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RESUMO 

Até agora, a vacinação tem sido um mecanismo importante para o controle e prevenção de 

doenças infecciosas e o avanço da vacina levou a melhorias para a sobrevivência infantil, 

aumentando a expectativa de vida durante o século XX. No entanto, para algumas Doenças 

Tropicais Negligenciadas, como a doença de Chagas, não existem vacinas ou fármacos 

eficientes para prevenir e/ou tratar essas doenças. Causada pelo parasito protozoário 

tripanosomatídeo Trypanosoma cruzi, a doença de Chagas está entre os principais problemas 

de saúde na América Latina, com alerta do aumento de casos nos EUA e na Europa devido aos 

movimentos migratórios da população. O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a eficácia de 

vacinas baseadas em carboidratos como αGal e rhamnose, presentes na superfície de formas 

tripomastigotas do T. cruzi, acoplados ao bacteriófago modificado Qβ “vírus like particle”, em 

animais deficientes em α1,3-galactosyltransferase (αGalT-KO) que mimetizam o hospedeiro 

humano na produção de anticorpos anti-αGal. Para isso, primeiramente analisamos a diferença 

na resposta da infecção entre animais que possuem a enzima α1,3-galactosyltransferase (αGalT-

WT) e animais que não possuem essa enzima (αGalT-KO). Foi observado uma menor 

parasitemia e maior sobrevivência dos animais αGalT-KO. Em seguida, estes animais 

receberam doses da vacina contendo resíduos de αGal (Qβ-αGal), Rhamnose (Qβ-Rham), 

ambos (Qβ-αGal/Rham), glucose (Qβ-Glu), natural do organismo tanto humano quanto animal, 

e nenhum resíduo (Qβ), sendo estes dois últimos grupos considerados como controle. 

Posteriormente, os animais foram infectados com cepas de diferentes Discrete Typing Unit 

(DTU’s). Os resultados demonstraram que os animais que receberam a vacina contendo Qβ-

αGal foram capazes de reagir melhor a infecção, mantendo o peso corporal e uma menor 

parasitemia, menos ninhos de amastigotas e inflamação mais branda no tecido cardíaco e, 

consequentemente, uma maior sobrevivência quando comparados aos animais que receberam a 

partícula com outros resíduos ou nenhum resíduo. Este estudo com animais que simulam a 

resposta humana na produção de anticorpos anti-αGal, juntamente com o uso de antígenos 

capazes de ativar fortemente a sua resposta humoral e celular, pode ser a chave para o melhor 

entendimento do sistema imune durante a infecção, e assim, um importante passo para o 

tratamento mais eficiente da doença de Chagas. 

 

 

Palavras-chave: Doença de Chagas, vacina de carboidrato, animais α1,3-galactosyltransferase 

knockout, Qβ “vírus like particle”, αGal, Rhamnose 
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ABSTRACT 

So far, vaccination has been an important mechanism for controlling and preventing infectious 

diseases and the advancement of the vaccines has improved the child survival, increasing life 

expectancy during the twentieth century. However, for some Neglected Tropical Diseases, such 

as Chagas disease, there are no vaccines or effective drugs to prevent and/or treat the disease. 

Caused by the protozoan parasite Trypanosoma cruzi, the Chagas disease is among the main 

health problems in Latin America, warning of the increase in cases in the US and Europe, due 

to the migratory movements of the population. The main objective of this work was to evaluate 

the efficacy of carbohydrate-based vaccines such as αGal and rhamnose, present on the surface 

of trypomastigote forms of T. cruzi, coupled to the modified bacteriophage Qβ virus like 

particle, in α1,3-galactosyltransferase-deficient animals (αGalT-KO), which mimic the human 

host in the production of anti-αGal antibodies. For this, we first analyzed the difference in the 

infection response between animals that have the α1,3-galactosyltransferase enzyme (αGalT-

WT) and in animals that do not have the enzyme (αGalT-KO). We could notice a lower 

parasitemia and greater survival of the αGalT-KO animals. Then, these animals received doses 

of the vaccine containing residues of αGal (Qβ-αGal), Rhamnose (Qβ-Rham), both (Qβ-

αGal/Rham), glucose (Qβ-Glu) which is natural to both the human and animal organism and no 

residue (Qβ), the latter two as control groups. Subsequently, the animals were infected with 

strains of different Discrete Typing Unit (DTU's). The results demonstrate that animals who 

received the Qβ-αGal vaccine presented a better reaction to infection, maintaining a lower 

parasitemia and the body weight, fewer amastigotes's nests, a mild inflammation in the cardiac 

tissue and, consequently, a greater survival when compared to the animals that received the 

particle with other residues or no residue at all. This study with animals that simulate the human 

response in the production of anti-αGal antibodies, together with the use of antigens capable of 

strongly activating their humoral and cellular responses, may be the key to a better 

understanding of the immune system during infection, and thus, an important step towards a 

most efficient treatment for Chagas disease 

 

 

Keywords: Chagas disease, carbohydrate vaccine, α1,3-galactosyltransferase knockout 

animals, Qβ "virus-like particle", αGal, Rhamnosis 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Aspectos Gerais da doença de Chagas e Trypanosoma cruzi 

A tripanossomíase americana ou doença de Chagas (DC) é uma importante 

antropozoonose que acompanha a espécie humana e outras espécies de mamíferos desde a 

antiguidade e é ainda hoje uma das mais sérias doenças parasitárias do Brasil. Segundo a 

Organização Mundial de Saúde - WHO (WHO, 2015a), atualmente a DC encontra-se entre as 

17 infecções parasitárias que fazem parte das doenças tropicais negligenciadas. É uma infecção 

de caráter crônico, de difícil manejo e tratamento, além de apresentar uma importante carga de 

morbidade, incapacidade e mortalidade nos países da América Latina (OPAS, 2006), 

representando um alto impacto econômico devido ao alto custo das medidas de saúde pública 

para o controle do vetor, diagnóstico e tratamento dos pacientes e do impacto na produtividade 

e deficiência prematura dos indivíduos afetados (TARLETON et al., 2007; BERN & 

MONTGOMERY, 2009; HANFORD, 2007; LEE et al., 2010; REMME et al., 2006) além do 

impacto social e cultural (WHO, 2002) estando diretamente relacionada à pobreza. Fatores 

como migrações humanas não controladas, degradação ambiental, alterações climáticas, maior 

concentração da população em áreas urbanas e precariedade de condições socioeconômicas 

(habitação, educação, saneamento, renda, entre outras) são determinantes para a transmissão de 

T. cruzi   ao homem (DIAS, et al. 2016). 

Segundo a WHO (WHO, 2015), há aproximadamente 6 a 7 milhões de pessoas 

infectadas em todo o mundo, e a grande maioria presente na América Latina, principalmente na 

Argentina, Brasil, México e Bolívia (Figura 1), com aproximadamente 30.000 novos casos 

anuais devido à transmissão vetorial, e 70 milhões de indivíduos em risco de infecção em áreas 

endêmicas. A DC não está restrita à América Latina, repressões políticas e/ou estagnação 

econômica estimulam migrações de países endêmicos da DC para países mais desenvolvidos, 

fazendo com que a DC se tornasse um problema de saúde global (SCHMUNIS & YADON, 

2010; VILLANUEVA-LIZAMA., et al. 2018).  Apesar do Brasil ter recebido em 2006 a 

certificação de país livre da transmissão vetorial pelo Triatoma infestans, a epidemiologia da 

DC apresenta obstáculos para o controle efetivo da doença, com casos recentes de transmissão 

vetorial, comprovando a necessidade de se manter a vigilância epidemiológica no país 

(BORGES et al., 2006). 
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Figura 1 - Distribuição da Doença de Chagas no mundo (Fonte: Drugs for Neglected Disease initiative, site) 

  

 

Figura 2 - Representação esquemática do ciclo biológico do Trypanosoma cruzi. 1. O inseto vetor infectado, 

ao se alimentar com o sangue do hospedeiro vertebrado, libera próximo ao local da picada, tripomastigotas em 

suas fezes. Os tripomastigotas entram no hospedeiro através da ferida ou de mucosas intactas. 2. Dentro do 

hospedeiro, os tripomastigotas invadem as células próximas ao local de infecção, onde se diferenciam em 

amastigotas intracelulares. 3. Os amastigotas se multiplicam por divisão binária. 4. Se diferenciam em 

tripomastigotas, e são liberados na circulação como tripomastigotas sanguíneos. Estes parasitos podem infectar 

células de tecidos variados e se diferenciar em amastigotas repetindo o passo 3, ou 5; podem ser ingeridos pelo 

inseto vetor. 6. Os tripomastigotas ingeridos se transformam em epimastigotas no intestino médio do inseto. 7. Os 

parasitos se multiplicam 8. e se diferenciam em tripomastigotas metacíclicos no intestino posterior, estando pronto 

para reiniciar o ciclo (Fonte: adaptado de Center for Disease Control and Prevention).  
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O T. cruzi pode ser transmitido ao hospedeiro vertebrado por vários mecanismos, sendo 

que a transmissão vetorial ainda representa a de maior importância epidemiológica. Porém, a 

infecção pode ser adquirida também por transfusão sanguínea ou transplante de órgãos, via oral, 

transmissão congênita e acidentes de laboratório (BRENER, 1984; DIAS, 1992; WHO, 2002; 

DIAS et al., 2008; DIAS, 2009; NOBREGA et al., 2009; QUIJANO-HERNANDEZ, 2011) 

O T. cruzi é um protozoário flagelado da ordem Kinetoplastida e família 

Trypanosomatidae. É um organismo digenético necessitando de um hospedeiro vertebrado 

(mamífero) e um invertebrado (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae) para completar seu ciclo 

(Figura 2). Na transmissão vetorial, ocorre a deposição de formas tripomastigotas metacíclicas 

pelo triatomíneo através da urina e fezes no momento do repasto sanguíneo. Estas formas 

penetram na pele lesada ou na mucosa, infectando qualquer célula nucleada (BRENER, 1987). 

Os tripomastigotas desenvolveram complexos mecanismos de invasão celular que envolvem 

diferentes tipos celulares e interação com moléculas na superfície dessas células, eventos 

enzimáticos, sinalização celular mediada por cálcio (Ca2+) e alterações na membrana, no 

citoesqueleto e nas organelas, permitem a formação de um vacúolo parasitóforo contendo o 

parasito no interior da célula hospedeira (EPTING et al., 2010). O parasito entra por depressões 

da membrana formando uma vesícula parasitófora num processo dependente de lisossomos 

(YOSHIDA, 2006; YOSHIDA, 2008). Após a fusão dos lisossomos ao vacuolo parasitóforo, 

(fagolisossomo), por influência do pH ácido, os tripomastigotas no citoplasma se diferenciam 

em amastigotas que se multiplicam por sucessivas divisões binárias. Quando a célula tem seu 

citoplasma repleto de amastigotas estas se transformam em tripomastigotas, que após o 

rompimento da célula hospedeira podem infectar outras células adjacentes ou cair na corrente 

sanguínea, infectando tecidos mais distantes e iniciando um novo ciclo (BURLEIGH & 

WOOSLSEY, 2002; YOSHIDA, 2006). Manifestações clínicas podem resultar deste ciclo 

infeccioso. As formas tripomastigotas presentes na corrente sanguínea mantém a infecção 

crônica na maioria dos indivíduos, e podem ainda, ser ingeridas pelo triatomíneo durante o 

repasto sanguíneo. Após a ingestão pelo inseto vetor, fatores presentes no intestino médio 

anterior reduzem a população de tripomastigotas ingeridas. As tripomastigotas restantes se 

transformam em formas intermediárias, e em seguida em epimastigotas no intestino médio 

posterior (DIAS, 1933; Dias, 1934; FERREIRA et al., 2016). As epimastigotas ao atingirem a 

extremidade posterior do intestino, se ligam à parede do reto e diferenciam-se em 

tripomastigotas metacíclicas que são infectantes e não replicativas (DIAS, 1933; Dias, 1934; 

MINNING et al. 2009). No intestino posterior e no reto, as tripomastigotas metacíclicas livres 
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se misturam com o conteúdo da urina e fezes do vetor, sendo liberadas junto à estas, durante o 

ciclo de alimentação seguinte (DIAS, 1933; Dias, 1934; JIMENEZ, 2014).  

O curso da DC consiste inicialmente de uma fase aguda, que pode durar de 30-90 dias 

e é caracterizada pela presença de níveis geralmente elevados da parasitemia sanguínea, por 

sinais e sintomas quase sempre inespecíficos (CHAGAS, 1909; DIAS et al., 1956, PENNA et 

al., 2005) como: febre, mal-estar, mialgia, calafrios, náusea, vômitos, diarréia e enfartamento 

ganglionar e hepatoesplenomegalia o que dificulta o diagnóstico clínico precoce da infecção 

(GOLGHER & GAZZINELLI, 2004; ROCHA et al., 2007). Em infecções vetoriais, os sinais 

de porta de entrada do T. cruzi   são o chagoma de inoculação (quando a infecção ocorre pela 

pele) ou o Sinal de Romaña (quando ocorre através da mucosa ocular) (ROMAÑA, 1963; 

RASSI JR, RASSI & MARIN-NETO, 2010). Nesta fase da doença ocorre aproximadamente 

5% de mortalidade, que geralmente é resultante da infecção em crianças menores de dois anos, 

em decorrência de miocardite e meningoencefalite (BARRETT et al., 2003). 

Na maioria dos casos os sintomas desaparecem espontaneamente, sendo observada a 

redução da miocardite (BRENER, 1987). O parasitismo intenso, característico da fase aguda é 

controlado pela resposta imune do hospedeiro, estabelecendo uma infecção crônica com baixa 

parasitemia. Nessa fase é possível detectar anticorpos específicos por diferentes testes 

sorológicos e, em grande parte dos pacientes, os parasitos podem ser isolados por hemocultura 

ou xenodiagnóstico (WHO, 2013). Caso o indivíduo não receba tratamento adequado, este pode 

entrar em uma fase latente ou indeterminada, na qual a maioria dos parasitos são removidos da 

corrente sanguínea e dos tecidos e as pessoas infectadas evoluem para um estado de aparente 

equilíbrio parasito-hospedeiro, sem manifestações clínicas e alterações patológicas comuns à 

cronicidade da doença. No entanto, em alguns casos, estes pacientes podem vir a desenvolver 

problemas cardíacos e/ou digestivos. O paciente na fase crônica pode permanecer assintomático 

por muitos anos e passar a apresentar, ou não, as alterações cardíacas e/ou digestivas (BERN, 

2011). Cerca de 30% das pessoas cronicamente infectadas são susceptíveis ao desenvolvimento 

de alterações cardíacas e até 10% podem apresentar problemas digestivos, neurológicos ou mais 

de um desses sintomas (DIAS et al., 2016). Mesmo que uma parte das pessoas desenvolva as 

patologias da fase crônica, poucas pessoas infectadas morrem em decorrência da infecção 

(RODRIGUES et al., 2009). As pessoas cronicamente infectadas e assintomáticas apresentam 

um equilíbrio entre o número de parasitos no organismo e a resposta imunológica do 

hospedeiro, caracterizando o que seria considerado a situação ideal para a sobrevida do 

hospedeiro e do parasito (DUTRA et al., 2009). 
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1.2 Tratamento e vacinas na doença de Chagas 

A DC pode causar a morte devido à elevada carga parasitária na fase aguda ou à danos 

irreversíveis em órgãos como o coração, esôfago e cólon durante a fase crônica (FERRAZ et 

al., 2018). O caráter de negligência da DC é evidenciado pela limitação de opções terapêuticas, 

com a existência de apenas dois fármacos antiparasitários disponíveis: benzonidazol - BZ 

(agente derivado nitroimidazólico - Rochagan, Roche) e nifurtimox - NFX (composto 

nitrofurânico - Lampit, Bayer) (DIAS et al., 2016). Ambos tratamentos são altamente eficazes, 

desde que a terapia seja administrada no início da infecção e durante a fase aguda da doença, 

sendo o primeiro apresentando melhor segurança e eficácia (RASSI et al. 2010).  

