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Resumo

Historico: As doencas virais representam uma
das principais causas de morbidade e mortalida-
de em filhotes caninos. Ha uma crenca entre os
medicos-veterinarios e até mesmo entre as ins-
tituicdes de ensino de que as vacinas produzidas
no Brasil contra o virus da cinomose canina (CDV),
o parvovirus canino (CPV) e o adenovirus canino
(CAV) sejam ineficazes ou apenas parcialmente
eficazes.

Objetivos: O presente estudo teve como objeti-
vo comparar a imunidade de duas vacinas poliva-
lentes em caes adultos na cidade de Uberlandia,
estado de Minas Gerais, Brasil.

Métodos: O estudo foi realizado na Associacao
de Protecao Animal da cidade, e um total de 60
cdes adultos sem raca definida foi selecionado e
dividido em dois grupos. O grupo A foi imunizado
com duas doses da vacina Elevencell®, enquanto
o grupo B recebeu duas doses de vacinaimporta-

dados Estados Unidos; cada grupo era composto
por 14 fémeas e 14 machos.

Resultados: No grupo A, a vacina Elevencell®
gerou um titulo de anticorpos protetores contra
0 CDV em 26 dos 28 animais (92,85%), o CPV em
24 dos 28 animais (85,71%) e o CAVem 26 dos 28
animais (92,85%). No grupo B, a vacina importada
dos EUA gerou um titulo de anticorpos proteto-
res contrao CDV em 22 dos 28 animais (78,57%),
o CPV em 21 dos 28 animais (75%) e o CAV em
25 dos 28 animais (89,28%). Nao houve nenhuma
diferenca estatistica entre os titulos gerados en-
tre os tipos de vacina para qualquer uma das trés
doencas testadas.

Conclusao: Os titulos da vacina Elevencell® ndo
foraminferiores aos da vacinaimportada dos EUA
ao conferir titulos protetores contrao CDV, o CPV
e o CAV, o que confirma a eficacia do produto fa-
bricado no Brasil.

Palavras-chaves: Brasil, virus caninos, metodo duplo-cego, imunogenicidade, vacinacao.
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l.Introducao

As doencas virais constituem uma das
principais causas de morbidade e mortalidade
em filhotes caninos. Nessa populacao canina,
ha uma maior prevaléncia de cinomose canina,
parvovirose e hepatite infecciosa canina (Vila
Nova et al., 2018). Embora essas trés doencas
sejam distintas do ponto de vista etioldgico, a
prevencao e possivel através da vacinacao com
vacinas vivas atenuadas ou recombinantes
(Day, Horzinek, Schultz, & Squires, 2016).

O virus da cinomose canina (CDV) induz a
diversos sinais clinicos, tais como febre, dispneia,
diarreia e disturbios neuroldgicos. Esses sinais po-
dem variar de acordo com o estado imunologico
do hospedeiro e da cepa do virus. Os filhotes ca-
ninos correspondem ao grupo mais suscetivel a
essadoenca e apresentam a maior taxa de morta-
lidade (Martella, Elia, & Buonavoglia, 2008).

A parvovirose € causada pelo parvovirus canino
tipo 2 (CPV-2) que se caracteriza pelo tropismo
por linhagens de células em rapida divisao e pode
acometer caes emdiferentes idades. Essa doenca
provoca uma infeccao entérica grave com diarreia
sanguinolenta, além de imunossupressao e altas
taxas de mortalidade. A incidéncia continua de en-
terite se deve a capacidade do virus em sofrer mu-
tacao, o que da origem a novas subespécies mais
resistentes e virulentas (Goddard & Leisewitz,
2010).

A hepatite infecciosa canina é uma doenca
viral sistémica em caes causada pelo adenovirus
canino tipo 1 (CAV-1). Esse virus tem tropismo por
hepatocitos e células endoteliais, 0 que pode causar
necrose hepatocelular e hemorragia sistémica. Filho-
tes caninos ndo vacinados sao 0s mais suscetiveis
a essa doenca e apresentam sinais clinicos ines-
pecificos, o que exige o diagnostico diferencial de
outras doencas como a cinomose canina (Decaro,
Martella, & Buonavoglia, 2008).

