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RESUMO 

A leishmaniose visceral humana (LVH) é uma zoonose de grande impacto na saúde pública, 

pois tem como reservatório o cão. Sendo assim, é uma doença altamente prevalente e em 

áreas endêmicas podem afetar até 80% dos cães. Até o momento não há esquemas 

terapêuticos eficazes para a cura parasitológica, autores sugerem aplicações de vacina anti-

LVC, como uma importante medida de controle da doença. Esse estudo avaliou o possível 

bloqueio da transmissão a flebotoíneos através do xenodiagnótico e da carga parasitária na 

pele de cães desafiados experimentalmente com L. infantum após vacinação com 

imunobiológicos LBSap, KMP-11, Leishmune® e Leish-Tec® em um ensaio clínico vacinal 

de Fase I e II. Após a infecção com L. infantum pela via endovenosa os cães foram 

acompanhados por um ano, foi realizada a análise detalhada e comparativa da carga 

parasitária em flebótomos (após o xenodiagnóstico) bem como na pele dos cães. A 

avaliação parasitológica por qPCR na pele foi capaz de encontrar cães positivos apenas nos 

grupos KMP-11, Leish-Tec®, Leishmune®. Em relação ao xenodiagnóstico, apenas no 

grupo controle (não vacinado) encontrarmos flebótomos positivos para a doença, com um 

percentual de 14,3%, sendo este um indicativo de que as vacinas testadas conseguiram 

bloquear a transmissão do parasito para o vetor. A única vacina que em ambas os alvos 

testados, tanto pele quanto nos flebotomíneos, foi negativo na qPCR para o DNA de 

Leishmania, foi o imunobiológico LBSap, apresentando 100% de proteção, podendo ser 

considerada um bom candidato vacinal para o prosseguimento de ensaios clínicos de fase 

III. Nesse sentido, nesse trabalho avaliaremos a potência/eficácia de diferentes 

imunobiológicos contra LVC, através da PCR em tempo real para avaliarmos a carga 

parasitária diretamente na pele de orelha bem como indiretamente através de flebótomos 

alimentados na pele desses cães.  

Palavras chaves: vacinas, leishmaniose visceral canina, LBSap, KMP-11, Leish-Tec®, 

Leishmune® 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

 
 

 

Lista de Ilustrações 

 

Diagrama 1: Esquema do desenho experimental utilizado na avaliação de cães 

submetidos a diferentes protocolos vacinais controle (C); vacina de L. braziliensis 

associado à saponina (LBSap); vacina comercial Leishmune®; vacina comercial Leish-

Tec®; vacina recombinante KMP-11 (proteína de membrana da ordem dos 

Kinetoplastida de 11 kDa, de Leishmania infantum). ................................................... 27 

Figura 1: Avaliação parasitológica na pele de orelha de cães pela técnica de PCR em 

tempo real. (A) Número de animais positivos na pele. No eixo y estão representados os 

diferentes grupos: Controle LBSap, Leishmune, Leish-Tec e KMP-11, e no eixo x o 

percentual de positividade na pele. (B) Carga parasitária da pele. No eixo y está 

representado o número de amastigotas por miligramas de pele, e no eixo x os diferentes 

grupos experimentais. .................................................................................................. 35 

Figura 2: Resultado representativo de carga parasitária em cães do grupo Controle. A 

seta azul indica amplificação do DNA do parasito (carga estimada em 83 parasitos por 

flebótomo fêmea). A seta verde indica a amplificação do controle positivo para 

Leishmania infantum equivalente a 200 parasitos. As demais curvas representam a 

correta amplificação do gene de referência dos flebótomos.......................................... 38 

 

Figura 3: Resultado representativo de carga parasitária em cães do grupo LBSap®. A 

seta vermelha mostra que não houve amplificação do DNA do parasito. Vide explicação 

da figura 2. .................................................................................................................... 39 

 

Figura 4: Resultado representativo de carga parasitária em cães do grupo Leishmune®. 

A seta vermelha mostra que não houve amplificação do DNA do parasito. Vide 

explicação da Figura 2. ................................................................................................. 39 

 

Figura 5: Resultado representativo de carga parasitária em cães do grupo Leish-Tec®. 

A seta vermelha mostra que não houve amplificação do DNA do parasito. Vide 

explicação da Figura 2. ................................................................................................. 39 

 

Figura 6: Resultado representativo de carga parasitária em cães do grupo KMP-11. A 

seta vermelha mostra que não houve amplificação do DNA do parasito. Vide explicação 

da Figura 2. .................................................................................................................. 39 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

 

Lista de Tabelas 

 

 

 

Tabela 1: Descrição de iniciadores e sondas para qPCR. ............................................ 29 

Tabela 2: Porcentagem de positividade de infecção por L. infantum pelo 

xenodiagnóstico para os diferentes grupos experimentais. ........................................... 40 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

 

Lista de Abreviaturas 

 

ASLi – Antígeno solúvel de L. infantum; 

CaCl2 – Cloreto de Cálcio; 

DNA – Ácido desoxirribonucleico; 

EDTA - Ácido etilenodiamino tetra-acético; 

Efar – Escola de Farmácia  

ELISA - Enzyme linked immunosorbent assay; 

g – Gramas; 

GP-36 – Glicoproteína de peso molecular 36 

HCL – Ácido clorídrico; 

H2O2 – Peróxido de hidrogênio; 

H2SO4 – Ácido sulfúrico; 

ICB - Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais 

IFN-g – Interferon gama; 

IL-2 – Interleucina 2; 

IL-4 – Interleucina 4; 

IL-10 – Interleucina 10; 

IL-12 – Interleucina 12; 

KCl – Cloreto de potássio; 

kg – Quilograma; 

LC – Leishmaniose cutânea; 

LCD - Leishmaniose cutâneo difusa; 

LIMP – Laboratório de Imunopatologia; 

LIT – Liver infusion tryptose médium; 

LMC – Leishmaniose mucocutânea; 

LV – Leishmaniose visceral; 

LVH – Leishmaniose visceral humana; 

mg – Miligrama; 

mL – Mililitro; 



 
 

 
 

 

MS – Ministério da Saúde; 

NaCl – Cloreto de sódio; 

NK – Natural killer; 

NO - Óxido nítrico; 

OMS – Organização Mundial de Saúde; 

PBS – Phosphate buffer saline (tampão de fosfato salina); 

PCR – Reação em Cadeia da Polimerase; 

PVCLV - Programa de Vigilância e Controle da LV; 

RNA – Ácido ribonucleico; 

RNAm – RNA Mensageiro; 

rpm – Rotação por minuto; 

RT – qPCR – Real Time Quantitative PCR; 

SFB – Soro Fetal Bovino; 

TH1 - Células T CD4+ secretoras do padrão 1 de citocinas; 

TH2 - Células T CD4+ secretoras do padrão 2 de citocinas; 

UFOP – Universidade Federal de Ouro Preto; 

WHO – World Health Organization (OMS); 

μm – Micrômetro 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 

 

SUMÁRIO 

I. INTRODUÇÃO ............................................................................................................... 10 

1.1. Referencial teórico ..................................................................................................... 10 

1.1.1. Leishmaniose visceral......................................................................................... 10 

1.1.2. Vacinas contra leishmaniose visceral canina...................................................... 13 

1.1.3. Xenodiagnóstico ................................................................................................. 18 

II. JUSTIFICATIVA ............................................................................................................ 24 

III. OBJETIVOS .................................................................................................................... 25 

3.1. Objetivo geral ................................................................................................................ 25 

3.2. Objetivos específicos ..................................................................................................... 25 

IV. METODOLOGIA ........................................................................................................... 26 

4.1. Grupos experimentais .................................................................................................... 26 

4.2. Infecção/Desafio Experimental ...................................................................................... 26 

4.3. Delineamento experimental e abordagens investigativas .............................................. 26 

4.4. Xenodiagnóstico ............................................................................................................ 27 

4.4.1. Xenodiagnóstico: Transmissibilidade de L. infantum de cães infectados para L. 

longipalpis ......................................................................................................................... 28 

4.5. Eutanásia dos cães ......................................................................................................... 30 

4.6. Análise Molecular para quantificação da carga parasitária na pele pela técnica de PCR 

em tempo real ........................................................................................................................ 30 

4.6.1.  Extração do DNA das amostras ............................................................................. 30 

4.6.2. Construção da curva padrão para a PCR em tempo real ......................................... 31 

4.7.   Análise Estatística ........................................................................................................ 32 

V. RESULTADOS E DISCUSSÃO .................................................................................... 34 

5.1 Avaliação parasitológica pelo método de qPCR: pele e xenodiagnóstico ...................... 34 

VI. CONCLUSÕES ............................................................................................................... 43 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ................................................................................. 44 

ANEXOS ................................................................................................................................. 54 

 
 
 
 
 



10 

 

 
 

I. INTRODUÇÃO 

A leishmaniose é uma doença negligenciada que tem como seu causador o protozoário 

do gênero Leishmania spp., é uma doença infecciosa que apresenta uma ampla distribuição 

global, sendo os países em desenvolvimento os mais afetados, o Brasil é um dos países que 

apresentam uma alta prevalência para essa doença (Alvar, et al, 2004). A leishmaniose 

apresenta distintas formas, sendo as mais comuns, a leishmaniose cutânea, leishmaniose 

mucocutânea e leishmaniose visceral, esta última atinge os humanos, mamíferos (Desjeux, 

2004; Chappuis et al., 2007; Ameen, 2010; WHO, 2010). Esta, por fim, tem o cão como o 

principal reservatório da doença. O principal vetor dessa zoonose é o flebotomíneo fêmea, 

que através de seu repasto sanguíneo transmite o parasito de Leishmania (Lainson & Shaw, 

1987). A crescente prevalência, da leishmaniose visceral tem como base a urbanização e o 

crescente contato do ser humano com o cão infectado (Alvar, Canavate, C.; Molina, R, 

2004). Na tentativa de conter essa alta prevalência, órgãos de saúde propõem como medida 

profilática o uso de inseticidas, redes de proteção, tratamento de pessoas doentes e a 

eutanásia de cães soropositivos (OMS, 2012). Até o momento, não há esquemas 

terapêuticos ou cura parasitológica para leishmaniose canina visceral (LVC), então, a 

principal alternativa para o controle da doença seria vacinas anti-LVC, que controlaria a 

infecção canina e consequentemente a infecção em humanos (OMS, 2012; EMS, 2014.). 

