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RESUMO 

O vírus da Raiva foi considerado durante muito tempo como sendo muito estável 
antigenicamente. Entretanto, nos últimos anos, diversos trabalhos de caracterização de 
isolados do vírus da Raiva, realizados em várias partes do mundo, demonstraram 
diferenças entre as amostras de vírus isoladas de diferentes espécies animais. Estas 
diferenças ocorrem principalmente entre amostras do vírus isoladas de hospedeiros 
terrestres e aéreos (morcegos). Este trabalho teve como objetivos o estudo de 
características antigênicas e genômicas de amostras brasileiras do vírus da Raiva e o 
desenvolvimento de uma vacina contra a Raiva, produzida a partir de um vetor vira!. 
Setenta e oito amostras de vírus rábico, obtidas de diferentes espécies e oriundas de 
vários estados brasileiros foram submetidas a um perfil de reatividade com um painel de 
anticorpos monoclonais (Mabs) dirigidos contra antígenos dos Lyssavirus. 
Posteriormente, essas amostras foram submetidas a análise genômica, envolvendo a 
análise de restrição genômica (REA) da seqüência inteira do gene que codifica a 
nucleoproteína vira! (N; 1,5 kb) amplificado pela reação em cadeia da polimerase 
(PCR). A combinação da caracterização antigênica e REAs permitiu a diferenciação das 
amostras de acordo com a espécie de origem, independente da distribuição geográfica. 
O seqüenciamento de 225 nucleotídeos do gene N (nucleotídeos 140-364), de sete 
amostras do vírus, consideradas representativas das amostras analisadas, confirmou as 
diferenças identificadas através da análise antigênica e REA. O seqüenciamento 
também permitiu um refinamento na caracterização de amostras isoladas de morcegos, 
revelando diferenças entre amostras isoladas de espécies hematófagas e não 
hematófagas, sugerindo que as amostras virais de morcegos não hematófagos vem 
apresentando evolução adaptativa distinta das amostras de morcegos hematófagos. 
A segunda parte deste estudo teve como objetivo o desenvolvimento de um antígeno 
com potencial para o desenvolvimento de uma vacina bivalente contra a Raiva e contra 
o Herpesvírus Bovino Tipo 1 (BHV -1 ). Para isto, foi construído um vírus recombinante 
utilizando como vetor uma amostra autóctone de BHV -1, onde foi inserido, no lo cus do 
gene que .codifica a glicoproteína E (gE) vira!, o gene que codifica a glicoproteína (G) 
do vírus rábico. A estratégia escolhida para a construção do recombinante incluiu a 

• : remoção de potenciais sítios de splicing do gene G, com o objetivo de propiciar a 
transcrição e tradução adequada do mesmo nas células infectadas pelo recombinante. A 
expressão da proteína G do vírus da Raiva foi detectada em células eucarióticas 
transfectadas com DNA plasmideal contendo o gene G do vírus da Raiva e também 
após a co-transfecção, em células EBTr, do DNA do BHV -1 wild-type e do fragmento 
derecombinação contendo o gene G do vírus da Raiva. O vírus recombinante (BHV-gE­
/ Raiva G) produzido está sendo isolado para posteriormente ser caracterizado e 
avaliado experimentalmente. 



ABSTRACT 

Rabies vírus has been considered very stable antigenically. However, in last years, 
differences among iso/ates from different species have been found in many regions of 
the world. These differences have been mainly found among rabies virus iso/ates from 
terrestrial and aerial hosts (bats). This present work focused on the study of antigenic 
and genomic characteristics of Brazilian rabies vírus iso/ates and the development of a 
vaccine against rabies virus using a vira! vector. For this purpose, seventy-eight rabies 
virus iso/ates from distinct host species and from different geographic areas were 
analysed. Samples were submitted to antigenic analysis with a pane! of monoclonal 
antibodies (Mabs) directed to Lyssavirus antigens, to restriction endonuclease analysis 
of RT-PCR products and partia! sequencing of 225 bp on the terminal region of the N 
gene o f rabies virus. The combination o f these techniques allowed to differentiate rabies 
iso/ates according to species of origin and not according to geographic distribution of 
iso/ates. Moreover, sequencing of the N gene fragment allowed to distinguish rabies 
vírus iso/ates of haematophagous bat origin from those of non-haematophagous bats. 
Such findings suggest that the variants isolated from non-haematophagous bats have 
evolved independently ofvampire bat viruses. 
Another part o f the study aimed the development o f an antigen with potential to be used 
as a bivalent vaccine against rabies vírus as well as against bovine herpesvirus type I 
(BHV-I). For that, a recombinant vírus was constructed using, as a vector, an .. 
autocht.onous strain o f BHV- I in which a gene coding for the glycoprotein (G) o f rabies 
vírus was inserted on gE locus o f BHV- I. The strategy for the construction o f such 
recombincmt includes the design of a synthetic glycoprotein gene, based on a sequence 
from rabies virus isolate of haematophagous bat origin, from which, as many as 
possible, splicing sites were removed in arder to avoid the cleavage of the rabies G 
gene within the nucleus o f recombinant BHV- I infected cells. The G protein expression 
was detected in eucariotic cells transfected with plasmid DNA containing rabies G gene 
and after: . co-transfection of EBTR cells with the wild-type BHV-I DNA and the 
rec0111bination fragment containing rabies G gene . 

. . Thf recombinant virus (BHV-gE-1 rabies G) was constructed and is now in process of 
· .. · isolatio~, in arder to proceed its experimental evaluation. 
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O vírus da Raiva pertencente à familia Rhabdoviridae, gênero Lyssavirus 

(Tordo, 1996) é conhecido por causar uma encefalomielite quase sempre fatal em 

humanos e outros mamíferos (King, 1993). A Raiva é um importante problema de saúde 

pública, uma vez que, anualmente, milhares de pessoas no Brasil são submetidas a 

tratamento pós-exposição em decorrência de agressões sofridas pelo contato com 

animais suspeitos de infecção pelo vírus. Do ponto de vista econômico, perdas 

consideráveis são registradas devido à mortalidade de animais de produção que 

desenvolvem a doença. No Brasil, estima-se que cerca de 30.000 bovinos morram 

anualmente devido à infecção pelo vírus da Raiva (da Silva et al., 2000). 

Embora seja relativamente bem controlada nos centros urbanos por meio das 

campanhas de vacinação, a infecção se mantém em animais silvestres. No Estado do 

Rio Grande do Sul, a situação atual mostra a ausência de casos de Raiva urbana (isto é, 

transmitida por cães; Caldas & Anjos, 1997). Todavia, todos os anos são registrados 

casos de Raiva bovina transmitida por morcegos (Baer, 1975; Germano, 1994). Embora 

o sangue de bovinos seja o alimento preferencial de morcegos da espécie hematófaga 

Desmoçius rotundus, casos de Raiva em outras espécies animais infectadas por 

morcegos. são possíveis de ocorrer. 

Os métodos usuais de diagnóstico (imunofluorescência direta; Dean, 1996 e 

inoculação em camundongos; Koprowski, 1996) não permitem a diferenciação de 

variantes do vírus, nem tampouco permitem a diferenciação entre amostras de campo e 

amostras ·. 'vacinais. Em vista disso, outros métodos vem sendo desenvolvidos e 

.. ad!ipta~os visando a obtenção de um conhecimento mais profundo acerca de diferenças 

éntre amostras do vírus . O emprego de anticorpos monoclonais (Mabs), específicos 

contra· antígenos do vírus rábico, tem sido de grande valor na caracterização antigênica 

de amostras. Os Mabs tem permitido comparações antigênicas e possibilitam 

diferenciações entre amostras de acordo com seus perfis de reatividade frente a painéis 

de Mabs (King, 1991; Loza-Rubio et al., 1996; Delpietro et al., 1997). Muitos dos Mabs 

avaliados até o presente foram obtidos contra a glicoproteína (G) do vírus rábico 

(Flamand et al., 1980b; Schneider et al., 1982; Dietzschold et al., 1988). Entretanto, a 

variabilidade encontrada nos perfis antigênicos revelados por Mabs anti-G se mostrava 

tão ampla que, inevitavelmente, conduziram à busca de antígenos mais conservados, 
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desta forma viabilizando estudos de caracterização antigênica. Assim, Mabs contra a 

proteína do nucleocapsídeo (N) têm sido utilizados para diferenciar o vírus da Raiva de 

outros lissavírus correlatos (Wiktor et al., 1980; Flamand et al., 1980a; Dietzschold et 

al., 1988). Mabs anti-N também têm sido utilizados em estudos epidemiológicos, 

permitindo análises sobre a distribuição geográfica de amostras de vírus e suas 

associações com determinados hospedeiros, fornecendo informações sobre a 

estabilidade genética de amostras de vírus in vivo (Sureau et al. , 1983) e sugerindo 

fontes potenciais de exposição para o homem e os animais domésticos (Rupprecht et al., 

1987; Smith et al., 1991; Delpietro et al., 1997). Mais recentemente, o emprego de 

técnicas moleculares mais sensíveis, como a transcrição reversa-reação em cadeia da 

polimerase (RT-PCR) e o seqüenciamento, na caracterização de amostras do vírus da 

Raiva, tem facilitado a identificação da origem da infecção em surtos de Raiva, de 

forma mais rápida e precisa do que os métodos usuais de diagnóstico. 

É importante salientar a importância da caracterização antigênica e molecular de 

amostras do vírus na implementação de programas de controle, uma vez que a escolha 

da estratégia que será utilizada no controle de surtos depende da identificação do 

hospedeiro transmissor (vetor terrestre ou aéreo; Ministério da Saúde, 1998; Romijn et 

al., 2003). O reconhecimento da fonte de infecção e das espécies envolvidas na · 

manut,énção dos ciclos do vírus rábico possibilitam uma melhor otimização do uso de 

recursos financeiros em programas de controle da infecção. 

As estratégias de controle das infecções pelo vírus da Raiva incluem a vacinação 

de animais suscetíveis. Tendo em vista que, por muito tempo, o vírus da Raiva foi 

considerado como um único tipo antigênico (Shope, 1975; Smith et al. , 1986), a maioria 

das vacinas em uso no mundo derivam de uma só amostra viral (Sureau, 1983). 

• : Oi'fereriças entre amostras do vírus demonstradas, primeiramente, com o uso de Mabs 

(Wiktor & Koprowski, 1978; Smith et al., 1986; Dietzschold et al., 1988; Loza-Rubio et 

al., 1996) e depois, através de estudos sobre a estrutura molecular do vírus (Sacramento 

et al., 1992; Bourhy et al., 1993b; Amengual et al., 1997), questionaram a capacidade 

das vacinas existentes em proteger contra variantes. Em vista disso, um número 

significativo de trabalhos de caracterização e proteção cruzada passaram a ser realizados 

(Fuenzalida & Palacios, 1955; Wiktor & Koprowski, 1978; Smith et al., 1986; 

Dietzschold et al., 1988; Loza-Rubio et al., 1996; Roehe et al. , 1997; Schaefer, 1999). 

No Brasil, Hayashi (1984) testou a vacina contra a raiva empregada na vacinação de 

cães e demonstrou que doses desta vacina que protegeram 100% dos camundongos 

UFRGS 
FAC. DE VET. 
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contra 10.000 doses letais 50% (DL50), conferiram graus variados de proteção contra 24 

amostras de vírus de campo isolados de diferentes espécies. Os níveis mais baixos de 

proteção ( 15 a 20%) foram observados quando vírus rábico isolado de bovinos foram 

utilizados no desafio dos camundongos (Hayashi et ai., 1984). 

Taxonomia e estrutura viral 

A família Rhabdoviridae é formada pelos gêneros Vesiculovirus, que inclui o 

vírus da Estomatite Vesicular e outros vírus a este relacionados antigenicamente, 

Lyssavirus, que engloba um grupo de sete vírus relacionados (incluindo o vírus rábico) e 

Ephemerovirus, agente etiológico da Febre Efêmera Bovina (Calisher et ai., 1989). Os 

membros da família possuem um genoma composto por RNA fita simples e de 

polaridade negativa, apresentando um formato de projétil com diâmetro de 75 

nanômetros (nm) e comprimento de 100 a 300 nm (Tordo, 1996). O RNA genômico do 

vírus da Raiva amostra Pasteur (PV) é constituído por 11932 nucleotídeos (Wunner, 

1991; Smith et ai., 1996). 

Os vírions são compostos por duas estruturas principais: um cilindro central e 

denso formado pelo ribonucleocapsídeo helicoidal ou ribonucleoproteína (RNP) e um 

envelope glicoproteico (8 nm de largura) coberto por projeções de superficie espiculares 

(peplômeros) de 1 O nm de comprimento, distribuídos a intervalos de 5nm. 

Envelope 
Glicoproteína (G) 
Proteína da matriz 
(M2) 

Nucleocapsídeo: 
proteínas N, P e L 

Fonte: http: //fiona.umsmed.edu/-yar/zoo.html 

Figura 1. Esquema representativo do vírus rábico: as projeções da glicoproteína G aparecem 
extendendo-se do envelope lipídico que envolve o nucleocapsídeo. A proteína da matriz M2 
acompanha o envelope vira! e interage com a glicoproteína. 
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Organização genômica e proteínas virais 

Os Lyssavirus apresentam um genoma que codifica 5 fases abertas de leitura 

(ORFs). Cada uma dessas codifica uma proteína; a nucleoproteína (N), a fosfoproteína 

(M1 ou P), a proteína de preenchimento ou matriz (M2), a glicoproteína (G) e a 

polimerase vira! (L) (Tordo, 1996). Entre os genes estruturais, encontram-se sequências 

intergênicas com diferentes tamanhos. O genoma apresenta ainda uma região não 

codificante situada entre os genes G e L, conhecida como região intergênica G-L ou 

pseudogene, a qual tem sido representada pela letra grega psi (\jf; Tordo et ai. , 1986; 

Wunner, 1991). 

