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Resumo

O presente trabalho avaliou a transmissibilidade de Leishmania spp. para Lutzomyia
longipalpis em 136 cées nativos e beagles-sentinelas, vacinados ou néo (placebo) com Leish-
Tec® (vacina anti-leishmaniose visceral canina), domiciliados em Porteirinha, municipio
endémico para leishmaniose visceral, em Minas Gerais. Esses animais foram selecionados a
partir da amostra total de cdes que compdem o ensaio clinico de fase 11l que determinou a
eficécia da vacina Leish-Tec®, conforme diretrizes estabelecidas pelo Ministério da Satde do
Brasil. Além da técnica de xenodiagnostico, esses cdes também foram submetidos aos testes
diagndsticos ELISA, RIFI, teste rapido Kalazar Detect™ e exames de detecgdo do parasito.
Uma tendéncia de reducdo da infectividade (p-valor 0,052) foi observada no grupo de cées
vacinados com Leish-Tec®que apresentaram resposta sorolégica positiva ao antigeno vacinal
A2. Os testes RIFI, Kalazar Detect™ e xenodiagnéstico apresentaram maior percentual de
positividade entre os cdes sintomaticos da amostra (p<0,05), quando comparados aos cdes
assintomaticos, na analise global. Na analise estratificada e, para 0 grupo de cées que recebeu
vacina, as diferencas se mantiveram para a RIFI e o teste rdpido, mas ndo para o
xenodiagndstico; ja para os cées que receberam placebo, as diferencas entre grupos clinicos se
mantiveram para o xenodiagndstico e teste rapido, mas ndo para a RIFI. Nossos resultados
sugerem que a Leish-Tec® possui potencial de reducdo da infectividade em cdes vacinados e
desafiados em é&rea endémica e que a vacinagdo com Leish-Tec® pode contribuir para a
reducdo da transmissdo da leishmaniose visceral canina, desde que utilizada como medida
protetiva individual e em conjunto com as demais estratégias, individuais e coletivas, de
prevencdo e controle da doenca. Com relacdo a diferenca de desempenho dos testes
diagndsticos entre grupos clinicos, nossos resultados apontam para a necessidade de
desenvolvimento de testes mais eficazes no diagnostico da infeccdo assintomatica por
Leishmania e demonstra que essas diferengas interferem nos resultados e devem ser
consideradas na avaliacdo de ensaios clinicos.



Abstract

This study evaluated the transmission of Leishmania spp. to Lutzomyia longipalpis in 136
native and beagles sentinel dogs, vaccinated or not (placebo) with Leish-Tec® (canine visceral
anti-leishmaniasis vaccine), domiciled in Porteirinha, visceral leishmaniasis endemic county
in Minas Gerais, Brazil. These animals were selected from the total sample of dogs that make
up the phase 111 clinical trial that determined the efficacy of Leish-Tec® vaccine, according to
guidelines established by Brazilian Ministry of Health. Besides the xenodiagnosis technique,
these dogs were also subjected to the sorological tests ELISA, IFAT, rapid test Kalazar
Detect™ and parasite detection. A tendency of reduction of infectivity (p-value 0.052) was
observed in the group of dogs vaccinated with Leish-Tec® that presented positive serological
response to the vaccine antigen A2. IFAT, Kalazar Detect™ and xenodiagnosis showed a
higher percentage of positivity among symptomatic dogs (p <0.05) compared to
asymptomatic dogs. In stratified analysis, and for the vaccine dogs group, differences
remained for the IFAT and the rapid test, but not for xenodiagnosis; already for placebo dogs
group, the differences between clinical groups remained to xenodiagnosis and rapid test, but
not for the IFAT. Our results suggest that the Leish-Tec® has the potential to reduce the
infectivity of vaccinated and challenged dogs in endemic areas and could contribute to the
reduction of transmission of canine visceral leishmaniasis, since used as an individual
protective measure and together with other strategies, individual and collective, to prevent and
control the disease. Regarding the performance difference of diagnostic tests between clinical
groups, our results point to the need for development of more effective tests in the diagnosis
of asymptomatic Leishmania infection and shows that these differences affect the results and
should be considered in evaluating clinical trials.
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1 Introducéo

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca sisttmica de grande importancia médico-
veterinaria, causada por parasitos pertencentes ao género Leishmania (Ross, 1903). A cadeia
epidemioldgica da leishmaniose visceral, no ciclo zoonético, inclui a presencga, concomitante,
do vetor, do reservatorio, do parasito e do hospedeiro susceptivel (Deane, 1956). A LV é
considerada uma doenca reemergente em paises do Mediterraneo, Leste Europeu e na
América Latina, em especial no Brasil (Desjeux, 2004). Nas formas antroponoticas da doenca
0s humanos sao 0s Unicos reservatorios (Desjeux, 2004).

A atual estratégia de controle da LV zoondtica, preconizada pela OMS, estd baseada na
deteccdo e eutanasia de caes infectados, tratamento de casos humanos e controle do vetor. No
Brasil o tratamento de cdes infectados é proibido desde 2008, sendo o controle de
reservatorios baseado na eutanasia de cdes soropositivos, no controle da populacdo vetorial
através da borrifacdo residual de inseticida e manejo ambiental, na identificacdo e tratamento

precoce dos casos humanos e no trabalho de educacdo em salude (Brasil/MS/SVS, 2006).

A eficiéncia na retirada e eliminacdo dos reservatdrios depende diretamente da
qualidade, confiabilidade, sensibilidade e especificidade dos testes diagnosticos utilizados,
que atualmente constituem-se de testes soroldgicos, recomendados pelo Ministério da Saude.
Testes com baixa sensibilidade podem implicar em permanéncia de cées falso-negativos, com
a possibilidade de manutencdo do ciclo de transmissdo. Ja testes com baixa especificidade
podem resultar na retirada de cées falso-positivos, ndo infectados, o que descredibiliza as
acOes de controle junto & populacdo e aumenta o conflito de interesses entre 6rgaos de saude
publica e veterinarios clinicos (Costa et al., 2013).

Uma alternativa a eutanasia de cdes como método de controle sdo as vacinas anti-
leishmaniose visceral canina (LVC), as quais tém sido um objeto de pesquisa muito explorado
(Gradoni, 2001; Palatnik-de-Souza, 2008; Fernandes et al., 2008; Bongiorno et al., 2013;
Fernandes et al., 2014; Oliva et al., 2014; Gradoni, 2015). Dye (1996) demonstrou, através de
um modelo matematico, que uma vacina eficaz poderia ser capaz de reduzir a prevaléncia da
infeccdo canina e da incidéncia da doenca humana, tendo inclusive um desempenho superior
guando comparado a eutanasia de cées.

Atualmente existem duas vacinas anti-LVC no Brasil. A Leishmune® (Pfizer Zoetis) foi
lancada em 2004, mas sua licenca de comercializagao esta suspensa desde setembro de 2014,
A Leish-Tec® (Hertape Salde Animal) estd disponivel no mercado desde 2009. Para
regulamentar a pesquisa, producdo e comercializagdo de vacinas anti-LVC no Brasil, 0s
Ministérios da Salde e da Agricultura publicaram a Instrucdo Normativa Interministerial
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31/2007 (D.O.U. 10/07/2007). Esse documento estabeleceu as diretrizes para a pesquisa e as
exigéncias minimas para ensaios de fase Il destinados a realizacdo de estudos controlados,
randomizados e mascarados para avaliar a eficacia de vacinas anti-LVVC (Anexo 3).

Para atender a essas exigéncias, o laboratério Hertape iniciou, em agosto de 2008, um
estudo intitulado “Ensaio Clinico de Fase Ill, randomizado, mascarado, controlado por
placebo para avaliar a eficicia da vacina Leish-Tec® (Hertape Saide Animal S.A.) anti-
Leishmaniose Visceral Canina”. Esse estudo foi realizado no municipio de Porteirinha, norte
do estado de Minas Gerais, rea endémica para LV, e teve duracdo de 24 meses.

Segundo a instrucdo normativa dos Ministérios da Saude e da Agricultura, “os ensaios
bioldgicos especificos relacionados as vacinas anti-LVC, durante a fase de desenvolvimento,
“devem avaliar a capacidade do cédo vacinado para transmitir o agente ao vetor”. Para
responder a essa pergunta o presente trabalho teve como objetivo principal avaliar a
infectividade para o vetor em cdes vacinados com Leish-Tec®, mantidos em &rea endémica
para LVC. A prevencdo ou reducdo da transmisséo do parasito do céo infectado para o vetor
constitui um dos pré-requisitos para avaliacdo da eficacia das vacinas anti-LVC e de seu

emprego como estratégia de controle da leishmaniose visceral canina e humana.

1.1As leishmanioses

As leishmanioses sdo um complexo de doencas infecciosas causadas por parasitos
pertencentes ao género Leishmania (Ross, 1903), o qual agrupa espécies de protozoarios
unicelulares, digenéticos (heteroxenos), pertencentes a ordem Kinetoplastida e a familia
Trypanosomatidae, encontrados nas formas: flagelada promastigota, no trato digestivo dos
hospedeiros invertebrados e, amastigota, parasito intracelular obrigatério do sistema
fagocitico mononuclear dos hospedeiros vertebrados.

Os hospedeiros invertebrados vetores das leishmanioses parecem estar limitados
principalmente a insetos hematofagos conhecidos como flebotomineos (Diptera: Psychodidae:
Phlebotominae); todavia, a possivel participacdo de outros grupos de artrépodes tem sido
objeto de investigacdo (Coutinho et al., 2005, Coutinho e Linardi, 2007, Paz et al., 2010). Os
hospedeiros vertebrados incluem uma grande variedade de mamiferos e, embora a infeccao
seja mais comumente encontrada em roedores e canideos, também é conhecida entre
edentados, marsupiais, procionideos, ungulados primitivos, primatas e, entre estes, 0 homem
(Ashford, 2000). A infeccdo em aves e anfibios nunca foi descrita, e 0s organismos
encontrados parasitando os répteis, até bem pouco tempo considerados do género Leishmania,
sdo atualmente aceitos como pertencentes ao subgénero Sauroleishmania, conforme descrito

por Lainson e Shaw (1987) e parecem estar restritos ao Velho Mundo.
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A transmissdo do parasito ocorre através da picada da fémea de flebotomineo
infectada; outras formas possiveis tém sido citadas, como a transmissdo por transfusdo
sanguinea (Owens et al., 2001, de Freitas et al., 2006), por via transplacentaria (Meinecke et
al., 1999, Rosypal et al., 2005) e por contato sexual (Riera e Valladares, 1996, Silva et al.,
2009).

De acordo com o tropismo apresentado pelo parasito, as leishmanioses podem ser
classificadas em leishmaniose tegumentar (LT), quando as leishmanias se direcionam para a
pele e mucosas (principalmente nasal e orofaringea), e leishmaniose visceral (LV), quando os
parasitos apresentam acentuado tropismo pelo sistema fagocitico mononuclear (SFM) do
baco, figado, medula Ossea e tecidos linféides. Espécies distintas de Leishmania tém
preferéncias e causam les6es maiores ou menores, produzem ou ndo metastases e podem ser
ou nao auto-curaveis; apresentam caracteristicas clinicas, patoldgicas e epidemioldgicas
diversas, em cada area geogréafica, sendo entdo consideradas entidades nosoldgicas distintas
(Ashford, 2000).

Classifica-se a LT de acordo com a manifestacdo clinica das lesbes: formas que
produzem lesdes cutaneas, ulcerosas ou ndo, Umidas ou secas, porém limitadas sdo
denominadas leishmaniose cutanea (LC) (Brasil/MS, 2006); formas que se complicam
frequentemente, com o aparecimento de lesGes destrutivas e mutilantes nas mucosas do nariz,
boca e faringe, oriundas de metastases de lesdo inicial cutanea e, associadas a infec¢do por
Leishmania (Viannia) braziliensis (Vianna, 1911), sdo designadas por leishmaniose mucosa
(LM) ou cutaneo-mucosa (LCM). Estas podem ocorrer meses ou anos ap0s remissao ou cura
da lesédo inicial cutanea, ou em alguns casos se apresentarem concomitantemente (Boaventura
et al., 2006). Por dltimo, existem formas cutaneas disseminadas, que ocorrem em individuos
anérgicos com deficiente resposta imune celular, conhecidas como leishmaniose cutanea
difusa (LCD), (Martinez et al., 2002; Brasil/MS, 2006).

A forma clinica da leishmaniose na qual ocorre a visceralizacdo do parasito €
conhecida por leishmaniose visceral (LV) ou calazar, uma enfermidade de evolucao cronica,
caracterizada por febre irregular, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, anemia e estado de
debilidade progressivo, que pode levar o paciente a morte se este ndo for submetido ao
tratamento especifico (WHO/TDR, 2007). A leishmaniose dérmica pos-calazar (LDPC), uma
entidade distinta comum na india, se caracteriza por manifestacdes cutaneas que surgem apos
o tratamento e cura da leishmaniose visceral classica (Ashford, 2000).

Atualmente as leishmanioses encontram-se entre as seis endemias consideradas
prioritarias no mundo, afetando populacdes de 98 paises, em 3 territorios, sendo que somente

em 32 destes a notificacdo de casos da doenca é compulsédria, contribuindo para a deficiéncia
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no conhecimento da real magnitude do problema. Espera-se a ocorréncia de 2 milhdes de
novos casos de leishmanioses por ano (cerca de 500.000 novos casos de LV e 1.500.000 casos
de LT), com uma prevaléncia estimada de 12 milhdes de pessoas infectadas em todo o mundo
e uma populacdo de 350 milhdes de individuos expostos ao risco de contrair a doenga (Alvar
etal., 2012).

A LV, dada a sua incidéncia e alta letalidade, principalmente em individuos ndo
tratados e criancas desnutridas, € também considerada emergente em individuos portadores da
infecgéo pelo HIV (WHO/TDR, 2007).

Na América Latina, a doenca ja foi descrita em pelo menos 12 paises, sendo que 90%
dos casos ocorrem no Brasil, especialmente na Regido Nordeste. Duprey e colaboradores
(2006) relataram a ocorréncia de cdes soropositivos para LV, predominantemente em animais
da raca foxhound, nos Estados Unidos e no Canada. Ainda ndo existem registros de casos
humanos autdctones nos EUA e a transmissdo por flebotomineos ainda néo foi demonstrada.

O Programa Especial para Pesquisa e Treinamento em Doencas Tropicais
(WHO/TDR/2007) estabeleceu a lista das 10 doencas infecciosas prioritarias no mundo;
destas, 8 sdo doencas transmitidas por vetores. Essas doencas sdo responsaveis por um grande
numero de DALY’ (“Disability Adjusted Life Years”-anos de vida potenciais perdidos), um
indicador econémico que mede o numero de anos de vida produtiva perdidos devido a morte
prematura, incapacidade ou deficiéncia. Nessa lista as leishmanioses ocupam o terceiro lugar,
contabilizando 59.000 mortes anuais, e 2.357.000 anos potenciais de vida perdidos (DALYS),
perdendo apenas para a maléria e filariose linfatica (WHO, 2002). Do ponto de vista
epidemioldgico, as mudangas ambientais, o crescimento demogréafico e o deslocamento de
animais e seres humanos sdo fatores que contribuem para a modificacdo da distribuicéo
biogeografica das leishmanioses, assim como para a incorporacdo de novos hospedeiros
(Romero e Boelaert, 2010). Essas mudangas confirmam as leishmanioses como sendo
zoonoses reemergentes (Ashford, 2000).

