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RESUMO

A leishmaniose visceral humana (LVH) é uma zoonose de grande impacto na satde publica,
pois tem como reservatdrio o cdo. Sendo assim, € uma doenca altamente prevalente e em
areas endémicas podem afetar até 80% dos cdes. Até o momento ndo ha esquemas
terapéuticos eficazes para a cura parasitolégica, autores sugerem aplicacdes de vacina anti-
LVC, como uma importante medida de controle da doenca. Esse estudo avaliou o possivel
bloqueio da transmissao a flebotoineos atraves do xenodiagndtico e da carga parasitaria na
pele de cdes desafiados experimentalmente com L. infantum apds vacinagcdo com
imunobiolégicos LBSap, KMP-11, Leishmune® e Leish-Tec® em um ensaio clinico vacinal
de Fase | e Il. Apos a infeccdo com L. infantum pela via endovenosa os cédes foram
acompanhados por um ano, foi realizada a analise detalhada e comparativa da carga
parasitaria em flebétomos (apds o xenodiagnéstico) bem como na pele dos cées. A
avaliacdo parasitoldgica por qPCR na pele foi capaz de encontrar caes positivos apenas nos
grupos KMP-11, Leish-Tec®, Leishmune®. Em relacdo ao xenodiagnostico, apenas no
grupo controle (ndo vacinado) encontrarmos fleb6tomos positivos para a doenca, com um
percentual de 14,3%, sendo este um indicativo de que as vacinas testadas conseguiram
bloguear a transmissdo do parasito para o vetor. A Unica vacina que em ambas 0s alvos
testados, tanto pele quanto nos flebotomineos, foi negativo na gPCR para o DNA de
Leishmania, foi o imunobiolégico LBSap, apresentando 100% de protecdo, podendo ser
considerada um bom candidato vacinal para o prosseguimento de ensaios clinicos de fase
I1l. Nesse sentido, nesse trabalho avaliaremos a poténcia/eficacia de diferentes
imunobioldgicos contra LVC, através da PCR em tempo real para avaliarmos a carga
parasitaria diretamente na pele de orelha bem como indiretamente através de fleb6tomos
alimentados na pele desses caes.

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

A leishmaniose é uma doenca negligenciada que tem como seu causador o protozoario
do género Leishmania spp., € uma doenca infecciosa que apresenta uma ampla distribuicéo
global, sendo os paises em desenvolvimento os mais afetados, o Brasil € um dos paises que
apresentam uma alta prevaléncia para essa doenca (Alvar, et al, 2004). A leishmaniose
apresenta distintas formas, sendo as mais comuns, a leishmaniose cutanea, leishmaniose
mucocutanea e leishmaniose visceral, esta Gltima atinge os humanos, mamiferos (Desjeux,
2004; Chappuis et al., 2007; Ameen, 2010; WHO, 2010). Esta, por fim, tem o cdo como o
principal reservatorio da doenca. O principal vetor dessa zoonose € o flebotomineo fémea,
que através de seu repasto sanguineo transmite o parasito de Leishmania (Lainson & Shaw,
1987). A crescente prevaléncia, da leishmaniose visceral tem como base a urbanizacéo e o
crescente contato do ser humano com o cdo infectado (Alvar, Canavate, C.; Molina, R,
2004). Na tentativa de conter essa alta prevaléncia, 6rgdos de satde propdem como medida
profilatica o uso de inseticidas, redes de protecdo, tratamento de pessoas doentes e a
eutanasia de cdes soropositivos (OMS, 2012). Até o momento, ndo ha esquemas
terapéuticos ou cura parasitologica para leishmaniose canina visceral (LVC), entdo, a
principal alternativa para o controle da doenca seria vacinas anti-LVC, que controlaria a
infeccé@o canina e consequentemente a infeccdo em humanos (OMS, 2012; EMS, 2014.).
Assim, é de grande importancia o desenvolvimento de novas vacinas contra a LVC bem
como de metodologias que possam ser empregados na avaliagdo da inocuidade,
imunogenicidade e poténcia de candidatos vacinais em ensaios clinicos de fase I e 11. Nesse
sentido, este trabalho de concluséo de curso visou avaliar ferramentas para avaliagdo da
poténcia vacinal de protdtipos vacinais contra LVC (a vacina LBSap e a vacina KMP-11),
em um ensaio vacinal de fase | e Il comparativo com vacinas comerciais (Leish-Tec®,

Leishmune®).

1.1. Referencial tedrico
1.1.1. Leishmaniose visceral
As leishmanioses sdo doencas infecciosas causada por espécies distintas do género
Leishmania spp. e, de acordo com a Organizagdo Mundial de Satde (OMS), e considerada
uma doenca que apresenta grande impacto na sadde publica no Brasil e no mundo. Logo,

um potencial reservatorio doméstico, comportando-se como um importante elo no ciclo de
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transmissdo da LV. A leishmaniose contém cinco formas distintas: leishmaniose cutanea
(LC), leishmaniose cutaneo mucosa (LCM), leishmaniose cutédneo difusa (LCD) e
leishmaniose visceral (LV) (Desjeux, 2004; Chappuis et al., 2007; Ameen, 2010; WHO,
2010), sendo, a LV mais grave e fatal quando nao tratada (Desjeux, 2004, WHO, 2010).

A transmissao € feita por hospedeiros invertebrados, fémeas de insetos pertencentes a
familia Psychodidae (Subfamilia: 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 infeccdo da LV, tem inicio pela picada do flebotomineo infectado pelo parasito, apds
a inoculacdo desses parasitos no corpo do cdo, eles sdo rapidamente distribuidos para o
linfonodo e baco, por meio da via sanguinea e/ou linfatica. A partir desses 6rgdos os
parasitas espalham para o rim e o figado. E posteriormente, vao para os 6rgdos reprodutores,
pele, bexiga, sistema digestivo, respiratério, medula e 0ssos. Entretanto, nos humanos o
local de infeccdo € um pouco limitado, o parasito tem tropismo apenas em 0rgaos como

baco, figado e medula éssea (Alvar, Canavate, C.; Molina, R, 2004).

A sintomatologia da LVC varia de cdes assintomaticos até quadros clinicos mais
graves. Os cdes assintomaticos sdo aqueles que ndo apresentam sinais clinicos visiveis, sdo
considerados animais aparentemente saudaveis, os cdes oligossintomaticos apresentam
alguns sinais clinicos da doenga como, ulceragdes cutaneas na ponta das orelhas e em areas
periorbitais, também podem apresentar perda de peso e alopecia. Por fim, temos os cédes
sintomaticos que exibem os sinais tipicos da doenca como ulceracdes cutaneas por todo o
corpo, cegueira, anorexia progredindo para o estado de mortalidade. A imunidade,
quantidade de parasitos interferem nos sintomas e no desenvolvimento da doenca no céo,
podendo assim variar de individuo para individuo (Mancianti, et al., 1988; Alvar, et.al,
2004; Reis, et al, 2009).

Faz se necessario conhecimento sobre a patogenia da doenca canina, assim como seus
sintomas clinicos, ja que o cdo é considerado um dos principais hospedeiros do parasito.
Do ponto de vista epidemiolégico a LVC pode ser considerada mais importante que a

leishmaniose visceral humana (LVH), devido a sua alta prevaléncia e elevado parasitismo
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cutaneo (Desjeux, 2004), em consequéncia da forma amastigota presente na pele desses
animais, tornando-se uma fonte de infeccédo para L. longipalpis (Lopes, 2020).

A OMS, no ano de 2015, classificou a leishmaniose como uma doenca tropical
negligenciada, pois essa enfermidade apresenta indicadores ineficazes, investimentos de
pesquisa reduzido, assim como a producdo de medicamento e um controle ineficiente.
Ocasionando assim, altas taxas de mortalidade e consequentemente a propagacao endémica

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

A leishmaniose visceral é uma doenga que acomete, principalmente, regides tropicais,
quando ndo tratada pode gerar uma alta letalidade no ser humano. Sendo assim, é
considerada uma das seis doencas endémicas prioritarias no mundo (Costa, 2018). Africa
Oriental, América do Sul, Regi&o do Mediterraneo e Sul da Asia s&o consideradas uma das
regides mais afetadas pela LV, com um numero 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, Etiopia, india, Quénia, Somalia, Suddo do Sul e Suddo (Alvar,
2006).

A expansdo de LV em paises Latinos esta relacionado ao desmatamento e modificacao
dos ambientes naturais; urbanizacao associado a migracdo de pessoas da area rural, assim
como seus cdes domésticos infectados, pobreza e falta de saneamento basico. Esses fatores
estdo correlacionados com o0 aumento de casos de LVH (Marcondes, 2019).

No Brasil, a incidéncia anual de LV chega a 3.481 casos notificados (Alvar etal., 2012),
contabilizando cerca de 95% dos casos registrados no continente americano (Desjeux,
2004). A LV é considerada uma doenca tipicamente rural, e de acordo com o Ministério da
Salde, a regido Nordeste apresentava cerca de 90% dos casos notificados, porém desde a
década de 1980, o calazar vem se distribuindo para outras regifes do pais, sendo a regido
Sudeste uma das mais afetadas (Costa, 2018). Apesar dos principios fundamentais da
epidemiologia da LV, bem como as medidas de controle serem bem conhecidos, tem se

observado uma crescente urbanizacéo da doenga (Alvar et al., 2012).

