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RESUMO

Foram caracterizados, geneticamente e geograficamente, 0 sequenciamento parcial da
nucleoproteina (gene N) de 53 isolados do virus da raiva (VR) originarios do Estado de Mato
Grosso, Brasil. Os isolados de bovinos, que se encontravam no grupo do VR relacionado a
morcegos hematéfagos, foram posteriormente subdivididos em sete subgrupos genéticos. Estes
subgrupos foram distribuidos em regides de terras planas, com alguns subgrupos separados por
formacoes de pequenas montanhas e hidrografia. Estes resultados indicam que a raiva em bovinos
é derivada de diversas variantes regionalmente definidas, o que sugere que sua distribuicdo
geogréfica estd relacionada as populagdes de morcegos hematdfagos.
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ABSTRACT

GENETIC CHARACTERIZATION AND GEOGRAPHIC DISTRIBUTION OF RABIES VIRUS
ISOLATES FROM CATTLE IN MATO GROSSO, BRAZIL. A total of 53 rabies virus (RV) isolates
originating from cattle in the state of Mato Grosso, Brazil, were genetically characterized. Partial
nucleoprotein gene sequences of these isolates were phylogenetically and geographically
analyzed. Cattle isolates, which clustered with the vampire bat related RV group, were further
subdivided into 7 subgroups. These subgroups were distributed widely in lowland regions, with
some subgroups separated from each other by small mountains and hydrographical features.
These results indicate that cattle rabies is derived from several regionally-defined variants, which
suggests that its geographical distribution is related to that of the vampire bat population.
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INTRODUCAO

A raiva é uma das mais sérias e disseminadas
zoonoses do mundo. Descrita pelo menos ha quatro
milénios, é uma das doengas infecciosas mais antigas
que se tem conhecimento (RurprecHT et al.,2001). Cau-
saumaencefalomielite aguda e fatal, resultante prin-
cipalmente da transmissdo do virus pela mordida de
um animal doente (AcHA; SzyFres, 1986; KAPLAN;
Korrowski, 1980). Estudos bioquimicos tém demons-
trado que, além do RNA, o virus é composto estrutu-
ralmente por cinco proteinas: uma RNA polimerase
RNA-dependente (proteina L de 190 KDal), responsa-

vel pelas atividades enzimadticas necessdrias para
transcri¢do e replicagdo do RNA viral, uma
glicoproteina de superficie (proteina G de 65 a 80
KDal), uma nucleoproteina (proteina N de 57 a 62
KDal), que é um dos maiores componentes do virus e
a maior proteina interna do complexo helicoidal
(WUNNER, 2002). E fosforilada em um tinicositio, exer-
cendo a fungdo de proteger a RNP (Torpo, 1996) e é a
maisimportanteno processo de encapsidagdo (Torbo
etal., 1986). Uma fosfoproteina (proteina P, NSouM1
de 35 a 41 KDal), que é uma proteina multifuncional
eumcomponente chave docomplexo RNA polimerase
associada ao virion, sendo uma proteina regulatéria
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na replicagdo do genoma viral, e uma proteina matriz
(proteina M ou M2 de 22 a 25 KDal) (Bourny et al., 1990;
SmrtH, 1996; TorDO, 1996; WUNNER, 2002). Seu principal
gendtipo é o VR cléssico, de distribuigdo mundial e,
atualmente, o tinico genétipoisoladonas Américas. Os
reservatoriosdo VR variam deacordocomaregidoonde
o virus ocorre, mas caes e morcegos hematéfagos
(Desmodus rotundus) sdo osmaiores transmissoresdo VR
no Brasil. Morcegos vampiros, amplamente distribui-
dosna América Latina, transmitem o VR aosherbivoros
esdoreconhecidoscomoimportante fontedeinfeccdodo
virus da raiva em herbivoros (ARELLANO-SOTA, 1988).
Estudos epidemiolégicos moleculares baseados na téc-
nica de RT-PCR (Transcriptase Reversa seguida de
Reagdo em Cadeia pela Polimerase), associados ao
sequenciamentode DNA, sdo usuais para classificacdo
de virus deanimais, incluindo o VR, eajudam a estabe-
lecer um melhor entendimento das relacdes
epidemioldgicas (Haas, 1997). Entre os genes do VR, o
geneN, em particular, temsidoempregadocomsucesso
em estudos de epidemiologia molecular devido a suas
sequéncias serem mais conservadas, e seus produtos
sdo entdo mais utilizados para fins de diagndstico
(SacraMenTOet al., 1991). Neste trabalho, para definir as
caracteristicas epidemioldgicas daraiva, foramrealiza-
das analises filogenéticas e os achados foram compara-
doscomadistribui¢do geograficade 53 amostrasde VR
isolados de bovinos.

