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RESUMO 

 

CRUS, Nathalia Gabriel da. Caracterização genética de espécies de canídeos 
silvestres de ocorrência no estado do Ceará e sua correlação com o vírus da 
raiva. 2018. 78f. Dissertação (Mestrado em Biotecnologia) – Instituto de Ciências 
Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018. 
 

Mesmo sendo uma das zoonoses mais antigas descritas pelo homem, a raiva ainda 

é um grande desafio em todo o mundo. O ciclo da enfermidade em espécies 

silvestres apresenta importância emergente no Brasil e a região Nordeste apresenta 

uma epidemiologia única em comparação ao restante do país, por ser endêmica 

para o vírus da raiva em silvestres terrestres. Nesta região, foram identificadas as 

duas variantes do vírus da raiva responsáveis pelo acometimento da doença em 

seres humanos, que são mantidas e transmitidas por animais silvestres terrestres. 

Registros de casos nas espécies descritas como reservatórios, em outras espécies 

silvestres, domésticas e em humanos ocorrem anualmente. Estas variantes virais 

foram identificadas primeiramente no Estado do Ceará, uma em saguis do tufo 

branco (Callithrix jacchus) e a outra em canídeos silvestres, estando restritas à 

região Nordeste do Brasil até o momento. O objetivo do presente estudo foi 

identificar geneticamente, utilizando DNA mitocondrial, as espécies de canídeos 

silvestres de ocorrência no Estado do Ceará, que atuam como reservatório e fonte 

de infecção do vírus da raiva, e a correlação entre esses reservatórios e o vírus. 

Para que fosse possível, utilizamos as técnicas de amplificação do gene Citocromo 

C Oxidase I (COI), bem como a amplificação da nucleoproteína do vírus da raiva 

pela Transcriptase Reversa e a Reação em Cadeia da Polimerase (RT - PCR). 

Todas as amostras que apresentaram banda representativa em gel de agarose, para 

ambos os casos, foram submetidas ao sequenciamento genético das regiões 

amplificadas. De um total de 101 amostras recebidas, 89 obtiveram sequências 

satisfatórias para a identificação da espécie de canídeo silvestre, sugerindo que a 

principal espécie de canídeo silvestre presente no Estado do Ceará é o Cerdocyon 

thous e, 50 amostras obtiveram banda representativa para o vírus da raiva. Dessas, 

48 apresentaram sequência satisfatória para a caracterização do vírus. Os 

resultados obtidos indicam alta positividade para o vírus da raiva em canídeos 

silvestres nessa região do Brasil, e sugerem que C. thous é a principal espécie de 

canídeo silvestre atuando como reservatório e transmissor do vírus da raiva no 



Estado do Ceará. Esses dados fornecem informações valiosas sobre as espécies de 

canídeos envolvidas nos casos de raiva ocorridos no Estado do Ceará, 

possibilitando a adoção de estratégias efetivas de prevenção e controle da raiva, 

além de resultados inéditos em relação às espécies de canídeos silvestres de 

ocorrência no Estado e sua importância na epidemiologia da enfermidade. 

 

Palavras-chave: Canídeos Silvestres, Caracterização Genética, Raiva, Ceará, 

Nordeste do Brasil. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

CRUS, Nathalia Gabriel da. Genetic characterization of species of wild canids 
in the state of Ceara and its correlation with the rabies virus. 2018. 78p. Master 
thesis (Biotechnology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 
Paulo, São Paulo, 2018. 

 

Although it is one of the most ancient diseases related in human history, rabies still 

presents a great challenge throughout the world. Wild animals have emergent 

importance in Brazil and the Northeast region, an endemic region, presents a unique 

epidemiology compared to the rest of the country. In this region, two variants of the 

rabies virus responsible for the disease in humans, were identified which are 

maintained and transmitted by terrestrial wild animals. These variants were initially 

identified in the State of Ceara, one maintained by populations of marmosets 

(Callithrix jacchus) and other by wild canids, both being restricted to time to the 

Northeast. The aim of this study was to identify genetically, using the mitochondrial 

DNA, the species of wild canids in Ceara that act as reservoir and transmitters of the 

rabies virus. We used the Polymerase Chain Reaction by Reverse Transcriptase (RT 

- PCR) tecnique for amplification of Citocrhome C Oxidase I (COI) gene to species 

characterization and the viral nucleoprotein to detect the rabies virus. All the samples 

that presented representative band on agarose gel, in both cases, were submitted to 

the genetic sequencing. Of a total of 101 samples received, 89 obtained satisfactory 

sequences to identify the wild canid species, suggesting that the main wild canid 

species occurring in Ceara state is Cerdocyon thous. Out of 50 samples with 

representative band to rabies virus, 48 presented satisfactory sequences to the viral 

characterization. The results indicate high positivity for rabies virus in wild canids in 

this region of Brazil, and suggest that C. thous is the main terrestrial wild reservoir e 

transmitter of rabies virus in Ceara State. These data provide valuable information 

about canids species involved in rabies cases in Ceara state, implying in the 

adoption of effective strategies for prevention and control of rabies, and also 

unpublished results regarding the occurrence of species of wild canids in the State 

and its importance in the disease epidemiology. 

 

Key-words: Wild canids, Genetic characterization, Rabies, Ceara, Northeast of Brazil. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A raiva é uma zoonose responsável por cerca de milhares de mortes e 15 

milhões de tratamentos pós-exposição de seres humanos em todo o mundo 

anualmente (WHO, 2018). 

O vírus da raiva é composto de ácido ribonucleico (RNA) fita simples, linear, 

não segmentado de polaridade negativa. Apresenta cinco genes responsáveis por 

codificar as proteínas: nucleoproteína (N), fosfoproteína (P), proteína de matriz (M), 

glicoproteína (G) e polimerase viral (L) (TORDO et al., 1986a). A proteína N é 

primordial para a disseminação viral e um dos principais alvos para diagnóstico da 

doença (KOPROWSKI, 1995). 

Todos os seres pertencentes à classe Mammalia são susceptíveis ao vírus da 

raiva, em especial os das ordens Carnivora e Chiroptera. A doença acontece em 

dois ciclos epidemiológicos: o terrestre, com os cães como principal reservatório e 

transmissor, além de várias espécies de silvestres terrestres, e o aéreo, mantido e 

transmitido por espécies de quirópteros (FAVORETTO et al., 2013).  

As espécies responsáveis pela manutenção dos ciclos irão variar em relação 

às regiões geográficas. No Brasil, foram identificadas cinco linhagens genéticas do 

vírus responsáveis pela transmissão direta a seres humanos: três linhagens em 

espécies silvestres: cachorro do mato (Cerdocyon thous), morcego hematófago 

(Desmodus rotundus) e sagui do tufo branco (Callithrix jacchus), e duas linhagens 

genéticas mantidas por populações de cães domésticos, relacionadas às variantes 

antigênicas 1 e 2 (AgV1 e AgV2) (BRASIL, 2018; FAVORETTO et al., 2013). 

Os morcegos hematófagos são os principais reservatórios e transmissores do 

ciclo aéreo da raiva no Brasil (CASTILHO et al., 2010). Outras espécies de animais 

silvestres também fazem parte da epidemiologia da doença, sendo responsáveis 

pela disseminação a seres humanos e outras espécies animais, em especial, na 

região Nordeste do Brasil (FAVORETTO et al., 2001; 2006, CARNIELI et al., 2008).  

A raiva mantida em populações silvestres torna-se um importante problema de 

saúde pública no Brasil em virtude do risco de transmissão para seres humanos e 

espécies domésticas. Entre 2015 e 2017, foram registrados 391 casos de raiva em 

morcegos não hematófagos, 44 em morcegos hematófagos, 68 em canídeos 

silvestres e 11 em primatas não humanos (BRASIL, 2018). 
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Nos anos de 1980, com o advento das técnicas de biologia molecular, uma 

variante viral transmitida de forma direta a seres humanos, foi identificada em saguis 

da espécie Callithrix jacchus que, entre os anos de 1991 e 1998, acometeram 

humanos após exposição a saguis no Estado do Ceará. Até o momento não se tem 

relatos de similaridade antigênicas ou genéticas com nenhuma outra variante do 

vírus da raiva (quiróptera ou carnívora) (FAVORETTO et al., 2001) e, encontra-se 

restrita a região Nordeste do país (BRASIL, 2018). Da mesma forma, outra linhagem 

do vírus da raiva, mantida por canídeos silvestres, foi identificada neste período. 

Estes dados mostram a situação epidemiológica da região Nordeste quando 

comparada a outras regiões do Brasil, o que a torna única.  

Os canídeos silvestres desempenham importante papel na manutenção do 

vírus e transmissão da doença. O cachorro do mato (Cerdocyon thous) foi 

classificado como o principal reservatório e transmissor da raiva (CARNIELI et al., 

2006), sendo responsável por manter uma variante genética independente, oriunda 

da que se mantém em cães, também isolada de guaxinim (Procyon cancrivorous) e 

um caso em humano (FAVORETTO et al., 2006).  

Apesar de se acreditar que os animais da espécie C. thous possam ser os 

principais responsáveis pela manutenção do vírus da raiva em canídeos silvestres, 

nesta região, outras espécies podem estar envolvidas. No estudo realizado por 

Carnieli et al. em 2008, com amostras positivas para a raiva provenientes de 

canídeos da região Nordeste do Brasil (o qual não incluiu o Estado do Ceará), os C. 

thous foram a maioria, porém o vírus também pôde ser isolado de mais duas outras 

espécies como Lycalopex gymnocercus e Lycalopex vetulus. 

É importante frisar que, embora estas variantes virais estejam restritas a região 

Nordeste até o momento, as espécies acometidas possuem ocorrência em todo o 

país, apresentando fácil socialização e adaptação.  

A rápida tomada de decisões é crucial para evitar o acometimento de seres 

humanos. O uso de técnicas diagnósticas aplicadas à epidemiologia também é de 

muita importância para o conhecimento das formas de transmissão da doença em 

animais domésticos e silvestres, possibilitando a aplicação de medidas mais 

eficientes para prevenção e controle da doença em animais e humanos 

(TRIMARCHI & NADIN-DAVIS, 2007).  

O estudo acerca da presença do vírus da raiva em diferentes espécies 

domésticas e silvestres e, sobre a forma como os seres humanos foram expostos é 
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importante para se esclarecer os reservatórios causadores da manutenção do vírus 

na natureza (RUPPRECHT, 1991). Esse conhecimento é necessário para a adoção 

de medidas eficientes para a prevenção e controle da doença. No Brasil, não há 

vacinação de animais silvestres, mas há a realização de uma vigilância passiva por 

meio da identificação viral em animais que são encontrados mortos em estradas e 

rodovias, bem como treinamento em vigilância e manejo de animais silvestres 

(BRASIL, 2018).   
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1  Breve histórico da raiva 
 

A raiva é uma das doenças mais antigas que se tem relatos, sendo descrita 

pela primeira vez na Mesopotâmia, após vários casos de mortes humanas serem 

atribuídas a mordeduras de cães, relatadas no código de Eshunna, 

aproximadamente 1.930 anos a. C.. É considerada uma das zoonoses mais 

importantes, pois, com o aparecimento dos sintomas, torna-se absolutamente fatal 

(STEELE, FERNANDEZ, 1991; WUNNER, 2002). 

