NATHALIA GABRIEL DA CRUS

Caracterizacdo genética de espécies de canideos silvestres de ocorréncia

no Estado do Ceara e sua correlacdo com o virus da raiva

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pdés-Graduacéo
Interunidades em Biotecnologia da Universidade de Séo
Paulo, Instituto Butantan e Instituto de Pesquisas
Tecnologicas para obtencdo do Titulo de Mestre em
Biotecnologia.

Sao Paulo
2018



NATHALIA GABRIEL DA CRUS

Caracterizacdo genética de espécies de canideos silvestres de ocorréncia

no Estado do Ceara e sua correlacdo com o virus da raiva

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pdés-Graduacéo
Interunidades em Biotecnologia da Universidade de Sao
Paulo, Instituto Butantan e Instituto de Pesquisas
Tecnologicas para obtencdo do Titulo de Mestre em
Biotecnologia.

Area de concentragdo: Biotecnologia
Orientadora: Dra. Silvana Regina Favoretto Lazarini

Versdao corrigida. A versao original eletrbnica encontra-se
disponivel na Biblioteca Digital de Teses e Dissertacbes da
USP (BDTD).

Sao Paulo
2018



CATALOGAQAO NA PUBLICACAO (CIP)
Servigo de Biblioteca e informag&o Biomédica
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo

Ficha Catalografica elaborada pelo(a) autor(a)

Crus, Nathalia Gabriel da

Caracterizagao genética de espécies de canideos
silvestres de ocorréncia no Estado do Ceard e sua
correlagdo com o virus da raiva / Nathalia Gabriel da
Crus; orientadora Dra. Silvana Regina Favoretto

Lazarini. -- Sao Paulo, 2018.
78 p.
Dissertagao (Mestrado) ) -- Universidade de Sao

Paulo, Instituto de Ciéncias Biomédicas.

1. Canideos silvestres. 2. Caracterizagao
genética. 3. Raiva. 4. Ceara. 5. Nordeste do
Brasil. I. Favoretto Lazarini, Dra. Silvana Regina,
orientador. II. Titulo.




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Programa de P6s-Graduacéo Interunidades em Biotecnologia
Universidade de Séo Paulo, Instituto Butantan, Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas.

Candidato (a): Nathalia Gabriel da Crus

Titulo da Dissertacdo: Caracterizacdo genética de espécies de canideos silvestres
de ocorréncia no Estado do Ceara e sua correlagcdo com o virus da raiva.

Orientadora: Dra. Silvana Regina Favoretto Lazarini

A Comissao Julgadora dos trabalhos de Defesa da Dissertacdo de Mestrado, em

sessdo publica realizada a ......... [oveun. [ivovinn. , considerou o (a) candidato (a):

( ) Aprovado(a) ( ) Reprovado(a)

Examinador (8):  ASSINATUIA: ......ueiiiiiiiiiiiiiieee e
NOMIB. L.

1 1S (1 (0 o= To O PPPSUPPRPt

Examinador (8):  ASSINATUIA: ......ueiiiiiiiiiiiiiieee e
(NN T0] 0 T PRSPPI

1 1S (1 (0 o= To O PPPSUPPRPt

Examinador (2):  ASSINALUIA: ......ccoiviiiiiiii e e e et e et e e e e eaaaanas
N OB e

1053 (] (U] [or= T PP PPPPPPTPRPP

Presidente: A S NAIUIN . e e e e
[N\ [0] 1 4 1= AP

1053 (] (U] [or= T PP PPPPPPTPRPP



sp

Cidade Universitaria *Armando de Salles Oliveira”, Butanta, S2o Paulo, 8P - Av, Professor Lineu Prestes, 2415 - ICB It - 05508 000
Comisséo de Etica em Pesquisa - Telefone {11) 3081-7733 - e-mail: cep@icb.usp.br

CERTIFICADO DE ISENCAO

Certifican;nos que o Protocolo CEP-ICB n® 810/2016 referente ao projeto intitulado:
“Caracterizagdo molecular das espécies de canideos silvestres de ocorréncia no
Estado do Ceard e sua correlacdo com o virus da raiva” sob a responsabilidade de
Nathalia Gabriel da Crus e orientagdo do(a) Prof.(a) Dr.(a) Edison Luiz Durigon, do _
Departamento de Microbiologia, foi analisado pela CEUA - Comissio de Etica no Uso de
Animais e pela CEPSH - Comissio de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, tendo sido
deliberado que o referido projeto ndo utilizar4 animais que estejam sob a égide da Lei
n? 11.794, de 8 de outubro de 2008, nem envolver4 procedimentos regulados pela

Resolugdo CONEP n2 466 de 2012.

Sdo Paulo, 19 de maijo de 2016.

) _
: @/ ot (el FroiAlo—

Prof. Dr. Anderson de S4 Nunes Prof. Dr. Pao arinho A. Zanotto
Coordenador CEUA ICB/USP Coordenador CEPSH ICB/USP

[ExXPrEDIGAO
paa sl




A meus pais, Silvia e Altair, por
acreditarem em mim e nao medirem
esforcos para realizar os meus

sonhos.



AGRADECIMENTOS

A Deus, que me concedeu a sabedoria para continuar e forcas para nao

desistir.

Aos meus pais, Silvia e Altair e aos meus irméos Karolyna e Vinycius. Vocés

séo as minhas certezas de que o amor é a Unica revolucao verdadeira.

Ao meu noivo Bruno, por toda paciéncia, colaboracdo e amor nesses 3 anos
de pesquisa. Obrigada por sempre estar disposto a fazer qualquer coisa para me
ajudar.

A minha orientadora, Dra. Silvana Regina Favoretto Lazarini, por me aceitar
como orientanda, por todo o ensinamento no decorrer do projeto e na execucéo

deste trabalho. Es uma inspiracao.

A Dra. Danielle Bastos Araujo, por todo ensinamento e companheirismo na

conclusio deste trabalho. Por tudo o que foi feito e dito. Es uma inspiracao.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) e
a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (Fapesp) pela
concessdo da bolsa e auxilio financeiro, respectivamente, para a realizacdo deste

trabalho.

Aos meus familiares, especialmente a vovo Neuza e a Tia Marcia por todas as

licoes e todo o amor que seréo levados por toda a minha vida.

Ao Instituto Pasteur de Sao Paulo, por toda colaboracao e oportunidades que

me proporcionou.

A todo pessoal do NUVET e LACEN do Ceara, pela parceria no trabalho

proposto, podendo assim, 0 mesmo ser concluido.



Ao Dr. Edison Luis Durigon, por me aceitar no laboratodrio de Virologia Clinica
e Molecular e por ser uma grande inspiracéo de profissional e pessoa.

A Dra. Danielle Bruna Leal de Oliveira Durigon, por todas as vezes que me

auxiliou, por todo ensinamento e amizade.

Aos professores da Universidade de S&ao Paulo por todo conhecimento

adquirido.

Ao Biomédico Flavio Mesquita e ao Bidlogo Rafael Rahal, por todas as vezes

gue me ajudaram, por todo companheirismo e amizade.

A todos os alunos e funcionarios do Laboratorio de Virologia Clinica e
Molecular que ajudaram direta ou indiretamente na concluséo deste trabalho e por

toda amizade.

As funcionarias da secretaria do Programa de P6s-Graduac&o Interunidades
em Biotecnologia, Fabia, Eliane e Vania por toda paciéncia e auxilio.

Por fim, agradeco a todas as pessoas que torceram por mim e acreditaram

que eu conseguiria.



“Para se ter sucesso, € necessario amar de verdade o que se faz. Caso
contrario, levando em conta apenas o lado racional, vocé simplesmente

desiste. E 0 que acontece com a maioria das pessoas."

Steve Jobs
(JOBS, 2007)



RESUMO

CRUS, Nathalia Gabriel da. Caracterizacdo genética de espécies de canideos
silvestres de ocorréncia no estado do Ceara e sua correlacdo com o virus da
raiva. 2018. 78f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2018.

Mesmo sendo uma das zoonoses mais antigas descritas pelo homem, a raiva ainda
€ um grande desafio em todo o mundo. O ciclo da enfermidade em espécies
silvestres apresenta importancia emergente no Brasil e a regido Nordeste apresenta
uma epidemiologia Unica em comparacao ao restante do pais, por ser endémica
para o virus da raiva em silvestres terrestres. Nesta regido, foram identificadas as
duas variantes do virus da raiva responsaveis pelo acometimento da doenca em
seres humanos, que sao mantidas e transmitidas por animais silvestres terrestres.
Registros de casos nas espécies descritas como reservatorios, em outras espécies
silvestres, domésticas e em humanos ocorrem anualmente. Estas variantes virais
foram identificadas primeiramente no Estado do Ceara, uma em saguis do tufo
branco (Callithrix jacchus) e a outra em canideos silvestres, estando restritas a
regido Nordeste do Brasil até o momento. O objetivo do presente estudo foi
identificar geneticamente, utilizando DNA mitocondrial, as espécies de canideos
silvestres de ocorréncia no Estado do Ceara, que atuam como reservatorio e fonte
de infeccdo do virus da raiva, e a correlacdo entre esses reservatorios e 0 virus.
Para que fosse possivel, utilizamos as técnicas de amplificacdo do gene Citocromo
C Oxidase | (COI), bem como a amplificacdo da nucleoproteina do virus da raiva
pela Transcriptase Reversa e a Reacdo 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 regides
amplificadas. De um total de 101 amostras recebidas, 89 obtiveram sequéncias
satisfatorias para a identificagdo da espécie de canideo silvestre, sugerindo que a
principal espécie de canideo silvestre presente no Estado do Ceara é o Cerdocyon
thous e, 50 amostras obtiveram banda representativa para o virus da raiva. Dessas,
48 apresentaram sequéncia satisfatéria para a caracterizacdo do virus. Os
resultados obtidos indicam alta positividade para o virus da raiva em canideos
silvestres nessa regido do Brasil, e sugerem que C. thous é a principal espécie de

canideo silvestre atuando como reservatorio e transmissor do virus da raiva no



Estado do Ceara. Esses dados fornecem informacdes valiosas sobre as espécies de
canideos envolvidas nos casos de raiva ocorridos no Estado do Cear4,
possibilitando a adocdo de estratégias efetivas de prevencdo e controle da raiva,
além de resultados inéditos em relacdo as espécies de canideos silvestres de

ocorréncia no Estado e sua importancia na epidemiologia da enfermidade.

Palavras-chave: Canideos Silvestres, Caracterizacdo Genética, Raiva, Ceara,

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 Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo, Sao 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 | (COIl) 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 INTRODUCAO

A raiva é uma zoonose responsavel por cerca de milhares de mortes e 15
milhdes de tratamentos pdés-exposicdo de seres humanos em todo o mundo
anualmente (WHO, 2018).

O virus da raiva € composto de &cido ribonucleico (RNA) fita simples, linear,
nao segmentado de polaridade negativa. Apresenta cinco genes responsaveis por
codificar as proteinas: nucleoproteina (N), fosfoproteina (P), proteina de matriz (M),
glicoproteina (G) e polimerase viral (L) (TORDO et al.,, 1986a). A proteina N é
primordial para a disseminacao viral e um dos principais alvos para diagndstico da
doenca (KOPROWSKI, 1995).