MATERIALEMETODOS

Foram selecionadas 53 amostras de tecido
encefélico provenientes de bovinos machos e fémeas
de diversas idades e cruzamentos raciais, coletadas
no ano de 2007, para realizacdo de tipificacdo gené-
tica molecular. Dentre as amostras analisadas, 37
pertenciam ao bioma Cerrado, 12 ao Pantanal e 4 a
Amazonia. Todas as amostras foram diagnosticadas
positivas pararaiva pelo teste deimunofluorescéncia
direta (IFD) com o uso de conjugado antirrabico
policlonal marcado peloisotiocionato de fluoresceina
(GoLpwassER; KissLING, 1958) e a prova biolégica de
inoculagaointracerebralem camundongos (IIC) (DeaN
et al., 1996).

Oséacidosnucleicos foram extraidos com okitdiag-
noéstico comercial QIAamp® Viral RNA (QIAGEN,
Hilden, Alemanha), seguindo o protocolodo fabrican-
te. A extracdofoirealizadano Laboratério de Zoonoses
Virais da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo, USP.

A técnica de RT-PCR e a purificagdo dos produtos
amplificados foram realizadas conforme o procedi-
mento publicado por Kosavasti et al. (2006), onde foi
realizada a amplificacdo da sequéncia de 203
nucleotideos danucleoproteina N, que correspondeas

posi¢des 109-311 da amostra PV (Pasteur Virus). Os
produtos amplificados foram confirmados através de
eletroforese em gel agarose 1,5%, com coloragdo de
brometo de etidio. Os produtos amplificados e purifi-
cado do RT-PCR foram enviados ao Laboratério Cen-
tral de Diagnéstico, doCollege of Bioresource Sciences,
da Universidade de Nihon, Fujisawa, Kanagawa, Ja-
pao, para fins de sequenciamento, analises genética e
filogenética. Os estudos dos alinhamentos de
nucleotideos entre as amostras foram realizados pelo
software Clustal X (THomPsON et al., 1997), e a arvore
filogenética foi construida utilizando-se o método de
Sarou; NEr(1987), comoalgoritmo deNeighbor-Joining
e o virus Mokola foi utilizado como grupo externo. A
significancia estatistica das filogenias construidas foi
estimada por meio da anélise de bootstrap de 1.000
replicagdes. Os grupamentos comvalores debootstrap
maiores que 70% foram interpretados como evidéncia
de grupamento filogenético e a homologia entre as
sequéncias de nucleotideos foiidentificada usando-se
osoftware BIOEDIT (HaLL, 1999). As origens geografi-
cas do sequenciamento de isolados do VR de bovinos
foram plotadas em nivel municipal dentro do Estado
de Mato Grosso, utilizando-se o software MapInfo
Profissional GIS (ver.8.0softwareMapInfoJapan K. K.,
Tokyo, Japan). Por meio desses resultados, foram
deduzidas as linhagens das variantes do virus da
raiva encontradas no Estado de Mato Grosso.