As cepas CL e Colombiana do T. cruzi são naturalmente susceptíveis e resistentes ao 

tratamento com BZ (FILARDI & BRENER, 1987.; SOARES. et al. 2012). Diferenças na 

suscetibilidade a BZ e NFX entre cepas de T. cruzi   e no background genético do hospedeiro 

podem explicar variações no sucesso terapêutico (MURTA & ROMANHA, 1998, TOLEDO et 

al, 2004, SOARES et al., 2012). No entanto, pouquíssimos pacientes são diagnosticados neste 

estágio, visto que os sintomas são inespecíficos, ou por não ter acesso a um bom diagnóstico, e 

consequentemente, tratamento (BEAUMIER et al., 2016). Atualmente na América Latina, 

apenas o BZ está disponível para o tratamento da DC (FERRAZ et al., 2018).  

O tratamento com estes fármacos é recomendado em ambas as fases da DC, no entanto, 

apresentam baixo poder de cura na fase crônica, já que a eficácia deste medicamento diminui 

com o tempo de infecção, além de apresentar severos efeitos colaterais que podem resultar na 

interrupção do tratamento e ser contra indicado na gravidez e para pacientes com insuficiência 

renal ou hepática, fazendo com que até 20% dos pacientes não possam concluir o tratamento 

e/ou o abandonem por seus efeitos (URBINA, 2010; ALMEIDA & NAKAYASU, 2010; 

BEAUMIER et al., 2016; SALES JUNIOR et al., 2017). Considerando estes fatores, é 

necessária a tentativa de desenvolver intervenções terapêuticas mais eficazes contra o T. cruzi. 

Por apresentar um ciclo de vida complexo, envolvendo fatores inerentes ao parasito e 

aos hospedeiros vertebrados e invertebrados, que influenciam na evolução da doença, a DC 

representa atualmente um dos maiores desafios terapêuticos em medicina tropical. Esta 

complexidade também dificulta a formulação de uma vacina contra o parasito. A progressiva 

perda de visibilidade da DC, após ter a transmissão por Triatoma infestans considerada 

controlada em algumas áreas endêmicas veio a acentuar essa dificuldade (BERMUDEZ et al., 

2016) 
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Mesmo assim, estudos realizados acerca da viabilidade financeira da fabricação de uma 

vacina para DC na América Latina, mostraram ser altamente benéfica, proporcionando além da 

economia de custos, os benefícios para a saúde (MARTIN & TARLETON, 2004; LEE et al., 

2010). Além do impacto na saúde pública, a DC representa um fardo econômico global 

estimado em mais de US$ 7 bilhões anualmente (incluindo US$ 630 milhões em custos de 

cuidados de saúde) e mais de 800,000 anos de vida ajustados por incapacidade (LEE et al., 

2013). No entanto, não há nenhuma vacina disponível para a prevenção e/ou tratamento da DC 

humana crônica, apesar de numerosos estudos usando doses subletais ou cepas com virulência 

atenuada do parasito, formas culturais inativadas, frações celulares com antígenos purificados 

e vacinas de DNA que resultaram em graus variáveis de proteção, tendo em alguns casos a 

mortalidade pós desafio nula, mas sem evitar a parasitemia (RODRIGUES, 2017, SLATHIA 

& SHARMA, 2018). As recentes abordagens de vacinas de subunidades como proteínas 

recombinantes, vacinas de DNA e vacinas baseadas em epítopos, apresentam vantagens sobre 

a abordagem tradicional, como as vacinas vivas atenuadas. Estas vacinas, se baseadas em 

epítopos adequados, têm o potencial de proporcionar uma imunidade duradoura (SLATHIA & 

SHARMA, 2018).  

As dificuldades para o desenvolvimento desta vacina são aumentadas pela informação 

restrita sobre as proteínas expressas na superfície celular do parasito em diferentes estágios, 

cepas e linhagens filogenéticas (ALMEIDA & NAKAYASU, 2010). Além disto, o parasito 

apresenta uma forte variação na expressão de proteínas entre fases, cepas e linhagens 

filogenéticas, que podem resultar em extensa variação antigênica e restrita imunodominância 

de epítopos de células T, facilitando a evasão do parasito ao sistema imune do hospedeiro 

(ACOSTA-SERRANNO et al., 2007; JUNQUEIRA et al., 2010; RODRIGUES et al., 2009, 

SOUZA, 2009). O parasito apresenta também a superfície celular muito espessa e carregada 

negativamente (SOUTO-PADRON, 2002, LEE et al., 2010) o que constitui por si só uma 

barreira contra os mecanismos de defesa do hospedeiro, como o sistema complemento e 

anticorpos. 

As proteínas de superfície dos patógenos têm imensa importância para o desenho da 

vacina, pois são elas que irão acessar o sistema imunológico do hospedeiro, mesmo em casos 

de parasitos intracelulares. Com o avanço dos estudos em bioinformática, hoje reconhece-se 

como as principais famílias de proteínas de superfície as mucinas, proteínas ricas em amina, 

proteínas de superfície associadas à mucina, transialidase, GP63, cruzipaina e amastinas 

(SLATHIA & SHARMA, 2018). 
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Uma vacina para ter 100% de eficiência tem que possuir epítopos capazes de serem 

reconhecidos por toda população. Ou seja, a vacina deve induzir resposta protetora em toda 

população humana e essa resposta deve proteger contra as diversas “discrete typing units 

(DTUs) existentes do T. cruzi (RODRIGUES et al, 2009, DOMINGUEZ et al., 2011). 

Tradicionalmente, vacinas são produzidas com base na resposta imune de células B, 

especialmente aquelas contra bactérias e vírus. No entanto, o desenvolvimento de uma vacina 

baseada em células T contra formas evolutivas intracelulares como T. cruzi   é sugerido por ser 

mais eficiente, uma vez que pode eliminar células infectadas (TARLETON, 2005; PEREIRA-

CHIOCCOLA et al., 2003; ROBINSON & AMARA, 2005). O sucesso das vacinas baseadas 

em células T depende de dois tipos celulares: células T CD4+ e T CD8+. Células T CD4+ 

fornecem citocinas pró-inflamatórias (ex: IL-12, TNF-α) necessárias para a estimulação e 

proliferação de macrófagos, células B e T CD8+. Células T CD8+ (células T citotóxicas, CTLs) 

limitam a infecção por reconhecer e destruir células infectadas e por meio da secreção de 

citocinas que estimulam outras células do sistema imunológico (TRAVASSOS & ALMEIDA, 

1993). No entanto, é provável que a vacina ideal no caso da DC seja a combinação de uma 

resposta capaz de ativar sistematicamente tanto a resposta imune humoral (células B) quanto a 

imunidade celular (células T), uma vez que ambos, anticorpos líticos (KRAUTZ et al., 2000; 

BHATIA et al., 2004) e células T (RODRIGUES et al., 2009; TARLETON, 2005) 

desempenham um papel decisivo no controle da parasitemia. 

O sucesso das vacinas na indução da resposta imune protetora contra patógenos 

microbianos está associado à eficácia da captação dos antígenos da vacina pelas células 

apresentadoras de antígenos (APCs) como células dendríticas (DCs) e macrófagos. As APCs 

têm que internalizar os antígenos de vacinação e transportá-los para os linfonodos de drenagem 

regionais onde eles processam e apresentam os peptídeos antigênicos em moléculas MHC 

classe I e classe II, para a ativação de células T CD8 + e CD4 +, respectivamente 

(ZINKERNAGEL et al., 1997; BANCHEREAU & STEINMAN, 1998, ABDEL-MOTAL et 

al., 2009). 

Certos antígenos, como haptenos (moléculas tão pequenas que por si só não são capazes 

de induzir uma resposta imunológica) peptídeos curtos e carboidratos são nada ou pouco 

imunogênicos, a menos que conjugados à uma molécula transportadora que forneça o suporte 

estrutural para a apresentação do antígeno pelas células T, necessária para ativação e maturação 

das células B (McCLUSKIE et al., 2016). Partículas semelhantes a vírus bacteriófago Qβ - Qβ-

Virus Like Particle (Qβ-VLP) - são utilizadas como molécula transportadora. São formadas por 

múltiplos monômeros de proteínas de capsideo Qβ, retendo uma grande quantidade de RNA 
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bacteriano no núcleo da VLP. Este RNA bacteriano é capaz de ativar o sistema imunológico 

inato via receptor Toll like (TLR) 7 e 8 encontrado dentro dos endossomas de algumas células 

e são utilizadas para aumentar as respostas imunitárias de antígenos que são pouco ou nada 

imunogênicos (AKACHE et al., 2016). 

1.3 Epítopos αGal 

Os carboidratos apresentados na forma de glicoproteínas, glicolipídios, 

glicosaminoglicanos ou outros glicoconjugados são conhecidos há muito tempo por 

desempenhar papéis importantes em uma série de eventos biológicos (LIANG et al. 2008) 

O epitopo “αGal” é uma estrutura glicosídica única, com fórmula molecular Galα1-

3Galβ1-4GlcNAc-R (Figura 3), evolutivamente conservada em mamíferos não primatas e em 

macacos do novo mundo, estando ausente apenas em humanos, símios e macacos do velho 

mundo, que, como consequência, produzem anticorpos anti-αGal em grande quantidade 

(GALILI et al., 1987; GALILI et al., 1988a, MACHER & GALILI, 2007). Todos os mamíferos 

que sintetizam epitopos αGal são imunotolerantes e não podem produzir anticorpos anti-αGal 

(GALILI, 2013).   

 

Figura 3 - Estrutura química do resíduo αGal (Galα1-3Galβ1-4GlcNAc-R). (Fonte: ANRAKU et al., 

2017). 

A ausência deste epítopo é o resultado de um evento evolutivo que ocorreu a cerca de 

20-28 milhões de anos nos ancestrais dos primatas do velho mundo (Figura 4), acarretando na 

inativação da enzima α1–3-galactosyltransferase (α1,3GT) (MACHER & GALILI, 2007).  Esta 

enzima catalisa a transferência de um resíduo de galactose de um doador de açúcar, como o 

difosfato de uridina-galactose (UDP-Gal), através de uma ligação α1,3, para um terminal 

dissacarídeo exposto de N-acetillactosamina (Galβ1-4GlcNAc-R), suportada por uma 

glicoproteína ou um glicolipídio (Figura 5) (BLANKEN & VAN den EIJNDEN, 1985). Uma 

causa para esse evento pode ter sido a pressão evolutiva exercida por um agente infeccioso 

(vírus, bactéria ou protozoário no velho mundo - Eurásia e África) para a seleção de macacos 
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nos quais esses genes estavam inativados, ou seja, que produziam o anticorpo anti- αGal 

(GALILI, 2015). Esse evento evolutivo provavelmente foi um fenômeno epidemiológico 

catastrófico que se correlaciona com a quase completa extinção de hominóides, como indicado 

no registro fóssil. A inativação deste gene foi um caso único na evolução dos mamíferos, pois 

resultou na produção de grande quantidade de anticorpos que forneceria proteção imunológica 

contra patógenos como vírus encapsulados, bactérias e protozoários, prejudiciais aos primatas 

(GALILI, 2013). Portanto, o epítopo de α-Gal constitui um potente marcador de agentes 

externos na imunologia humana (GALILI, 2005). 

Alguns protozoários expressam o epítopo αGal em sua superfície, como T. cruzi   e 

Leishmania spp. (AVILA, ROJAS & GALILI, 1989), Plasmodium falciparum (RAMASAMY 

& RAJAKARUNA, 1997, CABEZAS-CRUZ et al, 2017) e Trypanosoma brucei (PINGEL et 

al., 1999). Segundo SOUTO-PADRON (1994), o epítopo αGal é encontrado em pequena 

quantidade nas formas epimastigotas, e em grandes quantidades em tripomastigotas e 

amastigotas de T. cruzi, o que explica a alta produção do anticorpo em indivíduos infectados.  

 

 

Figura 4- Evolução do gene α1,3GT, do epítopo α-Gal e do anticorpo natural anti- αGal em mamíferos, 

conforme ilustrado em uma árvore evolutiva esquemática. As linhas pontilhadas marcam o possível período 

evolutivo em que primatas ancestrais do Velho Mundo começaram a ser selecionados para a inativação do gene 

α1,3GT.  (Adaptado de: GALILI, 2015). 
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Figura 5 - Ilustração de epítopos α-Gal (marcados por retângulos de linhas tracejadas) sobre glicoproteínas 

(A) e sobre glicolipídios (B). Como ilustrado, os epitopos α–Gal, em ambas, são capazes de se ligar ao anticorpo 

natural anti- αGal. (GALILI, 2015). 

 

1.4 Epítopos Rhamnose 

Como o αGal, a rhamnose (Rham) é um carboidrato relevante biologicamente para o qual um 

grande segmento da população desenvolve imunidade. A Rham é um deoxi açúcar não 

observado em humanos, mas muito comum em micróbios e plantas (SHERIDAN et al. 2014). 

Há evidências crescentes de que, em vários fungos, os glicanos contendo Rham estão 

envolvidos em processos que afetam as interações patógeno-hospedeiro, incluindo adesão, 

reconhecimento, virulência e formação de biofilme (MARTINEZ et al., 2012). A Rham é 

caracterizada imunologicamente sendo um O-antígeno encontrado em uma variedade de 

bactérias (CHEN et al., 2011). O O-antígeno consiste em um esqueleto de carboidrato com 

cerca de 75% de Rham (KANG et al., 2016). Os oligossacarídeos Rham são unidades 

constituintes de carboidratos microbianos, heteroglicanos imunogênicos e lipopolissacarídeos, 

nos quais comumente funcionam como grupos imuno dominantes desses imunógenos (CHEN 

et al., 2011). A Rham é também um componente da membrana externa de bactérias do gênero 

Mycobacterium, que inclui bactérias causadoras da tuberculose. (CHEN et al., 2011).  Por causa 

de sua abundancia natural e simplicidade estrutural (Figura 6), a Rham parece ser uma boa 

alternativa para vacina de carboidratos. Estudo com parasitos já identificaram resíduos de L-

Rham em Trichomonas vaginalis (BASTIDA-CORCUERA et al., 2005; RYAN et al., 2011), 

epimastigotas de T. cruzi (TURNOCK & FERGUSON, 2007; ALLEN et al, 2013). No T. cruzi, 

a presença de manutenção das vias biossintéticas de múltiplos passos sugerem que este açúcar 
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pode desempenhar um papel importante na biologia do parasito (TURNOCK & FERGUSON, 

2007).  Foi encontrado em grande quantidade também em Neoparamoeba sp, uma ameba 

encontrada em salmões e causadora da doença das guelras amébicas (VILLAVEDRA et al., 

2010). Além disto, compostos retirados de plantas contendo estes epitopos se mostraram 

excelentes antimicrobianos e estudos in vitro mostraram atividade tripanocida contra o T. brucei 

(AYYARI et al. 2014) e ação protetora contra leishmaniose visceral em camundongos (NICO 

et al., 2012).    