A literatura registra desde a antiguidade citações de escritores gregos e 

romanos acerca da doença, o que sugere que a raiva era uma doença bem 

conhecida para a época. Chamada de lyssa ou litta pelos gregos, que quer dizer 

loucura, quando associada à palavra rabhas da língua sânscrita, uma língua 

ancestral da Índia, sugeria “tornar-se violento”. Além de também ser chamada de 

hidrofobia, uma vez que a pessoa acometida pela doença é atormentada ao mesmo 

tempo em que possui sede, mas tem medo da água (STEELE, FERNANDEZ, 1991). 

Os estudos acerca da doença surgiram por volta do século 23 a. C., quando 

muitas vezes era associada a teorias sobrenaturais que tentavam descrever o 

surgimento da doença como também ações de prevenção e tratamento (STEELE, 

FERNANDEZ, 1991). 

Apesar de todos os avanços tecnológicos e científicos, a raiva ainda é uma das 

doenças tropicais negligenciadas e está distribuída mundialmente, com algumas 

exceções, nos países considerados livres da doença. A perpetuação da doença 

ocorre devido às espécies animais que servem como reservatórios e transmissores, 

variando de acordo com a distribuição geográfica e temporal. De acordo com a 

Organização Mundial da Saúde (OMS), 59.000 mortes humanas por raiva 

acontecem no mundo e as agressões por cães raivosos são responsáveis por 99% 

dessas transmissões, com maior número de casos nos continentes Africano e 

Asiático e 40% das vítimas são crianças com idade entre 5 e 14 anos. Anualmente, 

mais de 15 milhões de pessoas recebem o tratamento pós-exposição no mundo, 

prevenindo milhares de mortes (WHO, 2018). 
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Nas Américas, a raiva silvestre continua presente, os morcegos são os 

principais transmissores da doença, seguidos pelas raposas, guaxinins, gambás, 

chacais, fuinhas e outros carnívoros silvestres (WHO, 2018). 

Em 2015, um sistema global para alcançar Zero Mortes Humanas por Raiva até 

2030 foi lançado pela OMS e a Organização Mundial da Saúde Animal (OIE), em 

colaboração com a Organização das Nações Unidas para Agricultura e Alimentação 

(FAO) e a Aliança Global para Controle da Raiva, marcando a primeira vez que 

ambos os setores, raiva animal e humana, adotem uma estratégia comum contra 

essa doença negligenciada (WHO, 2018). 

 

2.2 Classificação do vírus 

 

O vírus da raiva é um Lyssavirus pertencente à família Rhabdoviridae, uma 

família com grande diversidade viral que acomete vertebrados, invertebrados e 

plantas. Além dos Lyssavirus, mais dois gêneros fazem parte dessa família, 

Ephemerovirus, com seu principal representante o vírus da febre efêmera dos 

bovinos e Vesiculovirus, com seu principal representante o vírus da estomatite 

vesicular (VSV). Em conjunto com as famílias Bornaviridae, Filoviridae e 

Paramyxoviridae, formam uma “superfamília” da ordem Mononegavirales (do grego 

Monos “único, simples”, Nega “RNA de polaridade negativa” e do latim Virales 

“vírus”) a qual compreende os vírus constituídos de uma única molécula de RNA 

(ssRNA), não segmentado, de polaridade negativa, não infeccioso (FAUQUET et al., 

2004). 

Até o momento, 16 espécies virais fazem parte do gênero Lyssavirus (do grego 

Lyssa “loucura”) de acordo com o Comitê de Taxonomia Viral – ICTV [do inglês 

International Committee on Taxonomy of Viruses] (ICTV, 2018):  

Rabies lyssavirus (RABV), amostras clássicas do vírus da raiva as amostras 

selvagens isoladas de animais e as amostras fixas ou vacinais, distribuídas 

mundialmente (TORDO, 1996; WUNNER, 2007).  

Lagos bat lyssavirus (LBV) que foi isolada primeiramente de um morcego frugívoro 

(Eidolon helvum) em 1956 na Nigéria (BOULGER & PORTERFIELD, 1958; KUZMIN 

et al., 2003) e, posteriormente, de um outro morcego (Micropterus pusillus) na África 

Central em 1974 (KING e TURNER, 1993). 
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MoKola lyssavirus (MOKV) que foi isolada de roedores e musaranhos (Crocidura 

sp.), além de cães e crianças na Nigéria em 1968 e 1971 (SHOPE et al., 1970; 

FAMILUSI et al., 1972; KEMP et al., 1972; KUZMIN et al., 2003) e de gatos no 

Zimbabwe (VON TEICHMAN, 1998; KUZMIN et al., 2003). 

Duvenhage lyssavirus (DUVV), originalmente isolada em 1970 na África de um 

homem que morreu após ser agredido por um morcego (MEREDITH et al., 1971). 

Posteriormente, em 1981, foi isolada de um morcego Miniopterus sp. também na 

África (KUZMIN et al., 2003). 

European bat lyssavirus 1 (EBLV1), identificado primeiramente em 1968 na 

Alemanha em um morcego da espécie Eptesicus serotinus (SCHNEIDER et al., 

1985; DIETZSCHOLD et al., 1988; SCHNEIDER e COX, 1994). Posteriormente, em 

1985 foi isolado na Polônia (LAFON et al., 1986), na Ucrânia e de um caso humano 

relacionado a morcego na Rússia (SELIMOV et al., 1989, 1991; KUZMIN et al., 

2003), em 1987 na Dinamarca, Espanha e Holanda e, em 1989 na França 

(BOURHY et al., 1992).  

European bat lyssavirus 2 (EBLV2), isolado em 1985 na Finlândia de um humano 

(BOURHY et al., 1993; TORDO, 1996) e em morcegos na Holanda, Reino Unido e 

Suíça, sendo mantido por morcegos insetívoros do gênero Myotis (KING et al., 1994; 

KUZMIN et al., 2003). 

Australian bat lyssavirus (ABLV), isolado em 1996 em humanos e também de cinco 

espécies de morcegos raposa-voadora e uma espécie de morcego insetívoro na 

Austrália (FRASER et al., 1996; GOULD et al., 1998; KUZMIN et al., 2003). 

Aravan lyssavirus (ARAV) – identificada primeiramente na espécie de morcego 

Myotis blythi na região do Quirguistão na Ásia Central (ARAI et al., 2003; KUZMIN et 

al., 2003). 

Khujand lyssavirus (KHUV) – identificada em morcegos da espécie Myotis 

daubentoni no Tajiquistão em 2001 (KUZMIN et al., 2003). 

Irkut lyssavirus (IRKV) – identificada em morcegos da espécie Murina leucogaster na 

Província de Irkustk – Rússia em 2002 (KUZMIN et al., 2005). 

West Caucasian bat lyssavirus (WCBV) – identificada em morcegos da espécie 

Miniopterus schreibersii na região de Krasnodar na Rússia (KUZMIN et al., 2005). 

Ikoma lyssavirus (IKOV) – identificada em uma civeta africana da espécie Civettictis 

civetta na região de Ikoma, Nordeste da Tanzânia em 2009 (MARSTON et al., 2012). 
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Shimoni bat lyssavirus (SHIBV) – identificada em morcegos insetívoros da espécie 

Hipposideros commersoni na região de Shimoni no Kenya em 2009 (KUZMIN et al., 

2010). 

Bokeloh bat lyssavirus (BBLV) – isolado pela primeira vez de um morcego de franja 

da espécie Myotis nattereri na Alemanha em 2010 e na França em 2012 (FREULING 

et al., 2011; PICARD-MEYER et al., 2013). 

Gannoruwa bat lyssavirus (GBLV) – isolado de morcegos conhecidos como raposas 

voadoras indianas, da espécie Pteropus giganteus em Sri Lanka entre 2014 e 2015 

(GUNAWARDENA et al., 2016). 

Lleida bat lyssavirus (LLEBV) – isolado de um morcego da espécie Miniopterus 

schreibersii na cidade de Lleida na Espanha em 2011 (CEBALLOS et al., 2013). 

 

2.3 Morfologia, estrutura e replicação viral 

 

Similar aos outros membros da família Rhabdoviridae, o vírus da raiva possui 

uma forma cilíndrica com uma extremidade arredondada e a outra plana que lembra 

a forma de um projétil. Apresenta um envelope lipídico com espículas por toda sua 

extensão, exceto na porção plana, provenientes da célula hospedeira no momento 

da lise celular, após a replicação. Seu diâmetro é de 75 nm (45 nm a 100 nm) e 

possui variação em seu comprimento de 100 a 300 nm. A partícula viral é constituída 

de nucleocapsídeo helicoidal e envelope viral (FAUQUET et al., 2004). Todas as 

estruturas do vírus estão representadas na figura 01. 

 

Figura 1. Representação esquemática do vírus da Raiva. 

 

 

Disponível em: http://viralzone.expasy.org/all_by_protein/22.html 
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O genoma do vírus da raiva possui uma molécula única de RNA, não 

segmentada e polaridade negativa não infecciosa. A cepa Pasteur, cepa clássica, 

possui 11.932 nucleotídeos (aproximadamente 12 Kb) e, de acordo com Flamand e 

Delagneu em 1978 e Tordo et al. em 1986a, codifica 5 proteínas na ordem da 

extremidade 3’ para 5’ (N, P, M, G e L). As proteínas codificadas pelo vírus da raiva 

estão esquematizadas na figura 02. 

 

Figura 2. Representação esquemática da organização do genoma do vírus da raiva. 

 

 

Disponível em: http://viralzone.expasy.org/all_by_species/2.html  
 

 

A ribonucleoproteína (RNP) ou nucleocapsídeo é uma associação do RNA 

genômico com as proteínas N, P e a L (SOKOL et al., 1969; FAUQUET et al., 2004). 

A proteína N é a mais conservada entre os diferentes genótipos de Lyssavirus e é a 

proteína mais abundante do capsídeo. Tem como funções proteger o genoma contra 

endonucleases, regulação da replicação, modular a transcrição e interagir com a 

proteína P na replicação e tradução (WUNNER, 2002). A proteína P interage com as 

proteínas N e L e acredita-se que suas funções estejam ligadas a replicação viral, 

atuando como co-fator da RNA polimerase e interagindo com outros fatores 

celulares, provavelmente envolvidos na disseminação do vírus (WUNNER, 2007). A 

proteína L é a maior do genoma viral, ocupando aproximadamente 54% de sua 

extensão (WUNNER, 2007). Ela age como um complexo enzimático, responsável 

pela maioria das atividades enzimáticas do vírus tanto na transcrição quanto 

replicação viral (TORDO et al., 1988). 

O envelope viral é uma bicamada lipídica derivada da associação de duas 

proteínas, a M e a G. A proteína M tem a função de manter a ligação entre o 
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envelope e o nucleocapsídeo e à morfogênese da partícula viral antes do 

brotamento (SOKOL et al., 1971; DELAGNEAU et al., 1981; TORDO et al., 1986b). 

A proteína G é a única proteína do vírus que é transmembranária e que se projeta 

para o exterior com espículas glicosiladas constituídas por trímeros (WUNNER et al., 

1985; TORDO et al., 1986b). Além disso, a proteína G é responsável pela fixação da 

partícula viral nos receptores da célula hospedeira, participando da endocitose e da 

fusão da membrana do vírus com a vesícula endossomal (PERRIN et al., 1982; 

GAUDIN et al., 1991; GAUDIN et al., 1993). 