Todos os seres pertencentes a classe Mammalia sdo susceptiveis ao virus da
raiva, em especial os das ordens Carnivora e Chiroptera. A doenca acontece em
dois ciclos epidemiolodgicos: o terrestre, com os cdes como principal reservatério e
transmissor, além de varias espécies de silvestres terrestres, e o aéreo, mantido e
transmitido por espécies de quirdpteros (FAVORETTO et al., 2013).

As espécies responsaveis pela manutencao dos ciclos irdo variar em relagéao
as regides geograficas. No Brasil, foram identificadas cinco linhagens genéticas do
virus responsaveis pela transmisséo direta a seres humanos: trés linhagens em
espécies silvestres: cachorro do mato (Cerdocyon thous), morcego hematéfago
(Desmodus rotundus) e sagui do tufo branco (Callithrix jacchus), e duas linhagens
genéticas mantidas por populacdes de caes domeésticos, relacionadas as variantes
antigénicas 1 e 2 (AgV1l e AgV2) (BRASIL, 2018; FAVORETTO et al., 2013).

Os morcegos hematéfagos sdo os principais reservatorios e transmissores do
ciclo aéreo da raiva no Brasil (CASTILHO et al., 2010). Outras espécies de animais
silvestres também fazem parte da epidemiologia da doenca, sendo responsaveis
pela disseminacdo a seres humanos e outras espécies animais, em especial, na
regido Nordeste do Brasil (FAVORETTO et al., 2001; 2006, CARNIELI et al., 2008).

A raiva mantida em populagdes silvestres torna-se um importante problema de
saude publica no Brasil em virtude do risco de transmisséo para seres humanos e
espécies domesticas. Entre 2015 e 2017, foram registrados 391 casos de raiva em
morcegos ndo hematodfagos, 44 em morcegos hematdfagos, 68 em canideos

silvestres e 11 em primatas ndo 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 apods exposicéo a saguis no Estado do Ceara. Até o momento ndo se tem
relatos de similaridade antigénicas ou genéticas com nenhuma outra variante do
virus da raiva (quiréptera ou carnivora) (FAVORETTO et al., 2001) e, encontra-se
restrita a regido Nordeste do pais (BRASIL, 2018). Da mesma forma, outra linhagem
do virus da raiva, mantida por canideos silvestres, foi identificada neste periodo.
Estes dados mostram a situacdo epidemiolégica da regido Nordeste quando
comparada a outras regides do Brasil, o que a torna Unica.

Os canideos silvestres desempenham importante papel na manutencdo do
virus e transmissdao da doenca. O cachorro do mato (Cerdocyon thous) foi
classificado como o principal reservatério e transmissor da raiva (CARNIELI et al.,
2006), sendo responsavel por manter uma variante genética independente, oriunda
da que se mantém em caes, 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 0s
principais responséveis pela manutencdo do virus da raiva em canideos silvestres,
nesta regido, outras espécies podem estar envolvidas. No estudo realizado por
Carnieli et al. em 2008, com amostras positivas para a raiva provenientes de
canideos da regido Nordeste do Brasil (0o qual ndo incluiu o Estado do Ceara), os C.
thous foram a maioria, porém o virus também pode ser isolado de mais duas outras
espécies como Lycalopex gymnocercus e Lycalopex vetulus.

E importante frisar que, embora estas variantes virais estejam restritas a regio
Nordeste até o momento, as espécies acometidas possuem ocorréncia em todo o
pais, apresentando facil socializacdo e adaptacao.

A rapida tomada de decisOes é crucial para evitar o acometimento de seres
humanos. O uso de técnicas diagndsticas aplicadas a epidemiologia também é de
muita importancia para o conhecimento das formas de transmissdo da doenca em
animais domeésticos e silvestres, possibilitando a aplicacdo de medidas mais
eficientes para prevencdo e controle da doenca em animais e humanos
(TRIMARCHI & NADIN-DAVIS, 2007).

O estudo acerca da presenca do virus 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 reservatorios causadores da manutencgéo do virus
na natureza (RUPPRECHT, 1991). Esse conhecimento € necessério para a adogao
de medidas eficientes para a prevencdo e controle da doenca. No Brasil, ndo ha
vacinacdo de animais silvestres, mas ha a realizacdo de uma vigilancia passiva por
meio da identificagdo viral em animais que sao encontrados mortos em estradas e
rodovias, bem como treinamento em vigilancia e manejo de animais silvestres
(BRASIL, 2018).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Breve historico da raiva

A raiva é uma das doencas mais antigas que se tem relatos, sendo descrita
pela primeira vez na Mesopotamia, apds varios casos de mortes humanas serem
atribuidas a mordeduras de cées, relatadas no cédigo de Eshunna,
aproximadamente 1.930 anos a. C.. E considerada uma das zoonoses mais
importantes, pois, com o0 aparecimento dos sintomas, torna-se absolutamente fatal
(STEELE, FERNANDEZ, 1991; WUNNER, 2002).

A literatura registra desde a antiguidade citacbes de escritores gregos e
romanos acerca da doenca, 0 que sugere que a raiva era uma doenca bem
conhecida para a época. Chamada de lyssa ou litta pelos gregos, que quer dizer
loucura, quando associada a palavra rabhas da lingua sanscrita, uma lingua
ancestral da india, sugeria “tornar-se violento”. Além de também ser chamada de
hidrofobia, uma vez que a pessoa acometida pela doenca € atormentada ao mesmo
tempo em que possui sede, mas tem medo da agua (STEELE, FERNANDEZ, 1991).

Os estudos acerca da doenca surgiram por volta do século 23 a. C., quando
muitas vezes era associada a teorias sobrenaturais que tentavam descrever o
surgimento da doenca como também acdes de prevencdo e tratamento (STEELE,
FERNANDEZ, 1991).

Apesar de todos os avancos tecnolégicos e cientificos, a raiva ainda é uma das
doencas tropicais negligenciadas e esta distribuida mundialmente, com algumas
excecOes, nos paises considerados livres da doenca. A perpetuacdo da doenca
ocorre devido as espécies animais que servem como reservatorios e transmissores,
variando de acordo com a distribuicdo geografica e temporal. De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 59.000 mortes humanas por raiva
acontecem no mundo e as agressdes por caes raivosos sao responsaveis por 99%
dessas transmissdes, com maior numero de casos nos continentes Africano e
Asiatico e 40% das vitimas séo criangcas com idade entre 5 e 14 anos. Anualmente,
mais de 15 milhdes de pessoas recebem o tratamento pds-exposicdo no mundo,

prevenindo milhares de mortes (WHO, 2018).
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Nas Américas, a raiva silvestre continua presente, 0s morcegos sao O0S
principais transmissores da doenca, seguidos pelas raposas, guaxinins, gambas,
chacais, fuinhas e outros carnivoros silvestres (WHO, 2018).

Em 2015, um sistema global para alcancar Zero Mortes Humanas por Raiva até
2030 foi lancado pela OMS e a Organizacdo Mundial da Saude Animal (OIE), em
colaboracédo com a Organizacdo das NagOes Unidas para Agricultura e Alimentagéo
(FAO) e a Alianca Global para Controle da Raiva, marcando a primeira vez que
ambos os setores, raiva animal e humana, adotem uma estratégia comum contra

essa doenca negligenciada (WHO, 2018).

2.2 Classificacao do virus

O virus da raiva € um Lyssavirus pertencente a familia Rhabdoviridae, uma
familia com grande diversidade viral que acomete vertebrados, invertebrados e
plantas. Além dos Lyssavirus, mais dois géneros fazem parte dessa familia,
Ephemerovirus, com seu principal representante o virus da febre efémera dos
bovinos e Vesiculovirus, com seu principal representante o virus da estomatite
vesicular (VSV). Em conjunto com as familias Bornaviridae, Filoviridae e
Paramyxoviridae, formam uma “superfamilia” da ordem Mononegavirales (do grego
Monos “Unico, simples”, Nega “RNA de polaridade negativa” e do latim Virales
“virus”) a qual compreende os virus constituidos de uma unica molécula de RNA
(ssRNA), ndo segmentado, de polaridade negativa, ndo infeccioso (FAUQUET et al.,
2004).

Até o momento, 16 espécies virais fazem parte do género Lyssavirus (do grego
Lyssa “loucura”) de acordo com o Comité de Taxonomia Viral — ICTV [do inglés
International Committee on Taxonomy of Viruses] (ICTV, 2018):

Rabies lyssavirus (RABV), amostras classicas do virus da raiva as amostras
selvagens isoladas de animais e as amostras fixas ou vacinais, distribuidas
mundialmente (TORDO, 1996; WUNNER, 2007).

Lagos bat lyssavirus (LBV) que foi isolada primeiramente de um morcego frugivoro
(Eidolon helvum) em 1956 na Nigéria (BOULGER & PORTERFIELD, 1958; KUZMIN
et al., 2003) e, posteriormente, de um outro morcego (Micropterus pusillus) na Africa
Central em 1974 (KING e TURNER, 1993).
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MoKaola lyssavirus (MOKV) que foi isolada de roedores e musaranhos (Crocidura
sp.), além de cées e criangcas 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 (DUVYV), originalmente isolada em 1970 na Africa de um
homem que morreu apos ser agredido por um morcego (MEREDITH et al., 1971).
Posteriormente, em 1981, foi isolada de um morcego Miniopterus sp. também na
Africa (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 Poldnia (LAFON et al., 1986), na Ucrania e de um caso humano
relacionado a morcego na RuUssia (SELIMOV et al., 1989, 1991; KUZMIN et al.,
2003), em 1987 na Dinamarca, Espanha e Holanda e, em 1989 na Franca
(BOURHY et al., 1992).

European bat lyssavirus 2 (EBLV2), isolado em 1985 na Finlandia de um humano
(BOURHY et al., 1993; TORDO, 1996) e em morcegos na Holanda, Reino Unido e
Suica, sendo mantido por morcegos insetivoros do género 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 insetivoro na
Australia (FRASER et al., 1996; GOULD et al., 1998; KUZMIN et al., 2003).

Aravan lyssavirus (ARAV) — identificada primeiramente na espécie de morcego
Myotis blythi na regido do Quirguistdo na Asia Central (ARAI et al., 2003; KUZMIN et
al., 2003).

Khujand lyssavirus (KHUV) - identificada em morcegos da espécie Myotis
daubentoni no Tajiquistdo em 2001 (KUZMIN et al., 2003).

Irkut lyssavirus (IRKV) — identificada em morcegos da espécie Murina leucogaster na
Provincia de Irkustk — Russia em 2002 (KUZMIN et al., 2005).

West Caucasian bat lyssavirus (WCBV) — identificada em morcegos da espécie
Miniopterus schreibersii na regido de Krasnodar na Russia (KUZMIN et al., 2005).
Ikoma lyssavirus (IKOV) — identificada em uma civeta africana da espécie Civettictis
civetta na regiao de Ikoma, Nordeste da Tanzéania em 2009 (MARSTON et al., 2012).
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Shimoni bat lyssavirus (SHIBV) — identificada em morcegos insetivoros da espécie
Hipposideros commersoni na regido 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 Franca 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 replicacao viral

Similar aos outros membros da familia Rhabdoviridae, o virus da raiva possui
uma forma cilindrica com uma extremidade arredondada e a outra plana que lembra
a forma de um projétil. Apresenta um envelope lipidico com espiculas por toda sua
extensdo, exceto na porcdo plana, provenientes da célula hospedeira no momento
da lise celular, ap6s a replicacdo. Seu diametro é de 75 nm (45 nm a 100 nm) e
possui variacdo em seu comprimento de 100 a 300 nm. A particula viral & constituida
de nucleocapsideo helicoidal e envelope viral (FAUQUET et al., 2004). Todas as

estruturas do virus estao representadas na figura 01.