Segundo Mauricio e colaboradores (2000) as cepas de L. chagasi ndo podem ser
distinguidas das cepas de L. infantum, o que indica que as mesmas sofreram uma separacdo
geografica recente. Baseados em estudos usando diferentes métodos, como RAPD combinado
com RFLP, sequenciamento de DNA da protease de superficie (gp63) e hibridizacdo com
sondas de DNA, esses autores sugerem que os termos L. chagasi e L. infantum sejam usados
como sinonimia. J& outro autor sugere que seja adotada a denominacdo de subespécie
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, considerando que ainda existem muitas questoes
a serem esclarecidas sobre a origem, identidade e epidemiologia do parasito causador da LVA

(Shaw, 1994). Shaw (2006) afirma que uma das grandes falhas na validacdo da nomenclatura
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de parasitos é o exame de um numero limitado de cepas. Ele cita um exemplo ocorrido na
Africa, quando somente apds um grande numero de isolados de Leishmania terem sido
examinados é que se pdde concluir que na regido circulava mais de uma espécie de parasito.
No Brasil, Deane (1956) estudando o calazar em Sobral, no Ceara, ja apontava,
precocemente, o importante papel do cdo, ndo sé como reservatorio doméstico da doenca, mas
como elo essencial na manutencdo da cadeia epidemiologica da leishmaniose visceral. Ao
longo dos anos, fortes evidéncias foram se somando aos achados de Deane, 0 que corrobora
para a conclusdo dele: cdes soropositivos, mesmo assintomaticos, podem apresentar intenso
parasitismo cutaneo por formas amastigotas (Reis et al., 2006); cdes assintomaticos, sem
nenhum achado de sinal clinico da doenca, podem ser fonte de infeccdo para flebotomineos
(da Costa-Val et al., 2007; Michalsky et al., 2007); em regides onde a LV é endémica a
prevaléncia da infeccdo canina supera e precede a prevaléncia da doenga humana (Romero e
Boelaert, 2010); alguns animais podem permanecer por longos periodos sem apresentar
nenhuma sintomatologia da doenca, mesmo estando infectados, e na auséncia de inqueritos
soroldgicos e programa de retirada de cdes tornam-se importante fonte de infeccdo para
flebotomineos (Michalsky et al., 2007); até mesmo cées tratados ou vacinados podem ser
infectivos para os flebotomineos (Ribeiro et al., 2008; Miret et al., 2008; Bongiorno et al.,
2013; Fernandes et al., 2014); em cidades onde houve retirada sistematica de todos os cées
sororeativos a incidéncia do calazar humano diminuiu (Palatnik-de-Souza et al., 2001); apesar
de algumas racas aparentemente serem mais resistentes a infeccdo por Leishmania, de um

modo geral, todas sdo vulneraveis (Solano-Gallego et al., 2000; Miranda et al., 2008).

1.1.1 Ciclo bioldgico

Durante o repasto sanguineo no hospedeiro infectado, as fémeas dos flebotomineos
ingerem macréfagos teciduais contendo em seu interior formas amastigotas de Leishmania, as
quais, apos ruptura celular, sdo liberadas no limen do trato digestivo dos insetos, quando o
sangue ingerido ainda permanece fresco. Ainda dentro do bolo alimentar e envolto pela matriz
peritréfica as leishmanias comecam a se dividir por fissdo binaria e se diferenciam em formas
promastigotas, alongadas com flagelo livre, colonizando o intestino dos flebotomineos. Essas
formas se transformam, entdo, em paramastigotas, aderidas ao epitélio por juncGes chamadas
hemidesmossomas. Posteriormente ocorre nova transformacao para promastigotas, dessa vez
formas extremamente ageis que nadam livremente — as promastigotas metaciclicas; ao exercer
outro repasto sobre um hospedeiro susceptivel, o flebotomineo inocula esses parasitos
presentes no trato digestivo anterior, probdscide, faringe e es6fago. No local onde ocorreu a

picada do inseto vetor as formas promastigotas metaciclicas sdo fagocitadas por celulas do
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SFM, macrofagos teciduais e granuldcitos neutrdfilos. As formas promastigotas metaciclicas
se transformam em amastigotas, dentro do vacuolo fagocitario, se dividem rapidamente e
guando o macrofago esta densamente parasitado o vacuolo se rompe liberando as amastigotas,

que serdo novamente fagocitadas por outros macrofagos (Lainson e Shaw, 1988).

1.2 A leishmaniose visceral canina (LVC)

A LVC é uma doenca multisistémica, com sinais clinicos muito variaveis. A maioria
dos cées apresenta pobre condicgdo corporal, atrofia muscular generalizada, linfoadenopatia e
alteracGes na pele. O achado histopatoldgico tipico em seus tecidos é uma reacao inflamatdria
granulomatosa, associada com a presenca de formas amastigotas dentro de macrofagos. As
mudancas dérmicas na LVC incluem dermatite exfoliativa, nodular, pustular e ulcerativa,;
ocorre decréscimo na produgdo de colageno tipo | e aumento do colageno tipo IlI
proporcional & gravidade das lesbes de pele e destruicdo dos tecidos (Koutinas et al., 1999;
Giunchetti et al., 2006).

Devido a sua intima relacdo com o homem, o cdo doméstico é apontado como
principal reservatorio de L. infantum na China e no Mediterraneo; e de L. chagasi nas
Américas (Ashford, 1996; Moreno e Alvar, 2002; Desjeux, 2004; Lainson e Rangel, 2005). A
doenca canina é considerada, do ponto de vista epidemiolégico mais importante que a doenca
humana, pois, além de ser mais prevalente, apresenta grande contingente de animais
assintomaticos albergando parasitas na derme, com potencial para transmitir a doenca
(Marzochi et al., 1985). Os caninos domésticos sdo responsabilizados pela dispersdo da
doenca a partir de focos enzoéticos. A doenca no cdo geralmente precede a ocorréncia da
doenga no homem, sendo que ambas coexistem em todos os focos conhecidos (Badaro et al.,
1996).

Cées infectados por L.infantum desenvolvem lesdes cutaneas e viscerais a despeito da
natureza viscerotropica desse protozoario. Essas lesdes sdo ricas em parasitos, muito embora
pele sadia de caes assintomaticos também seja fonte de amastigotas, possibilitando a infeccdo
de flebotomineos (Manna et al., 2004, Michalsky et al., 2007; da Costa-Val et al., 2007).
Entretanto a infecgdo no cdo néo significa, necessariamente, doenca ativa (Moreno e Alvar,
2002). O espectro de manifestagdes clinicas dependera do tipo de resposta imunoldgica
expressa pelo animal infectado (Barbiéri, 2006). As caracteristicas clinicas do calazar canino
variam muito, devido a numerosos mecanismos patogénicos envolvidos na evolugdo da
doenca e a diversidade de resposta imune desenvolvida pelos diferentes individuos (Mancianti
et al., 1988). Os sinais clinicos e o tempo transcorrido até o aparecimento da doenga variam

enormemente, de dois meses a sete anos, podendo o cdo nunca desenvolver a doenca
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(Slappendel e Greene, 1990; Gaeta et al., 1994). Em um estudo de infeccdo experimental,
Rodriguéz-Cortés e colaboradores (2007) observaram que os sintomas da LVC apareciam
entre 4 e 7 meses apos a inoculacdo dos parasitos.

A historia natural e a evolucdo do calazar canino variam amplamente entre o0s
individuos infectados. Muitos cdes nunca evoluem para doenga, através de mecanismos nédo
muito bem conhecidos de auto-cura, outros ficam gravemente afetados progredindo
rapidamente para morte (Genaro, 1993).

Mancianti e colaboradores (1988), estudando a leishmaniose visceral canina por L.
infantum na ilha de Elba, na Itélia, classificaram a doenca de acordo com a sintomatologia
clinica: animais sem sinais clinicos foram denominados assintomaticos; os que demonstravam
adenopatia, pequena perda de peso e pélo opaco foram denominados oligosintomaticos; por
ultimo aqueles que mostravam todos ou parte dos sinais graves da enfermidade (perda de
pélo, eczema furfuraceo, ulceras, onicogrifose, ceratoconjuntivite, entre outros) foram
classificados como cées sintomaticos.

Em estudo de infeccdo experimental, Genaro (1993) verificou que cdes inoculados com L.

chagasi podem evoluir de quatro formas basicamente diferentes:

1- Evolugdo frusta: os animais ndo apresentam qualquer alteragdo visivel. S&o detectados
parasitos, em algum momento apos a inoculacéo, mas estes desaparecem em seguida.

2- Evolucgdo regressiva espontanea: os animais apresentam, durante a fase inicial da
doenga, parasitismo transitorio de medula Ossea, coincidente com o periodo de
emagrecimento. Em seguida ocorre retomada do ganho de peso, sem apresentacao de
qualquer outro tipo de alteracéo.

3- Evolucdo aguda: os cdes apresentam parasitismo de medula dssea e pele,
emagrecimento acentuado durante todo o curso da infec¢do, associado com alopecia,
descamac0es e lesdes crostosas por todo o corpo, onicogrifose, envolvimento ocular e
nasal, e, finalmente, evolugéo para cagquexia, com sobrevida curta.

4- Evolucdo cronica: os animais apresentam parasitismo de medula Ossea e pele,
emagrecimento leve ou moderado durante todo o curso da infeccdo, alopecia, lesdes
crostosas, onicogrifose, apatia, edema de membros, adenopatia, todos os sinais com

intensidade de leve a moderada; possuem sobrevida longa.

No caso de cdes que desenvolvem a doenca, ocorre uma deplecdo da regido das células T
dos seus 6rgdos linfdides, enquanto a zona de células B desses 6rgdos prolifera. A excessiva
proliferacdo de células B e macréfagos resulta em hepatoesplenomegalia, linfadenopatia

generalizada e hipergamaglobulinemia (Strauss-Ayali et al., 2004). O aumento de produgéo
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de gamaglobulinas ndo conduz a protecdo, mas, ao contrario, é potencialmente prejudicial.
Um importante dano causado pela hipergamaglobulinemia é a producdo de grande quantidade
de imunocomplexos circulantes, que, uma vez depositados nas paredes dos vasos sanguineos,
resultam em vasculites, poliartrites, uveites e glomerulonefrites. Essas manifestacdes séo
acompanhadas por alteracbes hematoldgicas e biogquimicas, como anemia normocitica
normocrémica, trombocitopenia, leucopenia e aumento das proteinas totais do soro com
inversdo da relacdo albumina-globulina. Eletroforese de proteinas revela um decréscimo na
concentracdo de albuminas, com aumento combinado de beta e gama-globulinas (Santos-
Gomes, 2003).

Deve-se considerar que o aparecimento de sinais clinicos da leishmaniose visceral em
cdes esta intimamente relacionado ndo so a fatores intrinsecos como tipo de resposta imune e
suscetibilidade individual do animal, mas também a condicGes extrinsecas como padrdo
nutricional, desafio por ecto e endoparasitos, grau de exposicdo ambiental, condigdes de
higiene das instalagdes e manejo sanitario (Silva, 2009).

A epidemiologia da leishmaniose visceral canina passa por um processo de mudanca,
desde os anos 80, em intima associagdo com o processo de urbanizagdo. Contudo, as medidas
de controle dessa zoonose continuam as mesmas: reducdo da populagéo vetorial por
inseticidas residuais e manejo ambiental, diagnostico da infeccdo canina com eliminacao dos
cdes positivos e tratamento dos casos humanos (Nunes et al., 2008). Em estudo realizado no
municipio de Aracatuba/SP, area endémica para LV, observou-se que, em um periodo de 2
anos, 60,9% da populacdo canina foi recolhida e eliminada pelo servico de Controle de
Zoonoses do municipio, sendo que destes, somente 26,7% tinham sorologia positiva para
calazar. A reposicdo dos animais foi realizada em 39% dos casos, em muitos por dois ou mais
cdes, na maioria filhotes, sabidamente mais susceptiveis a varias doencas infecciosas,
incluindo a LVC. Dentre os animais de reposi¢do, ou seja, 0os que foram introduzidos na
residéncia dos que foram recolhidos, 13% ja eram soropositivos no primeiro exame; ap0s um
periodo de observacdo de 32 meses, 42% se tornaram positivos. E interessante a observacio
dos autores que, apesar da ocorréncia prévia de cdes com LVC nas residéncias acompanhadas,
nenhuma medida de prevencédo contra a doenca foi adotada pelos proprietarios (Nunes et al.,
2008).

1.2.1 O diagndstico da LVC
De um modo geral o diagnostico da LVC vem se apresentando como um problema
para os servicos de saude publica, principalmente devido a inexisténcia de testes com alta
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sensibilidade e especificidade, de baixo custo e de facil implantacdo e operacionaliza¢do na
rotina dos servicos.
Atualmente, o Ministério da Saude recomenda que o diagndstico laboratorial da LVC

seja baseado nos exames sorolégico ou parasitoldgico (Brasil/MS/SVS, 2006).

1.2.2 Diagndstico soroldgico

Devido a maior rapidez e menor custo, 0s testes soroldgicos sdo 0s mais empregados
pelos programas de controle da LVC sendo seu uso recomendado em inquéritos caninos
amostrais ou censitarios para avaliar a soroprevaléncia canina. O protocolo atualmente
recomendado pelo Ministério da Saude é a triagem pelo teste rapido DPP® Leishmaniose
Visceral Canina (Biomanguinhos) com confirmagdo pelo ELISA (Biomanguinhos). Esse
protocolo substituiu o anterior, no qual era feita a triagem pelo ELISA (Biomanguinhos) com

confirmacéo pela RIFI (Biomanguinhos).

A boa aplicabilidade dos testes sorolégicos no diagnostico da LVC é pautada no fato
de que animais doentes manifestam uma intensa resposta imune humoral, apresentando altos
niveis de IgG anti-Leishmania spp.. A soroconversdo pode ocorrer, em média, ap6s 3 meses
de infeccdo e os titulos podem permanecer altos por, pelo menos, dois anos. Contudo, 0s
testes sorolégicos devem ser interpretados com cuidado, pois ndo sdo 100% sensiveis e
falham em identificar animais no periodo pré-patente e antes da soroconversdo, em alguns
caes que nunca fardo a soroconversao e outros que, apds a soroconversao, se convertem em
soronegativos, ainda que permanecam infectados (Genaro, 1993; Leontides et al., 2002).
Animais com até 3 meses de idade podem apresentar anticorpos maternos e, portanto,
apresentarem resultados falso-positivos (Braga et al., 1998; Regina-Silva et al., 2014). Além
disso, cuidado especial deve ser tomado com relacdo a possibilidade de reagdes cruzadas com
outras parasitos tais como, Babesia canis, Erliquia canis, Trypanosoma spp., entre outros

(Oliva et al., 2014; Zanette et al., 2014), principalmente no diagnostico clinico individual.