RESULTADOS

Os resultados dessa andlise indicaram que as 53
amostras pertenciamao gendétipo 1 dogénero Lyssavirus,
com identidade entre os 203 nucleotideos de pelo
menos 83,7%. Todos os 53 isolados foram identifica-
dos como VR relacionado a morcegos hematéfagos,
que possui varias linhagens filogenéticas. Os VR ana-
lisados foram agrupados em sete subgrupos caracteri-
zados pela alta identificagdo dos nucleotideos (Fig. 1).
Alocalizagdo geograficadosisolamentos pertencentes
aos sete subgrupos é demonstrada na Figura 2. Os
municipios de Barra do Bugres, Cuiaba e Mirassol
D’oeste, onde se encontram 3 das 5 amostras do
subgrupo A, encontram-se emregides debaixas altitu-
des(entre129e262m). Comrelagdoaorelevo, Barrado
Bugreséformadopela Baixada doRio Paraguai, sendo
cortado por algumas pequenas serras. Cuiaba encon-
tra-se no Planalto Guimaraes e na depressdo do rio
Paraguai, assim como Mirassol D’oeste. J4 Matupa e
Itatiba, onde foram encontradas as duas outras amos-
trasdosubgrupo A, localizam-senaregido da Floresta
Amazonica, a altitudes entre 300 -400 m, na regido do
Planalto Residual do Norte de Mato Grosso, sendo
ainda Itatiba delimitada pelas Serras do Cachimbo e
dos Caiabés. Itiquira, tinico municipio representante
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do subgrupo B, localiza-se na regido do Planalto
Taquari-Itiquira,a520m dealtitude. Os municipios de
Primaverado Lestee Paranatinga, onde foramcoletadas
duasdas trésamostras representantes dosubgrupoC,
localizam-se em regides mais elevadas (600-636 m),
sendo que Primaveraencontra-senaregiaodoPlanalto
dos Guimardes e Paranatinga na depressao
Interplanaltica Paranatinga. A terceira amostra per-
tence ao Municipio de Cuiaba. Os municipios de Santo
Antoniode Leverger e Nossa Senhora do Livramento,
onde foram localizadas as linhagens pertencentes ao
subgrupo D, sdo préximos e localizam-se na Depres-
sdo do Rio Paraguai, abaixasaltitudes, variando entre
140-171 m. O subgrupo E foi representado por duas
amostras localizadas no Municipio de Jangada, tam-
bém localizado na depressdo do Rio Paraguai e com
altitude de 200 m. O subgrupo F, também um novo
grupoisolado, é representado por uma tinica amostra
encontrada no Municipio de Varzea Grande, também
situadonadepressdao doRio Paraguai, comaltitudede
185m. Osubgrupo G foirepresentado por31 amostras,
em sua maioria no sul do Estado, e duas amostras
localizadas na regido norte. A maioria das amostras
encontra-se no Municipio de Mirassol D’oeste (10
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amostras) que, juntamente com os municipios vizi-
nhos Barra do Bugres (5 amostras), Porto Estrela (2
amostras), e Lambari D’oeste (1 amostras), esta locali-
zado na regido da Baixada do Rio Paraguai, com
altitude média de 130 m, sendo que Barra do Bugres e
Porto Estrela possuem algumas serras em seu relevo.
Outros dois municipios que possuem amostras do
subgrupoGsao Diamantino (1 amostra)e Alto Paraguai
(1 amostra), com altitudes de 225 e 252 m, respectiva-
mente. Alto Paraguaiestdlocalizadono centrodeuma
Provincia Serrana e pertence a Bacia do Prata. Ja
Diamantino encontra-se na regidao do Planalto dos
Parecis. Com uma amostra, o Municipio de Alto
Araguaia localiza-se mais a sudeste do Estado, na
regido do Planalto Taquari-Itiquira, com altitude de
662 m. Mais ao sul, na regido do Pantanal Mato-
grossense, aaltitude de 118 m, encontra-se o Municipio
de Céaceres com 7 amostras pertencentes também ao
subgrupoG. AoNorte, encontram-se osmunicipiosde
Alta Floresta (1 amostra) e Colider (1 amostra) do
subgrupo G. Ambos 0s municipios localizam-se em
regidode planalto, comaltitudes deaproximadamente
300 m. Préxima a Colider encontra-se a Serra do Ca-
chimbo.

Fig. 1 - Arvore filogenética baseada na sequéncia parcial
do gene N. O virus Mokola foi usado como grupo externo.
As amostras de VR isoladas neste trabalho estdao indicadas
em vermelho. As demais amostras sdo de artigos ante-
riores (KoBayasti et al., 2005; Koavasti et al., 2006). Novos
grupos distinguidos a partir de 203 pb do gene N.
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Fig. 2 - Distribuigao geografica das amostras isoladas de
bovinos divididas em 7 subgrupos na analise filogenética.
Os simbolos correspondem a Figura 1.

As amostras BRbv1009, BRbv 1023 e BRbv 1013
naose encaixaramemnenhum dos subgrupos, sendo
novos grupos distinguidos a partir deste estudo.

