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RESUMO

Até o presente momento, ndo existem vacinas disponiveis para a prevencao ou que
contribuam com tratamento da doenca de Chagas em seres humanos. Assim, buscamos
avaliar a eficacia de peptideos selecionados a partir das proteinas de superficie: TS e
MASP, do epitopo a-Gal e suas associa¢Bes (TS/IMASP, TS/a-Gal, MASP/a-Gal e
TS/MASP/a-Gal), acoplados ao QB-VLP, como antigenos vacinais contra a infecgéo pelo
Trypanosoma cruzi, em camundongos C57BL/6 al,3galactosiltransferase knockout.
Estes peptideos apresentam epitopos que sdo reconhecidos por linfocitos T CD4+ e CD8+
de memdria. Enquanto, o epitopo a-Gal é capaz de induzir uma forte ativacao da resposta
mediada por linfocitos B. Por tanto, a associacao destes antigenos vacinais provavelmente
pode fornecer resisténcia ao hospedeiro. Uma vez que, estudos ja demonstraram que 0
controle da disseminacdo de T. cruzi, esta associada a ativacdo simultanea de ambos 0s
tipos de resposta adaptativa. Para a realizagcdo deste trabalho camundongos fémeas
adultas (5-10), que receberam 3 doses dos antigenos vacinais e suas associa¢des foram
inoculados coma cepa Y ou Colombiana. O efeito das vacinag¢6es na evolugédo da infeccdo
foi avaliado através: dos niveis do parasitismo no sangue periférico e tecidos cardiacos,
variacfes da massa corporal inicial e capacidade de sobrevivéncia. A eficacia das
vacinacdes em prevenir o dano aos tecidos cardiacos associado a infec¢do, foi avaliada
através da anélise histopatoldgica semi-quantitativa do infiltrado celular, das alteracdes
degenerativas e da hipertrofia das fibras musculares do coracdo. Os niveis de anticorpos
IgG total e das citocinas 1L-12p40, IFN-y, IL-4 e IL-10 foram dosados durante a infeccao,
para avaliacdo da resposta imune adaptativa. Nossos resultados demonstraram que
provavelmente estes antigenos e suas associacbes sdo capazes de induzir o
desenvolvimento de uma resposta imune efetiva que provocou a reducdo da carga

parasitaria no sangue e da inflamac&o nos tecidos cardiacos durante a fase crénica, o que



conseqlientemente resultara em menores danos ao coracdo, fornecendo resisténcia ao
hospedeiro. No entanto estes alvos vacinais apresentaram diferentes graus de protecdo
contra infeccdo pelo T. cruzi, onde a associacdo QB-TS/MASP/a-Gal demonstrou um
melhor desempenho. Estes resultados reforcam a idéia de que a associacdo de antigenos
capazes de induzir a ativacdo da resposta imune adaptativa, mediada tanto por linfdcitos
T (como os peptideos TS ¢ MASP), quanto por linfocitos B (como o epitopo a-Gal),

provavelmente podem ser mais eficazes em fornecer resisténcia a infeccéo pelo T. cruzi.

Palavras chaves: Parasitologia, Trypanosoma cruzi, Doenca de Chagas, Vacinas de
Subunidades, Resposta imune.



ABSTRACT

To date, there are no vaccines available for prevention or that contribute to the treatment
of Chagas disease in humans. Thus, we seek to evaluate the effectiveness of selected
peptides from surface proteins: TS and MASP, from the o-Gal epitope and their
associations (TS/ MASP, TS/a-Gal, MASP/a-Gal and TS/MASP/a -Gal), coupled with
QB-VLP, as vaccine antigens against infection by Trypanosoma cruzi, in C57BL/6
al,3galactosyltransferase knockout mice. These peptides have epitopes that are
recognized by CD4+ and CD8+ memory T lymphocytes. Whereas the o-Gal epitope can
induce a strong activation of the B lymphocyte-mediated response. Therefore, the
association of these vaccine antigens can probably provide resistance to the host. Since
studies have already shown that the control of the spread of T. cruzi is associated with the
simultaneous activation of both types of adaptive response. For this work, adult female
mice (5-10), who received 3 doses of vaccine antigens and their associations, were
inoculated with the Y or Colombiana strain. The effect of vaccinations on the evolution
of the infection was assessed through the levels of parasitism in peripheral blood and
cardiac tissues, variations in initial body mass and survivability. The efficacy of
vaccinations in preventing cardiac tissue damage associated with infection was assessed
through semi-quantitative histopathological analysis of cell infiltrate, degenerative
changes, and hypertrophy of muscle fibers in the heart. The levels of total IgG antibodies
and cytokines IL-12p40, IFN-y, IL-4 and IL-10 were measured during infection, to assess
the adaptive immune response. Our results demonstrated that these antigens and their
associations are probably capable of inducing the development of an effective immune
response that caused the reduction of the parasitic load in the blood and inflammation in
the cardiac tissues during the chronic phase, which consequently will result in less

damage to the heart, providing resistance to the host. However, these vaccine targets



showed different degrees of protection against T. cruzi infection, where the association
QB-TS/MASP/a-Gal demonstrated a better performance. These results reinforce the idea
that the association of antigens capable of inducing the activation of the adaptive immune
response, mediated both by T lymphocytes (such as TS and MASP peptides) and by B
lymphocytes (such as the o-Gal epitope), can probably be more effective in providing

resistance to T. cruzi infection.

Key-words: Parasitology, Trypanosoma cruzi, Chagas Disease, Subunit Vaccines,

Immune response.
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1. INTRODUCAO

1.1.  Aspectos epidemioldgicos da doenca de Chagas e o ciclo bioldgico de

Trypanosoma cruzi

A doenga de Chagas tambeém conhecida como Tripanossomiase Americana é uma
antropozoonose causada pelo parasito intracelular obrigatério flagelado Trypanosoma
cruzi (T. cruzi), classificado dentro da ordem Kinetoplastida e da familia
Trypanosomatidae (Hoare, 1964). Este protozoario hemoflagelado ¢ um organismo
digenético, que se desenvolve em insetos hematofagos da familia Reduviidae, em
pequenos mamiferos de vida silvestre e em humanos (Chagas, 1909).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Salde, no ano de 2010,
aproximadamente 6 a 7 milhdes de individuos estavam infectados pelo T. cruzi em todo
0 mundo, ocorrendo cerca de 12.000 mortes a cada ano por complicagdes decorrentes da
doenca. Apesar da maioria desses casos se encontrarem em areas endémicas de 21 paises
da América Latina, nas ultimas décadas tem-se observado um numero crescente de casos
fora destes locais, principalmente devido ao fluxo migratério de pessoas infectadas
(Fig.1) (Organizagdo Mundial de Sadde, 2010). Estima-se que aproximadamente 1
milhdo de imigrantes nos Estados Unidos e na Europa tém a doenca (Rassi et al., 2010).

No estimated cases
Less than 1,000
1,001 - 10,000
10,001 - 100,000
I 100,001 - 1,000,000
I 1,000,000 and above

Figura 1. Distribuicdo dos casos de doenca de Chagas em 2009. Fonte:
Organizacdo Mundial de Saude, 2010.
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A transmissdo se da pelo contato do protozoario presente nas excretas do vetor
(triatomineos hemat6fagos) com a pele lesionada ou mucosas do individuo, durante ou
logo apo6s o repasto sanguineo (Chagas, 1909). Outras formas de contégio incluem:
ingestdo de alimentos contaminados, transfusdo de sangue, transplante de 6rgaos ou
tecidos, contato de material contaminado com a pele lesionada ou com mucosas e durante
a gestacao ou o parto. (Brener, 1984 e 1987; Nobrega et al., 2009).

A infeccdo humana inicia quando formas tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi
atingem a circulacdo sanguinea e posteriormente invadem qualquer célula nucleada. No
citoplasma da célula parasitada, transforma-se em formas amastigotas, onde o parasito
inicia uma série de divisdes binarias (Andrews, 1990; Dvorak & Hyde, 1973). Quando a
celula infectada esta repleta de amastigotas, estas diferenciam em tripomastigotas, com
crescimento de flagelos, lisam a célula hospedeira e sdo liberadas no meio extracelular
(Low et al., 1992; De Souza, 2002). Estas formas podem atingir a corrente sanguinea e
espalhar-se pelo organismo ou infectar células vizinhas (Storino & Milei, 1994).

O ciclo prossegue com as formas tripomastigotas sendo ingeridas por triatomineos
durante o repasto sanguineo (Ley et al., 1988). No intestino médio do hospedeiro
invertebrado, transformam-se em epimastigotas e sofrem divisdo binaria longitudinal
(Billingsley & Downe, 1986). A partir do momento em que as epimastigotas atingem a
extremidade posterior do intestino e o reto, convertem-se em tripomastigotas metaciclicas
infectantes e ndo replicativas (Minning et al., 2009). Entao se misturam com a urina e as

fezes e sdo liberadas durante repasto sanguineo (Fig.2) (Jimenez, 2014).
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Triatomineo

.

Figura 2. Ciclo biologico de T. cruzi: 1 O inseto vetor triatomineo infectado, durante o repasto
sanguineo elimina nas fezes formas tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi, que penetram no
hospedeiro humano através do ferimento provocado pela picada ou pelas mucosas intactas. 2
As formas tripomastigotas metaciclicas invadem as células nucleadas, diferenciam-se nas
formas intracelulares amastigotas. 3 e 4 As formas amastigotas multiplicam-se, diferenciam-se
em tripomastigotas, sdo liberadas na circulagdo sanguinea e véo infectar novas células. 5 O
triatomineo infecta-se ao ingerir sangue de um hospedeiro contendo os parasitos circulantes. 6
e 7 As formas tripomastigotas ingeridas transformam-se em epimastigotas no intestino médio
do inseto vetor, que se multiplicam. 8 No intestino posterior e no reto o parasito se diferencia
na forma infectante, tripomastigota metaciclica que se mistura com a urina e as fezes. Fonte:
modificado de htt://www.dpd.cdc.gov/dpdx,2019.
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1.2. Manifestacdes clinicas na doenca de Chagas

De modo geral, reconhecem-se trés fases clinicas distintas na doencga de Chagas
que sdo: aguda, cronica indeterminada e cronica determinada (Rocha et al., 2009). A fase
aguda inicia-se ap0s cerca de sete a dez dias de incubacéo do parasito (Bahia- Oliveira et
al., 1988). Esta fase apresenta curso clinico de curta duracdo, presenca de niveis
geralmente elevados da parasitemia sanguinea, reagdes inflamatorias nos tecidos
parasitados, sinais e sintomas quase sempre inespecificos e € reconhecida somente em 1
a 2% dos casos (Bahia- Oliveira et al., 1988; Coura & Dias, 2009). As manifestacdes
clinicas mais comuns sao: febre, cefaléia, mal-estar, mialgia, astenia, calafrios, apatia,
edema nos membros inferiores ou na face, taquicardia, hepatoesplenomegalia, ascite e
enfartamento ganglionar, o que dificulta o diagnéstico precoce da infeccdo (Andrade,
1958). Nausea, vomitos, diarréia e epigastralgia intensa sdo comuns em casos em que
ocorreu a transmissdo oral (Ministério da Saude, 2009). Em casos de transmissao vetorial,
podem ocorrer sinais de porta de entrada: sinal de Roman (edema bipalpebral unilateral)
ou chagoma de inoculacao (Laranja et al., 1948; Andrade, 1958).

Entre quatro e dez semanas, as manifestacdes clinicas agudas regridem e inicia-se
a fase cronica assintomatica, que pode persistir por dez a vinte anos ou por toda a vida do
paciente (Lopes et al., 1982). Nesta fase se torna dificil a demonstracdo do parasito no
sangue circulante, mas € possivel sua deteccao nos tecidos (Lopes et al., 1982). Esta fase
¢ caracterizada pela auséncia de sintomas e/ou sinais da doenca, eletrocardiograma
convencional normal, coracdo, eséfago e célon radiologicamente normais e exame
soroldgico e/ou parasitologico positivo para doenca de Chagas (Lopes et al., 1982). Cerca
de 20% a 30% dos pacientes infectados podem evoluir para uma das formas crénicas
sintomaticas da doenca de Chagas (Lopes et al., 1982).

O paciente que desenvolve a forma cardiaca pode apresentar manifestagdes
clinicas variaveis, que podem incluir desde arritmias a sintomas e sinais de insuficiéncia
cardiaca compensada ou descompensada, 0 que pode provocar sua morte subita. Essa
forma é considerada responsavel pela maior causa de morbidade e 6bitos na doenca de

Chagas cronica (Coura et al., 1983; Dias, 1992). Aqueles pacientes que desenvolvem a
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forma digestiva, apresentam evidéncias de acometimento do aparelho digestivo, como
dilatacGes e alteragdes funcionais principalmente no esdfago e no célon, provocadas pela
destruicdo das células nervosas do sistema entérico e da instalacdo de fibrose (Tafuri,
1970; Tafuri, 1987; Dias, 1992). J& a forma nervosa ocorre somente em pacientes
imunocomprometidos, comprometendo tanto o sistema nervoso central (SNC) como o
periférico. O paciente pode vir a desenvolver disturbios motores e/ou sensoriais, déficit
cognitivo e apresentar alteracdes eletroencefalograficas (Mangone et al., 1994; Prost et
al., 2000). A forma mista é caracterizada pela ocorréncia concomitante de lesGes
compativeis com as manifestacdes provocadas pelas formas clinicas anteriormente
mencionadas. (Prata, 2001).

Os mecanismos imunopatogénicos responsaveis pela formacao das lesGes durante
a fase crénica da doenca de Chagas ainda ndo sdo totalmente compreendidos. (Dias,
2000). No entanto, duas hipdteses que se complementam tém sido mais aceitas entre 0s
pesquisadores para explicar a patologia nesta fase da doenca (Cunha-Neto et al., 1995;
Kalil e Cunha-Neto, 1996; Tarleton e Zhang, 1999; Tarleton, 2001; Tarleton, 2003).

Uma propde que a resposta inflamatdria patogénica é dirigida aos antigenos de T.
cruzi em locais de persisténcia do parasito (Tarleton 2001). E é apoiada por estudos que
demonstraram a associa¢ao da presenca de T. cruzi com o desenvolvimento das lesdes
cardiacas e digestivas, através de utilizacdo de técnicas mais sensiveis para detec¢do de
parasitos como a imuno-histoquimica e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Vago
et al., 2000; Schijman et al., 2004; Benvenuti et al., 2008). A outra hipo6tese alega que a
doenca de Chagas cronica é autoimune, estando o processo de formacdo das lesdes
severas em grande parte dos pacientes chagasicos durante esta fase, associado a presenca
de anticorpos ou linfocitos T autorreativos derivados do mimetismo molecular entre
epitopos antigénicos do parasito e do hospedeiro (Anselmi et al., 1966; Cossio et al.,
1974; Teixeira et al., 1978; Kalil & Cunha-Neto 1995, Kierszenbaum, 1999; Leon et al.,
2001).
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1.3. Resposta imune na doenca de Chagas

O desenvolvimento de uma resposta imunoldgica capaz de controlar a replicagdo
do parasito, especialmente na fase aguda da doenca de Chagas, estd associada com as
citocinas pro-inflamatorias: Interleucina-12 (IL-12), Interferon-gama (IFN-y) e Fator de
necrose tumoral-alpha (TNF-a). As citocinas IL-12 e TNF-a produzidas principalmente
por macrofagos e células dendriticas em resposta a infec¢do pelo T. cruzi, induz a
producdo de IFN-y por linfocitos T ativados e células Natural Killer (NK) (Gutierrez et
al., 2009; Paiva et al., 2009; Talvani & Teixeira, 2011). O IFN-y exerce uma acgdo
sinérgica com TNF-a induzindo a expressdo da enzima iNOS (6xido nitrico sintase
induzivel), catalizadora da sintese de Oxido nitrico pelos macréfagos infectados,
promovendo a eliminacdo do parasito. Além de ativar células do sistema mononuclear
fagocitario, o IFN-y também estimula a liberacdo de quimiocinas para o recrutamento de
novas células para o sitio da infeccdo (Gutierrez et al., 2009; Paiva et al., 2009; Talvani
& Teixeira, 2011).

Entre as subpopulacdes de linfécitos T ativados CD4+, os linfocitos do tipo T
helper 1 (Th1) é que atuam na destruicdo intracelular de parasitos, através da sintese de
IFN-y. Enquanto os linfécitos do tipo T helper 2 (Th2) induzem a producdo de anticorpos
liticos protetores por linfocitos B (Brener, 1986; Mosmann et al., 1986). A subpopulagédo
de linfdcitos do tipo T helper 17 (Th17) também esta relacionada com os mecanismos de
defesa, por sintetizarem citocinas como Interleucina-17 (IL-17) e Interleucina-22 (1L-22)
(Aggarwal et al., 2003, Murphy et al., 2003). Ja linfdcitos do tipo T reguladores (Treg),
desempenham um papel fundamental na manutencéo e controle de uma resposta imune
exacerbada ao sintetizarem principalmente as citocinas Interleucina-10 (IL-10) e Fator de
transformacéo do crescimento beta (TGF-B) (Chen et al., 2003; Sakaguchi et al., 2006).
Os linfocitos T CD4+ também auxiliam na ativacao de linfocitos T CD8+, que alem de
produzirem IFN-y e outras citocinas que estimulam células do sistema imunoldgico,
limita a infecgdo por reconhecer e matar células infectadas, através de mecanismos

citotoxicos (de Alencar et al., 2009; Junqueira et al., 2010).
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Assim, durante a fase aguda da doenca de Chagas células da resposta imune inata
e adaptativa trabalham em conjunto para impedir a replicacdo do parasito, controlando a
parasitemia patente. No entanto, a falta de modulagdo dessa resposta continua, com alta
expressdo de citocinas pro-inflamatorias, posteriormente acaba sendo patogénica
provocando as lesGes das formas cronicas sintomaticas (Dutra et al., 2009). Estudos
demonstraram que pacientes com a forma cronica indeterminada apresentam esta
capacidade de modulacdo da resposta inflamatdria, mecanismo essencial para que a
respota imune ndo se torne exacerbada e provoque danos teciduais severos, causando
alteracdes anatomoclinicas. Estes individuos produzem tanto citocinas pré-inflamatorias
como TNF-a e IFN-y, quanto elevados niveis de citocinas anti-inflamatérias como a IL-
10, desenvolvendo uma resposta imune eficaz e controlada (Souza et. al., 2004; Araujo
et. al., 2007; Araujo et. al., 2012; Dutra et al., 2014). O contrario € observado em pacientes
com a forma cardiaca da doenca. Estudos demonstraram que estes individuos apresentam
uma predominancia de citocinas pro-inflamatorias em relacdo a IL-10, e relataram que o
infiltrado inflamatdrio presente no miocardio destes pacientes € composto por linfdcitos
T CD8+, citocinas como TNF-a e IFN-y e moléculas citotoxicas, como perforina e
granzima A (Higuchi, 1999, Dutra et al., 2009). Em pacientes que desenvolveram a forma
cronica digestiva da doenca, também foi observado uma exacerbacdo da resposta
inflamatoria, com a presenca de niveis elevados de citocinas como TNF-a, Interleucina -
1 beta (IL-1B), Interleucina - 6 (IL-6) e alta frequéncia de linfocitos T CD4+, células NK,
mastocitos, macrdfagos e eosindfilos. (D'avila Reis et al., 2001; Da Silveira et al., 2007,
Dutra et al., 2009).