Segundo o Manual de Vigilancia e Controle da LV (2014), destaca como principais
medidas preventivas, as medidas de prote¢do individual como o uso de telagem,

mosquiteiros e repelentes. Outra medida esta relacionada ao vetor utilizando métodos
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sanitarios como inseticidas, em areas de maior transmissibilidade. Por fim, as medidas
dirigidas as populagdes caninas, através do diagnostico e recomendagdo de eutanésia dos

animais positivos.

Nos ultimos anos foi possivel notar que a infec¢do por Leishmania infantum em cées
sugerem que o controle da LVVH é altamente dependente de um controle efetivo da LVC
(Alvar et al., 2004). Estudos epidemiologicos apontam que em locais com a ocorréncia de
transmissdo ativa de LV, animais domésticos como cdes, podem ser considerados

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

A forma grave da doenca pode se desenvolver em caes suscetiveis, culminando na
morte desses animais. O tratamento quimioterapico disponivel no mercado brasileiro é
limitado, pois animais assintomaticos ainda podem transmitir a doenca (Regina-Silva,
2016). Logo, o tratamento ndo é recomendado, no Brasil, como medida de controle em
massa dessas populacdes. Além disso, por também ndo possuirmos uma vacina contra LVC
recomendada e utilizada pelo MS em campanhas de vacinacao contra a LVC, a eutanasia
de cées 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 funcdo da relagdo proxima entre o0 homem-cdo na sociedade atual, a
eutanasia de cdes soropositivos para Leishmania, torna-se cada vez mais questionavel
(Palatnik-de-Sousa et al., 2001). Nos ultimos anos, milhdes de cdes foram rastreados por
técnicas sorologicas e milhares de cées soropositivos foram eliminados, mas a incidéncia

de LVH néo foi reduzida a um nivel aceitavel (Braga et al., 1998; Costa et al., 2011).

O desenvolvimento de vacina anti-L\VVC pode ser considerada uma boa alternativa para
combater a expansdo da doenca (Gradoni, 2001; Reis et al., 2010), pois a quimioterapia na
LVC ainda ndo alcanca a cura parasitoldgica (Noli & Auxilia, 2005). Desta maneira, a

vacina seria uma melhor opcao para o controle da doenca.

1.1.2.  Vacinas contra leishmaniose visceral canina
O desenvolvimento de uma vacina protetora contra a LVC € uma alternativa que
permite a interrupcdo do ciclo de vida do parasito, como também sua transmisséo (Tesh,
1995; Dye, 1996) para cdes e, consequentemente, para 0s humanos. Portanto, é necessario

investimento e o desenvolvimento de vacinas profilaticas contra leishmaniose tanto para
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cies quanto para humanos. E importante frisar que essas vacinas sejam seguras, pois em
tratamentos anteriores foi possivel observar toxicidade frente aos medicamentos usados, 0
aumento do risco de doengas em individuos imunocomprometidos, entre outros (Tesh,
1995).

Uma vacina eficaz deve induzir uma resposta imune pro-inflamatéria forte e duradoura
(expressando citocinas Thl) em células caninas. No caso da leishmaniose, uma vacina
eficaz é aquela que induz uma resposta imune do tipo Thl que diminuira a multiplicacao e
disseminacdo do parasita. Sabe-se que células B e mondcitos circulantes em baixa
concentracgdo predizem uma LVC mais grave. Entretanto, um aumento de linfocitos TCD8+
circulantes pode caracterizar uma infeccdo assintomatica para doenca (Reis, et al., 2009;
Gradoni, et al., 2015).

As vacinas anti-LV sdo baseadas em estudos de Fase | e Il, nos quais utilizam na
maioria das vezes camundongos ou cdes como modelos experimentais. (Reis et al., 2010).
De acordo com as recomendagbes da OMS, estudos vacinais de Fase | comparam
individuos imunizados com individuos tratados com placebo, e avaliam a imunogenicidade
e seguranca da vacina. Ja estudos de Fase Il verificam a protecdo vacinal a partir de um
desafio experimental, indicam também uma estimativa da eficicia nestas condi¢des

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

Ensaios de Fase I11 analisam a eficacia da vacina contra a infeccao nas areas endémicas,
ou seja, na area onde a doenca ocorre, em suas condi¢gdes naturais. Todos esses ensaios
devem ser realizados como estudo duplo-cego randomizado com dezenas de milhares de
individuos, essa quantidade de individuos é calculada por epidemiologistas com base na
incidéncia da doenca na area endémica. Se a vacina passar em todas essas etapas, a
formulacdo pode ser transmitida ao registro e industrializada. Ensaios vacinais de Fase IV
sdo feitos apoOs a industrializacdo, no qual acomete quantidades maiores de individuos
(cerca de 10.000-100.000 individuos), como parte de uma campanha nacional de
imunizacdo. Até o momento ndo sao feitos estudos de Fase 1V o Brasil. Por motivos éticos,
nos ensaios de Fase IV controles tratados com placebo ndo entram nos dados vacinais e a

eficacia da vacina é medida antes e depois do tratamento (OMS, 2010).
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Devido ao grande nimero de casos de LVH e LVC descritos no mundo nos ultimos
anos, diferentes grupos de pesquisa tem contribuido com o desenvolvimento de potenciais
imunoprofilaticos 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
licenca de producéo e comercializagdo 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
antigenos purificados do complexo Donovani (Fucose Manose Ligand) contra LVC
(Leishmune®, Fort Dodge Salde Animal Ltda), é considerada uma vacina de segunda
geracdo, e foi utilizada em clinicas veterinarias sob autorizacdo 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 fragdo antigénica
da vacina fucose manose ligante, que consiste na glicoproteina “GP36”, essa porgdo
antigénica esta presente na superficie da L. donovani, importante na interacdo entre o
parasita e 0 hospedeiro. Posteriormente, foram realizados estudos vacinais em modelos
murinos, em grupos que apresentavam adjuvantes como saponina, adjuvante incompleto de
Freud e hidréxido de aluminio, sendo possivel observar que presenca destes demonstraram
um aumento na quantidade de anticorpos e na reducdo da carga parasitaria hepatica (Santos
WR, 1999; Palatnik-de-Souza, 1995). Ensaios vacinais de Fase Il demonstraram 92% a
95% de protecdo contra a LVC no grupo vacinado correspondendo a 76% de eficacia
vacinal (Da Silva et al., 2001, Borja-Cabrera et al., 2002). A vacina foi retirada do mercado
brasileiro em 2015, pois faltava evidéncias nos ensaios de fase Ill, devido a eficacia da

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

A Unica vacina que se encontra disponivel no mercado brasileiro para imunizagéo
contra LVC ¢é a vacina Leish-Tec® (Hertape Calier Saide Animal S/A) composta pela
proteina 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 imunizagao com proteinas recombinantes A2 em camundongos induziram
uma prote¢do contra o parasito e uma producédo de anticorpos especificos para A2, e in vitro
houve um aumento da producdo de IFN-gama em esplendcitos. Foi realizado um estudo

com cdes da raca beagle, no qual detectaram altos niveis de IgG total e 1gG2 anti-A2,
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aumento significativo na producéo de IFN-y in vitro, com 4/7 animais do grupo vacinado
apresentando a presenca do parasito em medula 6ssea (Fernandes et al., 2008). Um ensaio
randomizado foi executado em uma &rea endémica, notificou que os animais avaliados
demonstraram uma reducdo 46,6% no método xenodiagndstico e a eficacia 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 diminui¢do progressiva dos sinais clinicos da doenca e reducdo da
mortalidade. Apesar dos importantes resultados obtidos pela avaliagdo da Leishmune® e da
vacina Leish-Tec®, o MS n&o preconiza o uso destas vacinas como medida de controle e
profilaxia da LV no Brasil, juntamente ao programa de vigilancia e controle da LV
(PVCLV) para fins de saude publica (MS/Brasil, 2005, 2007, 2009).

Vaérios estudos, de diferentes grupos de pesquisa, tém avaliado a imunogenicidade e
capacidade de protecdo de um antigeno recombinante denominado KMP-11 (proteina 11
de membrana do Kinetoplasto), através de uma vacina recombinante ou até mesmo do
desenvolvimento de vacinas de DNA. Estes autores, demonstraram que estes cées
desenvolvem uma resposta imune Thl, sugestiva de protecdo, devido ao aumento do nivel
de expressdo de mMRNA de citocinas como IFN-yinduzida por CMSP ap0os estimulo com r-
KMP-11 em contrapartida a baixos niveis 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 superficie proteinas fusionadas
KMP11-HASPB, esse imunobioldgico intensificou a resposta imune de camundongos
desafiados com o L. major, devido ao aumento de IgG1, IFN-y e 1gG2,, enfatizando que
essas duas Ultimas citocinas quando ativadas induzem a ativacdo Thl e macrdfagos.
Entretanto, nenhum trabalho ainda foi publicado para averiguar a seguranca e

imunogenicidade desta formulag&o vacinal em cées.