Na RIFI os resultados considerados positivos s@o aqueles que apresentam titulos iguais
ou maiores que a diluicdo de 1:40 (ponto de corte). Da Costa e colaboradores (1991)
observaram que a RIFI apresenta reacdo cruzada em amostras de cdes com leishmaniose
tegumentar em 75% dos casos, e com amostras de cdes com doenca de Chagas em 83,3%.
Além da ocorréncia de reagdes cruzadas, a RIFI possui 0 inconveniente de exigir pessoal

altamente treinado para leitura das laminas, incluindo o fato da tarefa ser demorada e o
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critério de interpretacdo dos resultados muito subjetivo, principalmente em caso de baixos
titulos de anticorpos.

O ELISA é uma técnica quantitativa de dosagem de anticorpos, porém com algumas
limitagdes como niveis de especificidade baixos, principalmente quando se utilizam antigenos
brutos (Reed, 1996; Peixoto et al., 2015); costuma apresentar sensibilidade maior e
especificidade menor, em comparacdo com a RIFI. O ELISA ¢é capaz de identificar baixos
niveis de anticorpos, porém € pouco preciso na deteccdo de casos pré-clinicos ou
assintomaticos.

O Dual Path-Plataform DPP®LVC (Biomanguinhos) é um teste rapido
imunocromatografico a base de ouro coloidal concebido para detectar anticorpos especificos
aos antigenos rK9, rkK26 e rK39 de L.infantum. Um estudo recente demonstrou que o
DPP®LVC possui sensibilidade de 98% em cdes sintomaticos, mas detecta apenas 47% dos
caes assintomaticos, o que colocou em davida a eficacia do protocolo atual (Grimaldi et al.,
2012).

Até dezembro de 2011, o Ministério da Satde do Brasil recomendava o uso do ELISA
e RIFI para diagnosticar a infeccdo por Leishmania em cdes. Além da sensibilidade e
especificidade insatisfatorias, que podem contribuir para a manutencao de animais infectados
em areas endémicas ou para a retirada de animais falso-positivos, existe ainda a limitacdo do
intervalo de tempo entre a coleta do exame e o resultado (Couternay et al., 2002). Muitos
municipios ndo possuem autonomia na realizacdo desses testes, 0 que aumenta ainda mais o
intervalo entre coleta de amostra e retirada do animal positivo. Nesse sentido, o DPP®LVC
oferece a vantagem de ser um teste rapido, com resultado em cerca de 10 minutos. E de fécil

execucdo e pode ser realizado inclusive em condigdes de campo.

1.2.3 Diagndstico parasitoldgico

O diagndstico parasitoldgico é o método de certeza e se baseia na demonstracdo do
parasito obtido de material biologico mais comumente obtido de puncdes hepatica, esplénica,
de medula 6ssea, de linfonodos e bidpsia ou escarificacdo de pele. O exame parasitoldgico €
classicamente utilizado para confirmar a LVC pela demonstracdo direta do parasito. Os mais
utilizados s@o o exame microscépico de esfregacos por aposi¢cdo de tecidos, o isolamento do
parasito em meios de cultura e a inoculacdo em hamster. Estes métodos detectam o parasito
em animais com doenca patologicamente confirmada em menos de 80% dos casos (Moreno e
Alvar, 2002). Esta sensibilidade é dependente da quantidade de parasitos presentes ou carga
parasitéria, tipo de material biolégico e do tempo de leitura da lamina, sendo menor nos

assintomaticos que nos sintomaticos (Solano-Gallego et al., 2011). A sensibilidade também
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pode ser diminuida devido a problemas de contaminagdo da cultura, inexperiéncia na leitura
de Iaminas e as dificuldades na manutencdo de hamsters por um periodo relativamente longo
de incubacdo. A deteccdo de parasitos pelo exame microscopico de esfregacos de tecidos €
dependente da presenga de muitos organismos no aspirado ou na amostra de tecido coletada.
Anélises histopatologicas de 6rgaos infectados tais como baco, figado, linfonodos e pele,
podem também ser utilizadas para detectar parasitos intracelulares (Tafuri et al. 2001;
Quaresma, 2007). Os métodos parasitolégicos sdo fundamentais para a pesquisa, para que se
possa calcular a sensibilidade e especificidade de outros testes, uma vez que a taxa de acerto é
calculada em cima do caso confirmado-parasitoldgico positivo. O diagnéstico parasitologico
também é desejavel e oferece seguranca ao profissional nas decisées de conduta na rotina da
clinica individual. Entretanto, sdo inapropriados para estudos epidemioldgicos de grande

escala e principalmente para subsidiar as agdes de controle.

1.2.4 Diagnostico molecular — PCR KDNA

Rodgers e colaboradores (1990) foram os pioneiros na utilizacdo da técnica de PCR
para identificacdo de DNA de Leishmania, tendo como alvo as moléculas do minicirculo do
KDNA. Esses autores demostraram a elevada sensibilidade do método, capaz de detectar o
KDNA equivalente a um Unico parasito.

Desde entdo métodos diagndsticos utilizando o DNA tém sido exaustivamente
explorados visando superar as inumeras limitacdes que os métodos diagndsticos de rotina
apresentam. Varios trabalhos tém mostrado que o0s ensaios moleculares permitem uma
deteccdo rapida e sensivel de diversas doencas parasitarias, incluindo as leishmanioses, além
da possibilidade de caracterizacdo dos microrganismos. Peixoto e colaboradores (2015)
sugerem que a PCR tem potencial para ser utilizada em substituicdo ao diagnostico
parasitolégico classico para definicdo de caso confirmado ou padréo-ouro.

Diferentes protocolos j& foram utilizados para detec¢do de Leishmania em amostras de
caes (Ferroglio et al., 2006; Maia et al., 2009; Quaresma et al., 2011; Regina-Silva et al.,
2014) e flebotomineos (Michalsky et al., 2007) tendo como alvo a regido conservada do
minicirculo do KDNA. Os métodos de PCR que utilizam como alvo regides do kDNA tém
demonstrado ser mais sensiveis do que os que utilizam DNA genémico. Essa maior
sensibilidade parece estar relacionada ao numero de copias do alvo, que no caso do DNA dos

minicirculos chega a cerca de 10.000 cépias (Nasereddin et al., 2006).
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1.2.5 Xenodiagnostico

A figura 1 é uma revisdo dos trabalhos indexados na base de dados PUBMED,
que realizaram a técnica de xenodiagnostico em caes diagnosticados com leishmaniose. Do
total de 18 publicacdes, duas referem-se a estudos com vacinas anti-LVVC (Bongiorno et al.,
2013; Fernandes et al., 2014) e trés a estudos de tratamento da LVC (Miret et al., 2008;
Ribeiro et al., 2008; da Silva et al., 2012). Um Unico trabalho determinou a infectividade em
cao portador de leishmaniose tegumentar (Herndndez et al., 2006). Os demais avaliaram

aspectos diversos relacionados a infectividade, como por exemplo, a associacdo de

infectividade e sintomatologia, entre outros.

Figura 1: Resumo dos trabalhos cientificos indexados no PUBMED, que realizaram a técnica do
xenodiagndstico em cées.

Entidade Regime/Origem N2 L. " Verificou PN N = P
Ano Autores o N* 8 /_ 8 . Espécie Local/Pais . - Critério de inclusdo Grupos clinicos Resultados
clinica do cdes flebotomineos infecgdo por
Mol " Jogi assintomaticos, Infectividad tatisti "
1994 ofina € Lvc 16 infec¢do natural NI P. perniciosus | Madrid/Espanha dissecacdo scrq Ogl,a N oligoe .n cctividade esta |s'|c.amen €
al. parasitologico N hs igual entre grupos clinicos.
sintomaticos
Infectividade estatisticamente
igual entre grupos clinicos.
N assintomaticos, | Xeno direto estatisticamente
Guarga et . - L . " sorologia e . . o
2000A al LvC 12 | infecgdo natural 75 P. perniciosus | Zaragoza/Espanha dissecagéo arasitolégico oligoe superior ao xeno indireto (ex
: P g sintomaticos vivo). Os autores concluiram
que o xeno indireto ndo € um
bom método alternativo.
Baixa contagem de Linfocitos
Guarga et N " . . " sorologia e TCD4+ associada
20008 8 LvC 24 infec¢do natural 75 P. perniciosus | Zaragoza/Espanha dissecagdo . gv . - L
al. parasitologico significativamente a  alta
infectividade.
Associagdo  positiva  entre
: " N . infectividade e
3 infecgo L. fongipalpis, sorologia assintomaticos, sintomatologia Cées
2001 Travi et af. LvC 20 | experimental, 17 30-60 " (OHGPEIRGS Colémbia dissecacdo SIGRE oligoe N N
N " L. youngi parasitolégico, PCR N . assintomaticos ndo foram
infeccdo natural sintomaticos . X
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multiplos.
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infectividade, 1gG anti-
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Courtenay " . Lo llha de X . culturaoU pcROy | 2Momaticos, ) felsnmania, PR € “doenca
2002 Lve 50 cdes sentinelas 8-160 L. longipalpis . N dissecagdo N oligoe clinica. Infectividade ocorre
et al. Marajo/Brasil sorologia N Y . N .
sintomaticos em média 300 dias apos
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SOroCONVersao.
L. longipalpis, Os autores demonstraram
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Associagdo  positiva entre
cdes errantes infectividade e
Costa Val et (CC2) mantidos assintomaticos, | sintomatologia. Cdes com
2007 al LvC 42 em canil 45 L. longipaipis RMBH /Brasil dissecagdo sorologia oligoe maiores niveis de 1gG e
: experimental sintomaticos hematocrito mais baixos sdo
durante o estudo os que infectam a maior
proporgdo de vetores.
Associagdo  positiva  entre
Michalsk cdes errantes sorologia e teste assintométicos, | infectividade N
2007 v LvC 18 20 L. longipalpis MOC/Brasil PCR kDNA . & oligoe sintomatologia, caes
etal. (cczy rapido (TRALd) N e N . N
sintomaticos sintomaticos 5 vezes mais
infectivos que os demais.
Vercosa et infec¢do natural. sorologia assintomaticos e Cées  sintomaticos foram
2008 o LvC 14 Céeserrantese 60 L. longipalpis Terezina/Brasil dissecacdo N g’ N P infectivos; assintomaticos ndo
al. s parasitologico sintomaticos
de proprietarios (p<0,05).
cdes errantes Reducdo significativa da carga
. (CCZ) mantidos N assintomaticos, | parasitaria e da infectividade
Ribeiro et R N . N . ~ sorologia e N ~
2008 ol LvC 12 em canil 40 L. longipaipis RMBH /Brasil dissecagdo arasitolégico oligoe em cdes tratados com
: experimental P g sintomaticos glucantime lipossomal
durante o estudo (p<0,05)
Todos os animais tratados
cdes errantes . . . com glucantime foram
(CC2) mantidos sorologia, exame assintomaticos, infectivos e parte dos animais
2008 Miret et al. LvC 30 X 20 L. longipalpis RMBH /Brasil PCR kDNA parasitologico direto, oligoe p
em canil . - tratados com
. cultura sintomaticos N L N
experimental imunoquimioterapia
(glucantime + vacina).
Correlagdo  positiva  entre
cdes errantes xeno e imunohistoquimica
Amorim et CCZ) mantidos " " " N 5 N N . =0,001). C3es negativos em
2011 Lve 48 (ccz) N 50 L. longipaipis RMBH /Brasil dissecagdo sorologia e PCR sintomaticos (e ) €
al. em canil ambos os testes tem carga
experimental parasitaria menor que cdes
positivos nos dois (p=0,001).
Cées  sintomaticos  mais
infectivos que os
dissecacdo e N assintomaticos, tanto por
cdes errantes PCRem sorologia, exame assintomaticos* e | dissecagdo quanto por PCR
2011 | Soares et al. LvC 35 60 L. longipalpis Terezina/Brasil parasitologico direto, N s X «
(ccz) amostras sintomaticos (P<0,05). Maior proporgdo de
. cultura . .
independentes flebotomineos positivos por
PCR em relagdo a dissecagdo
(p=0,001) nos dois grupos.
- C&es tratados com glucantime
classificagéo I, II, | = N
lipossomal e alopurinol se
lllelV que PN :
N tornaram ndo infectivos no
considera estado o
da Silva et canil clinico, titulos de xenodiagngstico. 50% dos
2012 LvC 52 X 40-50 L. longipalpis RMBH /Brasil dissecagéo sorologia e PCR g cédes foram considerados
af. experimental anticorpos,
alteractes curados (T200): cultura de
N ; MO  negativa, QqPCR de
bioguimicas e y
L medula, pele, bago, figado
hematologicas N N
negativos, xeno negativo.
Clinica dos c3es diretamente
relacionada com titulos de
Laurenti et cdes errantes . . N dissecacéio e sorologia e assintomaticose | anticorpos e inversamente
2013 LvC 38 50 Ll h A tuba/Brasil N N . N [ .
al. (ccz) ongipaipis ragatuba/Brasi PCR parasitologico sintomaticos relacionada a infectividade
(93% nos Assint. E 67% nos
sint.)
Néo houve diferenca
estatistica na taxa de
infectividade entre vacinados
cdes e ndo vacinados. Contudo, foi
Bongiorno desafio natural - . ~ vacinados/controle assintomaticose | encontrada diferenga
2013 et al. e 10 (sentinelas) 60 P perniciosus Europa dissecacgo expostos ao desafio sintomaticos estatistica para a intensidade
natural de infecgdo (> 500 parasitos)
e para o0 numero de
flebotomineos infectados
(p<0,0001) entre os grupos.
Néo foram  encontradas
diferengas com relagdo a
infectividade, parasitismo,
caes sintomas clinicos e produgdo
2014 Fernandes e 76 desafio nat‘ural 20 L. longipalpis Bahia/Brasil PCR RV e RV2 vacinados/contro!e ass.intométfcos e |de . 1gG entre:- animais
et al. (soronegativos) expostos ao desafio sintomaticos vacinados com leishmune ou
natural com leish-Tec. Correlagdo
positiva entre deteccdo do
parasito, sintomas e
infectividade.

* Amostra do xenodiagndstico

* 455 flebotomineos dividos em trés eventos.

Dentre as conclusdes desses trabalhos destaca-se

que a maioria deles encontrou

associacao positiva entre infectividade e sintomatologia clinica (Travi et al., 2001; Couternay
et al., 2002; da Costa-Val et al., 2007; Michalsky et al., 2007; Soares et al., 2011). J4 o

trabalho de Laurenti e colaboradores (2013) foi o Unico a encontrar correlacao inversa entre

intensidade de sintomas e infectividade.

Em estudo europeu, Molina et al. (1994) analisaram a infectividade de Phlebotomus

perniciosus alimentados em cdes naturalmente infectados por L. infantum. Seus resultados

mostraram que, apesar da grande variabilidade de porcentagens de fémeas alimentadas e
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infectadas dentro de cada grupo clinico, ndo existiu uma diferenca estatistica entre os grupos,
sendo a infectividade de flebotomineos independente do estado clinico do cédo. O trabalho de
Guarga e colaboradores (2000) também ndo encontrou associacdo entre infectividade e
sintomas clinicos.

Courtenay et al., (2002) realizaram estudo de infectividade para o vetor em 50 cées
sentinelas expostos a infeccdo natural por L.chagasi. Os cées se tornaram infectivos ap0s uma
média de 333 dias de permanéncia na area endémica e 105 dias apds a soroconversdo. Os
autores encontraram uma correlacdo positiva entre infectividade, IgG anti-Leishmania,
presenca do DNA do parasito e intensidade da doenca clinica.

