[25,26]. Experimentos in vitro demonstraram que a superexpressiao de TIMP-1
tem propriedades antineopldsicas, por exemplo, em hepatocarcinoma [27] e
melanomas [28]. Além disso a utilizacdo de modelos in vivo demonstrou que
niveis elevados de TIMP-1 exdgeno inibem crescimento celular e angiogénese
em tumores de aloenxerto de murino [29]. Aresu et al. (2011) [12] avaliaram
a expressdo génica de TIMP-1 em tumores de mama de cadelas e também
encontraram que a alta expressao de TIMP-1 teve um discreto efeito protetivo.
Adicionalmente, as expressdes imunoistoquimicas nos mastdcitos e leucocitos
polimorfonucleares apresentaram correlagao positiva para todos os marcadores
testados (MMP-2, P=0,0435; MMP-9, P=0,0003; TIMP-2, P=0,0281; TIMP-1,
P<o0,0001). E provavel que essas células possam colaborar na remodelagio do
estroma, mas estudos futuros sao necessarios para a confirmagéo desta hipotese
e elucidagio da razdo para essa correlagio, bem como, para determinar se os
mastdcitos neoplasicos podem estimular ou aumentar a produgéo estromal de
MMPs e TIMPs, contribuindo para a progressio do tumor.

Foi constatado que as expressdes de MMP-2, MMP-g9 e TIMP-2 nao sao bons
indicadores prognosticos para sobrevida e mortalidade relacionada a doenga.
Finalmente, os resultados obtidos sugerem o envolvimento de TIMP-1 na
progressao do MCT, corroborando a idéia de um "efeito protetor” desta proteina
[29,30,31]. Conclusdo: O TIMP-1 apresenta expressio significativamente
mais elevada em animais com maior sobrevida, o que sugere um papel desta
molécula em prevenir a progressao tumoral. No entanto, ndo foi observada
qualquer associagdo entre o TIMP-1 e graus histopatologicos. A avaliagdo
desta proteina pode representar um fator progndstico independente para os
mastocitomas caninos. E provavel que o TIMP-1 possa inibir diretamente a
MMP-9 e/ou outras enzimas, assim como antagonizar a angiogénese e/ou
iniciar a apoptose de células malignas, o que conduz a um bom resultado
nos pacientes com mastocitoma cutineo. Futuros estudos sio necesséarios
para a elucidagdo de tais questdes e, eventualmente, encontrar novos alvos
terapéuticos para esta importante neoplasia canina. Apoio financeiro:
Este estudo teve auxilio financeiro da Coordenagdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e Fundagdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo (FAPESP, processos 2010/05094-5 € 2013/13252-8).
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Introducdo e Objetivos: A raiva ainda é um grave problema de
saude publica e mesmo com o aumento da eficiéncia das vacinas e medidas
profilaticas estima-se que aproximadamente 70 mil pessoas morram
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anualmente por esta doenga[1]. O cao (Canis familiaris) é considerado um dos
principais reservatorios do virus da raiva (RABV), pois é responsavel por 95%
dos casos de raiva humana relatados mundialmente [1]. No Brasil os casos de
raiva humana se concentram nas regides Norte e Nordeste, onde as campanhas
anuais de vacinagdo de animais domésticos ndo atingem as metas previstas.
Como conseqiiéncia no periodo de 2006 a 2012, aproximadamente 92% dos
casos de raiva canina ocorreram nestas regioes. [2, 3].

A incidéncia de raiva em canideos silvestres, principalmente da espécie
Cerdocyon thous na regido Nordeste, também tem gerado a ocorréncia de
casos de raiva humana [4]. Além disso, tém sido demostrada a possibilidade
da transmissdo da infec¢io do RABV entre canideos domésticos e silvestres,
fato que possibilitaria a reintrodug¢do da raiva em areas urbanas nas quais a
doenga esta controlada [, 6].

O presente trabalh foi delineado para realizar a caracterizagdo molecular do
RABYV de isolados obtidos de canideos domésticos e silvestres, identificando
as linhagens do RABV circulantes nessas regides no periodo de 2006 a 2012
e comparando com as linhagens ja caracterizadas anteriormente no periodo
de 2002 a 2005 visando um estudo de epidemiologia molecular para um
controle mais eficaz da doenca. Materiais e Métodos: Foram utilizadas
102 amostras de Sistema Nervoso Central de camundongos previamente
inoculados com o RABV provenientes de cdes (n=57) e canideos silvestres
(n=45) coletadas no periodo de 2006 a 2012, de diversos estados das regides
Norte e Nordeste do Brasil. A caracterizagiao molecular foi realizada com o
emprego da técnica de transcrigao reversa seguida da reagdo em cadeia pela
polimerase (RT-PCR), primers 21G e 304, para a amplificagdo do segmento do
gene da nucleoproteina [6], sequenciamento do DNA e andlise filogenética.
Para a construgio da arvore filogenética as sequéncias de DNA foram alinhadas
com outras 67 sequéncias homologas recuperadas do GenBank pelo método
de alinhamento multiplo CLUSTAL/W utilizando o programa Bioedit 7.0.0.
A reconstrugio filogenética dos isolados do RABV RABYV foi realizada pelo
método de distancia com o algoritimo Neighbor-Joining e 0 modelo evolutivo
Kimura-2-pardmetros e com 1000 repetigoes de bootstrap com o programa
Mega 6.