Cani-Leish® e a Leti Fend®, sdo duas outras vacinas disponiveis comercialmente no
mercado Europeu. A primeira, vacina LIESP / QA-21, autorizada na Unido Européia como
Cani-Leish® (Virbac, Franga), composta por proteinas excretadas secretadas (ESP)
purificadas com L. infantum (LIESP). Essas proteinas sdo produzidas por meio de um
sistema de cultura livre de soro registrado pelo Institut de Recherche pour le

Développement (IRD), em sua composi¢do temos também o adjuvante QA-21, uma fracdo
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altamente purificada da saponina Quillaria saponaria (Moreno, 2012; Oliva, 2014).
Estudos realizados por Moreno (2012, 2014), apontam que a vacina LIESP / QA-21
apresentaou resultados promissores, visto que macréfagos reduziram a carga parasitaria
intracelular em linfécitos autdlogos em co-cultura, e a vacina foi capaz de induzir uma
reatividade especifica a antigenos de Leishmania, resultando em um aumento de linfécitos
T produtores de IFN-gama. Esses dois resultados foram correlacionados com a indugéo da
via do oxido nitrico, um 6timo mecanismo leishmanicida, apontando ser um bom candidato

vacinal, por induzir uma resposta mediada por células Th1l forte e efetiva.

Em um ensaio clinico duplo-cego randomizado e controlado avaliaram a eficacia
vacinal da LIESP / QA-21, em cées naturalmente infectados por L. infantum em um periodo
de dois meses em uma &rea endémica no Mediterrdneo. Obtiveram assim, uma eficécia
vacinal e 68,4% e uma protecdo de 92,7%, concluindo que a Cani-Leish® é um bom
candidato vacinal para controle abrangente da doenca em areas endémicas (Oliva, 2014).

A segunda vacina licenciada na Europa ¢ a Leti Fend®, constituida pela proteina
recombinante Q, que contém em sua formacédo cinco fragmentos antigénicos de quatro
proteinas de Leismania infantum (proteinas 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 clinicos mais brandos quando comparado com o grupo controle, os
parasitos foram eliminados na maioria dos cdes apenas 1/7 apresentaram positividade no
grupo Q, ja no controle 6/7 e no grupo Q+Q, 4/7 apresentaram positividade. Concluindo
que o grupo vacinado apresentou uma maior protecdo. Outro estudo duplo-cego
randomizado e controlado por placebo em érea endémica foi realizado por Cotrina e
colaboradores (2018), em que obtiveram resultados de eficacia satisfatérios (72%) e

apresentaram no grupo vacinal uma carga parasitaria reduzida.

Os antigenos brutos ainda sdo muito atrativos em funcéo do custo de obtencdo, elevada
imunogenicidade, devido ao repertdrio antigénico oferecido e seguranca. Vacinas de
primeira geracdo ainda vém sendo utilizados em diferentes ensaios clinicos contra
leishmaniose (Giunchetti et al., 2007; 2008; Aguiar-Soares et al., 2020). Nas duas Gltimas
décadas nosso grupo de pesquisa tem se dedicado ao estudo de biomarcadores de

resisténcia/susceptibilidade a infec¢do por L. infantum em cées. Tais biomarcadores vém
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sendo empregados como estratégia para analise da imunogenicidade em cées vacinados
contra L. infantum. Neste contexto, duas vacinas desenvolvidas por nosso grupo de pesquisa
(LBSap: composta por antigenos de L. braziliensis associado ao adjuvante saponina; e
LBSapSal: mesma composicdo da vacina LBSap acrescida de extrato de glandula salivar
de flebotomineos) revelaram grande potencial imunogénico por induzirem aumento dos
niveis de linfécitos T (CD5*, CD4" e CD8") e B (CD21") circulantes. Além de aumento na
atividade de linfocitos T CD8" Leishmania-especificos, acompanhado de intensa atividade
linfoproliferativa e elevada producdo de 6xido nitrico (NO) in vitro. Pesquisas realizadas
por Roatt, et al. (2012), mostram que o candidato vacinal LBSap apresentou
imunogenicidade frente infeccdo experimental por L. infantum, com reducdo da carga
parasitaria no baco. Em um estudo vacinal em camundongos, de Mendonca e colaboradores
(2016) compararam trés imunobioldgicos a Leish-Tec®, Leishmune® e LBSap, e
observaram em todos 0s grupos vacinais resultados animadores com diminui¢cdo no
parasitismo no baco e figado, e um aumento nos niveis de células da resposta inata. O grupo
Leish-Tec® exibiu uma alta quantidade de monocitos CD14* apds desafio. J4 o grupo
Leishmune® produziu altos niveis de IL-2. A vacina LBSap foi a tnica que apresentou uma
resposta proeminentemente Th1l, apresentaram altos niveis de IL-2, IL-6, TNF-a e IFN-g
(de Mendonca, et al., 2016).

1.1.3. Xenodiagnéstico

A palavra xenodiagnéstico deriva da lingua grega, xenos (estrangeiro) e dignostici
(diagndstico), é um método indireto de diagnostico desenvolvido por Brumbt no comego
do século XX, esse procedimento utiliza um vetor como meio de cultura bioldgico,
avaliando se o hospedeiro infectado é capaz de transmitir a patogenia para determinado
vetor (Schenone, 1999). Este método diagnostico foi utilizado pela primeira vez na doenca
de Chagas, na deteccdo de Trypasonoma cruzi. Neste estudo cultivaram em laboratorio
ninfas de triatomineos (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 aperfeicoando 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 compreensdo de algumas doencas é de suma importancia conhecer e
identificar a distribuicdo geogréfica de seus vetores, no caso da leishmaniose, o
flebotomineo é o seu principal vetor. Sabe-se que alguns fatores como clima e a ecologia
pode interferir na distribuicdo desses insetos (Gebre-Michael, et al,2004; Lara-Silva, et al,
2015; Galvis-Ovallos, et all., 2017).

A espécie de flebotomineo responsavel pela transmissdo da LV no novo mundo ¢ a
Lutzomyia longipalpis (Genaro,O., 2002; Franca-Silva et al., 2005). Os flebotomineos, sdo
dipteros, insetos que apresentam metamorfose completa, passando pelo estagio de ovo,
larva, pupa e adulto. Na fase adulta, o flebotomineo apresenta um tamanho médio de 2 a 4
mm, apresenta um corpo densamente piloso, de coloracdo amarelada ou castanha e um vdo
saltado, e em repouso suas asas ficam eretas (Aguiar & Medeiros, 2003). Seu
metamorfismo ocorre em locais ricos em matéria organica e ambientes Umidos (Azevedo,
etal., 2011).

Flebotomineos sdo insetos oportunistas, ja que apresentam habitos alimentares
ecléticos e possuem facilidade na adaptacéo para 0 ambiente urbano. Logo, as modificacdes
no meio também podem afetar a dindmica populacional desses vetores (Saraiva et al., 2015;
Santos Silva et al., 2017). Consequentemente, a analise dessas variaveis fornece
informacdes acerca da dinamica de risco de cada area com relacdo ao vetor, retratando
capacidade dos organismos de alterar a sua fisiologia/morfologia de acordo com as
condicbes do ambiente, ou seja, sua plasticidade bioldgica que cada espécie de fleb6tomo
apresenta diante dos diversos ambientes (Salomén et al. 2015). De acordo com Galati, et
al. (2003) e Ready, et al. (2013), até 0 ano de 2013, o Brasil registrou mais de 229 espécies
de flebotomineos, ou seja, 25,44% do total de espécies registradas em todo o mundo.

Informacdes a respeito da vulnerabilidade de uma regido endémica para leishmaniose
apresenta uma reemergéncia facilitada quando ndo investigada. Para uma melhor
compreensdo dos riscos que a leishmaniose pode causar para a populacdo humana, é
necessario compreender os elos que compde o ciclo de transmissdo assim como o
entendimento de sua expansdo. Deste modo, estudos epidemioldgicos sdo cruciais para o
entendimento acerca dos vetores em areas urbanizadas, compdem um pré-requisito para
desenvolver acdes preventivas e estratégias contencdo dessa zoonose (Coura-Vital et al.,
2013).
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Um fator muito alarmante que acarreta em diversas modificagdes ambientais é o intenso
processo de urbanizacdo, atuando diretamente no habitat e no comportamento do
flebotomo. Esta espécie apresenta um grande poder de adaptacao sendo capazes de ocupar
novos ambientes, levando assim uma maior proximidade com o meio urbano (Almeida et
al., 2010). A Lutzomyia longipalpis € uma espécie que tem facilidade em se adaptar a
ambientes distintos, incluindo o meio urbano. Sendo considerada uma espécie de fleb6tomo
com um alto grau de sinantropia e com ampla distribuicdo no territorio brasileiro (Lainson
& Rangel, 2005; Souza et al., 2004; Carvalho et al., 2008).