DISCUSSAO

As andlises filogenéticas do gene N demonstra-
ram que as amostras isoladas de bovinos estavam
geneticamente relacionadas ao grupo do VR de mor-
cegos vampiros, deacordo com Favorerroetal. (2000),
que também estudaram amostras brasileiras usando
anticorpos monoclonais e concluiram que 100% das
amostras isoladas de bovinos pertenciam a variante
do D. rotundus.

O padréao de distribuigao dessas linhagens difere
quanto a origem geogréfica, o que sugere que as
caracteristicas epidemiolégicas das linhagens do VR
estejam associadas a ecologia das populacdes de
morcegoshematéfagos. Apesar de formarem colénias
relativamente estaveis, os morcegos hematéfagos cos-
tumam visitar regularmente abrigos vizinhos, o que
de certa forma promove uma comunicagao indireta
entreamaioria das colonias deuma determinada drea
(Lorp, 1988). Emrazao deste aspecto daecologiado D.
rotundus, a disseminac¢do da raiva nesta espécie é
mantida através do contato entre individuos
infectados de uma colonia eindividuos suscetiveis de
outra (McCorLetal.,2000; Lorp, 1988). A distribui¢ao
das variantes encontradas neste estudo tendem a ser
separadas por regides de montanhas, estando de
acordo com observacoes de KopayasHr ef al. (2006) e
VELASCO-VILLA et al. (2006). De acordo com FERREIRA
(2001), o Estado de Mato Grosso possui poucas areas
de elevadas altitudes, sendo predominantes as regi-
Oes deplanicies e depressdes, o que facilita a dissemi-

nagdo do virus pelas coldonias de morcegos
hematéfagos. Segundo Romyivet al. (2003), estes mor-
cegos podem voar longas distancias em busca de
comidaem extensasregides, disseminandoovirusem
um curtointervalode tempo. Asamostras dos grupos
A e G foram encontradas tanto na regido sul comona
regido norte do Estado, apesar de possuir diversos
rios entre as duas regides e de bacias hidrogréficas
diferentes, o que ndao impediu o deslocamento do
virus. Esses achados, corroborados por Romi ef al.
(2003) sugerem que o VR relacionado a morcegos
hematéfagostendeaseespalhar porregides de terras
baixas. Osubgrupo B, representado somente por uma
amostra, encontra-se na regido de planalto a sudeste
do Estado, de altitudes mais elevadas (520 m). Este
fato pode explicar o isolamento desta variante espe-
cifica nesta regidao. As trés amostras do subgrupo C
encontram-se também em dareas de planalto mais
elevadas (em torno de 600 m), sendo que Cuiaba
também possui regido de depressdo com altitudes
mais baixas (165 m). As variantes pertencentes ao
subgrupo D estdo localizadas na regido da Planicie
doPantanal Mato-Grossense, regido de baixas altitu-
des e que possui uma populagio de quirépteros pou-
coestudada. Talvez peloregime de cheias e vazantes
especifico dessaregido, esta variante tenha se tornado
endémica nesta regido. As amostras do subgrupo E
foram encontradas somente no municipio de Janga-
da, a 72 km da capital. Trata-se de uma regido de
baixasaltitudes (200m), porém circundada pela Serra
das Araras, o que pode favorecer o isolamento desta
linhagens somente nesta regido. As linhagens repre-
sentante do subgrupo F estd localizada em regido de
baixasaltitudes (185m)ebem préxima aos subgrupos
C, D, E e G tornando bem possivel a existéncia desta
variante nesses municipios vizinhos. As amostras
BRbv 1009, BRbv 1013 e BRbv 1023, que nédo foram
enquadradas em nenhum destes subgrupos por se
tratarem de novas linhagens assim como as dos
subgrupos D e E, que estdo localizadas na regiao do
Pantanal, no Municipio de Rondonépolis e em Nova
Olimpia, abaixasaltitudes (em torno de200m) sendo
que Rondonépolis fica proxima a Serra de Sao
Jerénimo, que assim como o Pantanal, serve debarrei-
ra para a disseminacdo destas linhagens.