 
Figura 6 -Estrutura química do resíduo Rhamnose (C6H12O5). (Fonte: CHEN et al., 2010). 

 

1.5 Anticorpos anti-αGal 

O sucesso do sistema imune depende em grande parte da presença de um repertório 

competente e bem equipado de anticorpos reconhecedores de carboidratos, que são a primeira 

linha de defesa contra patógenos e removem células e partículas disfuncionais ou malignas 

(CHENG, 1998; HUFLEJT et al., 2009). Essas imunoglobulinas podem pertencer aos isotipos 

IgG, IgM, IgA e IgD e são considerados anticorpos naturais, já que são encontrados no soro de 

indivíduos não imunizados, ou seja, fazem parte do sistema imune inato (HUFLEJT et al., 

2009). 

O anti-αGal é o único anticorpo natural que se sabe estar presente em grandes 

quantidades em todos os seres humanos (GALILI et al., 1984; ABDEL-MOTAL et al., 2009), 

constituindo cerca de 1% das imunoglobulinas e é encontrado como isotipos IgG, IgM e IgA 

(GALILI et al., 1984). Até 1% das células B humanas podem produzir anti- αGal; no entanto, 

a maioria dessas células são quiescentes e somente as células presentes ao longo do trato 

gastrointestinal produzem o anticorpo em resposta às bactérias ali presentes normalmente 

(GALILI et al., 1988).  Este reconhecimento ocorre em maior grau quando o indivíduo é 

infectados por T. cruzi, que quando não infectados (ALMEIDA et al., 1994; ASHMUS et al., 

2013).   
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É provável que a tolerância anti-αGal seja induzida em nível de desenvolvimento de 

células B na medula óssea, por deleção ou edição de receptor. Esse mecanismo é sugerido com 

base na observação de estudos em células B em indivíduos dos grupos sanguíneos A ou B, que 

apresentam estrutura antigênica semelhante ao epítopo α-Gal (GALILI, 2013). O anticorpo anti-

grupo sanguíneo B, está presente apenas nos indivíduos do tipo A e 0 e é majoritariamente da 

isotipo IgM. O anticorpo anti-αGal está presente nos soros de todos os grupos sanguíneos e é 

principalmente um anticorpo IgG (GALILI et al. 1984) 

O anticorpo anti-αGal é capaz de se ligar in vivo aos epítopos αGal em glicolipídeos e 

glicoproteínas da superfície celular (Figura 5) apresentando uma especificidade de ligação por 

terminais Galα1-3Gal (GALILI et al., 1985). A especificidade desse anticorpo está relacionada 

a todo conjunto que compõe o epítopo αGal, uma vez que se retirado o grupamento N-acetil do 

trissacarídeo, os anticorpos gerados possuem menor especificidade quando comparada ao 

epítopo intacto (ANRAKU et al., 2017). A elevada especificidade desses anticorpos pelo 

epítopo α-Gal elimina o caráter polirreativo observado naturalmente em alguns anticorpos. 

Uma vez que o anti-αGal humano se liga aos epítopos de αGal nas células, sua porção 

Fc se liga prontamente ao FcR III (CD64) nas CDs e macrófagos (Figura 7). Essa interação 

induz a fagocitose efetiva das células opsonizadas por anticorpos anti-αGal pelas APCs, 

conforme demonstrado em um estudo onde a absorção de ovoalbumina por APCs foi 

consideravelmente maior quando opsonizados por anti-αGal do que quando a endocitose ocorre 

aleatoriamente, aumentando assim a quantidade de células TCD4+ e TCD8+ específicas 

(ABDEL-MOTAL et al., 2009).  

 

Figura 7 - Esquema da resposta à vacina contendo antígeno de carboidrato mediada por anticorpos com 

imunogenicidade aumentada (Fonte: CHEN et al., 2010). 
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Na infecção por T. cruzi, a lise direta do parasito pelos anticorpos anti-αGal é um 

mecanismo de proteção na fase aguda (GAZZINELLI et al., 1991), no entanto, o parasito 

consegue escapar dessa destruição via anticorpo lítico, penetrando nas células do hospedeiro. 

Em indivíduos infectados por T. cruzi   observa-se um aumento dos títulos de anticorpos 

anti-αGal quando comparados com não-infectados (ALMEIDA et al., 1991; GAZZINELLI et 

al., 1991; GONZÁLEZ et al., 1995). Este aumento acontece progressivamente, de maneira lenta 

no início da infecção, com pico de produção no 30º dia de infecção (GRAUERT et al., 1993). 

Isto acontece devido a presença deste epítopo na membrana do tripomastigota do parasito 

(BRETAÑA et al., 1992), em GIPLs e lipofosfoglicanos (LPGs) (AVILA, ROJAS & GALILI, 

1989; ALMEIDA et al., 1994). Além disso, já foi mostrado em cultura de células VERO que 

formas intracelulares continuam a produzir e liberar GIPLs e LPGs contendo o epítopo α-Gal, 

podendo estimular o sistema imune para uma produção contínua de elevados títulos de 

anticorpos anti-αGal em pacientes chagásicos (SOUTO-PADRON et al., 1994). No entanto, 

quando o paciente é tratado com Benzonidazol no estágio inicial de cronicidade, seu título é 

consideravelmente reduzido sugerindo que eles também podem ser úteis para monitorar 

pacientes após o tratamento medicamentoso (DE MARCHI et al., 2011). Como o anti-αGal é 

um anticorpo muito abundante em humanos, ele pode ser aproveitado para usos clínicos, como 

desenvolvimento de vacinas anti-tumorais autólogas, aceleração de cicatrização de feridas e 

provavelmente na regeneração de miocárdio isquêmico, tecido nervoso lesionado e outras 

lesões internas (GALILI, 2013b). 

1.6 Anticorpos anti-Rhamnose 

Estudos para determinação do perfil de anticorpos do soro humano constataram que 

além dos anticorpos anti-αGal existem vários anticorpos anti-carboidratos inesperados em 

níveis relativamente elevados (OYELARAN et al., 2009; HUFLEJT et al., 2009; SARKAR et 

al., 2010; LI et al., 2017), aumentando o leque de possíveis antígenos vacinais. Entre eles estão 

anticorpos anti-mono-Lrhamnose (anti-Rham), monossacarídeo desoxi simples não expresso 

em células humanas, mas prevalente em micróbios e plantas.  

O anti-Rham é altamente específico para o antígeno e formam complexos relativamente 

estáveis (LI et al., 2016).  Elevados títulos foram relatados para uma grande coleção de amostras 

de soro de vários indivíduos de diferentes faixas etárias (SARKAR et al., 2010) indicando que 

o Rham pode ser um bom antígeno para o recrutamento de anticorpos e ativação da 

citotoxicidade celular mediada pelo complemento (LI et al., 2016).  Um estudo realizado com 
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pools de soros humanos e murinos confirmou a alta taxa de IgG e IgM anti-Rham, sendo no 

caso dos humanos, os títulos de IgG anti-Rham podem ser até quatro vezes maiores que os 

títulos de IgG anti-αGal (CHEN et al., 2011, SHERIDAN et al. 2014). A observação de que 

estes anticorpos anti-Rham apresentam pools de IgG e IgM sugere que eles têm capacidade de 

ativar a imunidade humoral e celular. No entanto, o título de anti-Rham em camundongos é 

naturalmente baixo, a não ser que estes sejam imunizados, nesse caso, são capazes de mimetizar 

o aumento de anticorpos que acontece nos humanos (CHEN et al., 2011; SHERIDAN et al. 

2014; KANG et al., 2016; LI et al., 2016; KARMAKAR et al, 2016; LI et al., 2017).   

KARMAKAR e colaboradores (2016) desenvolveram uma vacina a partir de lipossomas 

e Rham e após imunização de camundongos C57/BL6 WT, o resultado sugere que o epítopo de 

Rham na vacina pode formar imunocomplexos com os anticorpos anti-Rham in vivo, seguido 

por captação eficiente de antígeno em CDs, levando à reação cruzada em moléculas de MHC 

classe I. Neste caso, foi possível induzir células TCD8+ e ainda gerar resposta humoral, 

enquanto que apenas Rham apresentou uma fraca reação cruzada. Com base nisto, a Rham, 

juntamente com o αGal se mostraram excelentes candidatos para o desenvolvimento de 

estratégias no recrutamento imunológico. 

1.7 Qβ - Virus Like Particle (Qβ-VLP) 

Os carboidratos são geralmente pouco imunogênicos e, em geral, os epítopos de 

carboidratos sozinhos não ativam as células T auxiliares (SARKAR et al., 2010) portanto, é 

necessário para o desenvolvimento de uma vacina de carboidrato, um método que melhore sua 

imunogenicidade. 

As partículas semelhantes a vírus (VLPs) são estruturas macromoleculares derivados do 

bacteriófago Qβ e têm sido usados extensivamente como plataformas biomoleculares, por 

exemplo, nanotransportadores e vacinas (HOVLID et al., 2014; LEUNG et al., 2017).  Para 

aumentar a imunogenicidade em vacina viral não replicantes de antígenos, tenta-se imitar as 

propriedades do patógeno em questão. Como exemplos temos a vacina “Inflexal” contra o vírus 

da Influenza, que é um virossoma que incorpora a proteína hemaglutinina viral em lipossomas, 

e a vacina “Engerix B” contra hepatite B que apresenta características de VLP e lipossomas, 

pois durante o processo de automontagem, os lipídeos são incorporados às partículas acinas 

para Influenza A (H1N1) (LOW et al., 2014), 

Uma das plataformas disponíveis para apresentação de antígenos vacinais que mais se 

assemelha às propriedades do vírus são as VLPs que também podem ser usadas para exibir 
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antígenos que não estão relacionados com o próprio VLP, e, portanto, podem induzir respostas 

de anticorpos ao antígeno escolhido. A superfície altamente repetitiva dos VLPs induz uma 

potente resposta com anticorpos e os antígenos exibidos nestas VLPs assumem uma 

imunogenicidade semelhante à das partículas (BACHMANN & JENNINGS,2010). Devido à 

essa elevada densidade de epítopos em sua superfície, podem ser reconhecidos e apresentados 

ao sistema imunológico por células apresentadora de antígenos, estimulando assim a imunidade 

humoral e celular de forma eficaz através de vias semelhantes à dos patógenos originais 

(KELLER et al., 2010). No entanto, os adenovírus não são capazes de integrar o seu DNA ao 

cromossomo da célula hospedeira.  Outro aspecto importante destas partículas é que elas podem 

ser altamente estáveis frente às variações de temperatura, pH e composição do solvente 

(ASHCROFT et al., 2005; JOHNSON et al., 2007), podendo passar por modificações químicas 

e mesmo assim manter muitas características de suas moléculas biológicas originais (FIEDLER 

et al., 2012). Esta característica é muito importante em casos de pandemias, já que as VLPs 

podem ser armazenadas e apenas o antígeno de escolha precisa ser produzido e conjugado à 

partícula (LOW et al., 2014). VLP mostrou ser promissor em estudos em andamento, como o 

caso da vacina contra o Mal de Parkinson e doença de Alzheimer. Estas vacinas se apresentam 

como uma ferramenta ideal para atingir moléculas aberrantes já que são capazes de aumentar 

as respostas de anticorpos contra auto-antígenos, com segurança e excelente tolerabilidade 

(DOUCET et al., 2017).  

VLPs são sistemas de automontagem que formam espontaneamente partículas em forma 

de vírus após a expressão de uma ou várias proteínas virais e sua simetria reflete a simetria 

original do vírus. Proteínas de envelope Qβ montam VLP icosaédricas (BACHMANN & 

JENNINGS, 2010) compostas de subunidades proteicas geneticamente controladas com altos 

graus de polivalencia, grande estabilidade e tamanho e forma monodispersos (RHEE et al., 

2012; HOVLID et al., 2014). VLPs não podem replicar, devido a ausência de replicase e ácidos 

nucléicos, não apresentando riscos à saúde do indivíduo. Esta característica é obtida através da 

recuperação somente de proteínas estruturais do capsídeo com retirada do material genético, ou 

pela expressão de proteínas estruturais de forma heteróloga (SCHWARZ & DOUGLAS, 2015). 

No caso do Qβ-VLP, ocorre o agrupamento espontâneo destas partículas ao redor de fragmentos 

de RNA ou DNA na presença de estruturas polianiônicas. Cada Qβ-VLP contém 180 

subunidades e uma seleção aleatória de diferentes espécies de RNA derivadas de Escherichia 

coli (E. coli) (BACHMANN & JENNINGS,2010; LOW et al., 2014).  Este RNA pode ser 

substituído de modo a manipular o estímulo TLR dado às VLPs (BACHMANN & 

JENNINGS,2010). VLPs variam em tamanho entre 20-200nm, o ideal para a captação e trânsito 
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rápido para os órgãos linfóides, onde podem interagir com linfócitos B e outras células 

apresentadoras de antígenos (KHAN et al., 2015). Dessa forma, as VLPs oferecem as vantagens 

de uma partícula viral, mas sem o risco da doença, se mostrando uma alternativa promissora 

para o desenvolvimento de agentes terapêuticos ou de diagnóstico, apresentando antígenos e 

estimulando o sistema imunológico (SCHWARZ & DOUGLAS, 2015). 

O Qβ-VLP tem sido utilizado com segurança em alguns ensaios clínicos em humanos. 

Temos exemplos de vacina antitabagismo com o Qβ ligado à nicotina, produzindo anticorpos 

que, em grande quantidade, impedem que a nicotina ultrapasse a barreira hematoencefálica 

(MAURER & BACHMANN, 2006; CORNUZ et al., 2008). Um experimento piloto mostrou 

que a vacina AngQb reduziu a pressão arterial sanguínea (AMBÜHL et al., 2007). Até o 

momento temos vacinas humanas licenciadas à base de VLPs contra três doenças causadas por 

infecções virais: hepatite B, câncer do colo de útero, causado por Papilomavírus Humano 

(HPV) e hepatite E (Zhang et al., 2015).   