Na replicação viral, o primeiro evento é a adsorção do vírus na membrana da 

célula hospedeira por ação da proteína G com os receptores do hospedeiro. O vírus 

penetra na célula por endocitose e libera a ribonucleoproteína no citoplasma celular, 

através da fusão do envelope viral ao vacúolo lisossomal. É iniciada a transcrição do 

RNA viral nos cinco RNAs mensageiros (mRNA)s no sentido positivo, realizada pela 

proteína L que tem a função de RNA polimerase – RNA dependente. Após a 

tradução das cinco proteínas, é iniciada a replicação do genoma viral, também 

realizada pela proteína L, primeiramente sintetizando o anti-genoma de polaridade 

positiva, que servirá de molde para a produção de genoma viral de polaridade 

negativa (TORDO, 1996). 

Quando o número de proteínas virais N, P, L, M, G e RNA genômico são 

suficientes para que haja infecção de novas células ocorre à morfogênese, ou seja, 

a montagem do vírus. As proteínas M e G deslocam-se em direção à membrana 

celular ao mesmo tempo em que as ribonucleoproteínas são formadas e em seguida 

ocorre a gemação do virion (WUNNER, 2007). Durantes esses eventos, a célula 

hospedeira continua metabolicamente competente. A morfogênese do vírus está 

associada à formação dos corpúsculos de Negri, uma matriz intracitoplasmática que 

antecede a formação dos novos virions (MATSUMOTO, 1962). No estudo de Lahaye 

et al. (2009), há evidências de que o corpúsculo de Negri seja o local onde ocorrem 

a replicação e a transcrição do vírus da raiva. 

Ao final da morfogênese, ocorre o revestimento do virion pela membrana da 

célula hospedeira, devido à pressão exercida pela RNP nos locais onde há as 

proteínas G e M, formando assim o envelope viral e ocorrendo a liberação das novas 

partículas infectantes (GAUDIN et al., 1993). O esquema da replicação do vírus da 

raiva é apresentado na figura 03. 
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Figura 3. Representação esquemática do ciclo de replicação do vírus da raiva. 

 

 

Adaptado e disponível em: 
http://www.nature.com/nrmicro/journal/v8/n1/fig_tab/nrmicro2260_F3.html 

 

 

2.4 Fisiopatologia 

 

Por ser um vírus neurotrópico, o vírus da raiva causa uma infecção aguda do 

sistema nervoso central e sua patogenicidade está associada à difusão do vírus dos 

nervos periféricos ao sistema nervoso central (THOULOUZE et al., 1998). 

Na maioria dos casos, a infecção ocorre após a mordedura ou arranhadura de 

um animal que esteja eliminando o vírus pela saliva. Outra via de transmissão é a 

inalação de aerossóis, em cavernas onde haja grande concentração de morcegos 

infectados com o vírus (JOHNSON; PHILLPOTTS; FOOKS, 2006; WARREL, 1995). 

Há relatos ainda, sobre a contaminação por meio de transplantes de órgãos de 

doadores contaminados. Em 2004 foram descritos três casos de pacientes que 

receberam órgãos de um mesmo doador em comum e desenvolveram a doença, o 
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que leva a acreditar que havia vírus nas terminações nervosas dos órgãos, já que, 

não existem relatos de disseminação do vírus por via hematológica (CDC, 2004). 

Antigamente acreditava-se que os sinais clínicos variavam de acordo com o 

hospedeiro do vírus, do local e quantidade de vírus inoculada (RUPPRECHET et al., 

2002). A forma clássica da doença apresenta sintoma inicial não específico e pode 

sugerir sintomas respiratórios, gastrointestinais e/ou comprometimento do sistema 

nervoso central. Na fase inicial, a disfunção neurológica é inespecífica, levando a 

raiva a ser confundida com outras doenças. Já na fase aguda, é predominante os 

sinais de hiperatividade (raiva furiosa) ou paralisia (raiva silenciosa), mas que em 

ambos os casos causam paralisia progressiva, coma e morte. No ser humano, a 

forma furiosa da doença resulta em taquicardia, após episódios de agitação, 

movimentos bruscos, respiração acelerada e febres altas. A hidrofobia é um sintoma 

muito característico na raiva em seres humanos, levando o paciente a ter contrações 

musculares, espasmos respiratórios e estado de angústia, coma, sendo a morte 

decorrente de parada respiratória ou cardíaca (FISHBEIN, 1991). Nos animais não 

há descrição da hidrofobia. Atualmente, estudos sugerem que os sinais clínicos 

associados à forma furiosa ou paralítica da doença derivam da variante viral 

envolvida (HEMACHUDHA et al., 2002;2005;2013). A violência comumente 

associada à raiva está relacionada com as variantes virais que mantém o ciclo 

terrestre de transmissão da doença. A raiva silenciosa, onde se observa a paralisia 

dos músculos, derivada de transmissão do vírus pelo ciclo aéreo (BAER, 1991), 

(INSTITUTO PASTEUR, 2018). 

 

2.5 Diagnóstico da raiva 

 

A OMS recomenda os métodos de Imunofluorescência direta (IFD) e de 

isolamento viral em cultivo celular ou por inoculação em camundongos, para 

detectar o vírus em amostras de sistema nervoso central suspeitas. O isolamento e 

a IFD devem ser realizados de forma paralela e a imunofluorescência deve ser ainda 

utilizada como confirmação dos resultados positivos no isolamento. O isolamento em 

animais deve ser substituído por métodos alternativos sempre que possível (WHO, 

2018). 

As técnicas que envolvem a utilização de anticorpos monoclonais (MAbs) e 

biologia molecular concedem um conhecimento aprofundado sobre a epidemiologia 
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da raiva ao permitir a identificação de focos e de novos ciclos, assim como a 

determinação da fonte de infecção nos casos com espécies agressoras não 

conhecidas (DE MATTOS et al., 1999; PAHO/WHO, 2000).  

Os estudos epidemiológicos do vírus da raiva avançaram na década de 80, 

após a disponibilização dos anticorpos monoclonais para análises antigênicas, 

produzidos através da imunização de camundongos com a vacina inativada e a 

técnica de imunofluorescência indireta estabelecida por WIKTOR & KOPROWSKI 

(1978) (FAVORETTO et al., 2002). 

As técnicas de biologia molecular tem sido utilizadas na caracterização 

genética das variantes virais (FAVORETTO et al., 2001; 2006; HEINEMANN et al., 

2002; CARNIELI et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2010; ALBAS et al., 2011; QUEIROZ 

et al., 2012). A técnica de Reação em Cadeia pela Polimerase precedida da 

transcrição reversa (RT-PCR) mostrou ser eficiente para diagnosticar o vírus da 

raiva em amostras de sistema nervoso central em decomposição, até mesmo nos 

casos em que as técnicas de IFD e inoculação não possibilitam a obtenção de um 

resultado diagnóstico (FAVORETTO et al., 2006, ARAUJO et al., 2008).  

 

2.6 A raiva silvestre no Brasil 

 

As espécies silvestres que são normalmente encontradas com raiva no Brasil 

englobam os morcegos, hematófagos e não hematófagos, os canídeos silvestres (C. 

thous e P. vetulus) e os saguis (Callithrix spp.). Espécies como os coatis (Nasua 

nasua), gambás (Didelphis spp.), guaxinins (Procyon cancrivorous) e outros primatas 

não-humanos eventualmente são diagnosticadas com a doença. Todos os anos, 

canídeos silvestres são diagnosticados com raiva. Em 2008, Carnieli et al. iniciou a 

identificação de canídeos silvestres de algumas regiões do Nordeste do Brasil, 

facilitando assim a organização dos dados de vigilância. Curiosamente, observou-se 

que todos os casos estão restritos a região Nordeste do Brasil, onde também havia 

um grande número de casos de raiva em cães. 

Com os programas de vigilância e controle da raiva, nas últimas décadas, 

houve uma diminuição dos casos de raiva transmitida por cães no Brasil. 

Consequentemente, a observação da ocorrência dos casos de raiva silvestre, 

especialmente nas regiões Norte e Nordeste aumentou (CARNIELI et al., 2008, 

2013; FAVORETTO et al., 2013). 
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A raiva ocorre em dois ciclos, o aéreo, mantido por populações de morcegos e 

o terrestre, que tem como seu principal reservatório o cão (BELOTTO et al., 2005). 

Os animais silvestres representam um risco importante tanto para o ciclo aéreo 

quanto para o ciclo terrestre de transmissão da raiva em todas as regiões do mundo 

com dados de ocorrência do vírus. A epidemiologia da doença demonstra 

claramente a importância da interação entre animais, meio ambiente e seres 

humanos para a manutenção e reemergência de ciclos epidemiológicos da raiva. A 

identificação de variantes mantidas por animais silvestres e transmitidas a humanos 

de forma direta (FAVORETTO et al., 2013) e de uma cepa isolada em macacos-

prego (KOBAYASHI et al., 2013) são exemplos da necessidade de estudos e 

vigilância constantes da doença na fauna silvestre. 

Na região Nordeste do Brasil, a raiva silvestre é mantida principalmente pelos 

morcegos hematófagos e não hematófagos, os primatas não-humanos da espécie 

Callithrix jacchus e os canídeos silvestres, em especial a espécie Cerdocyon thous, 

que após estudos ecológicos e epidemiológicos foi sugerido como o principal 

reservatório da raiva nessa região, seguido pelo Lycalopex vetulus (FAVORETTO et 

al., 2001; Ito et al., 2001; CARNIELI et al., 2008; FAVORETTO et al., 2013).  

Dados do Ministério da Saúde mostram que entre os anos de 2011 e 2016 

foram realizadas 45.549 notificações profiláticas para raiva após ataques de animais 

silvestres no Brasil. Os morcegos somam 22.822 ataques a seres humanos, seguido 

dos primatas não-humanos com 18.110 ataques, e os canídeos silvestres com 4.617 

ataques. Em relação aos cães domésticos, foram realizadas 3.001.857 notificações 

preventivas para raiva. Dados atualizados até o mês de Maio de 2017. Entre os anos 

de 2010 e 2017, foram registrados 25 casos de raiva em seres humanos, 

ressaltando que no ano de 2014 não houve casos de raiva humana registrados no 

Brasil. Os animais silvestres foram responsáveis por 12 casos de transmissão da 

raiva a seres humanos, 8 casos transmitidos por morcegos (hematófagos e não 

hematófagos) e 4 casos por primatas não-humanos. Não há relatos de casos de 

raiva transmitidos por canídeos silvestres (BRASIL, 2018). 

 

2.7 Os canídeos silvestres e o vírus da raiva 

 

Os membros da família Canidae apareceram na América do Sul ao final do 

Plioceno e começo do Pleistoceno, vindo da América do Norte pelo canal do 
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Panamá, há aproximadamente 3 milhões de anos atrás e alcançando a diversidade 

encontrada hoje em dia (BERTA, 1987). Há dez espécies endêmicas de canídeos 

atualmente na América do Sul, o que mostra a grande diversidade da família no 

continente, que se dá pelo fato de que os animais possuem grande adaptação à 

variedade de habitats e por sua alimentação generalista e oportunista, que possuem 

como presas vertebrados, invertebrados e frutas (BERTA, 1987; GINSBERG & 

MACDONALD, 1990; WOZENCRAFT, 2005). 