1.4.  Diagnostico na doenca de Chagas

Durante a fase aguda da doenca de Chagas ha um elevado numero de formas
tripomastigotas na circulagdo periférica do individuo, permitindo a identificacdo direta
do parasito no sangue. Desta forma, o diagnostico da infec¢do durante essa fase € dado

por meio dos métodos parasitoldgicos como: o exame direto do sangue ou liquor, lamina
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corada de gota espessa, esfregaco, métodos de concentracdo (Strout, microhematocrito
ou creme leucocitario) e hemocultura (Ministério da Saude, 2013).

Na doenca de Chagas crbnica métodos de diagndstico parasitologicos sao
insatisfatorios pois, esta fase € caracterizada pela baixa parasitemia. No entanto, apresenta
uma elevada producdo de anticorpos imunoglobulina G (IgG) anti-T. cruzi, por isso 0
indicado é que o diagndstico seja realizado pela deteccdo de anticorpos especificos contra
o parasito (Organiza¢do Mundial da Saude, 2002; Dias et al., 2016). Por tanto, as técnicas
mais comumente utilizadas para a realizacdo do diagnostico nesta fase sdo: a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), o ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA) e o
teste de hemaglutinacédo indireta (HAI) (Rrassi et al., 2012; Bern, 2015; Balouz, et al.,
2017; Santos et al., 2017). O resultado sé é considerado positivo, quando no minimo dois
métodos de andlise distintos ou de diferentes preparacbes de antigenos sdo reativos
(Organizacdo Mundial de Saude, 2002; Dias et al., 2016).

No entanto, os testes sorologicos disponiveis atualmente muitas vezes quando
realizados apresentam resultados discordantes, com o soro do paciente sendo considerado
reativo apenas por um dos meétodos utilizados. O problema da sorodiscordancia ocorre
principalmente entre individuos com baixas concentra¢fes de anticorpos anti-T. cruzi e
torna o diagndstico da doenca de Chagas crénica inconclusivo (Otani et al., 2009). Estes
testes também tém a sua especificidade limitada, podendo haver reacdo cruzada com
outros tripanosomatideos, como a Leishmania sp. e Trypanosoma rangeli (Araujo, 1986;
Silveira et al., 2001; Caballero et al., 2007). Além disso, ndo sdo bons métodos para
avaliar a eficacia do tratamento aplicado, pois menos de 10% dos pacientes chagasicos
cronicos apresentam reversdo da sorologia positiva apés o tratamento anti-T. cruzi
(Gomes et al., 2009).

O diagndstico molecular por amplificacdo de genes especificos através da PCR
(polymerase chain reaction) ou PCR em tempo real tem sido utilizado de maneira
complementar aos diagnosticos parasitologico e soroldgico. Este método € considerado
um teste promissor, por ser altamente sensivel e fornecer resultados em um curto espaco
de tempo (Luquetti & Rassi, 2000).
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1.5. Trypanosoma cruzi: variabilidade intra-especifica, proteinas de

superficie da membrana e o epitopo a-galactosil (a-Gal)

1.5.1. Variabilidade intra-especifica

O T. cruzi € um parasito muito complexo que apresenta uma alta variabilidade
genética, exibindo assim um amplo grupo de cepas com grande variacao intraespecifica
(Murta & Romanha, 1999; Macedo et al., 2004; Machado et al., 2006), que estdo
distribuidas entre diferentes espécies de insetos vetores e hospedeiros mamiferos
domésticos e silvestres (Zingales et al., 1998). Esta elevada diversidade genética
apresentada pelo T. cruzi foi comprovada por diferentes estudos que empregaram:
técnicas de andlises de isoenzimas (Miles et al., 1977; 1978; 1980), kDNA-RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism of Kinetoplast DNA) (Morel et al.,1980),
LSSP-PCR (Low Stringency Single Specific Primer- Polymerase Chain Reaction) (Vago
etal., 1996), RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) (Steindel et al., 1993),
amplificagdo do gene do mini-éxon (regiao do espagador ndo transcrito) ¢ do gene 24Sa
rDNA (Ribosomal DNA ) (regido divergente na porgdo terminal 3”) (Souto et al., 1996).

Perante a grande variedade de trabalhos desenvolvidos abordando a
caracterizacdo de subpopulagdes de T. cruzi com o objetivo de definir subgrupos deste
parasito, surgiu a necessidade de padronizar uma classificacdo genética que seria utilizada
por todos os pesquisadores. Por tanto foi adotada a divisdo de T. cruzi em sete unidades
de tipagem discretas (DTUs), denominadas Tcl a TcVI e TcBat (Zingales et al., 2009;
2012). A infecgdo humana provocada por parasitos classificados dentro da DTU-Tcl se
concentra na Ameérica Central e no norte da América do Sul e esti associado a casos
agudos (Miles et al., 1981; Afiez et al., 2004; Coura, 2007; Marcili et al., 2009 a, b;
Valente et al., 2009; Llewellyn et al., 2009b ; Alarcon de Noya et al., 2010; Cura et al.,
2010; Zingales et al., 2012), a cardiomiopatia chagasica (Bosseno et al., 2002; Montilla
et al., 2002; Afez et al., 2004; Higo et al., 2004; Sanchez-Guillén et al., 2006; Coura,
2007; Zingales et al.,, 2012) e a complicagdes no sistema nervoso central e
meningoencefalite em individuos imunocomprometidos (Zingales et al., 2012). No
entanto existem isolados selvagens no Alabama nos Estados Unidos (Roellig et al., 2008)
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e em Limari no Chile (Apt et al., 1987). Membros desta divisao podem estar relacionados
tanto ao ciclo silvestre quanto ao doméstico e sdo os mais amplamente dispersos e
abundantes nas Américas. Podem ser encontrados em todos 0s principais géneros de
insetos triatomineos e em 52 géneros de mamiferos, sendo vistos com mais frequéncia
nas ordens: Marsupialia, Rodentia, Primata, Chiroptera, Xenartha, Carnivora e
Artiodactyla (Zingales et al., 2012).

A DTU-Tcll é encontrada predominantemente nas regides sul e central da
América do Sul, onde estd associada com a ocorréncia concomitante de lesdes
compativeis com as formas cardiaca e digestiva da doenca de Chagas croénica. E tem sido
isolada principalmente de ciclos de transmissdo doméstica (Luquetti et al., 1986; Freitas
et al., 2005; Lages-Silva et al., 2006; Zingales et al., 2012).

A DTU-Tclll esté associada principalmente ao ciclo silvestre no Brasil e paises
vizinhos. As infec¢es humanas documentadadas por parasitos membros desta divisao
sdo raras (Llewellyn et al., 2009a; Marcili et al., 2009a; Zingales et al., 2012). No entanto,
a DTU- TclV embora mostre um padréo de distribuicdo semelhante na América do Sul
estando ausente na regido do Chaco, ocorre com frequéncia em humanos sendo a segunda
divisdo mais descrita na Venezuela (Miles et al., 1981; Zingales et al., 2012).

Estudos comparativos que utilizaram técnicas de biologia molecular,
comprovaram que as DTUs: TcV e TcVI sdo similares e hibridas das DTUs: Tcll e Tclll
(Sturm et al., 2003; Sturm & Campbell, 2010). Membros destas duas divisfes, também
foram associadas com a ocorréncia concomitante de lesGes compativeis com as formas
cardiaca e digestiva da doenca de Chagas crénica, na regido sul e central da América do
Sul e nunca foram isolados no meio silvestre (Luquetti et al., 1986; Freitas et al., 2005;
Lages-Silva et al., 2006; Zingales et al., 2012).

A DTU-Tcbhat foi identificada previamente em morcegos e esta associada
principalmente ao ciclo silvestre (Zingales et al., 2012; Breniere et al., 2016). Ndo se sabe
ainda em qual inseto vetor os parasitos classificados dentro desta divisdo se desenvolvem,
no entanto suspeita-se que seja em espécies de triatomineos encontradas em reflgios de

morcegos, ou cimicideos, vetores de Trypanosoma dionisii ha Europa, ou ectoparasitos
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de morcegos (Cavazzana et al., 2010). Somente recentemente foi relatada em seres

humanos (Marcili et al., 2009; Cavazzana et al., 2010; Ramirez et al., 2014).

1.5.2. Proteinas de superficie da membrana

O tripanossomatideo T. cruzi expressa na superficie de sua membrana uma grande
variedade de proteinas. A expressdo destas moléculas de superficie € modificada de
acordo com o0 ambiente que o parasito é exposto, durante o seu ciclo de vida (Pech-Canul,
et al., 2017). Diferentes estudos realizados para elucidar as fun¢bes que estas proteinas
exercem, concluiram que muitas destas moléculas sdo cruciais para 0 processo de
interacdo com o hospedeiro, desempenhando um papel fundamental durante a adeséao e
invasdo de células, na adaptacéo, diferenciacdo e evasdo do parasito no decorrer do seu
ciclo de vida. O que indica que a capacidade de sobrevivéncia de T. cruzi no hospedeiro
em parte esta relacionada a composicao diversificada da sua superficie (Schenkman et
al., 1994; Di Noia et al., 1995; Santos et al., 1997; Acosta-Serrano et al., 2001; Kawashita
et al., 2009; Bartholomeu et al., 2009).

Estas proteinas foram classificadas de acordo com suas caracteristicas dentro de
familias nas quais as: mucinas, trans-sialidases, TcGP63 (T. cruzi GP63), amastinas,
TCcTASV (proteinas ricas em alanina, serina e valina em tripomastigota), MASPs
(proteinas de superficie associadas a mucina) e cruzipains, atualmente sdo conhecidas
como as mais abundantes e/ou relevantes durante o ciclo de vida do parasito (Pech-Canul,
et al., 2017). Muitos membros destas familias sdo expressos em formas tripomastigotas
infectantes (Atwood et al., 2005) e podem induzir a ativagdo da resposta imune inata e/ou
adaptativa no hospedeiro humano, o que as torna alvos em potencial para tratar ou mesmo
impedir o processo de infeccdo (Ropert et al., 2002, Santos et al., 1997; Wizel et al., 1997,
Martin et al., 2006).

) Familia de proteinas trans-sialidases

A familia de proteinas trans-sialidases € altamente polimérfica, embora todos os

seus integrantes compartilhem o motivo VTVXNVXLYNR (Schenkman et al., 1994).
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Estudos sugerem que além de grande parte de seus membros desenvolverem um papel
crucial durante o processo de infecgédo celular, a alta variacdo e a co-expressao destas
proteinas exibidas durante o ciclo de vida do parasito, poderiam distribuir a resposta
imune do hospedeiro. E assim, evitariam o desenvolvimento de uma resposta adquirida
eficiente, contribuindo para o processo de evasao do sistema imune (Reina-San-Martin et
al., 2000).

As proteinas que fazem parte desta familia foram divididas em grupos de | a 1V,
estando envolvidos na sua expressdo 1.430 genes incluindo 693 pseudogenes (Moraes
Barros et al., 2012). A similaridade de sequéncias apresentadas entre estas moléculas e
suas propriedades funcionais foram empregados como parametros para estabelecer esta
classificacdo (Pech-Canul, et al., 2017).

O grupo | € composto pelas proteinas: T. cruzi neuraminidase (TCNA), antigeno
disperso de fase aguda (SAPA), expressas na forma tripomastigota e trans-sialidase-
epimastigota (TS-epi), expressa na forma epimastigota (Affranchino et al., 1989;
Pitcovsky et al., 2001). Estas proteinas realizam a transferéncia do acido siélico presente
nas células do hospedeiro, para mucinas presentes na membrana plasmatica das formas
tripomastigotas (Pereira, et al., 1980; Zingales, et al., 1987) ou para a 4&gua (Schenkman,
et al., 1991; Prioli, et al., 1990). O processo de sialilacdo confere ao T. cruzi uma
superficie carregada negativamente que protege as formas tripomastigotas extracelulares
de serem eliminadas por anticorpos anti-a-galactosil (anti-a-Gal) (Previato et al., 1985;
Frasch, 2000; Vercelli et al., 2005; Mucci et al., 2006). E também esta envolvido no
escape do vacuolo parasitéforo para o citoplasma da célula parasitada pelas formas
tripomastigotas metaciclicas, sendo importante para a internalizagdo do parasito (Rubin-
de-Celis, et al., 2006).

O grupo Il é formado pelas proteinas: ASP-1 (proteina de superficie amastigota
1), ASP-2 (proteina de superficie amastigota 2), TSA-1 (antigeno de superficie
tripomastigota 1), Tc85 (glicoproteina 85 kDa), SA85 (Sialidase 85 kDa), GP82
(glicoproteina 82 kDa) e GP90 (glicoproteina 90 kDa), expressas nas formas
tripomastigota e amastigota. As proteinas deste grupo apresentam diversas funcdes na

interacdo parasito-hospedeiro, especificamente na adeséo e invasdo da célula hospedeira
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(Ouaissi, et al., 1988; Colli, 1993; Colli & Alves, 1999).

O grupo Il € constituido pelas proteinas: CRP (proteina regulatéria do
complemento), FL-160 (proteina associado ao flagelo 160), CEA (exoantigeno da face
crénica) e TESA (antigeno secretado e excretado de tripomastigota), presentes na
superficie de formas tripomastigotas sanguineas (Correa, et al., 2013). A TESA ¢
distribuida na membrana da superficie celular de T. cruzi (Berrizbeitia, et al.,
2006; Matsumoto, et al., 2002) enquanto CRP, FL-160 e CEA s&o proteinas de membrana
associadas aos flagelos (Norris, et al., 1997; Cetron, et al., 1992). Essas proteinas inibem
as vias classica e alternativa de ativacdo do complemento, protegendo as formas
tripomastigotas contra a lise (Correa, et al., 2013; Matsumoto, et al., 2002; Colli, 1993,;
Campetella, et al., 1992; Kipniset, et al., 1981).

O grupo 1V é composto por proteinas de superficie de formas tripomastigotas cuja

funcdo bioldgica ainda é desconhecida (Pech-Canul, et al., 2017).

i) Familia de proteinas de superficie associadas a mucina
(MASP)

A familia de proteinas MASPs € composta por glicoproteinas ancoradas por
glicosilfosfatidilinositol (GPI) expressas na superficie de T. cruzi, que podem ser
secretadas para 0 meio extracelular (Atwood et al., 2005; Bartholomeu et al., 2009; Bayer-
Santos et al., 2013; Serna et al., 2014). Seus membros contém dominios conservados nos
terminais N e C que codificam um peptideo sinal e um sitio de adi¢do de ancora de GPI,
respectivamente. No entanto apresentam uma regido central altamente variavel e
repetitiva (EI-Sayed, et al., 2005). Estudos sobre o0 genoma de T. cruzi demonstraram que
1.377 genes e 433 pseudogenes estdo envolvidos na sua expressdo, correspondendo
aproximadamente 6% do genoma diploide do parasito (Arner E, et al., 2007).

As proteinas que fazem parte desta familia s&o os antigenos mais abundantes
encontrados na superficie de formas tripomastigotas de T. cruzi (Bartholomeu et al.,
2009; Serna et al., 2014), podendo ser expressas também em formas amastigotas e

epimastigotas (Atwood et al., 2005; Bayer-Santos et al., 2013). Esta excessiva expressao
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na superficie destas formas evolutivas sugere que algumas destas proteinas desempenham
um papel bioldgico importante na sobrevivéncia e multiplicacdo do parasito.

Diferentes estudos propuseram que a enorme variabilidade de sequéncias,
expressas na superficie das formas tripomastigotas de proteinas que pertencem a familia
MASP, podem estar ajudando a formar um grande repertorio de peptideos. Que podem
interagir com diferentes receptores celulares, estando assim associadas com processos
que envolvem adesdo e infecgdo (Chuenkova & Pereira Perrin 2004; Bartholomeu et al.,
2009).

Além disso, estudos também tém sugerido que a alta variacdo e a co-expressdo de
membros desta familia, podem mediar tanto respostas imunoldgicas independentes de
células T especificas, como ndo especificas e estar relacionadas com a promog¢do da
ativacdo de linfdcitos B policlonais. O que pode difundir a resposta imune, impedindo o
desenvolvimento de uma resposta especifica e neutralizante contra o parasito e sua
completa eliminagdo. Podendo estes fendmenos estarem fazendo parte dos mecanismos
de evasdo do sistema imune do hospedeiro, utilizado pelo T. cruzi. (Reina-San-Martin et
al., 2000 ; Minoprio, 2001 ; Gao et al., 2002 ; dos Santos et al., 2012 ).

1.5.3. Epitopo a-galactosil (a-Gal)

A superficie de formas tripomastigotas, amastigotas e epimastigostas de T. cruzi
também é revestida por glicoproteinas tais como mucinas ancoradas a GPI, que exibem
o residuo terminal ndo redutor a-galactosil, altamente imunogénico (Souto-Padron et al.,
1994). Este carboidrato denominado epitopo a-Gal apresenta a estrutura quimica: Galol-
3GalB1-4GIcNAc-R (Schocker et al., 2016), e é sintetizado pela enzima al,3-
galactosiltransferase (a1,3GT) dentro do complexo de Golgi (Blanken & Van den
Eijnden, 1985).