A nucleoproteína (N) é um polipeptídeo com 450 aminoácidos (50,5 kDa), 

fosforilado na serina da posição 389 (Dietzschold et ai., 1987b) e está intimamente 

associada ao RNA vira!, protegendo-o da ação de ribonucleases (Tordo et ai., 1986). A 

proteína N um papel fundamental na regulação da transcrição do RNA vira! e da 

replicação através da encapsidação do RNA viral genômico recém sintetizado (Wagner 

et ai., 1996). 

A fosfoproteína (P ou M1) é uma proteína fosforilada com 297 aminoácidos (38 

ou 41 kDa) e encontra-se em células infectadas, associada com a RNP mas não faz parte 

da estrutura viral. Antigamente, esta proteína era denominada de proteína não estrutural 

(NS). À fosfoproteína é um importante cofator para a polimerase vira! (Tordo, 1996). 

A proteína da matriz (M2) está presente na superfície interna do envelope (202 

aminoácidos; 23 kDa), interagindo com o domínio citoplasmático de G e com a RNP. A 

proteína M2 é responsável pela ligação das proteínas associadas às membranas (P e G) a 

RNP. Isto' ocorre, possivelmente, através da interação com a nucleoproteína. A proteína 

• !'12· é também importante na incorporação de G aos vírions por ocasião do brotamento 

das partículas virais na superfície das células infectadas (Mebatsion et ai., 1999). 

A glicbproteína (G) é uma proteína transmembrana com 524 aminoácidos (65 ou 

70 kDa) formando as espículas presentes no envelope viral. A proteína G é responsável 

pela ligação do vírus a componentes da membrana celular, que agem como receptores 

para o vírus (Lentz et ai., 1982; Superti et ai. , 1984; Superti et al., 1986; Broughan et ai., 

1995; Thoulouze et ai., 1998; Tuffereau et ai., 1998). Após a intemalização, a proteína 

G media a fusão do envelope viral com a membrana endossomal (Whitt et ai. , 1991). A 

glicoproteína é a proteína imunodominante contra a qual a maior parte dos anticorpos 

neutralizantes são gerados (Wiktor et al., 1973). A proteína G também tem papel 
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importante na indução de imunidade celular no hospedeiro (Drings et al., 1999). Em 

amostras do genotipo 1, a neurovirulência parece estar diretamente relacionada à 

presença do aminoácido arginina (ou lisina) na posição 333 da glicoproteína G 

(Dietzschold et al., 1983; Tuffereau et al., 1989). Mutantes com outros aminoácidos 

nesta posição não infectam certos tipos de neurônios, presumivelmente porque são 

incapazes de reconhecer os receptores celulares (Tordo, 1996). Recentemente, foi 

demonstrado, in vitro e in vivo, o papel da proteína G na disseminação trans-sináptica 

do vírus da Raiva. Mutantes onde a proteína G foi deletada resultam em vírus não 

patogênicos (Etessami et al., 2000). 

A polimerase viral (L) é a maior proteína com 2142 aminoácidos (244 k.Da) 

estando presente em menor quantidade na partícula viral (25 moléculas por vírion). A 

polimerase viral é considerada um complexo enzimático apresentando atividade de 

RNA-polimerase RNA-dependente, guanilil transferase e poly (a) sintetase (Tordo, 

1996). 

Penetração viral na célula hospedeira, transcrição, replicação e brotamento 

A fixação do vírus rábico à célula hospedeira é mediada pela glicoproteína G a 

receptores da .superficie celular (Tordo, 1996). Vários candidatos a receptor para o vírus 

da Raiva e sua glicoproteína têm sido sugeridos, como fosfolipídeos (Superti et al., 

1984), gangliosídeos (Superti et al., 1986) e proteínas (Broughan et al., 1995). 

Receptores neuronais mais específicos incluem o receptor nicotínico acetilcolina (Lentz 

et al., i 982), as moléculas de adesão celular neuronal (NCAM; Thoulouze et al., 1998) e 

o receptor do fator de crescimento neuronal de baixa afinidade p75NTR (Tuffereau et al., 

• .I 998). ApÓ.s a adsorção à célula hospedeira e posterior intemalização, a entrada do vírus 

·na célula ocorre por fusão do envelope viral com a membrana endossomal liberando o 

genoma viral no citoplasma, onde ocorre a transcrição e a replicação (Whitt et al. , 1991; 

Tsiang, 1993 ). 

Os mecanismos de transcrição, replicação e expressão de genomas RNA de 

polaridade negativa não segmentados foram originalmente estabelecidos através de 

estudos com o vírus da Estomatite Vesicular (VSV) (Tordo et al., 1988). A transcrição 

do vírus rábico ocorre no citoplasma sendo conhecido como transcrição stop-start ou 

seqüencial (Figura 2). Acredita-se que um único promotor para a polimerização é 

reconhecido pela polimerase viral perto da extremidade 3' do genoma (Tordo et al. , 
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1986). Inicialmente, ocorre a transcrição de uma sequência líder com 50 nucleotídeos, 

seguida da síntese de 5 mRNAs monocistrônicos codificando sucessivamente as 

proteínas N, P, M2, G e L (Tordo et al., 1986). Para controlar esta progressão 

seqüencial, o complexo da transcrição reconhece sinais de início (S) e de parada da 

transcrição ou poliadenilação (P) flanqueando os cístrons. Estas sequências consenso 

possuem aproximadamente 1 O nucleotídeos. Acredita-se que ocorra a dissociação do 

complexo a cada sinal de parada da transcrição, e reinício de forma precária no próximo 

sinal de início da transcrição. Isto apresenta como consequência um progressivo 

decréscimo na taxa de transcrição viral da extremidade 3' em direção à extremidade 5' 

do genoma, sugerindo que a localização do gene diretamente afeta sua taxa de 

transcrição. Assim, o gene que codifica a nucleoproteína viral é o mais freqüentemente 

traduzido. 

A tradução e a síntese das proteínas N, P, M2, L e G a partir de seus respectivos 

mRNAs, ocorre em ribossomos livres no citoplasma (Wunner, 1991 ). Embora a 

tradução da proteína G inicie nos ribossomos livres, a finalização de sua síntese e 

glicosilação, ocorre no retículo endoplasmático rugoso (ER) e no complexo de Golgi 

(Wunner, 1991). A proteína N encapsula o RNA nascente simultaneamente à 

transcrição. Esta encapsidação parece induzir a mudança da transcrição para a 

replicaÇão. Acredita-se que a proteína N recém sintetizada se ligue a sequência líder no 

RNA e de alguma maneira impede que a polimerase viral reconheça os sinais de 

terminação da transcrição (Wagner et al. , 1996). Tem início então a replicação do 

genoma viral com síntese de cópias do RNA de fita positiva. A fita positiva serve com 

molde para a síntese de novas cópias do RNA de fita negativa (Wunner, 1991). Durante 

o processá de montagem, o complexo N-P-L faz a encapsulação do RNA genômico fita 

: · n~gativa para formar o complexo RNP, e a proteina M2 forma uma cápsula, ou matriz, 

ao redor do RNP. O complexo RNP-M2 migra até uma área da membrana plasmática 

contendo · insertos de glicoproteína, onde tem início o enrolamento do 

ribonucleocapsídeo (Wagner et al., 1996). O complexo M2-RNP se liga com a 

glicoproteína e o vírus completo brota da membrana plasmática. Dentro do SNC, existe 

brotamento viral preferencialmente a partir de membranas plasmáticas. Diferentemente, 

os vírions presentes nas glândulas salivares , brotam da membrana celular para dentro do 

lúmen acinar. O brotamento vira! na glândula salivar e a agressividade induzida pela 

infecção no animal hospedeiro, maximizam as chances de disseminação vira! a outros 

animais suscetíveis . 
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Patogenia 

A maioria das infecções pelo vírus rábico é causada pela mordida de animais 

infectados ou pelo contato com ferimentos abertos e, raramente; através de membranas 

mucosas intactas ou transplante de órgãos (córnea) (King, 1993). 

O período de incubação da doença, a partir de amostras de vírus de campo, pode 

variar de 2 a 12 semanas. Entretanto, períodos extremamente longos, superiores a 1 ano, 

já foram relatados (Smith et ai., 1991). Após a infecção natural, foi demonstrado que o 

vírus pode replicar-se nas células musculares, próximas ao local da inoculação, antes de 

invadir o sistema nervoso central (SNC). Esta replicação representa um passo de 

multiplicação necessário à invasão do sistema nervoso (Tsiang, 1993 ). Contudo, em 

outras ocasiões pode ocorrer a entrada direta do vírus no SNC sem replicação prévia no 

músculo (Shankar et ai., 1991). Desta forma, o vírus pode ser conduzido, via 

terminações nervosas motoras, aos nervos periféricos e, através de transporte 

axoplásmico retrógrado, ao SNC (Tsiang, 1993 ). Os vírions existentes fora do sistema 

nervoso periférico podem replicar-se nos gânglios espinhais e a partir daí atingir o 

cérebro via medula espinhal (Baer, 1991 ). 

No sistema nervoso, a disseminação viral resulta da combinação de fluxo · 

axoplásmico .retrógrado, transmissão célula-célula via junções sinápticas e passagem 

livre do vírus através de ligações intercelulares (Iwasaki, 1991 ). 

Após a infecção do sistema nervoso central, o vírus se distribui pelos nervos 

periféricos de forma centrífuga para os tecidos não nervosos, já tendo sido detectado em 

células da epiderme, retina, córnea, glândulas lacrimais, glândulas salivares, pulmões, 

músculo cardíaco, mucosa gástrica e intestinal, pâncreas, parênquima renal, glândulas 

• ·a9renais,• tecidos neuroepiteliais dos ureteres, bexiga e uretra (Charlton, 1988). A 

· replicação do vírus rábico nas glândulas salivares e posterior excreção através da saliva 

representa: o principal mecanismo de perpetuação do vírus na natureza (Schneider, 

1991). o 

Os sinais clínicos aparecem somente após o envolvimento do SNC e a morte 

ocorre devido ao comprometimento de centros nervosos vitais (Iwasaki , 1991). 
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Vírus da Raiva clássica e vírus relacionados 

Estudos filogenéticos permitiram a divisão do gênero Lyssavirus em 7 genotipos 

distintos (Bourhy et al., 1993a; Amengual et al., 1997; ·Gold et al., 1998). O principal 

genotipo do gênero é o vírus da Raiva clássica (genotipo 1), o qual está presente em 

várias regiões do mundo, formando ciclos endêmicos em mamíferos terrestres e em 

quirópteros (Smith et al., 1995). O genotipo 1 é o único até o momento isolado nas 

Américas. Os demais membros do gênero formam um grupo de vírus denominados 

"vírus relacionados com a Raiva", os quais apresentam uma distribuição geográfica 

mais restrita e comumente estão associados a hospedeiros específicos. 

Os vírus Lagos Bat (genotipo 2), Mokola (genotipo 3) e Duvenhage (genotipo 4) 

foram isolados exclusivamente na África a partir de megaquirópteros frugívoros, 

pequenos mamíferos e microquirópteros insetívoros (King et al., 1988; King et al., 

1994). Os lissavírus de morcegos europeus EBL1 e EBL2 ("European bat lyssaviruses"; 

genotipos 5 e 6, respectivamente) são considerados endêmicos em espécies distintas de 

morcegos insetívoros (Eptesicus e Myotis sp, respectivamente) e encontram-se 

distribuídos na Europa, da Rússia à Espanha, principalmente em regiões costeiras 

(Bourhy et al., 1993b; Schneider et al., 1994). Os lissavírus de morcegos Australianos 

("Austrálian bat lyssaviruses"; ABL), isolados pela primeira vez em 1996 a partir de um 

caso de Raiva humana (Fraser et al., 1996), apesar de serem antigenicamente muito 

similares a amostras do genotipo 1 são considerados suficientemente distintos, em sua 

sequência de nucleotídeos, para integrarem um grupo separado dentro do gênero 

Lyssavirus,. constituindo o genotipo 7 (Gould et al., 1998). 

Todos os Lyssavirus são capazes de causar encefalomielites fatais após a 

• i~fecção de mamíferos e, com exceção do genotipo 2, já foram isolados em humanos 

(King, 1993 ). Todos os lissavírus, com exceção do vírus Mokola, já foram isolados a 

pàrtir de morcegos, demonstrando a importância desta espécie, considerada como 

reservatório mais antigo do vírus da Raiva, na infecção e adaptação do vírus rábico a 

espécies terrestres (Badrane et al., 2001 ). 
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Imunidade contra o vírus da raiva 

A resistência inespecífica contra o vírus da Raiva é mediada por macrófagos, 

interferons e células "natural killer" (NK) (Abbas et al., 1991; Hooper et al., 1998). Os 

macrófagos possuem um papel importante porque eliminam o vírus através da 

fagocitose e promovem o processamento do antígeno para a indução de uma resposta 

imune específica. 

O estabelecimento de imunidade contra infecções virais é mediada por uma 

combinação de mecanismos imunes humorais e celulares (Abbas et al., 1991). Após a 

captura dos antígenos do vírus rábico por macrófagos e por outras células 

apresentadoras de antígenos (APCs), os mesmos são processados e apresentados aos 

linfócitos CD4 e CD8 (Abbas et al., 1991). A estimulação dos linfócitos CD4 e CD8 

induz a produção de citocinas, como as interleucinas 2 (IL-2), 4 (IL-4) e interferon 

gama (IFNy). As células CD4 estimulam os linfócitos B a produzirem anticorpos 

neutralizantes (Abbas et al., 1991). Foi demonstrada a importância dos processos 

inflamatórios, aliados à resposta imune humoral e celular, nos estágios iniciais de 

infecção pelo vírus da Raiva, na eliminação do vírus do SNC (Hooper et al., 1998). 