De acordo com Wilson e Reeder (1993), no Brasil são encontradas seis 

espécies de canídeos, sendo elas Speothos venaticus (o cachorro vinagre), 

Atelocynus microtis (cachorro do mato de orelhas curtas), Chrysocyon brachyurus 

(lobo guará), Cerdocyon thous (cachorro do mato), Lycalopex vetulus (raposa do 

campo) e Lycalopex gymnocercus (graxaim do campo). Exceto a A. microtis e L. 

gymnocercus, que são encontradas na região Amazônica e Sudeste 

respectivamente, as demais espécies são encontradas na região Nordeste do Brasil. 

Já as espécies C. brachyurus e S. venaticus são encontradas em todo o país com 

exceção da floresta Amazônica. O L. vetulus é encontrado no cerrado, zonas de 

transição e Pantanal e o C. thous não é encontrado na região central da floresta 

Amazônica (COURTENAY & MAFFEI, 2004). 

Devido a similaridades morfológicas das espécies de canídeos silvestres 

envolvidas na transmissão da raiva na região Nordeste, C. thous e L. vetulus, e pela 

distribuição sobreposta dessas duas espécies, que podem confundir pesquisadores 

inexperientes na identificação dos mesmos, Carnieli et al. (2008), analisaram o ácido 

desoxirribonucleico (DNA) mitocondrial de canídeos silvestres positivos para raiva 

nessa região, com exceção do Estado do Ceará e observaram que a maior parte das  

amostras pertenciam à espécie C. thous.  

Por possuir hábitos sinantrópicos, o C. thous representa um grande problema 

de saúde pública, pois pode estar constantemente em contato com cães domésticos, 

devido ao desmatamento, o que faz com que esses animais se movam para as 

áreas urbanas (HALPIN et al., 2007; SOUZA et al., 2016). 

O cachorro do mato C. thous (figura 04) tem porte médio e pesa entre 4 e 7 kg. 

Possui a cabeça relativamente pequena e estreita, normalmente com a pelagem 

escura variando do cinza ao preto com as partes inferiores mais claras. Se alimenta 

de frutas, pequenos mamíferos, ovos, caranguejos e insetos (COURTENAY & 

MAFFEI, 2004). 
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Figura 4. Cachorro do mato Cerdocyon thous. 

 

 

                                Disponível em: http://www.hudsongarcia.com 
 

 

A espécie está distribuída em praticamente toda a América do Sul, ocorrendo 

em grande parte do Brasil, exceto na Amazônia, no Paraguai, ao Norte da Argentina, 

no Uruguai, na Bolívia a Leste dos Andes, ao Norte da Colômbia e na Venezuela, 

com alguns registros na Guiana e Suriname (COURTENAY & MAFFEI, 2004). 
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Figura 5. Distribuição geográfica do Cerdocyon thous (adaptado). 

 

 

                            Mapa original disponível em: www.freepik.com 
 

 

A raposa do campo L. vetulus (figura 06) é um animal magro, relativamente 

pequeno e pesa entre 2,5 e 4 kg. Possui focinho pontudo e orelhas grandes. A 

coloração da pelagem varia, tendo as regiões superiores cinza e as partes inferiores 

do amarelo ao castanho. O pescoço é branco, mas o lado inferior da mandíbula é 

quase preto assim como a base e a ponta da cauda. Também pode estar presente 

uma superfície escura no dorso. Se alimenta de pequenos mamíferos, aves, répteis 

e insetos (DALPONTE & COURTENAY, 2004). 
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Figura 6. Raposa do campo Lycalopex vetulus. 
 

 

                                      Disponível em: http://www.arkive.ogr 
 

 

O L. vetulus é uma espécie endêmica do Brasil e sua ocorrência é 

principalmente no cerrado, mas pode ser encontrada em zonas de transição, como 

habitats abertos no Pantanal (DALPONTE, 2009). De acordo com Lemos et al. 

(2013), não há registros de ocorrência desse canídeo silvestre em países vizinhos. A 

região mais comum é a centro-sul do cerrado, mas devido a novos registros, sua 

distribuição tem sido ampliada para as regiões Norte e Nordeste do país 

(DALPONTE, 2009). Atualmente, há registros de ocorrência nas regiões Centro-

Nordeste e Oeste do Estado de São Paulo, Centro-Oeste de Minas Gerais, Goiás, 

Mato Grosso, Mato Grosso do Sul (em regiões não inundadas), Tocantins, Distrito 

Federal, Sudeste da Bahia, Sul de Rondônia, médio-Leste do Maranhão e ao Norte 

do Piauí (DALPONTE, 2003; 2009; COSTA & COURTENAY, 2003; DALPONTE & 

COURTENAY, 2008). 

Mesmo com sua distribuição conhecida, existem lacunas em algumas regiões 

devido à falta de confirmação ou ausência de registros. Uma das regiões é a 

Nordeste, onde o cerrado é substituído pela caatinga. Muitos pesquisadores afirmam 
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ter registros da raposa do campo no Centro e Leste da caatinga, mas não há 

estudos que confirmem essa informação (LEMOS et al., 2013). 

 

Figura 7. Distribuição geográfica do Lycalopex vetulus (adaptado). 

 

 

 

                             Mapa original disponível em: www.freepik.com 
 

 

Os estudos realizados por Carnieli, et al. (2008, 2009, 2013) concluíram que, 

mesmo com os programas de vacinação de animais domésticos, a linhagem 

genética do vírus da raiva associada a cães ainda está em circulação nas regiões 

Norte e Nordeste, e que uma outra linhagem está em circulação entre os canídeos 

silvestres. Nesses estudos filogenéticos, identificaram duas sub linhagens circulando 

em C. thous na mesma área geográfica, e devido a esse fato, tentam explicar como 

essas linhagens genéticas são dispersas tempo e regionalmente. 
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Mesmo que as espécies de Lycalopex não sejam relatadas como de ocorrência 

no Estado do Ceará, a espécie L. vetulus ocorre nesta região do Nordeste do país 

(QUEIROLO et al., 2012; BEISIEGEL et al., 2013; LEMOS et al., 2013) e durante 

estudos de epidemiologia da raiva neste Estado foram observadas visualmente 

diferenças morfológicas entre os canídeos, sugerindo que animais da espécie L. 

vetulus ocorram juntamente com os da espécie C. thous. 

 

2.8 Identificação de espécies utilizando o DNA mitocondrial 

 

A utilização do DNA mitocondrial (DNAmit) para identificação de diversas 

espécies animais é muito comum há algumas décadas (WILSON et al., 1985), tendo 

como foco o gene Citocromo C Oxidase Subunidade I (COI) devido a sua alta 

conservação genética (BROWN, 1985). 

O DNAmit (figura 8) é uma molécula haploide de aproximadamente 16.500 

pares de bases (pb), extra cromossomal, com herdabilidade uniparental materna, 

encontrada em grande número de cópias e 90% de sua totalidade é codificante. 

Essa região codificante apresenta 37 genes sendo, 13 polipeptídeos, 22 RNA 

transportadores (tRNA) e 2 subunidades ribossômicas (rRNA). A região que não 

codifica genes é denominada região controle ou D-loop (ANDERSON et al., 1981; 

ANDREWS et al., 1999; BLUTER. 2010).  
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Figura 8. Representação esquemática do DNA mitocondrial animal. 

 

 

                                           Disponível em: http://www.authorstream.com 

 

 

Atualmente, uma sequência genética do DNAmit vem sendo empregada como 

um código de barras (DNA barcode) na identificação de espécies animais. O 

fragmento codificador do gene COI foi denominado como um marcador devido sua 

conservação entre as mais diferentes espécies (HEBERT et al., 2003). Os métodos 

clássicos de identificação de espécies são baseados em características morfológicas 

e dependem de um profissional em taxonomia que, em muitos casos, são 

especialistas em apenas um grupo de espécies (HOPKINS & FRECKLETON, 2002; 

JINBO et al., 2011). Os métodos moleculares não irão substituir os métodos 

clássicos, mas são capazes de auxiliar nessas identificações (PADIAL et al., 2010). 

Sabendo disso, o uso do DNA barcode pode ser um poderoso recurso para a 

identificação de espécies animais através do sequenciamento genético dessa região 

(MILLER, 2007). 

O conhecimento em relação ao comportamento das espécies de animais 

silvestres envolvidas no ciclo epidemiológico da raiva e os estudos de caracterização 

de espécies de canídeos silvestres no Ceará bem como o papel desempenhado por 

estes animais na epidemiologia da região são de extrema importância para um 

melhor entendimento da doença. Assim sendo, esse estudo contribuirá para a 

melhoria na eficiência das ações destinadas aos programas de profilaxia da raiva, 
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facilitando as ações de conservação destas espécies, uma vez que em casos de 

epizootias de raiva em canídeos se faz comum à caça e o sacrifício destes animais 

pela população local. 
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3 OBJETIVO GERAL 

 

Realizar a caracterização genética de espécies de canídeos silvestres de ocorrência 

no Estado do Ceará e estudar sua correlação com a circulação do vírus da raiva. 

 

3.1  Objetivos específicos 

 

Realizar a caracterização molecular das espécies de canídeos silvestres de 

ocorrência no Estado do Ceará utilizando DNA mitocondrial. 

Realizar a caracterização molecular das amostras positivas de canídeos silvestres 

para o vírus da raiva. 

Analisar todas as sequências obtidas com relação às espécies de canídeos 

silvestres, linhagens virais circulantes e comparar os resultados por região do 

Estado do Ceará, das amostras positivas para raiva com os grupos filogenéticos 

apresentados. 

Fornecer resultados que sirvam de suporte para melhor entendimento da 

epidemiologia da raiva em canídeos silvestres.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1  Área de estudo e amostras 

 

As amostras de sistema nervoso central (SNC) dos canídeos silvestres foram 

provenientes de 38 municípios do Estado do Ceará (figuras 09 e 10), com registro de 

animais silvestres positivos para a raiva, coletadas durante o desenvolvimento do 

projeto de pesquisa FAPESP “Raiva em silvestres terrestres da região Nordeste do 

Brasil: epidemiologia molecular e detecção da resposta imune” (Processo 

2014/16333-1) (69 amostras), e também, amostras de projetos anteriores em 

parceria com o Estado, mantidas no acervo do Núcleo de Pesquisas em Raiva do 

Laboratório de Virologia Clínica e Molecular, do Instituto de Ciências Biomédicas da 

Universidade de São Paulo (32 amostras), totalizando 101 amostras. 

 

Figura 9. Mapa do Brasil evidenciando o Estado do Ceará (adaptado). 

 

 

                                         Mapa original disponível em: www.freepik.com 
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Figura 10. Mapa do Estado do Ceará evidenciando os municípios pertinentes às amostras 
(adaptado). 

 

 

                   Mapa original disponível em: www.gpublicamunicipal.com.br 
 

 

Todas as atividades foram realizadas com autorização e parceria do NUVET – 

Núcleo de Controle de Vetores da Coordenadoria de Promoção e Proteção à Saúde/ 

Secretaria de Estado de Saúde do Ceará e licença emitida pelo Sistema de 

Autorização e Informação em Biodiversidade – SisBio (45196-3). 

As coletas de material foram realizadas em expedições específicas para o 

referido projeto e também durante as atividades rotineiramente realizadas pelo 

NUVET. 
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Animais encontrados mortos nestas localidades, encaminhados ou 

encontrados doentes com suspeita da enfermidade, após o período de observação 

em quarentena e que chegaram ao óbito, foram submetidos a procedimento de 

necropsia para obtenção de amostras do SNC e realização do diagnóstico da raiva 

por meio das técnicas de IFD e inoculação pelo LACEN Ceará. Alíquotas destas 

foram congeladas (-700C) e remetidas ao Laboratório de Virologia Clínica e 

Molecular do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo e 

mantidas em freezer a temperatura de -70°C. 