Protozoarios como Leishmania spp. (Avila, Rojas & Galili, 1989), Plasmodium
falciparum (Ramasamy & Rajakaruna, 1997), Trypanosoma brucei (Pingel et al., 1999),
assim como células de mamiferos ndo primatas e de macacos da América do Norte,

Central e Sul, também o expressam na superficie de sua membrana. No entanto, esta
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ausente em macacos da Europa, Asia e Africa, simios e humanos (Galili et al., 1987;
Galili et al., 1988).

O epitopo a-Gal, estimula uma elevada producdo de anticorpos anti-o-Gal em
humanos infectados pelo T. cruzi, tanto na fase aguda, quanto crénica da doenca
(Travassos & Almeida, 1993; Almeida et al., 1994; Soares et al., 2012; Izquierdo et al.,
2013). Estes anticorpos anti-a-Gal ligam-se aos epitopos a-Gal na superficie de T.
cruzi e induzem a lise do parasito mediada pelo complemento, contribuindo para o
combate a infeccdo (Towbin et al., 1987; Travassos & Almeida, 1993).

Recentemente, um estudo realizado por Portillo et al. (2019) apontou este
carboidrato como um alvo para o desenvolvimento de uma vacina contra o T. cruzi.
Outros estudos também demonstraram que a vacinagdo com este antigeno induz protecéo
consideravel contra diferentes espécies de Plasmodium (Yilmaz et al., 2014) e
Leishmania (Iniguez et al., 2017; Moura et al., 2017).

1.6. Tratamento e vacinas na doen¢a de Chagas

Atualmente o Nifurtimox e o Benznidazol sdo os Unicos medicamentos que
obtiveram sucesso no tratamento humano da doenca de Chagas (Dias, 2006). No entanto,
diferentes estudos demonstraram variacdes na eficicia terapéutica destes farmacos de
acordo com a fase da doenca. Ensaios clinicos demonstraram que ambas as drogas tém
atividade significativa durante a fase aguda, causando cura parasitolégica em até 80% dos
pacientes que foram tratados precocemente (Guedes et al., 2006). Enquanto o tratamento
apresenta pequena ou nenhuma atividade quando realizado na fase cronica tardia da
doenca, com indices de cura variando entre 0% e 19,1% (Lana et al., 2009; Fernades et
al., 2009; Ferreira et al., 2002; Braga et al., 2000; Lauria-Pires et al., 2000 Fabbro et al.,
2000; Viotti et al., 1994; Ferreira, 1990). Além disso, a capacidade que o tratamento
realizado com estes medicamentos durante a fase aguda tem de prevenir o
desenvolvimento das formas cronicas da doenca, é ainda uma questdo que precisa ser
elucidada (Silveira et al., 2000).
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Estes farmacos também possuem eficacia terapéutica variavel de acordo com a
metodologia utilizada para verificacdo da cura, a dose, o tempo do tratamento, a idade e
origem geografica do paciente (Guedes et al., 2006). As diferencas genéticas entre as
populacdes de parasitos e de hospedeiros vertebrados e invertebrados, presentes nas
distintas regides geograficas também influenciam na resposta ao tratamento (Andrade et
al., 1992). Temos que considerar ainda que, os medicamentos sdo altamente toxicos e
provocam uma serie de reacOes adversas, tem pouca atividade em pacientes
imunossuprimidos, requerem posologia por periodos muito longos e um alto custo
(Boscardin et al., 2010). Por tanto, os baixos indices de cura detectados na fase cronica
associados a gravidade dos efeitos colaterais provocados pelo tratamento, fazem com que
muitos médicos optem por ndo tratar os individuos chagéasicos cronicos (Urbina &
Docampo, 2003).

Assim, diante deste cenario é necessario o desenvolvimento de novos farmacos e
de estratégias terapéuticas alternativas para o tratamento da doenca de Chagas (Urbina,
2009). Desta forma, a utilizacdo terapéutica de vacinas pode ser uma alternativa para
melhorar a eficacia do tratamento atual e assim, proporcionar um melhor prognéstico para
0 paciente (Rodriguez-Morales et al., 2015).

Além da quimioterapia, uma vacina pode fornecer uma medida preventiva
adequada para controlar a disseminacgdo da doenca (Arce-fonseca et al., 2015; Rodriguez-
morales et al., 2015). Uma vez que, a presenca de espécies de insetos vetores dificeis de
serem controladas por inseticidas ou resistentes ao tratamento dificultam a realizacdo do
controle vetorial, que é a principal forma de combate a infeccdo pelo T. cruzi em areas
endémicas (Schofield et al., 2006). E ainda devemos considerar que as rotas de
transmissdo secundarias: como as transfusdes, transplantes, o contagio por via congénita
e oral, que consistem nas principais formas de infeccdo em locais fora das areas
endémicas ou onde a presenca do inseto vetor foi controlada, séo dificeis de serem
contidas. Além de exigirem altos investimentos para a realizacao de triagem laboratorial
dos doadores de sangue e 6rgdos (Coura &Vifias, 2010).

Uma vacina profilatica ideal no caso da doenga de Chagas, provavelmente seria

aquela capaz de ser reconhecida simultaneamente por linfécitos T (CD4+, CD8+) e B de
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memoria, provocando assim durante a infeccdo a ativagdo sistematica tanto da resposta
imune celular, quanto da imunidade humoral. Uma vez que estudos realizados
demonstraram que a resisténcia a infeccdo pelo T. cruzi est4 associada a ativacao
simultania de ambos os tipos de respostas (Krautz et al., 2000; Bhatia et al., 2004;
Tarleton et al., 2005; Rodrigues et al., 2009).

O papel desempenhado pelas células T CD4" na defesa, pode estar relacionada
com a ativagdo imunoldgica de macrofagos infectados e com a destruicdo intracelular de
parasitos por células do tipo Thl, produtoras de IFN-y. E no caso de células Th2, com a
inducdo da producdo de anticorpos liticos protetores por células B (Brener, 1986).
Enquanto, os linfécitos T CD8" especificos além de também produzirem IFN-y e outras
citocinas que estimulam células do sistema imunolégico (Travassos & Almeida, 1993),
promovem resisténcia a infeccdo pelo T. cruzi através de sua atividade citotoxica direta
mediada por perforina, que limita a infeccdo por reconhecer e matar células infectadas
(de Alencar et al., 2009; Junqueira et al., 2010).

Porém, para uma vacina ser realmente eficiente contra a doenca de Chagas tem
que possuir epitopos capazes de serem reconhecidos por toda a populacdo humana, que
apresenta um alto grau de polimorfismo do MHC (complexo principal de
histocompatibilidade) e esta resposta precisa ser eficaz contra as diferentes cepas de T.
cruzi existentes. Por tanto este alto grau de variagao e a escassez de informacdes sobre as
proteinas expressas na superficie celular do parasito em diferentes estagios, cepas e
linhagens filogenéticas, dificulta o desenvolvimento de uma vacina contra a doenca de
Chagas (Rodrigues et al., 2009).

Ao longo dos anos, diferentes antigenos como: proteinas recombinantes,
purificadas e DNA, lisados, extratos, formas atenuadas ou mortas, de T. cruzi ou de micro-
organismo, ja foram testados quanto a sua eficacia no controle da infeccdo. No entanto, a
maioria destes forneceram parcial ou nenhuma protecao (Rodriguez-Morales et al., 2015).
Porém, recentemente carboidratos (Portillo et al., 2019) e proteinas (Pech-Canul et al.,
2017) expressos na superficie da membrana de T. cruzi tém sido apontados como

potenciais candidatos para tratar, ou mesmo prevenir, o processo de infecgéo.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rodr%26%23x000ed%3Bguez-Morales%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26090490
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Estudos demonstraram que a proteina trans-sialidase (TS), poderia ser um
importante alvo vacinal, uma vez que seus epitopos sdo reconhecidos por linfocitos T
CD8+ de memoria, células envolvidas no desenvolvimento de formas severas da doenca
em mecanismos modulados por IFN-y (Aradjo et al.,2007; FiGza et al., 2009).
Recentemente uma vacina quimérica denominada Traspain, contendo dominios desta
proteina e da ASP2, mostrou ter a capacidade de ativar células T CD4"e CD8 ¥, controlar
a disseminacdo do parasito e de prevenir o dano tecidual durante a fase cronica em
diferentes modelos experimentais murino de infeccdo pelo T. cruzi (Sanchez Alberti. et
al., 2017). As proteinas Tc24 (proteina flagelar ligada ao calcio) e TSA-1, quando testadas
também como antigenos vacinais, ambas como proteinas recombinantes, apresentaram
um desempenho semelhante no controle da infecgdo e na capacidade de ativagdo da
resposta adaptativa celular (Villanueva-Lizama et al., 2018).

Membros da familia MASP também vém sendo considerados valiosos alvos para
o0 desenvolvimento de vacinas, para tratar ou mesmo prevenir o processo de infeccdo, pois
possuem varios epitopos que apresentam afinidade por moléculas do Major
Histocompatibility Complex (MHC) de classe I e 11 (Nakayasu et al., 2012). Um peptideo
com sobreposicdo de epitopos capazes de ativar células T e B, selecionado a partir de um
membro desta familia, j& foi testado como antigeno vacinal em um modelo experimental
murino de infecgdo pelo T. cruzi. Os resultados apresentados pelo estudo foram
promissores, as vacinagdes reduziram a mortalidade, a carga parasitaria e induziram o
desenvolvimento de uma resposta imune mediada por células T CD4 * e CD8 * (Serna et
al., 2014).

Outro candidato vacinal que foi apontado por um estudo realizado recentemente
é 0 epitopo a-Gal, como mencionado anteriormente. A vacinagdo com este antigeno
induziu uma forte resposta humoral mediada por anticorpos anti-a-Gal especificos e
também provocou reducdo na carga parasitaria e mortalidade em um modelo

experimental murino durante a infeccéo pelo parasito (Portillo et al., 2019).
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1.7. A utilidade do Bacteriofago modificado Qf (Qp-VLP) e do modelo
experimental C57BL/6, depletados para o0s genes da enzima
al,3galactosiltransferase (01,3GT-KO) para o desenvolvimento de vacinas

contrao T. cruzi

1.7.1. Bacteriofago modificado Qp (Qp-VLP)

Um grande desafio enfrentado por pesquisadores no desenvolvimento de vacinas
que utilizam moléculas antigénicas muito pequenas como os peptideos, é que embora
consigam se ligar aos receptores dos linfdcitos T e B, estas moléculas ndo apresentam a
capacidade de ativa-los. Assim, existe a necessidade de inseri-las a estruturas carreadoras
antes das vacinacBes para melhorar a sua exposicdo ao sistema imune. Por tanto, a
utilizacdo de plataformas estaveis, de facil obtencédo, que apresentam um nimero elevado
de locais de conjugacdo, como as particulas virais (virus like particle - VLPs), é uma
alternativa promissora para o desenvolvimento de vacinais terapéuticas ou profilaticas
(Schwarz & Douglas, 2015; Hovlid et al., 2014; Fiedler et al., 2012; Patel & Swartz, 2011,
Keller et al., 2010; Johnson et al., 2007; Ashcroft et al., 2005; Kozlovska et al., 1993).

Dentre as particulas virais (virus like particle - VLPs) mais comumente utilizadas
destacam-se as proteinas de revestimento do bacteriéfago Qp. Um membro da familia
Leviviridae, constituido por um capsideo icosaédrico de 180 subunidades de proteinas
que formam um dimero interdigitado com dominios a-hélice sobre regides adjacentes de
folha B (Brown, et al., 2009; Fiedler et al., 2012; Schwarz & Douglas, 2015). Suas
proteinas de revestimento podem ser consideradas excelentes estruturas carreadoras, pois
podem receber em sua superficie diferentes moléculas antigénicas, tornando possivel a
exposicdo de mais de um tipo de antigeno ao sistema imune ao mesmo tempo (Kozlovska
et al., 1993, Patel & Swartz, 2011; Hovlid et al., 2014).

Essas particulas também sdo eficazes em induzir uma potente resposta imune
mediada por células T e B, devido a grande quantidade de moléculas antigénicas que
podem receber em sua superficie e serem apresentadas ao sistema imunologico (Keller et
al., 2010). Além disso, ndo transportam material genético perdendo a sua capacidade
replicativa, ndo sendo assim infecciosas (Schwarz & Douglas, 2015). Podem ser
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produzidas de forma recombinante, em grande escala, mantendo suas caracteristicas
moleculares frente a: variacbes de temperatura, potencial hidrogeniénico (pH),
composigdo do solvente (Ashcroft et al., 2005; Johnson et al., 2007) e durante os
processos de modificacdes quimicas (Fiedler et al., 2012), o que torna sua aplicagdo muito
viavel.

O bacteriofago modificado QB (QB-VLP), ja foi utilizado em ensaios clinicos em
humanos, sendo empregado como plataforma para uma vacina contra o virus HIN1 (Low
et al., 2014), a dependéncia de nicotina (Maurer et al., 2005) e para reduzir a pressdo
arterial sanguinea, através da vacinacdo com um peptideo derivado da angiotensina Il
(Ambuhl et al., 2007). Em estudos realizados com modelos experimentais murinos, foi
utilizado para construir vacinas para prevencdo de doencas inflamatorias (Spohn et al.,
2007), para tratamento da obesidade (Fulurija et al., 2008) e da aterosclerose (Tissot et
al., 2013). Também ja foi relatado, o uso do bacteriéfago modificado QB (QB-VLP), como
plataforma para a apresentacéo de antigenos associados a tumores (Yin etal., 2013). Além
disso, foi utilizado em estudos que procuravam avaliar a eficacia de antigenos vacinais
contra a infecgdo por Plasmodium vivax (Alves et al., 2017) e que buscavam investigar a
imunogenicidade da proteina circunsporozoita (CSP) de Plasmodium falciparum (Khan
et al., 2015).

1.7.2. Modelo experimental C57BL/6, depletados para os genes da

enzima al,3galactosiltransferase (a1,3GT-KO)

A resposta imune desencadeada ap0s a infeccdo pelo T. cruzi em mamiferos nédo
primatas e macacos do novo mundo ndo se assemelha a gerada por humanos. Estes
animais expressam na superficie de suas células o epitopo a-Gal, ndo sendo capazes de
desenvolver uma reposta humoral que produz em abundancia anticorpos anti-a-Gal.
Assim, estudos que utilizam estes animais como modelos experimentais de infeccéo pelo
T. cruzi, podem né&o esclarecer a participagdo dos mecanismos protetores desencadeados
por estes anticorpos contra o parasito (Almeida et al., 1991; Gazzinelli et al., 1991,
Gonzalez et al., 1995; LaTemple & Galili, 1998; Chiang et al., 2000).

Os camundongos da linhagem C57BL/6, depletados para os genes da enzima



51

al,3galactosiltransferase (al,3GT-KO), sdo incapazes de sintetizar o epitopo a-Gal
(Galili, 1991). Recentemente, diferentes trabalhos demonstraram que estes animais
representam um modelo experimental Gtil para o desenvolvimento de estudos que buscam
testar a eficacia de antigenos vacinais contra doenca de Chagas. Uma vez que mimetizam
a resposta imune humoral humana, na producéo de altos titulos de anticorpos anti-a-Gal,

quando infectados pelo T. cruzi (Portillo et al., 2019; Ayala et al., 2020).
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2. JUSTIFICATIVA

Até o presente momento, ndo existem vacinas disponiveis para a prevencao ou
que contribuam com tratamento da doenca de Chagas em seres humanos. Levando em
consideracdo este cenario, buscamos avaliar a eficAcia como antigenos vacinais de
peptideos sintéticos, selecionados a partir de proteinas expressas na superficie de T. cruzi
e suas associa¢Ges com o epitopo a-Gal, acoplados ao bacteriofago modificado QB (Qp-
VLP).

Estes peptideos foram selecionados através de ferramentas de imunoinformatica,
pelo Instituto Nacional de Matematica e Sintese Bioldgica (NIMBioS, Universidade do
Tennessee, Knoxville, EUA), por um estudo preévio realizado pelo Dr. Alexandre Ferreira
Marques em colaboracdo com o Dr. Clemente Aguilar. Porém, as eficacias como
antigenos vacinais em um modelo experimental murino de infeccdo pelo T. cruzi, até
entdo ndo foram testadas por nenhum outro estudo.

O peptideo selecionado a partir da proteina TS e o outro obtido a partir de um
membro da familia MASP, avaliados neste estudo, sd@o considerados potenciais
candidatos a uma vacina contra a infeccdo pelo T. cruzi, por apresentarem epitopos que
sdo reconhecidos por linfocitos T CD4+ e CD8+ de memoria. Por tanto, provavelmente
podem induzir a ativacdo de uma resposta imune adaptativa mediada por linfocitos T
durante a infeccdo, que forneca resisténcia ao hospedeiro.

Além disso, buscamos avaliar a eficacia dos peptideos selecionados a partir da
proteina TS e MASP, associados ao epitopo a-Gal. Visto que, imuniza¢des com antigenos
capazes de induzir a ativacdo da resposta imune adaptativa, mediada tanto por linfécitos
T (como estes peptideos), quanto por linfocitos B (como o epitopo a-Gal), provavelmente
podem ser mais eficazes em fornecer resisténcia a infeccédo pelo T. cruzi. Uma vez que,
estudos ja demonstraram que o controle da disseminacdo do parasito, esta associada a
ativacdo simultanea de ambos os tipos de respostas imunes.