A estimulação de linfócitos Tem animais imunizados com vírus rábico inativado 

produz uma resposta do tipo Th1, com produção de IL-2 e IFNy (Celis et al., 1986). A 

importância das células T no estabelecimento de imunidade contra o vírus rábico foi 

demonstrada em camundongos "knockout", apresentando depleção de linfócitos CD4, 

os quais, frente a um desafio, apresentaram um decréscimo na produção de anticorpos e, 

conseqüentemente, uma redução na proteção contra a Raiva (Hooper et al., 1998). A 

. pr~duç~o .de linfócitos T citotóxicos (CD8) após vacinação com vírus atenuado é 

. importante. Porém, a presença de somente linfócitos T CD8 nos animais imunizados 

não é suficiente para proteger estes animais frente um desafio. Animais apresentando 

uma depleção de células CD8, mas ainda produzindo anticorpos anti-rábicos, são 

protegidos frente a uma infecção, enquanto que animais apresentando linfócitos T 

citotóxicos específicos mas sem produção de anticorpos, sucumbem à infecção (Celis et 

al., 1986). 
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Papel das proteínas virais na imunidade contra a Raiva 

As proteínas virais mais importantes envolvidas na proteção contra a Raiva são 

as proteínas G e N. A proteína G é a única proteína vira!· capaz de induzir a produção de 

anticorpos neutralizantes (Wiktor et ai. , 1973) e estabelecer proteção total contra um 

desafio por via intracerebral (Perrin et ai., 1985). A ribonucleoproteína vira! (RNP) e a 

proteína N induzem proteção parcial contra um desafio periférico, sendo que não foi 

observada proteção quando o vírus de desafio foi injetado via intracerebral (Dietzschold 

et ai., 1987a). Resultados similares têm sido encontrados na imunização de 

camundongos com a proteína N purificada de baculovírus recombinante (Fu et ai. , 

1991) e de poxvírus recombinante (Lodmell et ai., 1991). Ainda que a imunização com 

a RNP e proteína N não induzam a produção de anticorpos neutralizantes, acredita-se 

que ocorra ativação de linfócitos B (Dietzschold et ai., 1991). A inclusão da proteína N 

em vacinas de subunidades tem sido sugerida por alguns grupos devido à sua 

capacidade de estimular a proliferação de linfócitos T CD4 e também pelo seu alto nível 

de conservação entre os diferentes genotipos do vírus da raiva (Dietzschold et ai. , 

1987a). Enquanto alguns estudos sustentam a importância da inclusão da proteína N em 

vacinas de subunidades (Dietzschold et ai., 1987a), outros estudos demonstraram que a 

glicopróteína .é o antígeno mais importante para a imunização de animais, não sendo 

necessária a inclusão da nucleoproteína para indução de imunidade protetora nos 

animais vacinados (Drings et ai., 1999). 

Vacinas 

: ·A;rriQstrasvirais presentes na composição de vacinas contra a Raiva 

Asvacinas contra a raiva atualmente utilizadas nos animais, em tratamento pré­

exposiç~o, possuem em sua composição amostras do vírus da raiva "Challenge Virus 

Standard" (CVS) ou "Evelyn-Rokitnicki-Abelseth" (ERA), originárias de amostras 

isoladas de um bovino em 1882 na França (Kissling, 1958), e de um cão em 1935 nos 

EUA (Abelseth, 1964), respectivamente. Desde que foram descobertas variantes 

antigênicas do vírus da raiva, a partir de trabalhos desenvolvidos no mundo inteiro 

(Kubes & Gallia, 1942; Fuenzalida & Palacios, 1955 ; Wiktor et ai., 1982; Hayashi et ai. , 

1984; Dietzschold et ai., 1988; Sacramento et ai., 1992; Bourhy, et ai. , 1993b; Loza-
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Rubio et al., 1996), a questão das vacinas contra a raiva disponíveis serem capazes de 

proteger contra a infecção causada por diferentes amostras do vírus começou a ser 

questionada. Muito embora assuma-se que as vacinas disponíveis promovam proteção 

contra amostras do genotipo 1 (vírus da raiva clássica) preválentes em nosso meio, 

alguns autores relatam graus variados de proteção conferidos por estas devido a 

diferenças antigênicas existentes entre amostras isoladas de animais silvestres e a 

amostra utilizada na vacina (Kubes & Gallia, 1942; Fuenzalida & Palacios, 195 5; 

Hayashi, 1984; Zanetti, et al., 1998). 

Vacinas preparadas a partir de tecido nervoso 

A primeira geração de vacinas contra a raiva eram preparadas a partir de tecido 

nervoso de mamíferos adultos e inativadas pelo calor, com fenol ou com 

betapropiolactona (~PL). Apesar dos severos efeitos colaterais causados, devido a 

presença de mielina originária do tecido nervoso de animais adultos, esta vacina ainda é 

utilizada em muitos países em desenvolvimento devido ao seu baixo custo (King, 1993). 

Para reduzir este problema, foi desenvolvida uma vacina preparada a partir de cérebro 

de camundongos neonatos, inativada com luz ultravioleta ou ~PL (Fuenzalida & 

Palacios, 1955). Esta vacina, muito utilizada na América Latina, é considerada livre de 

mielina, d~sde que a coleta dos cérebros dos camundongos seja realizada em animais 

com 1 dia de vida (Díaz, 1996). 

Vacinas preparadas em cultivos celulares 

Tendo em vista a minimização dos riscos apresentados pelas vacinas preparadas 

• :a. partir 'de tecido nervoso, foram desenvolvidas vacinas preparadas em cultivos 

· celulares, como as preparadas em células de rim de hamster, fibroblastos humanos, 

células V ero e células de fibroblastos de pulmão de feto de macaco Rhesus (Montagnon, 

1996). Experimentos realizados com estas vacinas demonstraram sua superioridade em 

relação às vacinas preparadas em tecido nervoso e ovos embrionados, em termos de 

nível de anticorpos neutralizantes apresentados pelos indivíduos vacinados, 

precocidade da resposta imune em praticamente 100% dos indivíduos imunizados e 

aparecimento de somente reações locais moderadas. A maior desvantagem deste tipo de 

vacina é o seu alto custo de produção (Wiktor et al. , 1964; Nicholson, 1996). 
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Vacinas preparadas em ovos embrionados 

As vacinas preparadas em ovos embrionados (embrião de pato e de pinto) 

oferecem a mesma imunogenicidade e segurança que as outras vacinas, incluindo a 

vacina preparada em célula diplóide humana, e também apresentam baixo custo de 

produção. O produto final não contem traços de mielina e somente vestígios de 

antígenos aviários (Glück, 1996). 

Vacinas de subunidades 

As vacinas de subunidades são compostas por apenas componentes específicos 

dos vírus, como por exemplo, determinadas glicoproteínas do envelope vira! (van 

Oirschot, 1999). Não contém o agente infeccioso íntegro, nem tampouco proteínas de 

origem celular ou séricas (Crick et al., 1969; Wunner et al., 1983). 

Para o vírus da Raiva foram desenvolvidas vacinas de subunidade para a 

proteína G (antígeno imunodominante do vírus). Foi demonstrado que quando G é 

extraída do vírion, solubilizada e purificada, ela toma-se pobremente imunogênica. Isto 

indica que a mesma precisa estar ancorada em membranas lipídicas (Sureau et al. , 

1989). Assim, para restituir sua imunogenicidade, as moléculas G precisam estar 

ancoradas ein lipossomos pré-formados ou associadas a membranas lipídicas virais 

(virossomos) (Sureau et al., 1989; Perrin et al. , 1988). Nestas apresentações, as 

propriedades estruturais e imunológicas da glicoproteína são muito similares àquelas 

apresentadas pela partícula vira! (Sureau et al., 1989). Quando testadas em experimentos 

de pré .e pós-exposição ao vírus rábico, foi detectada atividade protetora com 

desencaçleamento de resposta imune humoral e celular (Sureau et al., 1989). 

Oútro sistema de expressão para produção de proteínas virais (G e RNP) para 

uso . em diagnóstico, estudos estruturais e produção de vacinas (King, 1993) é baseado 

em baculovírus. Este sistema, em tese, apresenta como vantagem a produção de grandes 

quantidades da proteína vira! purificada. Drings et al. (1999) utilizaram o sistema de 

expressão em baculovírus para produzir as proteínas G e N do vírus rábico e avaliar a 

resposta imune de animais imunizados com estes antígenos recombinantes contra outros 

vírus do gênero Lyssavirus. As proteínas foram produzidas em uma forma antigênica e 

imunologicamente ativa. A proteína G demonstrou alta imunogenicidade. Foi 

demonstrado que a associação entre as proteína recombinantes G e N foi a mais 
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imunogênica mas não aumentou o espectro de proteção contra amostras do vírus da 

raiva do genotipo 5 (EBL-1; Drings et ai. , 1999). 

Vacinas com vetores virais 

Com o objetivo de desenvolver vacinas mais eficazes e seguras, amostras virais 

geneticamente atenuadas têm sido utilizadas como vetores para a expressão de uma ou 

mais proteínas heterólogas, contra a(s) qual(is) o sistema imune potencialmente geraria 

uma resposta (Cavanagh, 1985; Fujii et ai., 1994; Wang et ai., 1997). Células nas quais 

o vírus vetor se replica in vivo, expressarão a proteína exógena havendo a produção 

tanto de uma resposta imune humoral como também de uma resposta mediada por 

células (Sheppard, 1999). Apresentam como vantagem a expressão da proteína 

heteróloga na sua forma nativa, ou seja, da mesma forma em que é expressa pelo vírion 

(Xuan et ai., 1998). Uma outra vantagem é a segurança, uma vez que o vetor somente 

expressará os antígenos de interesse para a indução de uma resposta imune protetora. 

Assim, é reduzida ou eliminada a possibilidade de ocorrência da doença por exposição 

ao vírus vacina!, como pode ocorrer com vacinas vivas modificadas ou com vírus não 

adequadamente inativado (Sheppard, 1999). Entre os vetores virais utilizados para a 

produção de vacinas veterinárias, os mais comuns são os poxvírus (Wiktor et ai. , 1984; 

Fujii et aL, 1994) adenovírus (Wang et ai., 1997; Tims et ai., 2000), herpesvírus (Xuan 

et ai., 1998; Schmitt et ai., 1999) e retrovírus (Wei et ai., 1981). 

Nos últimos anos, diferentes vetores têm sido utilizados para a expressão de 

proteínas imunodominantes do vírus da Raiva, dentre eles, o adenovírus (Wang et ai. , 

1997; Tirris et ai., 2000), avipoxvírus (Taylor et ai., 1991), herpesvírus (Xuan et al. , 

• :1998), vaccinia (Wiktor et al., 1984; Brochier et al., 1990; Fujii et al. , 1994) e 

baculovírus (Fu et al., 1991; Drings et al., 1999). Em camundongos e em outras 

espécies-alvo (caninos e felinos) imunizados com a proteína G recombinante ou com 

vírus. recombinante expressando a proteína G, houve a indução da produção de 

anticorpos neutralizantes e proteção dos animais desafiados com o vírus da raiva 

inoculado via intracerebral (Wiktor et al. , 1984; Taylor et al., 1991; Wang et al. , 1997). 

Experimentos realizados por Fujii et al. (1994) demonstraram a eficácia do vírus 

vaccínia contendo a proteína G do vírus da raiva em conferir proteção em camundongos 

imunizados em até 24 horas após desafio com este último. Por questões de segurança, 

foram desenvolvidos vetores a partir de vírus de aves, não replicativos em células de 
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mamíferos, expressando a proteína G do vírus da raiva (Taylor et al., 1988; Taylor et al., 

1991 ). Um exemplo dessa estratégia foi a utilização do vírus canarypox como vetor 

expressando a proteína G. A eficácia deste recombinante utilizado como antígeno 

vacinal foi comparável à apresentada pelo vírus vaccinia recornbinante (Taylor et al., 

1991 ). Camundongos, cães e gatos imunizados com este vírus recombinante ficaram 

protegidos após o desafio. 

Vacinas diferenciais para herpesvírus 

Para o controle das infecções causadas pelo herpesvírus bovino tipo 1 (BHV -1) 

tem sido utilizada a vacinação dos rebanhos visando reduzir os sinais clínicos e diminuir 

a disseminação do vírus nos rebanhos. Entretanto, as vacinas convencionais, vivas 

atenuadas (modificadas) ou inativadas, utilizadas para o controle destas infecções 

induzem uma resposta por anticorpos que não pode ser diferenciada da resposta imune 

apresentada por animais naturalmente infectados (van Oirschot et al., 1990; van 

Oirschot, 1999). Como animais soropositivos são potencialmente infectantes em função 

da infecção latente, a impossibilidade de diferenciar animais vacinados de infectados 

compromete a identificação de potenciais portadores do vírus e, conseqüentemente, o ·· 

controle dessas infecções (Van Oirschot et al., 1990; Van Oirschot, 1999). Para resolver 

este problema, foram desenvolvidas as chamadas "vacinas diferenciais" (Differentiating 

infected frorn vaccinated; DIVA) (van Oirschot et al., 1990; van Oirschot et al., 1999). 