Trabalhos com modelos experimentais mostraram possibilidades de vacinas para a 

prevenção de doenças inflamatórias com o uso de Qβ-TNF (SPOHN et al., 2007), de obesidade, 

com o Qβ ligado à peptídios gástricos inibitórios (FULURIJA et al., 2008) e malária, com o Qβ 

ligado à proteína circunsporozoíta (CSP) (KHAN et al., 2015). Já está em analise vacinas com 

ações antitumorais, como as baseadas em GM2 e TACA (YIN et al., 2016; SUNGSUWAN et 

al., 2017), além de pesquisas de vacinas Qβ-VLP baseadas em αGal para leishmaniose pelo 

grupo (MOURA et al., 2017) 

1.8 Animais geneticamente deficiente para a enzima α-1,3-galactosiltransferase 

Um grande problema clínico no transplante de órgãos é a escassez de doadores humanos 

e os efeitos colaterais do uso prolongado de drogas imunosupressoras. O xenotransplante de 

porcos em humanos surgiu como uma solução viável para este problema (ONZUKA et al., 

2008).  Anticorpos anti-αGal são os anticorpos primários responsáveis pela rejeição hiperaguda 

(HAR) de órgãos não humanos (porcinos) em humanos, sendo o principal obstáculo para 

transplantes interespécie.  Esta rejeição ocorre quando os anticorpos anti-αGal preexistente 

induz uma rápida destruição do enxerto por meio do complemento. (GALILI, 1993b. 

POSEKANY et al., 2002). Os modelos experimentais utilizados para estudar a rejeição de 

xenoenxertos mediada por anticorpos anti-αGal são os primatas do Velho Mundo (COWAN & 

D’APICE, 2003) que, assim como os humanos, não possuem a enzima α1,3GT responsável 

pela síntese do epítopo α-Gal e consequentemente não possuem anticorpos anti-αGal (GALILI 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28935111
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et al., 1988a). No entanto, questões éticas e alto custo de manutenção fizeram com que os 

pesquisadores (TEARLE et al., 1996) desenvolvessem um modelo animal de melhor manejo, 

manutenção e custo para este estudo (COWAN & D’APICE, 2003). 

Camundongos C57/BL6 α1,3GT geneticamente deficientes foram gerados a princípio 

por meio da interrupção do gene da enzima α1,3GT em células estaminais embrionárias, com o 

intuito de testar se a deficiência deste epítopo afetaria a fertilidade desses animais (THALL, 

MALÝ & LOWE, 1995).  Animais geneticamente deficientes para o gene da enzima α1,3GT 

continuam férteis quando comparados a animais α1,3GT selvagens, indicando que o epítopo 

Galα1-3Gal não é essencial para a fecundação nesta espécie, sendo assim, possível gerar um 

modelo animal ideal para estudar abordagens que possam diminuir a HAR dependente de 

anticorpos anti-αGal nos transplantes de órgãos (THALL, MALÝ & LOWE, 1995). 

Posteriormente um outro grupo de pesquisa interrompeu o exon nove do gene da enzima 

α1,3GT, que codifica para um domínio catalítico dessa enzima. Os camundongos nasceram 

viáveis e férteis (TEARLE et al., 1996). Não se sabe ao certo o papel deste epítopo no 

organismo do animal, mas a única consequência fenotípica observada foi a catarata (TEARLE 

et al., 1996; DAHL et al., 2006) além da expressão de diferentes proteínas com funções variadas 

(THORLACIUS-USSING et al., 2013). Além de estudos envolvendo transplantes de órgãos, 

esses animais têm sido utilizados também para o desenvolvimento de terapias contra o câncer 

(UNFER, HELLRUNG & LINK Jr, 2003; POSEKANY et al., 2004; DERIY et al., 2005; 

ROSSI et al., 2005; ROSSI et al., 2008; ABDEL-MOTAL, WIGGLESWORTH & GALILI, 

2009b) e em estudos de aceleração da cicatrização de queimaduras e feridas (GALILI, 

WIGGLESWORTH & ABDEL-MOTAL, 2010; WIGGLESWORTH et al., 2011; GALILI, 

2017). 

Um estudo executado pelo nosso grupo relacionou a exposição à picada do carrapato 

Amblyoma sculptum (o principal carrapato que infesta seres humanos no Brasil) e a produção 

de IgE específica anti- αGal à alergia à carne vermelha no Brasil. Neste estudo, camundongos 

α1,3GT-KO e o Qβ-VLP apresentando cerca de 540 epítopos de α-Gal foram utilizados para 

investigar a presença α-Gal na saliva deste carrapato (ARAÚJO et al., 2016). Estes animais 

α1,3GT-KO também foram usados para verificar se a produção de anticorpos anti- αGal que 

ocorre quando expostos à bactéria E. coli, contribui para a defesa natural contra o Plasmodium 

spp., tendo sido evidenciado uma resposta imunológica protetora desencadeada pela microbiota 

intestinal do animal contra a transmissão do parasito (YILMAZ et al., 2014).  
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Em humanos, um dos principais mecanismos de defesa contra o T. cruzi é o 

direcionamento de anticorpos líticos que apresentam especificidade para o terminal α-Gal dos 

tripomastigotas (ALMEIDA et al., 1991; GAZZINELLI et al., 1991). Segundo RODRIGUES 

(2017), uma das prerrogativas de uma vacina profilática ideal é que ela seja testada em modelos 

que mimetizem a patogenia e a resposta imune do homem, caso contrário, a vacina efetiva para 

a DC experimental pode não significar efetividade na DC humana. No entanto, estudos sobre a 

infecção experimental pelo T. cruzi são realizados em animais α1,3GT-WT que não mimetizam 

a resposta imune desencadeada após a infecção. Estes estudos podem não esclarecer a 

participação dos anti-αGal, que seria um dos principais mecanismos protetores contra o 

parasito, evidenciado pela produção abundante de anticorpos anti-αGal (ALMEIDA et al., 

1991; GAZZINELLI et al., 1991; GONZÁLEZ et al., 1995; LaTEMPLE & GALILI, 1998; 

CHIANG et al., 2000). Por este motivo o animal α-1,3-galactosiltransferase KO foi escolhido 

para desenvolvimento deste estudo. 
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2 JUSTIFICATIVA 

O tratamento de primeira escolha da DC no Brasil atualmente baseia-se no emprego do 

BZ, que apesar de ser altamente eficaz na fase aguda da infecção, tem eficácia parcial na fase 

crônica, além de apresentar efeitos colaterais (DIAS, 1992; MURTA & ROMANHA, 1998; 

WHO, 2002; URBINA & DOCAMPO, 2003; ANDRADE et al., 2004). Além disso, isolados 

de T. cruzi   resistentes ao BZ já foram relatados (UPHOFF & DREXLER, 1998). Juntamente 

a este fato, ainda não existe vacina humana ou imunoterapia para prevenir ou tratar os pacientes 

na fase crônica da doença. Sendo assim, há uma grande necessidade de desenvolver uma vacina, 

assim como novas drogas e intervenções terapêuticas para a DC.  

Embora vários estudos tenham sido realizados utilizando modelos animais diferentes 

que reproduzem alguns aspectos da doença, modelos experimentais que demonstrem 

simultaneamente os aspectos parasitológicos e clínicos em associação com aspectos 

imunológicos ainda são necessários (PEREIRA et al., 2014). Muitos estudos de infecção 

experimental pelo T. cruzi são realizados com animais que não representam de maneira real a 

resposta imune desencadeada após a infecção, quando comparadas às respostas de humanos 

infectados. Com excessão de seres humanos e primatas não humanos do velho mundo, 

camundongos e todos os outros mamíferos expressam glicanos αGal em suas células e tecidos, 

sendo, portanto, tolerantes ao epitopo αGal na produção de anticorpos. Com o objetivo de 

superar esse problema, a utilização de camundongos geneticamente modificados para não 

expressarem epítopos αGal por interrupção da enzima UDP-galactose: beta-D-galactosil-1,4-N-

acetil-D-glucosaminide alfa-1,3-galactosiltransferase (αGalT-KO), pode contribuir como um 

modelo mais próximo aos seres humanos em relação à resposta imune e desenvolvimento da 

doença na infecção pelo T. cruzi (CAMARGO, 1964).  

Em indivíduos infectados pelo T. cruzi observa-se um aumento dos títulos de anticorpos 

anti-αGal em indivíduos infectados, quando comparados com não-infectados (ALMEIDA et al., 

1991; GAZZINELLI et al., 1991; GONZÁLEZ et al., 1995). Isto acontece devido a presença deste 

epitopo na membrana do tripomastigota do parasito (BRETAÑA et al., 1992), em GIPLs e 

lipofosfoglicanos (LPGs) (AVILA, ROJAS & GALILI, 1989; ALMEIDA et al., 1994). Este 

anticorpo é responsável pela a lise direta do parasito, um importante mecanismo de proteção na fase 

aguda da DC (GAZZINELLI et al., 1991). Outro carboidrato presente na superfície do 

tripomastigota de T. cruzi capaz de induzir produção de anticorpos é o Rham. Uma análise 

profunda da resposta destes animais após a infecção com diferentes isolados de T. cruzi 

certamente contribuirá para os próximos passos no estudo de novos mecanismos para o 



 

22 

 

 

desenvolvimento de vacinas e tratamentos da DC. Estes carboidratos foram reconhecidos e 

selecionados por micro-arranjos dentre 406 carboidratos de T. cruzi expostos em placas de 

ELISA de fluorescência. 

O estudo de imunogenicidade e vacinal contou com epítopos de glicano altamente 

imunogênicos, contendo αGal e/ou Rhamnose sintéticos acoplados a uma partícula viral modificada 

VLP “vírus like particle”, elaborada por Alexandre Marques e produzido por M.G. Finn, do 

Instituto de Tecnologia da Georgia, EUA. Estas partículas incorporam características 

imunológicas importantes de vírus, que incluem a indução da imunidade inata através da 

ativação de receptores (PRRs) de PAMPs (Padrão de reconhecimento Molecular de patógenos). 

VLPs podem ser utilizadas para apresentar epítopos estranhos ao sistema imune, sendo capazes 

de melhorar a exposição do epítopo acoplado, permitindo uma ligação diferencial e mais 

específica, se consolidando como uma plataforma vacinal segura e eficaz para induzir potente 

respostas de células B e T. Elas transportam a informação genética de forma não replicativa e 

são interessantes por poderem ser produzidas em grande escala e a baixo custo. Durante a última 

década, três vacinas profiláticas VLPs foram registradas para uso humano, enquanto outras 12 

vacinas entraram em desenvolvimento clínico (GARY & MARTIN, 2008).  

Este estudo tem o potencial para criar a base experimental em um modelo de animais 

semelhantes na resposta imune humoral de seres humanos para o desenvolvimento da primeira 

vacina humana eficaz para impedir a DC. Além disso, a vacina também pode ter efeito 

terapêutico em indivíduos infectados com T. cruzi.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Geral 

 

Avaliar a eficácia de vacinas virais constituídas por carboidratos presentes na superfície de 

formas tripomastigotas do T. cruzi, como αGal e Rham, acoplados ao bacteriófago modificado 

Qβ “vírus like particle”, em animais geneticamente deficientes para α1,3-galactosyltransferase  

(αGalT-KO). 

 

3.2 Específicos 

 

 Avaliar diferenças na resposta frente à infecção dos animais selvagens e geneticamente 

deficientes para α1,3-galactosyltransferase  

 

 Avaliar a imunogenicidade da vacina Qβ(α-Gal)180 em animais αGalT-KO 

 

 Confirmar a especificidade da ligação dos anticorpos anti-αGal pela remoção do resíduo 

terminal αGal.  

 

 Determinar a dose da vacina de Qβ-αGal  

 

 Imunizar os animais αGalT-KO com partículas vacinais contendo, αGal, rha, αGal/rha ou 

Glu  

 

 Desafiar esses animais com as cepas Colombiana e clone Cl-Brener   

 

 Avaliar a parasitemia, peso, sobrevivência, níveis de anticorpos anti-αGal, análise semi-

quantitativa da inflamação e ninhos de amastigotas   
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Delineamento experimental 

4.1.1 Avaliação do modelo experimental 

Com o intuito de analisar se os animais modificados apresentam diferença na resistência 

à infecção quando comparados aos animais selvagens, foram formados grupos de três animais 

selvagens (α1,3GT-WT) e três animais geneticamente deficientes (α1,3GT-KO). Ao atingirem 

seis semanas de vida estes animais foram infectados com diferentes concentrações (104, 105 e 

106) das cepas Y e Colombiana. A parasitemia da cepa Y foi realizada diariamente, do 5º ao 

20º dia pós infecção (DPI), e a necrópsia ocorreu com 50 DPI. Já a cepa Colombiana foi 

acompanhada de quatro em quatro dias, do dia 12º ao 60º dia pós infecção, quando ocorreu 

também a necrópsia dos animais, como mostrado na Figura 8: 

 

Figura 8 - Avaliação do perfil de resistência à infecção com cepas Y e Colombiana entre os animais selvagens 

(WT) e geneticamente deficientes para α-1,3-galactosiltransferase 

 

4.1.2 Avaliação da imunogenicidade da vacina Qβ(α-Gal)180 

Para avaliar a eficiência da partícula nos animais deficientes na enzima α1,3GT e, 

consequentemente na produção de anticorpos ánti-αGal, um grupo de 5 animais foi imunizado 

com doses semanais por 3 semanas do Qβ apresentando ou não (grupo controle) 180 moléculas 

de α-Gal [Qβ(αGal)180]. Estes animais foram infectados com 106 formas tripomastigotas 

sanguíneo da cepa Y. A parasitemia e peso foi analisada diariamente entre os dias 5 e 22. Estes 

animais tiveram o sangue recolhido para o acompanhamento dos níveis de anticorpos anti- αGal 

uma semana após a imunização, com 20 dias de infecção e ao final do experimento, com 145 

DPI, quando também foi colhido o coração para análise histológica. (Figura 9). 
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Figura 9 – Análise da imunogenicidade da partícula Qβ-VLP com 180 resíduos do carboidrato αGal 

acoplados [Qβ(αGal)180] 

 

 

4.1.3 Confirmação da especificidade do anticorpo IgG anti-αGal 

Percebendo o aumento dos anticorpos após a imunização e com a chegada de um novo 

lote da partícula, agora contendo 540 resíduos de αGal, foi feita a conferencia da especificidade 

desses anticorpos para saber se é anti-αGal ou anti-Qβ. Foram formados grupos de três animais 

que receberam três doses semanais de Qβ-αGal, Qβ-Glu ou PBS. Uma semana após a 

imunização, foi coletado o sangue dos animais para a conferencia da especificidade (Figura 

10).  

 

Figura 10- Confirmação da especificidade do anticorpo produzido após imunização com 540 resíduos de 

αGal acoplados à Qβ-VLP 
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4.1.4 Determinação da dose de Qβ-αGal a ser administrada 

Comprovando a presença de anticorpos após a imunização, o próximo passo foi 

determinar a melhor dose do Qβ(αGal)540 a ser administrada. Para isso foram usados  12 animais  

α1,3GT-KO . Estes animais receberam  três doses semanais de  2,5μg, 5μg  e 10μg ou PBS 

como controle.   

Os animais foram infectados com  104 ft da cepa Y do T. cruzi   e eutanasiados com 33 

dias de infecção (DPI). Foi feito o acompanhamento da parasitemia, peso corporal e 

sobrevivência, e no momento da eutanásia foi coletado o coração para as análises da carga 

parasitária e análise histológica com relação à inflamação, fibrose e presença de ninhos de 

amastigotas. O sangue foi recolhido para o acompanhamento dos níveis de anticorpos anti-αGal 

uma semana após a imunização, e ao final do experimento (Figura 11). 