Existem diversas marcas de vacinas disponi-
veis No mercado, cujos protocolos de vacinacao
sao desenvolvidos pelos laboratorios fabricantes
ou estabelecidos por grupos de pesquisas cien-
tificas, tais como: o Comité Latino-americano de
Vacinologia em Animais de Companhia/Federacao
Ibero-americana de Associacoes Veterinarias de
Animais de Companhia (COLAVAC/FIAVAC, 2016)
e a Associacao Mundial de Clinicos Veterinarios
de Pequenos Animais (WSAVA) (Day et al., 2016).
Portanto, para selecionar uma vacina adequada e a
idade certa para a vacinacao, ¢ imprescindivel bus-
car orientacao veterinaria.

Ha uma crenca entre os medicos-veterina-
rios e ate mesmo entre as instituicdes de ensino
de que as vacinas produzidas no Brasil contra o vi-
rus da cinomose canina (CDV), o parvovirus canino
(CPV) e o adenovirus canino (CAV) sejam inefica-
zes ou apenas parcialmente eficazes. Contudo,
ndo ha dados cientificos publicados para apoiar
essa percepcao empirica.

Um estudo conduzido em Vicosa (Minas
Gerais, Brasil) demonstrou que o local onde a va-
cinacdo é realizada (clinicas veterinarias ou lojas
agropecuarias) ndo € um fator determinante para
O sucesso daimunizacao, mas sim a adesao ao es-
quema de vacinacao recomendado (Monti, Viana,
Dias, Moraes, & Salcedo, 2007).

A auséncia de pesquisas que proporcionem
uma melhor compreensao da eficacia das vacinas
fabricadas no Brasil pode influenciar a opiniao de
clinicos e tutores de pets no momento da escolha
do melhor imunogeno. Desse modo, o presente
estudo teve como objetivo comparar duas vaci-
nas comerciais, uma brasileira e outra importada,
quanto a eficacia contra trés doencas, a saber: ci-
nomose canina, parvovirose canina e hepatite in-
fecciosa canina.
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2.Materiais e métodos

2.1 Modelo de estudo

Este estudo consistiu em um ensaio compa-
rativo duplo-cego randomizado. Todos os procedi-
mentos foram avaliados e aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro Uni-
versitario do Triangulo (UNITRI) sob o numero de
protocolo 47/2017-2.

Os dados que apoiam os resultados deste
estudo estao disponiveis mediante solicitacao do
autor para correspondéncia. Os dados nao estao
disponiveis ao publico por restricoes éticas.

2.2 Descricao da amostra

Esse ensaio foi realizado na Associacao de
Protecao Animal (APA) da cidade de Uberlandia. A
APA é uma instituicao fundada em 1996 que possui
37 baias divididas em trés setores para caes, bem
como uma enfermaria com 10 baias para caes e
gatos, aléem de 2 gatis, totalizando 300 caes e cer-
ca de 70 gatos. Esses animais foram resgatados
das ruas, onde haviam sido abandonados, maltra-
tados ou mutilados (feridos).

Para o presente estudo, os critérios de inclusao
foram animais que ndo demonstravam sinais clini-
cos de cinomose, parvovirose e hepatite infecciosa.
Além de terem sido vermifugados, os animais in-
cluidos no estudo apresentavam um histoérico cli-
nico de mais de um ano dentro do abrigo e tinham
resultados negativos no teste colorimétrico para
os antigenos estudados. Foram excluidos os ani-
mais com alteracdo no exame fisico, idade inferior
a 3 anos ou superior a 10 anos, resultados positi-
VoS No teste colorimétrico ou alojados ha menos
de 1anono abrigo.

Foram selecionados 60 cades (erro amostral
de 12%), sendo metade deles (30) de machos e a
outra metade (30) de fémeas. Os animais estuda-
dos eram caes adultos sem raca definida entre 3 e
10 anos que receberam a mesma racao e agua ad
libitum (ou seja, a vontade) e viviam no mesmo setor
de baias.

Todos os animais foram submetidos a um
exame fisico completo e minucioso por um me-

dico-veterinario, a fim de verificar a presenca de
petéquias, ectoparasitas, organomegalia evidente
e quaisquer outras alteracdes que pudessem ser
identificadas no exame clinico e interferir nos re-
sultados.

Foi adotada a randomizacao estratificada por
sexo, selecionando 30 machos e 30 fémeas. Em
seguida, eles foram separados em blocos de dois
animais com duas sequéncias de intervencao. Para
garantir o cegamento do estudo, os pesquisado-
res nao tiveram nenhum contato com as vacinas
nem com os animais até o momento da vacina-
cao. As vacinas foram armazenadas, preparadas
e identificadas por um medico-veterinario con-
vidado que nao tinha conhecimento da finalidade
do ensaio clinico. Assim, tanto os animais como os
pesquisadores estavam “cegos” para o protocolo
utilizado na vacinacao.

