematdfagos (Ito et al, 2001 e 2003; Schaefer et al, 2002 e,
2005).

Igualmente, foi demonstrado que amostras isoladas de morcegos nao
hematofagos podem apresentar perfis antigénicos distintos das amostras isoladas de
morcegos hematofagos, o que sugere que tais amostras ndo sdo apenas fruto de
“escape” eventual de virus de morcegos hematdfagos para espécies ndo hematofagas.
De fato, esses achados sugerem que tais variantes vem se adaptando ou co-evoluindo
com morcegos ndo hematdfagos. Além disso, algumas amostras ocasionalmente
isoladas de simios e de canideos selvagens apresentam perfis distintos das demais
variantes reconhecidas; é possivel que aqui igualmente estas amostras com perfis
incomuns ou “atipicos” sejam novos esforcos adaptativos em busca de outra espécie
para atuar como potencial reservatorio do agente.

Além do hospedeiro, alguns autores associam a variabilidade do VR a sua
distribuicdo geografica, o que ndo tém sido evidenciado no Brasil (Shoji et al, 2006).
Outros autores acreditam ainda em uma associacdo de ambos fatores. (Smith et al,
1986; Dietzschold et al, 1988; Umoh et al, 1990; King et al, 1990). O estudo destas
variantes e a associacdo das mesmas com diferentes hospedeiros naturais tém sido o

foco da atencéo de um grande nimero de pesquisadores dedicados ao estudo da raiva.
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OBJETIVOS
Objetivos gerais:

Contribuir para maior conhecimento do virus da raiva e suas interagdes com
seus hospedeiros, possibilitando fornecer subsidios e alternativas de controle mais
eficazes, visando a eventual erradicacéo dessa infecgéo.

Objetivos especificos:
- Avaliar diferencas antigénicas entre amostras do virus da raiva circulantes

nas regides Norte e Centro-Oeste do Brasil,

- Pesquisar alteracdes antigénicas e patogénicas nas amostras submetidas a
vinte passagens em camundongos e determinar a estabilidade antigénica

de variantes do VR.
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Abstract:

Rabies virus (RV) is the only member of the Lyssavirus genus so far isolated in
South America. RV is classified as genotype 1 within the genus, which comprises
another 6 genotypes (Lagos Bat, genotype 2; Mokola, genotype 3; Duvenhage,
genotype 4; EBL1, genotype 5; EBL2 genotype 6 and ABL, genotype 7). Despite
antigenically stable, variants have been found among RV isolates from distinct
natural hosts. The generation of such variants is certainly an evolutionary event and
may be important for the virus’ biology in nature. In order to examine the occurrence
of such variants in North and Central West regions of Brazil, 61 rabies viruses (dogs,
cattle, horses, cats and human) isolated from different species within that geographic
region were examined. The isolates were submitted to antigenic analyses by indirect
immunofluorescence using a panel of twelve monoclonal antibodies (Mabs). In
addition, the analysis allowed to differentiate isolates whose natural hosts are dogs
from those whose natural hosts are haematophagous bats, often isolated from cattle.
Three out of four isolates from horses and one from a dog displayed patterns of
reactivity similar to those found in insectivorous bats, indicating that non-
haematophagous bats may play a role in the transmission of the virus to other

species.

Key words: rabies virus, antigenic characterization, variants
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Resumo:

O virus da raiva (VR) é o unico lissavirus isolado na America do sul. Este VR é
classificado como genotipo 1, sendo que o género compreende mais 6 genoétipos
(Lagos bat, gendtipo 2; Mokola, genétipo 3; Duvenhage, gendtipo 4; EBL1, gendtipo
5; EBL2, gendtipo 6 e ABL, gendtipo 7). Apesar de antigenicamente estavel,
variantes do virus da raiva tem sido isoladas de diferentes espécies. A identificacdo
de variantes é certamente importante para a biologia dos virus na natureza. A fim de
examinar a ocorréncia destas variantes nas regides norte e centro oeste do Brasil, 61
amostras do VR isoladas de diferentes espécies (caninos, bovinos, equinos, felinos e
humano) foram analisadas. Os isolados foram submetidos a anélise antigénica através
de imunofluorescéncia indireta com um painel composto por 12 anticorpos
monoclonais (AcMs). Além disto, através desta analise, foi possivel a diferenciacdo
entre amostras que tém caninos como hospedeiros naturais caninos, daquelas cujos
hospedeiros naturais sdo morcegos hematdfagos. Trés das quatro amostras isoladas
de eqiinos e uma isolada de um canino apresentaram um perfil de reatividade
distinto dos demais, perfil este encontrado anteriormente apenas em morcegos ndo
hematdfagos, indicando que estes podem ter participacdo na transmissdo do virus a

outras espécies.

Palavras-chave: virus da raiva, caracterizacao antigénica, variantes
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Introducéo

A raiva é uma doenca quase sempre fatal que atinge o sistema nervoso central
(SNC) de todos os animais de sangue quente. E causada pelo virus da raiva (VR)
membro da familia Rhabdoviridae, género Lyssavirus (Tordo, 1996). A enfermidade
€ mantida na natureza por pelo menos dois ciclos incidentalmente relacionados entre
si, denominados ciclos urbano e silvestre (Koprowski, 1996). No Brasil, o ciclo
silvestre é mantido pelo morcego hemat6fago Desmodus rotundus, embora algumas
especies de saguis (Callithrix spp.) possam em algumas regifes do Pais,
particularmente as regifes norte e nordeste, estar envolvidas, porém com importancia
geograficamente restrita, em funcdo de seu habitat (Batista-Morais et al, 2000;
Ramos et al, 2002). O ciclo urbano da raiva, mantido essencialmente por caninos,
apresenta distintos perfis de incidéncia em diferentes regibes do Brasil. No Rio
Grande do Sul, por exemplo, a raiva urbana estd controlada, ndo tendo sido
registrados novos casos da enfermidade desde 1988 (Schaefer et al, 2002). As regides
norte, nordeste e centro-oeste do Pais ainda mantém um numero significativo de
casos de raiva urbana, sendo eventualmente detectados nestas regides casos de raiva
humana (Toporovski et al, 2005).

O género Lyssavirus esta atualmente dividido em sete genétipos (Bourhy et
al., 1993; Amengual et al., 1997; Gold et al., 1998; Buchen-Osmond, 2003): Virus da
raiva classica (genotipo 1), Lagos bat (genoétipo 2), Mokola (gendtipo 3), Duvenhage
(gendtipo 4), EBL1 (gendtipo 5), EBL2 (gendtipo 6) e ABL (gendtipo 7). O gendtipo
1 apresenta distribuicdo mundial enquanto os demais, denominados virus
relacionados a raiva, tm uma distribuicdo mais restrita. No Brasil, apenas o gendtipo
1 foi identificado até o0 momento, embora existam o que se denomina "variantes"
dentro desse gendtipo. Dentre essas variantes, mencione-se como exemplo que
amostras de origem de morcegos hematdfagos sdo diferencidveis antigénica e
molecularmente de amostras de caninos (Ito et al, 2001e 2003; Schaefer et al, 2002).