 

Figura 11: Determinação da dose de imunização da vacina contendo partículas Qβ-VLP com 540 resíduos 

do carboidrato αGal acoplados [Qβ(αGal)540] 

 

4.1.5 Infecção com cepa Colombiana e clone Cl-Brener em diferentes tempos de infecção 

Para analisar o comportamento da infecção pelo clone CL-Brener nos animais 

imunizados, foram formados grupos contendo três animais geneticamente deficientes (α1,3GT-

KO). Ao atingirem 6-8 semanas de vida estes animais foram imunizados com Qβ contendo 540 

partículas dos epítopos em questão (5µg animal/dose) semanalmente por quatro semanas. 

Foram montados quatro grupos de imunizações: Qβ-αGal, Qβ-Rham, Qβ- αGal/Rham e Qβ-
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Glu. Sete dias após a imunização, o sangue do animal foi coletado para confirmação da presença 

de anticorpos e após 5-7 dias, estes animais foram infectados com o inóculo de 102 ft. O mesmo 

protocolo foi utilizado para a infecção com a cepa Colombiana, no entanto os grupos foram 

formados por três animais e o inóculo de infecção foi de 103 ft. A parasitemia do clone Cl-

Brener foi realizada a cada dois dias do 8º ao 30º (Figura 12A) ou do 8º ao 14º DPI (Figura 

12B). Já a parasitemia da cepa Colombiana foi realizada 4-4 dias do 12º ao 60º (Figura 12C) 

ou do 12º ao 21º DPI (Figura 12D). Em ambos os experimentos a necrópsia ocorreu no pico 

da parasitemia ou com 63 DPI, como mostrado na Figura 12. 

Os diferentes tempos de análise foram escolhidos com o intuito de saber quais mudanças 

ocorrem no pico e no final da parasitemia. Ao longo dos experimentos foram avaliados a 

parasitemia, alteração do peso corporal, sobrevivência e, após necrópsia, foi colhido o soro para 

analisar níveis de anticorpos anti-αGal e coração para análise histológica  

 

Figura 12 - Acompanhamento da infecção de animais α1,3GT-KO com a cepa Colombiana e clone Cl-Brener 

de T. cruzi   

 

4.2 Considerações éticas na experimentação animal  

Todas as atividades de pesquisas envolvendo modelos animais foram conduzidas de 

acordo com princípios éticos de boas práticas em experimentação animal, sendo que o projeto 

B 

C 

D 

A 
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foi aprovado previamente pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade 

Federal de Minas Gerais, conforme certificado pelo Protocolo nº 255/2013 

 

4.3 Animais 

Camundongos (Mus musculus) com fundo genético C57BL/6 selvagens ou geneticamente 

deficientes para o gene da enzima α1,3GT (Gentilmente doados pelo Prof. Diretor Peter Cowan, 

ST Vincent Hospital, Australia e Dr. Janda, Scripps USA), (α1,3GT-WT e α1,3GT-KO 

respectivamente), fêmeas foram utilizados para os experimentos, com idade variando de seis a 

oito semanas e peso variando entre 18 e 22 gramas. Os animais foram alojados em gaiolas de 

30,3 X 19,3 X 12,6 cm com até cinco animais cada e mantidos no biotério com ciclos 

controlados de 12 horas de luz/escuro com ração padrão (Presence) e água ad libitum durante 

todos o experimento e mantido com boas condições de higiene, no biotério do Laboratório de 

Biologia do T. cruzi e DC, pertencente ao Comitê do Departamento de Parasitologia, 

ICB/UFMG.  

4.4 Cepas do Trypanosoma cruzi e manutenção dos parasitos 

Diferentes isolados de T. cruzi gentilmente cedidos pelo Prof. Egler Chiari foram 

regularmente cultivados em laboratório. As cepas utilizadas neste projeto foram: Colombiana 

(TcI), Y (TcII) e CL-Brener (TcVI).  

Camundongos Swiss provenientes do Biotério Central/UFMG foram infectados com 

formas tripomastigotas de T. cruzi da cepa Colombiana; Y, ou clone CL-Brener. Os parasitos 

foram mantidos por sucessivas passagens via intraperitoneal de tripomastigotas sanguíneos. As 

passagens dos parasitos aconteceram de 14/14 dias para a cepa Colombiana e clone CL-Brener 

e de 7/7 dias para a cepa Y.  

4.5 Preparo das Qβ virus-like particles (Qβ-VLP)  

Virus-like particles (VLP) são conjuntos de proteínas de capsídeos não infecciosas que 

não possuem o genoma do vírus a partir do qual são adaptadas. O vírus bacteriófago Qβ foi 

utilizado como modelo para a síntese da Qβ-VLP. Foram isoladas aproximadamente 150 mg 

de partículas purificadas por litro de cultura, apresentando uma estrutura icosaédrica a partir do 

sistema de expressão em E. Coli do revestimento truncado de 132 aminoácidos da proteína. As 

partículas funcionalizadas foram preparadas como mostrado na Figura 13 e como descrito 

previamente (FIEDLER et al., 2010), envolvendo a instalação de um ligante curto terminado 



 

31 

 

 

em azida na superfície do capsídeo, seguido por uma cicloadição azida/alcino catalisada por 

cobre conectada a um derivado αGal-alcino (HONG et al., 2009).  

 

Figura 13 - Síntese de virus-like particle (VLP) Qβ(α-Gal)540. Resumo das etapas realizadas para ligar 

covalentemente o trissacarídeo α-Gal [Galα(1,3)Galβ(1,4)GlcNAcα] à VLP por ligação azida/alcino. A 

imagem na esquerda é uma representação da estrutura cristalina por raios-X da partícula Qβ. (BRITO et al., 2016) 

Foram produzidos dois lotes da partícula, o primeiro com uma média de 180 unidades 

do carboidrato α-Gal e o segundo com 540 por partícula. De acordo com a análise por 

espectrometria de massa, e a estrutura do capsídeo, a partícula permanece intacta e altamente 

estável para armazenamento em longo prazo. Interessante observar que a cadeia terminada em 

alcino no αGal-alcino está ligada através de uma ligação β ao resíduo GalNAc, enquanto que 

em tGPI-mucinas uma ligação α é feita a partir de GalNAc para o resíduo treonina. Foram 

produzidas também partículas Qβ-VLP contendo o carboidrato Rham, α-Gal e Rham e glucose. 

A glucose foi escolhida para mimetizar a partícula coberta, mas apresentando um açúcar comum 

ao organismo, ou seja, menos imunogênico. Foram utilizadas também partículas Qβ não 

cobertas, para análise do adjuvante puro 

Estas partículas foram produzidas por MG Finn no Instituto de Química e Bioquímica 

GeorgiaTech, localizada em Atlanta, Estados Unidos.  
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4.6 Imunização dos animais 

As imunizações ocorreram de formas diferentes em dois momentos: 

 Para confirmar a imunogenicidade da vacina de Qβ-αGal, foi realizado um 

experimento prévio contendo grupos de cinco camundongos isogênicos C57BL/6 fêmeas e 

deficientes para a enzima α1,3GT, com idade entre 6-8 semanas. Cada animal recebeu três doses 

contendo 10µg da partícula Qβ-αGal em 200µL de PBS/dose/imunização, sendo cada uma com 

intervalo de 1 semana. A partícula Qβ utilizada apresentou cerca de 180 moléculas de α-Gal 

[Qβ(α-Gal)180]. As imunizações foram feitas por via intraperitoneal. Como controles, cinco 

animais receberam as mesmas três doses contendo 10µg da partícula Qβ (ou Qβ-Glu) em 200µL 

de PBS/dose/imunização. A produção de anticorpos anti-αGal foi verificada em camundongos 

infectados e não infectados em diversos momentos. 

 Para avaliar a eficácia das vacinas de carboidratos, foram criados grupos de três 

camundongos isogênicos C57BL/6 fêmeas e deficientes para a enzima α1,3GT, com idade entre 

6-8 semanas. Cada animal recebeu quatro doses contendo 5µg das partículas Qβ-αGal, Qβ-

Rham, Qβ-αGal/Rham e Qβ-Glu, em 200µL de tampão carbonato-bicarbonato/dose/ 

imunização, sendo cada uma com intervalo de uma semana. A partícula Qβ utilizada apresentou 

cerca de 540 moléculas de α-Gal [Qβ(α-Gal)540]. As imunizações foram feitas por via 

intraperitoneal, com o auxílio de uma seringa de insulina. A produção de anticorpos foi 

verificada em todos os camundongos antes e após a imunização e ao fim do experimento. 

4.7 Inoculação dos animais 

As infecções ocorreram uma semana após as imunizações, portanto, também seguiram 

diferentes protocolos na confirmação da imunogenicidade e na eficácia das vacinas de 

carboidratos: 

 Na confirmação da imunogenicidade da vacina de Qβ-αGal, camundongos α1,3GT-

WT e α1,3GT-KO foram infectados intraperitonealmente com 104, 105 ou 106 tripomastigotas 

sanguíneos da cepa Y ou Colombiana provenientes de camundogos. Os grupos controles foram 

inoculados intraperitonealmente com PBS. Os animais foram observados quanto à parasitemia, 

perda de peso e percentual de sobrevivência.  

 Na avaliação da eficácia das vacinas de carboidratos, camundongos α1,3GT-KO 

foram infectados intraperitonealmente com 102 ou 103 formas tripomastigotas (ft) do clone CL-

Brener e cepa Colombiana respectivamente. Os animais foram distribuídos em quatro grupos 

pré-imunizados contendo três animais avaliados, sendo eles: Qβ-αGal, Qβ-Rham, Qβ-
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αGal/Rham e Qβ-Glu. Os animais foram observados quanto à parasitemia, perda de peso e 

percentual de sobrevivência.  

4.8 Parasitemia e taxa de sobrevivência 

Os camundongos foram colocados numa caixa de retenção, de modo que somente a 

cauda ficasse exposta. Foi retirado sangue da cauda do camundongo através de um pequeno 

corte da mesma, e a contagem dos parasitos foi feito pelo método descrito por BRENER (1962), 

que consiste em colocar uma alíquota de 5µL de sangue infectado em uma lâmina de 

microscópio cobrindo-a com uma lamínula 22X22mm, esta amostra foi analisada no 

microscópio óptico sob a objetiva de 40x, determinando assim o número de parasitos em 50 

campos distribuídos aleatoriamente em toda área da lamínula. O fator de correção foi calculado 

para cada microscópio utilizado. Os dados foram plotados como quantidade de tripomastigotas 

por mL de sangue. A contagem das formas sanguíneas do T. cruzi   ocorreu em todos os animais 

de acordo com a cepa de infecção: 

Y: diariamente do 5º ao 20/22º dia ou até a morte, o que correu antes. 

Clone CL-Brener: 2x2 dias, do 8 º ao 30º dia ou até a morte, o que correu antes. 

Colombiana: 4x4 dias, do 12º ao 60º dia ou até a morte, o que correu antes. 

A mortalidade dos animais foi monitorada diariamente e plotada como percentual de 

sobrevivência. 

4.9 Acompanhamento do peso 

Os camundongos foram pesados antes do desafio com tripomastigotas de T. cruzi. Após 

a infecção, a aferição ocorreu nos mesmos dias da parasitemia e semanalmente após o tempo 

de parasitemia. Todos os animais foram pesados individualmente. 

4.10 Necrópsia e análise semi-quantitativa das lesões cardíacas nos camundongos 

C57BL/6 (α1,3GT-KO) infectados  

Os animais foram sacrificados por hipovolemia sob anestesia geral e deslocamento 

cervical. O sangue foi centrifugado à 2500 rpm por 10 min e o soro recolhido para dosagem de 

anticorpos anti-αGal. Além do sangue, foi retirado também o coração, que foi dividido em duas 

partes iguais, a primeira conservada em etanol a 100% para realizar a extração de DNA e a 

segunda foi fixada em formol tamponado 10% pH 7,2 para análise histológica.  
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Após a eutanásia, parte do coração foi removida e lavada em água destilada. Os corações 

foram fixados em solução formol a 10% em PBS, desidratados em soluções de álcoois etílicos 

em concentrações crescente (70%, 80%, 90%, 95% e 100%), diafanizados em xilol e incluídos 

em parafina. Os blocos de parafina foram cortados em 4µm, corados pela Hematoxilina e 

Eosina (H&E) e Tricrômico de Gomori. Ao final, as lâminas foram montadas com lamínulas e 

Etellan e submetidos à análise histopatológica e semi-quantitativa em microscopia óptica. As 

lesões exibidas no miocárdio foram descritas quanto a intensidade da inflamação e topografia. 

Para analise semi-quantitativa as lâminas foram examinadas em microscópio óptico de 

campo claro acoplado a um sistema de captura digital de Imagem (Motic 2.0). Para o escore da 

inflamação do miocárdio foram capturadas 10 imagens aleatórios por animal com aumento de 

20X. O score foi baseado em 4 graus para inflamação do miocárdio sendo: grau 0 ausência de 

células inflamatórias em torno dos cardiomiócitos (ausente); grau 1 alguns cardiomiócitos 

possuíam um pequeno número de células inflamatórias (discreto); grau 2 alguns cardiomiócitos 

possuíam em torno inflamação significativa (moderado); grau 3 alguns cardiomiócitos 

possuíam intenso infiltrado inflamatório (aumentado). A análise histopatológica de score seguiu 

os mesmos critérios de MARTINS et al., 2003. 

 

4.11 Extração de DNA do coração, de camundongos C57BL/6 (α1,3GT-KO) infectados 

com a cepa Colombiana e clone CL Brener de T. cruzi   

Parte do coração dos camundongos infectados com T. cruzi foi coletado e conservado 

em etanol a 100% para realizar a extração de DNA pelo método fenolclorofórmio, utilizando 

25 mg de tecido infectado. O tecido foi lavado rapidamente com 600µL de tampão TE (Tris-

EDTA) e centrifugado a 21000g por 2 min. O tecido foi submetido a trituração e em seguida 

foi adicionado 500 µl de Tampão de Lise TNES (10 mM Tris HCl pH 8, 200mM NaCl, 10 mM 

EDTA, 0.5% SDS) com 20µl de proteinase K numa concentração de 20mg/ml (Invitrogen). 

Posteriormente, o tecido cardíaco foi incubado a 56ºC por 16h, após este tempo de incubação 

foi adicionado 750µl de Fenol: Clorofórmio: Álcool Isoamílico (25:24:1), homogeneizado e 

centrifugado a 16000 g por 5 min. A fase transparente (sobrenadante) obtido após a 

centrifugação foi coletado e adicionado a 700µl de Clorofórmio: Isoamílico (24:1), 

homogeneizado e centrifugado a 16000 g por 5 min. Este novo sobrenadante foi adicionado 

com 30µl de acetato de sódio e 1 ml de etanol absoluto para obter do DNA. Finalmente este 

sobrenadante com o DNA foi centrifugado a 16.000g por 30 min e o sedimento obtido foi 

lavado com 1ml de etanol a 70%, centrifugado a 16.000 g por 5 min e secado à temperatura 
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ambiente. O DNA do tecido cardíaco foi ressuspendido em 100 µl de Buffer AE (Kit comercial 

Qiagen) e armazenado a -20ºC até serem utilizados para as reações de PCR em tempo real.  