 

4.2  Extração do ácido nucleico total 

 

Para a extração do ácido nucleico total, cada amostra de SNC foi submetida ao 

processo de maceração, utilizando aproximadamente 0,5 g do SNC e 1 mL de H2O 

DEPEC em um microtubo de 1,5 mL, com movimentos mecânicos com auxílio de um 

pistilo e vórtex.  

As amostras seguiram para o extrator NucliSESNS EasyMag bioMerieux, uma 

plataforma automatizada para extração total de ácido nucleico, que tem capacidade 

para extrair de uma única vez 24 amostras num período de aproximadamente 40 

minutos. Para realização da extração, 300 µL do macerado foram diluídos em 450 

µL de tampão de lise (lysis buffer) e permaneceram em temperatura ambiente por 10 

minutos. Após esse período, foram acrescentados 30 µL de sílica magnética, que 

em elevadas concentrações de sal se liga aos ácidos nucleicos, e em seguida, 

iniciado o processo no equipamento. A sílica age como uma fase sólida e os 

componentes que não possuírem ácidos nucleicos serão retirados nas etapas de 

lavagem do processo. Ao final, todo ácido nucleico contido na amostra é eluído em 

um tampão denominado NucliSESNS Elution Buffer bioMerieux. 

Após o procedimento de extração, uma alíquota de cada amostra foi levada ao 

processo de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) para identificação dos 

canídeos silvestres e, outra alíquota, encaminhada ao processo de Transcriptase 

Reversa (RT), seguido de PCR para diagnóstico da raiva e identificação da linhagem 

genética do vírus. As amostras foram armazenadas em freezer a temperatura de -

70°C. 
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4.3 Oligonucleotídeos iniciadores (primers) 

 

Para a identificação dos canídeos silvestres foram utilizados os primers 

universais LCO 1490 e HCO 2198 (FOLMER et al., 1994), que são direcionados ao 

gene COI presente no DNAmit, e que amplificam um fragmento de 

aproximadamente 710 pb. 

Os primers Seq Nucleopr F750 (CAMPOS et al., 2011), e P304 (SMITH et al., 

1992), direcionados ao gene responsável pela decodificação da proteína N do vírus 

da raiva, amplificam um fragmento de 765 pb foram utilizados para a detecção do 

vírus. 

 

Tabela 1. Primer, polaridade, sequência dos primers e localização no gene, utilizados para 

amplificação do DNA mitocondrial de canídeos silvestres e detecção do RNA do vírus da raiva. 

 

 Primer Polaridade Sequência Localização no 

Gene 

LCO 1490 

 COI (canídeos 

silvestes) 

Positiva        GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 

 

1490 – 1515 

HCO 2198  

COI (canídeos 

silvestres) 

Negativa TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 

 

2198 – 2172 

SeqNucleoPr 

F750  

N (vírus da raiva) 

 

Positiva GGCACAGTWGTCACTGCT 

 
749 – 766 

P304  

N (vírus da raiva) 

Negativa TTGACGAAGTCTTGTTCAT 

 
1533 – 1514 

 
Fonte: Crus, 2018. 

 

 

4.4  Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) 

 

Modificado de Carnieli et al., 2016, as reações foram realizadas utilizando-se 

3,0 µL do DNA extraído adicionado a um “mix” contendo tampão de reação 10 mM 

tris-HCI, 50mM de KCI (PCR buffer 10X-Invitrogen®), 1,5 mM de MgCl2, 0,5 µM de 
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cada dNTP (dATP, dGTP, dTTP, dCTP/Invitrogen®), 0,2 µM de cada primer (LCO 

1490 e HCO 2198),  1,5U de Taq DNA polimerase (Invitrogen®) e H2O DEPEC® 

(Invitrogen®) para completar um volume final de 50 µL. As amplificações foram 

realizadas em termociclador Genamp® PCR System 9700, Applied Biosystems com 

pré-aquecimento a 94oC por cinco minutos para desnaturação seguida de 35 ciclos 

com 45 segundos de desnaturação a 94°C, 45 segundos de anelamento a 55°C e 90 

segundos de extensão a 72 °C, com uma extensão final de 10 minutos a 72°C.  

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose 

(Invitrogen®) a 1,5% em tampão TAE 0,5x (40mM Tris-acetato; 1 mM EDTA, pH 8,3 

Invitrogen®) e 2 µL de brometo de etídio (Edt Br-Sigma). Um “mix” de 10 µL do 

produto de PCR e 3 µL de azul de bromofenol (loading buffer) para cada amostra, foi 

aplicada no gel de agarose e submetida a eletroforese em cuba horizontal, contendo 

tampão TAE 0,5x (Invitrogen®) durante 1 hora a 100 volts.  A visualização do gel 

ocorreu em transiluminador de luz ultravioleta (UV) High Performance UV 

Transilluminator TFM-20V UPV. Os resultados foram comparados aos marcadores 

de peso molecular (100 pb Invitrogen®) e controles negativos e fotodocumentados 

no Benchtop UV Transilluminator M-20 V UPV. São consideradas positivas as 

amostras que apresentarem bandas na altura de pb esperada, identificadas pelo 

marcador de peso molecular quando observadas em luz UV. 

Os produtos de PCR foram mantidos em freezer a temperatura de -20°C. 

 

4.5  Reação em Cadeia pela Polimerase e Transcriptase Reversa (RT-PCR)  

 

A obtenção do DNA complementar (cDNA) do RNA extraído foi realizada com 

8,0 μL do RNA extraído adicionados à um “mix” contendo 200 U de Transcriptase 

Reversa (RT) (MMLV – Moloney-murine leukemia virus/Super ScriptTM -Invitrogen®) 

diluídas em 8,0 μL de tampão da enzima (5X first strand buffer 50 mM de tris-HCl 

(pH-8,3), 4 mM de DTT, 1,2 mM de cada dNTP (dATP, dGTP, dTTP, 

dCTP/Invitrogen®), 50 pmols de primer randômico, 10 U de Inibidor de Ribonuclease 

(RNAse Inhibitor – Invitrogen®), e H2O DEPC® (Invitrogen®), em um volume final de 

50 μL. A transcrição ocorreu em termobloco aquecido a 42 °C por 60 minutos.  

As reações de PCR foram realizadas utilizando-se 2,0 μL do cDNA extraído 

adicionado a um “mix” contendo tampão de reação 10mM tris-HCI, 50mM de KCI 

(PCR buffer 10X-Invitrogen®), 2,5 mM de MgCl2, 0,5 µM de cada dNTP (dATP, 



46 
 

dGTP, dTTP, dCTP/Invitrogen®), 0,2 µM de cada primer (Seq NucleoPr F750 e 

P304),  1,5U de Taq DNA polimerase (Invitrogen®) e H2O DEPC® (Invitrogen®) para 

completar um volume final de 50 µL. As amplificações foram realizadas em 

termociclador Genamp® PCR System 9700, Applied Biosystems com pré-

aquecimento a 95°C por cinco minutos para desnaturação seguida de 35 ciclos com 

45 segundos a 94 °C, 45 segundos a 55 °C e 90 segundos a 72 °C e uma etapa de 

extensão final a 72 °C por 5 minutos (CAMPOS et al., 2011). 

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose 

(Invitrogen®) a 1,5% em tampão TAE 0,5x (40mM Tris-acetato; 1 mM EDTA, pH 8,3 

Invitrogen®) e 2 µL de brometo de etídio (Edt Br-Sigma). Uma mistura de 10 µL do 

produto de PCR e 3 µL de azul de bromofenol (loading buffer) para cada amostra, foi 

aplicada no gel de agarose e submetida a eletroforese em cuba horizontal, contendo 

tampão TAE 0,5x (Invitrogen®) durante 1 hora a 100 volts.  A visualização do gel 

ocorreu em transiluminador de luz ultravioleta (UV) High Performance UV 

Transilluminator TFM-20V UPV. Os resultados foram comparados aos marcadores 

de peso molecular (100 pb Invitrogen®), o controle positivo, amostra 

brbovCE416_15 (sob laudo brusp035/16), o controle negativo e fotodocumentados 

no Benchtop UV Transilluminator M-20 V UPV. São consideradas positivas as 

amostras que apresentarem bandas na altura de pb esperada conforme o controle 

positivo, identificadas pelo marcador de peso molecular quando observadas em luz 

UV. 

Os cDNAs e os produtos de PCR foram mantidos em freezer a temperatura de 

-20°C. 

 

4.6  Sequenciamento genético 

 

Após as amplificações, as amostras foram submetidas ao processo de 

purificação utilizando o sistema ExoSAP-IT (GE Healthcare Bio-Sciences Ltd - USB 

Corporation) segundo instruções do fabricante, e submetidas ao termociclador 

Genamp® PCR System 9700, Applied Biosystems a 37° C por 15 minutos e 80°C 

por 15 minutos. Após esse procedimento, as amostras foram diluídas com H2O 

DEPC® (Invitrogen®). 

Em seguida, foram submetidas à reação de sequenciamento utilizando o kit 

comercial BigDyeTM terminator – cycle sequencing read reaction - Applied 
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Biosystems®, seguindo as instruções do fabricante utilizando os primers descritos na 

tabela 1. 

Em um microtubo contendo 3,5 L de produto de PCR purificado, foram 

adicionados 1,3 L de Tampão Save Money 5X (Tris HCl 200 mM pH 9,0 e 5mM 

MgCl2), 0,03 mM do primer (1 pmol) e 2 L do kit ABI PRISM Dye Terminator 

Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Big Dye v3.1 Applied biosystems®) 

completando um volume final de 10L. O procedimento foi efetuado separadamente 

para cada um dos 4 primers. 

A reação foi levada ao termociclador Genamp® PCR System 9700, Applied 

Biosystems pré-aquecido a 96°C por 5 minutos para desnaturação da fita de DNA, 

seguido de 35 ciclos, cada um deles composto de 10 segundos a 96°C para 

desnaturação do DNA molde, 45 segundos a 50°C para emparelhamento dos 

primers e 2 minutos a 60°C para extensão da nova fita de DNA. 

Os produtos obtidos foram purificados por meio do sistema Applied Biosystems 

Big Dye X-TerminatorTM Purification Kit (Applied Biosystems) visando a remoção 

de excesso de dideoxinucleotídeos “terminadores” presentes na reação. Uma 

mistura de 35µL do produto foram adicionados ao produto da reação de 

sequenciamento e agitados em “vórtex” por 30 minutos e em seguida centrifugados 

a 1000 rotações por minuto (rpm) por 02 minutos em centrífuga Sorvall RT7 

Benchtop Centrifuge. Foram retirados 20µL do sobrenadante e adicionados a 

microplacas para a realização da eletroforese em polímero POP7 (Applied 

Biosystems), utilizando sequenciador automático ABI-PRISM modelo 3130 (Applied 

Biosystems). As amostras foram traqueadas automaticamente utilizando software 

do analisador automático de DNA ABI Prism modelo 3130XL. 

As sequências de nucleotídeos obtidas foram analisadas com o programa 

BioEdit v7.2.5 (1997-2013, Tom Hall – Nucl. Acids Symp.). 