Na caracterizacdo antigénica de variantes, os anticorpos monoclonais (AcMs)
tém sido amplamente utilizados (King, 1991; Losa-Rubio et al., 1996; Delpietro et
al., 1997). Na maioria dos estudos envolvendo tais analises, diferentes isolados séo
testados frente a painéis de AcMs, freqlientemente através do teste de
imunofluorescéncia indireta, onde o AcM é utilizado como anticorpo primario (King,
1991; Schaefer, 1999; Metlin et al, 2004; Teixeira et al, 2005). A constatacdo de
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presenga ou auséncia de fluorescéncia com cada um dos AcMs, permite a
determinagdo de um perfil de reatividade, ou perfil antigénico, o que viabiliza a
comparacdo entre diferentes amostras de virus. Alem da diferenciacdo entre
variantes, esse tipo de andlise pode inclusive permitir a identificacdo da fonte de
infeccdo, funcionando como uma importante ferramenta epidemioldgica (Schaefer et
al., 2002).

O presente estudo reporta a caracterizagdo de amostras de lissavirus oriundas

das regides norte e centro oeste do Brasil, isoladas de diferentes espécies animais.
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Material e Métodos

Amostras de virus:

Foram analisadas 61 amostras isoladas de diferentes espécies: 30 de caninos
domésticos, 20 de bovinos, 04 de equinos, 02 de felinos, 01 de humano e 04 de
espécies ndo identificadas. Destas amostras, 46 foram isoladas na regido Centro
Oeste, incluindo os municipios de: Novo Gama, Posse, Flores, Mimoso, Formosa,
Alto Paraiso, Cabeceiras, Mambai, Luziania e Valparaiso, no Estado de Goias e N.
Bandeirante, Santa Maria, Guara, Brazilandia, Gama e Vargem Bonita, no Distrito
Federal. As 15 demais amostras, foram isoladas do Territério do Tocantins, na regido
Norte, (incluindo os municipios de: S. Salvador, Santa Fé, Araguaina, Tocantins,
Maraba, Guarai, Lagoa da Confusdo, Itapod e Bom Jesus). As amostras foram

isoladas no periodo entre abril de 1998 e dezembro de 2001.

Anticorpos monoclonais:

Para a caracterizacdo antigénica, foi utilizado um painel constituido por 12
anticorpos monoclonais (AcMs) preparados contra antigenos do nucleocapsideo de
diferentes lissavirus. Tais AcMs foram produzidos em camundongos BALB/C,
conforme técnicas usuais, tendo sido utilizado virus total para a producao do antigeno
a ser inoculado nos camundongos. Os AcMs preparados com antigenos de uma
amostra de virus rabico isolada de um bovino no Rio Grande do Sul, foram
denominados 5A3, 5G2 e E5A7 (Schaefer, 1999). O AcM produzido contra amostra
padrdo de virus rabico, foi denominado CVS-1 (Pantoja, 1995). Os AcMs preparados
com antigenos do virus Lagos bat, foram denominados "L3" e "L18" (King, 1991).
Os Acms preparados com antigenos do virus "Danish bat", foram denominados
"DB1", "DB3", "DB4", "D3" e "DB9" (King, 1991). O AcM denominado "M11", foi

preparado com antigenos do virus Mokola (King, 1991).

Caracterizacdo antigénica:

As andlises foram realizadas através da técnica de imunofluorescéncia
indireta (IFI) sobre impressdes de tecido nervoso de camundongos infectados com as
diferentes amostras de virus. As impressdes foram realizadas sobre Iaminas de
microscopia, as quais foram fixadas em acetona a 4 °C por 30 minutos. A seguir, as
mesmas foram lavadas em PBS (NaCl 0,15 M, Na;HPO, 0,07 M, KH,; PO, 8 mM
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H.O g.s.p. 1 L, pH 7,2) e ap6s em agua destilada e secas a 37 °C. Posteriormente,
diferentes areas sobre as impressfes foram delineadas com esmalte, sendo que uma
diluicdo apropriada de cada AcM foi colocada sobre uma das areas delimitadas. A
seguir, as laminas foram incubadas durante 30 minutos em camara Umida a 37 °C.
Posteriormente, as laminas foram lavadas como descrito anteriormente e cobertas
com uma diluicdo apropriada de conjugado fluoresceina/anti-lgG de camundongo
(Dako/ Denmark). A seguir, as mesmas foram novamente incubadas por 30 minutos
em camara Umida a 37 °C, sendo apo6s lavadas novamente em PBS e agua destilada, e
montadas com glicerina a 50 % em PBS. A leitura das laminas foi realizada em
microscopio de fluorescéncia (Axiolab), as amostras foram classificadas em positivas

e negativas conforme a presenca ou auséncia de fluorescéncia, respectivamente.



31

Resultados:

As amostras analisadas puderam ser divididas em trés grupos, sendo o
primeiro, constituido por 32 amostras. Destas, 22 amostras foram isoladas de caninos
domésticos, 6 de bovinos, 1 de humano, 1 de felino e 2 de espécies ndo identificadas.
Este grupo (grupo 1) foi positivo ao teste de IFI frente aos AcMs 5A3, 5G2, 7C1,
E5A7, L3, DB1 (Tabela 1). Ja o grupo 2, formado por 25 amostras, sendo 12 de
bovinos, 7 de caninos domésticos, 1 de equino, 1 de felino e 4 de espécies nédo
identificadas, distinguiu-se do grupo anterior por apresentar reatividade ndo so frente
aos AcMs gue reagiram com o grupo 1, como também frente aos AcMs DB3 e DB4.
Ja o grupo 3, foi formado por 4 amostras (3 de equinos e 1 de cdo doméstico), as
quais, além de reagirem com todos 0os AcMs que reconheceram tanto o primeiro

como o segundo grupo, apresentaram reagdo positiva com o AcM denominado L18.
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Discuss&o:

No presente estudo, através da analise com AcMs anti-lissavirus, foi possivel
identificar trés variantes do gendtipo 1. O grupo aqui denominado grupo “1” foi
formado com as amostras de VR que apresentam o perfil antigénico usualmente
encontrado em amostras originarias de cdes domésticos infectados. Ocasionalmente,
quando a prevaléncia da infec¢do em cdes € muito elevada, podem ser observadas em
outras espécies amostras de VR com o mesmo perfil detectado em amostras
originarias de cdes. Tais amostras sdo provavelmente fruto de contatos eventuais de
tais espécies com cées infectados. Nesses casos, 0 hospedeiro de onde o virus é
isolado constitui-se em hospedeiro terminal cuja importancia na manutengdo do virus
na natureza é praticamente insignificante.