Estes antigenos foram sintetizados e acoplados ao bacteriofago modificado QP
(QB-VLP) pelo Dr. Finn, M. G. do Instituto de Tecnologia da Georgia (Atlanta, Georgia,
EUA). Esta particula viral foi escolhida como estrutura carreadora por ser eficaz em
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induzir uma potente resposta imune mediada por células T e B, devido a grande
quantidade de moléculas antigénicas que podem receber em sua superficie, que leva ao
aumento do nimero de epitopos que sdo apresentados ao sistema imunoldgico. Além
disso, é segura por ndo ser infecciosa, € altamente estavel, mantendo suas caracteristicas
moleculares frente a alteracOes fisicas e quimicas e pode ser produzida de forma
recombinante, em grande escala, 0 que torna sua aplicagdo muito vidvel. Outro aspecto
importante que foi levado em considerag&o na escolha desta particula viral como estrutura
carreadora, é que esta plataforma vem sendo utilizada em vacinas construidas para uso
em humanos.

Camundongos da linhagem C57BL/6 depletados para os genes da enzima
al,3galactosiltransferase (a1,3GT-KO) foram utilizados como modelo experimental, por
mimetizarem a resposta imune humoral humana na producéo de altos titulos de anticorpos
anti-a-Gal, quando previamente infectados pelo T. cruzi. Portanto, sdo excelentes
modelos experimentais para estudos que buscam testar a eficacia de antigenos vacinais
contra a doenga de Chagas.

Deste modo, este estudo que utiliza camundongos que simulam a resposta imune
humana na producdo de anticorpos anti-a-Gal como modelo experimental, e antigenos
capazes de ativar simultaneamente a resposta adaptativa celular e humoral destes, pode
ser um importante passo para o desenvolvimento de uma vacina profilatica eficaz contra

infeccdo pelo T. cruzi.
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo Geral

Avaliar a eficacia de antigenos vacinais, acoplados ao bacteriéfago modificado
QP (QB-VLP), contra a infeccdo pelas cepas Y e Colombiana do Trypanosoma
cruzi, em camundongos C57BL/6 al,3galactosiltransferase knockout (a1,3GT-
KO).

3.2.  Objetivos Especificos

Avaliar a resposta imune humoral, através da dosagem dos niveis de anticorpos
IgG total no soro, antes e ap6s a infeccdo experimental pelo T. cruzi, reativos aos
peptideos sintéticos selecionados a partir das proteinas: TS, MASP e ao epitopo

a-Gal usados nas vacinac¢des dos camundongos.

Analisar o efeito da vacinacdo com os peptideos sintéticos selecionados a partir
das proteinas: TS e MASP, com o epitopo a-Gal e as associacbes TS/MASP,
TS/0-Gal, MASP/a-Gal ¢ TS/MASP/a-Gal sobre a evolucdo da infecgédo
experimental pelo T. cruzi, através da avaliacdo da carga parasitaria no sangue e

nos tecidos cardiacos.

Avaliar as alteragdes na massa corporal e a capacidade de sobrevivéncia, em
camundongos vacinados com 0s peptideos sintéticos selecionados a partir das
proteinas: TS e MASP, com o epitopo a-Gal e as associagdes TS/MASP, TS/a-
Gal, MASP/a-Gal e TS/MASP/a-Gal, durante a infecgdo experimental pelo T.

cruzi.

Analisar o efeito da vacinacdo com os peptideos sintéticos selecionados a partir

das proteinas: TS e MASP, com o epitopo a-Gal e as associacdes TS/MASP,
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TS/a-Gal, MASP/a-Gal e TS/MASP/a-Gal sobre a evolucdo das lesdes cardiacas,
apos a infecgdo experimental pelo T. cruzi, através da quantificacdo do infiltrado
inflamatorio, das alteragdes degenerativas e hipertrofia.

Determinar o perfil de citocinas teciduais pro-inflamatorias e anti-
inflamatdrias/moduladoras, em camundongos vacinados com o0s peptideos
sintéticos selecionados a partir das proteinas: TS e MASP, com o epitopo a-Gal e
as associagoes TS/MASP, TS/a-Gal, MASP/a-Gal e TS/MASP/a-Gal, durante a

infeccdo experimental pelo T. cruzi.

Verificar a ocorréncia do efeito sinérgico da vacinacdo entre as diferentes
associacdes entre os peptideos sintéticos selecionados a artir das proteinas: TS,
MASP e o epitopo a-Gal.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Parasito

As formas tripomastigotas da cepa Y ou Colombiana de T. cruzi utilizadas nos
procedimentos, foram cedidas pelos colaboradores Dr. Egler Chiari e Dra. Lucia Galvéo.
AcepaY de T. cruzi— DTU Il (Zingales et al., 2009) foi isolada de um paciente na fase
aguda da doenca de Chagas por Pereira de Freitas, em 1950, em Marilia, Sdo Paulo e
posteriormente estudada e descrita por Silva e Nussenzweig (1953). A cepa Colombiana
de T. cruzi - DTU 1 (Zingales et al., 2009) foi isolada de um paciente na Colémbia e
posteriormente estudada e descrita por Federici et al. (1964).

4.2.  Modelo experimental

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) da linhagem C57BL/6,
depletados para o gene da enzima al,3-galactosiltransferase (a1,3GT-KO), fémeas com
idade entre 6 a 8 semanas. Os camundongos foram doados pelo Diretor Peter Cowan,
Hospital Sdo Vicente, Australia e Dr. Janda, Scripps, Estados Unidos e sdo criados e
mantidos no biotério da Universidade Federal de Minas Gerais, Departamento de
Parasitologia. Em condi¢des apropriadas de temperatura e umidade, os camundongos
foram alojados em caixas de polipropileno de 30,3 x 19,3 x 12,6 cm com 3-5
camundongos cada, com ciclos controlados de 12 horas de presenca e auséncia de luz,
recebendo racdo comercial especifica para a espécie (Presense/Archer Daniels Midland
Company) e agua ad libitum.

Todos os experimentos foram aprovados e conduzidos de acordo com as diretrizes
do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais
(protocolo n° 255/2013).
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4.3. Preparo do bacteriéfago modificado Qp (Qp-VLP) e sua ligacdo aos
peptideos selecionados a partir das proteinas: TS e MASP, ao epitopo a-Gal

e a glucose

A producdo do bacteriofago modificado QB (QB-VLP) preparado para ser
utilizado como estrutura carreadora, a sintese e a ligacdo dos peptideos selecionados a
partir das proteinas: TS e MASP, do epitopo a-Gal e da glucose a estas estruturas foi
realizada em colaboracdo com o Dr. M. G. Finn, do Departamento de Quimica e
Bioquimica, do Instituto de Tecnologia da Georgia, Atlanta, Georgia, EUA. Ap0s 0s
bacteri6fagos QP serem isolados de culturas a partir do sistema de expressdo em
Escherichia coli, estas particulas foram preparadas conforme o método descrito por
Fiedler et al. (2010), envolvendo a instalacdo de um ligante curto terminado em azida na
superficie do capsideo. Os peptideos selecionados a partir das proteinas: TS e MASP, o
epitopo o-Gal e a glucose sintetizados foram entdo ligados covalentemente ao
bacteriéfago modificado Qp (QB-VLP) por ligacdo azida/alcino (Hong et al., 2009). Uma
média de 28 e 34 unidades dos peptideos selecionados a partir das proteinas: TS e MASP
e 180 unidades do epitopo o-Gal e da glucose, foram ligadas por particula,
respectivamente. De acordo com a analise por espectrometria de massa, a estrutura do

capsideo permaneceu intacta e altamente estavel para armazenamento em longo prazo.

4.4. Fluxograma metodoldgico

Camundongos C57BL/6 al1,3GT-KO fémeas foram divididos em 9 grupos
experimentais. Os camundongos foram vacinados com trés doses, em intervalos de sete
dias, que continham os peptideos selecionados a partir das proteinas: TS e MASP, o
epitopo a-Gal e as associacbes TS/MASP, TS/a-Gal, MASP/a-Gal, TS/MASP/a-Gal,
acoplados ao QpB-VLP. Como grupo controle infectado ndo vacinado, foram utilizados
camundongos que receberam doses do carboidrato glucose também acoplado QB-VLP
(Qp-controle). Uma semana apos receberem a Gltima dose de vacinagdo, os camundongos
foram infectados pela cepa Y ou Colombiana do T. cruzi (Fig. 3). ‘

A avaliacdo da resposta humoral desenvolvida pelos camundongos apos serem
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submetidos a vacinacgdo e durante a infeccdo, foi realizada atraves da dosagem dos niveis
de anticorpos IgG total reativos aos peptideos selecionados a partir das proteinas: TS,
MASP e ao epitopo a-Gal por ELISA. Para isso, amostras de sangue foram coletadas a
partir da mandibula dos camundongos, na veia facial, antes da inoculacdo da primeira
dose da vacina ou do QpB-controle, cinco dias apds os camundongos receberem a terceira

dose e por puncao cardiaca, apés a infeccdo, quando foram eutanasiados (Figs. 3, 4 e 5).

Vacinagio: QB-TS, QB-MASP, Qp-a-Gal , QB-TS/MASP, QB-TS/a-
Gal. Qp-MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal, Infeccdo 10.000
Tripomastigotas
Cepa¥
C57BL/6 ¢-GalT-KO ou

Infecgio 1.000

Tripomastigotas

Coleta de Coletade  Cepa Colombiana
sangue  1°Dose 2° Dose 3°Dose sangue
| | | | | | | i
Dias 0 1° g 15° 18° 20° 22°
L J L J L J
T T T
7 Dias 7 Dias 7 Dias

Figura 3. Protocolo de vacinacao, infeccdo pela cepa You Colombiana do T. cruzi e coleta
de sangue.

A parasitemia dos grupos experimentais, infectados pela cepa Y, foi avaliada
diariamente, a partir do 5° até 15° dia ap0s a infeccdo, exceto nos experimentos em que
os camundongos foram eutanasiados no 8° dia de infec¢do, durante a fase aguda da
doenca (Fig. 4). Enquanto os niveis de parasito por ml de sangue periférico, dos grupos
experimentais, infectados pela cepa Colombiana, foram avaliados em intervalos de 1 dia,
a partir do 6° até 46° dia ap6s a infeccdo, exceto nos experimentos em que 0S
camundongos foram eutanasiados no 22° dia de infecgéo, durante a fase aguda da doenca
(Fig. 5).

A massa corporal e a capacidade de sobrevivéncia dos camundongos infectados
foram acompanhadas, at¢ o momento da eutanasia. Camundongos vacinados com 0s
peptideos selecionados a partir das proteinas: TS, MASP, com o epitopo a-Gal e com as
associagfes TS/MASP, TS/a-Gal, MASP/a-Gal, TS/MASP/a-Gal, acoplados ao Q-
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VLP, infectados pela cepa Y foram eutanasiados em intervalos de tempo: 8 e 36 dias ap0s
a infecgéo, durante a fase aguda e cronica da doenca, respectivamente (Fig. 4). Enquanto
camundongos infectados com a cepa Colombiana foram eutanasiados em intervalos de
tempo: 22 e 190 dias apds a infecgcdo, também durante a fase aguda e crénica da doenca,
respectivamente (Fig. 5).

As amostras de sangue coletadas durante a eutandsia dos camundongos
sobreviventes foram destinadas para a avaliagdo da concentracdo de anticorpos
especificos, como ja mencionado anteriormente. Enquanto os coracdes foram divididos e
cada fragmento foi armazenado para realizacdo das analises histopatologicas e dosagem
de citocinas cardiacas por ensaio de ELISA.

Anélises histopatolégicas semi-quantitativas da inflamacdo, alteracGes
degenerativas e hipertrofia foram realizadas para avaliacdo das les6es no tecido cardiaco,
apos a infeccdo experimental pelo T. cruzi. Enquanto a contagem dos ninhos de
amastigotas, presentes nos cortes histoldgicos foi feita para quantificar a carga parasitaria.

Os niveis das citocinas teciduais pré-inflamatorias: IL-12p40, IFN-y, e anti-
inflamatorias/moduladoras: IL-4 (Interleucina 4), IL-10 foram dosados através do ensaio
de ELISA de captura, utilizando-se os Kits comerciais BD OptEIA™ Set Mouse (BD
Biosciences), para avaliar o perfil da resposta imunoldgica desenvolvida pelos

camundongos, durante a infeccdo experimental pelo T. cruz.
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C57BL/6 a-GalT-KO

Vacinagdo: QB-TS, QB-MASP, QB-0-Gal, QB-TS/MASP, QB-TS/u-Gal,
QB-MASP/a-Gal ¢ QB-TS/MASP/u-Gal

Infecgdo 10.000
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Figura 4. Intervalo de tempo em que a parasitemia foi acompanhada e os grupos avaliados
foram eutanasiados apés a infeccdo pela cepa Y. (A) Camundongos que tiveram 0s niveis
de parasitos no sangue quantificados diariamente, a partir do 5° dia ap6s a infecgéo e foram
eutanasiados no 8° dia, durante a fase aguda. (B) Camundongos que tiveram os niveis de
parasitos no sangue quantificados diariamente, a partir do 5° até 15° dia ap6s a infeccao e
foram eutanasiados 36° dia, durante a fase cronica da doenca.
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Vacinagao: QB-TS, QB-MASP, Qp-u-Gal, QB-TS/MASP, QB-TS/u-Gal,
QP-MASP/a-Gal ¢ QB-TS/MASP/u-Gal
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Figura 5. Intervalo de tempo em que a parasitemia foi acompanhada e os grupos avaliados
foram eutanasiados ap6s a infeccdo pela cepa Colombiana. (A) Camundongos que tiveram
0s niveis de parasitos no sangue quantificados em intervalos de 1 dia, a partir do 6° dia apds
a infeccdo e foram eutanasiados no 22° dia, durante a fase aguda. (B) Camundongos que
tiveram o0s niveis de parasitos no sangue quantificados em intervalos de 1 dia, a partir do 6°
até 46° dia apds a infeccdo e foram eutanasiados 190° dia, durante a fase cronica da doenca.
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4.5. Vacinacao e infeccdo com T. cruzi

Camundongos foram divididos em grupos de 5-10 camundongos e inoculadoscom
doses que continham 10 pg dos peptideos selecionados a partir das proteinas: TS, MASP,
do epitopo a-Gal e das associa¢bes: TS/MASP, TS/a-Gal, MASP/a-Gal, TS/MASP/a-
Gal, acoplados ao QpB-VLP. Como grupo controle infectado ndo vacinado, foram
utilizados camundongos que receberam doses que continham 10 pg do Qp-controle (Tab.
1).

Os camundongos, receberam trés doses, que foram diluidas em 200 pl de solucéo
salina tamponada com fosfatos (PBS1X), em intervalos de 7 dias, aplicadas por via
intraperitoneal. Uma semana ap6s a Ultima dose de vacinagdo os camundongos foram
infectados com 10.000 formas tripomastigotas sanguineas da cepa Y ou com 1.000 formas
tripomastigotas sanguineas da cepa Colombiana de T. cruzi também por via
intraperitoneal.

Foram utilizadas para as infecgdes dos grupos experimentais, formas
tripomastigotas de T. cruzi, derivadas do sangue de camundongos albinos Swiss, ap0s

serem mantidas através de sucessivas passagens por via intraperitoneal.

Tabela 1. Descricdo esquematica dos protocolos de vacinacao dos camundongos.

Antigenos utilizados nas vacinacgdes por
grupo experimental

Grupo 1- QB-TS

Concentracédo por dose aplicada

Grupo 2 - QB-MASP 10 ug/200 pl PBS1X
Grupo 3 - QB-a-Gal

Grupo 4 - Qp-controle

Grupo 5 - QB-TS/QB-MASP

Grupo 6 - QB-TS/QpB-a-Gal

Grupo 7 - QB-MASP/Qp-a-Gal

Grupo 8 - QB-TS/QB-MASP/QB-a-Gal

10 pg de cada antigeno/200 ul PBS1X
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4.6. Dosagem dos niveis de anticorpos IgG total reativos aos peptideos

selecionados a partir das proteinas: TS, MASP e ao epitopo a-Gal por ELISA

Amostras de sangue foram coletadas a partir da mandibula dos camundongos, na
veia facial, antes da inoculagdo da primeira dose da vacina ou do QB-controle e cinco dias
apo6s 0s camundongos receberem a terceira dose. Como descrito no item 4.10, amostras
de sangue também foram coletadas dos camundongos apo6s a infecgdo, por pungédo
cardiaca, quando foram eutanasiados.

Todas as amostras foram armazenadas em tubos sem anticoagulante. As aliquotas
de soro foram obtidas pela centrifugacdo a 3000 y g durante 15 minutos a 25°C, e
armazenadas a -20° C até o momento do uso.

Para realizacdo do ensaio imunoenzimatico, microplacas de poliestireno com 96
pocos (NUNC® MaxiSorp /Thermo Fisher Scientific) foram sensibilizadas durante 18
horas a uma temperatura de 2-8°C. Para isso, foi adicionado em cada orificio 50 pl de um
dos peptideos selecionados a partir das proteinas: TS e MASP ou do epitopo a-Gal,
acoplados ao QB-VLP, diluidos a uma concentragdo de 0,4ug/ml em 100 mM de tampéo
carbonato/bicarbonato de sédio, pH 9,6.

Em seguida, ap6s desprezar todo contetdo, 200 pl de solugdo de PBS1X contendo
1% de albumina sérica bovina (PBS1X — BSA 1%) foram acrescentados em todos os
orificios das microplacas, que foram novamente incubadas por cinquenta minutos a 37°C.
Depois do blogueio, foram depositados, em duplicata, 50 pl de soro diluido 1:100, em
solugdo PBS1X — BSA 1% e as microplacas foram incubadas por uma hora e trinta
minutos a 37°C. Entdo foram lavadas trés vezes com 200 pl de PBS1X contendo Tween-
20 a 0,05% (PBS1X-T 0,05%) por orificio.