Nestas vacinas, a atenuação do vírus utilizado ocorre a partir da deleção de genes 

estruturaisconsiderados não essenciais à replicação viral (Flores et al., 1993; Kaashoek 

et al., 1994; van Engelenburg et al., 1994; Kaashoek et al., 1998). São alvos potenciais 

• :quaisquer proteínas que quando ausentes resultem em atenuação viral e que também 

sejam alvo dos anticorpos do hospedeiro após infecções naturais. Desta forma, animais 

que tenham anticorpos contra a proteína ausente no vírus vacinal são identificados como 

infectados. Assim, animais vacinados podem ser diferenciados de animais infectados 

permitindo o uso de vacinas concomitante com o delineamento de estratégias de 

controle ou erradicação (van Oirschot et al., 1990; van Oirschot et al., 1999). 

A primeira vacina diferencial desenvolvida contra herpesvírus de animais foi a 

vacina contra a pseudoraiva, doença causada pelo herpesvírus de suínos (SHV -1; van 

Oirschot et al., 1986; Quint et al. , 1987). Esta vacina contém uma deleção no gene que 

codifica a gE do SHV -1 . Sua utilização em plantéis de suínos reduzi1J 
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significativamente a circulação de vírus de campo e, conseqüentemente, as perdas 

econômicas decorrentes da infecção (Kimman et al., 1992; De Jong et al., 1994). 

Atualmente, o controle de infecções pelo herpesvírus bovino tipo 1 (BHV -1) em 

países europeus onde a infecção é endêmica têm incluído a vacinação compulsória de 

rebanhos com uma DIVA, preparada a partir de uma amostra da qual a glicoproteína E 

(gE) foi removida ou deletada (Kaashoek et al., 1994). Esta vacina foi extensivamente 

avaliada no que diz respeito à segurança e eficácia (Kaashoek et al., 1994; Kaashoek et 

al., 1995; Strube et al., 1996; Bosch et al. , 1998; Mars et al., 2000; Mars et al., 2001). 

Estudos similares realizados no Brasil com uma amostra gE negativa construída a partir 

de uma amostra autóctone de BHV -1, levaram a resultados similares (Franco et al. , 

2002a; Franco et al., 2002b ). 

O BHV-1 como vetor 

Os herpesvírus apresentam diversas vantagens potenciais para o 

desenvolvimento de vacinas. Inicialmente, apresentam uma capacidade de inserção 

gênica de até 30 kilobases (kb; Sheppard, 1999). O seu uso induz não só uma resposta 

imune contra a (s) proteína (s) heteróloga (s), mas contra o próprio vetor,possibilitando . 

o desenvolvimento de vacinas multivalentes (Sheppard, 1999). Além disso, foi 

demonstrado que a presença de imunidade prévia ao herpesvírus vetor não impede a 

replicação do mesmo, ao contrário de outros vírus, como o vaccínia, onde uma 

imunidade prévia ao vetor pode inativar uma segunda imunização com o vírus 

recombinante (Kundig et al., 1993). Já foram expressadas em um vetor BHV-1 as 

proteínas ·gB e gC do herpesvírus suíno tipo 1 (Takashima et al., 2002), a proteína G do 

. vírus r~spiratório sincicial bovino (Kuhnle et al., 1998; Taylor et al., 1998) e a 

· · glicoptoteína E2 do vírus da diarréia viral·bovina (Schmitt, 1999). 
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OBJETIVOS 

Caracterizar antigênica e molecularmente amostras brasileiras do vírus da Raiva 

isoladas de diferentes espécies animais e oriundas de diferentes regiões brasileiras. 

Caracterizar antigênica e geneticamente uma amostra do vírus da Raiva isolada 

de um felino na região sul do estado do Rio Grande do Sul, merecendo destaque por 

tratar-se do primeiro caso de Raiva em felinos em uma área livre de raiva urbana por 

pelo menos 11 anos. 

Construir, a partir de um vetor BHV -1, um recombinante contendo o gene que 

codifica a glicoproteína do vírus da Raiva, visando a expressão dessa proteína. 
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Abstract 

Despite the recognized stability of rabies vrros, differences among isolates from 

different species have been found. This work was carried out with the aim to identify 

antigenic and genomic differences in Brazilian rabies viros isolates and to verify 

whether such alterations would bear any relationship with the different hosts for the 

viros in nature. For that, seventy-nine Brazilian rabies viroses isolated from different 

host species and from distinct regions within Brazil were submitted to antigenic 

characterization with a panel of eleven monoclonal antibodies (Mabs) directed to 

lyssaviros antigens and to genomic analyses by the reverse transcriptase-polymerase 

chain reaction (RT-PCR) amplification of the N gene followed by restriction 

endonuclease analysis (REA). In addition, the nucleotide sequences of part of the N 

gene (225 bp) o f seven isolates, taken as representative o f the majority o f the viroses 

under study, were determined. The analyses with the Mabs and RT-PCR/REA allowed 

the identification of two major groups of variants, the first formed by most isolates of 

cattle and bats and the second formed by viroses o f dog origin. Partia! sequencing o f the 

N gene confirrned the similarity among isolates from cattle origin and those of vampire 

bats. However, viroses from non-haematophagous bats exhibited consistent differences 

from those o f vampire bat isolates. Such findings suggest that the variants have evolved 

faitly stable modifications which are not altered after passage in a dead-end host of a 

distinct species. No association could be established between antigenic or genomic 

alterations and geographic distribution of the isolates, which suggests that evolution of 

the viros has been directed to adaptation to the host species. 

Keywords: Rabies, RT-PCR, REA, monoclonal antibodies, sequencing 
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Introduction 

Rabies vírus is a member of the Lyssavirus genus within the Rhabdoviridae family 

(Tordo, 1996). The Lyssavirus genus is presently divided into seven genotypes based on 

nucleotide and amino acid sequence analyses (Bourhy et ai., 1993; Amengual et ai. , 

1997; Gould et ai., 1998). Genotype 1 (GT 1; classical rabies vírus) has worldwide 

distribution and is so far the only genotype isolated in the Americas. The vírus causes 

rabies in humans and other mammals, being transmitted predominantly by the bite of an 

infected vector species (King, 1993 ). In Brazil, the infection is maintained in two main 

cycles; the urban rabies, where dogs are the main reservoirs and the sylvatic cycle, 

where the main reservoirs are haematophagous bats (Wiktor & Koprowski 1982; 

Dietzschold et ai., 1988), particularly the species Desmodus rotundus (Baer, 1975), 

which is the main source of infection for cattle. In addition, vampire bats are second 

only to dogs as cause of contamination of humans in Brazil (Anonymous, 1996). 

Nevertheless, other bats may occasionally be infected, although their role in the 

transrhission and perpetuation of the infection disease remains uncertain (Germano, 

1994 ). Despi te the recognized antigenic stability o f rabies vírus, differences among 

isolates from different species have been found (Roehe et ai., 1997; Loza-Rubio et ai. , 

1999; Ito ' et ai., 2001; Páez et ai., 2003; Ito et ai. , 2003; Romijn et ai. , 2003). Such 

?ti.ldies· have usually relied on antigenic analyses with monoclonal antibodies (Mabs; 

Wiktor & Koprowski, 1978; Wiktor et ai., 1980; Flamand et ai., 1980; Dietzschold et 

ai., 1988). The application of genomic methods of analysis revealed that apart from such 

antigenic differences, rabies virus isolates adapted to different species have conserved 

gene alterations which can also be used as epidemiological markers (Arai et ai., 1997; 

Ito et ai., 2001 ; Páez et ai. , 2003 ; Ito et ai. , 2003). In Brazil, the two main "natural" 

cycles of infection involving either haematophagous bats or domestic dogs as hosts had 
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already been identified in previous studies by both antigenic and genomic methods 

(Roehe et al., 1997; Ito et al., 2001; Schaefer et al., 2002; Ito et al., 2003; Romijn et al., 

2003). Here, we report the identification of another possible . natural cycle involving 

non-haematophagous bats and isolates with genomic adaptations to these hosts. Such 

modifications were made evident by nucleotide sequencing o f a fragment o f the N gene. 

Material and methods 

Viroses 

Seventy-nine rabies vírus isolates from calves (forty-seven), dogs (thirteen), nine from 

non-haematophagous bats (four from Tadarida brasiliensis, one from Molossus 

molossus and four from bats with no species identification), wild-dogs (Cerdocyon 

thous; three ), two from cats, two from horses, two from unidentified hosts and one from 

a human case were obtained from different Brazilian states (Rondônia, RO; Paraíba, PB; 

Alagqas, AL; Pernambuco, PE; Mato Grosso, MT; Mato Grosso do Sul, MS; Minas 

Gerais, MG; Bahia, BA; São Paulo, SP; Rio de Janeiro, RJ and Rio Grande do Sul, RS; 

Figure 1) and analysed in the present study. Standard strains Challenge Vírus Standard 

(CVS) and Pasteur Vírus (PV) were included as controls (Table 1) . 

. Rabies 'vírus identification and multiplication 

Initial rabies vírus detection was carried out by a direct fluorescence antibody test 

(DF AT; Dean, 1996). Viroses were then multiplied by intracerebral inoculation of 3-4 

week old mice with infected brain suspensions (1 0% in PBS, pH 7.4), as described by · 

Koprowski (1996). Mice were observed daily and brains collected in extremis. 
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Table 1. Origin o f rabies virus isolates examined in the present study. 

Species Origin of Y ear o f isolation Identification number 
isolates 

Human Bahia unknown 022 

Cat Bahia unknown 570 

Dog Bahia unknown 028,068,085' 5 56,564,568,571,572,577,5 85 

Dog Pernambuco 2001 3558,3576,3578 

Wild dog1 Paraíba 2001 2217,2263,3354 

Cattle Pernambuco 2001 3544 

Cattle Rio Grande do Sul 1991 1151 

Cattle Rio Grande do Sul 1997-2000 069, 139, 166,205,207,075,083, 117,148, 

158,168, 187, 189,201,062, 086, 116,014,033,071 

Cat Rio Grande do Sul 2001 97 

Bat2 Rio Grande do Sul 2001-2003 686,576,78, 129,231,244 

Cattle São Paulo 1997-1998 M40, M69, M96, M170, M173, M447, 

M1169,M745, M441, M808,M1190 

Unknown3 São Paulo 1997-1998 M1768, M420 

Bat4 São Paulo unknown 545, 1024, 2138 

Cattle .. Rio de Janeiro unknown 64,116,131 

Horse Rio de Janeiro unk.nown 85 

Cattle Minas Gerais 1998 M928, M1033 

Horse Minas Gerais 1998 M1501 

Cattle Rondônia 1997 M03 

Cattle Mato Grosso 1998 M173 

Cattle Alagoas 2001 3462 

Cattle Mato Grosso do Sul 2001 16,17,18,19,20,21 



1Cerdocyon thous. 

2one bat species not identified, one Molossus rnolossus and four Tadarida brasilensis. 

3There is no reliable information. 

4 Non-haernatophagous bats (species unknown). 

32 
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Monoclonal antibodies 

A pane! o f eight monoclonal antibodies (Mabs ), produced by the immunization o f BALB/C 

mice with rabies-related members ofthe Lyssavirus genus (Mabs L3 and L18 from Lagos Bat 

vírus; DBI, DB3, DB4 and DB9 from European Bat Lyssaviruses, previously denominated 

"Denmark bat"; D3 from Duvenhage vírus and Mil from Mokola vírus) was prepared 

elsewhere (King, 1991). Three additional Mabs, one prepared with the CVS strain (Mab CVS-

2; Roehe et ai., 1997) and two other prepared with a Brazilian rabies vírus isolate of bovine 

origin (Mabs 5A3 and 5G2; Schaefer, 1999) were also included in the panel. The 

determination of the profiles of reactivity with the Mabs was performed by indirect 

immunofluorescence as described (Roehe et ai., 1997). Briefly, acetone fixed smears of 

infected mouse brains were incubated with appropriate dilutions of each Mab (prepared in 

PBS, pH 7.4) for 30 min at 37°C, washed to remove unbound antibody and stained with a 

rabbit anti-mouse IgG/fluorescein conjugate (Dako, Denmark). Slides were examined on an 

epifluorescence microscope (Axiolab, Carl Zeiss). 

RNA isolation, cDNA synthesis and PCR amplification 

Total vira! RNA was extracted from infected brain tissues with TRizol (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA), according to manufacturer's instructions. cDNA synthesis of the genomic RNA 

and PCR amplifi.cation were perforrned with primers that target the entire rabies N gene: 

· Sense primet PVN7 (5' ATGTAACACCTGTACAATG 3'), corresponding to positions 55 to 

73 on the PV rabies v1rus genome, and antisense pnmer PVN8 (5' 

-AGTTTCTTCÃGCCATCTC 3';1585 to 1565) (Tordo et ai., 1986). Vira! RNA (3 to 5 ~g) 

was reverse-transcribed using 15 units of ThermoScript reverse transcriptase (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA) and amplified by PCR using Taq DNA polymerase (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA; 5 units/~1) in PCR buffer (1.5 mM MgCh, 50mM KCl, 20mM Tris-HCI 
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pH 8, 200 ).!M each dNTP) in a final volume of 50 ).ll. Thermal cycling conditio~s were: one 

cycle at 94 °C for 1 minute; 35 cycles at 94 °C for 1 minute, 50 °C for 1 minute and 72 °C for 

1 minute, followed by one final incubation at 72 °C for 5 minutes. 

Restriction endonuclease analysis (REA) 

Restriction enzyrnes Pvu II and Bgl II (Promega, Madison, USA) were chosen because they 

allowed the differentiation among rabies samples isolated from different animal species. PCR 

products (5 ).li) were digested with both enzyrnes at 37 °C for 1 hour. The products obtained 

were examined by electrophoresis in 0.7% agarose gels and visualized under a UV light after 

ethidium bromide staining. 