A capacidade de um determinado do céo infectado de transmitir a doenca para o vetor
¢ chamada de infecciosidade. Para avaliar essa infeccdo € utilizado a técnica de
xenodiagndstico, no qual, utiliza flebotomineos ndo infectados criados em laboratorio.
Foram realizados diversos estudos na Europa e América do sul, em cdes sintomaticos,
oligossintomaticos e polissintomaticos, mostrando que a maioria dos cdes infectados séo
infecciosos para a doenca, consequentemente, infectam os flebotomineos que deles se
alimentam. Como o decorrer do estudo, foi capaz de se concluir que o aumento da gravidade
clinica estava diretamente relacionado com a proporc¢do de cdes infecciosos (Quinnel, et
al.,2009).

A técnica de xenodiagndstico também € utilizada em casos de leishmaniose canina,
pois sabe-se que um mero resultado positivo em testes soroldgicos, para avaliar a
infecciosidade em cdes, ndo é o suficiente para determinar se aquele animal é capaz de
transmitir o parasito para o vetor. A baixa eficiéncia nas medidas de controle da doenca
esta associada a falta de métodos sensiveis o suficiente para diferenciar caes soropositivos,
de cées que realmente transmitem o patdégeno (Courtenay, et al., 2002). Devido a esse fato,
€ necessario uma maior intervencdo e compreensdo nas circunstancias em que 0s parasitos
sdo transmitidos do céo para o vetor, assim como nas medidas de controle de cdes que
podem propagar a doenca, neste quesito € de suma importancia que o método seja
padronizado e sensivel, uma vez que a heterogeneidade que existe nas infeccdes por L.
infantum, pode acarretar nos diferentes niveis de infecciosidade dos cédes (Courtenay, et al.,
2014; Travi, 2001). Essa divergéncia pode estar associada a diferentes cepas do parasita,

estado imunoldgico e a capacidade vetorial das diferentes espécies do vetor. Somado ao
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fato de que os métodos diagnosticos utilizados ndo foram capazes de identificar todos o0s
individuos infectante (Travi, et al., 2001).

Devido a essa dificuldade de identificar cées infectados, Magalhdes-Junior, et al.
(2016), conduziu um estudo utilizando 50 cdes de area endémica, esses animais foram
divididos em trés grupos, cées infectados, cdes comprovadamente infectados e caes
soropositivos para IgG anti-Leishmania. Foram analisados sinais clinicos dos cdes e a
transmissibilidade do parasito pelo método de xenodiagnostico. No primeiro grupo, 58%
(15/26) dos cées foram capazes de transmitir o parasito para o flebotomineo, no segundo
grupo, 53% (8/15) transmitiu o parasito para o vetor, a confirmado através da microscopia
Optica, mostrando que a infecciosidade associou-se a gravidade da doenca. Ja o terceiro
grupo apresentou uma baixa taxa de infecciosidade de 11% (1/9) revelando que o método
indireto utilizando ELISA, ndo é um bom indicador de infecgdo. Nesse estudo também foi
observado que cdes com a doenca em um grau mais grave foi capaz de transmitir mais
parasitos para o vetor, quando comparado com o0s cdes com a doenca moderada
(Magalhées-Junior, et al, 2016).

Outro estudo foi realizado para comparar 0 método de xenodiagndéstico direto e
indireto. Na primeira técnica determinou-se a infecciosidade dos flebotomineos em cées
parasitados por L. infantum, e foram classificados de acordo com os sinais clinicos exibidos
e ndo houve diferenca na taxa de infecciosidade dos fleb6tomos. Concluindo que grupos
assintomaticos e oligossintométicos também podem propagar o parasito. J4 0 método de
xenodiagndstico indireto manuseia fleb6tomos que foram alimentados com sangue canino
em ex vivo. O método indireto ndo se mostrou Gtil quando comparado com o método direto
na detecgéo de L. infantum, uma vez que, o agravamento da doenca néo coincidiu com o
aumento do numero de parasitos presentes no sangue, apontando que o método indireto ndo

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

Um estudo que empregou 0 xenodiagnostico como ferramenta para avaliacdo de
vacinas contra LVC, empregou dez beagles em diferentes estagios de infeccdo por L.
infantum, no qual, 6/10 animais foram imunizados com a vacina LIESP / QA-21
(CaniLeish®; Virbac) e foram expostos a fleb6tomos para avaliar sua infecciosidade.
Apenas 8/10 cées exibiram infec¢do ativa para a doenca, sendo 2/5 cées vacinados e 2/3 do

grupo controle eram infecciosos para o fleb6tomo, concluindo que os cées que foram
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imunizados com a vacina apresentaram uma maior protecdo frente a infecciosidade dos

flebétomos (Bongiorno, et al.,2013).

Em outra pesquisa realizada houve a comparacdo de dois imunobioldgicos,
Leishmune® e Leish-Tec®, utilizaram para analise 100 cdes ao todo; avaliaram a
reatogenicidade, resposta humoral, sinais clinicos, parasitismo, além da infecciosidade
parasitaria pelo xenodiagndstico (Fernandes, et al., 2014). Os resultados obtidos mostram
que ndo houve diferenca significativa entre as duas vacinas, inclusive na capacidade dos
animais infectarem flebotomineos. Entretanto, a Leishmune® induziu niveis mais elevados
de 1gG, IgG1 e 1gG2, ja os animais vacinados com a Leish-Tec® exibiu com maior

frequéncia e gravidade reacdes adversas (Fernandes, et al., 2014).

A pele, principalmente, regides como orelha, nariz e abdomen apresentam um alto
parasitismo, independente dos sinais clinicos para a doenca, enfatizando que cées
assintomaticos sdo considerados potenciais reservatorios do parasito (Xavier, et al., 2006;
de Almeida Ferreira, et al, 2012). Testes soroldgicos podem identificar a exposi¢do cédo
frente ao parasito, mas ndo conseguem predizer a infecgdo ativa. A utilizacdo de métodos
diagndsticos empregando microscopia ou cultura, na deteccdo de parasitos em baco,
linfonodo e figado, era considerado um padrdo de referéncia. Entretanto, essa técnica
quando utilizada em cédes e humanos nédo apresenta tanta sensibilidade, sendo variavel. A
deteccdo direta de parasitas na pele, pode ser obtida por procedimento cirdrgico
extremamente simples, considerada uma boa ferramenta para diagndstico e para
acompanhamento de sinais clinicos de cdes em tratamento. A pele da orelha do cdo pode
ser considerada um bom preditor de infeccdo, visto que é um lugar de facil acessibilidade

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

Um estudo de prevaléncia da LVC realizado na Espanha, acompanhou cées
soropositivos para LVC. Os tecidos estudados foram medula 6ssea, pele e conjuntiva, e a
positividade no teste de gPCR para o parasito de Leishmania foi, respectivamente, 17,8; 32
e 51%. Sendo possivel 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 infeccdo do parasito de Leishmania para os flebotomineos, e que devido
a elevada positividade e intenso parasitismo cutaneo nos cdes com LVC, independente da

forma clinica, fazem dos cdes um reservatério natural da doenca nas areas endémicas
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contribuindo para perpetuacdo do ciclo de transmissao entre cdo, flebotomineo e homem.
Assim, se faz necessario estudos voltados para entendermos melhor os mecanismos de
transmissdo da LVC, o papel da pele como fonte de infeccdo e a capacidade de caes
infectarem flebotomineos, seja em caes naturalmente infectados de area endémica, seja em
estudos controlados em cées para o desenvolvimento de novas terapias ou vacinas contra a
LVC (Sollano-Gallego, et al., 2001).

Devido a falta de consenso de quais seriam as melhores metodologias para ensaios
vacinais de Fase | e Il na avaliacdo da imunogenicidade e poténcia/eficécia de vacinas anti-
LVC, faz-se necessario a realizacéo de estudos simultaneos e comparativos empregando as
mesmas condi¢bes, para melhor direcionarmos os melhores candidatos vacinais para

prosseguirem em ensaios clinicos vacinais de fase IlI.
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1. JUSTIFICATIVA

A LV é uma doenca que se apresenta em franco processo de expansdo em diferentes
regides do Brasil e do mundo. O comportamento emergente e reemergente em areas rurais,
urbanas e periurbanas tem-se atribuido a fatores relacionados principalmente ao céo,
reservatorio doméstico do parasito e mantenedor da transmissdo. Até o momento nao existe
alternativas terapéuticas capazes de conduzir a cura parasitologica em cées infectados e
consequentemente reverter o papel de reservatorio no ciclo de transmissdo. O
PVCLV/MS/Brasil aplica a recomendacéo de eutanasia de cées infectados como uma das
principais a¢des de controle da LV. Esta medida é altamente contestada e muitas vezes ndo
é seguida pelos proprietarios. Desta forma, a LVC se posiciona como um grave problema
de salde publica, tornando-se um desafio a ser solucionado pelas autoridades sanitarias de
paises endémicos como o Brasil. Considerando o destaque de cdes no contexto
epidemioldgico da LV a imunoprofilaxia canina surge como melhor alternativa para o
controle da doenca. Embora o Brasil possua uma vacina comercial disponivel para clinicas
veterinarias, o Ministério da Saude, até o momento ndo emprega nenhuma vacina no
PVCLYV, justificada pela escassez de estudos de Fase I, 1l e principalmente de Fase I11. Para
reverter este cenario € de fundamental importancia ampliar o aparelhamento de
metodologias voltadas a avaliagdo de ensaios de Fase I, Il e Ill. Neste sentido a
incorporacdo de novas estratégias metodoldgicas para investigacdo da imunogenicidade e
poténcia/eficacia vacinal, € essencial para melhor definir potenciais candidatos a uma
vacina contra LVC. Desta forma, o presente estudo pretende avaliar poténcia/eficacia das
vacinas LBSap e KMP-11, Leishmune® e Leish-Tec®, através de diferentes pardmetros de
avaliacdo em um ensaio clinico vacinal de fase | e Il comparativo em cées, apds protocolo
de imunizacdo e submissdo ao desafio/infeccdo experimental por L.infantum. Assim, sera
possivel o encaminhamento de forma dinamica de potenciais prototipos vacinas (LBSap e

KMP-11) para prosseguir com testes de Fase IlI.
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I,  OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral
Avaliar a poténcia/eficacia vacinal em cées imunizados com os imunobioldgicos
LBSap, Leishmune®, Leish-Tec® e KMP-11 contra leishmaniose visceral canina, em um

ensaio clinico de Fase | e Il, frente ao desafio experimental com L. infantum.