Posteriormente, foram adicionados 50 pl de anticorpo anti- IgG de camundongo
conjugados com biotina (GE Healthcare) diluido a 1:5.000 em solugdo de PBS1X — BSA
1% e as microplacas foram incubadas por cinquenta minutos a 37° C. Em seguida, ap0s
uma nova série de lavagens, foram adicionados 50 pl de estreptavidina conjungada com
horseradish peroxidase (HRP) (GE Healthcare) diluido a 1:3.000 em solucdo de PBS1X

— BSA 1%. Logo depois da incubacgdo por cinquenta minutos a 37° C, as microplacas
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foram lavadas novamente, agora por quatro vezes e foram adicionados 100 pl da solucéo
de substrato. A solucdo foi preparada adicionando 2mg de OPD (dicloridrato de o-
fenilenodiamina) e 4pl de peroxido de hidrogénio 30-32%, em 10 ml da solucéo
contendo: 30mM acido citrico, 50mM fosfato dissddico; pH 5, diluidos em um litro
de agua destilada. Em seguida as microplacas foram incubadas por trinta minutos ao
abrigo da luz e foram aplicados 50 pl de solucdo de &cido sulfirico 4 N em cada poco.
As leituras de absorbancia foram realizadas no leitor de microplaca utilizando o

comprimento de onda de 492 nm.

4.7. Avaliacédo da parasitemia

A parasitemia dos grupos experimentais, infectados pela cepa Y, foi avaliada
diariamente, a partir do 5° até 15° dia apds infeccdo, exceto nos experimentos em que 0S
camundongos foram eutanasiados no 8° dia de infecgéo, durante a fase aguda da doenca.
Enguanto os niveis de parasito por ml de sangue periférico, dos grupos experimentais,
infectados com a cepa Colombiana, foram avaliados em intervalos de 1 dia, a partir do 6°
até 46° dia apos-infeccdo, exceto nos experimentos em que os camundongos foram
eutanasiados no 22° dia de infeccdo, durante a fase aguda da doenca.

A carga parasitaria foi estimada a partir da contagem dos parasitos, em amostras
de sangue, coletado a partir da veia caudal, do camundongo, ao microscépio de campo
claro, usando o método de Brener (Brener, 1962). Uma caixa de retencdo que expdem a
cauda do camundongo foi utilizada para contencdo. Cinco microlitros de sangue
periférico foram obtidos da veia caudal, através de um corte transversal desferido na ponta
da cauda, utilizando tesoura para procedimento cirdrgico. O fator de correcdo foi
calculado para cada microscopio de campo claro utilizado (Brener, 1962). As amostras
foram examinadas entre lamina e laminula na objetiva de 40X (Brener, 1962). O nimero
de tripomastigotas sanguineas moveis foi contado em 50 campos aleatoriamente, de
forma que se distribuissem por toda a area da laminula (Brener, 1962). Os dados foram

demonstrados como quantidade de tripomastigotas por ml de sangue (Brener, 1962).
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4.8. Avaliacéo das varia¢des na massa corporal

Camundongos C57BL/6 al,3GT-KO pertencentes aos grupos experimentais,
foram pesados individualmente antes da infeccdo pela cepa Y ou Colombiana de T. Cruzi
e apos, em intervalos de trés dias, até 0 momento em que foram eutanasiados. As
alteragBes na massa corporal foram determinadas como um indice, calculado como
percentual de variacdo, a partir da formula: % mudanca da massa corporal= [(massa
corporal atual/massa corporal antes da infec¢cdo) x 100] — 100. Deste modo as variagdes
da massa corporal apresentadas pelos camundongos apds a infeccdo puderam ser

comparadas.

4.9.  Avaliacdo do percentual de sobrevivéncia

A mortalidade dos grupos experimentais de camundongos C57BL/6 a1,3GT-KO
infectados com as cepas Y ou Colombiana de T. Cruzi foi monitorada diariamente, até o
momento em que 0s camundongos foram eutanasiados. A taxa de sobrevivéncia foi
calculada contando-se todos 0s camundongos que sobreviveram durante todo intervalo

de tempo em que foram acompanhados e os resultados foram expressos em porcentagens.

4.10. Eutanéasia

Camundongos vacinados com os peptideos selecionados a partir das proteinas:
TS, MASP, com o epitopo a-Gal e com as associa¢des TS/MASP, TS/a-Gal, MASP/a-
Gal, TS/MASP/a-Gal, acoplados ao QB-VLP, infectados pela cepa Y foram eutanasiados
em intervalos de tempo: 8 e 36 dias apos a infec¢do, durante a fase aguda e cronica da
doencga, respectivamente. Enquanto camundongos infectados pela cepa Colombiana
foram eutanasiados em intervalos de tempo: 22 e 190 dias apds a infecgdo, durante a fase
aguda e crénica da doenca, respectivamente. Foram avaliados 5-10 camundongos por
grupo, em cada intervalo de tempo determinado.

A eutanasia dos camundongos sobreviventes foi realizada por exsanguinagao apos

anestesia por via intraperitoneal, utilizando como anestésico 100 mg/kg de quetamina e



66

16 mg/kg de xilazina. Posteriormente, as amostras de sangue coletadas foram processadas
para obtengéo do soro e foi realizada uma inciséo ventral, para a retirada do coragéo. Os
coracdes coletados foram divididos, atraves de cortes desferidos na vertical e destinados

para analise histopatologica e dosagem de citocinas teciduais por ELISA.

4.11. Anélise histopatologica semi-quantitativa do infiltrado celular, das
alteracdes degenerativas e hipertrofia, para avaliacdo das lesdes no tecido
muscular cardiaco e contagem dos ninhos de amastigotas por microscopia de

campo claro

Posteriormente a eutanasia dos camundongos, um fragmento de cada coracao
removido foi fixado em formol tamponado 10% por um periodo de 7 dias, posteriormente
foi desidratado em diluigdes alcodlicas crescentes, diafanizado em xilol, infiltrado e
incluido em parafina para a confeccdos de blocos e posterior microtomia, colaragdo e
montagem das laminas. Os blocos foram cortados em sec¢des de 4 um de didmetro para
coloracdo com hematoxilina e eosina (H & E). Apos a confeccdo das laminas as anélises
histopatologicas quantitativas e semi-quantitativas foram realizadas por microscopia de
campo claro. As lesdes exibidas no miocérdio foram caracterizadas em relagdo ao
infiltrado inflamatorio, alteracdes degenerativas e hipertrofia. O parasitismo nos tecidos
cardiacos foi quantificado pela presenca de ninhos de amastigotas.

Para andlises semi-quantitativas as ldminas foram examinadas em microscopio
Optico de campo claro acoplado a um sistema de captura digital de Imagem (Motic 2.0).
Para o score da inflamacdo do miocardio foram capturadas 10 imagens aleatérios por
fragmento com aumento de 20X. O score foi baseado em 4 graus para inflamacdo do
miocardio sendo: grau O auséncia de células inflamatorias em torno dos cardiomidcitos
(ausente); grau 1 alguns cardiomidcitos possuiam um pequeno numero de células
inflamatdrias (discreto); grau 2 alguns cardiomiocitos possuiam em torno inflamacao
significativa (moderado); grau 3 alguns cardiomidcitos possuiam intenso infiltrado
inflamatdrio (acentuado).

O score baseado em 4 graus de intensidade também foi adotado para alteragdes
degenerativas representadas por necrose tecidual, autdlise ou degeneracdo dos
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cardiomidcitos. Sendo o grau 0 auséncia de alteracdes histopatologicas (ausente); grau 1
alguns cardiomidcitos apresentavam degeneracdo (discreto); grau 2 alguns
cardiomidcitos apresentavam aspecto degenerativo e outros encontravam-se em autolise
(moderado); grau 3 numerosos cardiomidcitos apresentavam aspecto degenerativo,
autolise (acentuado).

Do mesmo modo, para a analise semi-quantitativa da hipertrofia dos
cardiomidcitos o score baseado em 4 graus de intensidade foi adotado, onde grau 0
significava auséncia de hipertrofia dos cardiomiocitos (ausente); grau 1 escassos
cardiomidcitos encontravam-se hipertrofiados (discreto); grau 2 nimeros significativo de
cardiomidcitos apresentavam hipertrofia (moderado); grau 3 grande nUmero
cardiomidcitos encontravam-se hipertrofiados (acentuado).

Para a contagem dos ninhos amastigotas presentes nos cortes histolégicos no
tecido muscular cardiaco, foi realizado varredura completa das sec¢des do coracdo dos

camundongos com aumento de 20X.

4.12. Quantificacdo dos niveis de citocinas teciduais proé-inflamatorias e

anti-inflamatoérias/moduladoras por ELISA

4.12.1.  Extracao de citocinas

Logo apobs a eutanasia dos camundongos e a remocdo do coracdo, fragmentos de
10 mg do tecido cardiaco foram submetidos a maceracdo em 1 ml de solucdo de extracao
utilizando um pistilo de polipropileno com ponta conica e tubos de microcentrifuga de
1,5 ml. A solucéo de extracdo foi preparada a partir de 400 mM cloreto de sodio, 0,05%
tween 20, 0,5% BSA, 0,1 mM cloreto de benzet6nio, 1 mM &cido etilenodiamina tetra-
acético (EDTA), 20 Ul de aprotinina, diluidos em PBS1X. Em seguida foi acrescentado
a solucdo 0,1 mM fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) diluido em 0,1% de
dimetilsulféxido (DMSO).

O homogeneizado resultante foi centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpoma 4°C
e 0 sobrenadante foi recolhido e armazenado a -80° C para a dosagem de citocinas por
ELISA.
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4.12.2 Ensaio de imunoabsorcéo enzimatica (ELISA)

Os niveis de 1L-12p40, IFN-y, IL-4 e IL-10 foram quantificados através do ensaio
de ELISA de captura, utilizando-se os Kits comerciais BD OptEIA™ Set Mouse (BD
Biosciences). Os limites de deteccdo dos ensaios sdo: 15,6 pg/ml para IL-12p40; 3,1
pg/ml para IFN-y; 7,8 pg/ml para IL-4; 31,3 pg/ml para IL-10. As instruc6es do fabricante
para a realizacdo dos ensaios foram seguidas e estdo resumidamente descritas abaixo.

Inicialmente todas as amostras apds serem descongeladas, foram centrifugadas a
10.000 rpm por 15 minutos a 4°C e diluidas na propor¢édo de 1:2 em solucdo de PBS1X
— BSA 1%. Uma curva padrdo foi gerada, em cada experimento, construida com 7
diluicOes seriadas também em PBS1X — BSA 1% (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128),
proveniente de citocinas recombinantes de camundongo. Fornecidas liofilizadas, pelo Kit,
as citocinas recombinantes foram preparadas a uma concentracao inicial de 1.000 pg/ml
para IL-12 p40, 200 pg/ml para IFN-y, 500 pg/ml para IL-4, 2.000 pg/ml para IL-10. Os
ensaios imunoenzimaticos foram realizados utilizando-se microplacas de poliestireno
com 96 pogos de meia area (Costar/Corning Incorporated). Foram adicionados 25 pL de
anticorpos de camundongos anti-IL-12p40, anti-IFN-y, anti-IL-4 e anti-1L-10 diluidos
numa concentragdo de 1:250 em PBS1X. As microplacas foram sensibilizadas por 18
horas a uma temperatura de 2-8°C. Em seguida, foram lavadas cinco vezes com 200 ul de
PBS1X-T 0,05%.

O bloqueio foi realizado com a incubacédo por 1 hora a temperatura ambiente de
200 pL de PBS1X — BSA 1% por orificio. Logo ap6s, foram depositados em duplicata
aliquotas de 25 pl das amostras, da curva padrdo e do diluente PBS1X — BSA 1% e as
microplacas foram incubadas por duas horas a temperatura ambiente. Entdo, apos cinco
lavagens foram adicionados 25 pl da solucdo preparada com anticorpos de camundongos
anti-1L-4, anti-1L-10, anti-1L-12p40 e anti-IFN-y conjugados com biotina na concentragdo
de 1:250 ou 1:500 (dependendo das especificacdes do Kit) e estreptavidina conjungada
com HRP na concentragdo de 1:125 ou 1:250 (dependendo das especificacbes do Kit),
diluidos em PBS1X — BSA 1%. As microplacas foram incubadas por uma hora a

temperatura ambiente. Em seguida foram lavadas cinco vezes e foram adicionados 25 pl
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da solucdo de substrato. A solucéo foi preparada adicionando 4 mg de OPD e 2 ul de
perdxido de hidrogénio 30-32% em 10 ml da solugdo contendo: 30 mM &cido citrico,
50 mM fosfato dissodico; pH 5, diluidos em 1 | de &gua destilada. As microplacas
foram incubadas por trinta minutos ao abrigo da luz e foram aplicados 25 pl de solucéo
de acido sulfurico 4 N em cada poco. As leituras de absorbancia foram realizadas no leitor
de microplaca utilizando o comprimento de onda de 492 nm.

A concentracgdo das citocinas nas amostras foi determinada automaticamente, por
analise do software fornecido pelo leitor de microplaca, a partir dos valores obtidos com
a curva padrdo. A curva padréo foi tracada em um gréfico log-log, para analise dos
resultados, como determinado pelo fabricante do Kit. Para validacdo dos ensaios o
coeficiente de determinacgdo (R?), obtido através de analises da curva padrdo, calculado
automaticamente pelo software do leitor de microplaca, foi avaliado. Foram validados
somente aqueles ensaios com valores de R? > 0,99, por oferecerem uma boa confianca,
indicando haver uma relagéo direta entre os valores do eixo x e y que constituem a curva

padréo.

4.13. Andlise estatistica dos dados

Para a andlise estatistica dos dados foi utilizado o software GraphPad Prism
(San Diego, E.UA., versdo 7.0) para comparacdo entre 0s grupos. Para verificar se 0s
dados apresentavam distribuicdo gaussiana, foi utilizado o teste de normalidade de
D'Agostino & Pearson. O teste de analise de ANOVA two way, seguido pelo pds-teste de
Bonferroni foi empregado para comparacdo dos valores apresentados pela curva de
parasitemia e de variacdo da massa corporal. O teste de Log Rank foi empregado para
comparar a taxa de sobrevivéncia dos camundongos ap6s a infec¢do com o T. cruzi. O
Teste de Fisher foi usado para comparar as diferentes propor¢des de camundongos que
sobreviverem a infeccéo.

Testes estatisticos também foram empregados para comparagdo das dosagens
de anticorpos IgG total no soro, dos niveis maximos de parasitos detectado no sangue
periférico, do nimero de ninhos de amastigotas, da intensidade do infiltrado celular,

alteracOes degenerativas, hipertrofia e dos niveis de citocinas nos tecidos cardiacos. Para
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isto, foi empregado o teste T de student para dados paramétricos e o teste de Mann
Whitney para dados ndo paramétricos, em analises comparativas entre dois grupos. Para
a anélise comparativa entre trés ou mais grupos foi empregado o teste de ANOVA one
way, seguido pelo pés-teste de Tukey, para dados paramétricos e o teste de Kruskal-
Wallis, seguido pelo pos-teste de Dunns para dados ndo paramétricos. O teste de Grubb's
foi utilizado para detectar os “outliers”. As diferencas entre grupos foram consideradas

significativas quando o valor de p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1.  TOPICO I: Eficécia dos peptideos selecionados a partir das proteinas:
TS e MASP, do epitopo a-Gal e das associacfes: TS/MASP, TS/ a-Gal,
MASP/a-Gal e TS/IMASP/a-Gal, acoplados ao QB-VLP como antigenos
vacinais contra a infeccéo pela cepa Y do T. cruzi, em camundongos C57BL/6
al,3GT-KO a-Gal

5.1.1. Cinética da resposta imune humoral em camundongos

vacinados e infectados

Os niveis de anticorpos IgG total reativos aos peptideos selecionados a partir das
proteinas: TS, MASP e ao epitopo o-Gal, foram avaliados antes das vacinacfes (pré-
vacinacdo), 5 dias ap0s a 3°dose (pré-infeccdo), 8 e 36 dias apos a infeccdo pela cepa Y
de T. cruzi, no soro dos camundongos C57BL/6 a1,3GT-KO (n=5-10 por grupo). A
concentracdo de anticorpos foi quantificada através do ensaio de ELISA.

Anticorpos 1gG total anti-TS foram dosados em amostras de camundongos que
receberam doses de: QB-TS, QB-TS/MASP, QB-TS/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal.
Enquanto anticorpos IgG total anti-MASP foram dosados em amostras de camundongos
que receberam doses de: QB-MASP, QB-TS/MASP, QB-MASP/ o-Gal e QB-TS/MASP
a-Gal. Ja anticorpos IgG total anti-a-Gal foram dosados em amostras de camundongos
que receberam doses de: QB-a-Gal, QB-TS/ a-Gal, QB-MASP/ a-Gal e QB-TS/MASP a-
Gal.