Figura 1. Representacdo esquematica do virus da Raiva.
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O genoma do virus da raiva possui uma molécula Unica de RNA, nédo
segmentada e polaridade negativa ndo infecciosa. A cepa Pasteur, cepa classica,
possui 11.932 nucleotideos (aproximadamente 12 Kb) e, de acordo com Flamand e
Delagneu em 1978 e Tordo et al. em 1986a, codifica 5 proteinas na ordem da
extremidade 3’ para 5" (N, P, M, G e L). As proteinas codificadas pelo virus da raiva

estdo esquematizadas na figura 02.

Figura 2. Representacao esquematica da organizagao do genoma do virus da raiva.
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A ribonucleoproteina (RNP) ou nucleocapsideo é uma associacdo do RNA
gendmico com as proteinas N, P e a L (SOKOL et al., 1969; FAUQUET et al., 2004).
A proteina N é a mais conservada entre os diferentes gendétipos de Lyssavirus e é a
proteina mais abundante do capsideo. Tem como funcdes proteger 0 genoma contra
endonucleases, regulacdo da replicacdo, modular a transcricdo e interagir com a
proteina P na replicacdo e traducdo (WUNNER, 2002). A proteina P interage com as
proteinas N e L e acredita-se que suas funcdes estejam ligadas a replicacéo viral,
atuando como co-fator da RNA polimerase e interagindo com outros fatores
celulares, provavelmente envolvidos na disseminagéao do virus (WUNNER, 2007). A
proteina L é a maior do genoma viral, ocupando aproximadamente 54% de sua
extensdo (WUNNER, 2007). Ela age como um complexo enzimatico, responsavel
pela maioria das atividades enzimaticas do virus tanto na transcricdo quanto
replicacéo viral (TORDO et al., 1988).

O envelope viral é uma bicamada lipidica derivada da associacdo de duas
proteinas, a M e a G. A proteina M tem a funcdo de manter a ligacdo entre o
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envelope e o0 nucleocapsideo e a morfogénese da particula viral antes do
brotamento (SOKOL et al., 1971; DELAGNEAU et al., 1981; TORDO et al., 1986b).
A proteina G € a Unica proteina do virus que € transmembranaria e que se projeta
para o exterior com espiculas glicosiladas constituidas por trimeros (WUNNER et al.,
1985; TORDO et al., 1986b). Além disso, a proteina G é responsavel pela fixacdo da
particula viral nos receptores da célula hospedeira, participando da endocitose e da
fusdo da membrana do virus com a vesicula endossomal (PERRIN et al., 1982;
GAUDIN et al., 1991; GAUDIN et al., 1993).

Na replicacdo viral, o primeiro evento é a adsor¢do do virus na membrana da
célula hospedeira por acdo da proteina G com os receptores do hospedeiro. O virus
penetra na célula por endocitose e libera a ribonucleoproteina no citoplasma celular,
através da fusdo do envelope viral ao vacuolo lisossomal. E iniciada a transcri¢éo do
RNA viral nos cinco RNAs mensageiros (MRNA)s no sentido positivo, realizada pela
proteina L que tem a funcdo de RNA polimerase — RNA dependente. Apds a
traducdo das cinco proteinas, € iniciada a replicacdo do genoma viral, também
realizada pela proteina L, primeiramente sintetizando o anti-genoma de polaridade
positiva, que servirA de molde para a producdo de genoma viral de polaridade
negativa (TORDO, 1996).

Quando o numero de proteinas virais N, P, L, M, G e RNA gendmico sdo
suficientes para que haja infeccdo de novas células ocorre a morfogénese, ou seja,
a montagem do virus. As proteinas M e G deslocam-se em direcdo a membrana
celular ao mesmo tempo em que as ribonucleoproteinas sdo formadas e em seguida
ocorre a gemacao do virion (WUNNER, 2007). Durantes esses eventos, a célula
hospedeira continua metabolicamente competente. A morfogénese do virus esta
associada a formacéo dos corpusculos de Negri, uma matriz intracitoplasmatica que
antecede a formacé&o dos novos virions (MATSUMOTO, 1962). No estudo de Lahaye
et al. (2009), ha evidéncias de que o corpusculo de Negri seja o local onde ocorrem
a replicacao e a transcri¢cao do virus da raiva.

Ao final da morfogénese, ocorre o revestimento do virion pela membrana da
célula hospedeira, devido a pressao exercida pela RNP nos locais onde ha as
proteinas G e M, formando assim o envelope viral e ocorrendo a liberagdo das novas
particulas infectantes (GAUDIN et al., 1993). O esquema da replicacdo do virus da

raiva é apresentado na figura 03.



28

Figura 3. Representacdo esquematica do ciclo de replicacdo do virus da raiva.
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2.4 Fisiopatologia

Por ser um virus neurotropico, o virus da raiva causa uma infeccao aguda do
sistema nervoso central e sua patogenicidade esta associada a difusdo do virus dos
nervos periféricos ao sistema nervoso central (THOULOUZE et al., 1998).

Na maioria dos casos, a infeccdo ocorre apés a mordedura ou arranhadura de
um animal que esteja eliminando o virus pela saliva. Outra via de transmissao é a
inalacdo de aerossois, em cavernas onde haja grande concentragdo de morcegos
infectados com o virus (JOHNSON; PHILLPOTTS; FOOKS, 2006; WARREL, 1995).
Ha relatos ainda, sobre a contaminacdo por meio de transplantes de 6rgdos de
doadores contaminados. Em 2004 foram descritos trés casos de pacientes que

receberam 6rgdos de um mesmo doador em comum e desenvolveram a doenca, 0
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que leva a acreditar que havia virus nas terminacdes nervosas dos 6rgaos, ja que,
nao existem relatos de disseminacao do virus por via hematoldgica (CDC, 2004).

Antigamente acreditava-se que o0s sinais clinicos variavam de acordo com o
hospedeiro do virus, do local e quantidade de virus inoculada (RUPPRECHET et al.,
2002). A forma classica da doenca apresenta sintoma inicial ndo especifico e pode
sugerir sintomas respiratorios, gastrointestinais e/ou comprometimento do sistema
nervoso central. Na fase inicial, a disfuncédo neurolégica € inespecifica, levando a
raiva a ser confundida com outras doencas. Ja na fase aguda, é predominante os
sinais de hiperatividade (raiva furiosa) ou paralisia (raiva silenciosa), mas que em
ambos 0s casos causam paralisia progressiva, coma e morte. No ser humano, a
forma furiosa da doenca resulta em taquicardia, apd6s episodios de agitacao,
movimentos bruscos, respiracdo acelerada e febres altas. A hidrofobia é um sintoma
muito caracteristico na raiva em seres humanos, levando o paciente a ter contracdes
musculares, espasmos respiratérios e estado de angustia, coma, sendo a morte
decorrente de parada respiratoria ou cardiaca (FISHBEIN, 1991). Nos animais nao
ha descricdo da hidrofobia. Atualmente, estudos sugerem que 0s sinais clinicos
associados a forma furiosa ou paralitica da doenca derivam da variante viral
envolvida (HEMACHUDHA et al, 2002;2005;2013). A violéncia comumente
associada a raiva esté relacionada com as variantes virais que mantém o ciclo
terrestre de transmissdo da doenca. A raiva silenciosa, onde se observa a paralisia
dos musculos, derivada de transmissdo do virus pelo ciclo aéreo (BAER, 1991),
(INSTITUTO PASTEUR, 2018).

2.5 Diagnéstico da raiva

A OMS recomenda os métodos de Imunofluorescéncia direta (IFD) e de
isolamento viral em cultivo celular ou por inoculagdo em camundongos, para
detectar o virus em amostras de sistema nervoso central suspeitas. O isolamento e
a IFD devem ser realizados de forma paralela e a imunofluorescéncia deve ser ainda
utilizada como confirmacao dos resultados positivos no isolamento. O isolamento em
animais deve ser substituido por métodos alternativos sempre que possivel (WHO,
2018).

As técnicas que envolvem a utilizacdo de anticorpos monoclonais (MAbs) e
biologia molecular concedem um conhecimento aprofundado sobre a epidemiologia
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da raiva ao permitir a identificagdo de focos e de novos ciclos, assim como a
determinacdo da fonte de infeccdo nos casos com espécies agressoras hao
conhecidas (DE MATTOS et al., 1999; PAHO/WHO, 2000).

Os estudos epidemioldgicos do virus da raiva avancaram na década de 80,
apos a disponibilizacdo dos anticorpos monoclonais para analises antigénicas,
produzidos através da imunizagcdo de camundongos com a vacina inativada e a
técnica de imunofluorescéncia indireta estabelecida por WIKTOR & KOPROWSKI
(1978) (FAVORETTO et al., 2002).

As técnicas de biologia molecular tem sido utilizadas na caracterizacéo
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 Reacdo em Cadeia pela Polimerase precedida da
transcricdo reversa (RT-PCR) mostrou ser eficiente para diagnosticar o virus da
raiva em amostras de sistema nervoso central em decomposi¢cao, até mesmo nos
casos em que as técnicas de IFD e inoculacdo ndo possibilitam a obtencdo de um
resultado diagnéstico (FAVORETTO et al., 2006, ARAUJO et al., 2008).

2.6 A raiva silvestre no Brasil

As espécies silvestres que sdo normalmente encontradas com raiva no Brasil
englobam os morcegos, hematéfagos e nao hemato6fagos, os canideos silvestres (C.
thous e P. vetulus) e os saguis (Callithrix spp.). Espécies como os coatis (Nasua
nasua), gambas (Didelphis spp.), guaxinins (Procyon cancrivorous) e outros primatas
nao-humanos eventualmente sé&o diagnosticadas com a doenca. Todos 0s anos,
canideos silvestres sdo diagnosticados com raiva. Em 2008, Carnieli et al. iniciou a
identificacdo de canideos silvestres de algumas regibes do Nordeste do Brasil,
facilitando assim a organizacédo dos dados de vigilancia. Curiosamente, observou-se
gue todos os casos estdo restritos a regido Nordeste do Brasil, onde também havia
um grande numero de casos de raiva em caes.

Com os programas de vigilancia e controle da raiva, nas Ultimas décadas,
houve uma diminuicdo dos casos de raiva transmitida por cdes no Brasil.
Consequentemente, a observacdo da ocorréncia dos casos de raiva silvestre,
especialmente nas regides 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 populacées de morcegos e
o0 terrestre, que tem como seu principal reservatorio o cao (BELOTTO et al., 2005).
Os animais silvestres representam um risco importante tanto para o ciclo aéreo
qguanto para o ciclo terrestre de transmisséo da raiva em todas as regides do mundo
com dados de ocorréncia do virus. A epidemiologia da doenca demonstra
claramente a importancia da interagdo entre animais, meio ambiente e seres
humanos para a manutencdo e reemergéncia de ciclos epidemioldgicos da raiva. A
identificacdo 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) sdo exemplos da necessidade de estudos e
vigilancia constantes da doenca na fauna silvestre.