3.2. Objetivos especificos
Avaliar o potencial de transmissdo do parasito de L. infantum em cées vacinados
com diferentes imunobioldgicos (Leishmune®, Leish-Tec®, KMP-11 e LBSap) apds
infecgcdo/desafio experimental com Leishmania infantum, através da anélise dos seguintes

parametros:

i) Xenodiagndsticos: avaliacdo da carga parasitaria em flebotomineos alimentados

na orelha de caes;

ii) AvaliacBes da carga parasitaria na pele de orelha dos cées por gPCR.
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V. METODOLOGIA
4.1. Grupos experimentais
Um total de 35 cées sem raca definida foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos

experimentais compostos por 7 caes/grupo, de ambos 0s sexos, conforme descrito a seguir:

» Grupo Controle: receberam trés aplicagdes de 1 mL de solugdo salina estéril a 0,9%
por via subcutanea;

» Grupo LBSap: receberam trés aplicagdes subcutaneas de 600 pg do antigeno de
Leishmania braziliensis por dose associado a 1 mg do adjuvante saponina/dose,
diluidos em 1 mL de solucdo salina estéril a 0,9%;

« Grupo Leishmune: foram imunizados com a vacina comercial Leishmune®, conforme
recomendacdo do fabricante;

« Grupo LeishTec: foram imunizados com a vacina comercial Leish-Tec®, conforme
recomendacéo do fabricante;

* Grupo KMP-11: receberam trés aplicagdes subcutdneas de 100 pg do antigeno
recombinante KMP-11 por dose associado a 1 mg do adjuvante saponina/dose, diluidos

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

O protocolo de imunizacdo foi composto por trés 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 caes

permaneceram com vida.

4.2. Infeccdo/Desafio Experimental
A infeccdo experimental foi realizada 60 dias apds a terceira dose vacinal pela via
endovenosa empregando-se uma concentragdo de 5x107 promastigotas de L. infantum, cepa
OP46, cultivadas em meio de cultura NNN/LIT em fase estacionaria de crescimento. O

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

4.3. Delineamento experimental e abordagens investigativas
Apls completo o0s respectivos protocolos de imunizacdo e realizacdo do
desafio/infecgdo experimental com L. infantum, os cdes foram acompanhados por 12 meses

em que foram realizadas avaliacOes clinicas na busca de sinais clinicos sugestivos da



27

doenca. O ensaio clinico vacinal de fase | e 11 proposto no projeto compreende na avaliagdo
da protecdo vacinal apds o desafio/infeccdo experimental atraves da identificagdo do DNA
do parasito de L.infantum na pele de orelha dos cdes bem como em fleb6tomos, apos o
xenodiagndstico. Para isso, ap6s 0 acompanhamento longitudinal de 12 meses apds o
desafio experimental foi realizado a sedagdo dos cées para realizagcdo do xenodiagnostico,
empregando o ““flebocontainer””. Na semana seguinte, a eutanésia foi realizada seguida da
necropsia dos animais para coleta da pele de orelha. A pele de orelha e os flebotomineos
foram acondicionados no freezer -80 para a futura avaliacdo da carga parasitaria por PCR

em tempo real.

Diagrama 1: Esquema do delineamento experimental

c LBSap Leishmune Leish-Tec® KMP-11
(47,39) (37,49) ® (43,39) (33,49) (33,4%)
Solugéo salina 600 pg do 100/ng/do
antigeno antigeno

estéril a 0,9% . -
+1mg de saponina 1mg de saponina

10 20 30 . Post
Dose Dose Dose Desafio mortem

Vo z
21 dias 21 dias 60 dias 360 dias

[ gPCR: avaliagao da carga parasitaria na pele

—1 Xenodiagndstico

Infecgcdo Experimental por via endovenosa:
5x107 promastigotas de L.infantum

Diagrama 1: Esquema do desenho experimental utilizado na avaliagdo de cées submetidos a diferentes protocolos
vacinais controle (C); vacina de L. braziliensis associado a saponina (LBSap); vacina comercial Leishmune®;
vacina comercial Leish-Tec®; vacina recombinante KMP-11 (proteina de membrana da ordem dos Kinetoplastida
de 11 kDa, de Leishmania infantum associado & saponina).

4.4. Xenodiagnostico
Para realizacdo do xenodiagnostico foram utilizadas fémeas de Lutzomyia longipalpis

provenientes de uma coldnia fechada, mantida no Laboratério de Fisiologia de Insetos
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Hemato6fagos (LFIH) do Departamento de Parasitologia do ICB estabelecida a partir de
matrizes provenientes da cidade de Teresina, Estado do Piaui (Brasil). Os flebotomineos
empregados neste estudo foram criados em condicGes de temperatura (25°C-27°C) e
umidade relativa (60%-70%) semi controladas, segundo a metodologia e condicGes

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

Foram utilizadas 35-45 fémeas e igual nUmero de machos de L. longipalpis, com trés
dias de emergéncia, alimentados desde a eclosdo com solucédo de sacarose 30% p/v. Estes
flebotomineos foram recolhidos das gaiolas em que sdo mantidos com um aspirador
manual, “capturador de Castro”, e foram transferidos para um recipiente apropriado,
denominado “Flebocontainer” (da Costa-Val et al., 2007). Apds 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 por¢do mediana da face interna
da orelha direita dos cdes por 30min, em ambiente escuro. Apos a realizacdo do repasto
sanguineo nos cées, os flebotomineos foram imediatamente levados para condi¢cdes semi
controladas em estufa B.O.D. (FANEM® modelo 347), a 25°C e umidade aproximada de
70%, por cinco dias. Neste periodo os insetos receberam, como fonte alimentar, solucéo de
sacarose 30% (da Silva et al., 2010). Apos os cinco dias, os fleb6tomos utilizados no
xenodiagnostico foram acondicionados em freezer (-80°C). O xenodiagn6stico foi realizado

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

4.4.1. Xenodiagnostico: Extracdo de DNA dos flebotomineos ap6s o
xenodiagnostico.

Os flebotomos utilizados no xenodiagnostico e que foram acondicionados em freezer
(-80°C), foram separados em subgrupos de 10 fémeas por microtubos DNAse e RNAse
free. As amostras receberam 500 pL de tampao de lise (Tris HCI, EDTA, SDS, NaCl) e o
DNA total das amostras foi extraido utilizando NaCl/Brometo de hexadeciltrimetilamonio
(Moreira, et al., 2012), suspendido em 50ul de agua livre de nucleases ¢ dosado por
espectrofotometria. Amostras sem insetos e com fleb6tomos machos foram utilizadas como
controles negativos. Para a PCR quantitativa em tempo real (gPCR), foi utilizada
quantificacdo absoluta com base em controles positivos de DNA extraido de cultura com
10° promastigotas de Leishmania infantum, cepa MCAN/BR/2008/0P46. O DNA total foi

extraido como ja descrito, e diluido no fator 1:10 até 10° parasitos/uL para confec¢do das
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curvas padrdo. A cada ponto da curva, foram adicionados 20 ng de DNA extraido de 10
flebotomineos machos.

Os iniciadores utilizados para L. infantum amplificam o gene de copia Unica da DNA
polimerase (acesso pelo GenBank: AF009147). Para o inseto vetor (Lutzomyia longipalpis),
foram utilizados primers enderecados para o gene da periodicidade (acesso pelo GenBank:
AF446142), (Tabela 1). Para emissdo da fluorescéncia foram utilizadas sondas de hidrolise

para cada alvo (Tabela 1).

Tabela 1: Descricdo de iniciadores e sondas para qPCR.

Alvo Sequéncia (5°- 3°)
Fw: AGC GCC TCACCACGATTG
Rv: AGC GGG CAC CGA AGA GA
Sonda: VIC AGG AAA CCT GTG GAG
CC MGB NFQ

DNA polimerase (L. infantum)

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

Periodicidade (Lu. longipalpis)

Fw: Primer direto; Rv: Primer reverso.