As amostras neste estudo, incluidas no grupo “2”, apresentaram o perfil
antigénico mais freqiientemente detectado em amostras de VR isoladas de morcegos
hematdfagos. Tais amostras sdo geralmente isoladas de bovinos, uma vez que estes
sdo fonte de alimento preferencial para morcegos hematofagos. Neste estudo, porem,
amostras de outras espécies apresentaram o mesmo perfil antigénico, o0 que sugere
algum tipo de desequilibrio entre as populagdes animais envolvidas. E possivel que
um aumento da populacdo de morcegos hemat6fagos ocasione a necessidade da
busca de outras fontes de alimentos, levando a dissemina¢do do virus a espécies que
ndo estdo usualmente envolvidas em determinado ciclo. Isso poderia levar ao
fendmeno aqui identificado, onde amostras cujo perfil antigénico indicam origem de
morcegos hematofagos sdo encontradas em cdes, cavalos ou outras espécies. Uma
amostra isolada de um felino igualmente apresentou um perfil sugestivo de amostras
de morcegos hematofagos; é bem provavel que, devido aos habitos dos felinos, o
gato tenha sido contaminado ao brincar ou ingerir um morcego contaminado que
tenha, em funcéo da infeccéo, se tornado alvo de um ataque felino. Caso semelhante
foi relatado por Schaefer et al, onde foi demonstrado que um felino fora contaminado
com uma amostra de virus de origem de morcegos (Schaefer et al, 2002).

Além das variantes detectadas em bovinos e caninos, foram identificadas
algumas amostras com perfil antigénico distinto, revelado essencialmente pela reacéo
positiva frente ao anticorpo monoclonal L18 em testes de imunofluorescéncia
indireta (grupo 3). Este perfil fora encontrado anteriormente apenas em amostras de

morcegos nao hematofagos (Schaefer 2005) e revela a possibilidade da ocorréncia de
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variantes em outras espécies, onde 0os morcegos nao hemat6fagos despontam como 0s
mais provaveis hospedeiros naturais destas variantes.

Os perfis antigénicos, apresentados pelas amostras nos diferentes grupos,
mostram varia¢es em dois ou trés AcMs. Como todas as amostras sao pertencentes
a um mesmo genotipo, é esperado que as mesmas apresentem perfis antigénicos
bastante semelhantes. Embora aparentemente pequenas essas diferencas ja tiveram
sua significancia previamente confirmada por analises genémicas em estudos
prévios (Ito et al, 2001; Schaefer et al, 2005), onde demonstraram refletir com
preciséo diferengas observadas entre variantes. O estudo gendmico das amostras ora
analisadas devera vir a complementar, futuramente, o quadro fortemente sugerido
pelas analises aqui apresentadas com 0s AcMs.

Os resultados aqui obtidos demonstram que as amostras de VR encontram-se
aparentemente adaptadas a certas espécies hospedeiras as quais foram
denominados, no presente estudo, “hospedeiros naturais” do virus. Para que tal
adaptacdo ocorra, ao longo do processo evolutivo, acredita-se que determinados
antigenos sdo conservados, enquanto outros perdidos, como aqui sugerido. Tais
modificagcbes sdo bastante estaveis, pois amostras originarias de determinado
hospedeiro natural retém o mesmo perfil antigénico, mesmo apds uma passagem
em um hospedeiro terminal, como é o caso das amostras originarias de morcegos
hematofagos, isoladas de bovinos. Além disso, estudos em nosso laboratério
indicam que mais de cinco passagens de amostras de VR em camundongos de
laboratdrio ndo foram suficientes para alterar os perfis antigénicos dessas amostras,
confirmando a relativa estabilidade dos perfis antigénicos apresentados (Batista et
al, 2005). Isso sugere que as mudancas detectaveis atraves dos AcMs sdo
provavelmente importantes para a adaptacdo das variantes a seus hospedeiros
naturais. Assim, o perfil de reatividade observado, seria um reflexo do esforco
adaptativo da amostra viral buscando adequar-se ou co-evoluir com o hospedeiro
natural. Nesse caso, o perfil aqui detectado através dos AcMs, seria nada mais que
uma expressdo desse fenébmeno. Estudos futuros deverdo auxiliar na compreenséo

dos mecanismos envolvidos nessas interacdes virus-hospedeiro.
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Quadro 1: Amostras analisadas e perfis de reatividade frente ao painel de anticorpos
monoclonais (AcMs) anti-lissavirus .

Amostras

5A3

5G2

ES5A7

CVS -
1*

L3

DB1

DB3

DB4

L18

D3

DB9

M11

Grupo 1:
Bovinos: 1328, 1457,
1708, 1913, 936,
1158, 1907
Caninos: 196, 203,
1017, 1215, 1387,
435, 1226, 1666, 457,
502, 525, 533, 553,
642, 648, 680, 752,
776, 819, 945, 949,
1042
Felinos: 832
Humano: 1331
Sem identificacdo:
948

Grupo 2:
Bovinos: 295, 1190,
228, 569, 879, 897,

999, 1603, 1766,
1907, 2470, 992,
1052
Caninos: 225, 950,
987, 1195, 1221, 471,
877
Equino: 1459

Felino: 1604
Sem identificacdo:
1411, 528, 2243

Grupo 3:
Canino: 1134
Eqliino: 448, 1322,
1323

+

+

+

+

+

+

+

+

+

* CVS-1 refere-se a um AcM produzido contra antigenos da amostra padrdo de raiva (Pantoja, 1995). 5A3, 5G2 e
E5A7 correspondem a AcMs produzidos contra antigenos de uma amostra de virus rabico isolada de um bovino do
Rio Grande do Sul (Schaefer, 1999). Foram denominados L3 e L18 os AcMs preparados com antigenos do virus
Lagos bat. Os Acms preparados com antigenos do virus "Danish bat" foram denominados DB1, DB3, DB4, D3 e
DB9. O AcM denominado M11 foi preparado com antigenos do virus Mokola (King, 1991).
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CAPITULO 2
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RESUMO

O virus rabico pertence a familia Rhabdoviridae, género Lyssavirus. Apesar de ser
considerado um virus antigenicamente estavel, diferentes isolados do virus rabico
podem apresentar variacdes. Este trabalho foi desenvolvido a fim de examinar a
estabilidade antigénica de trés amostras do virus da raiva provenientes de diferentes
hospedeiros naturais. Foram usadas neste estudo trés amostras de virus rébico que,
com base no uso de um painel de anticorpos monoclonais, apresenta perfis
antigénicos diferentes (amostra VR1, com perfil antigénico de canino doméstico;
amostra VR2 com perfil antigénico de morcego hematdéfago e a amostra VR3, com
perfil antigénico de morcegos ndo hematdfagos). Estas amostras foram submetidas a
20 inoculacGes sucessivas em camundongos. O perfil antigénico das amostras foi
examinado, a cada inoculacdo, através de analises com anticorpos monoclonais pela
técnica de imunofluorescéncia indireta. As amostras com perfil antigénico de canino
(VR1) e de morcego hematdfago (VR2) mantiveram o mesmo perfil antigénico ao
longo das 20 passagens. J& a amostra com perfil antigénico de morcego nao
hematofago (VR3) apresentou uma alteracdo de reatividade na sétima passagem.
Estes achados permitem concluir que os perfis antigénicos destes isolados virais sdo
bastante estaveis, ndo sendo alterados apds sete (no caso de VR3) ou apos vinte
(amostras VR1 e VR2) sucessivas passagens em camundongos. Quando comparamos
as trés amostras € possivel concluir que amostras com perfil antigénico de cées e de
morcegos hematofagos apresentaram uma estabilidade antigénica maior do que a da

amostra com perfil de morcegos ndo hemato6fagos.