Resultados e Discussdes: A topologia da arvore filogenética do gene
N gerada com sequéncias genéticas com 1.367 nucleotideos (nt), identificou
subpopulagdes do RABV (Clusters, Subclusters e Grupos Filogenéticos), além
de 13 casos de infecgao interespecifica entre canideos domésticos e silvestres e
um caso de canideo doméstico infectado com linhagem do RABV de morcego
hematofago Desmodus rotundus (Figura 1). Dois grandes clusters evidenciados
na arvore filogenética sdo: um de isolados de RABV circulantes entre canideos
e outro de isolados de RABV circulantes entre D. rotundus. No cluster de
canideos foram gerados dois subclusters: um de isolado de RABV circulantes
entre canideos domésticos e outro entre canideos silvestres. Além disso,
nota-se que cada subcluster apresenta a formagio de grupos filogenéticos. O
subcluster de RABV circulante entre canideos silvestre foi dividido em oito
agrupamentos (Grupos 1 a 8) enquanto que o subcluster de RABV circulantes
entre canideos domésticos gerou cinco agrupamentos (Grupos 9 a 13) (Figuras
1e2). O resultado acima descrito utilizou sequéncias do RABV obtidas durante
o periodo de 2002 a 2012, nas regides Norte e Nordeste, exceto o grupo 9 que
possui isolados da regido Sudeste e Centro-oeste no periodo de 1987 a 1999
(Figura 1).

Os resultados obtidos mostraram a existéncia de uma clara divisao na arvore
filogenética entre os isolados de canideos e morcegos e, ainda, o cluster
dos canideos evidenciou a formagdo de dois subclusters, um de canideos
domésticos e outro de canideos silvestres como descrito em outros estudos
(5, 6,7].

A andlise dos agrupamentos formados em cada subcluster de canideos

permite a formacdo de 13 grupos filogenéticos, enquanto que Carnieli et al
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2008 constataram a formagao de nove grupos. O aumento do niimero de
grupos filogenéticos formados ocorreu provavelmente pelo aumento do
nimero de isolados de RABV, uma maior area geografica abrangida e um
maior intervalo de tempo. Assim como relatado por Carnieli et al 2008 [5], os
isolados foram agrupados de acordo com a regionalidade. A formagéo desses
grupos demonstra a diversidade de sublinhagens do RABV que circulam
na regido Norte e Nordeste. Um fato que poderia ter gerado a formagao de
novas populagdes virais seria o isolamento geografico entre as diferentes
populagdes de um mesmo reservatério e que ocorre principalmente em
espécies que exploram diferentes nichos ecolégicos como, por exemplo, os
canideos. A emergéncia da raiva nestas populagdes pode ocasionar mudangas
genéticas do virus original no processo de adaptagao e estabelecimento
nestes hospedeiros [8]. No presente trabalho foi registrada a ocorréncia de
transmissao da infec¢do do RABV entre canideos domésticos e silvestres
mostrando que a proximidade interespécie, poderia resultar na reintrodugao
do RABV em canideos domésticos. A, necessidade do estabelecimento
de uma maior vigildncia epidemioldgica entre os canideos silvestres,
tém sido ressaltada, pois com o desmatamento e o aumento da
urbanizagdo os canideos silvestres estao cada vez mais proximos dos
humanos[4, 5 e 6].

Uma alternativa para diminuir a raiva em canideos silvestres, seria desenvolver
um método para realizar a vacinagdo oral nesses animais. Um exemplo deste
tipo de vacinagdo oral para animais silvestres ocorre na Europa desde 1978
e, atualmente, a raiva estd praticamente erradicada no Oeste Europeu e nos
paises da Europa Central [9, 10]. Portanto, a vacinagdo oral em canideos
silvestres, aliada a educagao em satide com relagdo a raiva e a constancia na
realizagdo de investigagdes de epidemiologia molecular sdo essenciais para
evitar o surgimento de surtos do RABV e consequentemente a reintrodugao
da zoonose em regides em que havia sido controlada.

Conclusdes: A érvore filogenética obtida com o sequenciamento parcial
do gene N mostrou a presenga de duas linhagens distintas do RABV (canideos
e morcegos) circulando na regido Norte e Nordeste. Ainda, dentro do cluster
dos isolados de canideos foram evidenciadas duas sublinhagens distintas
circulando entre canideos domésticos e silvestres. Além disso, dentro dos
isolados de canideos a foi constatada a presenga de 13 grupos filogenéticos
relacionados a regido geografica e 14 casos de infec¢des interespécies.

Fica demonstrado que a epidemiologia molecular realizada de uma forma
constante possibilita a compreensao da circulagao do RABYV, nas diferentes
regides geograficas e que possibilita o aprimoramento das medidas de controle
e prevengio da doenga.

Apoio financeiro: O presente estudo teve auxilio financeiro da
Coordenagao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (Capes) e do
Instituto Pasteur.
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Figura 1 - Arvore filogenética do gene N do RABV com 153 isolados de ¢
domésticos, canideos silvestres, morcegos hematdfagos e amostra fixa uti
o método de Distancia Neighbor-joining (NJ). Nessa figura, nota-se a fo
de dois grandes grupos; um grande grupo dos canideos brasileiros qu
divididos em dois grandes subgrupos: canideos domésticos e canideos si
com 13 agrupamentos. Os valores em cada né da arvore filogenética repre
os resultados de 1000 repeticdes de bootstrap. Em vermelho estdo destacadc
os isolados do presente trabalho e em azul e em preto todos os isolados obt
GenBank. As setas vermelhas representam as infecgdes interespécies.
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