Para cada amostra, foram adicionados 5 pL de TagMan Master Mix®2X, iniciadores
direto e reverso a 1,0 uM (para L. infantum ou Lu. Longipalpis), respectiva sonda a 0,25
uM, 20 ng de DNA total e 4gua livre de nucleases suficiente para 10 pL. As reagdes foram
feitas em placas de 96 pogos no termociclador 7500 (Life Technologies) conforme os
passos: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, 40 ciclos de 95°C por 15 s e 60°C por 1,0 min. A
curva padréo foi aplicada em triplicata e as amostras, em duplicata. Controles negativos
utilizando &gua autoclavada milliQ no lugar de DNA foram aplicados em todas as placas.

As curvas de eficiéncia variaram de 90,93% a 96,76%.
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Para célculo da carga final (CF), levou-se em conta a carga parasitaria (P) indicada
pelo ciclo de quantificagdo (Cq). Desta forma, considerando-se que a carga P calculada via
Cq esta em 20 ng de DNA total, a CF referente a amostra total foi obtida por regra de trés,

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

C = Concentracdo de DNA total extraido de 10 flebotomos fémeas em ng/pL;

50 = constante referente ao volume de 50 pLL de volume de suspensdo do DNA purificado;
20 = constante referente a 20 ng de DNA total por amostra utilizados na qPCR.

O resultado de CF foi dividido pelo namero de flebétomos submetidos a extracéo de
DNA, sendo representado como nimero de parasitos por flebétomo fémea. Todos os
procedimentos foram executados utilizando-se materiais e reagentes DNAse e RNAse free.
A confeccdo do master mix, manipulacdo do DNA e amplificacdo foram realizadas em

ambientes separados seguindo um fluxo unidirecional.

4.5. Eutanésia dos cées

Apds as avaliacbes propostas no estudo, os animais foram submetidos ao processo de
eutandsia, utilizando associacdo 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
aplicacdo, por via endovenosa lenta, de 20mg/kg de tiopental sdico até obtencao do estado
de anestesia geral. Imediatamente foi aplicado, por via endovenosa, uma dose letal de
solucdo de cloreto de potassio, para a obtencdo de parada cardiorrespiratoria (conforme
aprovado no comité de ética animal da UFOP — Anexo 1). Ap6s a confirmacéo do 6bito, os
animais foram submetidos a exame necroscépico, com avaliagdo macroscopica, seguida de
retirada de fragmentos da pele da face interna das orelhas para realizacdo da PCR por tempo

real.

4.6. Analise Molecular para quantificacdo da carga parasitaria na pele pela técnica
de PCR em tempo real
4.6.1. Extracdo do DNA das amostras
Para extragdes de DNA das amostras de pele foi utilizado o kit WizardTM Genomic
DNA Purification Kit (Promega, EUA) conforme manual do fabricante com algumas

modificagdes. Em tubos de 1,5 mL (Eppendorf, Eppendorf AG, Alemanha) contendo as
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amostras de interesse, foram adicionados 500 mL de solucdo de lise nuclear (SLN) seguida
por incubacdo em gelo por 2 minutos. Posteriormente, foi adicionado pela parede do tubo,
20 uL de proteinase K (20mg/mL - Sigma Co., EUA) seguindo por homogeneizacéao e
incubacdo overnight em banho seco a 55°C. Ap0s esse periodo, os tubos foram
homogeneizados e adicionados 3 ml de RNAse, seguida por outra incubacdo em banho
seco, a 37°C por 30 minutos. Posteriormente, 200 pL de solugéo de precipitagéo proteica
foi adicionado aos tubos, que foram entdo homogeneizados em vortex, incubados em gelo
por 5 minutos e posteriormente centrifugados a 16000 x g (Microcentrifuga Eppendorf®,
EUA) por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL no qual
foi adicionaado 600uL. de isopropanol (Merck®, Alemanha), com posterior
homogeneizagdo dos tubos por inversdo (10 vezes) e centrifugacdo a 16000 x g por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e adicionado ao pellet residual 200 uL de etanol
70% (Merck®, Alemanha), procedendo-se a homogeneizacdo por inversao 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 a temperatura ambiente para
a evaporacdo do etanol. Depois de secos, foi realizada a ressuspensdo do DNA
remanescente com adicdo de 100 mL de solucdo de hidratacdo. Apos hidratacdo por 24
horas, 2 mL da solucdo contendo o0 DNA extraido foi utilizada para estimar a concentracao
do mesmo e o grau de pureza nas absorbancias de 230/280 nm e 260/280 nm em
nanoespectrofotdmetro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, EUA) e o restante foi
estocado em freezer a -20°C até a sua utilizacdo. Apoés esse periodo, 2 mL foram utilizados
para estimar a concentracdo de DNA e o grau de pureza nas absorbancias de 230/280 nm e
260/280 nm no nanoespectrofotdmetro (NanoDrop™ 2000/2000c Spectrophotometers,
USA), entdo foram descartados. Os noventa microlitros remanescentes foram estocados em
a -20°C até a sua utilizacdo. Somente a amostra de DNA que teve densidade 6ptica (DO)
na razao 260/280 de 1,7-2,0 e uma DO na razdo 260/230 maior que 2,0 foram tomadas para

0s experimentos de PCR em tempo real.

4.6.2. Construcdo da curva padréo para a PCR em tempo real

As reacdes de gPCR foram realizadas em placas de 96 pocos - MicroAmp®Optical 96-,
cobertas com adesivos Opticos e processadas em termociclador ABI Prism 7500 Sequence
Detection System (Applied Biosystems, EUA). Os controles positivos de cada placa foram
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as amostras diluidas de Leishmania infantum utilizadas na curva padrdo; e como controle
negativo foi usado agua livre de nucleases, ao invés de DNA. A reacdo de cada amostra foi
realizada em duplicata, com as seguintes condi¢es: uma desnaturacdo inicial a 95°C por
10min, seguida por 40 ciclos de 95°C por 15segundos e 60°C por 1minuto. Ao final das
reacOes a temperatura da maquina foi elevada gradualmente até que todas as fitas duplas de
material amplificado se dissociem, para a verificagdo de possivel contaminagdo dos DNA’s
das amostras em estudo com DNA genémico ou dimeros dos iniciadores. As reaces foram
realizadas utilizando-se SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, EUA); DNA
(10ng/pL); iniciadores (Spmol/uL) e dgua livre de nucleases em quantidade suficiente para
um volume final de 10uL por pogo. Para a quantificagao do nimero de moléculas de DNA
de Leishmania nas amostras, inicialmente foi determinado para cada po¢co o nimero de
ciclos em que a fluorescéncia cruzou uma linha limiar arbitraria, denominada threshold
(Ct), calculada pelo programa 7500 Software v.2.0.1 for 7500 and 7500 Fast Real-Time
PCR Systems. A gquantidade de copias de DNA em cada amostra foi determinada a partir
de uma regressdo linear usando os valores do Ct das amostras utilizadas na curva padréo,
gerada com quantidades conhecidas das diluicdes previas das massas de promastigotas de

L.infantum da curva padréo.

O procedimento descrito acima também foi realizado para a amplificacdo do gene de
GAPDH, que é expresso de forma constitutiva e por este motivo foi utilizado para verificar
aintegridade dos DNA’s analisados. Para a amplificacdo 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 deteccdo e quantificacdo 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. Andlise Estatistica
Os testes estatisticos foram realizados com o apoio instrumental do software
GraphPad Prism 5.0 (Prism Software, Irvine, CA, USA). De acordo com os resultados
obtidos nas avalia¢Ges parasitologicas foram avaliadas diferengas dentro de cada grupo e

entre os diferentes grupos experimentais. As varidveis parasitologicas avaliadas neste
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estudo se apresentarem distribui¢do normal, verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov,
e foram analisadas pelos testes paramétricos. Assim, foi realizada analise de variancia
(ANOVA one-way) com medidas repetitivas seguida do teste de comparagdes multiplas de
Tukey para determinar as diferencas especificas de cada grupo. O Teste t ndo-pareado foi
utilizado para determinar as diferencas especificas entre 0s 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 DISCUSSAO
5.1 Avaliacao parasitologica pelo método de qPCR: pele e xenodiagnostico
Na LVC, a elevada quantidade de parasitos na pele do cdo, mesmo na auséncia de
sintomatologia clinica (Deane, et al, 1956), favorece a infeccdo do inseto vetor e
consequentemente, a transmissdo para o homem (Costa, et al, 2013). A comprovacéo da
presenca de parasitos na pele é um dado clinico-epidemioldgico extremamente importante.
Esse orgdo assume papel relevante na LVC, ndo somente pelas manifestacbes clinicas
cutaneas presentes, mas também por ser a fonte de contaminacdo para os flebotomineos
(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 minima de
parasitas exigidos em um experimento para positivar no xenodigandstico é de 3.35x10° nos

linfonodos e 3,34x10? nas células mononucleares do sangue periférico.