PALAVRAS-CHAVE: variantes, inoculagbes sucessivas, virus da raiva e

estabilidade
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ABSTRACT

Rabies virus belongs to the Rhabdoviridae family, Lyssavirus genus. Despite the
recognized stability of rabies viruses, antigenic differences among isolates from
different species have been found. This work was carried out in order to examine the
antigenic stability of three rabies virus isolates from different natural hosts origin.
The three rabies virus isolates used had shown different antigenic profiles, based on
their reactivity with a monoclonal antibody panel (RV1 strain, with a domestic
canine antigenic profile, RV2 strain, with a vampire bat antigenic profile and the
RV3 strain with a non hematophagous bat antigenic profile) These strains were
submitted to 20 consecutive inoculations in mice. The antigenic profile of the strains
was examined, after each inoculation, through monoclonal antibodies analysis using
the indirect immunofluorescence technique. The canine (RV1) and hematophagous
bat (RV2) strains kept the same antigenic profile in all the 20 passages. The non
hematophagous bat strain antigenic profile (RV3) presented an alteration in the
reactivity after the seventh passage.

These findings indicate that the antigenic profile of these viral isolates is very stable,
not being altered after seven passages (RV3) or after twenty (RV1 and RV?2)
successive passages in mice. When these three strains are compared it is possible to
conclude that the canine and hematophagous bat isolates studied here are more stable

than the non hematophagous bat virus isolate.

KEY WORDS: variants, consecutive inoculations, rabies virus and stability.
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INTRODUCAO

A raiva € uma zoonose de distribuicdo mundial, sendo usualmente fatal e
capaz de infectar todos os animais de sangue quente. Atualmente, estima-se que
55.000 pessoas morrem de raiva por ano em todo mundo. Além disso, sdo elevados
0s prejuizos causados a bovinocultura em decorréncia da raiva dos herbivoros. Em
adicdo a estes fatores, pode-se acrescentar a importancia da raiva, 0s recursos gastos
com tratamentos de humanos expostos ao Vvirus.

A enfermidade é causada pelo virus da raiva (VR) membro da familia
Rhabdoviridae, protétipo do género Lyssavirus. Embora o VR seja considerado
estdvel quando comparado a outros virus com genoma de RNA, "variantes” do
gendtipo 1 sdo bastante reconhecidas (Flamand et al, 1980; Wiktor et al, 1984; King,
1991).

Assim, amostras de VR isoladas de caninos apresentam perfil antigénico e
molecular distintos de amostras de morcegos hematofagos, sendo estes os principais
vetores da raiva urbana e silvestre, respectivamente (Ito et al, 2001 e 2003; Schaefer
et al, 2002 e, 2005). Além disso, variantes do VR também j& foram identificadas em
diversas espécies de morcegos ndo hematofagos (Ridrigues, F. M. et al, 1975,
Martorelli, L. F. et al., 1995, Uieda, W. et al, 1995, Passos, E. C., et al, 1998, Cunha,
E. M. et al, 2005). Estas variantes podem ser associadas aos hospedeiros “naturais”
do virus. Em tais hospedeiros, o virus estabelece uma relacdo que permite que a
infeccdo seja capaz de perpetuar-se na espécie. Tais variantes apresentam perfis
antigénicos distintos, bastante estaveis, sendo possivel identifica-los mesmo apds a
multiplicacdo do virus em um hospedeiro terminal (usualmente uma espécie distinta
do hospedeiro natural). Em funcdo disso, buscou-se examinar a estabilidade

antigénica do virus em um hospedeiro distinto de seu hospedeiro natural.
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MATERIAL E METODOS

Amostras de virus:

No presente estudo foram utilizadas trés amostras do VR. A amostra
denominada VR1, isolada de um canino domestico no Estado de Pernambuco
(Brasil), em 2001. Ja as amostras VR2 e VR3 foram isoladas de morcegos nao
hematofagos, do Estado do Rio Grande do sul (Brasil), nos anos de 2002 e 2003
respectivamente. A amostra VR2 foi isolada da espécie Molossus molossus e a
amostra VR3 foi isolada da espécie Tadarida brasiliensis. Apesar de isolada de um
morcego insetivoro a amostra VR2 apresenta perfil antigénico as amostras isoladas

de morcegos hematdfagos.

Inoculacdo de camundongos:

Foram utilizados camundongos machos albinos suicos da linhagem CF-1,
com idade de 21-28 dias. Estes animais foram fornecidos pelo Biotério do Instituto
de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor, local onde foram mantidos. Os
camundongos foram separados em grupos de 5 individuos e cada grupo foi inoculado
com uma amostra de virus rabico (VR1, VR2 e VR3). A inoculagéo foi feita pela via
intracerebral com 0.03ml de uma suspensao de cérebro infectado (10% em PBS, pH
7,4), como descrito por Koprowski (1996). Foi feita a observacdo diaria dos animais
que foram coletados “in extremis”.

Com os ceérebros coletados de cada grupo de camundongos inoculados, foi
preparada uma nova suspensao a 10%. Esta foi inoculada em um outro grupo de
camundongos, que foram também observados diariamente e coletados “in extremis”.

Desta maneira, foram feitas 20 inoculacGes seriadas de cada uma das amostras.
Anélise antigénica:
-Anticorpos monoclonais:

A andlise antigénica foi realizada com um painel composto por 17 AcMs,

sendo 13 produzidos contra diferentes antigenos do género Lyssavirus Os AcMs
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preparados com antigenos do virus Lagos bat, foram denominados "L3", “L4”,
“L28”, “L23”, “L26” e "L18" (King, 1991). Os Acms preparados com antigenos do
virus "Danish bat", foram denominados "DB1", "DB3", "DB4", "D9”, "D3" e "DB9"
(King, 1991). O AcM denominado "M11", foi preparado com antigenos do virus
Mokola (King, 1991).

Foram utilizados ainda um AcM produzido a partir da amostra padrdo de VR
CVS-31 (Pantoja, 1995), e trés Acms produzidos contra uma amostra de virus rabico
de origem bovina: 5A3, 5G2 e 7C1 (Schaefer, 1999).