 

4.12 Avaliação da carga parasitária tecidual cardíaca de camundongos C57BL/6 

(α1,3GT-KO) infectados com a cepa Colombiana ou clone CL Brener de T. cruzi    

A carga parasitária em tecidos de camundongos C57BL/6 infectados com diferentes 

cepas de T. cruzi   avaliadas neste estudo foi determinada mediante quantificação absoluta por 

PCR em tempo real. A qPCR quantitativa em tempo real foi realizada com base em métodos 

previamente publicados por Piron et al. (2007), com algumas modificações. Resumidamente, o 

DNA foi extraído seguindo um protocolo de fenol-clorofórmio. Os iniciadores cruzi1: 5’-

ASTCGGCTGATCGTTTTCGA-3’ e cruzi2: 5’- AATTCCTCCAAGCAGCGGATA-3’ e a 

sonda cruzi 3: 5’-CACACACTGGACACCAA-3’ marcada em 5’ com FAM (6-

carboxifluoresceína) e em 3’ com MGB (ligante de sulco menor), foram utilizados para 

amplificar um fragmento de DNA de 166 pares de bases da região satélite do gDNA de T. cruzi. 

As reações para o PCR em tempo real foram preparadas contendo: 10μL de 2X Master Mix 

com uracil-n-glicosilase (Applied Biosystems), 1μmol/L de cada iniciador, 0,2 μmol/L da sonda 

cruzi 3 e 100ng do DNA genômico do tecido cardíaco. As condições de amplificação foram 

realizadas nas seguintes etapas: 50°C durante 2 min, 95°C durante 10 min, seguido por 40 ciclos 

de amplificação a 95°C durante 15 seg, 58°C durante 1 min e 72°C durante 1 min. As variações 

na intensidade da fluorescência se mediram no canal F1 do instrumento StepOne Plus Real 

Time 7700, no final da fase de extensão de cada ciclo. O ciclo de threshold foi determinado pela 

curva padrão desenhada de acordo com a cepa de T. cruzi caracterizadas previamente como 

DTU TcI (cepa Colombiana) e DTU TcVI (clone CL Brener). Para o desenho da curva padrão, 

foram inoculadas 105 formas epimastigotas da respectiva cepa/clone de T. cruzi, em 25mg de 

tecido de camundongo não infectado (controle negativo). Em seguida foi realizada a extração 

de DNA pelo método fenol - clorofórmio. Uma vez obtido este DNA foi diluído sucessivamente 

1:10, a partir de 105 equivalente-parasito (Eq-P)/mg até 100 Eq-P/mg. As diluições foram feitas 

com DNA de tecido não infectado numa concentração de 50ng/μl. Resumindo, esta 

quantificação determina o número de equivalente parasito por miligrama de tecido utilizado 

para a extração do DNA (Nº Eq-P/mg) em relação a uma curva padrão desenhada a partir do 

DNA obtido de uma quantidade de parasitos (2,5x105) junto com uma quantidade exata de 

tecido (25mg) sequencialmente diluída (1:10) até a quantidade mínima (1x100) detectada. 

Assim, o Nº Eq-P/mg foi determinado considerando o ciclo de amplificação, ou seja, quanto 

maior o número de ciclos, menor o Eq-P/mg e vice-versa. 
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4.13 Remoção do epítopo αGal 

Para verificar a especificidade da ligação foi realizado o tratamento do antígeno pela 

enzima α- galactosidase - Green coffee beans (Sigma Aldrich) e adicionados 10U/mL da enzima 

(50μL por well) e incubados a 28 ºC por 10h. Após a incubação, as placas foram lavadas cinco 

vezes com solução (PBS 1X, pH 7, 4 e 0,05 % de Tween 20), e os demais passos do ELISA 

foram realizados conforme protocolo descrito no item seguinte, 

4.14 Resposta imune humoral – Anticorpos Líticos Anti-αGal 

Inicialmente, as partículas semelhantes a vírus Qβ(α-Gal)180 ou Qβ(α-Gal)540 (50µL, 

0,2µg/µL em tampão carbonato/bicarbonato 50mM pH 9,5) foram imobilizadas em uma placa 

de ELISA de 96 poços (Nunc). Após incubação overnight a 4ºC, sítios livres de ligação foram 

bloqueados com albumina de soro bovino (BSA) 1% (Sigma, Aldrich) em tampão fosfato-

salino (PBS), pH 7,4. As placas foram incubadas com 50µL de soro murino, numa diluição de 

1:100 (ou 1:100 - 1:800) em PBS contendo 1% de BSA (PBS/BSA 1%). As placas foram então 

sequencialmente incubadas com 50µL de anticorpo anti-IgG murino (diluição de 1:2000) 

(Amersham, GE Healthcare Life Sciences, UK) em PBS/BSA 1%, e 50µL de estreptavidina 

conjugada com a enzima horseradish peroxidase (HRP) (diluição 1:1500) (Amersham, GE 

Healthcare Life Sciences, UK) em PBS/BSA 1%. Todas as etapas foram realizadas a 37ºC por 

1 h. As placas foram lavadas três vezes com tampão carbonato-bicarbonato contendo 0,05% de 

Tween 20 após cada período de incubação. A reação foi desenvolvida com 100µL de substrato 

para peroxidase SigmaFast® OPD (o-fenilenodiamina) (Sigma-Aldrich) e a reação foi parada 

pela adição de ácido sulfúrico 4N. A absorbância foi medida em um espectrofotômetro 

Multiskan GO (Termo Scientific) em comprimento de onda de 492nm. Em cada placa foram 

incluídos um controle background (tampão de incubação sem soro adicionado), os quais, 

juntamente com as amostras, foram realizados em duplicata.  

4.15 Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 7 

(GraphPad Inc., EUA). A distribuição normal dos dados foi verificada pelo teste de 

Kolmogorov- Smirnov. Para análise entre dois grupos foram utilizados o test T de Student para 

dados paramétricos e Mann-Whitney U para dados não paramétricos. Para análises de 

variâncias entre três ou mais grupos, com apenas uma variável qualitativa, foram realizados os 

testes One-way ANOVA seguido do pós teste de Tukey. Todos os testes foram considerados 

significativos quando o valor de p foi igual ou inferior a 0,05. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Avaliação do perfil de resistência à infecção com cepas Y e Colombiana entre os 

animais selvagens e geneticamente deficientes para α-1,3-galactosiltransferase 

O perfil de resistência em camundongos α-GalT WT e α-GalT KO foi avaliada após 

inoculação intraperitoneal de 104, 105 e 106 formas tripomastigotas das cepas Y e Colombiana 

de T. cruzi. Quando infectados com a cepa Y, os animais α-GalT KO inoculados com 104 ft 

(Figura 14A), apresentaram no pico de parasitemia cerca de 10% de tripomastigotas parasitos 

circulantes nos animais α-GalT WT. A sobrevivência desses animais também chama a atenção 

com 33% de sobrevivência, além do maior tempo de sobrevivência dos animais que vieram à 

óbito. A mesma tendência de baixa parasitemia e maior tempo de sobrevivência foram 

encontrados na infecção com 105 (Figura 14B) e 106 (Figura 14C) ft (havendo, neste caso, 

uma diferença no tempo de sobrevivência) mas com uma alteração menor, tanto na quantidade 

de tripomastigotas encontrados no sangue no momento do pico, quanto no tempo de 

sobrevivência, sendo que com estes inóculos, todos os animais vieram a óbito. Outro dado 

interessante é que o dia do pico parasitêmico foi deslocado nas diferentes concentrações do 

inóculo, adiantando sua data quanto maior fosse o inóculo, como mostrado nas figuras 14A, 

14B e 14C. 

A cepa Colombiana só foi capaz de levar à óbito os animais α-GalT WT submetidos ao 

inóculo de 106 formas tripomastigotas, como mostrada na Figura 15C, quando 1/3 (33%) 

desses animais sucumbiram no 20º DPI, não havendo diferença entre as sobrevivências. O 

número de parasitos circulantes no sangue desses animais tende a ser maior em quase todas as 

infecções, independente do inóculo (Figuras 15A, 15B e 15C).  

Assim sendo, podemos notar que os animais α1,3GT-KO demonstraram maior 

resistencia à infecção, apresentando uma menor parasitemia e maior percentual de 

sobrevivência, independentemente da cepa ou inóculo. Além disso, os animais, em especial os 

α1,3GT-WT mostraram após o pico de parasitemia indícios de debilidade física como, perda de 

peso, letargia, pêlos eriçados e opacos, entre outros (dados não mostrados). 
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Cepa y 

Figura 14 - Parasitemia e sobrevivência de camundongos α1,3GT-WT e α1,3GT-KO infectados com a cepa 

Y nas concentrações de 104, 105 e 106 (14A, 14B e 14C respectivamente). n = 3. Considerado significativo (*) 

o  p<0,05. DPI: Dias pós infecção 

Cepa Colombiana 

 

Figura 15 - Parasitemia e sobrevivência de camundongos α1,3GT-WT e α1,3GT-KO infectados com a cepa 

Colombiana nas concentrações de 104, 105 e 106 (15A, 15B e 15C respectivamente). n = 3. Considerado 

signifificativo (*) o  p <0,05. DPI: Dias pós infecção 

 

 

5.2 Imunogenicidade da partícula Qβ VLP contendo 180 resíduos do carboidrato αGal 

em animais geneticamente deficientes em αGal 

O desenvolvimento da infecção pelo T. cruzi   foi avaliada em camundongos α1,3GT-

KO após inoculação intraperitoneal de 106 formas tripomastigotas sanguíneos da cepa Y. A 

A 

A B C 

C B 
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parasitemia foi controlada nos animais imunizados, apresentando ao longo da infecção, uma 

quantidade muito menor de parasito circulante no sangue (Figura 16A). O pico de parasitemia 

ocorreu no 8º DPI e foi mais evidente no grupo imunizado com Qβ purificado (controle). Neste 

grupo, o pico de parasitemia coincidiu com o início da perda de peso corpóreo (Figura 16B) e, 

consequentemente esses animais vieram à óbito poucos dias depois (Figura 16C). Os animais 

imunizados com Qβ-αGal demonstraram maior resistência à infecção, apresentando a 

manutenção do peso corporal e um percentual de sobrevivência de 100% ao longo dos 145 dias 

de experimento, ao passo que todo o grupo controle sucumbiu à infecção até o 11º dia de 

infecção (Figura 16C). 
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Figura 16 – Acompanhamento da (A) parasitemia, (B) variação do peso e (C) sobrevivência dos animais 

α1,3GT-KO imunizados com Qβ contendo 180 partículas de αGal (Qβ-αGal) ou não (Qβ). n = 5. 

O soro dos animais imunizados foi coletado antes da infecção e dos animais infectados 

com 20 DPI e após a eutanásia (145 DPI). Os animais imunizados com Qβ-αGal produziram 

títulos de anticorpos anti-αGal cerca de duas a três vezes mais elevados do que os animais que 

receberam o Qβ puro. Esses altos níveis de anticorpos anti-αGal se mantiveram ao longo de 

todo o experimento, não apresentando diferenças entre 20 DPI e 145 DPI (Figura 17).  
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Figura 17 - Produção de anticorpos anti-αGal séricos em animais α1,3GT-KO imunizados (Qβ-αGal) ou 

não (Qβ). n = 5. DPI: Dias pós infecção; Considerado signifificativo (*)  p < 0,01  

 

5.3 Confirmação da especificidade do anticorpo IgG anti- αGal 

A produção de anticorpos anti-αGal específicos foi verificada no soro de animais 

imunizados com Qβ-αGal e controles que receberam Qβ-Glu ou PBS (naive). Os animais 

imunizados apresentaram maior quantidade de anticorpos IgG anti-αGal que os animais não 

imunizados. Para confirmar se a especificidade deste anticorpo é realmente contra o contra o 

αGal e não contra o Qβ, o antígeno foi tratado com a enzima αGalactosidase que remove o 

epítopo αGal. Após este tratamento é possível afirmar que estes anticorpos são específicos para 

o epítopo αGal, uma vez que houve uma redução da ligação antígeno-anticorpo, não havendo 

diferença entre os animais imunizados ou controles (Figura 18).  

 

Figura 18 – Reatividade do soro de animais α1,3GT-KO imunizados com  Qβ-αGal ou controles (Qβ-Glu 

ou PBS) antes e após o tratamento com a enzima α-Galactosidase. n = 3. Naive: tratado i.p. com PBS  
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5.4 Definição da dose vacinal a ser administrada 

Para determinar o modelo de imunização a ser adotado foi feito um teste com diferentes 

doses do antígeno Qβ-αGal. Três animais α1,3GT-KO foram imunizados, ou não, com doses 

de 2,5μg, 5,0μg e 10,0μg/200μL/dose. O grupo controle recebeu doses de 200μL de PBS 

intraperitonealmente. Os animais tiveram sua parasitemia, peso e sobrevivência acompanhados, 

e no momento da eutanásia, foram coletados soro e coração para analises da carga parasitária 

no tecido cardíaco e histologia semi-quantitativa para inflamação e presença de ninhos de 

amastigotas.  

Os animais foram sacrificados com apenas 33 DPI, tempo ainda não suficiente para 

levar à mortalidade (Figura 19C), mas já possível de ver os danos causados no animal. Como 

visto no gráfico da figura 19A, os animais controle apresentaram uma parasitemia maior que 

os animais imunizados com 5 μg de Qβ-αGal, enquanto a perda de peso dos animais não 

imunizados se mostrou mais acentuada quando comparada ao restante dos animais imunizados 

(Figura 19B). As imunizações foram capazes de proporcionar aumento dos níveis de anticorpos 

anti-αGal, não apresentando diferença nas respostas às imunizações (Figura 19D) 
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Figura 19 – Acompanhamento da (A) curvas de parasitemia, (B) variação do peso corporal, (C) 

sobrevivência e (D) detecção de IgG anti- αGal por ELISA nos soros dos camundongos C57BL/6 α1,3GT-

KO imunizados ou não, e infectados com 104 formas tripomastigotas da cepa Y de Trypanosoma cruzi. n= 3. 

Os dados acima foram analisados como média +/- SEM e análisados por One Way ANOVA (teste Bonferroni) e 

teste t student, sendo considerado significativo (* ou letras diferentes)  o p<0,05.  
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A análise semi-quantitativa dos tecidos mostrou uma diferença entre os animais que não 

receberam o antígeno Qβ-αGal, os que receberam a dose de 2,5μg/dose e as demais imunizações 

com relação aos ninhos de amastigotas de T. cruzi. Em todos os animais foram encontradas uma 

inflamação moderada, como visto na Tabela 1. 

Tabela 1 -  Análise histológica dos animais α1,3GT-KO  imunizados com diferentes doses de Qβ-αGal 

 

 Ninhos Inflamação 

Controle +++  Moderada 

2,5 μg + Moderada 

5,0 μg - Moderada 

10,0 μg - Moderada 

Dados ilustrados na Figura 20: 

Figura 20 - Fotomicrografia de corte histológico do coração de camundongos imunizados com diferentes 

doses e infectados com a cepa Y de T. cruzi e eutanasiados após 33 dias de infecção. Todos os animais 

apresentaram inflamação moderada. A) Grupo controle (PBS) presença de muitos ninhos de amastigotas. B) 2,5 

μg de Qb-αGal: presença de poucos ninhos de amastigotas. C) 5 μg de Qb-αGal: ausência de ninhos de amastigotas. 