As andlises estatisticas dos dados, mostraram diferencas estatisticas significativas
entre os niveis de anticorpos IgG total anti-TS, anti-MASP e anti-a-Gal apresentados
pelas amostras de soro coletadas antes e ap0s as vacinagdes (5 dias apds a 3°dose, 8 e 36
dias apds a infecgdo). Os resultados demonstraram que as vacinag@es provocaram uma
elevada producdo de anticorpos, que se mantém ao longo da infec¢éo, por pelo menos 36

dias apos, quando os camundongos foram eutanasiados (Fig. 6, 7 e 8).
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Figura 6. Concentracdo de anticorpos IgG total reativos ao peptideo selecionado a partir
da proteina TS avaliados antes das vacinacgdes (pré-vacinacao), 5 dias apos a 3°dose (pré-
infeccdo), 8 e 36 dias apds a infeccdo (DPI) pela cepa Y de T. cruzi, no soro de
camundongos C57BL/6 al1,3GT-KO fémeas (n=5-10). (A) Camundongos vacinados
com QB-TS. (B) Camundongos vacinados com QB-TS/MASP. (C) Camundongos
vacinados com Qp-TS/a-Gal. (D) Camundongos vacinados com QB-TS/MASP/a-Gal.
Os resultados estdo representados nos graficos de dispersdo A, C e D, destacando a
mediana e o intervalo interquartil das absorbancias. O teste de Kruskal-Wallis, seguido
pelo pos-teste de Dunns, foi aplicado para realizacdo das andlises estatisticas dos
resultados. No grafico de dispersdo B, estdo representados destacando a média e SEM
das absorbancias. O teste de ANOVA one way, seguido pelo pds-teste de Tukey, foi
aplicado para realizacdo das analises estatisticas dos resultados. a: representa diferenca
significativa em relacdo as amostras de soro coletadas antes das vacinagGes (pré-
vacinacdo). Os simbolos indicam: *(p<0,05), **(p<0,01) e ***(p<0,001).
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Figura 7. Concentracdo de anticorpos IgG total reativos ao peptideo selecionado a partir
da proteina MASP avaliados antes das vacinagdes (pré-vacinacao), 5 dias ap06s a 3°dose
(pré-infeccédo), 8 e 36 dias ap0ds a infec¢do (DPI) pela cepa Y de T. cruzi, no soro de
camundongos C57BL/6 a1,3GT-KO fémeas (n=5-10). (A) Camundongos vacinados com
QB-MASP. (B) Camundongos vacinados com QB-TS/MASP. (C) Camundongos
vacinados com QB-MASP/a-Gal. (D) Camundongos vacinados com QB-TS/MASP/a-
Gal. Os resultados estdo representados nos graficos de dispersdo A e B, destacando a
média e SEM (erro padrdo da média) das absorbancias. O teste de ANOVA one way,
seguido pelo pos-teste de Tukey, foi aplicado para realizacdo das analises estatisticas dos
resultados. Nos gréaficos de dispersao C e D, estdo representados destacando a mediana e
o intervalo interquartil das absorbancias. O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pos-
teste de Dunns, foi aplicado para realizacdo das andlises estatisticas dos resultados. a:
representa diferenca significativa em relacdo as amostras de soro coletadas antes das
vacinacoes (pré-vacinagdo). b: representa diferenca significativa em relagdo as amostras
de soro coletadas 5 dias ap6s a 3°dose (pré-infecgdo). c: representa diferenca significativa
em relacdo as amostras de soro coletadas 8 dias ap6s a infeccdo (DPI). Os simbolos
indicam: *(p<0,05), **(p<0,01) e ***(p<0,001).
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Figura 8. Concentracdo de anticorpos 1gG total reativos ao epitopo a-Gal avaliados antes
das vacinacgdes (pré-vacinacdo), 5 dias ap0s a 3°dose (pré-infec¢do), 8 e 36 dias apos a
infeccdo (DPI) pela cepa Y de T. cruzi, no soro de camundongos C57BL/6 a1,3GT-KO
fémeas (n=5-10). (A) Camundongos vacinados com Qp-a-Gal. (B) Camundongos
vacinados com QB-TS/a-Gal. (C) Camundongos vacinados com QB-MASP/a-Gal. (D)
Camundongos vacinados com QB-TS/MASP/a-Gal. Os resultados estdo representados
nos graficos de dispersdo A, B, C e D destacando a mediana e o intervalo interquartil das
absorbancias. O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo po6s-teste de Dunns, foi aplicado
para realizacdo das analises estatisticas dos resultados. a: representa diferenca
significativa em relacdo as amostras de soro coletadas antes das vacinagdes (pré-
vacinacdo). Os simbolos indicam: *(p<0,05), **(p<0,01) e ***(p<0,001).
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As analises comparativas das absorbancias, também mostraram que camundongos
que receberam doses de QB-TS/a-Gal (5 dias ap6s a 3°dose (pré-infeccdo) -
mediana=1,821; intervalo interquartil=1,653-1,887 e 36 dias ap0s a infeccdo - 1,7 + 0,06),
apresentaram concentracOes de anticorpos 1gG total anti-TS significativamente maiores,
em relacdo aos que receberam doses de QB-TS 5 dias apds a 3°dose (pré-infecgédo -
mediana=1,116; intervalo interquartil=0,8654-1,425, p<0,001) e de QB-TS/MASP, 5 dias
ap6s a 3°dose (pré-infeccdo - mediana=1,216; intervalo interquartil=0,9514-1,327,
p<0,001) e 36 dias apos a infeccdo (1,3 + 0,02, p<0,01) (Fig. 9 A e C). J& camundongos
que receberam doses de QB-TS/MASP/o-Gal (1,6 + 0,04), apresentaram niveis
significativamente maiores, em relacdo aos que receberam doses de QB-TS/MASP, 36
dias ap0s a infeccdo (1,3 + 0,02, p<0,05) (Fig. 9 C).

Além disso, camundongos que receberam doses de QB-MASP (8 dias apos a
infeccdo - mediana=1,687; intervalo interquartil=1,623-1,779 e 36 dias apds a infec¢éo -
2,2 = 0,15), apresentaram concentracbes de anticorpos 1gG total anti-MASP
significativamente maiores, em relacdo aos que receberam doses de: QB-TS/MASP
(mediana=1,476; intervalo interquartil=1,429-1,597, p<0,01) ¢ QP-TS/MASP/a-Gal
(mediana=1,477; intervalo interquartil=1,403-1,525, p<0,01), 8 dias ap06s a infeccdo e de
QB-MASP/a-Gal, 8 (mediana=1,456; intervalo interquartil=1,439-1,508, p<0,01) e 36
(1,4 £ 0,04, p<0,01), dias apds a infeccdo. Enquanto camundongos que receberam doses
de QB-TS/MASP (2,1 £ 0,03), apresentaram niveis significativamente maiores, em
relacdo aos que receberam doses de QB-MASP/a-Gal, 36 dias apos a infecgéo (1,4 + 0,04,
p<0,05) (Fig. 9 E e F).

Ainda, os resultados mostraram que camundongos que receberam doses de Qp-
TS/o-Gal (mediana=2,671; intervalo interquartil=2,622-2,767), também apresentaram
concentragOes de anticorpos 1gG total anti-a-Gal significativamente maiores, em relagéo
aos que receberam doses de: QB-a-Gal (mediana=2,248; intervalo interquartil=2,001-
2,447, p<0,001) e QB-TS/MASP/ua-Gal (mediana=2,348; intervalo interquartil=2,287-
2,377, p<0,01), 36 dias apos a infeccdo. Enquanto camundongos que receberam doses de
QB-MASP/a-Gal (mediana=2,532; intervalo interquartil=2,406-2,565) apresentaram

concentracgdes significativamente maiores, em relacdo aos que receberam doses de Qp-a-
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Gal, 36 dias ap0s a infeccdo (mediana=2,248; intervalo interquartil=2,001-2,447, p<0,05)
(Fig. 9 I). Os valores descritos anteriormente entre os parénteses mostram a média e o

erro padrdo da média (SEM) ou a mediana e o intervalo interquartil das absorbancias das

amostras de Soro dos grupos experimentais.
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Figura9 A, B e C. Concentracdo de anticorpos IgG total reativos ao peptideo selecionado
a partir da proteina TS em amostras de soro de camundongos que receberam doses de:
QB-TS, QB-TS/MASP, QB-TS/a-Gal e QB-TS/IMASP/a-Gal. (A) 5 dias apo6s a 3°dose
(pré-infeccdo). (B) 8 dias ap0s a infec¢do (DPI). (C) 36 dias apds a infec¢do (DPI). Os
resultados estdo representados nos graficos de dispersédo B e C destacando a média e SEM
das absorbancias. O teste de ANOVA one way, seguido pelo pds-teste de Tukey, foi
aplicado para realizacdo das anéalises estatisticas dos resultados. No grafico de dispersao
A estdo representados destacando a mediana e o intervalo interquartil das absorbancias.
O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pés-teste de Dunns, foi aplicado para realizacdo
das analises estatisticas dos resultados. a: representa diferenca significativa em relacao ao
grupo QB-TS, b: representa diferenca significativa em relacdo ao grupo QB-MASP, c:
representa diferenca significativa em relagdo ao grupo Qp-a-Gal, d: representa diferenca
significativa em relagdo ao grupo QB-TS/MASP, e: representa diferenca significativa em
relacdo ao grupo QB-TS/a-Gal, f: representa diferenca significativa em relagdo ao grupo
QP-MASP/a-Gal e g: representa diferenca significativa em relacdo ao grupo Q-
TS/MASP/a-Gal. Os simbolos indicam: *(p<0,05), **(p<0,01) e ***(p<0,001).
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Figura9 D, E e F. Concentra¢do de anticorpos IgG total reativos ao peptideo selecionado
a partir da proteina MASP em amostras de soro de camundongos que receberam doses
de: QB-MASP, QB-TS/MASP, QB-MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal. (D) 5 dias apds
a 3°dose (pré-infeccdo), (E) 8 dias apos a infeccdo (DPI) e (F) 36 dias apos a infecgdo
(DPI). Os resultados estdo representados nos graficos de dispersdo D e F destacando a
média e SEM das absorbancias. O teste de ANOVA one way, seguido pelo pds-teste de
Tukey, foi aplicado para realizagdo das andlises estatisticas dos resultados. No gréfico de
dispersdo E estdo representados destacando a mediana e o intervalo interquartil das
absorbancias. O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo p6s-teste de Dunns, foi aplicado
para realizacdo das analises estatisticas dos resultados. a: representa diferenca
significativa em relacdo ao grupo QB-TS, b: representa diferenca significativa em relagédo
ao grupo QPB-MASP, c: representa diferenca significativa em relacéo ao grupo Qp-o-Gal,
d: representa diferenca significativa em relacdo ao grupo QB-TS/MASP, e: representa
diferenga significativa em relacdo ao grupo Qp-TS/a-Gal, f: representa diferenca
significativa em relacdo ao grupo QB-MASP/a-Gal e g: representa diferenca significativa
em relacdo ao grupo QB-TS/MASP/a-Gal. Os simbolos indicam: *(p<0,05), **(p<0,01)
e ***(p<0,001).
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Figura 9 G, H e I. Concentracdo de anticorpos IgG total reativos ao epitopo o-Gal em
amostras de soro de camundongos que receberam doses de: QB-a-Gal, QB-TS/a-Gal, Qp-
MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal. (G) 5 dias apds a 3°dose (pré-infeccdo). (H) 8 dias
apos a infeccdo (DPI). (1) 36 dias ap6s a infeccdo (DPI). Os resultados estdo representados
no grafico de dispersdo H destacando a média e SEM das absorbancias. O teste de
ANOVA one way, seguido pelo pés-teste de Tukey, foi aplicado para realizacdo das
analises estatisticas dos resultados. Nos graficos de dispersdo G e | estdo representados
destacando a mediana e o intervalo interquartil das absorbancias. O teste de Kruskal-
Wallis, seguido pelo pos-teste de Dunns, foi aplicado para realizacdo das analises
estatisticas dos resultados. a: representa diferenca significativa em relagdo ao grupo Qp-
TS, b: representa diferenca significativa em relacdo ao grupo QB-MASP, c: representa
diferenca significativa em relagdo ao grupo Qp-a-Gal, d: representa diferenca
significativa em relacdo ao grupo QB-TS/MASP, e: representa diferenca significativa em
relacdo ao grupo QB-TS/a-Gal, f: representa diferenca significativa em relagéo ao grupo
QB-MASP/a-Gal e g: representa diferenca significativa em relacdo ao grupo Qp-
TSIMASP/a-Gal. Os simbolos indicam: *(p<0,05), **(p<0,01) e ***(p<0,001).

5.1.2. Eficacia das vacina¢des no controle da infecgcdo

5.1.2.1. Niveis de parasitemia

A parasitemia dos grupos experimentais de camundongos C57BL/6 a1,3GT-KO
vacinados e que receberam doses de Qp-controle (n=5-10 por grupo), foi avaliada
diariamente, do 5° até 15° dia apés a infeccdo pela cepa Y. Exceto nos experimentos em
que os camundongos foram eutanasiados no 8° dia apos a infeccdo. Os grupos avaliados

receberam doses dos peptideos selecionados a partir das proteinas: TS e MASP, do
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epitopo a-Gal e das associa¢bes: TS/IMASP, TS/a-Gal, MASP/a-Gal e TS/IMASP/a-Gal,
acoplados ao Qp-VLP. Camundongos que receberam doses do Qp-controle, foram
incluidos como grupo controle infectado néo vacinado.

Os dados obtidos mostraram que 85% (84) dos camundongos apresentaram niveis
de parasitos detectaveis no sangue no 5° dia de infec¢do. O pico de parasitemia variou do
7° ao 8° dia apds a infeccdo, em 72% (39) dos camundongos que foram avaliados até o
15° dia. A anélise da curva de parasitemia mostrou que no 7° dia apds a infec¢do os grupos
vacinados com: Qp-a-Gal (6,545x10* + 1,258) e QB-TS/MASP (9,390x10* + 3,902),
apresentaram niveis de parasitemia significativamente menores (p<0,01; p<0,05,
respectivamente), quando comparado com o grupo controle (22,700x10* + 5,470). No 8°
dia apos a infecgdo apenas o grupo vacinado com QpB-TS (3,291x10%*+ 0,509), apresentou
niveis significativamente menores (p<0,05), em relagdo ao grupo controle (15,550x10% +
4,484). No entanto, no 9° dia ap6s a infecgdo os grupos vacinados com: QB-TS (3,020x10*
+ 0,503; p<0,01), QB-a-Gal (4,233x10* + 1,678; p<0,01), QB-TS/MASP (4,380x10* +
1,379; p<0,01), QB-TS/a-Gal (3,880x10% + 1,093; p<0,01), QB-MASP/u-Gal (5,080x10*
+ 2,444; p<0,05) e QB-TS/MASP/a-Gal (5,080x10%+ 1,539; p<0,05), apresentaram niveis
de parasitemia significativamente menores, quando comparado com o grupo controle
(13,780x10* + 7,458). Os valores anteriormente descritos entre os parénteses mostram a
média e o0 SEM do nivel de parasitos por ml de sangue periférico dos grupos
experimentais (Fig. 10 A e B). Nos outros dias avaliados, nenhuma diferenca estatistica
significativa foi observada, entre os niveis de parasitemia dos grupos experimentais que
receberam doses de: Qp-controle, QB-TS, QB-MASP, Qp-a-Gal, QB-TS/MASP, Qp-
TS/a-Gal, QB-MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal.
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Figura 10. Andalise da curva de parasitemia, avaliada diariamente, do 5° até 8° ou 15° dia
apos a infeccdo pela cepa Y do T. cruzi, em camundongos C57BL/6 a1,3GT-KO fémeas
que receberam doses de Qp-controle e vacinados (n=5-10). (A) Camundongos que
receberam doses de Qp-controle ¢ vacinados com: QB-TS, QB-MASP e QB-a-Gal. (B)
Camundongos que receberam doses de QB-controle e vacinados com as associagoes: Q-
TS/IMASP, QB-TS/a-Gal, QB-MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal. Os valores descritos
nos graficos A e B mostram a média e 0 SEM de tripomastigotas por ml de sangue
periférico apresentados pelos grupos experimentais em cada dia avaliado. O teste de
analise de ANOVA two way, seguido pelo pés-teste de Bonferroni, foi aplicado para
realizacdo das analises estatisticas dos resultados. a: representa diferenca significativa em
relacdo ao grupo Qp-controle. b: representa diferenca significativa em relacdo ao grupo
QPB-TS. c: representa diferenca significativa em relagdo ao grupo QB-MASP. d: representa
diferenca significativa em relagdo ao grupo QP- o-Gal. e: representa diferenca
significativa em relagdo ao grupo QB-TS/MASP. f: representa diferenga significativa em
relacdo ao grupo QB-TS/a-Gal. g: representa diferenca significativa em relacdo ao grupo
QB-MASP/a-Gal. h: representa diferenca significativa em relagdo ao grupo Q-
TS/IMASP/a-Gal. Os simbolos indicam: *(p<0,05) e **(p<0,01). DPI indica: dias apos
infeccdo.
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Além disso, a avaliacdo do nivel maximo de parasitos detectados por ml de sangue
periférico, durante 15 dias ap6s a infeccdo pela cepa Y do T. cruzi, apresentado pelos
grupos vacinados e o grupo controle, também foi realizada. Os grupos vacinados com:
QB-TS (p<0,01), QB-TS/MASP (p<0,01), QB-MASP (p<0,05), QB-TS/a-Gal (p<0,05),
QB-MASP/a-Gal (p<0,05) e QP-TS/MASP/a-Gal (p<0,05), apresentaram niveis de
parasitemia durante o pico significativamente menores, em relagdo aos encontrados nos
camundongos que pertencem ao grupo controle. Enquanto o grupo vacinado com Qp-a-
Gal, apresentou niveis significativamente menores, quando comparados aos encontrados
em camundongos que pertencem ao grupo controle (p<0,001) e que receberam doses de:
QPB-MASP/o-Gal (p<0,001), QB-TS (p<0,01), QB-TS/MASP/a-Gal (p<0,01), QB-MASP
(p<0,05) e QB-TS/a-Gal (p<0,05) (Fig. 11).

As analises comparativas entre os valores da media (descritos entre parénteses,
juntamente com SEM) dos niveis de parasitemia durante o pico apresentados pelos grupos
vacinadas e controle (54,03x10* + 6,476) revelaram que as vacinacdes com: QB-a-Gal
(10,17x10* + 2,263), QB-TS/MASP (17,42x10* * 6,094), QB-TS (22,66x10* + 2,617),
QB-MASP (26,90x10* + 5,829), QB-MASP/a-Gal (27,42x10* + 2,379), QB-TS/a-Gal
(28,15x10* + 8,298) e QB-TS/MASP/u-Gal (31,46x10* + 4,790) reduziram a carga

parasitaria, durante o pico em: 81%, 68%, 58%, 50%, 49%, 48% e 42%, respectivamente.
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Figura 11. Analise do nivel méximo de parasitos detectado por ml de sangue periférico,
durante 15 dias apos a infeccdo pela cepa Y do T. cruzi, em camundongos C57BL/6
al,3GT-KO fémeas que receberam doses de Qp-controle e vacinados com: QB-TS, Q-
MASP, QB-a-Gal, QB-TS/IMASP, QB-TS/a-Gal, QB-MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal
(n=5-10). Os resultados estdo representados no gréafico de dispersdo como valores da
mediana e intervalo interquartil de tripomastigotas por ml de sangue periférico. O teste de
Kruskal-Wallis, seguido pelo pés-teste de Dunns, foi aplicado para realizacdo das analises
estatisticas dos resultados. a: representa diferenca significativa em relagcdo ao grupo Qp-
controle. d: representa diferenca significativa em relacdo ao grupo Qp-a-Gal. Os simbolos
indicam: *(p<0,05), **(p<0,01) e ***(p<0,001). DPI indica: dias ap6s infeccao.