-Caracterizagéo antigénica:

A identificacdo da ligagdo dos AcMs as amostras de VR, realizou-se através
da técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI) sobre impressdes de tecido nervoso
de camundongos infectados com as diferentes amostras de virus. As impressdes
foram realizadas sobre laminas de microscopia, as quais foram fixadas em acetona a
4 °C por 30 minutos. A seguir, as mesmas foram lavadas em PBS (NaCl 0,15 M,
Na,HPO, 0,07 M, KH, PO, 8 mM H,0 q.s.p. 1 L, pH 7,2) e apds, em agua destilada
e secas a 37 °C. Posteriormente, diferentes areas sobre as impressdes foram
delineadas com esmalte, sendo uma dilui¢do apropriada de cada AcM colocada sobre
uma das areas delimitadas. A seguir, as laminas foram incubadas durante 30 minutos
em cdmara Umida a 37 °C. Apo6s, as laminas foram lavadas como descrito
anteriormente e cobertas com uma diluicdo apropriada de conjugado
fluoresceina/anti-lgG de camundongo (Dako FITC). A seguir, as mesmas foram
novamente incubadas por 30 minutos em cdmara Umida a 37 °C, sendo apds lavadas
novamente em PBS e dgua destilada, e montadas sob glicerina a 50 % em PBS. A
leitura das laminas foi realizada em microscopio de fluorescéncia (Axiolab).

As amostras foram submetidas a trés repetices das analises com AcMs
através da IFI. Tal procedimento foi realizado a fim de fornecer maior confiabilidade
aos dados obtidos.
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RESULTADOS

A IFI foi capaz de identificar diferencas antigénicas ao longo das 20
passagens em camundongos a que foram submetidas as amostras. Os AcMs L3, DB1,
E5A7, 7C1, 5A3 e 5G2 reagiram com as trés amostras e em todas as passagens. Os
AcMs D3, DB9, M11, L28, L23, D9 e L4 néo reagiram com nenhuma amostra, em
nenhuma passagem. Os AcMs DB3, DB4, L18 e L26 permitiram a diferenciagéo
entre as amostras, conforme demonstrado na tabela 1.

As amostras VR1, com perfil antigénico semelhante as amostras isoladas de
caninos e VR2, com perfil antigénico semelhante as amostras isoladas de morcegos
hematdfagos, mantiveram o mesmo perfil antigénico ao longo das 20 passagens em
camundongos. Diferentemente das demais, a amostra VR3 com perfil antigénico
semelhante as amostras isoladas de morcego ndo hematofago, apresentou uma
modificacdo estavel no perfil antigénico apds 7 passagens em camundongos.

A IFI apresentou sempre os mesmos resultados, ndo havendo discrepancia

entre as trés repeticOes realizadas.
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Tabela 1: Perfil de reatividade das amostras VR1, VR2 e VR3 frente aos AcMs DB3,

DB4, L18 e L26 capazes de diferenciar antigenicamente tais amostras

AcMis diferenciais frente as amostras VR1, VR2 e VR3

N° de VR1 VR2 VR3
passagens |DB3 | DB4 | L18 | L26 | DB3 | DB4 | L18 | L26 | DB3 | DB4 | L18 | L26

01 - - -

02 - - -

03 - - -

04 - - -

05 = - -

06 - - -

07 - - -

08 = - -

09 - - -

10 - - -

11 - - -

12 - - -

13 - - -

14 - - -

15 = - -

16 - - -

17 - - -

18 = - -

19 - - -

20 - - -

DB3 e DB4 corresponde aos AcMs preparados com antigenos do virus "Danish bat".
L18 e L26 corresponde aos AcMs preparados contra antigenos do virus Lagos bat
(King, 1991).
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DISCUSSAO

Os principais reservatorios naturais da raiva no Brasil ainda sdo 0s caninos e
0os morcegos hemat6fagos. Diversas espécies de morcegos ndo hematdfagos,
infectados, porém tém sido identificados (Ridrigues, F. M. et al, 1975, Martorelli, L.
F. etal., 1995, Uieda, W. et al, 1995, Passos, E. C., et al, 1998, Cunha, E. M. et al,
2005). Sucessivamente a identificacdo de VR nestas espécies, diversos trabalhos de
caracterizagdo foram realizados, evidenciando diferencas tanto antigénicas quanto
moleculares nas amostras de VR isoladas de morcegos nao hematéfagos.

Os resultados aqui obtidos demonstram haver diferenca na estabilidade
antigénica das principais variantes do VR circulantes no Brasil. Como evidenciado na
tabela 1, a amostra isolada de canino (VR1), assim como a amostra de isolada de
morcego insetivoro, porém com perfil antigénico de morcego hematdéfago (VR2),
mantiveram o mesmo perfil ao longo das 20 inoculacGes. Este resultado evidencia
uma acentuada estabilidade antigénica, o que pode ser uma demonstracdo da maior
adaptacdo destas amostras a seu hospedeiro natural.

A amostra isolada de um morcego insetivoro, com respectivo perfil (VR3)
diferentemente das demais, ndo manteve o mesmo perfil, deixando de reagir com o
AcM L18 apds 7 inoculagdes seriadas, demonstrando uma menor estabilidade
antigénica. Isto pode ser um reflexo da menor adaptacdo desta variante a esta espécie
de morcego. Tal fato alerta para possibilidade de que o VR em espécies insetivoras
de morcegos seja mais recente em uma escala bioldgica evolutiva. Além disso, este
trabalho ressalta para a possibilidade de que as espécies de morcegos nao
hematofagos encontrados no Brasil possam ndo ser 0s reservatorios naturais
preferenciais deste virus, uma vez que sabe-se que em outros continentes, existem
outros gendtipos dos lissavirus isolados de morcegos ndao hematéfagos.

Evidéncia esta que alerta para uma possivel inter-relacdo entre as amostras de
VR isoladas de morcegos, independente do genotipo a que pertencem. Sabe-se que
todos os lissavirus, com exce¢do do genotipo 3 (Mokola), ja foram isolados de
morcegos, demonstrando a importancia desta espécie, considerada o reservatorio
mais antigo do virus rabico, para a manutencdo deste na natureza.

Com estes estudos pode concluir que o VR apresenta-se bastante estavel

antigenicamente, ndo alterando seu perfil antigénico apds 7 ou 20 inoculagGes
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sucessivas (amostras com perfil antigénico de morcegos ndo hematéfagos ou
amostras com perfil antigénico de caninos e morcegos hematdfagos,
respectivamente). Pode concluir ainda que amostras com perfil antigénico de
morcegos ndo hematdfagos sdo menos estaveis antigenicamente que as demais.