Na regido Nordeste do Brasil, a raiva silvestre € mantida principalmente pelos
morcegos hematofagos e ndo hematofagos, os primatas ndo-humanos da espécie
Callithrix jacchus e os canideos silvestres, em especial a espécie Cerdocyon thous,
gue apoOs estudos ecoldgicos e epidemiologicos foi sugerido como o principal
reservatorio da raiva nessa regido, seguido pelo Lycalopex vetulus (FAVORETTO et
al., 2001; Ito et al., 2001; CARNIELI et al., 2008; FAVORETTO et al., 2013).

Dados do Ministério da Saude mostram que entre os anos de 2011 e 2016
foram realizadas 45.549 notificacBes profilaticas para raiva apés atagues de animais
silvestres no Brasil. Os morcegos somam 22.822 ataques a seres humanos, seguido
dos primatas ndo-humanos com 18.110 ataques, e 0s canideos silvestres com 4.617
ataques. Em relacao aos cdes domeésticos, foram realizadas 3.001.857 notificacdes
preventivas para raiva. Dados atualizados até o més de Maio de 2017. Entre 0os anos
de 2010 e 2017, foram registrados 25 casos de raiva em seres humanos,
ressaltando que no ano de 2014 nao houve casos de raiva humana registrados no
Brasil. Os animais silvestres foram responsaveis por 12 casos de transmissao da
raiva a seres humanos, 8 casos transmitidos por morcegos (hematéfagos e néo
hemat6fagos) e 4 casos por primatas ndo-humanos. Nado ha relatos de casos de

raiva transmitidos por canideos silvestres (BRASIL, 2018).

2.7 Os canideos silvestres e o virus da raiva

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

Plioceno e comeco do Pleistoceno, vindo da América do Norte pelo canal do
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Panam4, ha aproximadamente 3 milh6es de anos atras e alcangando a diversidade
encontrada hoje em dia (BERTA, 1987). H& dez espécies endémicas de canideos
atualmente na América do Sul, o que mostra a grande diversidade da familia no
continente, que se da pelo fato de que os animais possuem grande adaptacdo a
variedade de habitats e por sua alimentagéo 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 sdo encontradas seis
espécies de canideos, sendo elas Speothos venaticus (o cachorro vinagre),
Atelocynus microtis (cachorro do mato de orelhas curtas), Chrysocyon brachyurus
(lobo guara), Cerdocyon thous (cachorro do mato), Lycalopex vetulus (raposa do
campo) e Lycalopex gymnocercus (graxaim do campo). Exceto a A. microtis e L.
gymnocercus, que sao encontradas na regido Amazbnica e Sudeste
respectivamente, as demais espécies sdo encontradas na regido Nordeste do Brasil.
Ja as espécies C. brachyurus e S. venaticus sdo encontradas em todo o pais com
excec¢do da floresta Amazobnica. O L. vetulus é encontrado no cerrado, zonas de
transicdo e Pantanal e o C. thous ndo € encontrado na regido central da floresta
Amazobnica (COURTENAY & MAFFEI, 2004).

Devido a similaridades morfolégicas das espécies de canideos silvestres
envolvidas na transmissao da raiva na regido Nordeste, C. thous e L. vetulus, e pela
distribuicdo sobreposta dessas duas espécies, que podem confundir pesquisadores
inexperientes na identificacdo dos mesmos, Carnieli et al. (2008), analisaram o acido
desoxirribonucleico (DNA) mitocondrial de canideos silvestres positivos para raiva
nessa regido, com excecao do Estado do Ceard e observaram que a maior parte das
amostras pertenciam a espécie C. thous.

Por possuir habitos sinantropicos, o C. thous representa um grande problema
de saude publica, pois pode estar constantemente em contato com caes domésticos,
devido ao desmatamento, 0 que faz com que esses animais se movam para as
areas 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 cabeca 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 mamiferos, ovos, caranguejos e insetos (COURTENAY &
MAFFEI, 2004).
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Figura 4. Cachorro do mato Cerdocyon thous.
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Disponivel em: http://www.hudsongarcia.com

A espécie esta distribuida em praticamente toda a América do Sul, ocorrendo
em grande parte do Brasil, exceto na Amazonia, no Paraguai, ao Norte da Argentina,
no Uruguai, na Bolivia a Leste dos Andes, ao Norte da Colémbia e na Venezuela,
com alguns registros na Guiana e Suriname (COURTENAY & MAFFEI, 2004).
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Figura 5. Distribui¢cdo geogréfica do Cerdocyon thous (adaptado).

Mapa original disponivel em: www.freepik.com

A raposa do campo L. vetulus (figura 06) € um animal magro, relativamente
pequeno e pesa entre 2,5 e 4 kg. Possui focinho pontudo e orelhas grandes. A
coloracdo da pelagem varia, tendo as regides superiores cinza e as partes inferiores
do amarelo ao castanho. O pescoco € branco, mas o lado inferior da mandibula é
guase preto assim como a base e a ponta da cauda. Também pode estar presente
uma superficie escura no dorso. Se alimenta de pequenos mamiferos, aves, répteis
e insetos (DALPONTE & COURTENAY, 2004).



35

Figura 6. Raposa do campo Lycalopex vetulus.
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O L. vetulus é uma espécie endémica do Brasil e sua ocorréncia €
principalmente no cerrado, mas pode ser encontrada em zonas de transicdo, como
habitats abertos no Pantanal (DALPONTE, 2009). De acordo com Lemos et al.
(2013), ndo ha registros de ocorréncia desse canideo silvestre em paises vizinhos. A
regido mais comum € a centro-sul do cerrado, mas devido a novos registros, sua
distribuicdo tem sido ampliada para as regides Norte e Nordeste do pais
(DALPONTE, 2009). Atualmente, ha registros de ocorréncia nas regides Centro-
Nordeste e Oeste do Estado de Sdo Paulo, Centro-Oeste de Minas Gerais, Goiés,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul (em regides ndo inundadas), Tocantins, Distrito
Federal, Sudeste da Bahia, Sul de Rondbnia, médio-Leste do Maranh&o e ao Norte
do Piaui (DALPONTE, 2003; 2009; COSTA & COURTENAY, 2003; DALPONTE &
COURTENAY, 2008).

Mesmo com sua distribuicdo conhecida, existem lacunas em algumas regides
devido a falta de confirmagdo ou auséncia de registros. Uma das regifes é a
Nordeste, onde o cerrado é substituido pela caatinga. Muitos pesquisadores afirmam
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ter registros da raposa do campo no Centro e Leste da caatinga, mas ndo ha
estudos que confirmem essa informacéo (LEMOS et al., 2013).

Figura 7. Distribuicdo geografica do Lycalopex vetulus (adaptado).

Mapa original disponivel em: www.freepik.com

Os estudos realizados por Carnieli, et al. (2008, 2009, 2013) concluiram que,
mesmo com 0s programas de vacinacdo de animais domésticos, a linhagem
genética do virus da raiva associada a caes ainda esta em circulacdo nas regides
Norte e Nordeste, e que uma outra linhagem esta em circulacdo entre os canideos
silvestres. Nesses estudos filogenéticos, identificaram duas sub linhagens circulando
em C. thous na mesma area geogréfica, e devido a esse fato, tentam explicar como

essas linhagens genéticas séo dispersas tempo e regionalmente.
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Mesmo que as espécies de Lycalopex ndo sejam relatadas como de ocorréncia
no Estado do Cearda, a espécie L. vetulus ocorre nesta regido do Nordeste do pais
(QUEIROLO et al., 2012; BEISIEGEL et al., 2013; LEMOS et al., 2013) e durante
estudos de epidemiologia da raiva neste Estado foram observadas visualmente
diferencas morfologicas entre os canideos, sugerindo que animais da espécie L.

vetulus ocorram juntamente com os da espécie C. thous.

2.8 ldentificacdo de espécies utilizando o DNA mitocondrial

A utilizacdo do DNA mitocondrial (DNAmit) para identificacdo de diversas
espécies animais é muito comum hé& algumas décadas (WILSON et al., 1985), tendo
como foco o gene Citocromo C Oxidase Subunidade | (COI) devido a sua alta
conservacao 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 numero de copias e 90% de sua totalidade é codificante.
Essa regido codificante apresenta 37 genes sendo, 13 polipeptideos, 22 RNA
transportadores (tRNA) e 2 subunidades ribossémicas (rRNA). A regido que néo
codifica genes é denominada regido controle ou D-loop (ANDERSON et al., 1981,
ANDREWS et al., 1999; BLUTER. 2010).
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Figura 8. Representacdo esquematica do DNA mitocondrial animal.
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Disponivel em: http://www.authorstream.com

Atualmente, uma sequéncia genética do DNAmit vem sendo empregada como
um codigo de barras (DNA barcode) na identificacdo de espécies animais. O
fragmento codificador do gene COI foi denominado como um marcador devido sua
conservacgao entre as mais diferentes espécies (HEBERT et al., 2003). Os métodos
classicos de identificacdo de espécies sdo baseados em caracteristicas morfolégicas
e dependem de um profissional em taxonomia que, em muitos casos, Sao
especialistas em apenas um grupo de espécies (HOPKINS & FRECKLETON, 2002;
JINBO et al.,, 2011). Os métodos moleculares néo irdo substituir os métodos
classicos, mas sdo capazes de auxiliar nessas identificag6es (PADIAL et al., 2010).
Sabendo disso, 0 uso do DNA barcode pode ser um poderoso recurso para a
identificacdo de espécies animais através do sequenciamento genético dessa regiao
(MILLER, 2007).

O conhecimento em relacdo ao comportamento das espécies de animais
silvestres envolvidas no ciclo epidemiologico da raiva e os estudos de caracterizacao
de espécies de canideos silvestres no Ceard bem como o papel desempenhado por
estes animais na epidemiologia da regido sdo de extrema importancia para um
melhor entendimento da doenca. Assim sendo, esse estudo contribuird para a

melhoria na eficiéncia das acdes destinadas aos programas de profilaxia da raiva,
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facilitando as acdes de conservacao destas espécies, uma vez que em casos de
epizootias de raiva em canideos se faz comum a caga e o sacrificio destes animais

pela populacgéo local.
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3 OBJETIVO GERAL

Realizar a caracterizacao genética de espécies de canideos silvestres de ocorréncia

no Estado do Ceara e estudar sua correlacdo com a circulacéo do virus da raiva.

3.1 Objetivos especificos

Realizar a caracterizagdo molecular das espécies de canideos silvestres de
ocorréncia no Estado do Ceara utilizando DNA mitocondrial.

Realizar a caracterizacdo molecular das amostras positivas de canideos silvestres
para o virus da raiva.

Analisar todas as sequéncias obtidas com relacdo as espécies de canideos
silvestres, linhagens virais circulantes e comparar os resultados por regido do
Estado do Ceard, das amostras positivas para raiva com o0s grupos filogenéticos
apresentados.