D) 10 μg de Qb-αGal: ausência de ninhos de amastigotas. n = 3. Coloração Hematoxilina e eosina. Ninhos de 

amastigotas (     ) Foto em destaque: barra = 50 µm; Foto em detalhe: barra = 10 µm  
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Quando realizada a análise da carga parasitária por qPCR nós vimos que apenas o grupo 

que recebeu 5,0μg de Qβ-αGal mostrou-se diferente dos animais não imunizados (Figura 21). 
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Figura 21 – Avaliação da carga parasitária cardíaca após imunizações com 2,5μg, 5μg e 10μg e PBS como 

controle. A carga parasitária foi determinada pela técnica de PCR quantitativa. n=3. Diferença considerada 

significativa entre os grupos controle (PBS) e 5μg (*) quando p<0,05.  

Com base nesses resultados, para garantir o sucesso da imunização, optou-se por 

imunizar os animais com 4 doses semanais de 5,0 μg de Qβ-αGal   

 

5.5 Acompanhamento da infecção de animais α1,3GT-KO com a cepa Colombiana e 

clone Cl-Brener de T. cruzi   

O desenvolvimento da infecção pelo T. cruzi foi avaliado em dois momentos em 

camundongos α1,3GT-KO após inoculação intraperitoneal de 103 ft da cepa Colombiana ou 102 

ft do clone Cl-Brener.  

Podemos perceber que o inóculo utilizado para a infecção da cepa Colombiana não foi 

letal aos animais até o momento da necrópsia, mesmo os não imunizados sobreviveram à 

infecção (Figuras 22E e 22F). Assim como não houve diferença entre os grupos com relação 

à parasitemia (Figuras 22A e 22B). O peso corporal dos animais foi avaliado juntamente com 

a parasitemia, e semanalmente após essa fase. Verificamos também, que não houve diferença 

na variação no peso corporal dos animais infectados com a cepa Colombiana (Figuras 22C e 

22D), independente do tempo de avaliação da infecção.  
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Figura 22 - Acompanhamento das (A e B) curvas de parasitemia, (C e D) variação do peso corporal e (E e 

F) sobrevivência em camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO infectados com 103 formas tripomastigotas da cepa 

Colombiana de Trypanosoma cruzi. Os resultados acima são referentes à experimentos de (A, C e E) 21 dias  e 

(B, D e F) 63 dias de infecção. Os dados acima foram apresentados como média +/- SEM e analisados por One 

Way ANOVA (teste Bonferroni) e teste t student, sendo significativo (*)  o p <0,05. n= 3. DPI: Dias pós infecção. 

 

No entanto, quando analisamos os animais infectados com 102 ft do clone CL-Brener 

podemos perceber que a partir do 18º DPI o peso corporal dos animais começaram a diminuir 

(Figuras 23C e 23D). Essa perda do peso corporal coincide com o início da debilidade na saúde 

desses animais (dados não mostrados) e culmina em sua morte, como podemos observar nas 

Figuras 23E e 23F, com exceção de 60% dos animais que foram imunizados com Qβ-αGal.  

Além disso, podemos observar nos animais infectados com o clone Cl-Brener (Figuras 

23A e 23B) uma parasitemia mais elevada que nos animais infectados com a cepa Colombiana 

(Figuras 22A e 22B). 
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Figura 23 – Acompanhamento das (A e B) curvas de parasitemia, (C e D) variação do peso corporal e (E e 

F) sobrevivência em camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO infectados com 102 formas tripomastigotas do 

clone CL-Brener de Trypanosoma cruzi. Os resultados acima são referentes à experimentos de (A, C e E) 14 dias  

e (B, D e F) 63 dias de infecção. Os dados acima foram apresentados como média +/- SEM e analisados por One 

Way ANOVA (teste Bonferroni) e teste t student, sendo significativo (*)  o p <0,05. n= 5. DPI: Dias pós infecção. 

 

 

5.6 Verificação da produção de anticorpos em camundongos α1,3GT-KO 

Para confirmação da produção de anticorpos específicos foram realizados ensaios de 

ELISAs. Os soros dos animais foram coletados antes da imunização, após a imunização e no 

momento da necrópsia. Em seguida estes soros foram testados quanto a produção de anticorpos 

anti-αGal, anti-Rham e anti-αGal/Rham. Após a imunização, os animais foram capazes de 

produzir título de anticorpos mais elevados do que produziam antes da imunização. Este 

aumento do título de anticorpo se mantém ao longo de todo o experimento independentemente 

do antígeno vacinal (Figura 24A e D; B e E e C e F) e da cepa de infecção, mantendo a mesma 

tendência tanto no clone CL-Brener (Figura 24 A, B e C) quanto na cepa Colombiana (Figura 

24 D, E e F).  
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Figura 24 - Detecção de IgG anti-antígeno por ELISA nos soros dos camundongos imunizados e infectados 

com o clone CL-Brener: Produção de anticorpos pelos grupos imunizados com Qβ-αGal (A), Qβ-Rham (B) e 

Qβ-αGal/Rham (C). Letras diferentes mostram diferenças entre os grupos quando p<0,05. † = animais não 

sobreviveram até 63 DPI. 

 

5.7 Análise semi-quantitativa das lesões cardíacas nos camundongos C57BL/6 (α1,3GT-

KO) infectados com a cepa Colombiana e o clone Cl-Brener 

A análise histopatológica do miocárdio dos camundongos pertencentes aos grupos Q-

Glu, Q-αGal, Q-Rham, Q-αGal/Rham permitiu observarmos e descrevermos as lesões 

presentes no miocárdio ocasionadas pela infecção com a cepa Colombiana e clone CL Brener 

de T. cruzi quanto ao infiltrado inflamatório e topografia.  

Quando realizada a análise histopatológica do miocárdio dos camundongos pertencentes 

ao grupos Q-Glu, Qb-αGal, Qb-Rham e Qb-αGal/Rham infectados com a cepa Colombiana 

aos 21 DPI foi observado a presença de infiltrado inflamatório predominantemente 

mononuclear caracterizado por linfócitos, e com intensidade de discreta a moderada, distribuído 

de forma difusa. Foi observado na maioria dos camundongos de ambos os grupos o predomínio 

de infiltrado inflamatório na região atrial (Figura 25).  

A D 

C 

B 
E 

F 
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Figura 25 -Fotomicrografia de corte histológico do coração de camundongos infectados com a cepa 

Colombiana de T. cruzi   e eutanasiados após 21 dias de infecção. A) Grupo Q-Glu: infiltrado inflamatório 

moderado no miocárdio.B) Q-αGal: discreto infiltrado inflamatório no miocárdio. C) Q-Rham: Presença de 

infiltrado inflamatório moderado no miocárdio. D) Q-αGal/Rham: infiltrado inflamatório moderado no 

miocárdio. n=3. Coloração Hematoxilina e eosina, barra = 50 µm. 

Achados histopatológicos semelhantes foram observados no miocárdio dos 

camundongos pertencentes aos grupos Q-Glu, Q-αGal, Q-Rham, Q-αGal/Rham 

infectados com a cepa Colombiana e eutanasiados após 63 DPI (Figura 26). 
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Figura 26 - Fotomicrografia de corte histológico do coração de camundongos infectados com a cepa 

Colombiana de T. cruzi   e eutanasiados após 63 dias de infecção. A) Grupo Q-Glu: presença moderada de 

infiltrado inflamatório. B) Q-αGal: moderado infiltrado inflamatório no miocárdio. C) Q-Rham: presença de 

infiltrado inflamatório discreto no miocárdio. D) Q-αGal/Rham: infiltrado inflamatório moderado no miocárdio. 

n= 3. Coloração Hematoxilina e eosina, barra = 50 µm 

Ao avaliarmos o miocárdio dos camundongos pertencentes aos grupos Q, Q-Glu, Q-

αGal, Q-Rham, Q-αGal/Rham infectados com tripomastigotas do clone CL-Brener e 

eutanasiados após 14 DPI foi observado a presença de infiltrado inflamatório linfocitário com 

intensidade variando de discreta a moderada, distribuído de forma difusa (Figura 27).  
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Figura 27 - Fotomicrografia de corte histológico do coração de camundongos infectados com o clone CL-

brener de T. cruzi   e eutanasiados após 14 dias de infecção. A) Grupo Q-Glu: presença discreta de infiltrado 

inflamatório. B) Q-αGal: discreto infiltrado inflamatório no miocárdio. C) Q-Rham: presença moderada de 

infiltrado inflamatório no miocárdio. D) Q-αGal/Rham: infiltrado inflamatório moderado no miocárdio. n = 5. 

Coloração Hematoxilina e eosina, barra = 50 µm. 

A taxa de mortalidade foi alta nos camundongos infectados com o clone CL-Brener. 

Poucos camundongos sobreviveram até 63 dias após infecção.  Os camundongos sobreviventes 

pertencentes aos grupos Q, Q-αGal e Q-αGal/Rham foram eutanasiados. Ao analisarmos o 

miocárdio desses camundongos, identificamos a presença de infiltrado inflamatório 

predominantemente mononuclear caracterizado por linfócitos, distribuídos de forma difusa, 

com intensidade variando de discreta a moderada (dados não mostrados).  

Quando analisadas as lâminas dos mesmos animais, mas com a coloração de Tricrômico 

de Gomori para a identificação de fibrose, vimos que nenhum animal, independente da cepa de 

infecção ou tempo de análise, desenvolveu fibrose no miocárdio no período estudado (Figura 

28). 
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Figura 28 - Fotomicrografia de corte histológico do coração de camundongos infectados identificando a 

ausência de fibrose em todos os grupos da cepa Colombiana e clone CL-Brener de T. cruzi   nos dois 

momentos analisados. Ausencia de fibrose ilustrada por A) Colombiana imunizado com Q-Glu eutanasiado com 

21 DPI. B) Colombiana imunizado com Q- αGal eutanasiado com 63 DPI. C) Cl-Brener imunizado com Q-

Rham eutanasiado com 14 DPI. D) imunizado com Q-αGal/Rham eutanasiado com 63 DPI. Coloração 

Tricrômico de Gomori, barra = 50 µm. 

Esses animais foram analisados também quanto a presença de ninhos de amastigotas e 

não foi encontrado ninhos em nenhum dos animais, independente da imunização, cepa ou tempo 

de infecção. Resumidamente, nenhum dos animais apresentaram ninhos de amastigotas ou 

fibrose, independentemente da cepa ou tempo de infecção e com relação a análise relacionada 

à inflamação (Tabela 2). 

Tabela 2 – Análise semi-quantitativa inflamatória histopatológica de cortes do miocárdio de camundongos 

dos grupos Q, Q-Glu, Q-αGal, Q-Rham e Q-αGal/Rham infectados com a cepa Colombiana ou clone 

CL-Brener nos tempos pesquisados. †: animais não sobreviveram à infecção; - grupos não realizados  
 

 CL-Brener 14 DPI CL-Brener 63 DPI Colombiana 21 DPI Colombiana 63 DPI 

Qβ Moderado Discreto - - 

Qβ-Glu Discreto † Moderado Moderado 

Qβ-αGal Discreto Discreto Discreto Moderado 

Qβ-Rham Moderado † Moderado Discreto 

Qβ-αGal/Rham Moderado Moderado Moderado Moderado 
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6 DISCUSSÃO 

Por apresentar um ciclo de vida complexo, envolvendo fatores inerentes ao parasito e 

aos hospedeiros vertebrados e invertebrados, que influenciam na evolução da doença, a DC 

representa atualmente um dos maiores desafios terapêuticos e vacinais em medicina tropical. A 

ausência de um método profilático e imunoterápico eficientes têm alto custo financeiro anual à 

sociedade, cerca de US$ 7 bilhões, incluindo US$ 630 milhões em custos de cuidados de saúde, 

além de 800,000 anos de vida ajustados por incapacidade (LEE et al., 2013). O 

desenvolvimento de uma vacina para DC traria, além da economia de custos, os benefícios para 

a saúde, tornando sua fabricação viável financeiramente (MARTIN & TARLETON, 2004; LEE 

et al., 2010), porém, até o momento nenhuma vacina para DC foi testada em humanos. Muitos 

esforços têm sido demandados para o desenvolvimento dessa vacina (doses subletais ou cepas 

com virulência atenuada do parasito, formas culturais vivas inativadas, frações celulares com 

antígenos purificados e vacinas de DNA) no entanto, ainda não se obteve um produto capaz de 

evitar a parasitemia e anular totalmente a mortalidade (RODRIGUES, 2017, SLATHIA & 

SHARMA, 2018). São vários os fatores que impedem que essa vacina seja desenvolvida, como 

informações restritas (ALMEIDA & NAKAYASU, 2010) e grande variação gênica (ACOSTA-

SERRANNO et al., 2007; JUNQUEIRA et al., 2010; RODRIGUES et al., 2009, SOUZA, 

2009) nas proteínas expressas na superfície celular do parasito em diferentes estágios e cepas, 

o que dificulta uma resposta eficiente do sistema imune do hospedeiro (ACOSTA-SERRANNO 

et al., 2007; JUNQUEIRA et al., 2010; RODRIGUES et al., 2009, SOUZA, 2009). Além disto, 

o parasito apresenta sua superfície celular muito espessa e carregada negativamente (SOUTO-

PADRON, 2002, LEE et al., 2010), formando uma barreira de acesso à defesa do organismo, 

como o sistema complemento e anticorpos. E por último, grande parte dos estudos 

experimentais realizados até hoje utilizam um modelo animal que não mimetiza a resposta 

imune humana frente à infecção, já que não são capazes de produzir anticorpos anti-αGal.  

As glicoproteínas de superfície dos patógenos têm imensa importância para o desenho 

da vacina, pois são elas que irão acessar o sistema imunológico do hospedeiro, mesmo em casos 

de parasitos intracelulares (SLATHIA & SHARMA, 2018). Pensando em encontrar antígenos 

comuns às diferentes cepas de T. cruzi, foram realizados testes de micro-arranjos (Igor Almeida, 

Coomunicação Pessoal). Destes antígenos, foram selecionados dois carboidratos (αGal e Rham) 

para testes. Sabe-se que o anticorpo anti-αGal é um anticorpo natural importante no combate 

da infecção por T. cruzi. No entanto, carboidratos são pouco imunogênicos e para aumentar sua 

imunogenicidade, estes carboidratos foram acoplados à partículas semelhantes a vírus Qβ, 

capazes de induzir potentes respostas de células T, já que são rapidamente englobadas e 
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processadas por macrófagos e CDs (BRAUN et al., 2012; HOLANDA et al., 2017) aumentando 

sua imunogenicidade, além de já serem partículas testadas e aprovadas para uso humano por 

agências reguladoras (WARFIELD & AMAN, 2011; ZHANG et al., 2015; HOLANDA et al., 

2017). 