Ao término do estudo, cada grupo era com-
posto de 15 machos e 15 fémeas. O grupo A
recebeu a V11 Elevencell Vac (vacina fabrica-
da no Brasil pela Labovet®), enquanto o grupo
B foi imunizado com uma vacina importada dos
Estados Unidos (Vanguard® Plus, Zoetis Inc.).

2.3 Vacinas

Uma das vacinas utilizadas neste estudo, cujo
nome comercial € V11 Elevencell Vac, contem anti-
genos de virus vivos atenuados de cinomose canina,
parvovirose canina, hepatite infecciosa canina (ade-
novirus tipo 1), adenovirose (adenovirus tipo 2), pa-
rainfluenza canina, coronavirose (antigeno de coro-
navirus inativado) e cinco sorotipos de Leptospira (L.
canicola, L. icterohaemorragiae, L. pomona, L. grippo-
thyphosa e L. copenhageni). A outra vacina usada no
estudo, importada dos Estados Unidos (Vanguard®
Plus), contém quatro sorotipos de Leptospira (L. ca-
nicola, L. pomona, L. gryppothyphosa e L. icteroha-
emorrhagiae), bem como antigenos de virus vivos
atenuados de cinomose canina, parvovirose canina,
adenovirose (adenovirus tipo 2) e parainfluenza cani-
na.

Ambas as vacinas foram armazenadas no mes-
mo local e selecionadas por terem uma formulacao
semelhante com virus vivos atenuados e bacterina.

O historico de revisdo por pares deste artigo estéa disponivel em https:/publons.com/publon/10.1002/vms3.274
© 2020 The Authors. Veterinary Medicine and Science Published by John Wiley & Sons Ltd

Este € um artigo de acesso aberto sob os termos da Creative Commons Attribution License, que permite o uso, a distribuicdo e a reproducao em qualquer
meio, desde que o trabalho original seja devidamente citado.



LABO

ET

PRODUTOS VETERINARIOS

2.Materiais e métodos )

2.4 Coletade amostrase
procedimentos de testes

As amostras foram coletadas em duas oca-
sides: dia O (também conhecido como DO ou fase
de pré-imunizacao) e dia 42 (D42, fase de pos-imu-
nizacao). Cada grupo (A e B) recebeu duas doses
de suas respectivas vacinas (Elevencell® ou a outra
vacina importada dos Estados Unidos, respectiva-
mente) por animal, com aplicacdo das doses em
intervalos de 21 dias, sequindo as Diretrizes de Va-
cinacao da WSAVA para caes adultos ndo vacinados
(Day etal., 2016). O esquema de vacinacao foi o se-
guinte:

- 12 Fase: Coleta de amostra sanguinea
e vacinacéo (Dia 0)

« 2°Fase: Vacinacdo (21 dias apos a 12 fase)

« 32 Fase: Coleta de amostra sanguinea
(21 dias apds a 22 fase)

As amostras de sangue foram coletadas na
veia cefalica ou safena e refrigeradas para aretracéo
do coagulo, seguida de centrifugacao e separacao
do soro. O soro foi armazenado a uma temperatura
de -22°C até arealizacdo dos testes.

2.5 Avaliacao daresposta vacinal

Todas as analises foram feitas no laboratoério
de Analises Clinicas da UNITRI. As respostas foram
avaliadas antes e depois da vacinacao, utilizando o
kit ImmunoComb® (Biogal Galed Labs), disponivel
no mercado. Esse kit baseia-se na fase solida de um
ensaio imunoenzimatico (tecnologia DOT-ELISA) e
destina-se a deteccao dos niveis séricos de IgG ou
IgM. O kit foi validado diante de testes com padrao
de exceléncia, tais como: ensaio de neutralizacao
viral e ensaio de inibicdo da hemaglutinacao.