Fornecer resultados que sirvam de suporte para melhor entendimento da

epidemiologia da raiva em canideos silvestres.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Area de estudo e amostras

As amostras de sistema nervoso central (SNC) dos canideos silvestres foram
provenientes de 38 municipios do Estado do Cearé (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 regido Nordeste do
Brasil: epidemiologia molecular e deteccdo da resposta imune” (Processo
2014/16333-1) (69 amostras), e também, amostras de projetos anteriores em
parceria com o Estado, mantidas no acervo do Nuacleo de Pesquisas em Raiva do
Laboratorio de Virologia Clinica e Molecular, do Instituto de Ciéncias Biomédicas da

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

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

Mapa original disponivel em: www.freepik.com
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Figura 10. Mapa do Estado do Ceara evidenciando os municipios pertinentes as amostras
(adaptado).

ESTADO DO CEARA: MUNICIPIOS

31 . Jaguaretama

32 . Ereré

33. Croatd

34 - luppoca

35 Pentecoste

36 . S0 Gongalo do Amarante
A7 . Catarina

38 . BelaCrux

. Regido Montanhosa Regido semiarida i Regido Litoranea

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

Todas as atividades foram realizadas com autorizacéo e parceria do NUVET —
Nucleo de Controle de Vetores da Coordenadoria de Promocéo e Protecdo a Saude/
Secretaria de Estado de Saude do Ceard e licenca emitida pelo Sistema de
Autorizacdo e Informagéo em Biodiversidade — SisBio (45196-3).

As coletas de material foram realizadas em expedicdes especificas 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, apds o periodo de observacéo
em quarentena e que chegaram ao Obito, foram submetidos a procedimento de
necropsia para obtencdo de amostras do SNC e realizacdo do diagndstico da raiva
por meio das técnicas de IFD e inoculagdo pelo LACEN Ceara. Aliquotas destas
foram congeladas (-70°C) e remetidas ao Laboratério de Virologia Clinica e
Molecular do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo e

mantidas em freezer a temperatura de -70°C.
4.2 Extracado do acido nucleico total

Para a extragcdo do 4acido nucleico total, cada amostra de SNC foi submetida ao
processo de maceracdo, utilizando aproximadamente 0,5 g do SNC e 1 mL de H,O
DEPEC em um microtubo de 1,5 mL, com movimentos mecanicos com auxilio de um
pistilo e vortex.

As amostras seguiram para o extrator NucliSESNS® EasyMag bioMerieux, uma
plataforma automatizada para extracao total de acido nucleico, que tem capacidade
para extrair de uma uUnica vez 24 amostras num periodo de aproximadamente 40
minutos. Para realizacdo da extracdo, 300 uL do macerado foram diluidos em 450
uL de tampéo de lise (lysis buffer) e permaneceram em temperatura ambiente por 10
minutos. Apds esse periodo, foram acrescentados 30 uL de silica magnética, que
em elevadas concentracfes de sal se liga aos &cidos nucleicos, e em seguida,
iniciado o processo no equipamento. A silica age como uma fase sdlida e os
componentes que ndo possuirem acidos nucleicos serdo retirados nas etapas de
lavagem do processo. Ao final, todo acido nucleico contido na amostra é eluido em
um tamp&o denominado NucliSESNS® Elution Buffer bioMerieux.

Apos o procedimento de extracdo, uma aliquota de cada amostra foi levada ao
processo de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para identificagdo dos
canideos silvestres e, outra aliquota, encaminhada ao processo de Transcriptase
Reversa (RT), seguido de PCR para diagnostico da raiva e identificacéo da linhagem
genética do virus. As amostras foram armazenadas em freezer a temperatura de -
70°C.
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4.30ligonucleotideos iniciadores (primers)

Para a identificacdo dos canideos silvestres foram utilizados os primers
universais LCO 1490 e HCO 2198 (FOLMER et al., 1994), que sao 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 responsavel pela decodificacdo da proteina N do virus
da raiva, amplificam um fragmento de 765 pb foram utilizados para a deteccéo do

virus.

Tabela 1. Primer, polaridade, sequéncia dos primers e localizacdo no gene, utilizados para
amplificacdo do DNA mitocondrial de canideos silvestres e detec¢do do RNA do virus da raiva.

Primer Polaridade Sequéncia Localizagdo no
Gene
LCO 1490 Positiva GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 1490 — 1515
COl (canideos
silvestes)
HCO 2198 Negativa TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 2198 — 2172
COl (canideos
silvestres)
SegNucleoPr Positiva GGCACAGTWGTCACTGCT 749 — 766
F750

N (virus da raiva)

P304 Negativa TTGACGAAGTCTTGTTCAT 1533 - 1514

N (virus da raiva)

Fonte: Crus, 2018.

4.4 Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR)

Modificado de Carnieli et al., 2016, as reacdes foram realizadas utilizando-se
3,0 puL do DNA extraido adicionado a um “mix” contendo tampé&o de reacdo 10 mM
tris-HCI, 50mM de KCI (PCR buffer 10X-Invitrogen®), 1,5 mM de MgCly, 0,5 uM de
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cada dNTP (dATP, dGTP, dTTP, dCTP/Invitrogen®), 0,2 uM de cada primer (LCO
1490 e HCO 2198), 1,5U de Taqg DNA polimerase (Invitrogen®) e H,O DEPEC®
(Invitrogen®) para completar um volume final de 50 pL. As amplificacdes foram
realizadas em termociclador Genamp® PCR System 9700, Applied Biosystems com
pré-aguecimento a 94°C por cinco minutos para desnaturacédo seguida de 35 ciclos
com 45 segundos de desnaturacéo a 94°C, 45 segundos de anelamento a 55°C e 90
segundos de extensao a 72 °C, com uma extenséo final de 10 minutos a 72°C.

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose
(Invitrogen®) a 1,5% em tamp&o TAE 0,5x (40mM Tris-acetato; 1 mM EDTA, pH 8,3
Invitrogen®) e 2 pL de brometo de etidio (Edt Br-Sigma). Um “mix” de 10 pL do
produto de PCR e 3 uL de azul de bromofenol (loading buffer) para cada amostra, foi
aplicada no gel de agarose e submetida a eletroforese em cuba horizontal, contendo
tampdo TAE 0,5x (Invitrogen®) durante 1 hora a 100 volts. A visualizagao 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. S&o 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 Reacao em Cadeia pela Polimerase e Transcriptase Reversa (RT-PCR)

A obtencdo do DNA complementar (cDNA) do RNA extraido foi realizada com
8,0 uL do RNA extraido adicionados a um “mix” contendo 200 U de Transcriptase
Reversa (RT) (MMLV — Moloney-murine leukemia virus/Super ScriptTM -Invitrogen®)
diluidas em 8,0 yL de tampé&o da enzima (5X first strand buffer 50 mM de tris-HCI
(pH-8,3), 4 mM de DTT, 1,2 mM de cada dNTP (dATP, dGTP, dTTP,
dCTP/Invitrogen®), 50 pmols de primer randémico, 10 U de Inibidor de Ribonuclease
(RNAse Inhibitor — Invitrogen®), e H,O DEPC® (Invitrogen®), em um volume final de
50 L. A transcricao ocorreu em termobloco aquecido a 42 °C por 60 minutos.

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando-se 2,0 yL do cDNA extraido
adicionado a um “mix” contendo tamp&o de reacdo 10mM tris-HCI, 50mM de KCI
(PCR buffer 10X-Invitrogen®), 2,5 mM de MgCl,, 0,5 uM de cada dNTP (dATP,
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dGTP, dTTP, dCTP/Invitrogen®), 0,2 uM de cada primer (Seq NucleoPr F750 e
P304), 1,5U de Taq DNA polimerase (Invitrogen®) e H,O DEPC® (Invitrogen®) para
completar um volume final de 50 pL. As amplificacbes foram realizadas em
termociclador Genamp® PCR System 9700, Applied Biosystems com pré-
aguecimento a 95°C por cinco minutos para desnaturacdo 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
extensao 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 tamp&o TAE 0,5x (40mM Tris-acetato; 1 mM EDTA, pH 8,3
Invitrogen®) e 2 pL de brometo de etidio (Edt Br-Sigma). Uma mistura de 10 pL do
produto de PCR e 3 uL de azul de bromofenol (loading buffer) para cada amostra, foi
aplicada no gel de agarose e submetida a eletroforese em cuba horizontal, contendo
tampdo TAE 0,5x (Invitrogen®) durante 1 hora a 100 volts. A visualizacdo 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. S&o 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
uVv.

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

4.6 Sequenciamento genético

Ap6s as amplificagbes, as amostras foram submetidas ao processo de
purificacdo utilizando o sistema ExoSAP-IT (GE Healthcare Bio-Sciences Ltd - USB
Corporation) segundo instru¢cdes do fabricante, e submetidas ao termociclador
Genamp® PCR System 9700, Applied Biosystems a 37° C por 15 minutos e 80°C
por 15 minutos. Apos esse procedimento, as amostras foram diluidas com H,O
DEPC® (Invitrogen®).

Em seguida, foram submetidas a reacdo de sequenciamento utilizando o kit

comercial BigDye™ terminator — cycle sequencing read reaction - Applied
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Biosystems®, seguindo as instrucdes do fabricante utilizando os primers descritos na
tabela 1.

Em um microtubo contendo 3,5 puL de produto de PCR purificado, foram
adicionados 1,3 uL de Tampao Save Money 5X (Tris HCI 200 mM pH 9,0 e 5mM
MgCl;), 0,03 mM do primer (1 pmol) e 2 uL do kit ABI PRISM Dye ™ Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Big Dye v3.1 Applied biosystems®)
completando um volume final de 10uL. O procedimento foi efetuado separadamente
para cada um dos 4 primers.

A reacao foi levada ao termociclador Genamp® PCR System 9700, Applied
Biosystems pré-aquecido a 96°C por 5 minutos para desnaturacdo da fita de DNA,
seguido de 35 ciclos, cada um deles composto de 10 segundos a 96°C para
desnaturacdo do DNA molde, 45 segundos a 50°C para emparelhamento dos
primers e 2 minutos a 60°C para extensao da nova fita de DNA.

Os produtos obtidos foram purificados por meio do sistema Applied Biosystems
Big Dye® X-Terminator'™ Purification Kit (Applied Biosystems®) visando a remocéo
de excesso de dideoxinucleotideos “terminadores” presentes na reacdo. Uma
mistura de 35uL do produto foram adicionados ao produto da reacdo de
sequenciamento e agitados em “vértex” por 30 minutos e em seguida centrifugados
a 1000 rotacbes por minuto (rpm) por 02 minutos em centrifuga Sorvall RT7
Benchtop Centrifuge. Foram retirados 20uL do sobrenadante e adicionados a
microplacas para a realizacdo da eletroforese em polimero POP7 (Applied
Biosystems®), utilizando sequenciador automéatico ABI-PRISM modelo 3130 (Applied
Biosystems®). As amostras foram traqueadas automaticamente utilizando software
do analisador automatico de DNA ABI Prism modelo 3130XL.

As sequéncias de nucleotideos obtidas foram analisadas com o programa
BioEdit v7.2.5 (1997-2013, Tom Hall — Nucl. Acids Symp.).