Da Costa-Val et al. (2007) e Michalsky et. al (2007) demonstraram uma associacdo
positiva entre as taxas de infeccdo de L. longipalpis e o estado clinico de cdes. Fémeas do
vetor alimentadas em cdes sintomaticos mostraram maior taxa de infeccdo em comparagédo
com aquelas alimentadas em cées assintomaticos. Esses autores observaram, também, que as
maiores taxas de infec¢do de L. longipalpis ocorreram nos insetos que alimentaram em caes
com altos titulos de anticorpos detectados pela RIFI.

Vergosa e colaboradores (2008) avaliaram a infectividade, a resposta inflamatéria e o
parasitismo em cées da area endémica de Terezina/Pl. Nesse estudo, seis entre nove cdes
sintomaticos foram infectivos para L. longipalpis, enquanto que nenhum dos assintomaticos
infectou os flebotomineos. As formas amastigotas de Leishmania também foram visualizadas
somente na pele dos animais sintomaticos. No trabalho de Travi e colaboradores (2001), cées
sem sintomas clinicos da doenga também ndo foram capazes de infectar os flebotomineos.

Soares e colaboradores (2011) avaliaram a infectividade para o vetor em cédes com
LVC, comparando o método de disseccdo, no qual ha visualizacdo direta do parasito, com o
método de PCR, onde se detecta a presenca de DNA de Leishmania nas amostras de
flebotomineos. Utilizando a PCR como método de avaliacdo, foi possivel demonstrar uma
taxa de infectividade de 13% entre os cédes sintomaticos, contra 3,5% nos assintomaticos. J&
pelo método de disseccdo somente os sintomaticos foram infectivos em um percentual de
1,6%. Nesse trabalho a infectividade avaliada por PCR foi estatisticamente mais sensivel que
pela disseccdo. Além desse trabalho, Michalsky e colaboradores (2007), Miret e
colaboradores (2008) e Laurenti e colaboradores (2013) foram os que utilizaram a PCR como
método de avaliacdo da infectividade no xenodiagndstico.

Por ultimo, os trabalhos de, Bongiorno e colaboradores (2013), que avaliaram a vacina
Canileish® (Virbac) e, Fernandes e colaboradores (2014), que avaliaram as vacinas Leish-
Tec®(Hertape) e a Leismune®(Pfizer/Zoetis) sdo os Unicos que contemplam a utilizacdo da

técnica de xenodiagndstico em estudos vacinais. Uma reducdo na transmissao de 36,6%, no
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grupo controle, para 5.1% e 5.4%, nos grupos vacinados, com Leishmune® e Leish-Tec®,
respectivamente, foi encontrada no trabalho de Fernandes e colaboradores. Ja no trabalho de
Bongiorno, nao foi encontrada reducdo da infectividade entre os grupos vacinado e controle,
porém houve redugdo estatistica no ndmero de flebotomineos infectados por cdo, e na
intensidade de infeccdo por flebotomineo infectado, ou seja, dentre os cées vacinados que
infectaram os flebotomineos, houve um numero menor de flebotomineos parasitados e a

intensidade de infeccdo nesses foi menor, quando comparado ao grupo controle.

1.3 Vacina Leish-Tec®
Entre as trés vacinas anti-LVC disponiveis comercialmente em todo o mundo, Leish-

Tec®

¢ uma formulacdo com base na proteina recombinante A2 de L. (L.) donovani,
produzida em Escherichia coli, sob a forma de proteina (ou antigeno) recombinante e
saponina como adjuvante. A proteina A2 é expressa nas formas amastigotas de algumas
especies de Leishmania, como L. (L.) donovani, L. (L.) infantum, L. (L.) chagasi, L. (L.)
amazonensis e L. (L.) mexicana (Coelho et al., 2003). Leish-Tec® demonstra capacidade de
induzir resposta imune celular em cdes, caracterizada pela inducdo de niveis elevados de IFN-
v, € humoral, caracterizada pela producéo de anticorpos especificos contra o antigeno vacinal,
porém, que ndo reagem com o0 extrato bruto ou solluvel das formas promastigotas de
Leishmania (Fernandes et al, 2008). Sendo assim, apés a vacinacdo com Leish-Tec® é
possivel distinguir animais vacinados de animais infectados por meio de testes soroldgicos

convencionais que empregam antigenos de formas promastigotas de Leishmania.

Varios ensaios pré-clinicos em camundongos forneceram evidéncias das respostas
protetoras induzidas pela vacinagdo com o antigeno A2 de amastigota, em combinagdo com
diferentes adjuvantes, contra a leishmaniose visceral (Coelho et al., 2003; Ghosh et al., 2001a,
Ghosh et al., 2001b; Zanin et al., 2007; Resende et al., 2008; Mizbani et al., 2009). Um estudo
recente, realizado em macacos Rhesus também demonstrou o efeito protetor de A2 induzido
por protocolo de primo-vacinagdo com a proteina recombinante A2 e adenovirus expressando
A2 (Grimaldi et al., 2014). A vacinacdo com Leish-Tec® demonstrou induzir imunidade
protetora contra a infeccdo induzida por alta dose intravenosa de L. (L.) infantum chagasi em
beagles (Fernandes et al., 2008). Leish-Tec® também foi testada em populaces caninas
heterogéneas, e demonstrou ser segura e bem tolerada pelos animais. Além disso, Leish-Tec®
ndo induz soroconversao em animais vacinados, um requisito importante para a utilizacdo de
vacinas como medida de controle adicional em areas endémicas, onde a eutanasia de cées

soropositivos é recomendada como uma estratégia de controle da LV (Testasicca et al., 2014).
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Em um estudo recente realizado no estado da Bahia, demonstrou-se que apenas 2 dos 37
(5,4%) animais vacinados com Leish-Tec® foram positivos no xenodiagnéstico, enquanto que
36,6% dos caes do grupo controle foram infectivos para os flebotomineos (Fernandes et al.,
2014). Atualmente a Leish-Tec® é a dnica vacina anti-LVC licenciada pelas autoridades
brasileiras de satde publica, para a venda e administracdo por médicos veterinarios, restrito ao
uso individual. No entanto, para demonstrar de forma inequivoca a sua eficacia e potencial
como uma medida adicional de controle, um teste de campo de fase Ill foi exigido pelo

Ministério da Saude do Brasil.
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1.4 Justificativa

Considerando a importancia do cdo como reservatorio de Leishmania infantum, e seu
papel essencial na manutencdo do ciclo zoonético de transmissdo da leishmaniose visceral
urbana; o crescente processo de urbanizagao, expansdo e reemergéncia da LVC e LVH no
Brasil e no mundo; a falta de sucesso das medidas tradicionais de controle da doenca; a
demanda cada vez mais crescente por métodos alternativos a eutanasia canina e a
possibilidade do desenvolvimento e uso de vacinas anti-LVC como medida auxiliar ao
controle da doenca, esse estudo objetivou avaliar a infectividade para Lutzomyia longipalpis
em cées vacinados com Leish-Tec®, que foram expostos & infecgdo natural em area endémica
para LVC, uma vez que nenhum outro estudo dessa magnitude foi realizado até o0 momento.
Esse estudo também objetivou avaliar o desempenho dos demais testes diagndsticos utilizados
na amostra de cdes selecionados para o xenodiagnostico, em especial para investigar a
diferenca de resultados entre cdes com ou sem sintomas sugestivos da doenca e suas

implicacdes na interpretacdo dos resultados do ensaio.
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Objetivos
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar a transmissibilidade de Leishmania spp. em cdes vacinados com Leish-Tec®, ou
que receberam placebo, para a espécie L. longipalpis, apds 18 meses de exposi¢do ao desafio
natural em area endémica para LVC.

2.2 Objetivos especificos

Determinar a taxa de infecciosidade dos cdes para os flebotomineos, nos grupos vacinado

e placebo, e estimar a eficacia vacinal para prevencao da transmisséo.

Comparar a taxa de positividade dos testes utilizados (RIFI, ELISA, Xenodiagnostico,
Parasitologico e teste rapido - Kalazar Detect™) entre os grupos clinicos sintomatico e

assintomatico para amostra total de cées.

Comparar a taxa de positividade dos testes utilizados (RIFI, ELISA, Xenodiagndstico,
Parasitolégico e teste rapido- Kalazar Detect™) entre os grupos clinicos sintomatico e
assintomatico, estratificado por tratamento: vacinado e placebo.
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3 Metodologia

3.1 Area de estudo
A érea de estudo escolhida para a realizagdo do presente trabalho foi 0 municipio de
Porteirinha, estado de Minas Gerais, Brasil. Porteirinha esta localizada na area mineira do

poligono das secas, mesorregido semi-arida do Norte de Minas, microrregido da Serra Geral.

Figura 2: Localizagdo geogréfica de Porteirinha, MG.

O municipio de Porteirinha possui 37.627 habitantes (IBGE, 2010) sendo atualmente
classificado, segundo o Ministério da Saude, em area de transmissdo moderada de
leishmaniose visceral (MS/SVS, 2009) . A érea foi escolhida por ser conhecida a prevaléncia
da LVC na série temporal dos ultimos seis anos, e também porgue o programa de controle da
LV (eutanésia de cdes com sorologia positiva e controle vetorial) estava interrompido neste
municipio desde 2004. Sendo assim, 0 municipio preenchia os pré-requisitos exigidos pelos
Ministérios da Saude e da Agricultura para realizacdo de ensaios de fase Ill para estudo de

eficacia de vacinas anti-LVC (anexo I1).

3.2 Identificacdo da amostra

Cada animal selecionado para o estudo foi cadastrado no banco de dados do Ensaio
Clinico através de um codigo composto por trés ndmeros e uma letra (ex: H-526). Para
garantir a identificacdo, todos os eleitos foram biochipados (Animalltag®) no dorso (regido da

cernelha) no momento da aplicacdo da primeira dose de vacina/placebo.

3.3 Caracterizacdo clinica dos animais
Os animais  foram avaliados por dois médicos veterindrios e classificados
clinicamente conforme as formas polares da doenga: assintomaticos, sem nenhum sinal
sugestivo da LVC, e sintomaticos, presenca de pelo menos um sinal sugestivo.
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3.4 Critérios de Incluséo

Foram incluidos no estudo cédes nativos (com ou sem raca definida) e cées sentinelas
(da raca Beagle) com idade acima de 4 meses, de ambos os sexos. Os cdes nativos foram
selecionados a partir de proprietarios das areas urbana e rural do municipio, com
preenchimento do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Os cdes sentinelas
foram introduzidos na area de estudo, ap6s esquema vacinal completo (3 doses de leish-Tec®
com intervalo de 21 dias entre cada dose), que foi realizado em area ndo-endémica, no distrito
de Macacos, municipio de Nova Lima/MG. Os cées sentinelas foram adquiridos de criadores
comerciais de area ndo endémica para LVC, procedentes do Sul do pais.

3.5 Desenho do estudo

Estudo clinico randomizado, mascarado e controlado por placebo, realizado com uma
populacdo de 1.522 cdes nativos do municipio de Porteirinha, Norte de Minas Gerais e em
154 cées sentinelas da raca Beagle, totalizando 1.676 animais.

Os caes nativos foram mantidos com seus proprietarios sendo alocados em blocos
aleatorios para receber vacina ou placebo. Os cdes da raga beagle - sentinelas foram
domiciliados na area do ensaio clinico e foram alocados da mesma forma que os caes nativos.

A amostra do ensaio clinico foi constituida de dois grupos de 761 cées nativos e 77
cées sentinelas cada um. Um dos grupos recebeu a vacina Leish-Tec®, o outro grupo recebeu
placebo. A alocacdo de todos os cdes da amostra em blocos aleatorios garantiu o
mascaramento durante a execugédo do estudo, ndo permitindo a distin¢do do céo que recebeu a
vacina Leish-Tec®, do cdo que recebeu placebo. Esta identificacdo foi feita apenas ao final do
ensaio, com a quebra de cdédigos apds a definicdo de casos.

As doses de vacina Leish-Tec® utilizadas no estudo foram produzidas pelo laboratério
Hertape Saude Animal (Juatuba, Minas Gerais, Brasil) e padronizadas para conter 100 pg/mL
de proteina recombinante A2 e 500ug/mL de saponina como adjuvante. Solucdo salina
tamponada (pH 7.4) foi utilizada como placebo. O regime de vacinacdo consistiu de 3 doses
de 1mL de vacina, aplicada por via subcutdnea, em intervalos de 21 dias (Fernandes et al.,
2008). As doses de placebo e vacina foram codificadas, utilizando quatro letras, no
laboratdrio Hertape, tinham a mesma aparéncia externa e foram aplicadas de forma cega por

veterinarios de campo que desconheciam seu conteudo.
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3.5.1 Determinagéo da taxa de infecgéo vetorial

Para avaliar a transmissdo das leishmanias dos cées infectados para os vetores e para cumprir
com 0s requisitos estatisticos minimos para estimar a diferenca na propor¢édo da transmissédo
entre cdes vacinados e ndo vacinados, infectados naturalmente, foi calculada uma amostra
inicial de pelo menos 77 cdes em cada grupo, total de 154 animais. Os cdes incluidos no
ensaio de infectividade foram selecionados de forma mascarada a partir da inclusdo na analise

dos blocos que apresentassem pelo menos dois cdes infectados.

Este calculo se baseou nas seguintes premissas:

a) Nivel de significado estatistico (a=0,05);

b) Poder do teste (1-$=0,90);

c) Prova de hipdtese bidirecional (ou bicaudal);

d) Proporcdo da infeccdo de vetores por leishmanias presentes em cdes ndo vacinados
infectados estimada em 50% (baseado em da Costa-Val et al., 2007);

e) Uma diferenca esperada entre os grupos de 50%;

f) Perda de 10% da amostra.

O célculo da amostra foi baseado em Fleiss (1981)
n= n
4*[1+"1+2(c+1)/(nc| p, - p, DI’

com

o _[Z0-al2)'(c+)pd-p)+Z(-p)'c*pllL—p)+ p,A-p,)F
C*( pz - p1)2

onde,

p = (p1 + cp2)/(1+c)

p1: incidéncia no grupo 1

p2: incidéncia no grupo 2

c: razdo entre grupo 1 e grupo 2

Z o risco do erro alfa

Z (1-B): poder desejado
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3.6 Obtencdo de flebotomineos

Os flebotomineos utilizados na técnica de xenodiagnostico pertenciam a primeira
geracdo (F1) de L. longipalpis capturados na Gruta da Lapinha, municipio de Lagoa Santa,
Minas Gerais, situada a 49 km de Belo Horizonte. Estes foram levados ao Centro de Controle
de Zoonoses de Porteirinha em gaiolas de voil com umidade controlada. Apds o repasto
sanguineo nos caes, os flebotomineos foram transportados de volta a Belo Horizonte para o

Laboratdrio de Leishmanioses do CPgRR.

3.6.1 Xenodiagnostico

Todos os cdes do estudo foram submetidos atécnica de xenodiagndstico para verificar
se houve transmissdo de Leishmania spp. do cdo para o vetor, durante o repasto sanguineo.
Esse parametro foi definido como infecciosidade. O xenodiagnostico foi realizado com
flebotomineos da espécie L. longipalpis da primeira geracdo (F1) da col6nia mantida no
Laboratério de Leishmanioses do Centro de Pesquisas René Rachou — FIOCRUZ.