Sequence analysis 

Seven isolates taken as representative of ali possible variants detected in this study by 

antigenic analyses and/or by RT-PCR/REA (97, 189, 576, 585, 686, 2217 and 2263) had part 

· of the N gene submitted to nucleotide sequence analysis. RT-PCR products were cloned into 

plasmid pCR 2.1, according to the manufacture's instructions (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) and sequenced using a set of internai primers within the N gene (Sense primer 5' 

CTACAA TGGA TGCCGAC 3 ', at positions 66-82 of PV rabies vírus genome and anti-sense 

primer 5' TGGGGTGATCTT(A/G)TCTCCTTT 3' , at positions 365-385; Arai et ai. , 1997). 

· The sequences ·o f both sense and anti-sense strands o f 225 bp corresponding to nucleotides 

140-364 on the N gene were determined using a Beckrnan CEQ™ 8000 eight-channel 

. capillary DNA Analysis System (Beckrnan Coulter, Fullerton, CA). Protein sequences were 

predicted from nucleotide sequence data. A Phylogenetic analysis of the seven rabies vírus 

isolates was performed by the neighbour-joining method using the ClustalW multiple 

alignment package (Thompson et ai. , 1994). Three other sequences available at GenBank 
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database (Accession numbers AF070449, AF070450 and rvu22862) were included in the 

analyses for comparisons. 

Results 

Antigenic analysis 

From the total seventy-nine samples examined, sixty-six (83.5 %) rabies vírus isolates were 

submitted to antigenic analyses. The analyses could not be performed on the other thirteen 

isolates in view that samples were in advanced state of decomposition and infectious vírus 

could not be recovered from those. Nevertheless, such deteriorated samples still allowed RT­

PCR/REA analysis, as below). The pattems of antigenic reactivity of rabies vírus isolates with 

the anti-Lyssavirus Mabs is shown in Table 2. The majority of the isolates could be separated 

into two major antigenic groups, one including viruses from cattle and haematophagous bats 

as well as three other isolates, one from a cat (number 97) , one from an unidentified host and 

the standard strain CVS. The second major group consisted of isolates from domestic dogs, 

one from a wi1d-dog (Cerdocyon thous) and one from a human case of rabies. Apart from 

these, two other groups of reactivity could be visualized by Mab analysis, one represented by 

three samples isolated from non-haematophagous bats, and another which comprised the 

standard strain PV plus two isolates ( one from a dog and one from a wild-dog). 

Restricti~n endonuclease analysis (REA) 

RT-PCR products with the expected molecular size (1.5 kb) were obtained from 77 (97.4 %) 

out of 79 isolátes under study. The isolates were submitted to REA with Pvu II and Bgl II. 

The following pattems of REA could be observed (Table 2). The majority of isolates were 

divided into two groups; for bat-related variants, including isolates from cattle, a cat (number 

97) and from horses, Pvu II gives two fragments of 1100 and 430 bp, Bgl II gives two 
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fragments of 1000 and 530 bp. For dog-related variants, Pvu II gives two fragments of 830 

and 700 bp, Bgl II gives no fragments (Table 2, Figure 2). 

Two bat isolates (numbers 1024 and 686) displayed a distinct REA pro file with Pvu II when 

compared to other cattle-bat viruses (Figure 2). One dog isolate (number 568) was not cleaved 

with Pvu II. Isolates from wild-dogs (Cerdocyon thous; numbers 2217, 2263 and 3354) gave 

rise to Pvu II fragments equal to those of urban dogs . However, those could be distinguished 

from urban dogs isolates when digested with Bgl II (Figure 2). 

Phylogenetic analysis o f representative Brazilian rabies virus isolates 

Alignments of the amino acid (AA) sequences predicted from the nucleotide sequence data o f 

seven Brazilian rabies virus isolates (97, 189, 576, 585, 686, 2217, 2263) and three other 

sequences obtained from GenBank (Figure 3) revealed homologies of at least 88 .5 % between 

the sequences examined, confirming that isolates were ali genotype 1 viruses. Two main 

groups of rabies vírus variants could be identified, associated to the two main known rabies 

virus reservoirs in Brazil: dogs and vampire bats. Amino acid sequence homology among 

dog-related viruses (585, 2217, 2263 and rvu22862) was between 97.3 % and 98 .6 %, 

whereas on bat-related viruses (97, 189, 576, 686, AF070449 and AF070450) homologies 

between 90.4 % and 100 % were detected. However, some viruses obtained from non­

haematophagous bats revealed significant differences in AA sequences. Two isolates, one 

obtairied 'from a cat (number 97) and one from a non-haematophagous bat Molossus molossus 

showed a homology. of 99.3 % and 100 %, respectively, with rabies virus isolated from 

. Tadarida brasiliensis. Sample 686 obtained from a non-haematophagous bat with no 

identification showed the lowest homology when compared to other isolates ofbat origin. 
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Table 2. Results o f the reactivity patterns o f Brazilian rabies virus isolates against monoclonal 

antibodies to Lyssavirus antigens and restriction endonuclease analysis (REA) (Only the 

relevant monoclonal antibody reactivity patterns are shown). 

Monoclonal antibodies REA 

Isolates CVS-2 L18 DB3 DB4 Isolates Pvull Bgl 11 

Cattle (43) Cattle (47) 

Bat (06) Bat (07) 

cae (01) Cat2 (01) 1100 and 1000 and 

Unknown3 (O 1) Unknown (02) 430 bp 530 bp 

cvs Horse (02) 

Bat (03) Bat (02) 930,430 1000 and 

and 170 bp 530 bp 

Wild dog (03) 830 and 1000 and 

700 bp 530 bp 

PV PV 830 and no 

700 bp fragments 

Dog (08) Dog (10) 830 and no 

Human (01) Human (01) 700 bp fragments 

Wild dog (01) · Cat5 (01) 

Dog (01) Dog (01) no no 

fragments fragments 

Hatched boxes indicate positive reaction; white boxes indicate negative reaction. 

1 Nurribers· betw~en parenthesis refers to the number of isolates with the same pattem of 

reaction. 

2 Refers to cat isolate 97. 

3 There is no reliable information. 

4 Wild dog (Cerdocyon thous). 

5 Refers to cat isolate 570. 
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Figure 2. Results of the restriction endonuclease analysis of rabies N gene with 

representative rabies vírus isolates of dog and bat origin using tbe restriction enzymes 

Pvu II and B gl II. 
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Figure 3. Alignments o f the deduced amino acid sequences o f a part o f the N gene (nt 

positions 140-364) of seven Brazilian rabies vírus isolates and three other rabies viroses 

(AF070449, AF070450 and rvu22862) obtained from GenBank. The first four 

alignments are dog related viroses. The latter six alignments are the bat-related viroses. 
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Figure 4. A phylogenetic tree based on the deduced amino acid sequences presented in 

Fig. 3. Origin of isolates: Samples 2217 and 2263 (wild-dogs; Cerdocyon thous), 

sample 585 ( dog origin), sample 189 (bovine origin), sample 576 (non-haematophagous 

bat Molossus molossus), sample 97 (feline origin), sample 686 (bat origin, species not 

identified), rvu22862 (dog origin), AF070449 (haematophagous bat Desmodus 

rotundus); AF070450 (non-haematophagous bat Tadarida brasiliensis). 



42 

Discussion 

The majority of isolates under study were associated with the two main known rabies 

vírus reservoirs in Brazil, dogs and vampire bats. These . findings had already been 

pointed out by other researchers (Dietzschold et al., 1988; Ito et al., 2001; Ito et al. , 

2003; Romijn et al., 2003). In addition, here we have been able to detecta third group of 

variants represented by three isolates of non-haematophagous bat origin. In view of the 

different biological reservoirs of the vírus, differences in the antigenic makeup of 

isolates were expected and could be associated to the distinct species of origin of the 

variants (Table 2). Unlike the findings of others (Smith et al., 1986, Loza-Rubio et al. , 

1996, Delpietro et al., 1997) no relationship could be established with the occurrence of 

variants and the geographic origin of isolates, despite the vast distances which separate 

some ofthe isolates examined in the present study (Figure 1). 

In order to obtain more detailed information about possible variants, samples were 

submitted to genomic analyses. The N gene was targeted because of its relatively high 

degree of conservation regardless of the passage history of the viroses (Tordo et al. , 

1986, Arai et al., 1997). Amplification of the N gene followed by REA largely 

confirmed the antigenic difference detected by Mab analysis (Table 2). REA with 

ehzyr'nes Pvu li and Bgl li allowed a clear differentiation between isolates from cattle-

. bat from those related to dog viroses. The source of infection for forty-seven cattle, one 

. çat (number 97), two horses and two samples with no identification could be associated 

to bats. For two samples, one isolated from a human and one from a cat (number 570) 

the source of infection was domestic dogs. 

RT-PCRIREA presented a significant advantage o ver Mab antigenic typing in that it 

was very fast to perform, requiring less than 24 hours to provide results (Schaefer et al. , 

2002), as opposed to Mab antigenic typing, which requires multiplication of viroses and 
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further processing of samples, what may take various days to provide results. Another 

advantage of RT-PCR/REA, is that viral RNA extraction can be perforrned even on 

decomposed samples that may cause problems at virus isolation in mice or cell culture, 

thus hampering antigenic characterization with Mabs (David et ai., 2002). Such was the 

case with 13 isolates in the present study. 

To deepen further the characterization of variants, representative isolates of the variants 

identified with the anti-Lyssaviros panel and by RT-PCR/REA were submitted to 

nucleotide sequence analysis of part of the N gene (nt 140-364) which has been 

considered useful to differentiate rabies viros isolates obtained from different species 

(Arai et ai., 1997). The sequences obtained were compared with other rabies viros 

sequences of the same region available in GenBank. This allowed to confirm that the 

majority of isolates from cattle were closer to rabies viroses of haematophagous bats, 

thus confirming the most likely origin of such isolates (Roehe et ai., 1997). 

The . most striking observation o f the present study is one bat rabies viros variant 

(number 686) which displayed a distinct profile when compared to other bat isolates. 

The differences were made evident by ali analytical methods employed here. 

Unfortunately, the bat species of origin of this isolate was not identified. However, by 

sequen:ce analysis, a lower homology with rabies N gene obtained from 

haematophagous bats was detected and the isolate formed a distinct cluster. It is 

interesting to highlight that such genom1c modifications are apparently species­

conserved; the changes seem quite stable and are not modified after one or a few 

passages in a different host. Thus, viroses from haematophagous bat origin conserve· 

their alterations despite passage in cattle. Likewise, at least for one viros passage in 

mice in laboratory conditions, variants do not seem to modify the species-associated, 

conserved genomic modifications detected here. This is extremely useful in that the 
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species of origin of the variant can be detected, regardless of species of the final host 

from which it was isolated. Such information might be useful for tracing the origin of 

rabies outbreaks. Indeed, it was the case in a recent episode in São Lourenço do Sul, RS, 

Brazil, where a cat rabies isolate (number 97), found in an area free of urban rabies 

since 1990 (Caldas & Anjos, 1997), could be associated to a bat-related virus, since the 

isolate displayed a bat-like RT-PCR/REA genomic pattem (Schaefer et ai. , 2002). 

Although REA suggested a vampire bat-like isolate, sequence analysis revealed higher 

homology (99.3%) with viruses from the non-haematophagous bat Tadarida brasiliensis 

(accession number AF070450; Figure 3). The gene alterations found on isolates from 

non-haematophagous bats probably reflect an independent biological cycle in this 

species, which seems to have evolved independently of vampire bat viruses. This is in 

accordance with the observation that haematophagous and non-haematophagous bats 

live in separate niches, despite sometimes inside a same shelter (Rossatto N, personal 

communication). 

The 'adaptation of the virus to non-haematophagous bats brings up special concem in 

view ofthe possibility ofhuman contact with such species. One ofthese, a insectivorous 

bat, named I. brasiliensis. is fairly common in urban environment in Brazil, and has 

occasio'nally been found contaminated with rabies despite colleted in urban centres of 

. large dties (more than one million inhabbitants) (Table 1). A similar situation has been 

found in C.hile and Mexico where insectivorous bats (I. brasiliensis and I. brasiliensis 

mexicana) have been recognized as the main reservoir for sylvatic rabies, acting as 

sources ofinfection for man and domestic animais in urban areas (Favi et ai. , 1991). 
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Conclusion 

Rabies virus has apparently developed mechanisms of adaptation to the respective host 

species which can be detected by conserved genetic alteratiqns in the N coding region. 

Such alterations seem conserved for isolates circulating within a particular host species 

and may be used as epidemiological markers. Occasional "jumps" to a different species 

(such as viruses from vampire bats in cattle) are not sufficient to induce genetic 

alterations, what allows for the pattems of the virus to be traced back to its host of 

ongm. 
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Rabies virus is a member of the Lyssavirus genus within the Rhabdoviridae 

family. The virus has been known to cause rabies in human beings and other mammals 

for many years, and is transmitted by the bite of an infected vector species. In urban 

rabies, the virus is transmitted by dogs, with cats being occasionaly involved (Vaughn, 

1975). In non-urban rabies or sylvatic rabies, the cycle is maintained with different 

species acting as vectors. In South America, the major reservoir of the virus in the non­

urban cycle is the haematophagous (vampire) bat Desmodus rotundus (Baer, 1975). 

This species feeds preferentially on cattle, the main dead-end host for the virus 

(Montafio and Polack 1988, Preto and Germano, 1990). Vampire bat rabies isolates 

have been found to be antigenically similar to bovine viruses and distinct from canine 

rabies isolates (Roehe and others, 1997, Schaefer, 1999). 