Assim, é de grande importância o desenvolvimento de novas vacinas contra a LVC bem 

como de metodologias que possam ser empregados na avaliação da inocuidade, 

imunogenicidade e potência de candidatos vacinais em ensaios clínicos de fase I e II. Nesse 

sentido, este trabalho de conclusão de curso visou avaliar ferramentas para avaliação da 

potência vacinal de protótipos vacinais contra LVC (a vacina LBSap e a vacina KMP-11), 

em um ensaio vacinal de fase I e II comparativo com vacinas comerciais (Leish-Tec®, 

Leishmune®). 

 

1.1. Referencial teórico 

1.1.1. Leishmaniose visceral  

As leishmanioses são doenças infecciosas causada por espécies distintas do gênero 

Leishmania spp. e, de acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), é considerada 

uma doença que apresenta grande impacto na saúde pública no Brasil e no mundo. Logo, 

um potencial reservatório doméstico, comportando-se como um importante elo no ciclo de 
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transmissão da LV.  A leishmaniose contém cinco formas distintas: leishmaniose cutânea 

(LC), leishmaniose cutâneo mucosa (LCM), leishmaniose cutâneo difusa (LCD) e 

leishmaniose visceral (LV) (Desjeux, 2004; Chappuis et al., 2007; Ameen, 2010; WHO, 

2010), sendo, a LV mais grave e fatal quando não tratada (Desjeux, 2004, WHO, 2010). 

A transmissão é feita por hospedeiros invertebrados, fêmeas de insetos pertencentes à 

família Psychodidae (Subfamília: Phlebotominae) (Lainson & Shaw, 1987). A espécie 

Lutzomyia longipalpis é considerada a principal transmissora da L. infantum no Brasil, no 

qual causa a LV humana (Sacks & Kamhawi, 2001; Lainson & Rangel, 2005). 

A infecção da LV, tem início pela picada do flebotomíneo infectado pelo parasito, após 

a inoculação desses parasitos no corpo do cão, eles são rapidamente distribuídos para o 

linfonodo e baço, por meio da via sanguínea e/ou linfática. A partir desses órgãos os 

parasitas espalham para o rim e o fígado. E posteriormente, vão para os órgãos reprodutores, 

pele, bexiga, sistema digestivo, respiratório, medula e ossos. Entretanto, nos humanos o 

local de infecção é um pouco limitado, o parasito tem tropismo apenas em órgãos como 

baço, fígado e medula óssea (Alvar, Canavate, C.; Molina, R, 2004). 

A sintomatologia da LVC varia de cães assintomáticos até quadros clínicos mais 

graves. Os cães assintomáticos são aqueles que não apresentam sinais clínicos visíveis, são 

considerados animais aparentemente saudáveis, os cães oligossintomáticos apresentam 

alguns sinais clínicos da doença como, ulcerações cutâneas na ponta das orelhas e em áreas 

periorbitais, também podem apresentar perda de peso e alopecia. Por fim, temos os cães 

sintomáticos que exibem os sinais típicos da doença como ulcerações cutâneas por todo o 

corpo, cegueira, anorexia progredindo para o estado de mortalidade. A imunidade, 

quantidade de parasitos interferem nos sintomas e no desenvolvimento da doença no cão, 

podendo assim variar de individuo para indivíduo (Mancianti, et al., 1988; Alvar, et.al, 

2004; Reis, et al, 2009). 

Faz se necessário conhecimento sobre a patogenia da doença canina, assim como seus 

sintomas clínicos, já que o cão é considerado um dos principais hospedeiros do parasito. 

Do ponto de vista epidemiológico a LVC pode ser considerada mais importante que a 

leishmaniose visceral humana (LVH), devido a sua alta prevalência e elevado parasitismo 
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cutâneo (Desjeux, 2004), em consequência da forma amastigota presente na pele desses 

animais, tornando-se uma fonte de infecção para L. longipalpis (Lopes, 2020). 

A OMS, no ano de 2015, classificou a leishmaniose como uma doença tropical 

negligenciada, pois essa enfermidade apresenta indicadores ineficazes, investimentos de 

pesquisa reduzido, assim como a produção de medicamento e um controle ineficiente. 

Ocasionando assim, altas taxas de mortalidade e consequentemente a propagação endêmica 

dessa enfermidade em regiões pobres ao redor do mundo (OMS, 2015). 

A leishmaniose visceral é uma doença que acomete, principalmente, regiões tropicais, 

quando não tratada pode gerar uma alta letalidade no ser humano. Sendo assim, é 

considerada uma das seis doenças endêmicas prioritárias no mundo (Costa, 2018).  África 

Oriental, América do Sul, Região do Mediterrâneo e Sul da Ásia são consideradas uma das 

regiões mais afetadas pela LV, com um número de novos casos por ano de 

aproximadamente 50.000 a 90.000. Verifica-se que cerca de noventa por cento desses novos 

casos ocorre no Brasil, Etiópia, Índia, Quênia, Somália, Sudão do Sul e Sudão (Alvar, 

2006). 

A expansão de LV em países Latinos está relacionado ao desmatamento e modificação 

dos ambientes naturais; urbanização associado à migração de pessoas da área rural, assim 

como seus cães domésticos infectados, pobreza e falta de saneamento básico. Esses fatores 

estão correlacionados com o aumento de casos de LVH (Marcondes, 2019). 

No Brasil, a incidência anual de LV chega a 3.481 casos notificados (Alvar et al., 2012), 

contabilizando cerca de 95% dos casos registrados no continente americano (Desjeux, 

2004). A LV é considerada uma doença tipicamente rural, e de acordo com o Ministério da 

Saúde, a região Nordeste apresentava cerca de 90% dos casos notificados, porém desde a 

década de 1980, o calazar vem se distribuindo para outras regiões do país, sendo a região 

Sudeste uma das mais afetadas (Costa, 2018). Apesar dos princípios fundamentais da 

epidemiologia da LV, bem como as medidas de controle serem bem conhecidos, tem se 

observado uma crescente urbanização da doença (Alvar et al., 2012).  

Segundo o Manual de Vigilância e Controle da LV (2014), destaca como principais 

medidas preventivas, as medidas de proteção individual como o uso de telagem, 

mosquiteiros e repelentes. Outra medida está relacionada ao vetor utilizando métodos 
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sanitários como inseticidas, em áreas de maior transmissibilidade. Por fim, as medidas 

dirigidas as populações caninas, através do diagnóstico e recomendação de eutanásia dos 

animais positivos. 

Nos últimos anos foi possível notar que a infecção por Leishmania infantum em cães 

sugerem que o controle da LVH é altamente dependente de um controle efetivo da LVC 

(Alvar et al., 2004). Estudos epidemiológicos apontam que em locais com a ocorrência de 

transmissão ativa de LV, animais domésticos como cães, podem ser considerados 

marcadores que antecipam casos de LV em humanos (Lopes, 2020).  

A forma grave da doença pode se desenvolver em cães suscetíveis, culminando na 

morte desses animais. O tratamento quimioterápico disponível no mercado brasileiro é 

limitado, pois animais assintomáticos ainda podem transmitir a doença (Regina-Silva, 

2016). Logo, o tratamento não é recomendado, no Brasil, como medida de controle em 

massa dessas populações. Além disso, por também não possuirmos uma vacina contra LVC 

recomendada e utilizada pelo MS em campanhas de vacinação contra a LVC, a eutanásia 

de cães soropositivos continua sendo recomendada e considerada pelo MS como uma 

importante medida de controle da LV. (Regina-Silva, 2016; MS, 2009; Costa et al., 2018).  

Entretanto, em função da relação próxima entre o homem-cão na sociedade atual, a 

eutanásia de cães soropositivos para Leishmania, torna-se cada vez mais questionável 

(Palatnik-de-Sousa et al., 2001). Nos últimos anos, milhões de cães foram rastreados por 

técnicas sorológicas e milhares de cães soropositivos foram eliminados, mas a incidência 

de LVH não foi reduzida a um nível aceitável (Braga et al., 1998; Costa et al., 2011). 

O desenvolvimento de vacina anti-LVC pode ser considerada uma boa alternativa para 

combater a expansão da doença (Gradoni, 2001; Reis et al., 2010), pois a quimioterapia na 

LVC ainda não alcança a cura parasitológica (Noli & Auxilia, 2005). Desta maneira, a 

vacina seria uma melhor opção para o controle da doença. 

1.1.2. Vacinas contra leishmaniose visceral canina 

O desenvolvimento de uma vacina protetora contra a LVC é uma alternativa que 

permite a interrupção do ciclo de vida do parasito, como também sua transmissão (Tesh, 

1995; Dye, 1996) para cães e, consequentemente, para os humanos. Portanto, é necessário 

investimento e o desenvolvimento de vacinas profiláticas contra leishmaniose tanto para 
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cães quanto para humanos. É importante frisar que essas vacinas sejam seguras, pois em 

tratamentos anteriores foi possível observar toxicidade frente aos medicamentos usados, o 

aumento do risco de doenças em indivíduos imunocomprometidos, entre outros (Tesh, 

1995). 

Uma vacina eficaz deve induzir uma resposta imune pró-inflamatória forte e duradoura 

(expressando citocinas Th1) em células caninas. No caso da leishmaniose, uma vacina 

eficaz é aquela que induz uma resposta imune do tipo Th1 que diminuirá a multiplicação e 

disseminação do parasita. Sabe-se que células B e monócitos circulantes em baixa 

concentração predizem uma LVC mais grave. Entretanto, um aumento de linfócitos TCD8+ 

circulantes pode caracterizar uma infecção assintomática para doença (Reis, et al., 2009; 

Gradoni, et al., 2015). 

As vacinas anti-LV são baseadas em estudos de Fase I e II, nos quais utilizam na 

maioria das vezes camundongos ou cães como modelos experimentais. (Reis et al., 2010).  

De acordo com as recomendações da OMS, estudos vacinais de Fase I comparam 

indivíduos imunizados com indivíduos tratados com placebo, e avaliam a imunogenicidade 

e segurança da vacina. Já estudos de Fase II verificam a proteção vacinal a partir de um 

desafio experimental, indicam também uma estimativa da eficácia nestas condições 

experimentais, este teste é questionável pelo valor do desafio experimental.  