 

4.7  Análises filogenéticas 

 

As sequências de nucleotídeos foram alinhadas juntamente com sequências 

adquiridas do GenBank, pelo método ClustalW utilizando o programa MEGA versão 

7.0 (KUMAR et al., 2016). Os arquivos foram analisados, com o referido programa, 
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tendo como resultado a obtenção do grau de similaridade entre as sequências, 

calculadas par a par. 

O dataset gerou a árvore de máxima verossimilhança (maximum likelihood) 

com o algoritmo “Neighborn joining” para verificar a sustentação de ramos nas 

topologias das árvores obtidas e foram realizadas análises de “bootstrap” com 1000 

réplicas (FELSENSTEIN, 1985). 
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5 RESULTADOS 

 

5.1  Área de estudos e amostras 

 

Para realização deste estudo, foram analisadas um total de 101 amostras 

provenientes de canídeos silvestres de 38 municípios do Estado do Ceará, 

recebidas no Núcleo de Pesquisas em Raiva entre os anos de 2004 e 2016. Do total 

de amostras, 48,5% das amostras provinham da região montanhosa, 39,6% da 

região semiárida, 9,9% da região litorânea e 1,9% não tinham a procedência 

identificada. A identificação das amostras e os locais de procedências estão listados 

na tabela 2.  

 
Tabela 2. Identificação e procedência das amostras de sistema nervoso central de canídeos 
silvestres do Estado do Ceará, Brasil, encaminhadas para diagnóstico do vírus da raiva e 
caracterização genética das espécies. São Paulo, Julho de 2018. 

      

N. Identificação Procedência    

 

1 

2 

3 

 

CanSilvCE22_04 

CanSilvCE25_04 

CanSilvCE28_04 

 

Potengi 

Salitre 

Várzea Alegre 

   

4 CanSilvCE983_04 Limoeiro do Norte    

5 CanSilvCE91_16 Limoeiro do Norte    

6 CanSilvCE112_16 Limoeiro do Norte    

7 CanSilvCE1091_04 Palmácia    

8 CanSilvCE1092_04 Palmácia    

9 CanSilvCE484_05 Palmácia    

10 CanSilvCE145_05 Redenção    

11 

12 

13 

14 

15 

16 

CanSilvCE187_05 

CanSilvCE744_05 

CanSilvCE1104_05 

CanSilvCE1155_05 

CanSilvCE72_06 

CanSilvCE685_06 

Crato 

Tauá 

Pedra Branca 

Caridade 

Itaitinga 

Itaitinga 
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N. 

 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

32 

33 

34 

35 

36 

37 

38 

39 

40 

41 

42 

43 

44 

45 

46 

47 

48 

Identificação 

 

CanSilvCE986_06 

CanSilvCE297_15 

CanSilvCE158_06 

CanSilvCE496_06 

CanSilvCE494_06 

CanSilvCE92_12 

CanSilvCE112_12 

CaniSilvCE14_15 

CanSilvCE270_15 

CanSilvCE489_15 

CanSilvCE302_15 

CanSilvCE135_16 

CanSilvCE377_16 

CanSilvCE317_15 

CanSilvCE138_16 

CanSilvCE166_16 

CanSilvCE347_15 

CanSilvCE363_15 

CanSilvCE240_16 

CanSilvCE375_15 

CanSilvCE277_16 

CanSilvCE317_16 

CanSilvCE388_16 

CanSilvCE276_13 

CanSilvCE58_05 

CanSilvCE394_15 

CanSilvCE1106_05 

CanSilvCE329_13 

CanSilvCE302_16 

CanSilvCE303_16 

CanSilvCE285_15 

CanSilvCE294_16 

Procedência 

 

Itaitinga 

Itaitinga 

Russas 

Russas 

Parambu 

Maranguape 

Uruburetama 

Jaguaribe 

Jaguaribe 

Jaguaribe 

Tabuleiro do Norte 

Tabuleiro do Norte 

Tabuleiro do Norte 

Boa Viagem 

Boa Viagem 

Boa Viagem 

Araçoiaba 

Jaguaruana 

Jaguaruana 

Jaguaretama 

Ererê 

Pentecoste 

Catarina 

Bela Cruz 

Caucaia 

Caucaia 

Paraipaba 

Amontada 

Amontada 

Amontada 

Eusébio 

Itapipoca 
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N. 

 

49 

50 

51 

52 

53 

54 

55 

56 

57 

58 

59 

60 

61 

62 

63 

64 

65 

66 

67 

68 

69 

70 

71 

72 

73 

74 

75 

76 

77 

78 

79 

80 

Identificação 

 

CanSilvCE397_16 

CanSilvCE374_16 

CanSilvCE362_12 

CanSilvCE56_13 

CanSilvCE02_14 

CanSilvCE356_15 

CanSilvCE03_16 

CanSilvCE47_16 

CanSilvCE50_16 

CanSilvCE79_16 

CanSilvCE355_16 

CanSilvCE23_13 

CanSilvCE433_13 

CanSilvCE454_15 

CanSilvCE45_16 

CanSilvCE124_16 

CanSilvCE159_16 

CanSilvCE214_16 

CanSilvCE216_16 

CanSilvCE228_16 

CanSilvCE259_16 

CanSilvCE286_16 

CanSilvCE309_16 

CanSilvCE347_16 

CanSilvCE358_16 

CanSilvCE401_16 

CanSilvCE402_16 

CanSilvCE403_16 

CanSilvCE296_13 

CanSilvCE308_16 

CanSilvCE348_16 

CanSilvCE352_16 

Procedência 

 

Itapipoca 

S. G. do Amarante 

São Benedito 

São Benedito 

São Benedito 

São Benedito 

São Benedito 

São Benedito 

São Benedito 

São Benedito 

São Benedito 

Tianguá 

Tianguá 

Tianguá 

Tianguá 

Tianguá 

Tianguá 

Tianguá 

Tianguá 

Tianguá 

Tianguá 

Tianguá 

Tianguá 

Tianguá 

Tianguá 

Tianguá 

Tianguá 

Tianguá 

Ibiapina 

Ibiapina 

Ibiapina 

Ibiapina 
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Amostras em vermelho representam as amostras positivas para o vírus da raiva. Amostras em preto 

representam as amostras negativas para o vírus da raiva. 

Procedências em laranja representam municípios da região semiárida. Procedências em azul 

representam municípios da região litorânea. Procedências em verde representam municípios da 

região montanhosa. 

 

Fonte: Crus, 2018. 

 

 

 

N. 

 

81 

82 

83 

84 

85 

86 

87 

88 

89 

90 

91 

92 

93 

94 

95 

96 

97 

98 

99 

100 

101 

 

Identificação 

 

CanSilvCE400_16 

CanSilvCE478_13 

CanSilvCE277_15 

CanSilvCE314_15 

CanSilvCE46_16 

CanSilvCE118_16 

CanSilvCE284_16 

CanSilvCE285_16 

CanSilvCE310_15 

CanSilvCE377_15 

CanSilvCE215_16 

CanSilvCE287_16 

CanSilvCE288_16 

CanSilvCE311_16 

CanSilvCE346_16 

CanSilvCE353_15 

CanSilvCE413_16 

CanSilvCE283_16 

CanSilvCE405_16 

CanSilvCE38_06 

CanSilvCE981_06 

Procedência 

 

Ibiapina 

Guaraciaba do Norte 

Guaraciaba do Norte 

Guaraciaba do Norte 

Guaraciaba do Norte 

Guaraciaba do Norte 

Guaraciaba do Norte 

Guaraciaba do Norte 

Carnaubal 

Carnaubal 

Carnaubal 

Carnaubal 

Carnaubal 

Carnaubal 

Carnaubal 

Ubajara 

Ubajara 

Croatá 

Croatá 

Não Identificado 

Não Identificado 
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5.2 Análises filogenéticas dos canídeos silvestres 

 

As 101 amostras provenientes de canídeos silvestres do Estado do Ceará 

foram analisadas e apresentaram, após amplificação por PCR e análise em 

eletroforese em gel de agarose, banda representativa do fragmento de 710 pb 

referentes ao COI (primers LCO 1490+HCO 2198), como ilustrado na figura 11. 

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose 1,5% para o Citocromo C Oxidase I (COI). 
 

 

O marcador de peso molecular aparece na canaleta 1. Nas demais canaletas, seguindo a 
ordem da esquerda para a direita, estão as amostras CanSilvCE356_15, CanSilv363_15, 
CanSilv375_15, CanSilv377_15, CanSilv394_15, CanSilvCE454_15, CanSilvCE489_15 e 
CanSilvCE314_15 apresentando banda representativa do fragmento de aproximadamente 
710 pb e, controle negativo, ilustrando a amplificação do fragmento na etapa de PCR. 
 

 

Todas as amostras foram submetidas à reação de sequenciamento para formar 

a reconstrução filogenética (figura 12). As sequências obtidas foram alinhadas com 

outras sequências de COI disponíveis no GenBank e foram analisados 389 pb. 
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Figura 12. Árvore filogenética de máxima verossimilhança (maximum likelihood) construída pelo 
programa MEGA 7.0, para o Citocromo C Oxidase I (COI). 

 

Em vermelho estão representadas as amostras de canídeos silvestres do estado do Ceará, Brasil. 
Grupo A, representado pelas amostras de Cerdocyon thous. Grupo B, representado pelas amostras 
do gênero Lycalopex. Grupo C, representado pelas amostras de cães domésticos Canis lupus 
familiaris. Grupos D, E, F, G e H representados por amostras deste trabalho que ficaram isoladas.  



55 
 

Na árvore filogenética obtida (figura 12), observam-se as amostras distribuídas 

em sete grupos:  

Grupo A: amostras relacionadas à espécie Cerdocyon thous, principal espécie 

de canídeo silvestre circulante no Estado do Ceará, antigamente denominada como 

Dusicyon thous. 

Grupo B: amostras relacionadas às espécies do gênero Lycalopex, 

antigamente denominado Pseudalopex e Dusicyon, Speothos, Chrysocyon e 

Atelocynus, demais canídeos do Brasil.  

Grupo C: amostras relacionadas às espécies de cães domésticos Canis lupus 

familiaris. 

Grupo D: Amostra pertencente a esse trabalho que ficou isolada. 

Grupo E: Amostra pertencente a esse trabalho que ficou isolada. 

Grupo F: Amostras pertencentes a esse trabalho que se agruparam isoladas 

das demais. 

Grupo G: Amostra pertencente a esse trabalho que ficou isolada. 

Grupo H: Amostras pertencentes a esse trabalho que se agruparam isoladas 

das demais. 

Observamos que a amostra CanSilvCE981_06 segregou com as amostras de 

cães domésticos (Canis lupus familiaris) e, 88 amostras de canídeos silvestres 

segregaram com as amostras de Cerdocyon thous.  

Doze amostras não segregaram com canídeos silvestres, são elas 

CanSilvCE14_15 (grupo D), CanSilvCE478_13 (grupo E), CanSilvCE56_13, 

CanSilvCE296_13, CanSilvCE329_13, CanSilvCE02_14, CanSilvCE388_16, 

CanSilvCE362_12 (grupo F), CanSilvCE138_16 (grupo G) e  CanSilvCE276_13, 

CanSilvCE363_15, CanSilvCE454_15 (grupo H), que ficaram isoladas das demais 

amostras desse trabalho. 