In the state of Rio Grande do Sul, southem Brazil, urban rabies has not been 

detected since 1990 (Caldas & Anjos, 1997). This short communication describes the 

first case of rabies in a cat within the state for 11 years . 

A two-year-old female cat, which had not been vaccinated against rabies, was 

kept as a pet on a farm in a rural area near São Lourenço do Sul. The animal suddenly 

became aggressive, tried to bite other animais on the farm and attacked its owner. Over 

the riext two to three days the cat became apathetic and developed ataxia, which was 

soon followed by posterior paralysis. On the sixth day after the attack on the owner, the 

cat was found dead and it was buried. 

Subsequently, the owner sought medicai attention in view of local infection of 

the wound caused by the animal and was alerted to the possibility of rabies . The cat was 

then exumed and a portion of brain material, despite being in advanced state of 

. decomposition, was sent to the CPVDF laboratory. Rabies infection was diagnosed by 

the ?irect fluorescent antibody test (Dean and others 1996). Immediately, the viral 

genome was extracted from brain tissues and subjected to reverse-transcription/PCR 

reaction (RT-PCR) amplification of the N gene as described by Bourhy and others 

(1992). Other viroses included for comparisons were a bat rabies isolate (1 024), two · 

isolates of canine origin (577 and 028), three isolates of bovine origin (086/99, 189/98 

and 201/98) anda reference strain (CVS-31). Amplicons of the expected size (1531 

base pairs) were obtained and subjected to restriction endonuclease analysis (REA) with 

enzymes Pvuii and Bg!II. The REA profiles revealed that the profile obtained from the 
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feline isolate origin was similar to the cattle and vampire bat isolates, and distinct from 

the isolates from dog rabies (Fig. I). 

Dog Cat Bov Dog Cat Bov 

Pvuii Bgll! 

Figure 1: Reverse-transcription PCR and restríction enzyme analysis of thc N gene of rabics 

vírus isolates of feline, canine and bovine origin. Lane 1 PCR amplifícation of the N gene of the felinc 

isola te 9710 1 ( expected size 1531 base pairs bp ), Lane 2 1 kb molecular weight marker, Janes 3 to 5 N 

gene amplicons digested with Pvull, Lanes 6 to 8 N gene amplicons digested with Bglll. Lancs 3 and '6 

canine isolatc 577, Lanes 4 and 7 feline isolate 97/01 Lanes 5 and 8 bovine isolatc 189/98. 

In order to examine the antigenic composition o f the isolate, a 1 O per cent brain 

suspension was inoculated into síx weaned mice by standard methods (Koprowski 

~ 996) · and infected brain smears prepared for monoclonal antibody analysis. The 

· determi~ation of patterns of reactivity was performed with a pane! of 12 monoclonal 

antibodies .directed to vira] nucleocapsid antigens as described by King ( 1991 ), Roehe 

and others (1997) and Schaefer ( 1999). The pattern obtained confirmed the similarity o f 

the vírus to other bat and bovine rabies isolares (Table 1). 

Epidemiological analysis of the case indicated that there had been no rabies 

cases in dogs in the area sínce 1988. No dogs or other possibly infected animais had 

been brought close to, or come in contact with the cat. However, no cases of cattle 

rabies had recently been described in the area, despíte frequent rcports of cattle being 

bitten by vampire bats. In view o f thc epidemiologícal situation, the most likely route o f 
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transmission o f infection to the cat was presumed to be through contact with an infected 

bat. Although neither the bat nor the vestiges of bat tissues were found, it is possible 

that the cat somehow caught an infected bat which could have been the source of 

infection. The RT-PCR followed by REA characterisation made it possible to point 

towards the likely source o f the infection within 24 hours o f receipt o f the suspect brain 

tissue at the laboratory. Moreover, there was a positive impact on the town's population, 

as citizens were assured that the area remained free from urban rabies . The quick 

characterisation of the isolate also prompted the adoption of adequate control measures. 

Efforts were directed towards reducing the vampire bat population, although the 

vaccination of dogs and cats was also carried out to ensure that pets from the 

community would be adequately immunised. The bitten person remains under 

observation. 

Table 1: Monoclonal antibody pro file o f reactivity o f the cat rabies isolate (feline 97/01) 
and other representative isolates ofbovine and canine origin. 

Monoclonal antibody* 

Isolates 7Cl L18 DB3 DB4 

Bat 1024 + + + 
Bovine 086/99 + + + 
Bovine 189/98 + + + 
B.ovine 201 /98 + + + 
Feline 97/01 + + + 

· ·. CVS-31 (control) + + + 
. Canine 577 

Cahine 028 

*Isolates were tested against a pane! of 12 different 
monoclonal antibodies (King 1991, Roehe and others 
1997, Schaefer 1999) but only the relevant pro files 
are shown. 
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RESUMO 

O gene G do vírus da Raiva foi sintetizado quimicamente, para remoção dos sítios de 

splicing potenciais do RNA, e inserido no locus do gene que codifica a glicoproteína E 

(gE) de uma amostra de Herpesvírus Bovino Tipo-1 (BHV-1). O DNA genômico do 

BHV -1 wild-type foi co-transfectado com um fragmento de DNA contendo as regiões 

flanqueadoras da gE do BHV -1, o promotor do citomegalovírus humano (hCMVie-1) e 

o gene G sintético. A seleção do vírus recombinante (BHV -1 gK Raiva G) foi realizada 

pela detecção da expressão da proteína G do vírus rábico na membrana das células 

infectadas pelo recombinante através do teste de imunoperoxidase utilizando, como 

anticorpos primários, anticorpos policlonais produzidos contra o vírus da Raiva. Embora 

tenha sido demonstrada a expressão da glicoproteína do vírus da Raiva em células 

infectadas pelo recombinante, não foi possível isolá-lo. 

PALA VRAS~CHA VE: Raiva, vírus recombinante, BHV -1, bovino. 
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ABSTRACT 

A synthetic gene corresponding to the glycoprotein (G) gene of rabies virus, but from 

which most potential splicing signals were removed, was inserted into the gE gene locus 

of a strain of bovine herpesvirus type 1 (BHV-1). The genomic DNA of the wild-type 

BHV-1 was co-transfected with a DNA fragment containing the 5' and 3' flanking 

regions of the gE of BHV-1, the human citomegalovirus promotor (hCMVie) and the 

synthetic G gene. Selection o f the recombinant virus (BHV -1 gK rabies G) was carried 

out by the detection of the rabies G protein expression on membranes of infected cells 

through immunoperoxidase test with policlonal antibodies against rabies virus. 

Although rabies G protein expression was demonstrated on cells infected by the 

recombinant virus, it was not possible to isolate it. 

KEY WORDS: Rabies, recombinant virus, BHV-1, bovine. 



59 

L INTRODUÇÃO 

A Raiva é causada por um Lyssavirus da família Rhabdoviridae. A doença afeta 

o sistema nervoso central de mamíferos terrestres e aéreos (quirópteros), sendo quase 

que invariavelmente fatal. O vírus rábico é mantido na natureza em dois ciclos inter­

relacionados: o ciclo urbano e o ciclo silvestre. No Brasil, o ciclo urbano da Raiva é 

mantido pelo cão (Germano et al., 1990) e o ciclo silvestre é mantido por morcegos 

hematófagos da espécie Desmodus rotundus (transmitindo a doença aos bovinos e 

ocasionalmente ao homem). No entanto, outras espécies de quirópteros são também 

passíveis de transmitir o agente (Germano, 1994). 

A espécie que o D. rotundus utiliza como fonte de alimento preferencial é a 

bovina. Logo, esta transforma-se na principal vítima das infecções transmitidas por 

morcegos hematófagos. Estima-se que, no Brasil, aproximadamente, 30.000 bovinos 

morram anualmente a infecção causada pelo vírus rábico (da Silva et al. , 2000). 

As estratégias de controle da doença em bovinos incluem o controle das 

populações de morcegos hematófagos e a vacinação dos animais suscetíveis (Romijn et 

al., 2003). Para estes, diferentes tipos de vacinas vem sendo produzidas, incluindo as 

vacinas preparadas em tecido cerebral, ovos embrionados ou cultivos celulares (Meslin 

et al. ,. 1996). 

' Mais recentemente, na busca por imunógenos mais eficazes e seguros, outros 

tipos de vacinas tem sido desenvolvidas (Sheppard, 1999). Uma destas opções são os 

imunógenos que utilizam vírus geneticamente modificados. Estas vacinas utilizam 

amostras virais como vetores para a expressão de uma ou mais proteínas heterólogas, 

contra a:(S) qual(is) o sistema imune geraria uma resposta (Cavanagh, 1985; Taylor et 

al. , 1~91; Fujii et al., 1994). Tais vacinas apresentam como potencial vantagem sua 

segurança em relação às vacinas convencionais, sendo que, idealmente, devem induzir 

uma resposta imunonológica significativa e função da multiplicação do vetor vacinal no 

hospedeiro (Sheppard, 1999). 

Nos últimos anos, esta metodologia tem sido desenvolvida para a expressão de 

proteínas imunodominantes do vírus da Raiva (Wiktor et al. , 1984; Fujii et al. , 1994; 

Tims et al. , 2000) . O vírus da Raiva possui um genoma de RNA, fita simples, de 

polaridade negativa, o qual codifica cinco proteínas estruturais denominadas 

nucleoproteína (N), fosfoproteína (P), proteína da matriz (M2), glicoproteína (G) e 

polimerase (L; Tordo, 1996). As proteínas virais imunodominantes do vírus da Raiva 
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são as proteínas G e N (Koprowski, 1991). A proteína G forma as projeções espiculares 

no envelope viral e é a única capaz de induzir a produção de anticorpos neutralizantes 

(Wiktor et al., 1973) e estabelecer proteção total contra um desafio intracerebral (Perrin 

et al., 1985). A ribonucleoproteína viral (RNP) e a proteína N induzem proteção parcial 

contra um desafio periférico, sendo que não foi observada proteção quando o vírus de 

desafio foi injetado via intracerebral (Dietzschold et al., 1987). 

A primeira vacina recombinante desenvolvida contra a Raiva é baseada em um 

vetor vaccinia sendo, atualmente, utilizada na Europa no controle da Raiva silvestre 

(Wiktor et al., 1984; Fujii et al., 1994). A imunização de coelhos e camundongos com 

esta vacina induziu a produção de altos títulos de anticorpos neutralizantes e proteção 

contra um desafio por via intracerebral. Nos animais imunizados com o recombinante 

também houve a indução de uma resposta imune celular específica contra a 

glicoproteína do vírus rábico, com lise das células infectadas pelo vírus recombinante 

(Wiktor et al., 1984). 

Além dos poxvírus, outros vetores virais tem sido utilizados para a produção de 

vacinas veterinárias, sendo os mais comuns os adenovírus (W ang et al., 1997; Tims et 

al., 2000), herpesvírus (Xuan et al., 1998; Schmitt et al., 1999) e retrovírus (Wei et al., 

1981 ). Dentre estes, os herpesvírus bovinos, particularmente o herpesvírus bovino tipo ·1 

(BHV -1 ), apresenta vantagens para o desenvolvimento de vacinas para bovinos pois 

possui uma capacidade de inserção gênica de até 30 kilobases (kb ). O seu uso induz não 

só uma resposta imune contra a(s) proteína(s) heteróloga(s), mas contra o próprio vetor, 

possibilitando o desenvolvimento de vacinas contra mais de um agente (Sheppard, 

1999). 

Na literatura, tem sido descrita a expressão de proteínas imunodominantes do 

. vírus orábico a partir de vetores virais que replicam no citoplasma das células, como o 

próprio vírus rábico (Wiktor et al., 1984; Taylor et al., 1991; Fujii et al., 1994; Tims et 

al., 2000). Vários autores descrevem a dificuldade em expressar proteínas codificadas 

por vírus RNA (cujo ciclo de replicação ocorre no citoplasma celular) por vetores virais 

que replicam no núcleo das células (Shiu et al., 1997; Kühnle et al., 1998; Schmitt et al., 

1999). Isto ocorre devido a presença de sinais de "splicing" na sequência primária do 

RNA, resultando em um mRNA que não é estável no núcleo das células infectadas e 

não induz a expressão da proteína viral (Sharp et al., 1997). Para resolver este problema, 

é sugerido que os nucleotídeos contendo sítios aceptores e doadores de "splicing" 

típicos sejam modificados. Portanto, tendo como objetivo a construção de um BHV -1 
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recombinante contendo o gene G do vírus rábico, foi produzido um gene G sintético, do 

qual foram removidos sítios potenciais de "splicing" do RNA. 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Vírus e células de cultivo 

A amostra de campo de BHV -1 SV265 (genotipo 1.2a; D'arce et al., 2002) foi 

utilizada como amostra parenta} na construção do mutante BHV -11 Raiva G. Esta 

amostra foi isolada de um bovino com sinais de infecção respiratória durante um surto 

de rinotraqueíte bovina (IBR) em São Borja, Rio Grande do Sul, Brasil (Weiblen et al., 

resultados não publicados). O vírus foi propagado em células de rim bovino ("Madin­

Darby bovine kidney", MDBK) ou em células de traquéia de embrião bovino ("Trachea 

embryonic bovine", EBTr). As células foram mantidas em meio mínimo essencial de 

Eagle suplementado com 2 % a 1 O % de soro fetal bovino, 2 mM de glutamina e uma 

solução de antibiótico (1 00 U penicilina, 100 flg de estreptomicina e 20 U de 

micostatina por ml). 