Ensaios de Fase III analisam a eficácia da vacina contra a infecção nas áreas endêmicas, 

ou seja, na área onde a doença ocorre, em suas condições naturais. Todos esses ensaios 

devem ser realizados como estudo duplo-cego randomizado com dezenas de milhares de 

indivíduos, essa quantidade de indivíduos é calculada por epidemiologistas com base na 

incidência da doença na área endêmica. Se a vacina passar em todas essas etapas, a 

formulação pode ser transmitida ao registro e industrializada. Ensaios vacinais de Fase IV 

são feitos após a industrialização, no qual acomete quantidades maiores de indivíduos 

(cerca de 10.000-100.000 indivíduos), como parte de uma campanha nacional de 

imunização. Até o momento não são feitos estudos de Fase IV o Brasil. Por motivos éticos, 

nos ensaios de Fase IV controles tratados com placebo não entram nos dados vacinais e a 

eficácia da vacina é medida antes e depois do tratamento (OMS, 2010). 
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Devido ao grande número de casos de LVH e LVC descritos no mundo nos últimos 

anos, diferentes grupos de pesquisa tem contribuído com o desenvolvimento de potenciais 

imunoprofiláticos anti-LVC (Reis et al., 2010; Moreno, 2019). Desde de 2004, no mundo, 

foram licenciadas 4 vacinas contra a LVC, sendo duas no Brasil (Leishmune®, cuja sua 

licença de produção e comercialização foi retirada no ano de 2015 e Leish-Tec®) e duas na 

Europa (CaniLeish® e LetiFend®) (Velez, 2020).   

Leishmune® foi a primeira vacina a ser licenciada, e foi desenvolvida a partir de 

antígenos purificados do complexo Donovani (Fucose Manose Ligand) contra LVC 

(Leishmune®, Fort Dodge Saúde Animal Ltda), é considerada uma vacina de segunda 

geração, e foi utilizada em clínicas veterinárias sob autorização do Ministério da 

Agricultura e Abastecimento (Borja-Cabrera et al., 2002) até o ano de 2015. Estudos 

realizados por Palatnik-de-Souza, no ano de 1993, foi capaz de designar a fração antigênica 

da vacina fucose manose ligante, que consiste na glicoproteína “GP36”, essa porção 

antigênica está presente na superfície da L. donovani, importante na interação entre o 

parasita e o hospedeiro. Posteriormente, foram realizados estudos vacinais em modelos 

murinos, em grupos que apresentavam adjuvantes como saponina, adjuvante incompleto de 

Freud e hidróxido de alumínio, sendo possível observar que presença destes demonstraram 

um aumento na quantidade de anticorpos e na redução da carga parasitária hepática (Santos 

WR, 1999; Palatnik-de-Souza, 1995). Ensaios vacinais de Fase III demonstraram 92% a 

95% de proteção contra a LVC no grupo vacinado correspondendo a 76% de eficácia 

vacinal (Da Silva et al., 2001, Borja-Cabrera et al., 2002). A vacina foi retirada do mercado 

brasileiro em 2015, pois faltava evidências nos ensaios de fase III, devido a eficácia da 

vacina, de acordo com o Ministério de Agricultura do Brasil. (MAPA, 2014). 

A única vacina que se encontra disponível no mercado brasileiro para imunização 

contra LVC é a vacina Leish-Tec® (Hertape Calier Saúde Animal S/A) composta pela 

proteína recombinante A2 de amastigotas de L. donovani associada ao adjuvante saponina 

(Fernandes et al., 2008). Um estudo realizado por Gosh, et al. (2001), foi capaz de 

demonstrar que a imunização com proteínas recombinantes A2 em camundongos induziram 

uma proteção contra o parasito e uma produção de anticorpos específicos para A2, e in vitro 

houve um aumento da produção de IFN-gama em esplenócitos.  Foi realizado um estudo 

com cães da raça beagle, no qual detectaram altos níveis de IgG total e IgG2 anti-A2, 
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aumento significativo na produção de IFN- in vitro, com 4/7 animais do grupo vacinado 

apresentando a presença do parasito em medula óssea (Fernandes et al., 2008). Um ensaio 

randomizado foi executado em uma área endêmica, notificou que os animais avaliados 

demonstraram uma redução 46,6% no método xenodiagnóstico e a eficácia de cerca de 

80,8%, ambos no grupo vacinal (|Regina-Silva, 2016). Toepp e colaboradores (2018), 

realizaram um ensaio duplo-cego randomizado, usando placebo, e obtiveram como 

resultado uma diminuição progressiva dos sinais clínicos da doença e redução da 

mortalidade. Apesar dos importantes resultados obtidos pela avaliação da Leishmune® e da 

vacina Leish-Tec®, o MS não preconiza o uso destas vacinas como medida de controle e 

profilaxia da LV no Brasil, juntamente ao programa de vigilância e controle da LV 

(PVCLV) para fins de saúde pública (MS/Brasil, 2005, 2007, 2009). 

Vários estudos, de diferentes grupos de pesquisa, têm avaliado a imunogenicidade e 

capacidade de proteção de um antígeno recombinante denominado KMP-11 (proteína 11 

de membrana do Kinetoplasto), através de uma vacina recombinante ou até mesmo do 

desenvolvimento de vacinas de DNA. Estes autores, demonstraram que estes cães 

desenvolvem uma resposta imune Th1, sugestiva de proteção, devido ao aumento do nível 

de expressão de mRNA de citocinas como IFN-induzida por CMSP após estímulo com r-

KMP-11 em contrapartida a baixos níveis de mRNA de IL-4 e IL-10 produzidas em 

resposta ao r-KMP-11(Carrilo et al., 2008). Mortazavidehkordi e colaboradores (2018), 

produziram uma vacina lentiviral que expressam em sua superfície proteínas fusionadas 

KMP11-HASPB, esse imunobiológico intensificou a resposta imune de camundongos 

desafiados com o L. major, devido ao aumento de IgG1, IFN- e IgG2a, enfatizando que 

essas duas últimas citocinas quando ativadas induzem a ativação Th1 e macrófagos. 

Entretanto, nenhum trabalho ainda foi publicado para averiguar a segurança e 

imunogenicidade desta formulação vacinal em cães. 

Cani-Leish® e a Leti Fend®, são duas outras vacinas disponíveis comercialmente no 

mercado Europeu. A primeira, vacina LiESP / QA-21, autorizada na União Européia como 

Cani-Leish® (Virbac, França), composta por proteínas excretadas secretadas (ESP) 

purificadas com L. infantum (LiESP). Essas proteínas são produzidas por meio de um 

sistema de cultura livre de soro registrado pelo Institut de Recherche pour le 

Développement (IRD), em sua composição temos também o adjuvante QA-21, uma fração 
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altamente purificada da saponina Quillaria saponária (Moreno, 2012; Oliva, 2014).  

Estudos realizados por Moreno (2012, 2014), apontam que a vacina LiESP / QA-21 

apresentaou resultados promissores, visto que macrófagos reduziram a carga parasitária 

intracelular em linfócitos autólogos em co-cultura, e a vacina foi capaz de induzir uma 

reatividade específica à antígenos de Leishmania, resultando em um aumento de linfócitos 

T produtores de IFN-gama. Esses dois resultados foram correlacionados com a indução da 

via do óxido nítrico, um ótimo mecanismo leishmanicida, apontando ser um bom candidato 

vacinal, por induzir uma resposta mediada por células Th1 forte e efetiva. 

Em um ensaio clínico duplo-cego randomizado e controlado avaliaram a eficácia 

vacinal da LiESP / QA-21, em cães naturalmente infectados por L. infantum em um período 

de dois meses em uma área endêmica no Mediterrâneo. Obtiveram assim, uma eficácia 

vacinal e 68,4% e uma proteção de 92,7%, concluindo que a Cani-Leish® é um bom 

candidato vacinal para controle abrangente da doença em áreas endêmicas (Oliva, 2014). 

A segunda vacina licenciada na Europa é a Leti Fend®, constituída pela proteína 

recombinante Q, que contém em sua formação cinco fragmentos antigênicos de quatro 

proteínas de Leismania infantum (proteínas ribossomais LiP2a, LiP2b e LiP0 e a histona 

H2A) (Cotrina, 2018; Velez, 2020). Carcelén (2009), conduziu um estudo duplo-cego 

randomizado utilizando placebo como controle, os animais que receberam dose vacinal 

apresentaram sinais clínicos mais brandos quando comparado com o grupo controle, os 

parasitos foram eliminados na maioria dos cães apenas 1/7 apresentaram positividade no 

grupo Q, já no controle 6/7 e no grupo Q+Q, 4/7 apresentaram positividade. Concluindo 

que o grupo vacinado apresentou uma maior proteção. Outro estudo duplo-cego 

randomizado e controlado por placebo em área endêmica foi realizado por Cotrina e 

colaboradores (2018), em que obtiveram resultados de eficácia satisfatórios (72%) e 

apresentaram no grupo vacinal uma carga parasitária reduzida. 

Os antígenos brutos ainda são muito atrativos em função do custo de obtenção, elevada 

imunogenicidade, devido ao repertório antigênico oferecido e segurança. Vacinas de 

primeira geração ainda vêm sendo utilizados em diferentes ensaios clínicos contra 

leishmaniose (Giunchetti et al., 2007; 2008; Aguiar-Soares et al., 2020). Nas duas últimas 

décadas nosso grupo de pesquisa tem se dedicado ao estudo de biomarcadores de 

resistência/susceptibilidade à infecção por L. infantum em cães. Tais biomarcadores vêm 
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sendo empregados como estratégia para análise da imunogenicidade em cães vacinados 

contra L. infantum. Neste contexto, duas vacinas desenvolvidas por nosso grupo de pesquisa 

(LBSap: composta por antígenos de L. braziliensis associado ao adjuvante saponina; e 

LBSapSal: mesma composição da vacina LBSap acrescida de extrato de glândula salivar 

de flebotomíneos) revelaram grande potencial imunogênico por induzirem aumento dos 

níveis de linfócitos T (CD5+, CD4+ e CD8+) e B (CD21+) circulantes. Além de aumento na 

atividade de linfócitos T CD8+ Leishmania-específicos, acompanhado de intensa atividade 

linfoproliferativa e elevada produção de óxido nítrico (NO) in vitro. Pesquisas realizadas 

por Roatt, et al. (2012), mostram que o candidato vacinal LBSap apresentou 

imunogenicidade frente infecção experimental por L. infantum, com redução da carga 

parasitária no baço. Em um estudo vacinal em camundongos, de Mendonça e colaboradores 

(2016) compararam três imunobiológicos a Leish-Tec®, Leishmune® e LBSap, e 

observaram em todos os grupos vacinais resultados animadores com diminuição no 

parasitismo no baço e fígado, e um aumento nos níveis de células da resposta inata. O grupo 

Leish-Tec® exibiu uma alta quantidade de monócitos CD14+ após desafio. Já o grupo 

Leishmune® produziu altos níveis de IL-2. A vacina LBSap foi a única que apresentou uma 

resposta proeminentemente Th1, apresentaram altos níveis de IL-2, IL-6, TNF-a e IFN-g 

(de Mendonça, et al., 2016). 