Devido a esse resultado, analisamos as sequências dessas amostras a partir 

do BLAST junto ao banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology 

Information). Foi obtido 84% de similaridade com a espécie sagui do tufo branco 

Callithrix jacchus, para a amostra CanSilvCE478_13 (figura 13). Para a amostra 

CanSilvCE138_16 (figura 14), foi obtido 97% de similaridade com a espécie de 

mosca Lucilia eximia. Para as demais amostras (figura 15), foram obtidos entre 89 e 

99% de similaridade com a espécie de camundongo Mus musculus.  
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Figura 13. Resultado da análise no sistema BLAST da amostra CanSilvCE478_13 com o banco de 
dados do NCBI. 

 

 

A amostra apresentou similaridade superior a 80% com as amostras de saguis da espécie Callithrix 
jacchus. Em evidência está o número da amostra e a porcentagem de similaridade. 

 

 

Figura 14. Resultado da análise no sistema BLAST da amostra CanSilvCE138_16 com o banco de 
dados do NCBI. 

 

 

A amostra apresentou similaridade superior a 80% com as amostras de saguis da espécie Lucilia 
eximia. Em evidência está o número da amostra e a porcentagem de similaridade. 
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Figura 15. Resultado das análises no sistema BLAST das amostras CanSilvCE362_12, 
CanSilvCE56_13, CanSilvCE276_13, CanSilvCE296_13, CanSilvCE329_13, CanSilvCE02_14, 
CanSilvCE14_15, CanSilvCE363_15, CanSilvCE454_15 e CanSilvCE388_16 com o banco de dados 
do NCBI. 

 

 

Todas as amostras apresentaram similaridade superior a 95% com as amostras de camundongos da 
espécie Mus musculus. Em evidência estão os números das amostras e a porcentagem de 
similaridade.  

Imagens originais disponíveis em: www.blast.ncbi.nlm.nih.gov 

 

Quando excluídas as amostras de sagui, mosca e camundongos, a árvore 

filogenética para caracterização dos canídeos silvestres com as demais 89 amostras 

apresentou algumas mudanças, conforme a figura 16. 
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Figura 16. Árvore filogenética de máxima verossimilhança (maximum likelihood) contruída pelo 
programa MEGA 7.0, para o Citocromo C Oxidase I (COI). 
 

 

 

 

 
 
Em vermelho estão representadas as amostras de canídeos silvestres do estado do Ceará, Brasil. 
Grupo A, representado pelas amostras de Cerdocyon thous. Grupo B, representado pelas amostras 
de cães domésticos Canis lupus familiaris. Grupo C, representado pelas amostras do gênero 
Lycalopex. As 21 amostras contidas na reconstrução filogenética em evidência, que segregaram com 
as amostras de canídeos silvestres da espécie Cerdocyon thous representam as 88 amostras 
utilizadas nesse estudo e que, também segregaram no mesmo grupo conforme a imagem minimizada 
ao lado esquerdo. 
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A árvore filogenética obtida (figura 16) apresentou três grupos:  

Grupo A: amostras relacionadas à espécie Cerdocyon thous, principal espécie 

de canídeo silvestre circulante no Estado do Ceará, antigamente denominada como 

Dusicyon thous. 

Grupo B: amostras relacionadas às espécies de cães domésticos Canis lupus 

familiaris.  

Grupo C: amostras relacionadas às espécies do gênero Lycalopex, 

antigamente denominado Pseudalopex e Dusicyon, Speothos, Chrysocyon e 

Atelocynus, demais gêneros de canídeos do Brasil. 

 Com exceção da amostra CanSilvCE981_06, que segregou com as amostras 

de cães domésticos, as demais amostras de canídeos silvestres do Estado do Ceará 

segregaram com as amostras de Cerdocyon thous. 

A distância genética intragrupo dos canídeos silvestres é de 0,9%, sugerindo 

que são a mesma espécie. 

Observando a distribuição das amostras de canídeos deste estudo no mapa do 

Estado do Ceará, é claramente visível uma maior concentração de exemplares na 

região montanhosa do Estado, seguida da região semiárida, e uma menor 

concentração região litorânea. 

 

5.3  Análises filogenéticas do vírus da raiva 

 

Nas análises das 101 amostras provenientes de canídeos silvestres do Estado 

do Ceará para o vírus da raiva, 50 apresentaram, após amplificação por PCR e 

análise em eletroforese em gel de agarose, banda representativa do fragmento de 

765 pb referentes a proteína N do vírus (primers Seq NucleoPr F750+P304), como 

ilustrado na figura 17. 
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Figura 17. Eletroforese em gel de agarose 1,5% para a nucleoproteína do vírus da raiva. 
 

 

O marcador de peso molecular aparece na canaleta 1. Nas demais canaletas, seguindo a ordem da 
esquerda para a direita, estão as amostras CanSilvCE158_06, CanSilv494_06, CanSilv496_06, 
CanSilv685_06, CanSilvCE981_06, CanSilvCE986_06, controle negativo e controle positivo (amostra 
brbovCE416_15 previamente caracterizado) apresentando banda representativa do fragmento de 
aproximadamente 765 pb, ilustrando a amplificação do fragmento na etapa de PCR. 
 

 

Todas as amostras positivas foram submetidas à reação de sequenciamento e 

48 amostras foram utilizadas para a reconstrução filogenética. As sequências 

obtidas foram alinhadas com outras sequências da proteína N do vírus da raiva 

disponíveis no GenBank e foram analisados 385 pb. A reconstrução filogenética está 

ilustrada na figura 18. 
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Figura 18. Árvore filogenética de máxima verossimilhança (maximum likelihood) construída pelo 
programa MEGA 7.0, para a nucleoproteína do vírus da raiva. 
 

 

 

 
Em vermelho estão representadas as amostras de canídeos silvestres do estado do Ceará, Brasil. 
Grupo A, representado pelas linhagens genéticas virais mantidas por canídeos domésticos e 
silvestres. 
Grupo A1, representado pelas amostras da linhagem genética do vírus da raiva mantida por canídeos 
silvestres. Grupo A2, representado pelas amostras da linhagem genética do vírus da raiva mantidos 
por cães domésticos. Grupo A3, representado pelas amostras de vírus da raiva padrão (AgV1). Grupo 
A4, representado pelas amostras da linhagem genética mantida por cães de outros países da 
América Latina (AgV1). Grupo B, representado pela linhagem genética do vírus da raiva mantido por 
saguis. Grupo C, representado pelas linhagens genéticas do vírus da raiva mantidas por morcegos. 
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A árvore filogenética obtida (figura 18) apresentou três grupos:  

Grupo A: amostras relacionadas à linhagem genética mantida por canídeos 

domésticos e silvestres. Este grupo é formado por quatro subgrupos: 

A1: linhagem genética mantida por canídeos silvestres (principalmente da 

espécie Cerdocyon thous), identificada inicialmente no Estado do Ceará e até o 

momento restrita a região Nordeste do Brasil. 

A2: linhagem genética mantida por cães domésticos (AgV2), amplamente 

distribuída pela América Latina. 

A3: amostras do vírus da raiva padrão (AgV1). 

A4: linhagem genética mantida por cães domésticos isolada no Brasil, Bolívia, 

Paraguai e Argentina (AgV1). 

Grupo B: amostras relacionadas à linhagem genética mantida por saguis-de-

tufo branco isolada inicialmente no Estado do Ceará e até o momento restrita a 

região Nordeste do Brasil. 

Grupo C: amostras relacionadas a linhagens genéticas mantidas por morcegos 

(hematófagos e não hematófagos) isoladas nas Américas. 

Observa-se que todas as amostras de canídeos silvestres e a amostra 

CanSilvCE981_06, que segregou com cão doméstico na identificação das espécies 

utilizando o DNAmit, positivas para o vírus da raiva, segregaram no subgrupo A1, 

com a linhagem genética do vírus da raiva que acomete os canídeos silvestres do 

Estado do Ceará. As amostras previamente identificadas como camundongos 

também segregaram com as amostras do subgrupo A1.  

A amostra CanSilvCE478_13 segregou no grupo B juntamente com as demais 

amostras correspondentes à linhagem genética do vírus da raiva mantida em saguis 

da espécie Callithrix jacchus, linhagem que está, até o momento, restrita ao 

Nordeste do Brasil.  

A distância genética do vírus entre as amostras de canídeos silvestres e de 

cães domésticos é de 10,9 %. A distância genética do vírus intragrupo dos canídeos 

silvestres é de 4,6%. 

Dos 38 municípios do Estado do Ceará que fizeram parte desse estudo, 

apenas 6 municípios não apresentaram positividade para o vírus da raiva. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Diferentemente das regiões da Ásia e África, houve uma considerada 

diminuição nos casos de raiva humana e animal nos países da América Latina 

devido à implementação dos programas governamentais de vigilância e controle da 

raiva, bem como a vacinação em massa dos animais domésticos (WHO, 2018). No 

Brasil, houve uma queda nos casos de raiva canina e dessa forma foi possível 

observar de forma mais evidente a ocorrência dos casos de raiva em animais 

silvestres, especialmente nas regiões Norte e Nordeste do Brasil (CARNIELI et al., 

2008, 2013; FAVORETTO et al., 2013). De acordo com Favoretto et al. (2006), a 

distribuição sobreposta de cães e canídeos silvestres complicou a situação 

epidemiológica da raiva no Estado do Ceará. Com o desmatamento cada vez mais 

comum e o aumento das áreas urbanas, espécies como C. thous, que possuem 

hábitos sinantrópicos, são facilmente vistas interagindo com animais domésticos e 

seres humanos, o que aumenta consideravelmente os riscos de transmissão da 

raiva (HALPIN et al., 2007; SOUZA et al., 2016). Os canídeos silvestres são um dos 

principais hospedeiros e reservatórios do vírus da raiva e responsáveis pela 

manutenção dos ciclos de transmissão da doença. Carnieli et al. (2006), a partir de 

seus estudos sobre a epidemiologia da raiva em canídeos no Nordeste do Brasil, 

identificou duas linhagens genéticas virais nesses animais, uma linhagem mantida e 

transmitida por canídeos domésticos e a outra por canídeos silvestres. Estudos 

filogenéticos sugerem que a linhagem viral mantida pelos cães foi introduzida nos 

canídeos silvestres devido à interação dessas espécies, o que consequentemente 

levou a um ciclo emergente e independente da doença (FAVORETTO et al., 2006). 

Wilson e Reeder (1993) estudaram a ecologia e zoologia de algumas espécies 

de canídeos silvestres e sugeriram que, das seis espécies de canídeos silvestres 

circulantes no Brasil, o C. thous é a principal espécie de canídeo silvestre 

hospedeira do vírus da raiva no Nordeste brasileiro seguida da espécie L. vetulus. 

Por serem morfologicamente similares e por possuírem uma distribuição geográfica 

sobreposta, podem ocorrer erros de identificação dessas duas espécies de canídeos 

silvestres. Dessa forma, a identificação genética por meio de análises do DNAmit 

pode ser capaz de auxiliar os estudos da distribuição populacional dessas espécies 

assim como, auxiliar no conhecimento da epidemiologia da raiva. Bubadué et al. 

(2016), viram em seus estudos que, teoricamente, o Cerrado pode comportar a 
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sobrevivência dessas duas espécies de canídeos silvestres (Cerdocyon e 

Lycalopex) no mesmo nicho ecológico. 