Estas evidéncias reforcam a necessidade de mais estudos direcionados aos
morcegos ndo hematdfagos e sua importancia epidemioldgica para a perpetuacdo do
virus rabico na natureza. Assim como alerta para esta possivel fonte de
contaminacdo. Medidas de controle visando virus rabico em diferentes espécies de

morcegos ndo hematdfagos devem ser desenvolvidas.
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RESUMO:

A raiva causada por um lyssavirus da familia Rhabdoviridae € uma zoonose
caracterizada pela inducdo de sinais clinicos nervosos em todos os animais de sangue
guente. Sabe-se que apds a inoculacdo do virus este faz uma breve replicacdo em
células musculares e entdo penetra nas células nervosas da regido, sendo conduzido
ao sistema nervoso central, onde se dissemina. Posteriormente o virus se distribui
pelos nervos periféricos de forma centrifuga para os tecidos ndo nervosos. Este
estudo foi desenvolvido com o objetivo de auxiliar na compreensdo da patogenia do
virus rébico. Para tanto, grupos de camundongos foram submetidos a 20 inoculagdes
seriadas (20 passagens), com trés amostras do genétipo 1 dos lyssavirus. Os
camundongos foram diariamente observados e foram registradas as datas de morte de
cada animal. Além disso, a cada cinco passagens as amostras foram submetidas a
titulacdo viral. A amostra denominada VR2, com perfil antigénico de morcegos
hematdfagos apresentou padrdo mais regular (4-8 dias) de mortalidade ao longo das
20 passagens, diferentemente das demais. Esta foi a Unica amostra que demonstrou
aumento (36,68%) no titulo viral infeccioso. Estes resultados sugerem uma
adaptacdo acentuada desta amostra de virus ao seu hospedeiro, enquanto que as
demais amostras, por apresentarem periodos de incubacdo mais varidveis e queda no

titulo viral infeccioso, parecem ainda estar se adaptando.

Palavras-chave: virus da raiva, patogenia e passagens consecutivas
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ABSTRACT:

Rabies caused by lyssavirus of the Rhabdoviridae family is a zoonosis characterized
by neurological clinical sings in all hot blooded animals. It is known that the virus is
able to replicate primarily in muscle cells and than it penetrates in neuronal cells of
this region, being conduced to central nervous system, where it disseminates. Later
the virus is distributed through the peripheral nerves to other organs. This study was
carried out in order to help the understanding of viral pathogeny after consecutive
inoculations in mice. Groups of 20 mice were submitted to 20 inoculations with
three lyssavirus genotipe 1 strains. The inoculated mice were observed daily and the
dates of death were recorded. Passages number 5, 10, 15 and 20 were submitted to
viral titration. The RV2 sample, which has a hematophagous bat antigenic profile,
had shown mortality more regular standard for 20 passages (4-8 days), differently
from the other samples. This is the only strain that had shown viral titre increase
during the experiment (36,68%) . These results suggest a marked adaptation of this
virus strain to the host, while the other strains had shown more variable incubation

periods and viral titres fall, and seem yet to be adapting to the host.

Key-words: rabies virus, patogeny and consecutive passages
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INTRODUCAO

A raiva é causada por um virus da familia Rhabdoviridae, género Lyssavirus.
Esta enfermidade € uma zoonose quase que invariavelmente fatal, caracterizada pela
inducdo de sinais de meningoencefalite, podendo potencialmente atingir todos os
animais de sangue quente. O periodo de incubacdo desta zoonose € muito variavel
apos infeccdes naturais. Diversos fatores podem estar envolvidos, como o local da
mordida, carga viral presente na ocasido da agressdo, variacao da suscetibilidade de
determinada espécie e imunidade do animal agredido. As amostras de campo
apresentam grande variabilidade neste periodo, os relatos mais comuns sdo de um
periodo de incubacdo entre 2 e 12 semanas. Periodos extremamente longos superiores
a um ano ja foram relatados (Smith, et al, 1991).

Ap0s a inoculacdo do virus em um hospedeiro, o que se d& usualmente atraves
de inoculacdo percutanea, o virus multiplica-se nas células musculares no local da
inoculacdo. A seguir, penetra nas células nervosas da regido, sendo entdo conduzidos
através do transporte axoplasmico retrogrado ao sistema nervoso central (SNC)
(Tsiang, 1993).

No SNC, o virus se dissemina através da combinacdo de fluxo axoplasmico
retrégrado, transmissdo célula-célula via jungdes sinapticas e passagem livre do virus
através de ligacdes intercelulares (Iwasaki, 1991). Posterior a dissemina¢do no SNC,
0 virus se distribui pelos nervos periféricos de forma centrifuga para os tecidos nédo
nervosos, ja tendo sido identificado na epiderme, retina, cornea, glandulas lacrimais,
glandulas salivares, pulmdes, masculo cardiaco, mucosa gastrica e intestinal,
pancreas, parenquima renal, glandulas adrenais, tecidos neuroepiteliais, bexiga e
uretra (Charlton, 1988).

A disseminacdo do virus rabico no hospedeiro é bastante conhecida, porém,
ndo o suficiente para compreender sua manutencdo na natureza, apesar do relato,
desde a antiglidade de histdrias envolvendo provavelmente a raiva. No Brasil
caninos e morcegos hematdfagos sdo os principais reservatorios do virus. Pouco se
sabe, todavia, sobre a perpetuagéo deste nas coldnias de morcegos hematofagos, fatos
que demonstram a necessidade de mais estudos direcionados a patogenia do virus da

raiva.
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Este trabalho tem por objetivo obter maior conhecimento sobre a patogenia do

virus rabico, quando este é submetido a sucessivas inocula¢gdes em camundongos.
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MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram utilizadas trés amostras do VR, sendo a amostra denominada VR1, isolada de
um canino doméstico no Estado de Pernambuco (Brasil), em 2001. Ja& as amostras
VR2 e VR3 foram isoladas de morcegos ndo hematéfagos, do Estado do Rio Grande
do sul (Brasil), nos anos de 2002 e 2003 respectivamente. A amostra VR2 foi isolada
da espécie Molossus molossus e a amostra VR3 foi isolada da espécie Tadarida
brasiliensis. Apesar de isolada de um morcego insetivoro a amostra VR2 apresenta
perfil antigénico semelhante as amostras isoladas de morcegos hemat6fagos.

Inoculacéo e observagao dos camundongos:

Foram utilizados grupos de 5 individuos (camundongos machos, albinos suigos, da
linhagem CF-1, de 21 dias). Foram inoculadas, por via intracerebral, com 0,03 ml da
suspensdo viral de cada uma das amostras (VR1, VR2 e VR3). O encéfalo dos
camundongos foi coletado, com este material preparado uma nova suspensdo viral
que foi, entdo, inoculada em outro grupo de camundongos. Desta forma foram
realizadas 20 inoculagfes sucessivas (20 passagens em camundongos).

Os camundongos foram observados diariamente, para possivel visualizagcdo dos
sinais clinicos compativeis com raiva. Foram também registradas as datas de morte

dos camundongos, em dias pds inoculacgéo (dpi).