Trinta fémeas e cinco machos de L. longipalpis foram inseridos em pequenas caixas
com uma das extremidades revestida por uma malha fina de nylon. Essa extremidade foi
colocada em contato com a pele (face interna do pavilhdo auricular) dos cées selecionados,
que foram previamente submetidos a anestesia dissociativa com cloridrato de quetamina
(Vetanarcol®) dose de 3 a 5 mg/Kg IM, cloridrato de xilazina (Dopaser®) dose de 1,1 a 2,2
mg/Kg IM e diazepam 0,25 a 0,5 mg/Kg IM. A caixa foi coberta por tecido preto para criar
condi¢cdes adequadas de alimentacdo. Apds aproximadamente 40 minutos de repasto as
fémeas alimentadas foram transferidas para potes com fundo de gesso e algoddo Umido
(manutencdo da umidade), mel (para alimentacdo) e colocadas em estufa incubadora com
temperatura entre 24 e 25°C e umidade de 90%. No quinto dia apds a alimentagdo as fémeas
vivas foram separadas, congeladas e encaminhadas para a etapa de extracdo de DNA.

A taxa minima de infeccdo foi determinada pela técnica de PCR KDNA especifica para
0 género Leishmania (Degrave et al., 1994). Para garantir o desafio natural o xenodiagndstico
foi realizado nos sub-lotes que apresentavam cdes com sorologia positiva. Cada sub-lote era
composto por dois cdes vacinados e dois placebos. Isto permitiu que o xenodiagndstico fosse

realizado também de forma mascarada.
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3.7 Exames sorol6gicos

As técnicas soroldgicas ELISA, RIFI e Kalazar Detect™ (KD) foram realizadas no
Laboratorio de Doencas Parasitarias da UFOP. A primeira sorologia (censo canino) foi
realizada em amostra de sangue dessecado em papel de filtro, coletado em ponta de orelha. As
demais sorologias foram realizadas em soro separado a partir de sangue periférico coletado
em cardtida externa ou cefalica.

O ELISA e a RIFI foram realizados conforme manual do respectivo kit da
Biomanguinhos/Fiocruz. O teste rapido Kalazar Detect™ foi realizado de acordo com o
protocolo do fabricante: Inbios Inc., http://www.inbios.com/products.php?code=

vetControlsCanine (“Canine Visceral Leishmaniasis Dipstick”, numero de catdlogo INA015).

A positividade das reacdes foi determinada como indicado na bula dos respectivos Kits.

Anticorpos anti-proteina A2 foram dosados nos cdes nativos e sentinelas nos Tempos
0 e 73 do ensaio. Essa técnica foi realizada no Laboratério da Faculdade de Farmacia da
UFMG. A medida da resposta soroldgica anti-A2 pelo método ELISA foi realizada utilizando
a proteina recombinante A2 purificada, preparada como previamente descrito (Fernandes et
al., 2008).

3.8 Coleta de amostras biologicas e eutanasia dos cées

Ap0s a avaliacdo clinica, que classificou os cdes em assintomaticos ou sintomaticos,
foi coletada uma amostra de 5ml de sangue periférico, por puncdo das veias cefélica ou
jugular, em tubos para coleta de sangue sem anticoagulante, para separacdo do soro.

Os animais foram submetidos a puncdo de medula 6ssea realizada na epifise tibial, em
estado de anestesia geral com tiopental sédico (Tiopentax® - Cristalia) na dose de 5-15 mg por
kg/ PV pela via endovenosa. Em seguida foi realizada tricotomia e assepsia com alcool 70% e
a medula 6ssea foi aspirada utilizando-se agulha 40x12 e seringa de 20 ml estéril descartavel.
Uma parte da medula aspirada foi utilizada para preparar esfregacos corados com Giemsa e
examinados ao microscopio optico para a identificagdo de formas amastigotas de Leishmania.
A outra parte foi inoculada em meio NNN/LIT para isolamento do parasito.

A eutanadsia dos cdes soropositivos foi realizada utilizando-se sobredose de
thionembutal (Tiopentax® - Cristalia), via endovenosa, na dose de 15mg/kg PV e, logo ap6s
plano anestésico profundo, injecdo de 20ml de solucdo de cloreto de potéssio saturada (20%
de cloreto de potassio em agua bidestilada), via endovenosa (Resolucdo 714/2002 do CFMV).
Uma vez atestado o ébito do animal foi realizada incisdo no flanco esquerdo, em decubito
lateral direito, para exposi¢cdo dos intestinos, para coleta de fragmentos de linfonodo

mesentérico e baco. Da borda distal da orelha também foi retirado fragmento. Amostras de
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baco, linfonodo mesentérico e pele foram utilizadas em exame parasitologico direto e
imunohistoquimica. A carcaca do animal foi acondicionada em saco plastico e destinada ao
aterro sanitario do municipio. Todos os procedimentos envolvendo os animais foram
aprovados pelo comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal de Ouro Preto —
UFOP. (anexo IlI).

3.9 Exames moleculares
3.9.1 Extracéo de DNA

A extracdo de DNA das amostras de tecidos dos cdes e de flebotomineos foi realizada
utilizando-se o kit comercial illustra™ Tissue and Cells genomic Prep Mini Spin - GE

Healthcare, de acordo com o protocolo que acompanha o Kit:

1. Homogeneizagéo:

Separar 50ug de tecido animal ou pool de flebotomineos em microtubo de 2ml, adicionar
1ml de PBS, centrifugar por 2 minutos a 13.000rpm. Descartar o sobrenadante.

2. Lise:

Adicionar 50ul de tampéo de lise, 10ul de proteinase K pré-diluida a 20mg/ml, passar o tubo
no vortex. Incubar por 1 hora a 56°C e passar novamente no vortex.

3. Purificacéo:

Adicionar 500ul de tampdo de lise e passar no vortex. Descansar por 10 minutos a
temperatura ambiente. Transferir o conteldo para a coluna, centrifugar por 1 minuto a
10.000rpm. Descartar o filtrado.

4. Lavagem e secagem:

Adicionar 500ul de tampéo de lise, centrifugar por 1 minuto a 10.000rpm. Descartar o
filtrado. Adicionar 500ul do tampédo de lavagem, centrifugar por 3 minutos a 10.000rpm.
Descartar o filtrado e o tubo de coleta.

5. Eluigéo:

Transferir a coluna para um microtubo novo de 2ml. Adicionar 200ul de tampdo de elui¢do
pré-aquecido a 70°C, descansar por 1 minuto a temperatura ambiente, centrifugar por 1
minuto a 10.000rpm. Descartar a coluna e estocar o DNA purificado (filtrado) a -20°C,

3.9.2 Reagdo em cadeia da polimerase - PCR

O par de iniciadores utilizado foi previamente desenhado para o género Leishmania, a
partir da regido conservada do minicirculo do DNA do cinetoplasto (KkDNA) do parasito. Os
iniciadores A: 5 (C/G) (C/G) (GIC) CC(C/A) CTA T(T/A)T TAC ACC AAC CCC3 e
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iniciador B: 5° GGG GAG GGG CGT TCT GCG AA 3 (Degrave et al., 1994)
amplificam um segmento de 120 pb do DNA do cinetoplasto.

As reacOes foram preparadas para um volume final de 50ul contendo 1,0pl de DNA
(de 10 a 20 ng de DNA/ pl), 1,0ul (10 pmol) de cada iniciador (Bioneer), 46ul de agua ultra-
pura (Gibco™) e uma “bead” (Ready-to-go PCR beads - GE Healthcare) contendo, apés
reconstituicdo para 50ul, uma concentracdo de 100 uM de cada dNTP em 5 mM de Tris-HCI
(pH 9.0 em temperatura ambiente), 25mM de KCI, 1,5 mM de MgCl,, BSA,
aproximadamente 2,5 unidades de DNA polimerase e tampé&o de reacéo.

A amplificacdo foi feita em equipamento termociclador automatico (Eppendorf®
Mastercycler gradient) utilizando-se o seguinte programa: 94°C por 4 minutos seguidos de 35
ciclos de: 94°C por 30 segundos para deshaturacdo, 60°C por 30 segundos para anelamento e
72°C por 30 segundos para extensdo; extensdo final a 72°C por dez minutos.

O produto amplificado resultante da PCR kDNA foi visualizado através de
eletroforese em gel de agarose 2% submetido a corrente de 110V (Fonte BioRad) imerso em
tampdo TBE. Foram aplicados no gel 25 ul do produto amplificado misturados a 5 pl de
tampdo de corrida (Orange). O marcador de peso molecular utilizado foi o 100pb
(Invitrogen™). O gel foi visualizado no aparelho ImageQuantLAS4000 — GE Healthcare.

3.10 Cronologia do estudo
Logo abaixo esta a descricdo dos tempos do estudo e dos exames e procedimentos

realizados em cada momento.

Tempo -42 e Tempo -21

Vermifugacdo /Vacinacdo Multi-Dog®

Tempo Zero

Avaliagdo clinica

Exames soroldgicos (ELISA e RIFI)
12 dose vacina ou placebo

Avaliacdo imunoldgica (sorologia anti-A2) - 154 cées sentinelas

Tempo 21
Avaliacdo clinica

22 dose vacina ou placebo
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Tempo 42
Avaliacéo clinica

3% dose vacina ou placebo

Tempo 73
Avaliacdo clinica
Exames soroldgicos (ELISA, RIFI e Kalazar Detect)

Avaliacdo imunolégica (sorologia anti-A2) - 154 cées sentinelas

Tempo 102, 132, 192, 222, 282, 312, 372, 407, 467, 557
Avaliagdo clinica

Tempo 162, 252, 342, 437, 497

Avaliacdo clinica

Exames soroldgicos (ELISA, RIFI, Kalazar Detect)
Eutanésia

Tempo 252: Critério de exclusdo — janela imunoldgica
Avaliacdo clinica

Exames soroldgicos (ELISA, RIFI e Kalazar Detect)

Tempo 407
Avaliacdo clinica

42 Dose vacinal (Reforgo anual)

Tempo 527: Avaliagéo Final
Avaliacdo clinica
Exames soroldgicos (ELISA, RIFI e Kalazar Detect)

Eutanésia de todos os cées com sorologia positiva
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3.11 Andlise estatistica

Para comparar o percentual de positividade dos testes (RIFI, ELISA, Xenodiagndstico,
Parasitoldgico e teste rapido Kalazar detect™), entre as classificacdes clinicas “sintomético” e
“assintomatico”, assim como para comparar o0 percentual de positividade na técnica de
xenodiagndstico entre os grupos vacinado e placebo foi utilizado o teste Qui-Quadrado
(Agresti, 2002).

Para comparar o numero de resultados positivos nos 5 testes por cdo diagnosticado
entre as classificacOes clinicas, foi utilizado o teste 0 Mann-Whitney (Hollander & Wolfe,
1999).

O software utilizado na analise foi o R verséo 3.0.2.
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Resultados

47



4 Resultados

4.1 Descricdo da amostra

A amostra do xenodiagndstico foi composta por 136 animais cuja relagdo completa
consta no anexo I. Destes, 79(58,1%) eram machos, 57(41,9%) eram fémeas; 99(72,8%) cées
nativos, 37(27,2%) cées beagles/sentinelas; 27(19,1%) possuiam sintomas sugestivos de
LVC; 67(49,2%) pertenciam ao grupo vacinado, 69(50,8%) ao grupo que recebeu placebo,
13(9,6%) eram procedentes da zona rural e 123(90,4%) da zona urbana. Considerando o
calculo estatistico, que determinou uma amostra minima de 77 animais em cada grupo

(n=154), vacinado e placebo, concluimos que a perda inicial foi de 11,69%.

Tabela 1: Distribuicdo da populacdo de estudo segundo
sexo, esquema vacinal, clinica, procedéncia e origem,
Porteirinha, 2010.

Sexo Machos Fémeas
58% 42%
Esquema vacinal Placebo Vacina
51% 49%
Clinica Assintomatico Sintomatico
81% 19%
Procedéncia Rural Urbana
10% 90%
Origem Beagles Nativos
27% 73%

4.2 Classificag&o clinica dos cées

Cada um dos cdes do estudo foi classificado como: assintomatico — auséncia de
quaisquer sintomas sugestivos de LVC; ou sintomatico — presenca de pelo menos um sintoma
sugestivo. Dos 136 cdes, 109 foram classificados como “assintomaticos” e 27 classificados
como “sintomaticos”.

A figura 3 mostras os resultados referentes ao exame clinico dos cdes classificados
como sintomaticos. O emagrecimento e a dermatite foram o0s sintomas predominantes,

presentes em quase 50% dos animais.
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Figura 3: Frequéncia dos sinais clinicos sugestivos da LVC, no grupo de cées sintomaticos, Porteirinha/MG,
2010.

Os sintomas clinicos identificados nos cées foram organizados em trés grandes grupos
de alteracbes (Tabela 2): dermatoldgicas (referentes a pele e anexos), de escore corporal
(desde emagrecimento leve até emaciacao) e oculares.

Ao avaliar os intervalos de confianca da tabela 2, pode-se verificar que nédo existe
diferenca significativa entre os percentuais de sintomas de pele (88,9%) e de sintomas de
escore corporal (77,8%), uma vez que os intervalos se sobrepéem. Porém, as porcentagens de
ambos os sintomas sdo significativamente maiores que a porcentagem de sintomas oculares
(33,3%).

Tabela 2: Frequéncia de alteragdes sugestivas da LVC, distribuidas por grupo, e
seus respectivos intervalos de confiancga, Porteirinha/MG, 2010.

Grupo de sintomas N=27 1.C. - 95%
Alteracdes dermatoldgicas 24 88,9% [77,3; 100,0]
AlteracOes de escore corporal 21 77,8% [62,1; 93,5]
AlteracOes oculares 9 33,3% [15,5; 51,1]
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4.3 Desempenho dos testes por grupo clinico

A figura 4 mostra os resultados do percentual de positividade dos testes RIFI, ELISA,
xenodiagndstico, parasitolégico e teste rapido - Kalazar Detect™ entre os grupos clinicos,
relativo ao tempo 497 do estudo. Foi encontrada diferenca significativa no percentual de
positividade entre os grupos para os testes RIFI (p-valor 0,025), xenodiagnostico (p-valor
0,002) e teste rapido (p-valor 0,000). Para os testes ELISA e parasitoldgico ndo houve
evidéncias de diferengas significativas no percentual de positividade dos mesmos entre 0s

grupos clinicos.

B Assintomatico

= Valor-p = 0,025 Valor-p = 0,002 O sintematico
(80.8) (82.6) Valor-p = 0,000
F B ' (74.1)
- (66.7) (65,3)
S o (s69) (59.6) (59.3)
=
=
s o (41.3)
o -t
o
(239)

=2 _|

(o]

o

RIFI Elisa Henodiagndstico Parasitoldgico Kalazar

Figura 4: Percentual de positividade dos testes diagnosticos, estratificado por classificacdo clinica,
Porteirinha/MG, 2010.