1.1.3. Xenodiagnóstico 

A palavra xenodiagnóstico deriva da língua grega, xenos (estrangeiro) e dignostici 

(diagnóstico), é um método indireto de diagnóstico desenvolvido por Brumbt no começo 

do século XX, esse procedimento utiliza um vetor como meio de cultura biológico, 

avaliando se o hospedeiro infectado é capaz de transmitir a patogenia para determinado 

vetor (Schenone, 1999). Este método diagnóstico foi utilizado pela primeira vez na doença 

de Chagas, na detecção de Trypasonoma cruzi. Neste estudo cultivaram em laboratório 

ninfas de triatomíneos (vetor), que por sua vez se alimentavam do sangue de galinhas, 

consideradas resistentes ao parasita (Schenone, 1999; Mourya, 2007; Guarga et al., 2000a). 

Essa ferramenta foi se aperfeiçoando de acordo com o tempo, e estudos mostram que 

quando combinada com a técnica de PCR real-time (qPCR) a sensibilidade é aumentada 

(Mourya, 2007; Bravo, 2012; Singh, 2020). 
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 Para uma melhor compreensão de algumas doenças é de suma importância conhecer e 

identificar a distribuição geográfica de seus vetores, no caso da leishmaniose, o 

flebotomíneo é o seu principal vetor. Sabe-se que alguns fatores como clima e a ecologia 

pode interferir na distribuição desses insetos (Gebre-Michael, et al,2004; Lara-Silva, et al, 

2015; Galvis-Ovallos, et all., 2017). 

A espécie de flebotomíneo responsável pela transmissão da LV no novo mundo é a 

Lutzomyia longipalpis (Genaro,O., 2002; França-Silva et al., 2005). Os flebotomíneos, são 

dípteros, insetos que apresentam metamorfose completa, passando pelo estágio de ovo, 

larva, pupa e adulto. Na fase adulta, o flebotomíneo apresenta um tamanho médio de 2 a 4 

mm, apresenta um corpo densamente piloso, de coloração amarelada ou castanha e um vôo 

saltado, e em repouso suas asas ficam eretas (Aguiar & Medeiros, 2003). Seu 

metamorfismo ocorre em locais ricos em matéria orgânica e ambientes úmidos (Azevedo, 

et al., 2011).   

Flebotomíneos são insetos oportunistas, já que apresentam hábitos alimentares 

ecléticos e possuem facilidade na adaptação para o ambiente urbano. Logo, as modificações 

no meio também podem afetar a dinâmica populacional desses vetores (Saraiva et al., 2015; 

Santos Silva et al., 2017). Consequentemente, a análise dessas variáveis fornece 

informações acerca da dinâmica de risco de cada área com relação ao vetor, retratando 

capacidade dos organismos de alterar a sua fisiologia/morfologia de acordo com as 

condições do ambiente, ou seja, sua plasticidade biológica que cada espécie de flebótomo 

apresenta diante dos diversos ambientes (Salomón et al. 2015). De acordo com Galati, et 

al. (2003) e Ready, et al. (2013), até o ano de 2013, o Brasil registrou mais de 229 espécies 

de flebotomíneos, ou seja, 25,44% do total de espécies registradas em todo o mundo. 

Informações a respeito da vulnerabilidade de uma região endêmica para leishmaniose 

apresenta uma reemergência facilitada quando não investigada. Para uma melhor 

compreensão dos riscos que a leishmaniose pode causar para a população humana, é 

necessário compreender os elos que compõe o ciclo de transmissão assim como o 

entendimento de sua expansão. Deste modo, estudos epidemiológicos são cruciais para o 

entendimento acerca dos vetores em áreas urbanizadas, compõem um pré-requisito para 

desenvolver ações preventivas e estratégias contenção dessa zoonose (Coura-Vital et al., 

2013). 
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Um fator muito alarmante que acarreta em diversas modificações ambientais é o intenso 

processo de urbanização, atuando diretamente no habitat e no comportamento do 

flebótomo. Esta espécie apresenta um grande poder de adaptação sendo capazes de ocupar 

novos ambientes, levando assim uma maior proximidade com o meio urbano (Almeida et 

al., 2010). A Lutzomyia longipalpis é uma espécie que tem facilidade em se adaptar a 

ambientes distintos, incluindo o meio urbano. Sendo considerada uma espécie de flebótomo 

com um alto grau de sinantropia e com ampla distribuição no território brasileiro (Lainson 

& Rangel, 2005; Souza et al., 2004; Carvalho et al., 2008). 

A capacidade de um determinado do cão infectado de transmitir a doença para o vetor 

é chamada de infecciosidade. Para avaliar essa infecção é utilizado a técnica de 

xenodiagnóstico, no qual, utiliza flebotomíneos não infectados criados em laboratório. 

Foram realizados diversos estudos na Europa e América do sul, em cães sintomáticos, 

oligossintomáticos e polissintomáticos, mostrando que a maioria dos cães infectados são 

infecciosos para a doença, consequentemente, infectam os flebotomíneos que deles se 

alimentam. Como o decorrer do estudo, foi capaz de se concluir que o aumento da gravidade 

clínica estava diretamente relacionado com a proporção de cães infecciosos (Quinnel, et 

al.,2009). 

A técnica de xenodiagnóstico também é utilizada em casos de leishmaniose canina, 

pois sabe-se que um mero resultado positivo em testes sorológicos, para avaliar a 

infecciosidade em cães, não é o suficiente para determinar se aquele animal é capaz de 

transmitir o parasito para o vetor. A baixa eficiência nas medidas de controle da doença 

está associada a falta de métodos sensíveis o suficiente para diferenciar cães soropositivos, 

de cães que realmente transmitem o patógeno (Courtenay, et al., 2002). Devido a esse fato, 

é necessário uma maior intervenção e compreensão nas circunstâncias em que os parasitos 

são transmitidos do cão para o vetor, assim como nas medidas de controle de cães que 

podem propagar a doença, neste quesito é de suma importância que o método seja 

padronizado e sensível, uma vez que a heterogeneidade que existe nas infecções por L. 

infantum, pode acarretar nos diferentes níveis de infecciosidade dos cães (Courtenay, et al., 

2014; Travi, 2001). Essa divergência pode estar associada a diferentes cepas do parasita, 

estado imunológico e a capacidade vetorial das diferentes espécies do vetor. Somado ao 
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fato de que os métodos diagnósticos utilizados não foram capazes de identificar todos os 

indivíduos infectante (Travi, et al., 2001). 

Devido a essa dificuldade de identificar cães infectados, Magalhães-Junior, et al. 

(2016), conduziu um estudo utilizando 50 cães de área endêmica, esses animais foram 

divididos em três grupos, cães infectados, cães comprovadamente infectados e cães 

soropositivos para IgG anti-Leishmania. Foram analisados sinais clínicos dos cães e a 

transmissibilidade do parasito pelo método de xenodiagnóstico. No primeiro grupo, 58% 

(15/26) dos cães foram capazes de transmitir o parasito para o flebotomíneo, no segundo 

grupo, 53% (8/15) transmitiu o parasito para o vetor, a confirmado através da microscopia 

óptica, mostrando que a infecciosidade associou-se à gravidade da doença. Já o terceiro 

grupo apresentou uma baixa taxa de infecciosidade de 11% (1/9) revelando que o método 

indireto utilizando ELISA, não é um bom indicador de infecção. Nesse estudo também foi 

observado que cães com a doença em um grau mais grave foi capaz de transmitir mais 

parasitos para o vetor, quando comparado com os cães com a doença moderada 

(Magalhães-Junior, et al, 2016). 

Outro estudo foi realizado para comparar o método de xenodiagnóstico direto e 

indireto. Na primeira técnica determinou-se a infecciosidade dos flebotomíneos em cães 

parasitados por L. infantum, e foram classificados de acordo com os sinais clínicos exibidos 

e não houve diferença na taxa de infecciosidade dos flebótomos. Concluindo que grupos 

assintomáticos e oligossintomáticos também podem propagar o parasito. Já o método de 

xenodiagnóstico indireto manuseia flebótomos que foram alimentados com sangue canino 

em ex vivo. O método indireto não se mostrou útil quando comparado com o método direto 

na detecção de L. infantum, uma vez que, o agravamento da doença não coincidiu com o 

aumento do número de parasitos presentes no sangue, apontando que o método indireto não 

é um bom indicador prognóstico da leishmaniose (Guarga, et al., 2000). 

Um estudo que empregou o xenodiagnóstico como ferramenta para avaliação de 

vacinas contra LVC, empregou dez beagles em diferentes estágios de infecção por L. 

infantum, no qual, 6/10 animais foram imunizados com a vacina LiESP / QA-21 

(CaniLeish®; Virbac) e foram expostos a flebótomos para avaliar sua infecciosidade. 

Apenas 8/10 cães exibiram infecção ativa para a doença, sendo 2/5 cães vacinados e 2/3 do 

grupo controle eram infecciosos para o flebótomo, concluindo que os cães que foram 
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imunizados com a vacina apresentaram uma maior proteção frente a infecciosidade dos 

flebótomos (Bongiorno, et al.,2013).  

Em outra pesquisa realizada houve a comparação de dois imunobiológicos, 

Leishmune® e Leish-Tec®, utilizaram para análise 100 cães ao todo; avaliaram a 

reatogenicidade, resposta humoral, sinais clínicos, parasitismo, além da infecciosidade 

parasitária pelo xenodiagnóstico (Fernandes, et al., 2014). Os resultados obtidos mostram 

que não houve diferença significativa entre as duas vacinas, inclusive na capacidade dos 

animais infectarem flebotomíneos. Entretanto, a Leishmune® induziu níveis mais elevados 

de IgG, IgG1 e IgG2, já os animais vacinados com a Leish-Tec® exibiu com maior 

frequência e gravidade reações adversas (Fernandes, et al., 2014). 

A pele, principalmente, regiões como orelha, nariz e abdômen apresentam um alto 

parasitismo, independente dos sinais clínicos para a doença, enfatizando que cães 

assintomáticos são considerados potenciais reservatórios do parasito (Xavier, et al., 2006; 

de Almeida Ferreira, et al, 2012). Testes sorológicos podem identificar a exposição cão 

frente ao parasito, mas não conseguem predizer a infecção ativa. A utilização de métodos 

diagnósticos empregando microscopia ou cultura, na detecção de parasitos em baço, 

linfonodo e fígado, era considerado um padrão de referência. Entretanto, essa técnica 

quando utilizada em cães e humanos não apresenta tanta sensibilidade, sendo variável. A 

detecção direta de parasitas na pele, pode ser obtida por procedimento cirúrgico 

extremamente simples, considerada uma boa ferramenta para diagnóstico e para 

acompanhamento de sinais clínicos de cães em tratamento. A pele da orelha do cão pode 

ser considerada um bom preditor de infecção, visto que é um lugar de fácil acessibilidade 

para o vetor (Xavier, et al., 2006).  