Determinacdao do titulo viral infeccioso:

As passagens de nimero 2, 5, 10, 15 e 20 de cada amostra (VR1, VR2 e VR3) foram
tituladas em camundongos de 21 dias, conforme técnicas usuais (Smith, J.S. et al
1996) e os titulos foram calculados também conforme técnicas descritas para o virus
rabico (Aubert, M. F. A.; 1996).
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Anélise estatistica:
Foi utilizado o método estatistico comparativo para calcular a percentagem de
diminuicdo e/ou aumento do titulo viral infeccioso. Estes calculos foram realizados

através da seguinte formula:

A-Bx100=%
A

Onde A ¢ o titulo infeccioso viral com duas inoculagdes em camundongos (2P) e B €

o titulo viral infeccioso com vinte inoculages em camundongos (20P).
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RESULTADOS

Inoculacéo e observagao dos camundongos:

Quando os camundongos foram inoculados com a amostra VR1, o periodo de
mortalidade variou de 5 até 11 dias p6s inoculagdo (Figura 1). Ja a amostra VR2
manteve um periodo de mortalidade de 4 até 8 dias p6s inoculagdo e a amostra VR3,

5 até 10 dias pos inoculacédo (Figuras 2 e 3).

Titulacdo viral e andlise estatistica:

O titulo viral infeccioso das amostras VR1, VR2 e VR3 estdo representados na
figura 4 A amostra VR1 demonstrou uma queda de 23,69% no titulo viral infeccioso,
2,87 e 2,19 com 2 e 20 passagens em camundongos respectivamente. A amostra VR3
também apresentou queda no titulo viral infeccioso, porém menos acentuada
(9,63%), 3,53 e 3,19, com 2 e 20 passagens em camundongos respectivamente. J& a
amostra VR2, demonstrou um aumento de 36,68% no titulo viral infeccioso (3,19 e

4,36, com 2 e 20 passagens em camundongos respectivamente).
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Figura 1: Taxa de mortalidade: percentagem de camundongos (cdgs)
mortos de cada grupo inoculado em cada dia pés inoculacdo (dpi) da amostra
VR1. Cada grupo de camundongos foi constituido por 5 individuos. Dados
com 2, 5, 10, 15 e 20 inoculagdes sucessivas em camundongos (2P, 5P, 10P,

15P e 20P).Os dados estdo representados com uma variagdo de 20% entre as

colunas.
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Figura 2: Taxa de mortalidade: percentagem de camundongos (cdgs)
mortos de cada grupo inoculado em cada dia pés inoculagdo (dpi) da amostra
VR2. Cada grupo de camundongos foi constituido por 5 individuos. Dados
com 2, 5, 10, 15 e 20 inoculagdes sucessivas em camundongos (2P, 5P, 10P,

15P e 20P).Os dados estdo representados com uma variacdo de 20% entre as

colunas.
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Figura 3: Taxa de mortalidade: percentagem de camundongos (cdgs)

mortos de cada grupo inoculado em cada dia pés inoculacdo (dpi) da amostra

VR3. Cada grupo de camundongos foi constituido por 5 individuos. Dados

com 2, 5, 10, 15 e 20 inoculagdes sucessivas em camundongos (2P, 5P, 10P,

15P e 20P).Os dados estdo representados com uma variagdo de 20% entre as

colunas.
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Figura 4: Titulo Viral infeccioso das amostras VR1, VR2 e VR3 com 2,

5, 10, 15 e 20 inoculagfes sucessivas em camundongos (2P, 5P, 10P, 15P e

20P). A titulacdo viral foi realizada em grupos de 6 camundongos de 21 dias

por diluicdo.
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DISCUSSAO

Este trabalho teve como objetivo estudar alguns aspectos da patogenia de
diferentes amostras de virus da raiva, apds vinte inoculacdes seriadas em
camundongos. Assim, amostras de virus rabico originadas de um canino doméstico
(VR1) e de morcegos ndo hematdfagos (VR2 e VR3) foram inoculadas
sucessivamente em camundongos. Dados a respeito da mortalidade dos animais e
titulos virais obtidos de amostras dos cérebros destes ap6s a morte, foram coletados.

A mortalidade das amostras de virus rabico inoculadas, ndo se alteraram apos
as 20 inoculagGes, mantendo-se em 100 % para todos os animais dos trés grupos.
Além disso, com 15 e 20 inoculagbes os camundongos inoculados com as trés
amostras de virus, morreram mais precocemente (6-8 dpi), como representado nas
figuras 1, 2 e 3, quando comparado as passagens iniciais, onde foi possivel identificar
mortalidade ainda aos 11 dpi. Apesar de também ser possivel observar este
comportamento na amostra VR2, esta exibiu um padrdo de datas de mortalidade mais
regular, variando o periodo de incubacdo entre 5 e 8 dpi, independentemente da
passagem analisada. Este dado pode ser uma evidéncia da adapta¢do acentuada desta
amostra de virus ao seu hospedeiro, enquanto que as demais amostras, por
apresentarem periodos de incubacdo mais variavel, parecem ainda estar se adaptando
aos hospedeiros.

Paralelamente, um dos fatores que poderia influenciar no desenvolvimento da
doenca é o titulo de virus inoculado via intracerebral. A via de inoculagdo utilizada
também pode ter influenciado na resposta dos camundongos frente ao virus, a
inoculacdo pela via intramuscular, ou mesmo subcutdnea poderia resultar em
diferentes dados. Como os camundongos foram inoculados somente por via
intracerebral e ndo foi feita a titulacdo viral antes da inoculacdo, é possivel que a
quantidade de virus presente em cada amostra inoculada tenha sido variavel, o que
certamente influencia nas datas de mortes destes animais. Os resultados destas
titulacbes mostraram que, para as amostras VR1 e VR3, houve uma queda nos titulos
virais infeccioso a medida em que as passagens virais foram aumentando. Ao
contrério, os titulos virais obtidos entre a passagem numero cinco e vinte da amostra

VR2 tenderam a aumentar.
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Na verdade, a titulagcdo viral neste trabalho foi realizada a cada cinco
passagens, em todos o0s trés grupos de animais, a partir de um pool de cérebros dos
animais que morriam nas inoculacdes anteriores. E possivel que a analise de cada
cérebro individualmente demonstrasse resultados mais fidedignos aos titulos virais,
fornecendo uma amostragem maior para o calculo da média do titulo viral.