Carnieli et al. (2008), estudaram a epidemiologia da raiva e identificaram os 

principais canídeos silvestres hospedeiros e transmissores da raiva  no Nordeste do 

Brasil, com exceção do estado do Ceará, através de análises do DNAmit desses 

animais. Concluíram que, 93% das amostras pertenciam à espécie C. thous e, os 

outros 7% pertenciam à espécie L. vetulus.  

O objetivo do presente estudo foi identificar a principal espécie de canídeo 

silvestre circulante no Estado do Ceará, analisando 389 nucleotídeos do DNAmit 

extraído das amostras recebidas e, a positividade quanto ao vírus da raiva, para 

contribuir com dados que possam auxiliar em estudos epidemiológicos da 

enfermidade nessa região do Nordeste brasileiro.  

Foi realizada uma adaptação do protocolo de caracterização genética a partir 

do DNAmit de Carnieli et al. (2016), e o mesmo mostrou-se eficiente para 

amplificação do fragmento do gene e para a obtenção da sequência genética.  

Todas as amostras de canídeos silvestres provenientes do estado do Ceará 

utilizadas nesse estudo, positivas ou negativas para o vírus da raiva, foram 

submetidas à identificação da espécie animal e, após sequenciamento e análises 

das sequências geradas para as 89 amostras, todas segregaram com as amostras 

de C. thous publicadas no GenBank e, não houve identificação de amostras como 

sendo da espécie L. vetulus. Esses resultados concordam com trabalhos já 

publicados por especialistas da área (TCHAICKA et al., 2007), onde é comumente 

encontrada apenas a espécie C. thous nesse Estado do Brasil, mesmo que haja 

relatos da circulação de L. vetulus nas zonas de transição, não há dados que 

confirmem essa hipótese.  

Estes resultados corroboram com o fato de C. thous, espécie nativa do 

Nordeste brasileiro, ser a principal espécie de canídeo silvestre transmissora da 

enfermidade na região e que está amplamente presente no Estado (CARNIELI et al., 

2006). De acordo com dados oficiais da Secretaria de Saúde do Estado do Ceará, 

mais de 170 casos de raiva foram relatados em C. thous no Ceará entre os anos de 

1990 e 2003 (NUEND, 2004).  

A partir da árvore filogenética gerada, observamos alguns grupos filogenéticos 

e analisamos a distribuição desses animais pelo Estado para verificar se há alguma 

relação com os grupamentos gerados. Observamos que a maior concentração 
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desses canídeos se dá na região montanhosa do Estado e que não há relação entre 

a distribuição e os grupos apresentados na árvore filogenética. A maior parte das 

amostras de canídeos silvestres provém da região Noroeste do Estado, embora haja 

uma ampla distribuição pelo Estado do Ceará.  

Em relação às amostras identificadas como não pertencentes às espécies de 

canídeos silvestres, após as análises, os resultados sugerem que houve a troca de 

uma amostra identificada como sendo de sagui ao invés de canídeo silvestre. Desta 

amostra foi isolada a variante genética do vírus da raiva mantida por populações de 

saguis. Houve ainda a amplificação do material genético de uma mosca, que 

provavelmente estava na amostra de canídeo. Embora tenham sido solicitadas 

amostras originais de canídeos silvestres para a caracterização genética, algumas 

amostras eram de exemplares da primeira passagem em camundongos após o 

diagnóstico da raiva através da técnica de inoculação em camundongos. 

Consequentemente, essas amostras foram excluídas deste estudo de identificação 

da espécie animal. 

Uma importante ferramenta que pode auxiliar na vigilância de animais 

envolvidos em ciclos de transmissão de doenças, inclusive animais envolvidos nos 

ciclos de transmissão da raiva é a caracterização genética a partir do DNAmit. Com 

a escassez de profissionais no segmento da taxonomia cada vez maior, a utilização 

do DNAmit para identificar espécies representa uma importante ferramenta para 

responder a questões relacionadas à taxonomia. Klippel et al. (2015) utilizou essa 

ferramenta para identificar animais mortos em uma rodovia no Estado do Espírito 

Santo. Muitas vezes, os animais são encontrados desfigurados e as análises das 

sequências de DNAmit obtidas tiveram sucesso na identificação destes. Ainda é 

considerado um método complementar, mas muitos pesquisadores, que estudam os 

principais hospedeiros do vírus da raiva, tem utilizado essa técnica para concluírem 

suas análises (KLIPPEL et al., 2015). 

Quanto à positividade ao vírus da raiva, das 101 amostras recebidas e 

analisadas para esse estudo, 50 (cerca de 49,5%) foram positivas. Esses dados 

mostram a importância desses animais na manutenção do vírus da raiva. Favoretto 

et al. (2013) consideram os canídeos silvestres um importante responsável pela 

manutenção do ciclo silvestre da raiva no Brasil. A maior parte das amostras 

recebidas e positivas para o vírus da raiva são provenientes da região montanhosa 

do Estado, o que concorda com os dados observados por Cordeiro et al. (2016) em 
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seu trabalho, onde a maior parte das amostras positivas para a raiva eram de 

municípios de alta altitude.  

Observando a distribuição das amostras positivas no mapa do Estado do 

Ceará, é possível ver uma distribuição relativamente homogênea entre as regiões. 

Levando em consideração que a região semiárida apresentava menos exemplares 

de amostras em relações a região montanhosa e que a positividade está 

amplamente distribuída na região semiárida, podemos considerar que essa  a região 

com maior número de canídeos silvestres com raiva no Estado do Ceará, levando 

em consideração que é o bioma predominante do Estado. Dos 38 municípios que 

fizeram parte da área de estudo deste trabalho, apenas 6 não apresentaram 

amostras positivas para a raiva. Esses dados sugerem uma grande distribuição da 

raiva no Estado, o que é um grave problema de saúde pública, pois devido aos 

hábitos dos animais envolvidos nos ciclos da doença, a interação com os seres 

humanos contribui para o aumento dos casos de tratamentos pós-exposição dos 

humanos a esses animais, como também, contribuindo para um possível aumento 

dos casos de raiva humana. No trabalho de Cordeiro et al. (2016), foram 

apresentados dados sobre a raiva em animais silvestres entre os anos de 2003 e 

2013 no Estado do Ceará. Em relação aos canídeos silvestres, de um total de 317 

amostras, 105 apresentaram positividade para o vírus da raiva. Em relação aos 

demais animais silvestres, em um total de 332 amostras, 66 amostras foram 

positivas. 

Na árvore filogenética gerada para o vírus da raiva, podemos observar dois 

subgrupos para os canídeos do Brasil, um para os canídeos silvestres e outro para 

os canídeos domésticos. Com exceção da amostra de sagui, indevidamente 

encaminhada para o estudo, que segregou com as demais amostras da variante do 

vírus da raiva que acomete populações de saguis da região Nordeste do Brasil, 

todas as amostras pertencentes a esse estudo segregaram com as demais amostras 

da linhagem genética do vírus mantida por canídeos silvestres e que, até o 

momento, está restrita a essa região do Brasil. A amostra identificada como 

pertencente à espécie de canídeo doméstico (Canis lupus familiaris), coletada no 

ano de 2006, também indevidamente encaminhada para este estudo, apresentou 

positividade para o vírus da raiva e segregou com as demais amostras pertencentes 

à linhagem genética mantida pelos canídeos silvestres, demonstrando transmissão 

interespécie. Esses dados sugerem que, devido à interação entre os animais 
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domésticos e silvestres, a transmissão do vírus entre essas diferentes espécies 

pode acontecer, bem como a transmissão da linhagem genética mantida por 

canídeos silvestres para canídeos domésticos, mostrando a relação entre essas 

duas espécies.  

Ao contrário do observado por Carnieli et al. (2008), em relação às duas sub 

linhagens virais circulantes entre os canídeos silvestres na região Nordeste do 

Brasil, no presente estudo verificou-se apenas uma linhagem viral circulando entre 

os canídeos silvestres do Estado do Ceará e a manutenção da transmissão da 

variante viral mantida por canídeos silvestres já descritas na região (CARNIELI et al., 

2008; FAVORETTO et al. 2001; 2006). Os resultados obtidos, assim como os de 

Carnieli et al. (2009), não permitem estabelecer uma única espécie de canídeo 

responsável pela manutenção da raiva na região estudada.  

A identificação das espécies animais envolvidas nos ciclos de transmissão da 

doença e as linhagens genéticas virais mantidas por estas, contribuem para um 

melhor desenvolvimento dos programas de vigilância e saúde no Brasil. Os dados 

do presente estudo buscam auxiliar no entendimento do ciclo da raiva nos canídeos 

silvestres, em relação à principal espécie animal envolvida e a linhagem genética 

viral que está em circulação no Estado.  

Assim, são necessários estudos mais aprofundados acerca das linhagens virais 

circulantes para um melhor entendimento desse ciclo e o papel destes canídeos 

como reservatórios e transmissores. Desta maneira, os programas de vigilância da 

raiva podem se servir de dados mais robustos tornando-se efetivamente eficazes 

para o controle da raiva silvestre, que atualmente é o principal problema da doença 

no Brasil. Estudos dessa natureza buscam o conhecimento para uma melhor 

conservação das espécies envolvidas e o possível desenvolvimento de vacinas 

destinadas à imunização de populações de animais silvestres, visando à qualidade 

de vida tanto dos seres humanos, que estão em constante contato com esses 

animais, quanto à saúde dos canídeos silvestres e domésticos. 
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7 CONCLUSÃO 

 

No presente estudo buscamos identificar espécies de canídeos silvestres que 

provavelmente atuam como reservatórios e transmissores da raiva no Estado do 

Ceará, assim como a sua correlação com o vírus da raiva. Concluímos que: 

 

 Para a caracterização molecular a partir do DNAmit das amostras de 

canídeos silvestres provenientes de diferentes municípios do Estado do 

Ceará, a modificação de um protocolo já utilizado em outros trabalhos 

mostrou-se eficiente. Observamos que, predominantemente, as amostras 

apresentaram alta similaridade genética com amostras pertencentes à 

espécie Cerdocyon thous, e que uma amostra apresentou alta similaridade 

genética com amostras de canídeos domésticos da espécie Canis lupus 

familiaris. 

 A linhagem genética do vírus que está circulando é a linhagem mantida e 

transmitida por canídeos silvestres da região Nordeste do Brasil. A alta 

positividade dessas amostras sugere que a espécie Cerdocyon thous é de 

extrema importância na manutenção desse ciclo. Apenas a linhagem genética 

mantida por canídeos silvestres foi observada nesse trabalho, sugerindo que 

apenas esta linhagem esteja em circulação entre os canídeos dessa região 

do Brasil. A transmissão de linhagens genéticas virais entre diferentes 

espécies de canídeos pode ocorrer, como observado com a amostra 

identificada como canídeo doméstico, acometida pela linhagem viral que 

acomete e é transmitida pelos canídeos silvestres.  

 Não observamos correlações entre os grupos filogenéticos gerados na árvore 

de identificação dos canídeos silvestres e os grupos filogenéticos gerados na 

árvore de identificação viral com as regiões do Estado a qual essas amostras 

pertenciam. Podemos apenas concluir que o Estado do Ceará possui um alto 

índice de animais acometidos por essa linhagem do vírus da raiva. 

 Concluímos que, a identificação de espécies de canídeos silvestres no Estado 

do Ceará e o conhecimento da situação epidemiológica da raiva nesses 

animais podem auxiliar e servir de suporte para trabalhos futuros, bem como 

para os programas de vigilância da raiva silvestre no Brasil. 
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