Um estudo de prevalência da LVC realizado na Espanha, acompanhou cães 

soropositivos para LVC. Os tecidos estudados foram medula óssea, pele e conjuntiva, e a 

positividade no teste de qPCR para o parasito de Leishmania foi, respectivamente, 17,8; 32 

e 51%. Sendo possível observar que o tecido que apresentou maior quantidade de parasitos 

foi a pele (Sollano-Gallego, et al., 2001). Estes estudos demonstram o importante papel da 

pele como fonte de infecção do parasito de Leishmania para os flebotomíneos, e que devido 

a elevada positividade e intenso parasitismo cutâneo nos cães com LVC, independente da 

forma clínica, fazem dos cães um reservatório natural da doença nas áreas endêmicas 
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contribuindo para perpetuação do ciclo de transmissão entre cão, flebotomíneo e homem. 

Assim, se faz necessário estudos voltados para entendermos melhor os mecanismos de 

transmissão da LVC, o papel da pele como fonte de infecção e a capacidade de cães 

infectarem flebotomíneos, seja em cães naturalmente infectados de área endêmica, seja em 

estudos controlados em cães para o desenvolvimento de novas terapias ou vacinas contra a 

LVC (Sollano-Gallego, et al., 2001). 

Devido à falta de consenso de quais seriam as melhores metodologias para ensaios 

vacinais de Fase I e II na avaliação da imunogenicidade e potência/eficácia de vacinas anti-

LVC, faz-se necessário a realização de estudos simultâneos e comparativos empregando as 

mesmas condições, para melhor direcionarmos os melhores candidatos vacinais para 

prosseguirem em ensaios clínicos vacinais de fase III.  
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II. JUSTIFICATIVA 

A LV é uma doença que se apresenta em franco processo de expansão em diferentes 

regiões do Brasil e do mundo. O comportamento emergente e reemergente em áreas rurais, 

urbanas e periurbanas tem-se atribuído a fatores relacionados principalmente ao cão, 

reservatório doméstico do parasito e mantenedor da transmissão. Até o momento não existe 

alternativas terapêuticas capazes de conduzir a cura parasitológica em cães infectados e 

consequentemente reverter o papel de reservatório no ciclo de transmissão. O 

PVCLV/MS/Brasil aplica a recomendação de eutanásia de cães infectados como uma das 

principais ações de controle da LV. Esta medida é altamente contestada e muitas vezes não 

é seguida pelos proprietários. Desta forma, a LVC se posiciona como um grave problema 

de saúde pública, tornando-se um desafio a ser solucionado pelas autoridades sanitárias de 

países endêmicos como o Brasil. Considerando o destaque de cães no contexto 

epidemiológico da LV a imunoprofilaxia canina surge como melhor alternativa para o 

controle da doença. Embora o Brasil possua uma vacina comercial disponível para clínicas 

veterinárias, o Ministério da Saúde, até o momento não emprega nenhuma vacina no 

PVCLV, justificada pela escassez de estudos de Fase I, II e principalmente de Fase III. Para 

reverter este cenário é de fundamental importância ampliar o aparelhamento de 

metodologias voltadas à avaliação de ensaios de Fase I, II e III. Neste sentido a 

incorporação de novas estratégias metodológicas para investigação da imunogenicidade e 

potência/eficácia vacinal, é essencial para melhor definir potenciais candidatos a uma 

vacina contra LVC. Desta forma, o presente estudo pretende avaliar potência/eficácia das 

vacinas LBSap e KMP-11, Leishmune® e Leish-Tec®, através de diferentes parâmetros de 

avaliação em um ensaio clínico vacinal de fase I e II comparativo em cães, após protocolo 

de imunização e submissão ao desafio/infecção experimental por L.infantum. Assim, será 

possível o encaminhamento de forma dinâmica de potenciais protótipos vacinas (LBSap e 

KMP-11) para prosseguir com testes de Fase III. 
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III. OBJETIVOS  

3.1. Objetivo geral 

Avaliar a potência/eficácia vacinal em cães imunizados com os imunobiológicos 

LBSap, Leishmune®, Leish-Tec® e KMP-11 contra leishmaniose visceral canina, em um 

ensaio clínico de Fase I e II, frente ao desafio experimental com L. infantum. 

3.2. Objetivos específicos 

Avaliar o potencial de transmissão do parasito de L. infantum em cães vacinados 

com diferentes imunobiológicos (Leishmune®, Leish-Tec®, KMP-11 e LBSap) após 

infecção/desafio experimental com Leishmania infantum, através da análise dos seguintes 

parâmetros: 

i) Xenodiagnósticos: avaliação da carga parasitária em flebotomíneos alimentados 

na orelha de cães; 

ii) Avaliações da carga parasitária na pele de orelha dos cães por qPCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



26 
 

 
 

 

IV. METODOLOGIA  

4.1. Grupos experimentais 

Um total de 35 cães sem raça definida foram distribuídos aleatoriamente em cinco grupos 

experimentais compostos por 7 cães/grupo, de ambos os sexos, conforme descrito a seguir:  

• Grupo Controle: receberam três aplicações de 1 mL de solução salina estéril a 0,9% 

por via subcutânea; 

• Grupo LBSap: receberam três aplicações subcutâneas de 600 μg do antígeno de 

Leishmania braziliensis por dose associado a 1 mg do adjuvante saponina/dose, 

diluídos em 1 mL de solução salina estéril a 0,9%; 

• Grupo Leishmune: foram imunizados com a vacina comercial Leishmune®, conforme 

recomendação do fabricante; 

• Grupo LeishTec: foram imunizados com a vacina comercial Leish-Tec®, conforme 

recomendação do fabricante;  

• Grupo KMP-11: receberam três aplicações subcutâneas de 100 μg do antígeno 

recombinante KMP-11 por dose associado a 1 mg do adjuvante saponina/dose, diluídos 

em 1 mL de solução salina estéril a 0,9%; 

O protocolo de imunização foi composto por três doses vacinais em intervalos de 21 

dias. 

Vale ressaltar que esse estudo foi embasado na tese de doutorado do Dr. Rodrigo Dian 

de Oliveira Aguiar Soares, e que no fim dos 12 meses de experimento apenas 29 cães 

permaneceram com vida. 

4.2. Infecção/Desafio Experimental 

A infecção experimental foi realizada 60 dias após a terceira dose vacinal pela via 

endovenosa empregando-se uma concentração de 5x107 promastigotas de L. infantum, cepa 

OP46, cultivadas em meio de cultura NNN/LIT em fase estacionária de crescimento. O 

inoculo foi aplicado pela via endovenosa na veia radial esquerda dos animais. 

4.3. Delineamento experimental e abordagens investigativas 

Após completo os respectivos protocolos de imunização e realização do 

desafio/infecção experimental com L. infantum, os cães foram acompanhados por 12 meses 

em que foram realizadas avaliações clínicas na busca de sinais clínicos sugestivos da 
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doença.  O ensaio clínico vacinal de fase I e II proposto no projeto compreende na avaliação 

da proteção vacinal após o desafio/infecção experimental através da identificação do DNA 

do parasito de L.infantum na pele de orelha dos cães bem como em flebótomos, após o 

xenodiagnóstico. Para isso, após o acompanhamento longitudinal de 12 meses após o 

desafio experimental foi realizado a sedação dos cães para realização do xenodiagnóstico, 

empregando o ´´flebocontainer´´. Na semana seguinte, a eutanásia foi realizada seguida da 

necropsia dos animais para coleta da pele de orelha. A pele de orelha e os flebotomíneos 

foram acondicionados no freezer -80 para a futura avaliação da carga parasitária por PCR 

em tempo real. 

Diagrama 1: Esquema do delineamento experimental  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diagrama 1: Esquema do desenho experimental utilizado na avaliação de cães submetidos a diferentes protocolos 

vacinais controle (C); vacina de L. braziliensis associado à saponina (LBSap); vacina comercial Leishmune®; 

vacina comercial Leish-Tec®; vacina recombinante KMP-11 (proteína de membrana da ordem dos Kinetoplastida 

de 11 kDa, de Leishmania infantum associado à saponina). 

 

4.4. Xenodiagnóstico 

Para realização do xenodiagnóstico foram utilizadas fêmeas de Lutzomyia longipalpis 

provenientes de uma colônia fechada, mantida no Laboratório de Fisiologia de Insetos 
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Hematófagos (LFIH) do Departamento de Parasitologia do ICB estabelecida a partir de 

matrizes provenientes da cidade de Teresina, Estado do Piauí (Brasil). Os flebotomíneos 

empregados neste estudo foram criados em condições de temperatura (25ºC-27ºC) e 

umidade relativa (60%-70%) semi controladas, segundo a metodologia e condições 

descritas por Modi & Tesh (1983), com modificações.  

Foram utilizadas 35-45 fêmeas e igual número de machos de L. longipalpis, com três 

dias de emergência, alimentados desde a eclosão com solução de sacarose 30% p/v. Estes 

flebotomíneos foram recolhidos das gaiolas em que são mantidos com um aspirador 

manual, “capturador de Castro”, e foram transferidos para um recipiente apropriado, 

denominado “Flebocontainer” (da Costa-Val et al., 2007). Após a anestesia dos animais, 

com o uso de Ketamina e Xilasina, o Flebocontainer foi fixado, de modo que a parte da tela 

de nylon se mantenha diretamente em contato com pele da porção mediana da face interna 

da orelha direita dos cães por 30min, em ambiente escuro. Após a realização do repasto 

sanguíneo nos cães, os flebotomíneos foram imediatamente levados para condições semi 

controladas em estufa B.O.D. (FANEM® modelo 347), a 25ºC e umidade aproximada de 

70%, por cinco dias. Neste período os insetos receberam, como fonte alimentar, solução de 

sacarose 30% (da Silva et al., 2010). Após os cinco dias, os flebótomos utilizados no 

xenodiagnóstico foram acondicionados em freezer (-800C). O xenodiagnóstico foi realizado 

12 meses após o desafio experimental endovenoso com 1x107 promastigotas de L.infantum. 