4.7 Analises filogenéticas
As sequéncias de nucleotideos foram alinhadas juntamente com sequéncias

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

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

O dataset gerou a arvore de méxima verossimilhanca (maximum likelihood)
com o algoritmo “Neighborn joining” para verificar a sustentacdo de ramos nas
topologias das arvores obtidas e foram realizadas analises de “bootstrap” com 1000
réplicas (FELSENSTEIN, 1985).
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5 RESULTADOS

5.1 Area de estudos e amostras

Para realizagcdo deste estudo, foram analisadas um total de 101 amostras
provenientes de canideos silvestres de 38 municipios do Estado do Ceara,
recebidas no Nucleo de Pesquisas em Raiva entre os anos de 2004 e 2016. Do total
de amostras, 48,5% das amostras provinham da regido montanhosa, 39,6% da
regido semiarida, 9,9% da regido litoranea e 1,9% ndo tinham a procedéncia
identificada. A identificacdo das amostras e os locais de procedéncias estao listados
na tabela 2.

Tabela 2. Identificac@o e procedéncia das amostras de sistema nervoso central de canideos

silvestres do Estado do Ceara, Brasil, encaminhadas para diagnéstico do virus da raiva e
caracterizagcdo genética das espécies. Sdo Paulo, Julho de 2018.

N. | Identificagéo Procedéncia

CanSilvCE22_04
CanSilvCE25_04
CanSilvCE28_04
CanSilvCE983 04
CanSilvCE91_16
CanSilvCE112_16
CanSilvCE1091_04
CanSilvCE1092_04
CanSilvCE484 05
CanSilvCE145_05
CanSilvCE187_05
CanSilvCE744_05
CanSilvCE1104_05
CanSilvCE1155_05
CanSilvCE72_06
CanSilvCE685_06
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Identificacéo

Procedéncia

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

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

Caucaia
Caucaia
Paraipaba
Amontada
Amontada
Amontada
Eusébio

Itapipoca

50



N. | Identificagao Procedéncia
49 | CanSilvCE397_16 Itapipoca

50 | CanSilvCE374_16 S. G. do Amarante
51 | CanSilvCE362_12 Séao Benedito
52 | CanSilvCE56_13 Sé&o Benedito
53 | CanSilvCE02_14 Séao Benedito
54 | CanSilvCE356 15 Sao Benedito
55 | CanSilvCEO03 16 Séao Benedito
56 | CanSilvCE47_16 Séao Benedito
57 | CanSilvCE50 16 Sao Benedito
58 | CanSilvCE79 16 Sao Benedito
59 | CanSilvCE355 16 Séao Benedito
60 | CanSilvCE23 13 Tiangua

61 | CanSilvCE433 13 Tiangua

62 | CanSilvCE454 15 Tiangua

63 | CanSilvCE45 16 Tiangua

64 | CanSilvCE124 16 Tiangua

65 | CanSilvCE159 16 Tiangua

66 | CanSilvCE214 16 Tiangua

67 | CanSilvCE216 16 Tiangua

68 | CanSilvCE228 16 Tiangua

69 | CanSilvCE259 16 Tiangua

70 | CanSilvCE286 16 Tiangua

71 | CanSilvCE309 16 Tiangua

72 | CanSilvCE347_16 Tiangua

73 | CanSilvCE358_16 Tiangua

74 | CanSilvCE401_16 Tiangua

75 | CanSilvCE402_16 Tiangua

76 | CanSilvCE403_16 Tiangua

77 | CanSilvCE296_13 Ibiapina

78 | CanSilvCE308_16 Ibiapina

79 | CanSilvCE348_16 Ibiapina

80 | CanSilvCE352_16 Ibiapina
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N. | Identificagao Procedéncia

81 | CanSilvCE400_16 Ibiapina

82 | CanSilvCE478 13 Guaraciaba do Norte
83 | CanSilvCE277_15 Guaraciaba do Norte
84 | CanSilvCE314_15 Guaraciaba do Norte
85 | CanSilvCE46_16 Guaraciaba do Norte
86 | CanSilvCE118 16 Guaraciaba do Norte
87 | CanSilvCE284 16 Guaraciaba do Norte
88 | CanSilvCE285_ 16 Guaraciaba do Norte
89 | CanSilvCE310 15 Carnaubal

90 | CanSilvCE377_15 Carnaubal

91 | CanSilvCE215 16 Carnaubal

92 | CanSilvCE287_16 Carnaubal

93 | CanSilvCE288_16 Carnaubal

94 | CanSilvCE311 16 Carnaubal

95 | CanSilvCE346 16 Carnaubal

96 | CanSilvCE353_15 Ubajara

97 | CanSilvCE413_16 Ubajara

98 | CanSilvCE283 16 Croata

99 | CanSilvCE405 16 Croata

100 | CanSilvCE38_06 N&o Identificado

101 | CanSilvCE981 06 N&o Identificado

Amostras em vermelho representam as amostras positivas para o virus da raiva. Amostras em preto
representam as amostras negativas para o virus da raiva.

Procedéncias em representam municipios da regido semiarida. Procedéncias em azul
representam municipios da regido litorAnea. Procedéncias em verde representam municipios da

regido montanhosa.

Fonte: Crus, 2018.
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5.2Anélises filogenéticas dos canideos silvestres

As 101 amostras provenientes de canideos silvestres do Estado do Ceara
foram analisadas e apresentaram, apdés amplificacdo por PCR e analise 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 | (COl).

356_15 383 15 37515 377_15 304 15 454 15 480 15 31415 C-

O marcador de peso molecular aparece na canaleta 1. Nas demais canaletas, seguindo a
ordem da esquerda para a direita, estdo 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 amplificac&o do fragmento na etapa de PCR.

Todas as amostras foram submetidas a reacdo de sequenciamento para formar
a reconstrucao filogenética (figura 12). As sequéncias obtidas foram alinhadas com

outras sequéncias de COI disponiveis no GenBank e foram analisados 389 pb.
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Figura 12. Arvore filogenética de méaxima verossimilhanca (maximum likelihood) construida pelo
programa MEGA 7.0, para o Citocromo C Oxidase | (COI).

Em vermelho estéo representadas as amostras de canideos silvestres do estado do Ceara, Brasil.
Grupo A, representado pelas amostras de Cerdocyon thous. Grupo B, representado pelas amostras
do género Lycalopex. Grupo C, representado pelas amostras de cdes domésticos Canis lupus
familiaris. Grupos D, E, F, G e H representados por amostras deste trabalho que ficaram isoladas.
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Na &rvore filogenética obtida (figura 12), observam-se as amostras distribuidas
em sete grupos:

Grupo A: amostras relacionadas a espécie Cerdocyon thous, principal espécie
de canideo silvestre circulante no Estado do Ceara, antigamente denominada como
Dusicyon thous.

Grupo B: amostras relacionadas as espécies do género Lycalopex,
antigamente denominado Pseudalopex e Dusicyon, Speothos, Chrysocyon e
Atelocynus, demais canideos do Brasil.

Grupo C: amostras relacionadas as espécies de cdes domeésticos 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
cdes domésticos (Canis lupus familiaris) e, 88 amostras de canideos silvestres
segregaram com as amostras de Cerdocyon thous.

Doze amostras ndo segregaram com canideos silvestres, sao elas
CanSilvCE14_15 (grupo D), CanSilvCE478_ 13 (grupo E), CanSilvCE56 13,
CanSilvCE296_13, CanSilvCE329 13, CanSilvCEO2_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 sequéncias 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 analise no sistema BLAST da amostra CanSilvCE478_13 com o banco de
dados do NCBI.

Callithrix jacchus mitochondrion, complete genome

RID: KBZVOSAFO14 (Expires on 06-07 09:03 am) Sequence ID: KM588314.1 Length: 16499 Number of Matches: 1

Query ID IdlQuery 82893
Description478_F 3 Range 1: 5352 to 6026 GenBank Graphics
Molecule type nocelc acid Score Expect = Gaps
Query Length 723 628 bits(340) 5e-176 _21/687(3%)

A amostra apresentou similaridade superior a 80% com as amostras de saguis da espécie Callithrix
jacchus. Em evidéncia estd o nimero da amostra e a porcentagem de similaridade.

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

RID 7PG76PNPO14 (Expires on 02-08 01:00 am) Lucilia eximia isolate LAO65 cytochrome oxidase subunit | (COI) gene, partial cds; mitocl
Sequence ID: MF097466.1 Length: 1365 Number of Matches: 1

Query ID ES 81321
Descriptid @ Range 1: 100 to 467 GenZank Graphics
e = it B -

Molecule typ Score Expect
Query Length 368 625 bits(338) 3e-175 %

Gaps Strand
0/368(0%) Plus/Plus

A amostra apresentou similaridade superior a 80% com as amostras de saguis da espécie Lucilia
eximia. Em evidéncia est4 o nimero da amostra e a porcentagem de similaridade.
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Figura 15. Resultado das analises 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.

RID 7PC78T36014 (Expires on 02-09 00:01 am) Mus musculus mitochondrion, complete genome
Query ID QuaR. 66895 Sequence ID: KY018919.1 Length: 16300 Number of Matches: 1
Descriptio @
Molecule type Tekseee Range 1: 5414 to 5940 GenBank Graphics

uery Length 945 Score Expect
i gasbits(4s7) 00

entities

508/531(96%)

Gaps Strand
10/531(1%) Plus/Plus

RID 7PCVR251015 (Expires on 02-09 00:12 am) Mus musculus mitochondrion, complete genome
Sequence ID: KY018919.1 Length: 16300 Number of Matches: 1

Query ID Query 109763
Descripti Range 1: 5383 to 6048 GenBank Graphics
Molecule type “THErIT aci Score Expect g#Tdentities =, Gaps Strand
Query Length 680 1206 bits(653) 0.0 2/666(0%) Plus/Plus

RID 7PDUPGPDO015 (Expires on 02-09 00:28 am) Mus musculus mitochondrion, complete genome

Query ID Quacy 24773 Sequence ID: KY018919.1 Length: 16300 Number of Matches: 1
Motl)ee(?l_flrelpd !liqe 1: 5367 to 6029 GEnBar‘kr ESLBE"‘»(S —
Olicoy angih oea Score Expect, dentities Gaps Strand
1214 bits(657) 0.0 662/664(99%) 1/664(0%) Plus/Plus
RID 7PE0ZUG7015 (Expires on 02-09 00:32 am) Mus musculus mitochondrion, complete genome
Query ID Query 108581 Sequence ID: KY018919.1 Length: 16300 Number of Matches: 1
Descriptiol . Range 1: 5355 to 6043 GenBank Graphics
Molecu:_e ty[t): 7 S SEE Score Expect Tdentities Gaps Strand
Query Leng 1144 bits(619) 0.0 671/695(97%) 8/695(1%) Plus/Plus

e ————
RID 7PESDAX8015 (Expires on 02-00 00:34 am)  Mus musculus domesticus isolate 17 cytochrome oxidase subunit 1-like gene, partial se
Sequence ID: FJ527884.1 Length: 707 Number of Matches: 1

Query ID Query 220885
Descriptia l@ Range 1: 1 to 695 GenBank Graphics
Molecule type TotreIC acid

Score Exped]

Query Length 728 1197 bits(648) 0.0 !