Além disso, esse kit € um método quali e
quantitativo que fornece um diagndstico em até
30 minutos a temperatura ambiente (os melhores
resultados sao obtidos a uma temperatura entre
20-25°C) e consiste em: (a) placa reveladora com

72 pocos, contendo as solucdes para realizar o teste
ELISA; (b) cartdo ImmunoComb, o qual é inserido
nesses pocos e imerso nas solucdes para revelar o
titulo de anticorpos; (c) pipetas calibradas individual-
mente de 5,0 e 10,0 ul por amostra; (d) CombScale,
uma escala de cor para pontuar a intensidade da re-
acao (i. e., leitura do teste); e (e) pinca para perfurar
0S pocos da placa reveladora.

De acordo com o fabricante, a interpretacao
dos resultados do teste utiliza uma escala de cor de
S0 a S6. Existem quatro niveis de interpretacao: SO,
negativo; S1-2, imunidade inadequada; > S3, posi-
tivo; > S5, fortemente positivo. Todos os caes com
uma leitura igual ou superior a S3 foram classifica-
dos como imunizados ou protegidos. O mesmo ti-
tulo foi usado para todas as trés doencas.

O teste apresentou os seguintes valores de
especificidade (Sp) e sensibilidade (Se): CAV (93%
de Sp e 94% de Se); CPV (100% de Sp e 88% de Se);
CDV (92% de Sp e 100% de Se) (Biogal Galed Labs
Acs Ltd., 2016). O ponto de corte S3 indica uma
resposta significativa de anticorpos antiCAV (titulo
de 1:16 no ensaio de neutralizacdo viral), anticorpos
antiCPV (titulo de 1:80 no ensaio de inibicdo da he-

maglutinacao) e anticorpos antiCDV (titulo de 1:32
no ensaio de neutralizacdo viral).

2.6 Analise estatistica

Os dados de cada animal foram inseridos em
planilhas do programa Microsoft Excel versao 2013.
Por ser um teste em escala com distribuicao nao
normal, obteve-se a resposta mediana dos titulos
pos-vacinais e fez-se a comparacao pelo teste nao
parametrico de Mann-Whitney a um nivel de signifi-
cancia de 5%.

A estatistica descritiva foi utilizada para calcular
asfrequéncias dos animais imunizados, e as propor-
coes foram comparadas pelo teste binomial para
duas proporcdes, também a um nivel de significan-
cia de 5%. Todas as analises foram realizadas com
0 auxilio do programa BioEstat 5.0 (Ayres, Ayres Jr,
Ayres, & Santos, 2007).
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3.Resultados

Dos 60 animais selecionados e distribuidos ale-
atoriamente em dois grupos, apenas 56 foram anali-
sados, porque trés deles foram adotados durante o
ensaio clinico e um deles veio a dbito em consequén-
cia de um traumatismo nao relacionado a inscricao
no estudo. Dessa forma, cada grupo contou com 28
caes (14 cada).

Antes da imunizacdo, ambos 0s grupos de ani-
mais apresentaram resultados < 2 na escala colori-
meétrica, o que significa que todos eles eram candida-
tos aptos a participar do protocolo de vacinacao.

Ao analisar os titulos de anticorpos contra a ci-
nomose canina, 92,85% (26/28) dos animais perten-
centes ao grupo A estavam protegidos (i. e., comum
titulo> 3) e 78,57%(22/28) daqueles do grupo B fica-
ram protegidos; assim, ndo houve nenhuma diferen-
ca significativa entre os grupos (p = 0,12). Ambos os
grupos apresentaram uma resposta mediana igual a
3,5 na escala colorimétrica e, novamente, nao houve
nenhuma diferenca entre os grupos.

4.Discussao

Os ensaios randomizados representam uma
ferramenta poderosa para reduzir as subjetivida-
des ou parcialidades. A distribuicao randémica
(i. ., aleatdria) dos animais em grupos garante a
uniformidade entre eles. Somado a estratégia de
estudo duplo-cego, isso ajuda a evitar qualquer
subjetividade ou parcialidade que poderia favore-
cer um tratamento ou controle especifico (Olivei-
ra & Parente, 2010).

Embora ndo tenha sido demonstrada ne-
nhuma diferenca estatistica entre os titulos pro-
tetores conferidos pelas duas vacinas, uma pro-
porcao comparavel de animais ficou protegida
com avacina V11 fabricada no Brasil, o que refor-
ca a qualidade do produto, em comparacao com a
vacina importada dos Estados Unidos.