Para nossos experimentos foram usados camundongos geneticamente deficientes para 

αGal que tem sua resposta imunológica parcialmente semelhante ao humano. O primeiro passo 

foi comparar estes animais com os animais selvagens, e, como esperado, foi constatada uma 

maior resistência dos animais α1,3GT-KO evidenciada pela parasitemia mais baixa e maior 

sobrevivência, mesmo sob inóculos letais. Provavelmente a diferença entre as sobrevivências 

dos animais α1,3GT-KO e α1,3GT-WT se dê pelo intenso processo inflamatório gerado pela 

alta parasitemia nos animais α1,3GT-WT, levando à uma debilidade física destes animais e, 

posteriormente à morte. Além disso, o pico de tripomastigotas circulantes é influenciado pelo 

inóculo ministrado, quanto maior o inóculo, mais precoce é o pico parasitêmico. 

Com o intuito de testar possíveis candidatos vacinais, os animais α1,3GT-KO foram 

sensibilizados (ou não) com αGal. Esta sensibilização ocorreu para que os animais já tenham a 

concentração do anticorpo aumentada no momento da infecção. Com isto, foi possível 

determinar se este anticorpo é capaz de prevenir a doença ou ate mesmo da morte causada pelo 

parasito. Os animais foram imunizados com a partícula Qβ contendo (ou não) cerca de 180 

partículas de αGal. Esta imunização foi capaz de aumentar em cerca de três vezes a quantidade 

de anticorpos anti- αGal circulantes no sangue, se mantendo alta ao longo de toda a fase aguda 

e boa parte da fase crônica.  Aumento semelhante na produção de anticorpos anti-αGal foi 

descrito em humanos por AVILA, ROJAS & GALILI (1989), quando observaram que estes 

anticorpos circulantes passaram de 1 para 3% após a infecção por T. cruzi. Os animais do grupo 

controle apresentaram uma grande diferença no número de formas circulantes a partir do sétimo 

dia, quando comparados ao grupo imunizado. Este resultado parece estar associado ao aumento 

significativo dos níveis de anticorpos anti-αGal circulantes nos animais vacinados. Em 1982, 

KRETTLI & BRENER descreveram o anticorpo lítico (anti-αGal), capaz de se ligar à forma 

tripomastogota viva, sendo encontrada somente em infecções ativas e um dos principais 

mecanismos para o controle do parasito no organismo, assim como já descrito por alguns 

autores (ALMEIDA et al., 1991; GAZZINELLI et al., 1991; GONZÁLEZ et al., 1995; 

LaTEMPLE & GALILI, 1998; CHIANG et al., 2000). O aumento exorbitante da parasitemia é 

acompanhada pela perda do peso corporal dos animais. TEIXEIRA, GAZZINELLI & SILVA 

(2002) demonstraram uma marcante resposta inflamatória em animais experimentais no início 

da infecção, com grande produção de citocinas inflamatórias como IFN-e TNF-α.  

Provavelmente esta perda de peso seja uma consequência deste intenso processo inflamatório 
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levando também a morte do animal. Os dados dos animais imunizados corroboram esse 

raciocínio, visto que apresentaram uma baixa parasitemia, manutenção do peso corporal e 

sobrevivência de todos os animais até o final do experimento.  

Foi possível notar a partir desses dados que Qβ-VLP se mostrou altamente imunogênica 

quando associado à múltiplas cópias do αGal, sendo capaz de controlar a parasitemia. Entre os 

vírus recombinantes, os vetores adenovirais são considerados uma das plataformas mais 

eficientes para a vacinação, devido à sua capacidade de induzir respostas de memória mediadas 

por linfócitos T (HOLANDA et al., 2017).  Resultados semelhantes foram encontrados quando 

adicionados peptídeos P10 ao VLP em testes de vacinas para Paracoccidioides brasiliensis 

(HOLANDA et al., 2017). A inibição da reatividade com o soro de animais infectados 

confirmou a especificidade do anticorpo anti-αGal após o tratamento do antígeno com a enzima 

αGalactosidase Green coffe beans. Os antígenos tratados com essa enzima, e, portanto, que 

perderam os epítopos αGal se assemelharam aos controles, diminuindo em até 70% a 

reatividade e corroborando com resultados obtidos por SOARES et al., (2012) e VALLEJO et 

al., (2011) após o uso desta enzima. 

Sabe-se que cepas de T. cruzi I induzem baixo parasitismo em pacientes chagásicos 

humanos, enquanto cepas de T. cruzi II parecem ser responsáveis por lesões teciduais e alta 

parasitemia (FREITAS et al., 2005). Esta afirmação é condizente com nossos achados, uma vez 

que os animais infectados (controles) com a cepa Colombiana (T. cruzi I) apresentou baixíssima 

parasitemia, quando comparada com os animais infectados com a cepa Y (T. cruzi II). O T. cruzi 

VI compreende subpopulações que compartilham características comuns com as populações 

híbridas, como o clone CL-Brener (SOARES et al., 2012). A cepa Colombiana e o clone CL-

Brener foram encontradas durante longo tempo na circulação dos animais, o que era de se 

esperar uma vez que a TcI é composta por formas largas (BRENER, 1965), sendo que o clone 

CL-Brener também apresenta essa característica (BRENER, 1977). Estes parasitos são 

caracterizados por apresentarem miotropismo, baixa virulência e maior resistência aos 

anticorpos do hospedeiro. Em contrapartida, a cepa Y possui a forma delgada, apresentando 

alta virulência, macrofagotropismo, parasitemia precoce e maior susceptibilidade aos 

anticorpos circulantes (ANDRADE, 1974; BRENER, 1965; BRENER, 1969). 

Resultados deste estudo mostraram que os animais imunizados com Qβ-αGal 

apresentaram após a imunização altos níveis desse anticorpo anti- αGal circulante no corpo e 

essas altas taxas perpetuam durante a infecção experimental. Dados semelhantes são 

encontrados na infecção humana, quando, com raras exceções, pacientes em fases agudas ou 

crônicas apresentam altos títulos de anticorpos líticos anti-αGal (ALMEIDA et al., 1994; 
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GAZZINELLI, et al., 1991; ALMEIDA et al., 1991, AVILA et al., 1989; ANTAS et al., 1999; 

GONZALES et al., 1996; MEDRANO-MERCADO et al., 1996; ALMEIDA et al., 1997; DE 

ANDRADE et al., 1996; NAKAYASU, et al., 2012). Sendo estes anticorpos, os principais 

mecanismos imunes do hospedeiro no controle da parasitemia, em ambos os estágios da doença 

(ALMEIDA et al., 1994; GAZZINELLI, et al., 1991; ALMEIDA et al., 1991, PEREIRA-

CHIOCCOLA. et al., 2000; NAKAYASU, et al,. 2012). SOARES et al. (2012) mostraram que 

soros de pacientes com DC, exibem títulos anti-αGal superiores dos indivíduos saudáveis ou 

infectados por bactérias. Em pacientes chagásicos agudos e crônicos, anticorpos anti-αGal têm 

um poder lítico mais elevado contra tripomastigotas de T. cruzi, sendo crucial para diminuir os 

níveis de parasitemia durante a infecção (GAZZINELLI et al., 1991, ALMEIDA et al., 1991; 

ALMEIDA et al., 1994). A manutenção ao longo de toda infecção das taxas de anticorpos líticos 

circulantes se dá provavelmente porque a maioria dos glicoconjugados do T. cruzi estão na 

superfície externa das células ou secretados. Além disso, durante seu ciclo de vida, os 

tripomastigotas são capazes de liberar vesículas extracelulares contendo glicoproteínas da sua 

superfície. Essas vesículas, quando purificadas exibiram um padrão pró-inflamatório durante a 

interação parasito-hospedeiro (SOARES et al., 2012).  

O controle da infecção pelo T. cruzi requer uma forte resposta imune humoral e celular, 

e o resultado da interação parasito-hospedeiro nos estágios iniciais da infecção é extremamente 

importante (BASSO, 2013). No caso da imunização esse controle é verificado em partes, a 

parasitemia não é evitada, no entanto, ela acontece em baixo nível. Os nossos resultados, os 

mostraram que os animais infectados com a cepa Y não imunizados apresentaram em média 

3.000 x 104 ft no pico de parasitemia, contra apenas 2 x 104 nos animais imunizados. Enquanto 

que na infecção com o clone CL-Brener, os animais controles apresentaram cerca de 5x mais 

tripomastigotas que os animais imunizados. Em ambos os casos houve uma infecção robusta e 

a imunização foi responsável pela sobrevivência de 100% ou 60% dos animais, 

respectivamente. No entanto, a cepa Colombiana apresentou uma infecção branda, com 100% 

de sobrevivência dos animais, independentemente da imunização. Sabe se que os as formas 

tripomastigotas apresentam diferentes padrões de glicoproteínas na sua superfície, podendo 

apresentar mais ou menos epítopos αGal. Segundo SOARES et al. (2012), os níveis de α-

galactosilação O-linked podem variar entre as cepas e, portanto, a capacidade do hospedeiro 

em acabar com o parasito usando esses anticorpos, o que pode significar uma maior proporção 

de acessos dos anticorpos líticos ao parasito. Os parasitos pertencentes à cepa Y apresentam 

maior expressão deste açúcar na superfície, seguidos das cepas Colombiana e CL.  Além disso, 

a cepa Y apresenta forma tripomastigota delgada, que é naturalmente mais susceptível a lise 
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pelo complemento do que as formas largas (CL-Brener e Colombiana) (KRETTLI & BRENER, 

1982). Já os animais infectados com o clone CL-Brener, quando imunizados, apresentam altos 

níveis de anticorpos líticos no momento da infecção, estando, portanto, mais preparados para 

combater a infecção e aumentando a chance de sobrevivência. 

A patologia da cardiomiopatia chagásica é marcada por uma miocardite crônica e 

progressiva, com infiltrados inflamatórios difusos, incluindo linfócitos, plasmócitos, 

macrófagos e eosinófilos com vários graus de fibrose intersticial (KRANSDORF et al., 2016; 

BENCK, KRANSDORF & PATEL, 2018). Em experimentos com cães, foram evidentes o 

aumento de células inflamatórias no miocárdio de animais infectados com a cepa Y e 

Colombiana quando comparados aos animais não infectados (CALIARI et al., 2002; GUEDES 

et al., 2009; DINIZ et al., 2010). Nossos resultados mostraram em todos os animais, 

independente da cepa ou do tempo de infecção, a presença de infiltrados inflamatórios 

predominantemente mononuclear caracterizados pela presença de linfócitos e distribuídos de 

forma difusa. Segundo REIS et al. (1993) as lesões inflamatórias na DC têm um grande número 

de células T, especificamente linfócitos CD8. Os animais imunizados com o αGal e infectados 

com o clone CL-Brener apresentaram uma inflamação discreta tanto com 14 DPI quanto com 

63 DPI, enquanto que os controles apresentaram em pelo menos um dos momentos, inflamação 

moderada. Isso pode ser indício de uma melhor resposta à infecção, já que justamente esse 

grupo é o único que manteve uma sobrevivência estatísticamente diferente. Os animais 

infectados com a cepa Colombiana com apenas 21 dias já foi possível observar nos animais 

controles uma inflamação moderada que perpetua até o final do experimento, enquanto que nos 

animais imunizados com αGal com 21 dias a inflamação era leve, chegando a moderada com 

63 DPI.  

A fibrose parece ser um bom indicador da gravidade da forma clínica. VOLPE et al.  

(2018) demonstraram maior letalidade entre os pacientes humanos chagásicos que 

apresentavam fibrose que os que não apresentavam. No entanto, fibrose focal pode estar 

presente mesmo em indivíduos com a forma indeterminada da DC (CARRASCO et al., 1990; 

SARABANDA et al., 2005; NOVA-RABELO et al., 2018). Os animais analisados neste 

experimento não chegaram a desenvolver fibrose, o que nos permite supor que eles não tiveram 

tempo suficiente. Com 63 DPI os animais infectados com a cepa Colombiana ainda não 

cronificaram, enquanto que grande parte dos os animais infectados com o clone Cl-Brener 

morreram antes dos 40 DPI. No entanto, uma análise imunológica aprofundada se faz necessária 

para entender melhor esses resultados histológicos. 
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Nesse contexto, podemos acreditar que este antígeno apresentou uma resposta 

parcialmente protetora frente às infecções com as diferentes cepas de T. cruzi. A vacina não 

evitou a presença e replicação dos T. cruzi  no sangue, no entanto, a mortalidade dos animais 

foi diminuída substancialmente, em alguns caso, sendo evitada. Vale ressaltar, que apesar de 

inúmeras pesquisas para o desenvolvimento de vacinas para DC baseadas em αGal, esta é a 

primeira a utilizar o VLP como adjuvante. Mostramos aqui a capacidade da vacina baseada em 

αGal ativar o sistema imune, induzindo uma proteção em camundongos geneticamente 

deficientes em αGal quando desafiados com um clone letal de T. Cruzi, suportando a hipótese 

que a vacinação modifica a resposta imune para melhorar o prognóstico da infecção. No entanto 

esta vacina deve ser melhor estudada e modificada para resultados mais amplos e consistentes 

Por outro lado, nosso estudo demonstrou que formulações com Rham e αGal/Rham não 

resultaram em uma proteção aos animais imunizados. De acordo com os resultados das 

imunizações, independente se infectados com a cepa Colombiana ou clone CL-Brener, não 

houve melhoras nas respostas avaliadas com relação aos animais controles. No entanto, este foi 

o primeiro teste com a Rham como candidato vacinal para DC, podendo, a melhora dos 

resultados estar condicionado à mudanças no protocolo de apresentação do antígeno e/ou 

protocolo de imunizações. 
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7 CONCLUSÃO  

Pudemos perceber que os animais deficientes para α1,3-galactosyltransferase (αGalT-

KO) apresentaram uma menor parasitemia e maior taxa de sobrevivência quando comparado 

com os animais selvagens (αGalT-WT), comprovando a importância do anticorpo anti-αGal no 

controle da infecção pelo Trypanosoma cruzi. Esses animais se mostraram, portanto, um bom 

modelo para a infecção experimental e análise da variação dos níveis desse anticorpo no 

organismo. Sabendo da importância do anti-αGal na resposta à infecção por T. cruzi, este 

modelo se faz essencial. Os animais imunizados com 180 ou 540 resíduos de αGal - Qβ(α-

Gal)180 ou Qβ(α-Gal)540 – induziram altos títulos de anticorpos anti-αGal e maior sobrevivência 

dos animais, mesmo em infecções letais como com o clone CL-Brener, demonstrando a 

potencialidade deste carboidrato como partícula vacinal. No entanto, animais imunizados com 

Qβ(α-Gal)180 apresentaram menor quantidade de T. cruzi  circulantes quando comparados com 

os animais Qβ(α-Gal)540 infectados com a mesma carga parasitária, devendo, essa diferença ser 

estudada para aperfeiçoamento da partícula. Todavia, este foi o primeiro estudo vacinal 

utilizando o αGal associado à uma VLP como adjuvante, sendo necessários outros estudos para 

o aperfeiçoamento da vacina. 
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9 ANEXOS 

9.1 Considerações éticas na experimentação animal 

 

Todas as atividades de pesquisas envolvendo modelos animais foram conduzidas de 

acordo com princípios éticos de boas práticas em experimentação animal, sendo que o projeto 

foi aprovado previamente pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade 

Federal de Minas Gerais, conforme certificado pelo Protocolo nº 255/2013 
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