5.1.2.2. Parasitismo nos tecidos cardiacos

A quantificacdo da carga parasitaria nos tecidos cardiacos de camundongos,
C57BL/6 01,3GT-KO vacinados e que receberam doses de Qp-controle (n=5-10 por
grupo) infectados pela cepa Y de T. cruzi, foi realizada através da contagem dos ninhos
de amastigotas, presentes nos cortes histoldgicos por microscopia 6ptica. Os grupos
experimentais avaliados que receberam doses dos peptideos selecionados a partir das
proteinas: TS e MASP, do epitopo a-Gal e das associagbes: TS/IMASP, TS/a-Gal,
MASP/a-Gal e TS/IMASP/a-Gal, acoplados ao QB-VLP, foram eutanasiados 8 e 36 dias

apos a infeccdo, durante a fase aguda e cronica, respectivamente. Camundongos que
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receberam doses do Qp-controle, foram incluidos como grupo controle infectado nédo
vacinado.

Durante 8° dia ap0és a infecgdo, ndo foram encontrados ninhos de amastigota nos
tecidos cardiacos de camundongos vacinados com QB-TS/a-Gal. Além disso, as analises
revelaram auséncia de ninhos de amastigota nas seccdes dos coracfes de 33% (n=2/6)
dos camundongos avaliados que receberam doses de: QB-controle, QB-TS e QB-MASP/a-
Gal. Enquanto que esta porcentagem foi de 40% (n=2/5) e 50% (n=2/4) entre os
camundongos vacinados com: QB-TS/MASP/a-Gal e QB-TS/MASP, respectivamente.
Entre os camundongos vacinados com: QB-MASP e QpB-a-Gal foram observados ninhos
de amastigotas em todas as seccOes avaliadas. Nenhuma diferenca estatisticamente
significativa foi encontrada entre os grupos avaliados. Os camundongos que receberam
doses de: QB-a-Gal, QB-TS, Qp-controle, QB-MASP, QB-MASP/uo-Gal, Q-
TS/IMASP/a-Gal e QB-TS/MASP, apresentaram mediana e intervalo interquartil de
ninhos de amastigota nas secgdes dos coracgdes de: mediana=2, intervalo interquartil=1-
2; mediana=1,5, intervalo interquartil=0-4; mediana=1, intervalo interquartil=0-3,5;
mediana=1, intervalo interquartil=0-2; mediana=1, intervalo interquartil=0-2,25;
mediana=1, intervalo interquartil=0-2; mediana=0,5, intervalo interquartil=0-1,750,
respectivamente (Fig. 12).

Durante 36° dia apds a infec¢do, ndo foram encontrados ninhos de amastigota em
secgOes dos coragdes de camundongos que receberam doses de: QB-controle, QB-TS, Qp-
MASP, QB-a-Gal, QB-TS/MASP, QB-TS/a-Gal QB-MASP/u-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal.
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Figura 12. Andlise quantitativa dos ninhos de amastigotas em sec¢fes dos coracOes de
camundongos C57BL/6 al,3GT-KO fémeas que receberam doses de Qp-controle e
vacinados com: QB-TS, QB-MASP, Qp-a-Gal, QB-TS/MASP, Qp-TS/a-Gal, Qp-
MASP/a-Gal e QB-TS/IMASP/a-Gal (n=5-10), infectados pela cepa Y de T. cruzi. Os
resultados estdo representados no gréafico de dispersdo destacando a mediana e o intervalo
interquartil do nimero dos ninhos de amastigotas. O teste de Kruskal-Wallis, seguido
pelo pos-teste de Dunns, foi aplicado para realizacdo das analises estatisticas dos
resultados. DPI indica: dias apds infeccao.

5.1.3. Alteragbes na massa corporal e taxa de sobrevivéncia em

camundongos vacinados durante a infeccdo experimental

Camundongos C57BL/6 al1,3GT-KO vacinados e que receberam doses de Qp-
controle (n=5-10 por grupo) foram pesados individualmente, antes e durante a infecgéo
pela cepa Y de T. cruzi, em intervalos de trés dias. Em seguida, uma curva de variacao da
massa corporal inicial de cada grupo experimental avaliado foi construida a partir destes
dados coletados. Enquanto a mortalidade foi monitorada diariamente, até 0 momento em
que os camundongos foram eutanasiados.

Os grupos experimentais avaliados que receberam doses dos peptideos
selecionados a partir das proteinas: TS e MASP, do epitopo a-Gal e das associagdes:
TS/IMASP, TS/a-Gal, MASP/a-Gal, TS/IMASP/a-Gal, acoplados ao QB-VLP, foram
eutanasiados 8 e 36 dias apds a infeccdo, durante a fase aguda e cronica, respectivamente.
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Camundongos que receberam doses do Qp-controle, foram incluidos como grupo
controle infectado ndo vacinado.

Os dados apresentados pela curva de variagdo da massa corporal inicial mostram
que os camundongos que receberam doses de: QB-TS/MASP, QB-TS e QB-MASP
aumentaram sua massa corporal em: 4,340%, 3,709% e 3,510% respectivamente até 9°
dia apo6s a infec¢do, enquanto que, os camundongos que receberam doses de: Qp-
TS/IMASP/a-Gal, QB-TS/a-Gal, QB-MASP/a-Gal, QB-controle e QB-a-Gal aumentaram
sua massa corporal em 18,020%, 13,100%, 12,440%, 8,878% e 7,933%, respectivamente
até 13° dia apds a infeccdo. Nos dias seguintes os camundongos passaram a apresentar
perda da massa corporal, que se torna mais acentuada, no 21° dia apds a infeccdo. Neste
momento os grupos que receberam doses de: QB-MASP/a-Gal, QB-TS/MASP/a-Gal, Qp-
TS, QB-TS/a-Gal, QB-controle, QB-TS/MASP, QB-MASP e QB-a-Gal tiveram uma perda
de 19,44%, 18,98%, 18,169%, 14,2%, 14,116%, 13,64%, 12,935% e 11,8% de sua maior
massa corporal apresentada até entdo, respectivamente. A partir deste ponto, 0s
camundongos passaram a ganhar massa corporal, mas nao conseguiram recupera-lo até
36 dias apos a infeccdo, momento em que foram eutanasiados (Fig. 13 A e B).

As analises estatisticas da curva de variacdo da massa corporal inicial mostraram
que durante o 9° dia apds a infeccdo o grupo vacinado com Qp-TS/MASP/a-Gal
(7,290%), apresentou ganho de massa corporal significativamente maior, quando
comparado aos grupos vacinados com: QB-MASP (3,510%, p<0,05) e QB-TS (3,7%,
p<0,05). Durante o 13° dia apos a infec¢do o grupo vacinado com QB-TS/MASP/a-Gal
(18,020%), apresentou ganho de massa corporal, enquanto os grupos vacinados com: Qp-
MASP (-1,960%, p<0,001), QB-TS (0,9%, p<0,01) e QB-TS/MASP (1,080%, p<0,01),
apresentaram perda da massa corporal adquirida, demonstrando porcentagens de variacdo
da massa corporal inicial significativamente menores. Os grupos vacinados com: Qp-
TS/a-Gal (13,100, p<0,01) e QB-MASP/a-Gal (12,440%, p<0,05), também apresentaram
ganho de massa corporal durante o 13° dia ap6s a infec¢do, demonstrando porcentagens
de variacdo de massa corporal inicial significativamente maiores, quando comparadas
com a do grupo vacinado com QB-MASP (-1,960%), que apresentou perda da massa

corporal adquirida durante este dia, (Fig. 13 A e B).
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No 17° dia apds a infeccdo os grupos vacinados com: QB-TS/a-Gal (8,060%,
p<0,001; p<0,01; p<0,01), QB-TS/MASP/a-Gal (7,100%, p<0,01; p<0,01; p<0,05) e Qp-
MASP/a-Gal (5,900%, p<0,01; p<0,05; p<0,05) apresentaram perda de massa corporal
significativamente menor, quando comparado aos grupos vacinados com: QB-TS (-10%),
QB-MASP (-8,520%) e QB-TS/MASP (-7,420). Enquanto, o grupo vacinado com Qp-a-
Gal (3,3%, p<0,05; p<0,05), apresentou perda de massa corporal significativamente
menor, apenas quando comparado aos grupos vacinados com: QB-TS (-10%) e QB-MASP
(-8,520%). No 21° dia ap0s a infec¢do os grupos vacinados com: QB-TS/a-Gal (-1,100%)
e QP-TS/MASP/a-Gal (-0,960%), apresentaram uma perda de massa corporal
significativamente menor (p<0,01), quando comparado com o grupo vacinado com Q-
TS (-14,460%) (Fig. 13 B).

Durante o 25° dia ap0s a infec¢do, o grupo vacinado com QB-TS/MASP/u-Gal
(4,060%) apresentou ganho de massa corporal significativamente maior (p<0,05), em
relacdo ao grupo QB-TS/MASP (-9,100%). Enquanto no 25° e 29° dia ap0s a infec¢do 0s
grupos que receberam doses de: QB-TS/MASP/a-Gal (4,060%, p<0,01; 4,060%,
p<0,001), QB-TS/u-Gal (1,940%, p<0,05; 4,060%, p<0,001), QB-controle (-2,250%,
p<0,05; 0,200%, p<0,01) e Qp-a-Gal (0,97%, p<0,05; -0,617%, p<0,05), apresentaram
ganho de massa corporal significativamente maior, em relagdo ao grupo vacinado com
QB-TS (-12,640%/-13,580%). Ja, o grupo vacinado com QB-MASP/u-Gal (2,500%),
apresentou ganho de massa corporal significativamente maior (p<0,01), em relacdo ao
grupo vacinado com QB-TS (-13,580%), somente durante o0 29° dia apo6s a infeccao (Fig.
13B).

No 33° dia apds a infecgdo, o grupo vacinado com QB-TS/MASP/a-Gal (5,060%)
também apresentou ganho de massa corporal significativamente maior (p<0,05), em
relacdo aos grupos vacinados com: QB-TS (-7,980%) e QB-TS/MASP (-8,820%).
Enquanto, o grupo vacinado com Qp-a-Gal (3,250%, p<0,05), apresentou ganho de massa
corporal significativamente maior, apenas quando comparado ao grupo vacinado com
QB-TS/MASP (-8,820%). Nenhuma outra diferenca estatistica significativa foi

encontrada entre as porcentagens de variagdo da massa corporal inicial, durante todo o
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periodo avaliado (Fig. 13B). Os valores descritos entre os parénteses mostram a média da

porcentagem de variagdo da massa corporal inicial avaliada em cada momento.
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Figura 13 A. Andlise da curva de variacdo da massa corporal inicial, avaliada antes da
infeccdo pela cepa Y do T. cruzi e ap6s, em intervalos de trés dias, do 5° até 8° ou 36°
dia, em camundongos C57BL/6 al,3GT-KO fémeas que receberam doses de Qp-
controle e vacinados com: QB-TS, QB-MASP, QB-a-Gal, QB-TS/MASP, QB-TS/a-Gal,
QB-MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal (n=5-10). Os valores descritos mostram a média
e 0 SEM da variacdo da massa corporal inicial (%) apresentados pelos grupos
experimentais em cada ponto examinado. O teste de analise de ANOVA two way,
seguido pelo pos-teste de Bonferroni, foi aplicado para realizacdo das anélises estatisticas
dos resultados. b: representa diferenga significativa em relacdo ao grupo QB-TS. c:
representa diferenca significativa em relagéo ao grupo QB-MASP. Os simbolos indicam:
*(p<0,05), **(p<0,01) e *** (p<0,001). DPI indica: dias apés infeccao.
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Figura 13 B. Andlise da curva de variacdo da massa corporal inicial, avaliada antes da
infeccdo pela cepa Y do T. cruzi e apds, em intervalos de trés dias, do 5° até 8° ou 36°
dia, em camundongos C57BL/6 a1,3GT-KO fémeas que receberam doses de QB-controle
e vacinados com: QB-TS, QB-MASP, QB-a-Gal, QB-TS/IMASP, QB-TS/a-Gal, Qp-
MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal (n=5-10). Os valores descritos mostram a média e o
SEM da variacdo da massa corporal inicial (%) apresentados pelos grupos experimentais
em cada ponto examinado. O teste de analise de ANOVA two way, seguido pelo p6s-
teste de Bonferroni, foi aplicado para realizacdo das analises estatisticas dos resultados.
b: representa diferenca significativa em relacdo ao grupo QB-TS. c: representa diferenca
significativa em relacdo ao grupo QB-MASP. e: representa diferenca significativa em
relagdo ao grupo QB-TS/MASP. Os simbolos indicam: *(p<0,05), **(p<0,01) e ***
(p<0,001). DPI indica: dias apds infeccao.

A avaliagdo do percentual de sobrevivéncia demonstrou que 100% dos camundongos
vacinados com: QB-TS, QB-a-Gal, QB-TS/MASP, QB-TS/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal,
avaliados 8 e 36 dias apds a infecgdo sobreviveram. Entretanto, foi identificado 20% de

mortalidade, entre os camundongos vacinados com: QB-MASP (1/5), QB-MASP/a-Gal

(1/5) e que receberam doses de QpB-controle (2/10), acompanhados diariamente durante o
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periodo de 36 dias ap0ds a infec¢do. Apresentando assim, estes grupos uma taxa de
sobrevivéncia, de 80%. Os camundongos que pertencem ao grupo que recebeu doses de
Qp-controle, vieram a 6bito no 14° e 22° dia ap6s a infec¢do. Enquanto os camundongos
vacinados com: QB-MASP e QB-MASP/a-Gal, faleceram no 22° e 30° dia apés a

infeccdo, respectivamente (Tab. 2).
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Tabela 2. Eficacia da vacinacdo com: QB-TS, QB-MASP, Qp-a-Gal, QB-TS/MASP, Qp-
TS/a-Gal, QB-MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal, na supressdo ou reducdo da
mortalidade de camundongos C57BL/6 a1,3GT-KO fémeas, infectados pela cepa Y do

T. cruzi.

Mortalidade (avaliada até 8 e 36 dias ap0s

infeccéo)
Antigeno vacinal
8 36 Total

(n=5-6)

QB-TS 0/6 0/5 0/11
Qp-MASP 0/5 1/5 (20%) 1/10 (10%)
Qp-a-Gal 0/5 0/6 0/11

QB-TS/MASP 0/5 0/5 0/10
QB-TS/a-Gal 0/5 0/5 0/10
QB-MASP/a-Gal 0/6 1/5 (20%) 1/11 (9%)
QB-TS/MASP/a-Gal 0/5 0/5 0/10
Grupo Nao Vacinado
(n=8-10)
Qp-controle 0/8 2/10 (20%) 2/18 (11%)
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5.1.4. Eficacia das vacinagdes na prevencdo do dano aos tecidos

cardiacos associado a infeccéo pelo T. cruzi

Analises histopatoldgicas semi-quantitativas por microscopia optica do infiltrado
celular, alteracBes degenerativas e hipertrofia das fibras musculares em seccdes de
coracdo corados com H&E, de camundongos C57BL/6 al1,3GT-KO vacinados e que
receberam doses de Qp-controle (n=5-10 por grupo), eutanasiados 8 e 36 dias apds a
infeccdo pela cepa Y de T. cruzi, foram realizadas para determinar a intensidade das
lesdes. Os grupos experimentais avaliados receberam doses dos peptideos selecionados a
partir das proteinas: TS e MASP, do epitopo a-Gal e das associacdes: TS/IMASP, TS/a-
Gal, MASP/o-Gal e TS/MASP/a-Gal, acoplados ao Qp-VLP. Camundongos que
receberam doses do Qp-controle, foram incluidos como grupo controle infectado nao
vacinado.

Os dados demonstraram que nenhuma diferenca estatistica significativa foi
observada, entre os niveis do infiltrado celular quantificado ao longo das fibras
musculares cardiacas de camundongos que receberam doses de: QB-controle, QB-TS, Qp-
a-Gal, QB-TS/MASP e QB-MASP/a-Gal, 8 dias apos a infeccdo, durante a fase aguda.
No entanto, camundongos vacinados com: QB-MASP e QpB-TS/MASP/o-Gal
apresentaram niveis significativamente maiores, que os observados em camundongos que
receberam doses de: QB-TS/a-Gal (p<0,0001), QB-a-Gal (p<0,001), QB-MASP/a-Gal
(p<0,05) e QB-controle (p<0,05). Além disso, camundongos vacinados com QB-TS/a-
Gal, também apresentaram niveis significativamente menores (p<0,05), em relacdo aos
quantificados em cortes histoldgicos de camundongos que receberam doses de: QB-a-Gal,
QB-TS/MASP, QB-MASP/0-Gal e Qp-controle. Diferengas estatisticas significativas
também foram encontradas entre o grupo nao infectado, que ndo apresentou inflamacéo
e 0s grupos que receberam doses de: QB-MASP (p<0,0001), QB-TS/MASP/a-Gal
(p<0,0001), QpB-controle (p<0,001), QB-MASP/a-Gal (p<0,001), QB-TS (p<0,01), QB-
a-Gal (p<0,01), QB-TS/MASP (p<0,01) e QB-TS/a-Gal (p<0,05) (Fig. 14 A).

Durante este periodo ap6s a infeccdo, altos niveis de infiltrado celular

predominaram ao longo das fibras musculares cardiacas de camundongos vacinados com
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QB-MASP e QB-TS/MASP/a-Gal. Em camundongos vacinados com: QB-TS/MASP e
QpB-a-Gal a intensidade da inflamagdo variou de alta a moderada em 60% (3/5) dos cortes
histoldgicos avaliados. Entre os camundongos vacinados com: QB-TS e QB-MASP/a-Gal
estd porcentagem foi de 50% (3/6) e em camundongos que receberam doses de Q-
controle foi de 43% (3/7). Em sec¢des de camundongos vacinados com QB-TS/a-Gal a
inflamacdo era ausente ou apresentava baixos niveis (Fig. 14 A). Os camundongos que
receberam doses de: QB-MASP, QB-TS/MASP/a-Gal, QB-TS/MASP, QB-controle, Qp-
TS, QB-MASP/a-Gal, QB-a-Gal e QB-TS/a-Gal apresentaram uma média e SEM de
intensidade da inflamacdo de: 3+0;3+0; 2,2+0,49; 1,857 +0,404; 1,833 £ 0,543; 1,833
+0,402; 1,6 + 0,245 e 0,6 + 0,245, respectivamente.