4.4.1. Xenodiagnóstico: Extração de DNA dos flebotomíneos após o 

xenodiagnóstico. 

Os flebótomos utilizados no xenodiagnóstico e que foram acondicionados em freezer 

(-800C), foram separados em subgrupos de 10 fêmeas por microtubos DNAse e RNAse 

free. As amostras receberam 500 μL de tampão de lise (Tris HCl, EDTA, SDS, NaCl) e o 

DNA total das amostras foi extraído utilizando NaCl/Brometo de hexadeciltrimetilamônio 

(Moreira, et al., 2012), suspendido em 50μL de água livre de nucleases e dosado por 

espectrofotometria. Amostras sem insetos e com flebótomos machos foram utilizadas como 

controles negativos. Para a PCR quantitativa em tempo real (qPCR), foi utilizada 

quantificação absoluta com base em controles positivos de DNA extraído de cultura com 

106 promastigotas de Leishmania infantum, cepa MCAN/BR/2008/0P46. O DNA total foi 

extraído como já descrito, e diluído no fator 1:10 até 100 parasitos/μL para confecção das 
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curvas padrão. A cada ponto da curva, foram adicionados 20 ng de DNA extraído de 10 

flebotomíneos machos.  

Os iniciadores utilizados para L. infantum amplificam o gene de cópia única da DNA 

polimerase (acesso pelo GenBank: AF009147). Para o inseto vetor (Lutzomyia longipalpis), 

foram utilizados primers endereçados para o gene da periodicidade (acesso pelo GenBank: 

AF446142), (Tabela 1). Para emissão da fluorescência foram utilizadas sondas de hidrólise 

para cada alvo (Tabela 1). 

Tabela 1: Descrição de iniciadores e sondas para qPCR. 

Alvo Sequência (5’- 3’) 

DNA polimerase (L. infantum) 

Fw: AGC GCC TCA CCA CGA TTG 

Rv: AGC GGG CAC CGA AGA GA 

Sonda: VIC AGG AAA CCT GTG GAG 

CC MGB NFQ 

  

Periodicidade (Lu. longipalpis) 

Fw: ATT TCT TTT CCT TAG GAC CAT 

CGA 

Rv: CTT CGG AAA ATT GTT GAT TAA 

CCA 

Sonda: VIC TCC TCA AGT CTT TGC 

ATC C MGB NFQ 

Fw: Primer direto; Rv: Primer reverso. 

 

Para cada amostra, foram adicionados 5 μL de TaqMan Master Mix®2X, iniciadores 

direto e reverso a 1,0 μM (para L. infantum ou Lu. Longipalpis), respectiva sonda a 0,25 

μM, 20 ng de DNA total e água livre de nucleases suficiente para 10 μL. As reações foram 

feitas em placas de 96 poços no termociclador 7500 (Life Technologies) conforme os 

passos: 50oC por 2 min, 95oC por 10 min, 40 ciclos de 95oC por 15 s e 60oC por 1,0 min. A 

curva padrão foi aplicada em triplicata e as amostras, em duplicata. Controles negativos 

utilizando água autoclavada milliQ no lugar de DNA foram aplicados em todas as placas. 

As curvas de eficiência variaram de 90,93% a 96,76%. 
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Para cálculo da carga final (CF), levou-se em conta a carga parasitária (P) indicada 

pelo ciclo de quantificação (Cq). Desta forma, considerando-se que a carga P calculada via 

Cq está em 20 ng de DNA total, a CF referente à amostra total foi obtida por regra de três, 

obtendo-se a equação [CF = (P x C x 50)/20] em que: 

C = Concentração de DNA total extraído de 10 flebótomos fêmeas em ng/μL; 

50 = constante referente ao volume de 50 μL de volume de suspensão do DNA purificado; 

20 = constante referente a 20 ng de DNA total por amostra utilizados na qPCR. 

O resultado de CF foi dividido pelo número de flebótomos submetidos à extração de 

DNA, sendo representado como número de parasitos por flebótomo fêmea. Todos os 

procedimentos foram executados utilizando-se materiais e reagentes DNAse e RNAse free. 

A confecção do master mix, manipulação do DNA e amplificação foram realizadas em 

ambientes separados seguindo um fluxo unidirecional. 

4.5. Eutanásia dos cães 

Após as avaliações propostas no estudo, os animais foram submetidos ao processo de 

eutanásia, utilizando associação de 22 mg/kg de Cloridrato de Quetamina e 2,0 mg/kg de 

Cloridrato de Xilazina por via intramuscular, como protocolo de anestésico prévio, e 

aplicação, por via endovenosa lenta, de 20mg/kg de tiopental sódico até obtenção do estado 

de anestesia geral. Imediatamente foi aplicado, por via endovenosa, uma dose letal de 

solução de cloreto de potássio, para a obtenção de parada cardiorrespiratória (conforme 

aprovado no comitê de ética animal da UFOP – Anexo 1). Após a confirmação do óbito, os 

animais foram submetidos a exame necroscópico, com avaliação macroscópica, seguida de 

retirada de fragmentos da pele da face interna das orelhas para realização da PCR por tempo 

real. 

4.6. Análise Molecular para quantificação da carga parasitária na pele pela técnica 

de PCR em tempo real 

4.6.1.  Extração do DNA das amostras  

Para extrações de DNA das amostras de pele foi utilizado o kit WizardTM Genomic 

DNA Purification Kit (Promega, EUA) conforme manual do fabricante com algumas 

modificações. Em tubos de 1,5 mL (Eppendorf, Eppendorf AG, Alemanha) contendo as 
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amostras de interesse, foram adicionados 500 mL de solução de lise nuclear (SLN) seguida 

por incubação em gelo por 2 minutos. Posteriormente, foi adicionado pela parede do tubo, 

20 μL de proteinase K (20mg/mL - Sigma Co., EUA) seguindo por homogeneização e 

incubação overnight em banho seco a 55ºC. Após esse período, os tubos foram 

homogeneizados e adicionados 3 ml de RNAse, seguida por outra incubação em banho 

seco, a 37ºC por 30 minutos. Posteriormente, 200 L de solução de precipitação proteica 

foi adicionado aos tubos, que foram então homogeneizados em vortex, incubados em gelo 

por 5 minutos e posteriormente centrifugados a 16000 x g (Microcentrífuga Eppendorf®, 

EUA) por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL no qual 

foi adicionaado 600μL de isopropanol (Merck®, Alemanha), com posterior 

homogeneização dos tubos por inversão (10 vezes) e centrifugação a 16000 x g por 5 

minutos. O sobrenadante foi descartado e adicionado ao pellet residual 200 μL de etanol 

70% (Merck®, Alemanha), procedendo-se a homogeneização por inversão do tubo (10 

vezes). Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 16000 x g por 1 minuto, o 

sobrenadante foi descartado e os tubos foram deixados abertos à temperatura ambiente para 

a evaporação do etanol. Depois de secos, foi realizada a ressuspensão do DNA 

remanescente com adição de 100 mL de solução de hidratação. Após hidratação por 24 

horas, 2 mL da solução contendo o DNA extraído foi utilizada para estimar a concentração 

do mesmo e o grau de pureza nas absorbâncias de 230/280 nm e 260/280 nm em 

nanoespectrofotômetro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, EUA) e o restante foi 

estocado em freezer a -20ºC até a sua utilização. Após esse período, 2 mL foram utilizados 

para estimar a concentração de DNA e o grau de pureza nas absorbâncias de 230/280 nm e 

260/280 nm no nanoespectrofotômetro (NanoDrop™ 2000/2000c Spectrophotometers, 

USA), então foram descartados. Os noventa microlitros remanescentes foram estocados em 

a -20ºC até a sua utilização. Somente a amostra de DNA que teve densidade óptica (DO) 

na razão 260/280 de 1,7-2,0 e uma DO na razão 260/230 maior que 2,0 foram tomadas para 

os experimentos de PCR em tempo real. 

4.6.2. Construção da curva padrão para a PCR em tempo real 

As reações de qPCR foram realizadas em placas de 96 poços - MicroAmp®Optical 96-, 

cobertas com adesivos ópticos e processadas em termociclador ABI Prism 7500 Sequence 

Detection System (Applied Biosystems, EUA). Os controles positivos de cada placa foram 
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às amostras diluídas de Leishmania infantum utilizadas na curva padrão; e como controle 

negativo foi usado água livre de nucleases, ao invés de DNA. A reação de cada amostra foi 

realizada em duplicata, com as seguintes condições: uma desnaturação inicial a 95ºC por 

10min, seguida por 40 ciclos de 95ºC por 15segundos e 60ºC por 1minuto. Ao final das 

reações a temperatura da máquina foi elevada gradualmente até que todas as fitas duplas de 

material amplificado se dissociem, para a verificação de possível contaminação dos DNA’s 

das amostras em estudo com DNA genômico ou dímeros dos iniciadores. As reações foram 

realizadas utilizando-se SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, EUA); DNA 

(10ng/μL); iniciadores (5pmol/μL) e água livre de nucleases em quantidade suficiente para 

um volume final de 10μL por poço. Para a quantificação do número de moléculas de DNA 

de Leishmania nas amostras, inicialmente foi determinado para cada poço o número de 

ciclos em que a fluorescência cruzou uma linha limiar arbitrária, denominada threshold 

(Ct), calculada pelo programa 7500 Software v.2.0.1 for 7500 and 7500 Fast Real-Time 

PCR Systems. A quantidade de cópias de DNA em cada amostra foi determinada a partir 

de uma regressão linear usando os valores do Ct das amostras utilizadas na curva padrão, 

gerada com quantidades conhecidas das diluições previas das massas de promastigotas de 

L.infantum da curva padrão.  

O procedimento descrito acima também foi realizado para a amplificação do gene de 

GAPDH, que é expresso de forma constitutiva e por este motivo foi utilizado para verificar 

a integridade dos DNA’s analisados. Para a amplificação do gene GAPDH, foram utilizados 

os iniciadores direto: 5’ TTCCACGGCACAGTCAAG 3’ e reverso: 5’ 

ACTCAGCACCAGCATCAC 3’, que amplificam um fragmento de 115pb (acesso no 

GenBank: AB038240). Para detecção e quantificação do parasito, foram utilizados primers 

que amplificam o gene de kDNA Leishmania spp. Utilizamos os iniciadores direto: 5’ 

CTCCGGGTAGGGGCGTTC 3’ e reverso: 5’ GCCCTATTTTACACCAACCCC 3’, que 

amplificam um fragmento de 122pb (acesso no GenBank: AF103738). 