A técnica de PCR em tempo real (QPCR), tem como principio quantificar a carga
parasitaria 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 evolugdo da LV, por apresentar alta
sensibilidade, acurécia e reprodutibilidade. Sendo assim, a PCR convencional vem sendo
substituida gradativamente (Manna, et al., 2004). A gPCR, uma técnica pratica e vantajosa,
no sentido de avaliar a presenca e/ou reducédo da carga parasitaria em animais submetidos
a estas intervencdes em diferentes protocolos experimentais (Reis et al., 2009; Rory et al.,
2020).

A técnica de gPCR foi utilizada em nosso estudo, sendo essencial para avaliar a
carga parasitaria da pele dos animais, apés o protocolo completo de vacinagdo com o0s
diferentes imunobiolégicos seguindo do desafio/infec¢do experimental, a fim de testarmos
a poténcia e eficacia vacinal. Vale ressaltar que empregamos na gPCR curvas padrées com
concentracdo conhecida do DNA de L. infantum, sendo estd uma das maneiras mais

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

O resultado parasitologico da gPCR na pele dos cédes conseguiu identificar 5 cédes
positivos de um total de 29 cées, 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 parasitaria, com exce¢ao
do grupo Leishmune®, que obteve uma carga média de 4310 parasitos/mg de tecido/pele de
orelha (Figura 1)
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©
Leish-Tec 20% Eo
8
Leishmune 33% S
& 5000
©
£
LBSap 0/6 0% E
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@
Controle ||0/5 0% £ 0
2
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Média carga grupos: Leishmune =
Percentual de positividade na pele 4310, Leish-Tec= 10 e KMP11=758

Figura 1: Avaliacdo parasitologica na pele de orelha de cées pela técnica de PCR em tempa_real. (A) NUmerg de
animais positivos na pele. No eixo y estdo representados os diferentes grupos: Controle (| -|), LBSap ( ),
Leishmune ( .), Leish-Tec () e KMP-11 (.), e no eixo x o percentual de positividade na pele . (B)
Carga parasitaria da pele. No eixo y esta representado 0 nimero de am

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

De modo geral, a baixa carga parasitaria, assim como a baixa taxa de infec¢éao
observado na pele, principalmente em relagc@o ao grupo controle, pode estar relacionada ao
tipo de infeccdo/desafio experimental e tempo de acompanhamento apds a infeccdo

experimental.

Diferencas entre o desafio experimental e o natural como: nimero de parasitos,
estagio do ciclo de vida (amastigota ou promastigota), via/local de infeccdo, presenca ou
ndo de saliva do vetor, dentre outras sdo variaveis importantes que devem ser levadas em
consideracdo quando a infeccdo experimental é realizada em potenciais candidatos a uma
vacina anti-LVC (Reis, et al., 2010). O desafio experimental pela via endovenosa com alto
nimero de parasitos (107-10® promastigotas) parece ser o modelo de desafio mais eficiente
em cdes, pois promove o estabelecimento de infecgdes répidas, facilitando o estudo do
curso da doenca, sendo este apropriado tambem para avaliar eficacia de drogas e também a
eficicia 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 eficacia vacinal, devido a possibilidade da infeccdo/desafio suprimir uma resposta de

protecdo que poderia estar presente em cdes 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 desejavamos uma evolugdo mais rapida da doenca, a fim de
identificar de forma mais rapida o melhor protétipo/candidato vacinal para ser testado em
ensaios clinicos de fase 11l em areas endémicas (Genaro, 1992; Moreno, et al., 2007; Reis,
et al., 2010). Diferentemente, o desafio experimental intradérmico busca mimetizar o local
de inoculagdo dos flebotomineos (Roatt, et al., 2010; Aguiar-Soares, et al., 2014) e leva a
uma infeccdo experimental mais branda e de evolucdo clinica assintomatica e lenta
(Paranhos-Silva, et al. 2003; Roatt, et al., 2010; Aguiar-Soares, et al., 2014).

Ja o desafio intravenoso ndo passa por uma série de etapas imunoldgicas de
apresentacdo e reconhecimento antigénico que ocorrem na derme. Entretanto,
infeccdo/desafio na “ponta da probocida” de flebotomineos infectados ainda é um obstaculo

a ser alcancado principalmente quando se trata do modelo c&o.

O desafio experimental proposto pela via intravenosa induziu o desenvolvimento de
uma infeccdo assintomatica na maioria dos cdes dos diferentes grupos durante os doze
meses de acompanhamento ap6s o desafio experimental (Aguiar-Soares, et al, 2014),
tornando talvez necessario um maior tempo de acompanhamento dos animais para o
aparecimento de um maior nimero de animais com sinais clinicos, além de maior
frequéncia e severidade dos sinais/sintomas da doenca e assim, possivelmente, uma maior
carga parasitaria 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 clinicos mais exuberantes da LVVC, como: emagrecimento, lesdo no
focinho, despigmentacdo da mucosa, linfadenopatia, apatia, conjuntivite. Entretanto,
nenhum dos cées dos diferentes grupos, mesmo do grupo controle, apresentaram lesdes de
pele caracteristica na LVC (somente um animal do grupo controle apresentou lesdo no
focinho). O desafio experimental pela via endovenosa muda temporalmente o quadro
patologico e clinico natural de evolucdo da doenca, fazendo com que tenhamos,
primeiramente, um maior nimero de parasitos em érgédos alvo mais vascularizados (como
baco, figado e medula 0ssea) e apenas no segundo momento, apds estabelecimento e
aumento da carga parasitaria nesses 0rgdos, ocorra com a evolucao clinica da doenca a

disseminacgéo do parasito para a pele dos animais.
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Diferentemente, na infeccdo natural em &reas endémicas através do repasso
sanguineo de fleb6tomo diretamente na pele dos cdes, em que 0S mesmos S0 expostos
continuamente a picadas de fleb6tomos e inoculacdes frequentes de parasitos na derme,
ocorrera o caminho e evolucdo natural da doenca, com o desenvolvimento do quadro
patoldgico e clinico esperado na doenga, que leva ao intenso parasitismos cutaneo nos caes,
com desenvolvimento frequente e caracteristico de lesdes cutaneas na pele (Reis et al.,
2009).

Em um estudo conduzido por Aslan e colaboradores (2016), 8 beagles foram
infectados por meio de multiplas transmissGes/repasto sanguineo do vetor Lutzomyia
longipalpis, em que o vetor foi infectado experimentalmente com Leishmania infantum. Os
sinais clinicos dos cdes variaram, embora parasitas vivos tenham sido recuperados de todos
0s bacos dos cdes. Um achado importante foi a persisténcia do parasito de Leishmania por
6 meses nas lesdes observadas nos locais do repasto sanguineo dos vetores, em todos 0s
caes do experimento. Além disso, as lesdes reativaram ap0s uma segunda transmissao
realizada em um local distal da pele do cdo, com um novo repasto sanguineo do vetor
infectado. Notavelmente, ao se realizar o xenodiagnostico, os flebotomineos adquiriram
parasitos de Leishmania com eficiéncia ao se alimentarem nas lesdes do local da picada
primaria. Neste estudo, através das transmissdes para vetores controlados foi identificado
um papel potencial na pele de cdes doentes, nos locais de transmissdo inicial do parasito
pelo vetor para o cdo, como fonte de infeccdo para outros vetores, fornecendo uma nova
perspectiva sobre o mecanismo de transmissibilidade de Leishmania aos vetores
flebotomineos (Aslan et al., 2016).

A técnica de xenodiagndstico no nosso estudo foi utilizada para avaliar a carga
parasitaria encontrada no flebotomineo fémea ap6s o repasso sanguineo em cdes
previamente imunizados, doze meses apds o desafio experimental, a fim de avaliarmos a

poténcia e eficicia das diferentes vacinas.

Em nosso estudo o periodo de pré patente foi de 6 meses, com o aparecimento de
sinais clinicos sugestivos da doenca (Relatorio Final/bolsa PIBIC/FAPEMIG 2017/2018).
O xenodiagnostico foi feito apos esse periodo de 12 meses afim de avaliarmos o potencial
dos cdes em transmitir o parasito para os flebotomineos. Os resultados obtidos mostraram

que, apenas 0 grupo controle ndo vacinado apresentou positividade (83 parasitos por
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flebétomo fémea), como mostra na Figura 2. Os grupos vacinados com os diferentes
imunobioldgicos ndo apresentaram positividade (Figuras 3, 4, 5 e 6), sendo um indicativo
que no tempo experimental avaliado as vacinas foram capazes de impedir a transmissao do

parasito de L. infantum para o inseto vetor, L. longipalpis, da LV.
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Figura 2: Resultado representativo de carga parasitaria em cdes do grupo Controle. A seta azul indica
amplificacdo do DNA do parasito (carga estimada em 83 parasitos por flebdtomo fémea). A seta verde
indica a amplificacdo do controle positivo para Leishmania infantum equivalente a 200 parasitos. As
demais curvas representam a correta amplificacdo do gene de referéncia dos flebétomos.
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Figura 3: Resultado representativo de carga parasitaria em cdes do grupo LBSap®. A seta
vermelha mostra que ndo houve amplificagdo do DNA do parasito. Vide explicacdo da figura 2
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Figura 4: Resultado representativo de carga parasitaria em cées do grupo Leishmune®. A seta
vermelha mostra que ndo houve amplificacdo do DNA do parasito. Vide explicacdo da Figura 2.
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Figura 5: Resultado representativo de carga parasitaria em cées do grupo Leish-Tec®. A seta
vermelha mostra que ndo houve amplificacdo do DNA do parasito. Vide explicacdo da Figura 2.
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Figura 6: Resultado representativo de carga parasitaria em cdes do grupo KMP-11. A seta
vermelha mostra que ndo houve amplificacdo do DNA do parasito. Vide explicagéo da Figura 2.