Diferentes fatores podem influenciar aindu-
cao de titulo protetor por uma vacina e explicar a
auséncia de uma resposta adequada em alguns

No que diz respeito a resposta frente ao par-
vovirus canino, o grupo A demonstrou um titulo
protetor > 3 em 85,71% (24/28) e o grupo B em
75% (21/28).Nao houve nenhuma diferenca esta-
tisticaentre os grupos (p=0,31). Ambos os grupos
tiveram uma resposta mediana igual a 4 na escala
colorimeétrica e novamente ndo houve nenhuma
diferenca entre os grupos.

Na analise de titulos de anticorpos contra o
adenovirus, o grupo A demonstrou um titulo prote-
tor>3em92,85% (26/28) e o grupo Bem 89,28%
(25/28); dessa forma, ndo houve nenhuma dife-
renca estatistica (p = 0,63). O grupo A apresentou
uma resposta mediana igual a 5,0 para a titulacao
colorimetrica e o grupo B demonstrou uma res-
posta medianaigual a 4,0. Contudo, essas diferen-
cas nao foram estatisticamente significativas.

A Tabela 1 mostra a frequéncia dos resulta-
dos do teste para ambos os grupos distribuidos
de acordo com a escala colorimétrica do teste
ImmunoComb®.

animais, tais como: condicdes de armazenamento,
estado nutricional do animal, titulos de anticorpos
maternos e imunogenicidade da vacina (Day et al.,
2016; Montietal., 2007).

Em relacéo as condicdes de armazenamento,
as vacinas utilizadas neste estudo foram armaze-
nadas de acordo com as diretrizes dos fabricantes e
as instrucdes normativas (IMA, 2012) a uma tem-
peratura entre 2 e 8°C em uma camara fria, o que
garante a qualidade dos produtos.

Outra causa comum de falha vacinal envolve
altos niveis de anticorpos maternos, capazes de
inibir ou neutralizar a acao da vacina (Nandi, Kumar,
Mohapatra, & Ravishankar, 2013). No entanto,
todos os animais vacinados neste estudo eram
adultos e, portanto, ndo houve nenhuma corre-
lacdo entre a falha da vacinacdo e a presenca de
anticorpos maternos.
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TABELA 1: Distribuicao dos resultados do teste ImmunoComb®,
de acordo com a escala colorimetrica por grupo estudado

GRUPOS

Escala Colorimétrica

Adenovirus Canino

1-2 2 3
3-4 9 13
5-6 17 12

Parvovirus Canino

1-2 4 7

3-4 14 12

5-6 10 9
Virus da Cinomose Canina

1-2 2 6

3-4 21 18

5-6 5 4

\_

Nota: Escala 1-2, imunidade inadequada; 3—4, positivo; 5-6, fortemente positivo. Todos os caes com lei-
turaigual ou superior a 3 foram considerados imunizados ou protegidos. Todos os caes com leituraigual a
1 ou 2 revelam a presenca de algumas células imunoldgicas de memaria contra o virus testado.

Ecto e endoparasitas também podem in-
fluenciar o efeito das vacinas, uma vez que esses
parasitas promovem a espoliacdo (extracdo) de
nutrientes do hospedeiro, causando fraqueza,
anemia, estresse acentuado e infeccoes bacte-
rianas secundarias (Bowman, Lynn, Eberhard, &
Alcarez, 2003). Trinta dias antes do inicio da vaci-
nacao, todos os animais foram vermifugados com
fembendazol, um anti-helmintico benzimidazo-
lico de amplo espectro contra endoparasitas, e
também receberam a fipronila para o controle de
ectoparasitas.

Além disso, no processo de selecao dos ani-
mais, foram excluidos do estudo aqgueles que se

apresentavam com apatia, perda de peso, mu-
cosas palidas, petéquias e ectoparasitas. Foram
empreendidos todos os esforcos para controlar
quaisquer variaveis gque pudessem interferir na
respostaimune de cada animal individualmente.

Para esse estudo, houve algumas limitacdes
que poderao ser abordadas no futuro. A falta de
recursos publicos e privados para a execucao do
projeto limitou os testes que poderiam ser realiza-
dos, tais como: hemograma completo, técnicas de
diagnostico porimagem para avaliacdo de organo-
megalia em figado e baco, bem como quantifica-
caoindividual de anticorpos por espectrofotome-
tria.
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5.Conclusao

Embora ambas as vacinas sejam eficazes na protecao dos caes, a V11 Elevencell
Vac fabricada no Brasildemonstrou ser umimundgeno adequado parainduzirauma
forte respostaimune emum ambiente altamente desafiador, como o abrigo da APA.
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