Uma vez que a amostra de cada grupo clinico, assintomaticos ou sintomaticos, inclui
animais que receberam vacina e placebo, consideramos a possibilidade de influéncia da
vacinacdo no percentual de positividade dos testes diagndsticos. Realizou-se entdo, uma
analise estratificada com o objetivo de verificar um possivel vies nos resultados.

As figuras 5 e 6 referem-se as analises de desempenho dos testes, considerando cada
grupo separadamente, também relativo ao tempo 497 do estudo. Para os cdes que receberam
placebo (figura 5), as diferencas entre grupos clinicos se mantiveram para 0s testes

xenodiagndstico (p-valor 0,008) e teste rapido (p-valor 0,038), mas ndo para a RIFI.
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Figura 5: Percentual de positividade dos testes diagnosticos, no grupo placebo, estratificado por
classificacdo clinica, Porteirinha/MG, 2010.

Para o grupo de cées que recebeu vacina (figura 6), as diferencas se mantiveram para

os testes RIFI (p-valor 0,049) e teste rapido (p-valor 0,009), mas ndo para o xenodiagnostico.

he B Vacina: Assintomatico
S _ Valorp = 0,049 O Vacina: Sintomatico
- (823)
(846) (832.3) Valor-p = 0,009
= o - 76.9)
E {
—_ 69.2
@ (B3) [(64.8) ( )
B = (57.7)
2 (50.0)
w o
o -t
o (27.8)
= _|
(o]
o
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Figura 6: Percentual de positividade dos testes diagnosticos, no grupo vacinado, estratificado por
classificacéo clinica, Porteirinha/MG, 2010.
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A tabela 3 e a figura 7 mostram a analise do nimero de resultados positivos dos testes
diagndsticos, por tipo de classificacdo clinica, relativo ao tempo 497 do estudo. No grupo
assintomatico, cada cdo apresentou em média 2,11 testes positivos, enquanto que no grupo
sintomatico a media de resultados positivos foi de 3,48. Avaliando as medianas, tem-se que
no grupo assintomatico, pelo menos 50% dos cées apresentaram 2 testes positivos, enquanto
gue no grupo sintomatico, pelo menos 50% dos cdes apresentaram 4 testes positivos, sendo

essa diferenca significativa (p-valor 0,000).

Tabela 3: Analise do nimero de resultados positivos dos testes diagnosticos, por tipo de classificagdo clinica, em
cées domiciliados em Porteirinha/MG, 2010.

N Média D.P. Minimo 1°Q 2°Q 3°Q Maximo P Valor

Assintomaticos 109 2,11 1,50 0 1 2 3 5 0.000
Sintomaticos 27 348 167 1 2 4 5 5 ’
Global 136 2,38 1,62 0 1 2 4 5 -

Teste Mann-Whitney.

= Valor-p = 0,000

Mumero de testes diagnasticos positivos
3
]

= — RN E—
I I

Assintomatico Sintomatico

Figura 7: Boxplot da comparacédo da distribuicdo de resultados positivos por cdo diagnosticado, entre os
grupos clinicos sintomatico e assintomatico, em cées domiciliados em Porteirinha/MG, 2010.
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Da mesma forma, realizou-se a analise do numero de testes diagnostico positivos, por
classificacdo clinica, separadamente por grupo vacinado e placebo (Tabela 4 e figura 8A e
8B).

Para o grupo placebo (8A), entre os assintomaticos, cada cdo apresentou em média
1,89 testes positivos, enquanto que entre os sintomaticos a média de resultados positivos foi
de 3,00. Avaliando as medianas, tem-se que no grupo assintomatico, pelo menos 50% dos
caes apresentaram 2 testes positivos, enquanto que no grupo sintomatico, pelo menos 50%
dos caes apresentaram 3 testes positivos, sendo essa diferenca significativa (valor-p=0,042).

Para os cdes vacinados (8B), entre os assintomaticos, cada cdo apresentou em média
2,33 testes positivos, enquanto que entre 0s sintomaticos, a média de resultados positivos foi
de 4,00. Avaliando as medianas, tem-se que no grupo assintomatico, pelo menos 50% dos
cdes apresentaram 2 testes positivos, enquanto que no grupo sintomatico, pelo menos 50%

dos cdes apresentaram 5 testes positivos, sendo essa diferenca significativa (valor-p=0,001).

Tabela 4: Analise do nimero de resultados positivos dos testes diagnosticos, por tipo de classificacdo
clinica, entre os grupos vacinado e placebo, Porteirinha/MG, 2010.

N Média DP. 1°Q 2°Q 3°Q p-valor’

Placebo Assintomatico 55 1,89 0,20 1 2 3 0.042
Sintomatico 14 3,00 0,46 1 3 5 '
Assintomatico 54 2,33 0,21 1 2 3

Vacinado . .. ’ ’ 0,001
Sintomatico 13 4,00 0,42 3 5 5
Teste Mann-Whitney.
PR Valor-p = 0,042 - 2 Valor-p= 0,001
':lg_z - i \g - - i JR
" — . ° — .
Assintomatico Sintomatico Assintomatico Sintomatico
A B

Figura 8: Boxplot da comparacdo da distribuicdo de resultados positivos por cdo diagnosticado, entre 0s grupos

clinicos sintomatico e assintomatico, (A) placebo e (B) vacinado, em cées domiciliados em Porteirinha/MG, 2010.
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4.4 Infectividade para flebotomineos - xenodiagndstico

Dos 136 cdes que foram submetidos ao xenodiagnostico, 65 foram excluidos da
analise de infectividade porque soroconverteram antes da janela imunolégica (item 6.6).

Na Tabela 5 esta apresentada a taxa de transmissibilidade medida pela PCR kDNA de
pool de flebotomineos na técnica de xenodiagndstico. O DNA de Leishmania spp. foi
detectado em 29 das 71 amostras, correspondendo a uma taxa geral de infectividade de
40,8%. Para o grupo placebo a taxa de infectividade foi de 44,2% (19 de 43 pools). Nao
houve diferenca estatistica (p-valor 0,478) na taxa de infectividade no grupo de cdes
vacinados quando comparado com o grupo de cdes placebo. No entanto, uma tendéncia (p-
valor 0,052) de reducéo na infectividade para flebotomineos foi observada quando realizada a
estratificacdo dos animais de acordo com a resposta soroldgica frente ao antigeno A2. Neste
caso, enquanto proporcdes semelhantes de pools negativos (n = 4) e pools positivos (n = 4)
foram alimentados em cdes anti-A2 negativos, somente 4 dos 15 pools foram positivos
(26,7%), apos a alimentacdo em animais vacinados anti-A2 positivos. Sendo assim, 73,3%
dos pools de flebotomineos que se alimentaram em cdes anti-A2 positivos permaneceram
negativos para Leishmania spp., correspondendo a uma taxa de transmisséo de 46,6% para 0s
flebotomineos.

Tabela 5: Frequéncia dos resultados do xenodiagndstico realizado em cédes que receberam vacina ou
placebo, Porteirinha/MG, 2010.

PCR kDNA
Grupo Classificagcdo A2 Negativo Positivo Total
Placebo 24 (55.8) 19 (44.2) 43
Positivo 11 (73.3) 4 (26.7) 15
Negativo 4 (50.0) 4 (50.0) 8
Vacinado
Nao informado 3 (60.0) 2 (40.0) 5
Total 18 (64.3) 10 (35.7) 28
Total geral 42 (59.2) 29 (40.8) 71

p valor = 0.48 (sem estratificacdo — placebo x vacinado);
p valor = 0.05 (estratificado — placebo x vacinado positivo para A2)
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4.5 Visualizagao dos resultados da PCR kDNA

A figura 9 mostra os resultados da PCR kDNA em pools de flebotomineos na
técnica de xenodiagnodstico. Foram consideradas positivas as amostras presentes nas
canaletas 1, 3, 4, 6-12, 14 e 16, que apresentaram fragmento amplificado equivalente a 120
pb, correspondente a cdpia-alvo do DNA do cinetoplasto de Leishmania spp. As siglas CP
e CN referem-se aos controles positivo (DNA de Leishmania da cepa MHOM PP75) e

negativo (flebotomineo ndo alimentado), respectivamente.

Figura 9: Visualizagdo dos resultados da reacdo de PCR kDNA, em amostras de flebotomineos
(xenodiagndstico) — gel de agarose 2%.

4.6 Perdas

Dos 136 cdes selecionados para a realizacdo da técnica de xenodiagnéstico, 48
soroconverteram no periodo anterior ao T252, definido como a janela imunoldgica do estudo.
Um cédo soroconverteu no TO (2%), 7 cdes no T73 (14,6%), 13 cées no T162 (27,1%) e 27
caes no T252(56,3%). Da amosta inicialmente calculada para a realizagdo do xenodiagnostico

restaram 71 cées para a analise final, correspondendo a uma perda total de 54%.
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Figura 10: Frequéncia dos cdes que soroconverteram antes da janela
imunolégica (Tempo 252), e respectivo Tempo, Porteirinha/MG, 2010.
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5 Discussao

O presente estudo foi realizado na area endémica de Porteirinha, norte de Minas
Gerais, que ficou caracterizada, pela elevada forca de infecgdo e soroprevaléncia canina,
como adequada para a realiza¢do do ensaio clinico de fase Ill para determinacdo da eficacia
da vacina Leish-Tec®. O percentual de soropositividade canina encontrado, 23% na zona
urbana e 73% na zona rural, no periodo desse estudo, pode ser considerado elevado quando
comparado a periodo anterior no mesmo municipio (Franca-Silva et al., 2005) e a outros
municipios no Norte de Minas, como Montes Claros (Franca-Silva et al., 2003; Michalsky et
al. 2007) e Janauba (Michalsky et al., 2009) e outros municipios do estado (Dias et al., 2011).
A auséncia de quaisquer agdes de controle da doenc¢a nos ultimos anos pode ser a explicacdo
para essa alta soroprevaléncia no municipio, que por sua vez garantiu que 0s animais
vacinados fossem intensamente desafiados durante o periodo do ensaio.

Com relacdo ao exame fisico da amostra de 136 cdes do estudo de infectividade,
podemos afirmar que as lesdes dermatoldgicas foram os sintomas predominantes nos cédes
classificados como sintomaticos, concordando com o trabalho de outros autores (Ciaramella
et al., 1997; Solano-Gallego et al., 2011; Vercosa et al., 2008; Baneth et al., 2008) cujos
achados também confirmam que as lesdes de pele sdo os sintomas mais comuns da LVC. Para
0 programa de controle da LVVC a predominancia de lesdes de pele ndo tem implicacdo direta,
uma vez que a triagem e retirada dos reservatorios infectados € baseada nos resultados de
exames sorologicos e ndo em exame fisico/clinico. Ja para a medicina veterinaria privada
esses dados sugerem que todo cdo que apresentar alguma dermatopatia deve ser testado para a
doenca, principalmente se for residente em &rea endémica. Entre todos os sintomas
identificados nos cdes sintomaticos, somente a doenca periodontal ndo é relato comum em
estudos da LVC (Paltrinieri et al., 2010), e foi identificada predominantemente nos cées
beagles/sentinelas. Infelizmente ndo foi possivel uma investigacdo mais aprofundada da causa
desse sintoma/patologia.

Em nosso trabalho optamos por utilizar uma classificacéo clinica simplificada do c&o
infectado, omitindo a forma oligossintomatica (Mancianti et al., 1988), devido a subjetividade
inerente da definicdo desta forma. Sendo assim adotamos somente as formas polares da
doenca, 0 que esta de acordo com a atual recomendacdo do grupo Europeu LeishVet, embora
0s mesmos utilizem os termos “infectado por L. infantum porém saudavel”, que equivale ao

assintomatico e “doente” que equivale ao sintomatico.
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5.1 Desempenho dos testes diagndsticos por grupo clinico

Os maiores percentuais de positividade dos testes diagndsticos utilizados, encontrados
entre os animais classificados como sintomaticos, corroboram com outros trabalhos
(Michalsky et al., 2007; Quaresma et al, 2009; Teixeira-Neto et al., 2010; Reis et al., 2011).
As evidéncias demonstram que a medida que aumentam, a carga parasitaria, a resposta imune
humoral e a sintomatologia aumenta-se também a sensibilidade dos testes (Couternay et al.
2002; Reis et al., 2011). Se considerarmos que a propor¢ao de cdes clinicamente doentes (ou
sintomaticos) é sempre menor que a de infectados ou soropositivos, e que a sensibilidade dos
testes & superior para cdes que apresentam sintomas, podemos sugerir entdo que, com a
metodologia atual de diagnostico da LVC haverd sempre a tendéncia de permanecer um
residuo de animais infectados, suficiente para manter o ciclo de transmisséo (Couternay et al.,
2002; Baneth et al., 2008;).

Costa e colaboradores (2013) desenharam um modelo matematico para descrever a
dindmica de transmissdo da LVC e, segundo esses autores, um programa continuo de longo
prazo que retirasse com precisdo tanto cdes assintomaticos como sintomaticos seria eficaz no
controle da leishmaniose canina em &reas de transmissdo baixa a moderada. No entanto, o
sacrificio indiscriminado de cdes assintomaticos com diagnostico falso positivo pode
comprometer a eficacia do programa, se sdo utilizados testes com baixa especificidade,
aumentando a chance de gerar indignacdo na populacdo, e levando a baixa adesdo ao
programa, além de contribuir para aumento das taxas de reposicao canina (Nunes et al., 2008).
Para esses autores o diagndstico deficiente dos cdes assintomaticos € uma das causas para a
falha dos programas de controle da LVC.

Ainda sobre a limitacdo dos testes diagnosticos, Peixoto e colaboradores (2015)
demonstraram, através de uma meta-analise, que os testes oficiais, ELISA com antigeno bruto
e DPP® tém precisdio moderada para o diagnéstico da LVC. Afirmam ainda que a
recomendacdo para a utilizacdo desses dois testes € baseada em evidéncias escassas e restritas
ao panorama brasileiro. A definicdo de referéncia padrdo ou padrdo-ouro, para o diagnostico
da LVC, é também um importante desafio que continua a afetar os estudos de valida¢do dada
as limitagdes do diagndstico parasitoldgico convencional. Em nosso estudo, por exemplo, sé
foram considerados casos confirmados aqueles que apresentaram pelo menos um exame
parasitologico positivo (exame direto em lamina, mielocultura ou histopatologia). Por fim, a
literatura carece de investigacdo mais aprofundada sobre outros potenciais geradores de
heterogeneidade na resposta aos testes, tais como estado de vacinagdo anti-LVC (Marcondes
et al., 2013) ou histérico de migracdo. Em nosso estudo o status do animal, “vacinado” ou

“placebo” ndo interferiu no percentual de positividade dos testes, tanto para assintomaticos
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quanto para sintomaticos, porém essa analise ndo foi realizada na amostra total do ensaio

clinico.