A infeccdo por L. infantum nos diferentes grupos vacinais apresentou perfil de
positividade no xenodiagndstico apenas no grupo Controle ndo vacinado (20,0%), no qual,

somente um cdo apresentou positividade. Sendo que, nos grupos vacinais LBSap,
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Leishmune®, Leish-Tec®, KMP-11 nenhum c&o apresentou positividade em nenhuma das

fémeas de flebotomineos alimentadas na pele dos cées (Tabela 2).

Tabela 2: Porcentagem de positividade de
infeccdo por L. infantum para os diferentes
grupos experimentais de cées.

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)

As razdes na segunda coluna indicam o nimero
de cées infectados no numerador e o tamanho
amostral no denominador. A porcentagem esta
indicada entre parénteses.

A dinamica natural da infeccdo por L. infantum em cdes € pouco conhecida. A
inoculacdo de parasitos por flebotomineos é baixa (10-1.000) parasitos sao injetados pela
via intradérmica. Essa inoculacdo pode ser durante uma Unica ou repetitivas picadas, e 0
estado nutricional e as doengas concomitantes podem afetar o andamento da infecgéo
(Warburg & Schlein, 1986). Sob tais condi¢des variaveis, um periodo 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,
caes naturalmente infectados pode apresentar periodos pré patentes maiores que 16 meses,

sem apresentar sinais clinicos da LVC.

Para que o animal seja um bom reservatorio € crucial que, apresente parasitas em
abundancia e que sua permanéncia no animal seja longa, para que ocorra a infec¢do do
fleb6tomo (Castro, et al., 2007). Entretanto, essa teoria € sustentada por evidéncias
circunstanciais, uma das razdes se da pela localizag&o restrita onde o vetor faz seu repasto

sanguineo, teoricamente, apenas na leséo cutanea, local onde o parasito se localiza, € capaz
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de garantir a infecgcdo 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 € a sobrevivéncia dos
vetores apos o periodo de alimentacdo, se houver uma alta mortalidade n&o ha tempo o
suficiente para que o parasita se multiplique no trato gastrointestinal do inseto,
consequentemente a deteccéo € dificultada. Assim, apos a ingestao do sangue infectado as
formas amastigotas comecam a se diferenciar em promastigotas pro ciclico, que apresentam
pouca mobilidade e ficam espalhadas por todo o intestino médio do fleb6tomo, essa fase é
determinante, visto que nos primeiros 2 a 3 dias ap06s a ingestdo sanguinea as enzimas
digestivas agem em seu maximo e cerca da metade dos parasitos sdo destruidos e
eliminados com as fezes. Devido a esse fato, a visualizacdo do parasito € dificultada e a
sensibilidade do xenodiagndstico diminui quando método é realizado ap6s 5 dias do repasto
sanguineo (Kamhawi, et al., 2006; Magalhdes-Junior, et al., 2016.). Em contrapartida,
quando o xenodiagnostico é realizado de 8 a 9 dias ap0s 0 repasto sanguineo, sua carga
parasitaria aumenta significativamente e ficam concentradas na parte superior do estdmago,

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

Levando em consideracdo o tipo de desafio/infeccdo proposta em nossa estudo, o
periodo pré patente, a baixa frequéncia e nimero de sinais clinicos da doenc¢a no tempo de
realizacdo do xenodiagnostico, bem como pelos resultados encontrados na avaliagdo da
carga parasitaria na pele de orelha (mesmo local onde foi realizado o xenodiagndéstico), em
que evidenciamos uma baixa carga parasitaria e um pequeno nimero de cées positivos,
podem justificar a presenca de apenas um cdo positivo no grupo Controle no
xenodiagndstico. Outros fatores como a viruléncia da cepa, tempo de acompanhamento dos
animais apés desafio experimental, raca do animal, local exato em que o parasito estava
presente na pele, podem também acarretar diretamente na evolucdo da doenca (Reis et al.,
2010).

Algumas variaveis como o local e tamanho/quantidade de pele coletado (podendo
ndo ter parasitos suficiente para a deteccdo) ou numero de flebotomineos por pool de
extracdo ou empregados no xenodiagnostico, bem como variagdes na extracdo do DNA ou
nos primers (kDNA - pele ou DNApolimerase - fleb6tomo) empregados na técnica de g°PCR
na pele de orelha e nos flebotomineos do xenodiagndstico podem estar relacionados a ndo
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concordancia dos dados encontrado entre a qPCR da pele de orelha e a qPCR do

xenodiagndstico.

De maneira geral, podemos observar nos diferentes estudos conduzidos pelo nosso
grupo de pesquisa (Aguiar-Soares et al., 2020; Aguiar-Soares, 2014; Relatério Final/bolsa
PIBIC/FAPEMIG 2016/2017; Relatério Final/bolsa PIBIC/FAPEMIG 2017/2018)
relacionados a poténcia/eficacia do candidato vacinal LBSap apds o desafio/infeccao
experimental com L.infantum em cées, que a vacina LBSap tem se mostrado um bom
candidato comparativamente entre as demais vacinas testadas. Temos demonstrado que a
vacina LBSap propicia aos cdes imunizados um reconhecimento e proliferacéo especifica
dos linfocitos T totais, bem como da sub-populacéo de linfécitos T CD8*, o que indica o
estabelecimento de mecanismos imunoprotetores potencialmente capazes de atuarem
contra a infecgdo por L. infantum e consequentemente na prevencdo da LVC ou na
diminuicéo da carga parasitaria. Também ja evidenciamos em cdes imunizados com LBSap
0 aumento da capacidade de linfécitos T CD8%em produzir a citocina IFN-y+ que é
relacionada ao controle do parasitismo por Leishmania infantum (Aguiar-Soares et al.,
2020; Relatorio Final/bolsa PIBIC/FAPEMIG 2016/2017). Para corroborar com esses
achados e hipdtese, foi observado (Aguiar-Soares, 2014; Relatério Final/bolsa
PIBIC/FAPEMIG 2017/2018) que a vacina LBSap foi capaz de reduzir a carga parasitaria
na medula 6ssea 46,9 vezes em relacdo a carga do grupo controle. No presente projeto a
Unica vacina que em ambas os alvos testados, tanto pele quanto nos flebotomineos, foi
negativo na qPCR para o DNA de Leishmania, foi o imunobioldgico LBSap, apresentando
100% de protecéo. Estes resultados demonstram o importante efeito da vacinagéo sobre a
infeccdo por L.infantum, sugerindo que este imunobiolégico teve agdo efetiva na reducéo
da carga parasitaria na pele a valores que impossibilitaram a transmissdo do parasito para o

inseto vetor, como observado no xenodiagndstico.
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VI. CONCLUSOES

Nesse estudo foi possivel evidenciar que a vacina LBSap foi capaz de levar a ndo
deteccdo do parasito de L.infantum na pele de orelha dos cées, seja pela gPCR diretamente
no tecido, seja indiretamente pelo xenodiagndstico. Este resultado indica, possivelmente,
que o repertorio antigénicos vacinal do imunobiolégico LBSap foi capaz de estimular o
sistema imune apos a vacinagdo e fazer com o sistema imune dos cées fossem capazes de
reconhecer e combater a infec¢do contra o parasito de L.infantum, impedindo, até o tempo
de avaliacdo estudado (12 meses apds a infeccdo experimental), o aparecimento ou
disseminagdo do parasito para a pele. A imunogenicidade vacinal, possivelmente,
conseguiu reduzir ou manter controlada a replicacdo parasitaria na pele, confirmando a
habilidade da vacinacdo com LBSap em manter a carga parasitaria em niveis baixos apos a
infeccdo experimental, ao ponto de ser capaz de bloquear a infeccdo para fleb6tomos apos

0 repasso sanguineo.

Dessa maneira, nossos resultados indicam que a vacina LBSap pode ser considerada
um candidato vacinal a prosseguir em ensaios clinicos de Fase 111 duplo-cego randomizado
em é&reas de alta endemia para leishmaniose visceral canina, a fim de avaliarmos sua
eficacia neste cenario. Os avancos cientificos obtidos neste campo representam ndo s6 um
passo significativo para os ensaios clinicos de fase | e Il em vacinas contra leishmaniose
visceral canina, mas também, um norte na obtencdo e desenvolvimento de uma possivel,
que possa ser empregada nas medidas de controle do Programa de Vigilancia e Controle da
Leishmaniose Visceral no Brasil.
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