2.2 Cepas bacterianas utilizadas 

A cepa bacteriana utilizada nas clonagens realizadas foi a cepa de Escherichia 

coli Top 10, a qual apresenta as seguintes características: hsdR, merA, lacZ~MlS, 

endA1, recAI, supE44, relAl (Invitrogen). O meio de cultivo utilizado foi o meio LB 

(Luria · · Bertani) suplementado com os antibióticos apropriados para cada vetor 

plasmideal utilizado. 

2.3 Vetores plasmideais 

Os plasmídeos utilizados e construídos neste estudo estão discriminados na 

Tabela 1. 
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Tabela 1. Plasmídeos utilizados neste trabalho 

Plasmídeo Genotipo Fonte/Referência 

pUC19 AmpR Sambrook, 1989 

Comerciais pBR322 AmpR Sambrook, 1989 

pCR2.1 AmpR,KanR Invitrogen 

PCRblunt KanR Invitrogen 

pVR1012 Kan R, hCMVie-1 Hartikka et al., 1996 

p1 pCR2.1 + regiões 5'-3' gE Franco et al., 2002a 

Recombinantes BHV-1 , Amp R 
pVRraiva.gp pVR1012 +gene G, Kan R Este estudo 

pCRraiva.gp pCRblunt + hCMVie-1 + Este estudo 
gene G + BGH, Amp R 

pBR322/11 pBR322 + regiões 5'-3' gE Este estudo 
BHV-1 

pBR11raiva.gp pBR322/11 + hCMVie-1 + Este estudo 
ene G 

2.4 Extração de DNA 

Células EBTr ou MDBK foram infectadas com BHV -1 a uma multiplicidade de 

infecção de 0,1 a 1. Aproximadamente 36 horas após a infecção, quando o efeito 

citopático (CPE) foi evidente em 90-100 % das células, o sobrenadante foi removido, 

clarificado a 5.000 x g durante 20 minutos e centrifugado sobre um colchão de sacarose 

a 25%, a 100.000 X g durante 2 horas a 4°C. o pellet viral foi ressuspenso em TE (Tris 

)O.mM; EDTA 1 mM, pH 7,4) e tratado com sódio dodecil sulfato (SDS) e proteinase K 

(coric.entrações finais a 1% e 100 1-lg/!-ll, respectivamente) por uma hora a 37°C. O DNA 

viral foi extraído com fenol equilibrado, precipitado com etanol, ressuspendido em TE 

pH 7,4 e mantido a 4°C (Sambrook et al. , 1989). 

2.5 Gene G do vírus da Raiva sintético 

O gene G do vírus da Raiva utilizado neste trabalho foi sintetizado 

quimicamente, por uma firma comercial (BaseClear Labservices, Holanda), tendo como 
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base a sequência do gene G de uma amostra do vírus rábico isolada de um morcego 

hematófago (acesso no GenBank AF325490). 

2.6. Clonagem da glicoproteína do vírus da Raiva em vetores plasmideais 

Para a clonagem do gene G do vírus da Raiva foram utilizados vetores de 

expressão e de clonagem descritos na tabela 1. A metodologia de clonagem utilizada 

seguiu o protocolo descrito por Sambrook (1989). 

2.7 Construção e isolamento do BHV-1/Raiva G 

As co-transfecções foram realizadas através do método de fosfato de cálcio 

(Graham & van der Eb, 1973). O DNA do vírus parenta! SV265 (2 flg) foi co­

transfectado, em células EBTr confluentes, preparadas em placas de cultivo com 6 

poços, com 2 flg do fragmento de recombinação (contendo o gene G e as regiões 

flanqueadoras da gE do BHV-1), na presença de DNA carreador (16 flg de DNA de 

esperma de salmão). Quarenta e oito horas após a transfecção, as células foram 

congeladas e descongeladas para a liberação de vírions associados às · células. Para o 

isolarpento do vírus recombinante, sobrenadantes da reação de co-transfecção foram 

coletados e utilizados para infectar monocamadas de células EBTr pré-formadas em 

placas de cultivo com 96 poços. Após a visualização do efeito citopático (CPE) nas 

células EBTr, as placas foram fixadas com paraformaldeído a 4 % em solução salina 

tamponaqa (PBS; 8,5 g NaCI, 1,55 g NazHP04, 0,23 g NaHzP04, q.s.p 1 litro, pH 7,2) e 

foi realizado o teste de imunoperoxidase (IPMA), como descrito por Kramps (1994), 

utilizando como anticorpo primário, anticorpos policlonais produzidos (em 

camundongos) contra o vírus da Raiva. Poços contendo placas virais coradas foram 

marcados e os sobrenadantes coletados e utilizados para infectar novas placas de cultivo 

com células EBTr. 

Uma segunda estratégia para o isolamento do vírus recombinante foi a de coletar 

as placas virais diretamente da placa da co-transfecção, utilizando-as para infectar novas 

monocamadas de células EBTr. Após o aparecimento de ECP, os sobrenadantes foram 

coletados e sobre a monocamada foi realizado a técnica de IPMA. 
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2.8 Expressão transiente da proteína G do vírus da Raiva 

A transfecção do vetor de expressão contendo o gene G (pVRraiva.gp) foi 

realizada em células EBTr utilizando 0,5!J.g do DNA plasmideal · e 5~-tl de lipofectamina 

(Invitrogen). O protocolo de transfecçção realizado seguiu as recomendações do 

fabricante do reagente (Invitrogen). Quarenta e oito horas após a transfecção, a placa de 

cultivo foi fixada, conforme descrito anteriormente, e foi realizado o teste de 

imunoperoxidase utilizando como anticorpos primários um soro policlonal preparado 

contra o vírus da Raiva. 

3. RESULTADOS 

3.1 Gene sintético 

O gene G do vírus da Raiva, sintetizado quimicamente, e clonado no vetor 

plasmideal pGem-T easy possui as seguintes alterações introduzidas na sua sequência: 

remoção de sítios de "splicing" do RNA comuns (Figura 1 ), introdução de uma 

sequência consenso Kozak em frente ao A TG (Kozak, 1987), mutação do aminoácido 

arginina (no resíduo 352) para glutamina e introdução de um sítio de clivagem para Stul 

em cada terminação. Com exceção da alteração induzida no aminoácido argmma, a 

sequência de aminoácidos resultante é ainda idêntica a amostra original. 

3.2 Clonagem da glicoproteína do vírus da Raiva em vetores plasmideais 

· O plasmídeo pVRraiva.gp foi construído pela clonagem do gene G sintético (1 ,6 

kb), no vetor de expressão eucariótico pVR1012 (Hartikka et ai. , 1996). Este vetor 

contemo promotor do citomegalovírus humano (hCMVie-1) seguido de uma região não 

traduzida (5'UT) do gene hCMVie-1, que inclui um intron. Logo após esta região 5'UT 

está o sítio de policlonagem seguido de uma região terminadora da transcrição do 

hormônio do crescimento bovino (BGH Term; Hartikka et ai., 1996). O gene G foi 
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Figura 1. Representação gráfica da remoção dos sítios de splicing nas junções exon­
intron do gene G do vírus da raiva através de síntese química. A: antes do tratamento; 
B: depois do tratamento. 
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clonado no sítio de restrição EcoR V do plasmídeo pVR1012 (Figura 2), sendo 

subseqüentemente analisado, através de digestão com enzimas de restrição, para 

verificar a orientação do gene no mesmo. O plasmídeo pVRraiva.gp foi digerido com as 

enzimas MluN I e Acc65 L O fragmento de 1,9 kb resultante, contendo o gene G do 

vírus da raiva e o promotor do hCMVie-1 (denominado de fragmento de expressão, 

prom-synG), teve as extremidades preenchidas utilizando-se o fragmento Klenow da 

DNA polimerase I (Roche) e dNTPs, para facilitar a clonagem deste fragmento (prom­

synG) no plasmídeo pCRblunt (Invitrogen; Figura 2). O plasmídeo resultante, 

denominado pCR4raiva.gp, foi digerido com as enzimas EcoR I e Sma I sendo então 

adicionado ao fragmento gerado (prom-synG) adaptadores Spe I-EcoR L O fragmento 

de expressão foi purificado através de eletroforese em gel de agarose (Sambrook et al., 

1989) e subclonado no sítio de restrição Spe I do vetor de recombinação (pBR322111; 

Figura 3). Este vetor, originado do plasmídeo p1, contem as regiões 5'-3' flanqueadoras 

da gE do BHV-1 (Franco et ai., 2002a). O plasmídeo resultante foi denominado de 

pBR11raiva.gp (Figura 3). Os vetores produzidos foram propagados em bactérias 

competentes Top 1 O (Invitrogen) e purificados através de lise alcalina (Sambrook et al., 

1989). O DNA foi quantificado através de eletroforese em gel de agarose. 
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Figura 2. Clonagem do gene G do vírus da Raiva no vetor de expressão pVR1012 e no vetor pCRblunt. 
O vetor de expressão pVR1012 contem o promotor do cítomegalovírus humano (hCMVie-1) seguido 
de uma região não traduzida (5'UT). A região codificadora é seguida por uma região tcrminadora da 
transcrição do hormônio do crescimento bovino (BGH Term). A scquência codificante da ORF da 
proteína G do vírus da Raiva foi clonada no sítio de policlonagem do plasmídeo, atrás desta região 
(5'UT) c é indicada pela caixa em vermelho (raiva synG). 
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Figura 3. O plasmídeo pBR322/ 11 contem as regwes flanqueadoras da gE do BHV -1. O plasmídeo 
pBRI!Raiva.!,rp foi originado a partir da clonagem do fragmento de expressão (contendo o promotor do 
CMV c o gene G do vírus da Raiva) no vetor de recombinação pBR322/ 11. 
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3.3 Expressão transiente da proteína G do vírus da Raiva 

A expressão transiente do gene G sintético foi confirmada em células EBTr após 

a realização do teste de imunoperoxidase utilizando soro policlonal produzido, em 

camundongos, contra o vírus da Raiva (Figura 4). 

3.4 Co-transfecção do DNA do vírus parenta} e fragmento de recombinação (5'gE­

prom-synG-3'gE) 

Foram obtidas aproximadamente 480 placas v1ra1s após a co-transfecção de 

células EBTr com o DNA viral parenta} e o fragmento de recombinação. A tentativa de 

isolar o vírus recombinante diretamente a partir das placas virais obtidas na co­

transfecção e, utilizadas para infectar monocamadas de células EBTr em microplacas 

com 96 poços, não resultou no isolamento do vírus recombinante uma vez que, após 

realizada a técnica de imunoperoxidase, não foram visualizadas placas virais coradas, 

indicativo da expressão da proteína G. 

Quando o sobrenadante da co-transfecção foi utilizado para infectar novas 

microplacas de cultivo de células com 96 poços foram detectados dois poços contendo 

placas viraj.s coradas, indicando a presença do BHV -1 expressando a glicoproteína do 

vírus da raiva (Figura 5). Os sobrenadantes destes dois poços foram coletados e 

utilizados para infectar novas monocamadas de células EBTr. Infelizmente, não foi 

possível recuperar o vírus recombinante nesta segunda etapa de isolamento. No total, 

foram realizadas mais 5 tentativas de isolamento do vírus recombinante, as quais não 

resultarám no isolamento do mesmo. 
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Figurj .f. Expressão da glicoproteína do vírus da raiva. em células EBTr, após a transfecção das 
célubs ccim o DNA plasmideal (pVRraiva.gp) contendo o gene G do vírus da Raiva. 
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Figura 5. Expressão da glicoproteína do vírus da Raiva em células EBTR infectadas pelo 
recombinante BHV-1/ Raiva G. 
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4. DISCUSSÃO 

A Raiva transmitida por morcegos é um importante problema econômico e de 

saúde pública pois, além dos prejuízos causados pela mortalidade de animais de 

produção, ainda existe o risco de contágio de humanos e outros animais domésticos 

(Schaefer et al., 2002). Em um estudo realizado por Hayashi et al. (1984), foi avaliado o 

grau de proteção conferido pela vacina contra a Raiva utilizada na vacinação de cães e 

humanos no Brasil (suckling mouse brain vaccine; SMB). Esta vacina, muito embora 

considerada eficaz em proteger animais de experimentação frente a um desafio com o 

vírus homólogo (CVS), foi considerada de baixa eficácia quando foram utilizadas no 

desafio amostras de vírus rábico isoladas de bovinos (Hayashi et al., 1984). Além disso, 

os experimentos para avaliação da potência da vacina contra a Raiva são usualmente 

realizadas em camundongos e, desta forma, não poderiam ser extrapoladas para outras 

espécies (Koprowski et al., 1985). Idealmente, os experimentos de proteção em animais 

deveriam ser realizados na mesma espécie para a qual a vacina se destina. 

Provavelmente, resultados diferentes poderiam surgir nos testes de proteção conferidos 

pela vacina antirábica se este princípio fosse seguido. 