Identities
_ 681/697(98%) _

Gaps Strand
4/697(0%) Plus/Plus

RID 7PEQFHEY014 (Expires on 02-09 00:36 am) Mus musculus mitochondrion, complete genome
Sequence ID: KY018919.1 Length: 16300 Number of Matches: 1

Query ID IcllQuery 232437 e
Description_002_R "3 Range 1: 5376 to 6024 GenBank Graphics
e

volecule type acid Tdentities
Query Length 674 643/654(98%)

RID 7PEDB67X014 (Expires on 02-09 00:38 am) Mus musculus mitochondrion, complete genome
Sequence ID: KY018919.1 Length: 16300 Number of Matches: 1

Query ID IcllQuery 76883
Descriptiol 014 R Range 1: 5816 to 6014 GenBank Graphics
volecule type Toer=Cacid e A e v o e

- Score Expect dentities
oL T T 244 bits(132) 2e-60 §_184/207(89%)

RID 7PESYSKWO014 (Expires on 02-09 00:45 am) Mus musculus mitochondrion, complete genome
Sequence ID: KY018919.1 Length: 16300 Number of Matches: 1

Query ID Query 198211
Ry @ Range 1: 5386 to 6042 GenBank Graphics
lolecule type T8 5Cid et s

Score Expect
1138 bits(616) 0.0

Gaps Strand
#  9/654(1%)  Plus/Plus

“Gaps " Strand
12/207(5%) Plus/Plus

Score Expect Identities Gaps Strand
Juery Length 659 1199 bits(649) 0.0 K _ 6 2/659(0%) Plus/Plus
RID 7PEXS89WB014 (Expires on 02-09 00:47 am)  Mus musculus mitochondrion, complete genome
Query ID IgllQuery 75963 Sequence ID: KY018919.1 Length: 16300 Number of Matches: 1
Descrlptlo d Range 1: 5377 to 6007 GenBank Graphics
Iolecule WI:E 61 R Score Expect Tdentities Gaps Strand
uesyiteng 1157 bits(626) 0.0 620/631(99%) 0/631(0%) Plus/Plus
RID 7PFASCDNO14 (Expires on 02-00 00:51 am) Mus musculus mitochondrion, complete genome
Sequence ID: KY018919.1 Length: 16300 Number of Matches: 1
Query ID Query 164485
Descriptiof 388 F ) Range 1: 5584 to 6049 GenBank Graphics
Molecule type T acid Score Expect entities Gaps Strand
Query Length 468 833 bits(451) 0.0 462/467(99%) 1/467(0%) Plus/Plus

Todas as amostras apresentaram similaridade superior a 95% com as amostras de camundongos da
espécie Mus musculus. Em evidéncia estdo os numeros das amostras e a porcentagem de
similaridade.

Imagens originais disponiveis em:_ www.blast.ncbi.nim.nih.gov

Quando excluidas as amostras de sagui, mosca e camundongos, a arvore
filogenética para caracterizacdo dos canideos silvestres com as demais 89 amostras

apresentou algumas mudancas, conforme a figura 16.
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Figura 16. Arvore filogenética de maxima verossimilhanca (maximum likelihood) contruida pelo
programa MEGA 7.0, para o Citocromo C Oxidase | (COI).
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&l CanSilvCE25 04
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| KT168381.1 Canis lupus familiaris
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CanSilvCE145 05
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CanSilvCE277 16
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AF028202.1 Pseudalopex sechurae
AF028183.1 Atelocynus microtis

Em vermelho estdo representadas as amostras de canideos silvestres do estado do Ceara, Brasil.
Grupo A, representado pelas amostras de Cerdocyon thous. Grupo B, representado pelas amostras
de cdes domésticos Canis lupus familiaris. Grupo C, representado pelas amostras do género
Lycalopex. As 21 amostras contidas na reconstrucao filogenética em evidéncia, que segregaram com
as amostras de canideos 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 arvore filogenética obtida (figura 16) apresentou trés grupos:

Grupo A: amostras relacionadas a espécie Cerdocyon thous, principal espécie
de canideo silvestre circulante no Estado do Ceara, antigamente denominada como
Dusicyon thous.

Grupo B: amostras relacionadas as espécies de cdes domeésticos Canis lupus
familiaris.

Grupo C: amostras relacionadas as espécies do género Lycalopex,
antigamente denominado Pseudalopex e Dusicyon, Speothos, Chrysocyon e
Atelocynus, demais géneros de canideos do Brasil.

Com excecao da amostra CanSilvCE981_ 06, que segregou com as amostras
de cdes domésticos, as demais amostras de canideos silvestres do Estado do Ceara
segregaram com as amostras de Cerdocyon thous.

A distancia genética intragrupo dos canideos silvestres € de 0,9%, sugerindo
que sdo a mesma especie.

Observando a distribuicdo das amostras de canideos deste estudo no mapa do
Estado do Ceara, é claramente visivel uma maior concentracdo de exemplares na
regido montanhosa do Estado, seguida da regido semiarida, e uma menor

concentracao regiao litoranea.

5.3 Analises filogenéticas do virus da raiva

Nas analises das 101 amostras provenientes de canideos silvestres do Estado
do Ceara para o virus da raiva, 50 apresentaram, apos amplificacdo por PCR e
analise em eletroforese em gel de agarose, banda representativa do fragmento de
765 pb referentes a proteina N do virus (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 nucleoproteina do virus da raiva.

C+

O marcador de peso molecular aparece na canaleta 1. Nas demais canaletas, seguindo a ordem da
esquerda para a direita, estdo as amostras CanSilvCE158 06, CanSilv494 06, CanSilv496 06,
CanSilve85_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 amplificacdo do fragmento na etapa de PCR.

Todas as amostras positivas foram submetidas a reacdo de sequenciamento e
48 amostras foram utilizadas para a reconstrucao filogenética. As sequéncias
obtidas foram alinhadas com outras sequéncias da proteina N do virus da raiva
disponiveis no GenBank e foram analisados 385 pb. A reconstrucéo filogenética esta

ilustrada na figura 18.
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Figura 18. Arvore filogenética de méaxima verossimilhanca (maximum likelihood) construida pelo
programa MEGA 7.0, para a nucleoproteina do virus da raiva.
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Em vermelho estéo representadas as amostras de canideos silvestres do estado do Ceara, Brasil.
Grupo A, representado pelas linhagens genéticas virais mantidas por canideos domésticos e
silvestres.

Grupo Al, representado pelas amostras da linhagem genética do virus da raiva mantida por canideos
silvestres. Grupo A2, representado pelas amostras da linhagem genética do virus da raiva mantidos
por caes domésticos. Grupo A3, representado pelas amostras de virus da raiva padrdo (AgV1). Grupo
A4, representado pelas amostras da linhagem genética mantida por cdes de outros paises da
Ameérica Latina (AgV1). Grupo B, representado pela linhagem genética do virus da raiva mantido por
saguis. Grupo C, representado pelas linhagens genéticas do virus da raiva mantidas por morcegos.
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A éarvore filogenética obtida (figura 18) apresentou trés grupos:

Grupo A: amostras relacionadas a linhagem genética mantida por canideos
domésticos e silvestres. Este grupo é formado por quatro subgrupos:

Al: linhagem genética mantida por canideos silvestres (principalmente da
espécie Cerdocyon thous), identificada inicialmente no Estado do Ceara e até o
momento restrita a regido Nordeste do Brasil.

A2: linhagem genética mantida por cdes domésticos (AgV2), amplamente
distribuida pela América Latina.

A3: amostras do virus da raiva padrao (AgV1).

A4: linhagem genética mantida por cdes domésticos isolada no Brasil, Bolivia,
Paraguai e Argentina (AgV1).

Grupo B: amostras relacionadas a linhagem genética mantida por saguis-de-
tufo branco isolada inicialmente no Estado do Ceara e até o momento restrita a
regido Nordeste do Brasil.

Grupo C: amostras relacionadas a linhagens genéticas mantidas por morcegos
(hematofagos e ndo hematofagos) isoladas nas Américas.

Observa-se que todas as amostras de canideos silvestres e a amostra
CanSilvCE981 06, que segregou com cdo domeéstico na identificacdo das espécies
utilizando o DNAmit, positivas para o virus da raiva, segregaram no subgrupo Al,
com a linhagem genética do virus da raiva que acomete os canideos silvestres do
Estado do Ceara. As amostras previamente identificadas como camundongos
também segregaram com as amostras do subgrupo Al.

A amostra CanSilvCE478_13 segregou no grupo B juntamente com as demais
amostras correspondentes a linhagem genética do virus da raiva mantida em saguis
da espécie Callithrix jacchus, linhagem que esta, até o momento, restrita ao
Nordeste do Brasil.

A distancia genética do virus entre as amostras de canideos silvestres e de
cées domésticos € de 10,9 %. A distancia genética do virus intragrupo dos canideos
silvestres é de 4,6%.

Dos 38 municipios do Estado do Ceara que fizeram parte desse estudo,

apenas 6 municipios ndo apresentaram positividade para o virus da raiva.
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6 DISCUSSAO

Diferentemente das regides da Asia e Africa, houve uma considerada
diminuicdo nos casos de raiva humana e animal nos paises da América Latina
devido a implementacédo dos programas governamentais de vigilancia e controle da
raiva, bem como a vacinacdo em massa dos animais domésticos (WHO, 2018). No
Brasil, houve uma queda nos casos de raiva canina e dessa forma foi possivel
observar de forma mais evidente a ocorréncia dos casos de raiva em animais
silvestres, especialmente nas regides Norte e Nordeste do Brasil (CARNIELI et al.,
2008, 2013; FAVORETTO et al., 2013). De acordo com Favoretto et al. (2006), a
distribuicdo sobreposta de cdes e canideos silvestres complicou a situagéo
epidemioldgica da raiva no Estado do Ceara. Com o desmatamento cada vez mais
comum e o0 aumento das areas urbanas, espécies como C. thous, que possuem
hébitos sinantrépicos, sédo facilmente vistas interagindo com animais domeésticos e
seres humanos, o que aumenta consideravelmente os riscos de transmissdo da
raiva (HALPIN et al., 2007; SOUZA et al., 2016). Os canideos silvestres sdo um dos
principais hospedeiros e reservatorios do virus da raiva e responsaveis pela
manutencao dos ciclos de transmissao da doenca. Carnieli et al. (2006), a partir de
seus estudos sobre a epidemiologia da raiva em canideos no Nordeste do Brasil,
identificou duas linhagens genéticas virais nesses animais, uma linhagem mantida e
transmitida por canideos domésticos e a outra por canideos silvestres. Estudos
filogenéticos sugerem que a linhagem viral mantida pelos cées foi introduzida nos
canideos silvestres devido a interacdo dessas espécies, 0 que conseqguentemente
levou a um ciclo emergente e independente da doenca (FAVORETTO et al., 2006).

Wilson e Reeder (1993) estudaram a ecologia e zoologia de algumas espécies
de canideos silvestres e sugeriram que, das seis espécies de canideos silvestres
circulantes no Brasil, o C. thous é a principal espécie de canideo silvestre
hospedeira do virus da raiva no Nordeste brasileiro seguida da espécie L. vetulus.
Por serem morfologicamente similares e por possuirem uma distribuicdo geografica
sobreposta, podem ocorrer erros de identificacdo dessas duas espécies de canideos
silvestres. Dessa forma, a identificacdo genética por meio de analises do DNAmit
pode ser capaz de auxiliar os estudos da distribuicdo 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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sobrevivéncia dessas duas espécies de canideos silvestres (Cerdocyon e
Lycalopex) no mesmo nicho ecoldgico.