Apesar disso pode-se concluir com estes dados que as alteracdes de titulos,
assim como as sucessivas inoculacdes ndao foram significantes o suficiente para
alterar a patogenicidade das amostras de virus rabico inoculadas. Além disso cabe
salientar que neste estudo foi utilizado um modelo experimental (camundongos), o
que pode influenciar tais resultados. A utilizacdo dos hospedeiros naturais das
amostras de virus rabico aqui analisadas, (caninos- VR1, morcegos hematdfagos-
VR2 e morcegos insetivoros- VR3) impossibilitaria a realizacdo de tal estudo, tanto
por questOes éticas e epidemioldgicas, como pela dificuldade de manutencéo destes
animais. Assim, mesmo realizado em um modelo experimental, este estudo evidencia
aspectos interessantes sobre a patogenicidade do virus rabico, demonstrando a
necessidade do conhecimento sobre a manutencdo da raiva em diferentes espécies

hospedeiras.
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CAPITULO 4

DISCUSSAO GERAL

No primeiro estudo componente desta dissertacdo foram analisadas as
caracteristicas de amostras de virus rabico isoladas de diferentes espécies nas regides
Norte e Centro-Oeste do Brasil. Tal estudo foi desenvolvido a fim de se determinar
as variantes do VR circulantes em tais regies. Foi evidenciada a presenca de trés
variantes antigenicamente distintas do VR circulando nas regifes em estudo, que
foram divididas em grupos. O primeiro grupo foi constituido por 32 amostras com
perfil antigénico comum & maioria das amostras geralmente isoladas de caninos.
Com o mesmo perfil foram ainda detectadas sete amostras isoladas de bovinos, uma
de felino, uma de humano e outra amostra sem identificacdo da espécie da qual foi
isolada. A identificacdo de amostras com perfil antigénico de VR que tém o céo
doméstico como reservatdrio em outras especies salienta o enorme problema
representado por cdes infectados. Além disso, fica evidente o alto grau de inter-
relacionamento entre os ciclos epidemioldgicos da raiva na regido examinada.
Igualmente, a identificacdo de sete caninos e um felino infectados com amostras com
perfil antigénico semelhante aqueles geralmente encontrados em bovinos (ou seja,
provavelmente de origem de morcegos hematdfagos; grupo 2), confirmam este
estreito inter-relacionamento.

Foram ainda encontradas em trés equinos e um canino amostras com perfil
antigénico de variantes de morcegos ndo hematdfagos (grupo 3). Estas
provavelmente refletem contaminagdes acidentais, em que equinos e caninos entram
em contato com espécies ndao hematdfagas acidentalmente, em funcdo de os
morcegos ja se encontrarem abatidos ou debilitados pela infeccéo.

Além dos aspectos epidemioldgicos, estes fatos alertam também para a co-
evolucdo do virus rdbico em morcegos ndao hematéfagos. Em épocas onde a

caracterizagdo antigénica de amostras de VR ndo era tdo precisa, acreditava-se que
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morcegos ndo hemat6fagos seriam contaminados através do convivio com morcegos
hematdfagos, possivelmente em cavernas habitadas por espécies diversas (P. Roehe,
comunicacdo pessoal). Os dados aqui obtidos confirmam a possibilidade de que
estas amostras na verdade sdo variantes adaptadas a espécies ndo hematofagas, e que
com tais espécies provavelmente vem co-evoluindo. Tratam-se, portanto, de ciclos
independentes, envolvendo reservatorios naturais independentes, aos quais 0 VR
parece vir se adaptando de forma igualmente independente.

Estes achados impulsionaram a realizacdo dos estudos que constituiram o
segundo e o terceiro capitulo desta dissertacdo. Foram realizadas analises para
determinar a estabilidade antigénica e o comportamento patogénico de trés amostras
do VR com perfis antigénicos distintos, submetidas a vinte sucessivas inoculacgdes
em camundongos. Este estudo revelou que as trés amostras examinadas
comportaram-se de forma bastante estavel. A amostra com perfil antigénico de
canino e a amostra com perfil antigénico de morcego hemat6fago mantiveram-se
antigenicamente ao longo das vinte inoculagdes. Por outro lado, a amostra com perfil
antigénico de morcego ndo hematofago alterou seu padrdo antigénico apos sete
inoculagdes. Esta mudanca no perfil antigénico se revelou estavel e manteve-se
inalterada até o final dos experimentos. E possivel que esta estabilidade antigénica
relativamente menor do que a apresentada pelas demais amostras de VR aqui
analisadas, seja um reflexo de um menor grau de adaptacdo ao hospedeiro
reservatorio natural. Ja foi sugerido que os morcegos hematdfagos seriam a espécie
originalmente infectada pelo VR; seria interessante proceder uma analise
filogenética com o intuito de determinar se as amostras aqui examinadas
representam estagios evolutivos mais ou menos avancgados do virus. As amostras de
morcegos ndo hematofagos provavelmente representam amostras menos adaptadas a
estas espécies e, por isso, mais sujeitas a modificagcdes antigénicas, ainda que estas
tenham sido observadas em um hospedeiro terminal, como o camundongo.

Com relacdo a patogenia destas as amostras, todas mantiveram-se altamente
patogénicas para os camundongos. Este fato pode ser consequéncia também da via de
inoculacéo utilizada nestes experimentos. Os camundongos foram inoculados por via
intracerebral nestes estudos, o que impossibilita a reacdo do sistema imune frente ao
antigeno administrado. A utilizacdo das vias intramuscular e/ou subcutanea,

associadas a menores doses infectantes de virus, poderiam evidenciar resultados
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diferentes dos aqui obtidos. Quanto a analise dos titulos virais utilizados para a
inoculagcdo dos camundongos a utilizacdo de cada cérebro de cada camundongo
inoculado poderia refletir nimeros mais proximos a realidade. Este fato porém
tornou-se inviavel uma vez que a titulacdo viral neste estudo foi realizada em
camundongos. O pool diminuiu em aproximadamente 5 vezes o nUmero de
camundongos utilizados. Outra possibilidade seria a utilizacdo de um sistema de
cultivo celular in vitro, porém acredita-se que estudos com animais possam ser mais
representativos para a comparacdo com fenémenos naturais. Estudos futuros deverdo

ser realizados com vistas a esclarecer estas interessantes questoes.
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CAPITULO5

CONCLUSOES

e Nas regides Centro-oeste e Norte do Brasil circulam pelo menos trés perfis

antigenicamente distintos de virus rabico;

e Ha inter-relacdo dos ciclos urbano e silvestre do virus rabico nas regies

Centro-oeste e Norte do Brasil;

e A amostra de VR com perfil antigénico de caninos e a amostra de VR com
perfil antigénico de morcegos hemat6fagos, mantiveram-se antigenicamente
estaveis apds 20 inoculagdes sucessivas em camundongos, demonstrando

serem altamente estaveis;

e A amostra de VR com perfil antigénico de morcegos ndo hematdfagos alterou

seu perfil de reatividade apos sete inoculagdes sucessivas em camundongos;

e Asamostras de VR com perfil antigénico de caninos e com perfil antigénico
de morcegos hemato6fagos aqui analisadas, sdo mais estaveis antigenicamente
em comparacdo com a amostra com perfil antigénico de morcegos nao

hematofagos.

e Nao houve alteracdo na patogenicidade apos vinte inoculag@es sucessivas, das
amostras analisadas. Mantendo-se todas altamente patogénicas para

camundongos.
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