Dentre os cinco testes de diagnéstico utilizados, o teste rapido Kalazar Detect® foi o
Unico que manteve a diferenga significativa de desempenho entre grupos clinicos em todas as
analises realizadas: na amostra total, somente no grupo vacinado, somente no grupo placebo.
Em um trabalho anterior do nosso grupo, também foi identificada essa diferenca no
desempenho do teste rapido, em amostras de cdes provenientes de trés municipios endémicos
em Minas Gerais (Regina-Silva et al., 2014). Grimaldi e colaboradores (2012) encontraram
diferenca de desempenho do teste rapido DPP® entre cdes com ou sem sintomas da doenca. O
teste alcancou alta especificidade (96%), mas baixa sensibilidade (47%) em cdes sem
sintomas sugestivos da LVC. J& entre os cédes clinicamente doentes o teste demonstrou
sensibilidade significativamente maior (98%). Tanto o Kalazar Detect®, quanto o DPP®, e
também o IT-Leish® (de Assis et al., 2012), (versdo para diagnéstico da leishmaniose visceral
humana) parecem diagnosticar melhor a infec¢do na presenca de sintomas clinicos. Um teste
rdpido multiplex, que utilize multiplos antigenos selecionados a partir da identificacdo de
biomarcadores do inicio da infec¢do canina assintomatica poderia ter resultados mais eficazes
nos programas de controle (Faria et al., 2015).

Na amostra global do xenodiagnostico, um percentual de 47,8% dos cées (65/136) foi
capaz de transmitir o parasito ao vetor. Dentre estes, 0s cdes sintomaticos foram mais eficazes
na transmissdo do parasito (p<0,05), concordando com outros autores (Travi et al., 2001;
Courtenay et al., 2002; Michalsky et al, 2007; da Costa-Val et al., 2007; Soares et al., 2011)
se realizada uma andlise geral. Essa diferenca estatistica se manteve no grupo placebo, mas
ndo no grupo vacinado, quando realizada andlise estratificada. Sendo assim, a transmissdo de
Leishmania spp. para o vetor, em cées vacinados infectados foi igual, entre aqueles que
apresentaram ou ndo sintomas da doenga. Esses resultados sugerem que 0s cdes que podem
representar 0 maior risco de transmissao do parasito para flebotomineos séo os sintomaticos,
corroborando com outros estudos com L. longipalpis, L. youngi e Phlebotomus perniciosus
(Travi et al, 2001; Guarga et al, 2000; Michalsky et al., 2007).

Essa diferenca encontrada no desempenho dos testes entre grupos clinicos indica uma
limitacdo no delineamento de estudos de vacina e tratamento da LVC, ja que a precisdo do
diagnostico interfere diretamente nos resultados e conclusdes. Em nosso estudo a utilizacdo de
testes em paralelo teve como objetivo minimizar um possivel viés, uma vez que ndo existe um

Unico teste com sensibilidade e especificidade adequados. Esses resultados apontam para a
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necessidade de melhoria dos testes diagnosticos, principalmente na deteccdo da infeccdo

assintomatica.

5.2 Xenodiagnostico e infectividade

O xenodiagnostico ndo pode ser utilizado como técnica de rotina, uma vez que requer
uma grande quantidade de flebotomineos produzidos em uma colénia bem estabelecida. No
entanto, ele é fundamental para responder a certas questfes epidemiologicas, especialmente as
relacionadas com infectividade apds tratamento ou vacina anti-LVVC (Gradoni, 2002). Sendo
assim, mesmo nao sendo uma técnica simples, o xenodiagndéstico ainda é a ferramenta mais
acurada para avaliar a infectividade de cées para 0 vetor competente, quer seja para avaliar a
eficacia de um protocolo de tratamento (Ribeiro et al, 2008;. Miret et al, 2008; da Silva et al,
2012) ou vacina anti-LVVC (Bongiorno et al., 2013; Fernandes et al., 2014; Oliva et al., 2014).
Uma reducdo da infectividade para o vetor, em resposta a um esquema de tratamento ou de
vacinacdo anti-LVC é um ponto chave a ser considerado nos programas de controle da doenca
(Dye, 1996; Romero e Boelaert, 2010; da Silva et al, 2012). Especificamente com relacdo as
vacinas anti-LVC, é fundamental que tenham a capacidade de reduzir ou prevenir a
transmissao do parasito para o vetor, para que Seu uso possa ser cogitado como uma estratégia
coletiva de controle da doenca.

Utilizando xenodiagnostico para avaliar o grau de infecciosidade de cdes naturalmente
infectados com L. infantum, Travi et al.(2001) demostraram que os individuos assintomaticos
foram incapazes de infectar as fémeas de L. longipalpis, enquanto que animais
oligossintomaticos foram infectivos em taxas muito baixas. Por outro lado, animais
sintomaticos foram capazes de infectar um grande nimero de fémeas a uma intensidade muito
elevada. Esses autores também mostraram que a pele da orelha parece ser mais fortemente
parasitada do que a do abdomen.

Courtenay et al. (2002) demonstraram que os cdes se tornam infectantes para L.
longipalpis somente depois que anticorpos séricos contra o parasito podem ser detectados e
sugeriram que os titulos de anticorpos poderiam ser utilizados como um fator preditor da
infectividade.

Em um estudo europeu, Bongiorno e colaboradores (2013) demonstraram que ndo ha
reducdo da infectividade entre cdes vacinados com CaniLeish®(Virbac). Contudo, eles
demonstraram uma reducéo significativa no numero de flebotomineos infectados por animal e
na intensidade de infecgdo em cada flebotomineo, no grupo de cées vacinados. Fernandes e
colaboradores (2014) encontraram valores semelhantes de infectividade em cées vacinados

com Leish-Tec® (5.1%) e Leishmune® (5.4%), com reducdo significativa da infectividade
60



quando comparado ao grupo placebo (36.6%). Em nosso trabalho a taxa de infectividade foi
de 35,7% no grupo vacinado e 44,2% no grupo placebo, sem diferenca entre os grupos. Esses
sdo os dois Unicos trabalhos, até o momento, que avaliaram a infectividade, através de
xenodiagndstico direto, em cdes vacinados e desafiados naturalmente, o que torna a discussdo
e comparagdo de resultados bastante limitada. As diferencas encontradas entre 0 nosso
trabalho e o de Fernandes, com relacdo a infectividade, possam talvez ser atribuidas ao alvo
utilizado na PCR, a intensidade do desafio natural (prevaléncia média de 34% em nosso
trabalho) e o tempo de exposicdo a infec¢do (18 meses versus 11 meses).

Embora a amostra final de cées atenda as anélises estatisticas do estudo, inicialmente
um numero bem maior de animais foi planejado para melhor atender os pré-requisitos
estatisticos. A amostra inicialmente calculada foi de 77 cées por grupo vacinado e placebo,
tendo sido estimada para uma perda total de 10%. Infelizmente o estudo finalizou com apenas
71 cées ao invés de 154, com perda real maior que 54%. Essas perdas ocorreram nao so pela
exclusdo de cées que soroconverteram antes da janela imunoldgica de 252 dias, como também
por recusa de proprietarios em entregar 0s animais soropositivos e outros eventos como fuga
do animal ou mudanga do dono para outra cidade.

Baseado em nossos resultados cées vacinados com Leish-Tec® e desafiados em érea
endémica podem infectar o vetor, sendo assim esse potencial infectivo deve ser informado aos
proprietarios de cédes que buscam a vacinacdo como medida preventiva na rotina dos servicos
veterinarios privados, pois esses animais, ainda que protegidos das formas clinicas e mais
graves da doenca pela imunoprofilaxia com Leish-Tec® (Fernandes et al., 2008, Fernandes et
al., 2014), podem comportar-se como reservatorio do parasito e ser fonte de infeccéo para o
vetor. Ha necessidade de se utilizar medidas protetivas individuais, como coleiras
impregnadas com inseticida, além da vacinagdo com Leish-Tec®, para complementar a
prevencdo da doenga. As medidas cléssicas de controle, como eutanasia de cdes soropositivos
e controle vetorial em &reas endémicas continuam sendo a principal estratégia publica e
coletiva de enfrentamento da LVC.

Esse estudo pode ser considerado pioneiro, sendo assim ndo é possivel responder
conclusivamente qual seria 0 impacto da vacinagdo em massa na reducdo da transmissao do

parasito.

5.3 Limitages do estudo
Os resultados do xenodiagnostico podem ser influenciados pelo método usado para
detectar a infeccdo, PCR ou dissecacdo, e pelo nimero de flebotomineos utilizados por

animal. Quanto maior o nimero de fémeas utilizadas por cdo, maiores as chances de um
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repasto bem sucedido. A dissecacdo € o método classico de escolha, uma vez que a
visualizacdo do parasito ndo deixa dividas quanto a infec¢do, porém é menos sensivel,
extremamente laboriosa e dificil de ser aplicada em amostras grandes. JA& a PCR € mais
sensivel (Soares et al., 2011), permite automatizacdo das analises e a aplicacdo em amostras
grandes. Por essas caracteristicas, foi 0 método escolhido para ser utilizado no presente
trabalho.

Para a realizacdo do xenodiagnéstico foram utilizadas mais de 8.000 fémeas de
flebotomineos alimentadas em 136 animais, a maior amostra ja estudada com esse método
(Molina et al., 1994; Guarga et al., 2000; Travi et al., 2001; Courtenay et al., 2002; Michalsky
et al, 2007; da Costa-Val et al., 2007; Vercosa et al., 2008, Ribeiro et al., 2008; Miret et al.,
2008; Amorim et al., 2011; Soares et al., 2011; da Silva et al., 2012; Bongiorno et al., 2013;
Laurenti et al., 2013; Fernandes et al., 2014).

LimitagBes logisticas (Porteirinha fica a 640 km ao norte de Belo Horizonte)
determinaram uma perda de aproximadamente 50% dos flebotomineos durante o transporte de
ida até a area de estudo. Essa perda ja havia sido estimada e ndo influenciou as analises
estatisticas, porém é um indicativo de que o transporte pode afetar a viabilidade dos insetos.
Portanto ndo foi possivel concluir precisamente se o transporte pos-repasto pode ou nédo ter
influenciado os resultados da infectividade.

Para finalizar, algumas das possiveis limitagdes do estudo devem ser mencionadas. A
possibilidade de viés merece atencdo especial. Somente animais com confirmacéo
parasitolégica da infeccdo (mielocultura, imprint/esfregaco e imunohistoquimica) foram
considerados como "casos confirmados" e foram incluidos na analise, devido ao nivel de
precisdo adotada no estudo. O baixo valor preditivo positivo dos testes diagnosticos
soroldgicos tornou dificil a confirmacdo dos cdes como verdadeiros positivos. Infeccdes
causadas por Erlichia canis, Babesia canis, Neospora caninum, ou Trypanosoma spp. S0
algumas das possiveis reacfes cruzadas em testes soroldgicos (Rosario et al., 2005; Day,
2007; Marcondes et al., 2013; Zanette et al., 2014). Além disso, sabe-se que 0s cdes com
resultados indeterminados ou mesmo negativos podem mudar o seu estado soroldgico para
positivo ao longo do tempo. A situacdo oposta também pode ocorrer; cdes assintomaticos com
sorologia positiva pode reverter a negativa (Zanette et al., 2014).

As perdas também constituiram uma limitacdo importante. A amostra final para o
calculo eficacia sofreu perdas superiores a 50%, percentual muito maior do que os 20%
inicialmente esperados. Além disso, a partir da primeira sorologia e durante o periodo da
janela imunoldgica, a prevaléncia estimada da LVC foi maior do que o esperado, uma vez que

0 municipio ndo realizou quaisquer atividades de controle durante os quatro anos antes do
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ensaio. Apos a janela imunoldgica, outros fatores contribuiram para perdas, principalmente
devido a eventos comuns em uma populacdo canina, como morte devido a acidentes ou
outras infec¢es. No entanto, o viés de selecdo foi minimizado, pois nossos dados indicam
que ndo houve diferenca de perdas entre os grupos vacinados e placebo. Para melhor avaliar
um possivel viés relacionado a perdas, tendo em vista a heterogeneidade da prevaléncia da
LVC na area de estudo, foi necessario demonstrar a distribuicdo espacial dos grupos
vacinados e placebo, estratificando-os de acordo com os cédes nativos e beagles.Concluiu-se
entdo que, ndo houve diferenca significativa na distribuicdo de vacinagéo (vacina / placebo)

em cées nativos, por quadra.
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6 Conclusoes

Cées vacinados com Leish-Tec® transmitem o parasito Leishmania spp. tanto quanto
caes que receberam placebo, ap6s desafio natural.

Cées vacinados com Leish-Tec® e que apresentaram resposta positiva frente ao
antigeno A2 esbocaram uma tendéncia de reducdo da infectividade (p valor = 0,052) em

relacdo ao grupo placebo.

Os testes diagndsticos RIFI, Xenodiagnostico e Kalazar Detect™ demonstraram
desempenho significativamente diferente entre cdes sintomaticos e assintomaticos,
considerando a amostra total de cées. Para o grupo de cdes vacinados as diferencas
investigadas se mantiveram para os testes RIFI e teste rapido Kalazar Detect'™, mas néo para
0 xenodiagndstico. Para os cdes que receberam placebo as diferencas se mantiveram para 0s

testes xenodiagndstico e teste rapido Kalazar Detect'™, mas ndo para a RIFI.

Na anéalise do nimero de testes positivos por cdo avaliado ficou demonstrado que 0s
animais classificados como sintomaticos apresentam ndmero maior de testes positivos em
relacdo aos assintomaticos, sendo essa diferenca significativa para a amostra total de céaes,

para o grupo vacinado e para o grupo placebo.
O percentual de positividade dos testes é igual, entre cdes que receberam vacina ou

placebo, tanto para os cdes assintomaticos quanto para o0s sintomaticos, ou seja, a vacinacao

néo interferiu no desempenho dos testes.
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8 Anexos

8.1 Relacdo dos animais amostrados

CAO FICHA CHIP CLINICA NOME
1 K429 7177 S Fofinha Preta
2 B436 7068 S Fofinha Marron
3 J408 10453 A Bethoven
4 L453 5814 A Hulk
5 D457 5253 A Doguim
6 A422 5068 A Madona
7 1472 5475 S Falcdo
8 E479 5454 A Mineiro
9 E457 14620 A Ferrari
10 G479 5872 A Ratinho
11 H409 7363 S Leonca
12 1479 5661 A Malandro
13 J422 7811 A Mileide
14 K479 15711 A Bambina
15 H479 14988 A Hércules
16 K450 11894 A Le&o/SRD
17 1450 15778 A Bob/SRD
18 L514 14963 A Toquinho
19 C469 7582 A Campeiro
20 C434 7744 A Léo Sumico
21 B433 7069 A Sukita
22 B457 6158 A Duque
23 F417 14174 S Sadam
24 1457 7642 A |zadora
25 A400 14410 A Branquinha
26 B416 7790 A Piti
27 A401 15289 A Pitchula/SRD
28 H457 5651 S Natacha/SRD
29 L402 14391 S Radija/SRD
30 D413 5168 A Pitucha/SRD
31 E399 11560 A Nina/poodle
32 H422 6902 S Lobo/SRD
33 B404 14718 A Jack/SRD
34 J398 14045 S Preta Mae/Pinscher
35 E521 7524 S Spaik/Beagle
36 F522 7077 A Grandona/Beagle
37 L439 6333 S Pity/pinscher
38 B516 14574 A Neguinho
39 1446 7076 A Foguinho
40 E450 5878 A Manteiguinha
41 J465 7046 A Rubi/SRD
42 B469 14224 A Rex/SRD
43 F466 6959 A Faisca/SRD
44 B463 5275 A Miquinho/Pinscher
45 F434 14833 A Jack/SRD
46 F520 7070 A Sem nome
47 J522 10366 A Beny
48 E520 11693 A Tupd
49 F518 14374 A Kiko/Beagle
50 K522 7840 A Malhado
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51 E523 5135 A SRD