4.7.   Análise Estatística  

Os testes estatísticos foram realizados com o apoio instrumental do software 

GraphPad Prism 5.0 (Prism Software, Irvine, CA, USA). De acordo com os resultados 

obtidos nas avaliações parasitológicas foram avaliadas diferenças dentro de cada grupo e 

entre os diferentes grupos experimentais. As variáveis parasitológicas avaliadas neste 
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estudo se apresentarem distribuição normal, verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, 

e foram analisadas pelos testes paramétricos. Assim, foi realizada análise de variância 

(ANOVA one-way) com medidas repetitivas seguida do teste de comparações múltiplas de 

Tukey para determinar as diferenças específicas de cada grupo. O Teste t não-pareado foi 

utilizado para determinar as diferenças específicas entre os grupos no mesmo tempo 

avaliado. Os dados obtidos foram considerados estatisticamente significativos quando o 

valor de p for <0,05. 
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V. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Avaliação parasitológica pelo método de qPCR: pele e xenodiagnóstico 

Na LVC, a elevada quantidade de parasitos na pele do cão, mesmo na ausência de 

sintomatologia clínica (Deane, et al, 1956), favorece a infecção do inseto vetor e 

consequentemente, a transmissão para o homem (Costa, et al, 2013). A comprovação da 

presença de parasitos na pele é um dado clínico-epidemiológico extremamente importante. 

Esse órgão assume papel relevante na LVC, não somente pelas manifestações clínicas 

cutâneas presentes, mas também por ser a fonte de contaminação para os flebotomíneos 

(Deane & Deane, et al, 1955; Deane, 1956; Ferrer et al., 1988; Prats & Ferrer, 1995). Um 

fato interessante foi descoberto por Costa, et al. (2013), que a quantidade mínima de 

parasitas exigidos em um experimento para positivar no xenodiganóstico é de 3.35x105 nos 

linfonodos e 3,34x102 nas células mononucleares do sangue periférico. 

A técnica de PCR em tempo real (qPCR), tem como princípio quantificar a carga 

parasitária em diferentes tecidos. Com o passar do tempo essa nova técnica vem sendo 

utilizada por diversos pesquisadores, tornando-se uma das ferramentas fundamentais na 

biologia molecular, para diagnosticar/monitorar a evolução da LV, por apresentar alta 

sensibilidade, acurácia e reprodutibilidade. Sendo assim, a PCR convencional vem sendo 

substituída gradativamente (Manna, et al., 2004). A qPCR, uma técnica prática e vantajosa, 

no sentido de avaliar a presença e/ou redução da carga parasitária em animais submetidos 

a estas intervenções em diferentes protocolos experimentais (Reis et al., 2009; Rory et al., 

2020). 

A técnica de qPCR foi utilizada em nosso estudo, sendo essencial para avaliar a 

carga parasitária da pele dos animais, após o protocolo completo de vacinação com os 

diferentes imunobiológicos seguindo do desafio/infecção experimental, a fim de testarmos 

a potência e eficácia vacinal. Vale ressaltar que empregamos na qPCR curvas padrões com 

concentração conhecida do DNA de L. infantum, sendo está uma das maneiras mais 

eficientes de analisar resultados na qPCR (Cikos et al., 2007). 

O resultado parasitológico da qPCR na pele dos cães conseguiu identificar 5 cães 

positivos de um total de 29 cães, apresentando um percentual de 17% de positividade total 

(Figura 1A). Sendo que o grupo Leishmune apresentou um maior percentual de positividade 

na pele de orelha (33%), seguido do grupo KMP-11 (28%) e grupo Leish-Tec (20%). Os 
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animais positivados, de maneira geral, apresentaram baixa carga parasitária, com exceção 

do grupo Leishmune®, que obteve uma carga média de 4310 parasitos/mg de tecido/pele de 

orelha (Figura 1) 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Avaliação parasitológica na pele de orelha de cães pela técnica de PCR em tempo real. (A) Número de 

animais positivos na pele. No eixo y estão representados os diferentes grupos: Controle (     ),  LBSap (      ), 

Leishmune (        ),    Leish-Tec (      )  e KMP-11  (      ), e no eixo x o percentual de positividade na pele . (B) 

Carga parasitária da pele. No eixo y está representado o número de am 

astigotas por miligramas de pele, e no eixo x os diferentes grupos experimentais.   

 

De modo geral, a baixa carga parasitária, assim como a baixa taxa de infecção 

observado na pele, principalmente em relação ao grupo controle, pode estar relacionada ao 

tipo de infecção/desafio experimental e tempo de acompanhamento após a infecção 

experimental.  

Diferenças entre o desafio experimental e o natural como: número de parasitos, 

estágio do ciclo de vida (amastigota ou promastigota), via/local de infecção, presença ou 

não de saliva do vetor, dentre outras são variáveis importantes que devem ser levadas em 

consideração quando a infecção experimental é realizada em potenciais candidatos a uma 

vacina anti-LVC (Reis, et al., 2010). O desafio experimental pela via endovenosa com alto 

número de parasitos (107-108 promastigotas) parece ser o modelo de desafio mais eficiente 

em cães, pois promove o estabelecimento de infecções rápidas, facilitando o estudo do 

curso da doença, sendo este apropriado também para avaliar eficácia de drogas e também a 

eficácia de vacinas (Genaro, O.,1993; Ramos, et al., 2008; Fernandes, et al., 2008; Reis, et 

al., 2010; Moreno, et al., 2012). Entretanto, este tipo de desafio experimental pode ocultar 

a real eficácia vacinal, devido a possibilidade da infecção/desafio suprimir uma resposta de 

proteção que poderia estar presente em cães vacinados (Poot, et al., 2006; Peters, et al., 

‘ 
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2008, 2009). No nosso estudo foi empregado o desafio experimental por via intravenosa 

com 5x107 promastigotas, pois desejávamos uma evolução mais rápida da doença, a fim de 

identificar de forma mais rápida o melhor protótipo/candidato vacinal para ser testado em 

ensaios clínicos de fase III em áreas endêmicas (Genaro, 1992; Moreno, et al., 2007; Reis, 

et al., 2010). Diferentemente, o desafio experimental intradérmico busca mimetizar o local 

de inoculação dos flebotomíneos (Roatt, et al., 2010; Aguiar-Soares, et al., 2014) e leva a 

uma infecção experimental mais branda e de evolução clínica assintomática e lenta 

(Paranhos-Silva, et al. 2003; Roatt, et al., 2010; Aguiar-Soares, et al., 2014).  

Já o desafio intravenoso não passa por uma série de etapas imunológicas de 

apresentação e reconhecimento antigênico que ocorrem na derme. Entretanto, 

infecção/desafio na “ponta da probócida” de flebotomíneos infectados ainda é um obstáculo 

a ser alcançado principalmente quando se trata do modelo cão.  

O desafio experimental proposto pela via intravenosa induziu o desenvolvimento de 

uma infecção assintomática na maioria dos cães dos diferentes grupos durante os doze 

meses de acompanhamento após o desafio experimental (Aguiar-Soares, et al, 2014), 

tornando talvez necessário um maior tempo de acompanhamento dos animais para o 

aparecimento de um maior número de animais com sinais clínicos, além de maior 

frequência e severidade dos sinais/sintomas da doença e assim, possivelmente, uma maior 

carga parasitária nos tecidos alvo do parasito de Leishmania infantum. No estudo conduzido 

por Aguiar-Soares, et al., (2014) foi demonstrado que os animais do grupo Controle 

apresentaram sinais clínicos mais exuberantes da LVC, como: emagrecimento, lesão no 

focinho, despigmentação da mucosa, linfadenopatia, apatia, conjuntivite. Entretanto, 

nenhum dos cães dos diferentes grupos, mesmo do grupo controle, apresentaram lesões de 

pele característica na LVC (somente um animal do grupo controle apresentou lesão no 

focinho). O desafio experimental pela via endovenosa muda temporalmente o quadro 

patológico e clínico natural de evolução da doença, fazendo com que tenhamos, 

primeiramente, um maior número de parasitos em órgãos alvo mais vascularizados (como 

baço, fígado e medula óssea) e apenas no segundo momento, após estabelecimento e 

aumento da carga parasitária nesses órgãos, ocorra com a evolução clínica da doença a 

disseminação do parasito para a pele dos animais.  
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Diferentemente, na infecção natural em áreas endêmicas através do repasso 

sanguíneo de flebótomo diretamente na pele dos cães, em que os mesmos são expostos 

continuamente a picadas de flebótomos e inoculações frequentes de parasitos na derme, 

ocorrerá o caminho e evolução natural da doença, com o desenvolvimento do quadro 

patológico e clínico esperado na doença, que leva ao intenso parasitismos cutâneo nos cães, 

com desenvolvimento frequente e característico de lesões cutâneas na pele (Reis et al., 

2009). 

Em um estudo conduzido por Aslan e colaboradores (2016), 8 beagles foram 

infectados por meio de múltiplas transmissões/repasto sanguíneo do vetor Lutzomyia 

longipalpis, em que o vetor foi infectado experimentalmente com Leishmania infantum. Os 

sinais clínicos dos cães variaram, embora parasitas vivos tenham sido recuperados de todos 

os baços dos cães. Um achado importante foi a persistência do parasito de Leishmania por 

6 meses nas lesões observadas nos locais do repasto sanguíneo dos vetores, em todos os 

cães do experimento. Além disso, as lesões reativaram após uma segunda transmissão 

realizada em um local distal da pele do cão, com um novo repasto sanguíneo do vetor 

infectado. Notavelmente, ao se realizar o xenodiagnóstico, os flebotomíneos adquiriram 

parasitos de Leishmania com eficiência ao se alimentarem nas lesões do local da picada 

primária. Neste estudo, através das transmissões para vetores controlados foi identificado 

um papel potencial na pele de cães doentes, nos locais de transmissão inicial do parasito 

pelo vetor para o cão, como fonte de infecção para outros vetores, fornecendo uma nova 

perspectiva sobre o mecanismo de transmissibilidade de Leishmania aos vetores 

flebotomíneos (Aslan et al., 2016). 

A técnica de xenodiagnóstico no nosso estudo foi utilizada para avaliar a carga 

parasitária encontrada no flebotomíneo fêmea após o repasso sanguíneo em cães 

previamente imunizados, doze meses após o desafio experimental, a fim de avaliarmos a 

potência e eficácia das diferentes vacinas. 

Em nosso estudo o período de pré patente foi de 6 meses, com o aparecimento de 

sinais clínicos sugestivos da doença (Relatório Final/bolsa PIBIC/FAPEMIG 2017/2018). 