Uma vez que estudos anteriores sugerem a possibilidade de diferenças. 

importantes entre amostras originárias de diferentes espécies (Fuenzalida & Palacios, 

1955; Wiktor & Koprowski, 1978; Smith et al., 1986; Dietzschold et al. , 1988; Loza­

Rubio et al., 1996; Roehe et al., 1997), e sendo o morcego hematófago o principal 

transmissor da Raiva aos bovinos, foi escolhida uma amostra de vírus de origem de 

morcego hematófago para utilizar neste trabalho. Desta forma, foi utilizada uma versão 

sintética do gene que codifica a proteína imunodominante do vírus (G) visando a 

expres.s·ão da glicoproteína que seja representativa do vírus que infecta bovinos no 

Brasil. O gene G foi sintetizado quimicamente uma vez que diversos autores descrevem 

a dificuldade em expressar proteínas codificadas por vírus RNA que replicam no 

citoplasma das células (como o vírus da Raiva) a partir de vetores virais que replicam 

no núcleo (Shiu et al. , 1997; Kühnle et al. , 1998; Schmitt et al., 1999). Normalmente, o 

RNA e as proteínas de certos vírus (como o vírus da Raiva, BRSV, BVDV e CSFV) não 

entram no núcleo durante um ciclo de infecção natural. Todavia, quando um dado gene 

viral é independentemente expressado a partir de um vetor plasmideal ou vira! (no caso 

o BHV -1 ), ele deve ser transcrito e clivado no núcleo como os genes celulares. Isto 

pode dar origem a um mRNA instável, sem condições de induzir a expressão da 
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proteína viral. Isto ocorre devido a presença de sequências no RNA vira! reconhecidas 

como sítios doadores e receptores de "splicing" do RNA (Sharp et ai., 1997). Com o 

objetivo de evitar essa possibilidade, os sítios potenciais de "splicing" foram removidos 

do cDNA. Segundo Shiu et ai. (1997), comparações de sequêricias distintas do gene E2 

do vírus da Peste Suína Clássica (CSFV) evidenciaram que os sinais de "splicing" 

potenciais são bem conservados. Kühnle et al. ( 1998) demonstraram que os transcritos 

contendo o ORF autêntico da proteína G do Vírus Respiratório Sincicial Bovino 

(BRSV) foram instáveis no núcleo das células infectadas com um BHV-1 recombinante 

contendo o gene responsável pela mesma. 

O BHV -1 foi escolhido como vetor para a expressão da proteína G do vírus da 

raiva devido ao tamanho do seu genoma, com muitos genes não essenciais, permitindo a 

incorporação de um ou mais genes heterólogos. Como local para a inserção do gene G 

no genoma do BHV -1 foi escolhido o locus do gene que codifica a glicoproteína E (gE) 

viral. A gE é codificada por um gene que se localiza na região única curta (Us) do 

genoma do BHV-1 sendo flanqueada pelos genes gl e US9 (Rebordosa et ai., 1994). A 

gE não é essencial para a replicação vira!, mas análises de crescimento in vitro 

demonstraram a sua importância na disseminação vira! célula a célula (Rebordosa et ai. , 

1994; Franco, 2001) . Trabalhos prévios descrevem que amostras de BHV-1 onde o gene 

gE foi deletado possuem virulência reduzida para bovinos e são imunogênicos 

(Kaashoek, et ai. , 1994; van Engelenburg et ai. , 1994, Franco et ai., 2002b). Desta 

forma, é esperado que o vírus recombinante produzido seja atenuado para bovinos e 

também permita a diferenciação entre animais vacinados e infectados pelo BHV -1 

"wild-type", não interferindo em possíveis estratégias de controle dessa infecção. 

As dificuldades encontradas para o isolamento do vírus BHV -1 recombinante 

expressando a proteína G do vírus da raiva são em parte justificadas pela baixa 

frequência de recombinação homóloga (em tomo de 1 %) entre o vírus parenta! e o 

fragmento de recombinação (F.A.M. Rijsewijk, comunicação pessoal) . Desta forma, 

dentre as aproximadamente 480 placas virais detectadas após a co-transfecção, 

esperava-se encontrar quatro clones do vírus recombinante. Amostras do recombinante 

BHV -1 gE negativo apresentam dificuldades de disseminação célula a célula, 

demonstradas pelo tamanho reduzido das placas virais nos cultivos celulares quando 

comparado a amostras do vírus parenta! (Franco, 2001 ). Este fato ocasiona que o vírus 

parenta! dissemine-se no cultivo celular mais rapidamente que os recombinantes, 

dificultando o isolamento deste último à medida em que o tempo de cultivo progride. 
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Uma forma de minimizar este problema seria utilizar nas co-transfecções DNA de uma 

amostra de BHV -1 gE negativa. Desta forma, após a co-transfecção todos os clones 

obtidos, recombinantes e não recombinantes, apresentariam uma igual capacidade de 

disseminação no cultivo celular. Esta abordagem pode vir a ser utilizada no futuro 

usando amostras de BHV-1 já deletadas no gene gE (Franco et al., 2002a). Uma outra 

possibilidade de otimização da recombinação homóloga seria a utilização de sítios de 

restrição enzimática naturalmente existentes em amostras de BHV -1 (Mahony et al., 

2003). Nestas, um sítio de restrição enzimática único para a enzima Psp 14061 localizado 

na região intergênica entre os genes gG e gD poderia ser utilizado com local para 

inserção da glicoproteína do vírus da Raiva (Mahony et al., 2003). 
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CAPÍTULOS 

DISCUSSÃO GERAL 

Estudos sobre as propriedades antigênicas e genômicas de amostras 

Brasileiras do vírus da Raiva 

Há muitos anos as eventuais dificuldades encontradas no combate à Raiva vem 
.. 

sendo motivo de preocupação dos pesquisadores envolvidos com o tema. A suspeita de 

que imunógenos preparados com a amostra padrão do vírus (" Challenge Vírus 

Standard", CVS ou "Evelyn-Rokitnicki-Abelseth", ERA) não protegeria os animais 

imunizados contra a infecção causada por diferentes amostras do vírus começou a ser 

investigada. Fuenzalida e Palácios, em 1955, já mencionavam a importância de incluir 

amostras . de origem de morcegos nas vacinas. Mais recentemente, Hayashi (1984) 

demonstrou diferenças nos níveis de proteção conferidos pela vacina contra a Raiva 

.devido as. diferenças antigênicas existentes entre amostras isoladas em animais silvestres 

e a ·amostra utilizada na vacina. Em vista disto, diversos estudos foram realizados 

buscando a identificação de variantes do vírus da Raiva e sua associação com as 

espécies animais suscetíveis (Smith et al., 1991; Loza-Rubio et al., 1996; Delpietro et 

al., 1997 Ito et al., 2001). 

Neste estudo, foi possível associar diferentes perfis antigênicos e genômicos de 

variantes do vírus as duas principais espécies reservatórias do mesmo no Brasil, 

morcegos hematófagos e cães. A análise antigênica das amostras com Mabs demonstrou 

que todas pertencem ao genotipo 1 do gênero Lyssavirus, diferente da situação 

encontrada em outros países onde circulam outros genotipos do vírus (Bourhy et aL , 
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1993a; Amengual et al., 1997; Gold et al., 1998). Os resultados encontrados com a 

caracterização antigênica das amostras foram confirmados pela análise do genoma viral 

(RT-PCRJREA), a qual apresentou como vantagem a rapidez da caracterização das 

amostras e também permitindo o isolamento de RNA viral a partir de amostras em 

estado avançado de decomposição (David et al., 2002). 

A utilidade da R T-PCRJREA pôde ser comprovada na prática ao longo dos 

estudos aqui realizados quando foi possível determinar, em menos de 24 horas, a origem 

de infecção de um felino (Schaefer et al., 2002), oriundo de uma região onde casos de 

raiva urbana não haviam sido identificados desde 1990 (Caldas & Anjos, 1997). 

Naquela ocasião, foi possível constatar que a amostra de vírus em questão correspondia 

a uma variante de origem de morcegos (Schaefer et al., 2002). Portanto, a área 

permanecia livre de raiva urbana, permitindo que as medidas de controle fossem 

dirigidas ao combate a morcegos. Mais tarde, através da análise das seqüências de uma 

região do gene N dessa amostra, foi possível identificá-la como uma variante de 

morcego não hematófago (capÍtulo 2). 

Por outro lado, a existência de variantes com sinais de adaptação a diferentes 

espécies inevitavelmente leva a especulações a respeito das fontes de origem do vírus. 

Até recentemente, supunha-se que a Raiva em morcegos não hematófagos fosse · 

resultado de eventuais contatos com morcegos hematófagos. Nos estudos aqui 

desenvolvidos, embora alguns casos indicativos de contato entre morcegos hematófagos 

e não hematófagos tenha ocorrido (ver capítulo 2), foi possível detectar a ocorrêncià de 

variantes, aparentemente adaptativas a morcegos não hematófagos. Estas variantes, 

detectadas por alterações conservadas no gene N, sugerem a ocorrência de um ciclo 

biológico próprio em espécies não hematófagas, sugerindo a ocorrência de co-evolução 

do vírus nas mesmas. A ocorrência de espécies não hematófagas infectadas representa 

sérios riscos para a saúde pública, principalmente em vista de que os mesmos podem 

coabitar área urbanas, como recentemente identificado (F avi et al., 1991; Schaefer et al., 

2002) .. 

Por conseguinte, sobre esta etapa dos estudos aqui realizados foi possível 

concluir que o vírus rábico apresenta variantes com alterações adaptativas a seus 

hospedeiros de origem. Tais variantes são conservadas para cada espécie animal em 

particular, podendo ser utilizadas como "marcadores epidemiológicos" . Logo, estas 

modificações não parecem ser alteradas após uma ou duas passagens em espécies não 

reservatórias habituais do vírus, ou hospedeiros finais ("dead-end hosts") permitindo, 
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desta forma, a identificação da espécie de ongem da variante. Isto pode ser 

exemplificado pelas amostras isoladas de bovinos, as quais retém as características de 

amostras de morcego hematófago, mesmo quando submetidas a nova passagem em 

camundongos. Por outro lado, as alterações antigênicas e genômicas detectadas nas 

amostras estudadas não apresentaram associação com a distribuição geográfica dos 

isolados, o que sugere que a evolução do vírus é dirigida à adaptação ao hospedeiro e 

não à região geográfica. 

Construção de um herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-1) recombinante 

contendo o gene que codifica a glicoproteína (G) do vírus da Raiva 

A segunda parte deste estudo teve como objetivo o desenvolvimento de um vírus 

recombinante, expressando a glicoproteína (G) do vírus da Raiva e com potencial para 

ser utilizado na vacinação de bovinos. Foi escolhido um vetor viral para a expressão da 

proteína G devido ao fato de que a estrutura tri-dimensional da G é importante para que 

ocorra a indução de anticorpos neutralizantes (Perrin et ai , 1988). Quando a G é 

purificada, e utilizada na imunização de animais de experimentação, ocorre a formação 

de agregados que induzem uma resposta de anticorpos neutralizantes menor, indicando 

que a G necessita estar ancorada em uma membrana para seu processamento adequado 

pelo sistema imune (Perrin et ai., 1988). O BHV -1 foi escolhido para ser utilizado como 

vetor por ser um patógeno importante para a espécie bovina (Gibbs & Rweyemamu, 

1977). Optou-se por utilizar uma amostra de BHV -1 do genotipo 1.2a, já que este tipo 

de vírus pode ser associado tanto a manifestações respiratórias como reprodutivas 

(Franco, 2001 ), sendo representativo das amostras que circulam no sul do Brasil (Souza 

: et. a'l.., 2002). Como local para inserção do gene G do vírus rábico no genoma do BHV -1 

foi escolhido o locus do gene que codifica a gE, uma vez que amostras de BHV -1 gE 

negativas são atenuadas e eficazes na imunização de bovinos contra infecções pelo 

BHV-1 .(Kaashoek et a1.,1994; van Engelenburg et ai., 1994; Franco et ai. , 2002b). 

Além disso, tal amostra permite a diferenciação entre animais vacinados e infectados 

pelo BHV -1 selvagem, não interferindo em possíveis estratégias de controle dessa 

infecção (Kaashoek et ai. , 1994; van Engelenburg et ai. , 1994; Franco et ai., 2002b ). 

Outro aspecto importante para a expressão da proteína G pelo vetor BHV -1 foi o 

de utilizar um gene G sintético, ao invés de utilizar um gene autêntico. Esta estratégia 

foi utilizada em função da possível dificuldade em expressar proteínas codificadas por · 
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vírus RNA pelo recombinante (Kühnle et al., 1998; Schmitt et al., 1999). Desta forma, 

com esta abordagem, foi possível observar a expressão da proteína G do vírus da raiva a 

partir da transfecção de células EBTr com DNA plasmideal, contendo este gene e 

também a partir da co-transfecção de células EBTr com o DNA parenta! (BHV-1) e com 

o fragmento de recombinação contendo o gene G desenvolvido neste estudo. 

Contudo, a maior dificuldade encontrada foi justamente o isolamento do vírus 

recombinante produzido. Uma das hipóteses levantadas para explicar esta dificuldade 

foi a baixa eficiência na produção de recombinantes através de recombinação homóloga 

(em tomo de 1% ), tomando dificil o isolamento do vírus recombinante nos cultivos 

celulares na presença de uma maioria de vírus não recombinantes. A outra hipótese 

levantada seriam as diferenças na eficiência de disseminação celular entre o vírus 

parenta} e o recombinante. Como demonstrado previamente (Franco, 2001 ), o vírus 

parenta} dissemina-se mais eficientemente do que os vírus recombinantes (BHV -1 gE 

negativos), dificultando o isolamento deste último à medida em que o tempo de cultivo 

progride. Foram levantadas algumas alternativas para contornar esta dificuldade, como 

por exemplo, a utilização de uma amostra de BHV-1 gE negativa como vírus parental 

nas co-transfecções. Desta forma, após a co-transfecção, todos os clones obtidos 

recombinantes e não recombinantes apresentariam uma igual capacidade de 

disseminação no cultivo celular. Uma outra possibilidade de otimização da 

recombinação homóloga seria a utilização de sítios de restrição enzimática naturalmente 

existentes em amostras de BHV -1 (Mahony et al., 2003) como local para inserção da 

glicoproteína do vírus da raiva. 
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