O presente estudo indica que a raiva bovina é
derivada de diversas linhagens que nédo estdo regio-
nalmente bem definidas dentro do Estado de Mato
Grosso. Por outro lado, as linhagens estudadas por
KosavasHiet al. (2006), em diversos Estados do Brasil,
estavamregionalmentebem definidas. Estesachados
implicam que a distribuicdo geografica daraivabovi-
na é dependente da populagdo de morcegos
hematéfagos, porque o maior transmissor da raiva
bovinasdo os morcegos hematéfagos (ARELLANO-SOTA,
1988). A diversidade genética entre linhagens foi
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atribuida a aspectos relacionados a ecologia dos
morcegos e a variagdes topograficas do habitat.
Consequentemente, parece que o VR podeestar circu-
lando por populagdes de morcegos que habitam areas
continuas e, apesar da distribuicdo das variantes
mudarem lentamente, barreiras naturais como mon-
tanhas podem ter um papel importante na delimita-
¢do de focos deraiva, resultando em variantes regio-
nalmente diferenciadas do VR. Kosayastret al. (2006)
observaram que as variantes do VR relacionadas aos
morcegos hematéfagos localizadas em regides mon-
tanhosas estavam relacionadas com a altitude. Ja em
outro estudo realizado por KosayasHi et al. (2008),
muitas linhagens foram observadas dispersas por
sobre potenciais barreiras, movendo-se dasregides de
altas para baixas altitudes. A distribui¢do das linha-
gens pelos biomas também foi observada neste
trabalho,assim como em KosayasHi et al. (2008). Gran-
de nimero de amostras analisadas neste estudo foi
encontradaaolongoderios,emuitasamostras carac-
terizadas como sendo da mesma linhagem estavam
distribuidas ao longo do mesmo rio. Os morcegos
hematéfagos movimentam-se seguindo a trajetéria
dos rios, devido a abundéncia de abrigos e cavernas
nas suas margens, onde geralmente sao observados
surtos de raiva em bovinos (Lorp, 1988). Conse-
quentemente, a presenca derioserefligiosadequados
foi reconhecida como importante consideragao no
delineamento da incidéncia e disseminacgéo da raiva
dosbovinos transmitida por morcegos hematéfagos.
Grande parte das amostras analisadas neste estudo
foiisolada de dreas adjacentesligadas porrios, estan-
do de acordo com observagdes epizodticas da raiva
bovina, sendo que muitas amostras caracterizadas
como mesma linhagem estavam distribuidas ao lon-
go do mesmo rio. Esses achados sugerem que a ten-
déncia de distribui¢do de linhagens esteja relaciona-
da ao comportamento dos morcegos hematéfagos,
estando a disseminacdo do VR relacionada a sua
migragao.

A existéncia de numerosas espécies, distribuidas
amplamente no territdrio brasileiro, torna a histéria
natural da raiva em morcegos uma questdo ainda a
esclarecer, assim como amanutengio delinhagem do
VRemdeterminadasespécies de morcegos insetivoros
e determinando a transposigdo para outras espécies
animais (spill-over) (RomNet al.,2003). Considerando
o grande niimero de espécies de morcegos existentes
no Brasil, é provével que existam linhagens do VR
ainda desconhecidas (KoBayasHi et al., 2006).

CONCLUSOES

Osresultados da analise filogenética indicaram
que, no Estado de Mato Grosso, a raiva bovina é

causada por diversas linhagens do VR que ndo
estdo regionalmente bem definidas. Estes achados
implicam que a distribuicdo das variantes esta
intimamente relacionada a movimentacdo dos
morcegos hemat6fagos. Foi também observada que
a distribuicdo do VR relacionado a morcegos
hemato6fagos esta relacionadaaaltitude, esua trans-
missdo parece ser mais prevalente em regides de
baixas altitudes e sdo limitadas pela distribuigdo
deserras e montanhas. Estes achados sugerem que
as caracteristicas epidemioldgicas da raiva bovina
transmitida por morcegos hematéfagos podem ser
influenciadas por fatores topograficos e geografi-
cos das regides onde os rebanhos sdo mantidos,
tanto quanto a aspectos relacionados a ecologia dos
morcegos. Estes achados, por meio do isolamento
geografico de variantes do VR, contribuem para o
conhecimento das caracteristicas epidemiolégicas
do VR transmitido por morcegos hematéfagos. Por-
tanto, propde-se que esses fatores sejam considera-
dos na elaboragdo de programas e medidas de
prevengao e controle por parte dos 6rgéos oficiais
de defesa sanitaria, na tentativa de atenuar a disse-
minagdo daraivabovina transmitida por morcegos
hematoéfagos.
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