52 H519 14728 A Beagle

53 G518 14199 A Sofia/Beagle
54 J525 6389 A Meggie/Beagle
55 1517 5731 A Kika/beagle
56 D521 14044 A She-ra

57 L523 6090 A Tom/Beagle
58 B518 14092 A Niki/Beagle
59 L524 7626 A Rec

60 C518 14117 A Spike

61 H518 5407 A Pintor/Beagle
62 E519 15827 A Ring

63 F411 5169 A Lincoln

64 H403 14189 A Kindi

65 B400 14697 A Sandy/SRD
66 H400 15449 A Laion/Poodle
67 J507 5924 A Kate

68 1514 15127 A Robin

69 1525 6980 A Beagle

70 C522 7148 A Beagle

71 D519 14132 S Beagle

72 C520 5137 S Beagle

73 C525 7231 S Beagle

74 C517 6487 A Beagle

75 K424 7181 S Beagle

76 J464 15557 A Dank/SRD
77 A433 5176 A Jully/SRD
78 L432 7004 A Sandy/SRD
79 G450 5291 A Fofinha/SRD
80 1432 7147 A Milu/Pinscher
81 G431 7662 A Lessie/SRD
82 J447 6846 A Tat&/SRD
83 1447 6608 A Bolinha/SRD
84 J457 6929 A Bianca/SRD
85 J450 5674 A Sandy/SRD
86 H450 14131 A Milonha/SRD
87 K452 7368 A Snoop

88 J407 5337 A Dexa/Pit Bull
89 G452 14266 A Pretinho/SRD
90 A430 5971 A Luke/SRD
91 J520 11422 A Tarzan/SRD
92 H462 14344 A Isnif/SRD
93 K462 14276 A Valina/SRD
94 D463 5719 A Nina/SRD
95 A463 7927 A Bili/SRD
96 J462 14820 S Pretinho/SRD
97 C521 6537 A Fred/Beagle
98 E517 5030 A Beagle

99 H523 15689 S Beagle
100 C447 11184 S Pretinha/SRD
101 C451 14351 A Feroz/SRD
102 B451 15891 A Zapo/SRD
103 F479 14223 A Shena/SRD
104 C475 15945 A Minie/SRD
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105 F475 7047 S Foguim/SRD
106 C507 5930 A Bino/SRD
107 H452 10623 S Pity/SRD
108 H447 5220 A Fofinha/SRD
109 Ja72 14292 A Mel/SRD
110 1439 7885 A Bam Bam/SRD
111 B467 6067 A Lup/Pit Bull
112 H489 14198 A Jack/SRD
113 C492 15540 S Chocolate/SRD
114 F485 5115 A Tiozim/SRD
115 G397 14317 A Bendy/SRD
116 A455 5845 A Pitchula/SRD
117 H524 5774 A Beagle/July
118 J488 5180 A Brenda/SRD
119 J474 15879 A Felicia/SRD
120 1520 5444 A Beagle/Piti
121 1518 14451 S Beagle/Romeu
122 K519 5250 S beagle
123 1490 14999 A Segredo/SRD
124 C426 7286 A Bob/SRD
125 A494 5744 A Vitamina/SRD
126 D443 5666 S Raycan/Pit Bull
127 K493 5390 A Emili/SRD
128 H455 15114 A Xuxu/SRD
129 C448 7298 A Bruce/SRD
130 H448 11399 A Kita/SRD
131 C493 14015 A Feroz/SRD
132 JAT73 14435 A Jardoli/SRD
133 F463 14056 S Jade/SRD
134 H526 14670 S beagle
135 K517 7994 A beagle
136 H528 7916 S beagle
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8.2 Instrucdo Normativa Interministerial 31/2007

REGULAMENTO TECNICO PARA PESQUISA, DESENVOLVIMENTO, PRODUCAO,
AVALIACAO, REGISTRO E RENOVACAO DE LICENCAS, COMERCIALIZACAO E
USO DE VACINA CONTRA A LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

DAS DEFINICOES

Fases: etapas as quais os produtos em desenvolvimento devem ser submetidos, obedecendo-se
a evolucdo cronologica das mesmas, para que ao final do estudo obtenham-se dados e
informacdes precisas sobre seguranga, eficacia e outro atributo indispenséavel a avaliacdo do

produto.

Eficacia: definida como a capacidade da vacina proteger os animais vacinados da infeccdo,

sob as condicdes recomendadas pelo fabricante do produto conforme legislacéo vigente.

Eficacia vacinal: é o parametro que expressa a reducdo da incidéncia da infec¢do nos animais

vacinados comparado com 0 mesmo indicador nos animais ndo-vacinados.
Poténcia: é um indicador de eficacia determinado por métodos apropriados.

Protecdo: € o parametro que expressa a capacidade da vacina proteger os animais vacinados

da infeccao.

Desafio: inoculagdo em animais pela via de administragdo apropriada, de uma cepa de um
determinado agente, em quantidade suficiente capaz de reproduzir a infeccdo natural e

produzir sinais clinicos da doenca.

Fase I: estudos de seguranga para demonstrar a auséncia de efeitos colaterais adversos

relevantes em animais sadios, sensiveis ao agente em estudo, em condi¢des de laboratorio.

Fase II: nessa fase, além de confirmar a seguranca, sera determinada a imunogenicidade, a via
de administracdo, a dose e esquema que serdo utilizados na Fase I, bem como a estimativa

preliminar da eficacia em animais sensiveis da espécie-alvo.

Fase Ill: destina-se a realizagdo de estudos controlados, randomizados e mascarados para

avaliar a eficacia vacinal.

Fase IV: compreende a fase de vigilancia e pesquisa pdsregistro do produto.
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Art. 1° O desenvolvimento de vacinas antileishmaniose visceral canina deve contemplar a
realizacdo de testes para determinar a seguranca, a eficacia, a inocuidade, a protecdo, a
infeccdo e a imunogenicidade das vacinas, conduzidos por meio de ensaios de Fase I, Fase 1l

e Fase 111

Paragrafo Unico. Todas as fases de que trata este Anexo devem ser conduzidas, respeitando o

bem-estar animal, seguindo critérios estritamente cientificos e éticos.

Art. 2° Os ensaios bioldgicos especificos relacionados a vacinas antileishmaniose visceral

canina, durante a fase de desenvolvimento devem:

| - estimar a suscetibilidade a infeccdo em animais vacinados, em ambiente controlado ou

apenas em condicGes naturais.
Il - avaliar a capacidade do c&o vacinado para transmitir 0 agente ao vetor;

I11 - identificar métodos para distinguir entre infeccdo natural pela Leishmania (Leishmania

chagasi) e a resposta imune ao produto vacinal; e
IV - definir a metodologia que quantificard a poténcia da vacina.

Art. 3° As fases do desenvolvimento das vacinas antileishmaniose visceral canina devem

atender as definicdes ja descritas com as seguintes especificidades:

| - Fase I: nesta fase devera ser descrita a toxicidade local e sistémica para doses Unicas e

repetidas.

Il - Fase Il: nesta fase os estudos devem:

a) continuar demonstrando que a vacina é segura para espécie alvo;

b) definir os pardmetros que mensurem a resposta imune, induzida pelo produto;
c) definir a dose e esquema de vacinagéo;

d) definir a metodologia que sera utilizada para aferir a poténcia do produto e a eficacia

vacinal, incluindo o teste desafio ou metodologia equivalente;

e) identificar os métodos para diferenciar cdes vacinados de cdes naturalmente infectados;
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f) demonstrar efeito protetor contra infeccdo e doenca; e
g) definir um método para avaliar a transmissdo do parasito para o vetor.
I11 - Fase I11: nesta fase os estudos devem:

a) demonstrar de forma acurada a reducdo da incidéncia de infecgdo, doenca e transmisséo do

parasito para o vetor;

b) ser realizados no campo, preferencialmente, em municipios endémicos com comprovada

prevaléncia de infec¢do canina, segundo classificagdo do Ministério da Saude;

c) ter desenho amostral adequado, considerando a prevaléncia da infecgdo e doenca canina e

os resultados preliminares da eficacia obtida na Fase Il;

d) monitorar o perfil das reacGes adversas; e

e) descrever as interaces clinicas relevantes e restri¢cdes de uso do produto.

IV - Fase IV: nesta fase os estudos devem monitorar e informar a ocorréncia de eventos

adversos associados a vacinagao.

Art. 4° Para registro junto ao Ministério de Agricultura Pecuaria e Abastecimento sera

necessario o cumprimento de todos os itens relacionados no art. 4°, nas Fases I, Il e I11.

Paragrafo Unico. Caber4d ao MAPA a responsabilidade de consultar o Ministério da Saude
para emitir parecer sobre as caracteristicas do produto em relagcdo aos aspectos do programa

de controle da leishmaniose visceral humana.

Art. 5° Sob demanda especifica do Ministério da Salde, o proprietario do produto devera

cooperar com a realizacdo de estudos para avaliar impactos sobre a populacdo humana.

Art. 6° O conteido e o uso da vacina fora das areas de risco delimitadas pelo Ministério da

Salde ndo exime as empresas e 0s profissionais de responsabilidade.

8 1° Os municipios nos quais a leishmaniose visceral canina é endémica, segundo o Ministério
da Saude, s6 poderdo utilizar vacinas que permitam diferenciar cdes vacinados de cdes

infectados.
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8 2° Para realizar a comercializacdo de vacinas que permitem a diferenciacdo entre cées
vacinados e cées infectados nos municipios indenes, devera haver disponibilidade de kits para

diagnostico registrados no MAPA para tal fim.

§ 3° A indicacdo de uso do produto devera ser atribuicdo exclusiva de um médico veterinario,

salvo casos de interesse publico conforme normatizacdo do Ministério da Saude.

8 4° O médico veterinario devera emitir atestado ou preencher cartdo de vacinacdo que
contenha todos os dados sobre a identificacdo do animal, sobre o responséavel civil pelo
animal, inclusive endereco completo, e informacdes completas do produto (nome, data de
fabricacdo, data de validade, n° de partida, n° de doses). Estas informacGes devem ficar

armazenadas por 5 (cinco) anos.

8 5° O proprietario do registro do produto deve manter obrigatoriamente, durante, no minimo,
3 (trés) anos apods a data de distribuicdo do produto, informacGes completas sobre os médicos

veterinarios responsaveis pela aplicacao da vacina.

8 6° O fabricante deverd encaminhar para o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento relatérios trimestrais de producdo, distribuicdo e 0os municipios nos quais o
produto esteja sendo comercializado, como também o nimero de doses vendidas por
municipio. Cabe ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento remeter

trimestralmente os dados ao Ministério da Salde.

§ 7° A vacina devera ser usada somente em cdes com diagnéstico soroldgico negativo para

leishmaniose visceral, utilizando Kits para diagnostico registrados no MAPA.

Art. 7° Além das exigéncias contidas no presente regulamento, o registro dos produtos devera
obedecer a legislacdo geral de produtos de uso veterinario em vigor e ainda conter na

rotulagem e material informativo:

§ 1° A bula e o material de propaganda devem destacar "A vacina devera ser usada somente

em cdes assintomaticos com resultados soroldgicos negativos para leishmaniose visceral™.

8 2° A bula, o material de propaganda e o atestado ou cartdo de vacinacdo devem conter 0s
seguintes dizeres: "A vacinacdo ndo é o Unico instrumento de prevencdo e controle desta
enfermidade. Outras medidas também devem ser adotadas conforme normatizacdo do

Ministério da Saude. Os animais vacinados que apresentarem sinais clinicos de leishmaniose
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visceral, reaces soroldgicas positivas que ndo possam ser atribuidas a imunidade vacinal

estardo passiveis de ado¢do das medidas sanitarias vigentes"; e
8§ 3° A bula dos produtos contera ainda os seguintes dizeres:

"O medico veterinario devera obrigatoriamente manter sob sua guarda, durante, no minimo, 3
(trés) anos apds a Gltima dose da vacina, cadastro e registro sobre informac6es completas do
produto (nome, data de fabricacdo, data de validade, n° de partida, n® de doses); informacdes
sobre o responsavel civil pelo animal, incluindo o endereco completo e ainda a identificacdo

completa do animal vacinado, bem como as datas de vacina¢do do mesmo".

Art. 8° No caso de vacina desenvolvida no exterior, para registro no Brasil, devera ser

submetida a ensaios clinicos de Fase 11 no Brasil.

Paragrafo unico. Quando ndo submetidos a ensaios prévios com Leishmania (Leishmania)

chagasi devem ser realizados ensaios de Fase Il no Brasil.

Art. 9° Controle de Elaboracdo: todas as fases de producdo e controle serdo registradas em

protocolos especificos.

Art. 10. Pesquisa de Agentes Estranhos: devem ser realizados testes de pesquisa para agentes
estranhos em sementes, substratos, produto final e diluentes. Devem ser utilizados técnicas e
procedimentos previstos em farmacopéias ou referéncias nacionais ou internacionais aceitos
pelo MAPA, visando pesquisa de agentes aerobios, anaerobios e fungos. A esterilidade e a
sensibilidade dos meios utilizados devem ser comprovadas. No caso de crescimento de
agentes contaminantes a partida devera ser considerada impropria para a comercializacdo e

destruida.

Art. 11. Controle de Inocuidade: devem ser utilizadas técnicas e procedimentos previstos em
farmacopéias ou referéncias nacionais ou internacionais aceitos pelo MAPA, visando verificar

a inocuidade do produto em animais de laboratorio ou na espéciealvo.

Art. 12. Controle de Poténcia: devem ser utilizados técnicas e procedimentos validados
perante 0 MAPA, visando verificar a poténcia do produto in vitro ou in vivo utilizando

animais de laboratorio ou espécie-alvo.

Art. 13. O prazo de validade das vacinas sera de até 24 (vinte e quatro) meses, a contar da

data da fabricacdo.
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Art. 14. Dose e vias de aplicacdo: a critério do laboratério fabricante, segundo resultados de

estudo de Fase I1.

D.0.U., 10/07/2007 - Secgéo 1
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8.3 Certificado Comité de Etica em Pesquisa

MINISTERIO DA EDUCAGCAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETD
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Carsgars Linsmnsdann - Morms 8o Crazein - SCEB-I. Sak 29

35400000 - Dune Fredo. - MG - Biosil
Fote {31) 2586 1368 Fane (31) 3550-1370

Emal e
OFICIO CEP N°. 58/2008, de 2 de setembro de 2008.

limo. Sr.
Prof. Dr. George Luiz Lins Machade Coelho
DECMEUFOP

Senhor Professor,

E com prazer que camunicamos a aprovagdo, por este Comité, de seu Projeto n®
2008/04 - “Enssio Clinico, randomizado, mascarade, controlade por placebo para
avaliar a eficiéncia da Vacma Leish-Tec @ (Hertape Calier, Brasil) anti-Leishmaniose

Vigceral Caning"

Atencipsamente,

s

1-}:' Lredrame
ProfF. Dré. Maria Liicia Pedrosa
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa/UFOP
Cémara de Experimentacio Animal
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