Carnieli et al. (2008), estudaram a epidemiologia da raiva e identificaram os
principais canideos silvestres hospedeiros e transmissores da raiva no Nordeste do
Brasil, com excecdo do estado do Ceard, através de andlises do DNAmit desses
animais. Concluiram que, 93% das amostras pertenciam a espécie C. thous e, 0s
outros 7% pertenciam a espécie L. vetulus.

O objetivo do presente estudo foi identificar a principal espécie de canideo
silvestre circulante no Estado do Ceara, analisando 389 nucleotideos do DNAmit
extraido das amostras recebidas e, a positividade quanto ao virus da raiva, para
contribuir com dados que possam auxiliar em estudos epidemiologicos da
enfermidade nessa regido do Nordeste brasileiro.

Foi realizada uma adaptacdo do protocolo de caracterizagdo genética a partir
do DNAmit de Carnieli et al. (2016), e o mesmo mostrou-se eficiente para
amplificacdo do fragmento do gene e para a obtencdo da sequéncia genética.

Todas as amostras de canideos silvestres provenientes do estado do Ceara
utilizadas nesse estudo, positivas ou negativas para o virus da raiva, foram
submetidas a identificacdo da espécie animal e, apés sequenciamento e analises
das sequéncias geradas para as 89 amostras, todas segregaram com as amostras
de C. thous publicadas no GenBank e, ndo houve identificacdo de amostras como
sendo da espécie L. vetulus. Esses resultados concordam com trabalhos ja
publicados por especialistas da area (TCHAICKA et al., 2007), onde é comumente
encontrada apenas a espécie C. thous nesse Estado do Brasil, mesmo que haja
relatos da circulacdo de L. vetulus nas zonas de transicdo, ndo ha dados que
confirmem essa hipétese.

Estes resultados corroboram com o fato de C. thous, espécie nativa do
Nordeste brasileiro, ser a principal espécie de canideo silvestre transmissora da
enfermidade na regido e que estd amplamente presente no Estado (CARNIELI et al.,
2006). De acordo com dados oficiais da Secretaria de Saude do Estado do Ceara,
mais de 170 casos de raiva foram relatados em C. thous no Ceara entre os anos de
1990 e 2003 (NUEND, 2004).

A partir da arvore filogenética gerada, observamos alguns grupos filogenéticos
e analisamos a distribuicdo desses animais pelo Estado para verificar se ha alguma

relacdo com os grupamentos gerados. Observamos que a maior concentracdo
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desses canideos se da na regido montanhosa do Estado e que ndo hé relagédo entre
a distribuicdo e os grupos apresentados na arvore filogenética. A maior parte das
amostras de canideos silvestres provém da regiao Noroeste do Estado, embora haja
uma ampla distribuicdo pelo Estado do Ceara.

Em relacdo as amostras identificadas como ndo pertencentes as espécies de
canideos silvestres, apds as andlises, os resultados sugerem que houve a troca de
uma amostra identificada como sendo de sagui ao invés de canideo silvestre. Desta
amostra foi isolada a variante genética do virus da raiva mantida por populagcdes de
saguis. Houve ainda a amplificacdo do material genético de uma mosca, que
provavelmente estava na amostra de canideo. Embora tenham sido solicitadas
amostras originais de canideos silvestres para a caracterizacdo genética, algumas
amostras eram de exemplares da primeira passagem em camundongos apds o
diagnoéstico da raiva através da técnica de inoculagdo em camundongos.
Consequentemente, essas amostras foram excluidas deste estudo de identificacdo
da espécie animal.

Uma importante ferramenta que pode auxiliar na vigilancia de animais
envolvidos em ciclos de transmissdo de doencas, inclusive animais envolvidos nos
ciclos de transmissdo da raiva € a caracterizacdo genética a partir do DNAmit. Com
a escassez de profissionais no segmento da taxonomia cada vez maior, a utilizagéo
do DNAmit para identificar espécies representa uma importante ferramenta para
responder a questdes relacionadas a taxonomia. Klippel et al. (2015) utilizou essa
ferramenta para identificar animais mortos em uma rodovia no Estado do Espirito
Santo. Muitas vezes, 0s animais sdo encontrados desfigurados e as analises das
sequéncias de DNAmit obtidas tiveram sucesso na identificacdo destes. Ainda é
considerado um método complementar, mas muitos pesquisadores, que estudam os
principais hospedeiros do virus da raiva, tem utilizado essa técnica para concluirem
suas analises (KLIPPEL et al., 2015).

Quanto a positividade ao virus da raiva, das 101 amostras recebidas e
analisadas para esse estudo, 50 (cerca de 49,5%) foram positivas. Esses dados
mostram a importancia desses animais na manutengao do virus da raiva. Favoretto
et al. (2013) consideram os canideos silvestres um importante responsavel pela
manuten¢do do ciclo silvestre da raiva no Brasil. A maior parte das amostras
recebidas e positivas para o virus da raiva sdo provenientes da regido 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
municipios de alta altitude.

Observando a distribuicdo das amostras positivas no mapa do Estado do
Ceard, € possivel ver uma distribuicdo relativamente homogénea entre as regides.
Levando em considera¢do que a regido semiarida apresentava menos exemplares
de amostras em relacbes a regido montanhosa e que a positividade esti
amplamente distribuida na regido semiarida, podemos considerar que essa a regiao
com maior numero de canideos silvestres com raiva no Estado do Ceard, levando
em consideracao que é o bioma predominante do Estado. Dos 38 municipios que
fizeram parte da area de estudo deste trabalho, apenas 6 ndo apresentaram
amostras positivas para a raiva. Esses dados sugerem uma grande distribuicdo da
raiva no Estado, o que é um grave problema de salude publica, pois devido aos
hébitos dos animais envolvidos nos ciclos da doenca, a interagdo com 0s seres
humanos contribui para o aumento dos casos de tratamentos pos-exposicdo dos
humanos a esses animais, como também, contribuindo para um possivel 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 Ceard. Em relacdo aos canideos silvestres, de um total de 317
amostras, 105 apresentaram positividade para o virus da raiva. Em relacdo aos
demais animais silvestres, em um total de 332 amostras, 66 amostras foram
positivas.

Na é&rvore filogenética gerada para o virus da raiva, podemos observar dois
subgrupos para os canideos do Brasil, um para os canideos silvestres e outro para
os canideos domésticos. Com excecdo da amostra de sagui, indevidamente
encaminhada para o estudo, que segregou com as demais amostras da variante do
virus da raiva que acomete populacdes de saguis da regido Nordeste do Brasil,
todas as amostras pertencentes a esse estudo segregaram com as demais amostras
da linhagem genética do virus mantida por canideos silvestres e que, até o
momento, esta restrita a essa regido do Brasil. A amostra identificada como
pertencente a espécie de canideo doméstico (Canis lupus familiaris), coletada no
ano de 2006, também indevidamente encaminhada para este estudo, apresentou
positividade para o virus da raiva e segregou com as demais amostras pertencentes
a linhagem genética mantida pelos canideos silvestres, demonstrando transmissao

interespécie. Esses dados sugerem que, devido a interacdo entre 0s animais



67

domésticos e silvestres, a transmissdo do virus entre essas diferentes espécies
pode acontecer, bem como a transmissdo da linhagem genética mantida por
canideos silvestres para canideos domésticos, mostrando a relacdo entre essas
duas espécies.

Ao contrério do observado por Carnieli et al. (2008), em relagdo as duas sub
linhagens virais circulantes entre os canideos silvestres na regido Nordeste do
Brasil, no presente estudo verificou-se apenas uma linhagem viral circulando entre
os canideos silvestres do Estado do Cearda e a manutencdo da transmissdo da
variante viral mantida por canideos silvestres ja descritas na regido (CARNIELI et al.,
2008; FAVORETTO et al. 2001; 2006). Os resultados obtidos, assim como os de
Carnieli et al. (2009), ndo permitem estabelecer uma Unica espécie de canideo
responsavel pela manutencao da raiva na regido estudada.

A identificacdo das espécies animais envolvidas nos ciclos de transmisséo da
doenca e as linhagens genéticas virais mantidas por estas, contribuem para um
melhor desenvolvimento dos programas de vigilancia e saiude no Brasil. Os dados
do presente estudo buscam auxiliar no entendimento do ciclo da raiva nos canideos
silvestres, em relagdo a principal espécie animal envolvida e a linhagem genética
viral que esta em circulacdo no Estado.

Assim, sdo necessarios estudos mais aprofundados acerca das linhagens virais
circulantes para um melhor entendimento desse ciclo e o papel destes canideos
como reservatorios e transmissores. Desta maneira, 0s programas de vigilancia 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 doenca
no Brasil. Estudos dessa natureza buscam o conhecimento para uma melhor
conservacdo das espécies envolvidas e o possivel desenvolvimento de vacinas
destinadas a imunizacao de populacbes de animais silvestres, visando a qualidade
de vida tanto dos seres humanos, que estdo em constante contato com esses

animais, quanto a saude dos canideos silvestres e domésticos.
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7 CONCLUSAO

No presente estudo buscamos identificar espécies de canideos silvestres que

provavelmente atuam como reservatorios e transmissores da raiva no Estado do

Ceard, assim como a sua correlagdo com o virus da raiva. Concluimos que:

Para a caracterizacdo molecular a partir do DNAmit das amostras de
canideos silvestres provenientes de diferentes municipios do Estado do
Ceara, a modificacdo de um protocolo ja utilizado em outros trabalhos
mostrou-se eficiente. Observamos que, predominantemente, as amostras
apresentaram alta similaridade genética com amostras pertencentes a
espécie Cerdocyon thous, e que uma amostra apresentou alta similaridade
genética com amostras de canideos domésticos da espécie Canis lupus
familiaris.

A linhagem genética do virus que esta circulando é a linhagem mantida e
transmitida por canideos silvestres da regido Nordeste do Brasil. A alta
positividade dessas amostras sugere que a espécie Cerdocyon thous é de
extrema importancia na manutencéo desse ciclo. Apenas a linhagem genética
mantida por canideos silvestres foi observada nesse trabalho, sugerindo que
apenas esta linhagem esteja em circulacdo entre os canideos dessa regiao
do Brasil. A transmissdo de linhagens genéticas virais entre diferentes
espécies de canideos pode ocorrer, como observado com a amostra
identificada como canideo doméstico, acometida pela linhagem viral que
acomete e é transmitida pelos canideos silvestres.

N&o observamos correlacdes entre os grupos filogenéticos gerados na arvore
de identificacdo dos canideos silvestres e os grupos filogenéticos gerados na
arvore de identificacédo viral com as regides do Estado a qual essas amostras
pertenciam. Podemos apenas concluir que o Estado do Ceara possui um alto
indice de animais acometidos por essa linhagem do virus da raiva.
Concluimos que, a identificacdo de espécies de canideos silvestres no Estado
do Ceara e o conhecimento da situacdo epidemioldgica da raiva nesses
animais podem auxiliar e servir de suporte para trabalhos futuros, bem como

para os programas de vigilancia da raiva silvestre no Brasil.
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