O xenodiagnóstico foi feito após esse período de 12 meses afim de avaliarmos o potencial 

dos cães em transmitir o parasito para os flebotomíneos. Os resultados obtidos mostraram 

que, apenas o grupo controle não vacinado apresentou positividade (83 parasitos por 
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flebótomo fêmea), como mostra na Figura 2. Os grupos vacinados com os diferentes 

imunobiológicos não apresentaram positividade (Figuras 3, 4, 5 e 6), sendo um indicativo 

que no tempo experimental avaliado as vacinas foram capazes de impedir a transmissão do 

parasito de L. infantum  para o inseto vetor, L. longipalpis, da LV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Resultado representativo de carga parasitária em cães do grupo LBSap®. A seta 

vermelha mostra que não houve amplificação do DNA do parasito. Vide explicação da figura 2 

 

 

Figura 2: Resultado representativo de carga parasitária em cães do grupo Controle. A seta azul indica 

amplificação do DNA do parasito (carga estimada em 83 parasitos por flebótomo fêmea). A seta verde 

indica a amplificação do controle positivo para Leishmania infantum equivalente a 200 parasitos. As 

demais curvas representam a correta amplificação do gene de referência dos flebótomos. 
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A infecção por L. infantum nos diferentes grupos vacinais apresentou perfil de 

positividade no xenodiagnóstico apenas no grupo Controle não vacinado (20,0%), no qual, 

somente um cão apresentou positividade. Sendo que, nos grupos vacinais LBSap, 

Figura 4: Resultado representativo de carga parasitária em cães do grupo Leishmune®. A seta 

vermelha mostra que não houve amplificação do DNA do parasito. Vide explicação da Figura 2. 

 

 

 

Figura 5: Resultado representativo de carga parasitária em cães do grupo Leish-Tec®. A seta 

vermelha mostra que não houve amplificação do DNA do parasito. Vide explicação da Figura 2. 

Figura 6: Resultado representativo de carga parasitária em cães do grupo KMP-11. A seta 

vermelha mostra que não houve amplificação do DNA do parasito. Vide explicação da Figura 2. 
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Leishmune®, Leish-Tec®, KMP-11 nenhum cão apresentou positividade em nenhuma das 

fêmeas de flebotomíneos alimentadas na pele dos cães (Tabela 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A dinâmica natural da infecção por L. infantum em cães é pouco conhecida. A 

inoculação de parasitos por flebotomíneos é baixa (10-1.000) parasitos são injetados pela 

via intradérmica. Essa inoculação pode ser durante uma única ou repetitivas picadas, e o 

estado nutricional e as doenças concomitantes podem afetar o andamento da infecção 

(Warburg & Schlein, 1986). Sob tais condições variáveis, um período pré patente de cerca 

de 110 dias até o aparecimento de resultados positivos na sorologia anti-Leishmania foi 

estimado por Quinnel, et al. (1997). Estudos feitos por Abranches et al.(1991) indicam que, 

cães naturalmente infectados pode apresentar períodos pré patentes maiores que 16 meses, 

sem apresentar sinais clínicos da LVC.  

Para que o animal seja um bom reservatório é crucial que, apresente parasitas em 

abundância e que sua permanência no animal seja longa, para que ocorra a infecção do 

flebótomo (Castro, et al., 2007). Entretanto, essa teoria é sustentada por evidências 

circunstanciais, uma das razões se dá pela localização restrita onde o vetor faz seu repasto 

sanguíneo, teoricamente, apenas na lesão cutânea, local onde o parasito se localiza, é capaz 

Grupos Positividade (%)

LBSap 0/6 (0,0)

Leishmune® 0/6 (0,0)

Leish-Tec® 0/5 (0,0)

KMP-11 0/7 (0,0)

Controle 1/5 (20,0)

Tabela 2: Porcentagem de positividade de

infecção por L. infantum para os diferentes

grupos experimentais de cães.

As razões na segunda coluna indicam o número

de cães infectados no numerador e o tamanho

amostral no denominador. A porcentagem está

indicada entre parênteses.
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de garantir a infecção por Leishmania ao vetor (Castro, et al., 2007, Madeira, et al., 2005, 

Madeira, et al., 2006).  

Um outro fator que pode afetar o andamento do resultado é a sobrevivência dos 

vetores após o período de alimentação, se houver uma alta mortalidade não há tempo o 

suficiente para que o parasita se multiplique no trato gastrointestinal do inseto, 

consequentemente a detecção é dificultada.  Assim, após a ingestão do sangue infectado as 

formas amastigotas começam a se diferenciar em promastigotas pró cíclico, que apresentam 

pouca mobilidade e ficam espalhadas por todo o intestino médio do flebótomo, essa fase é 

determinante, visto que nos primeiros 2 a 3 dias após a ingestão sanguínea as enzimas 

digestivas agem em seu máximo e cerca da metade dos parasitos são destruídos e 

eliminados com as fezes. Devido a esse fato, a visualização do parasito é dificultada e a 

sensibilidade do xenodiagnóstico diminui quando método é realizado após 5 dias do repasto 

sanguíneo (Kamhawi, et al., 2006; Magalhães-Junior, et al., 2016.). Em contrapartida, 

quando o xenodiagnóstico é realizado de 8 a 9 dias após o repasto sanguíneo, sua carga 

parasitária aumenta significativamente e ficam concentradas na parte superior do estômago, 

sendo mais fáceis de ser detectadas (Kamhawi, et al., 2006). 

Levando em consideração o tipo de desafio/infecção proposta em nossa estudo, o 

período pré patente, a baixa frequência e número de sinais clínicos da doença no tempo de 

realização do xenodiagnóstico, bem como pelos resultados encontrados na avaliação da 

carga parasitária na pele de orelha (mesmo local onde foi realizado o xenodiagnóstico), em 

que evidenciamos uma baixa carga parasitária e um pequeno número de cães positivos, 

podem justificar a presença de apenas um cão positivo no grupo Controle no 

xenodiagnóstico. Outros fatores como a virulência da cepa, tempo de acompanhamento dos 

animais após desafio experimental, raça do animal, local exato em que o parasito estava 

presente na pele, podem também acarretar diretamente na evolução da doença (Reis et al., 

2010).  

Algumas variáveis como o local e tamanho/quantidade de pele coletado (podendo 

não ter parasitos suficiente para a detecção) ou número de flebotomíneos por pool de 

extração ou empregados no xenodiagnóstico, bem como variações na extração do DNA ou 

nos primers (kDNA - pele ou DNApolimerase - flebótomo) empregados na técnica de qPCR 

na pele de orelha e nos flebotomíneos do xenodiagnóstico podem estar relacionados a não 
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concordância dos dados encontrado entre a qPCR da pele de orelha e a qPCR do 

xenodiagnóstico. 

De maneira geral, podemos observar nos diferentes estudos conduzidos pelo nosso 

grupo de pesquisa (Aguiar-Soares et al., 2020; Aguiar-Soares, 2014; Relatório Final/bolsa 

PIBIC/FAPEMIG 2016/2017; Relatório Final/bolsa PIBIC/FAPEMIG 2017/2018) 

relacionados a potência/eficácia do candidato vacinal LBSap após o desafio/infecção 

experimental com L.infantum em cães, que a vacina LBSap tem se mostrado um bom 

candidato comparativamente entre as demais vacinas testadas. Temos demonstrado que a 

vacina LBSap propicia aos cães imunizados um reconhecimento e proliferação específica 

dos linfócitos T totais, bem como da sub-população de linfócitos T CD8+, o que indica o 

estabelecimento de mecanismos imunoprotetores potencialmente capazes de atuarem 

contra a infecção por L. infantum e consequentemente na prevenção da LVC ou na 

diminuição da carga parasitária. Também já evidenciamos em cães imunizados com LBSap 

o aumento da capacidade de linfócitos T CD8+em produzir a citocina IFN-+ que é 

relacionada ao controle do parasitismo por Leishmania infantum (Aguiar-Soares et al., 

2020; Relatório Final/bolsa PIBIC/FAPEMIG 2016/2017). Para corroborar com esses 

achados e hipótese, foi observado (Aguiar-Soares, 2014; Relatório Final/bolsa 

PIBIC/FAPEMIG 2017/2018) que a vacina LBSap foi capaz de reduzir a carga parasitária 

na medula óssea 46,9 vezes em relação à carga do grupo controle.   No presente projeto a 

única vacina que em ambas os alvos testados, tanto pele quanto nos flebotomíneos, foi 

negativo na qPCR para o DNA de Leishmania, foi o imunobiológico LBSap, apresentando 

100% de proteção. Estes resultados demonstram o importante efeito da vacinação sobre a 

infecção por L.infantum, sugerindo que este imunobiológico teve ação efetiva na redução 

da carga parasitária na pele a valores que impossibilitaram a transmissão do parasito para o 

inseto vetor, como observado no xenodiagnóstico. 
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VI. CONCLUSÕES 

Nesse estudo foi possível evidenciar que a vacina LBSap foi capaz de levar a não 

detecção do parasito de L.infantum na pele de orelha dos cães, seja pela qPCR diretamente 

no tecido, seja indiretamente pelo xenodiagnóstico.  Este resultado indica, possivelmente, 

que o repertório antigênicos vacinal do imunobiológico LBSap foi capaz de estimular o 

sistema imune após a vacinação e fazer com o sistema imune dos cães fossem capazes de 

reconhecer e combater a infecção contra o parasito de L.infantum, impedindo, até o tempo 

de avaliação estudado (12 meses após a infecção experimental),  o aparecimento ou 

disseminação do parasito para a pele.  A imunogenicidade vacinal, possivelmente, 

conseguiu reduzir ou manter controlada a replicação parasitária na pele, confirmando a 

habilidade da vacinação com LBSap em manter a carga parasitária em níveis baixos após a 

infecção experimental, ao ponto de ser capaz de bloquear a infecção para flebótomos após 

o repasso sanguíneo. 

Dessa maneira, nossos resultados indicam que a vacina LBSap pode ser considerada 

um candidato vacinal a prosseguir em ensaios clínicos de Fase III duplo-cego randomizado 

em áreas de alta endemia para leishmaniose visceral canina, a fim de avaliarmos sua 

eficácia neste cenário. Os avanços científicos obtidos neste campo representam não só um 

passo significativo para os ensaios clínicos de fase I e II em vacinas contra leishmaniose 

visceral canina, mas também, um norte na obtenção e desenvolvimento de uma possível, 

que possa ser empregada nas medidas de controle do Programa de Vigilância e Controle da 

Leishmaniose Visceral no Brasil. 
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