Por outro lado, aos 36 dias ap6s a infeccdo, durante a fase crénica camundongos
vacinados com: QB-TS (p<0,0001), QB-a-Gal (p<0,0001), QB-TS/MASP (p<0,0001) e
QB-MASP (p<0,01), apresentaram niveis de infiltrado celular significativamente menores
ao longo das fibras musculares cardiacas, que os observados em camundongos que
pertencem ao grupo que recebeu doses de QB-controle. Além disso, o grupo que recebeu
doses de Qp-a-Gal, apresentou niveis significatimamente menores em relacdo aos grupos
que receberam doses de: QPB-MASP (p<0,001), QB-TS (p<0,01) e QP-TS/MASP
(p<0,01). Diferencas estatisticas significativas também foram encontradas entre 0s grupos
ndo infectados, vacinados com: QB-TS/a-Gal, QB-MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal,
que ndo apresentaram inflamacéo e os grupos que receberam doses de: Qp-controle
(p<0,0001), QB-TS (p<0,001), QB-MASP (p<0,001) e QB-TS/MASP (p<0,001) (Fig. 14
B).

Durante este periodo ap6s a infeccdo, altos niveis de infiltrado celular
prevaleceram ao longo das fibras musculares cardiacas de camundongos que receberam
doses de Qp-controle. Niveis moderados predominaram em camundongos imunizados
com QP-MASP. A intensidade da inflamacdo variou de moderada a baixa em
camundongos vacinados com: QB-TS e QB-TS/MASP. Em secc¢des de camundongos
vacinados com Qf-a-Gal a inflamagdo era ausente ou apresentava baixos niveis.
Enquanto ndo foi encontrado processo inflamatorio em cortes histologicos de
camundongos vacinados com: QB-TS/a-Gal, QB-MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal
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(Fig. 14 B). Os camundongos que receberam doses de: QB-controle, QB-MASP, QB-TS,
QB-TS/MASP e QB-a-Gal apresentaram uma media e SEM de intensidade da inflamacéo
de:3+£0,2%0,1,6 +£0,245, 1,6 + 0,245 e 0,4 + 0,245, respectivamente.
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Figura 14. Analise semi-quantitativa do infiltrado inflamatério, em seccdes dos coracbes
de camundongos C57BL/6 al,3GT-KO fémeas que receberam doses de Qp-controle e
foram vacinados com: QB-TS, QB-MASP, Qp-a-Gal, QB-TS/MASP, QB-TS/a-Gal, Qp-
MASP/a-Gal ¢ QB-TS/MASP/a-Gal (n=5-10), infectados pela cepa Y de T. cruzi e ndo
infectados. (A) Camundongos eutanasiados 8 dias apos a infeccdo. (B) Camundongos
eutanasiados 36 dias apos a infec¢do. Os resultados estdo apresentados em gréaficos de
dispersdao como mediana e intervalo interquartil da intensidade do infiltrado inflamatorio.
O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pds-teste de Dunns, foi aplicado para realizacéo
das andlises estatisticas. a: representa diferenca significativa em relacdo ao grupo nédo
infectado. b: representa diferenca significativa em relacdo ao grupo Qp-controle. c:
representa diferenca significativa em relacdo ao grupo QB-TS. d: representa diferenca
significativa em relagcdo ao grupo QB-MASP. e: representa diferenga significativa em
relacdo ao grupo QpB-a-Gal. f: representa diferenca significativa em relagdo ao grupo Qp-
TS/MASP. g: representa diferenca significativa em relacdo ao grupo Qp-TS/a-Gal. h:
representa diferenga significativa em relacdo ao grupo QPB-MASP/a-Gal. i: representa
diferenca significativa em relagdo ao grupo QB-TS/MASP/u-Gal.Os simbolos indicam:
*(p<0,05), **(p<0,01), *** (p<0,001) e **** (p<0,0001). DPI indica: dias ap6s infeccao.
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Figura 15. Fotomicrografia de corte histologico do cora¢do de camundongos C57BL/6
al,3GT-KO, fémeas que receberam doses de Qp-controle e foram vacinados,
eutanasiados apos 8 dias de infeccdo pela cepa Y de T. cruzi. (A) Grupo Controle ndo
infectado e ndo vacinado: corte histoldgico do coracdo apresentando aspecto habitual. (B)
Grupo Controle infectado ndo vacinado (Qp-controle): infiltrado inflamat6rio moderado
no miocérdio (cabecas de setas). (C) QB-TS: presenca de infiltrado inflamatorio
moderado no miocardio (cabecas de setas); presenca de ninho de amastigostas (setas);
detalhes do ninho de amastigotas (insert). (D) QB-MASP: presenca de infiltrado
inflamatorio intenso no miocardio (cabegas de setas). (E) Qp-a-Gal: infiltrado
inflamat6rio moderado no miocérdio (cabecas de setas). (F) QB-TS/MASP: presenga de
infiltrado inflamat6rio moderado no miocérdio (cabecas de setas). (G) QB-TS/u-Gal:
infiltrado inflamatdrio discreto no miocardio (cabecas de setas). (H) QB-MASP/a-Gal:
infiltrado inflamatorio discreto no miocérdio (cabecas de setas). (I) QB-TS/MASP/a-Gal:
presenca de infiltrado inflamatério intenso no miocardio (cabecas de setas). Coloracdo
Hematoxilina e eosina, barra = 50 um.
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Figura 16. Fotomicrografia de corte histoldgico do coracdo de camundongos C57BL/6
al,3GT-KO, fémeas que receberam doses de Qp-controle e foram vacinados,
eutanasiados apds 36 dias de infeccdo pela cepa Y de T. cruzi. (A) Grupo Controle ndo
infectado e ndo vacinado: corte histologico do coracdo apresentado aspecto habitual. (B)
Grupo Controle infectado ndo vacinado (Qp-controle): presenca de infiltrado
inflamatorio intenso no miocardio (cabegas de setas). (C) QB-TS: presenga de infiltrado
inflamat6rio moderado no miocéardio (cabecas de setas). (D) QB-MASP: presenca de
infiltrado inflamatorio moderado no miocérdio (cabegas de setas). (E) Qp-a-Gal:
infiltrado inflamatdrio discreto no miocardio (cabegas de setas). F) QB-TS/MASP:
presenca de infiltrado inflamatério moderado no miocéardio (cabecas de setas). (G) Qp-
TS/o-Gal: corte histolégico do coracdo apresentado aspecto habitual, auséncia de
infiltrado inflamatorio. (H) QB-MASP/a-Gal: corte histolégico do coracdo apresentado
aspecto habitual, auséncia de infiltrado inflamatério. (I) QB-TS/MASP/a-Gal: corte
histolégico do coracdo apresentado aspecto habitual, auséncia de infiltrado inflamatdrio.
Coloracdo Hematoxilina e eosina, barra = 50 pum.
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Nenhuma diferenca estatistica significativa foi observada, entre os niveis de
alteracbes degenerativas quantificados nas sec¢Oes dos coragcdes de camundongos
vacinados com: QB-TS, QB-MASP, QB-a-Gal, QB-TS/MASP e QB-TS/a-Gal, quando
comparados com os de camundongos que receberam doses de QpB-controle, 8 dias apos a
infeccdo, durante a fase aguda. No entanto, camundongos vacinados com: QB-MASP/a-
Gal e QB-TS/MASP/o-Gal, apresentaram niveis de alteracBes degenerativas
significativamente menores (p<0,05), que os observados em camundongos que
receberam doses de QB-controle. Enquanto camundongos que receberam doses de QB-TS
apresentaram niveis significativamente maiores, em relacdo aos de camundongos que
receberam doses de: QB-MASP/u-Gal (p<0,01), QB-TS/MASP/a-Gal (p<0,01), QpB-
MASP (p<0,05), QB-a-Gal (p<0,05), QB-TS/MASP (p<0,05) e QB-TS/a-Gal (p<0,05).
Diferencas estatisticas significativas também foram encontradas entre os grupos nao
infectados, que ndo apresentaram alteracGes degenerativas e 0s grupos que receberam
doses de: Qp-controle (p<0,001), QB-TS (p<0,001), QB-MASP (p<0,01), QB-MASP/a-
Gal (p<0,01), QB-TS/MASP/a-Gal (p<0,01) QB-a-Gal (p<0,05),QB-TS/MASP (p<0,05),
QB-TS/u-Gal (p<0,05), (Fig. 17A).

Durante este periodo, niveis moderados de alteracfes degenerativas prevaleceram
nos tecidos cardiacos de camundongos vacinados com QB-TS. A intensidade variou de
moderada a baixa entre os cortes histoldgicos de camundongos que receberam doses de:
Qp-controle e QB-MASP. Em camundongos vacinados com: QpB-a-Gal, QB-TS/MASP e
QB-TS/a-Gal, aletracbes degenerativas eram ausentes ou apresentava baixos niveis, em
80% (4/5) das sec¢des avaliadas. Enquanto baixos niveis prevaleceram em camundongos
vacinados com: QB-MASP/a-Gal e QpB-TS/MASP/a-Gal. Os camundongos que
receberam doses de: QB-TS, Qp-controle, QB-MASP, QB-TS/MASP, QB-a-Gal, Qp-
MASP/a-Gal, QB-TS/MASP/a-Gal e QB-TS/a-Gal, apresentaram uma média e SEM de
intensidade das alteragOes degenerativas de: 2 + 0; 1,571 + 0,202; 1,4 + 0,245; 1 £ 0,316;
1+0,316; 1 £0; 1 £0; 0,8 + 0,374, respectivamente (Fig. 17A).

Aos 36 dias apds a infecgdo, os tecidos cardiacos dos camundongos que receberam
doses de: Qp-controle, QB-MASP, Qp-a-Gal, QB-TS/MASP, Qp-TS/a-Gal, Qp-
MASP/a-Gal ¢ TS/MASP/a-Gal ndo apresentaram alteracfes degenerativas. Enquanto
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foram observadas em 40% (2/5) dos camundongos vacinados com QB-TS, que
apresentaram uma média e SEM de intensidade das alteracfes degenerativas de: 0,8 +
0,583. Nenhuma diferenca estatistica significativa entre os niveis de alteracdes

degenerativas dos diferentes grupos experimentais foi encontrada (Fig. 17B).
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Figura 17. Andlise semi-quantitativa das alteracfes degenerativas, em seccOes dos
coracbes de camundongos C57BL/6 al1,3GT-KO fémeas que receberam doses de Q-
controle e foram vacinados com: QB-TS, QB-MASP, QpB-a-Gal, QB-TS/MASP, QB-TS/a-
Gal, QB-MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal (n=5-10), infectados pela cepa Y de T. cruzi.
(A) Camundongos eutanasiados 8 dias apés a infeccdo. (B) Camundongos eutanasiados
36 dias apos a infeccdo. Os resultados estdo apresentados em graficos de dispersdo como
média e SEM da intensidade das alteragcdes degenerativas. O teste de ANOVA one way,
seguido pelo pds-teste de Tukey, foi aplicado para realizacdo das andlises estatisticas. a:
representa diferenca significativa em relacdo ao grupo ndo infectado. d: representa
diferenca significativa em relacdo ao grupo QB-MASP. e: representa diferenca
significativa em relacdo ao grupo QP-a-Gal. f: representa diferenga significativa em
relacdo ao grupo QB-TS/MASP. g: representa diferenca significativa em rela¢do ao grupo
QB-TS/a-Gal. h: representa diferenca significativa em relagdo ao grupo QB-MASP/a-Gal.
i: representa diferenca significativa em relacdo ao grupo QP-TS/MASP/a-Gal. Os
simbolos indicam: *(p<0,05), **(p<0,01) e *** (p<0,001). DPI indica: dias apds
infeccéo.

Além disso, diferencas estatisticas significativas foram encontradas 8 dias apds a
infeccdo, durante a fase aguda, entre os grupos ndo infectados, que ndo apresentaram
hipertrofia das fibras musculares do coragéo e 0s grupos infectados que receberam doses
de: Qp-controle (p<0,01), QB-TS (p<0,01), QB-MASP (p<0,01), QB-a-Gal (p<0,05), QpB-
TS/IMASP (p<0,05), QB-MASP/a-Gal (p<0,01), QB-TS/MASP/a-Gal (p<0,01) e Qp-
TS/a-Gal (p<0,05). Nenhuma outra diferenca estatistica significativa foi observada, entre

0S grupos experimentais avaliados. Durante este periodo, baixos niveis de hipetrofia
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prevaleceram entre os camundongos vacinados e que receberam doses de Qp-controle
(Fig. 18A).

Por outro lado, aos 36 dias apds a infec¢do, camundongos vacinados com QB-TS,
(p<0,05) apresentaram niveis de hipertrofia das fibras musculares no coracdo
significativamente menores, que 0s observados em camundongos que pertencem ao grupo
que receberam doses de Qp-controle. Diferencas estatisticas significativas também foram
encontradas entre camundongos ndo infectados, infectados e vacinados com: Qp-a-Gal,
QB-TS/a-Gal, QB-MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal, que ndo apresentaram hipertrofia
e 0s grupos que receberam doses de: Qp-controle (p<0,0001) e QP-TS (p<0,05).
Nenhuma outra diferenca estatistica significativa foi observada, entre os niveis de
hipertrofia das fibras musculares no coragdo dos diferentes grupos experimentais (Fig.
18B).

Durante este periodo, niveis de hipertrofia que variaram de alto a moderado
prevaleceram em camundongos que receberam doses de Qp-controle. Em camundongos
vacinados com QB-TS e QB-TS/MASP a hipertrofia era ausente ou apresentava baixos
niveis em 60% (3/5) das secc¢des do coracdo avaliadas. Entre os camundongos vacinados
com: QB-MASP esta porcentagem foi de 75% (3/4). Enquanto ndo foi encontrada em
cortes histolégicos de camundongos vacinados com: Qf-a-Gal, QB-TS/a-Gal, Qp-
MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal (Fig. 18B). Os camundongos que receberam doses
de: Qp-controle, QB-TS, QB-MASP e QB-TS/MASP apresentaram uma média e SEM de
intensidade de hipertrofia das fibras musculares de: 2,667 + 0,333; 1,2 + 0,374; 1 £ 0,707

e 1+ 0,632, respectivamente.
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Figura 18. Analise semi-quantitativa da hipertrofia das fibras musculares em sec¢6es dos
coracOes de camundongos C57BL/6 al1,3GT-KO fémeas que receberam doses de Qp-
controle e foram vacinados com: QB-TS, QB-MASP, QB-a-Gal, QB-TS/MASP, QB-TS/a-
Gal, QB-MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal (n=5-10), infectados pela cepa Y de T.
cruzi. (A) Camundongos eutanasiados 8 dias apds a infeccdo. (B) Camundongos
eutanasiados 36 dias apds a infeccdo. Os resultados estdo apresentados em graficos de
dispersdo como mediana e intervalo interquartil da intensidade da hipertrofia das fibras
musculares. O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pds-teste de Dunns, foi aplicado para
realizacdo das analises estatisticas. a: representa diferenca significativa em relacdo ao
grupo nao infectado. c: representa diferenca significativa em relacdo ao grupo QB-TS. e:
representa diferenca significativa em relacdo ao grupo QpB-a-Gal. g: representa diferenca
significativa em relacdo ao grupo QB-TS/a-Gal. h: representa diferenca significativa em
relacdo ao grupo QB-MASP/a-Gal. i: representa diferenca significativa em relacdo ao
grupo QpB-TS/MASP/a-Gal. Os simbolos indicam: *(p<0,05), **(p<0,01) e ****
(p<0,0001). DPI indica: dias ap6s infeccao.

5.1.5. Perfil de citocinas teciduais em camundongos vacinados

durante a infec¢éo experimental

Os niveis das citocinas teciduais pro-inflamatorias: IL-12p40, IFN-y e anti-
inflamatoria/moduladora: IL-4, IL-10, apresentados por camundongos C57BL/6 a1,3GT-
KO vacinados, que receberam doses do Qp-controle, infectados pela cepa Y de T. cruzi e
que nédo sofreram nenhum tipo de intervencédo (n=5-10 por grupo), foram quantificados
através do ensaio de ELISA de captura. Os grupos experimentais vacinados que
receberam doses dos peptideos selecionados a partir das proteinas: TS, MASP, do epitopo
a-Gal e das associagdes TS/IMASP, TS/a-Gal, MASP/a-Gal, TS/MASP/a-Gal, acoplados
ao QB-VLP foram eutanasiados 8 e 36 dias apds a infeccdo, durante a fase aguda e
crénica, respectivamente. Camundongos que receberam doses do Qp-controle, foram

incluidos como grupo controle infectado ndo vacinado e camundongos que ndo sofreram
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nenhum tipo de intervencao, foram incluidos como grupo controle ndo infectado.

Os dados demonstraram maior nivel de citocinas pro-inflamatorias: 1L-12p40 e
IFN-v, nos tecidos cardiacos dos grupos experimentais que receberam doses de: QB-TS
(p<0,05, p<0,01), QB-MASP/u-Gal (p<0,05, p<0,01), QP-controle (p<0,01), QP-
TS/IMASP (p<0,01), QB-MASP (p<0,01, p<0,001), Qp-a-Gal (p<0,001) e Qp-
TS/IMASP/a-Gal (p<0,001), quando comparados com o do grupo experimental nédo
infectado, 8 dias apos a infec¢do, durante a fase aguda. O valor médio e 0 SEM descrito
entre os parénteses da concentracdo da citocina IFN-y apresentado pelo grupo vacinado
com QB-TS/o-Gal (819,7 + 305,3) é de aproximadamente 6 vezes maior, quando
comparada com o exibido pelo grupo néo infectado (133,0 + 39,60), respectivamente. No
entanto, nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada para os niveis
desta citocina entre estes grupos (Fig. 19 Ae C).

Neste mesmo periodo apds a infeccdo, camundongos que receberam doses de Qp-
MASP/a-Gal apresentaram niveis de IFN-y, nos tecidos cardiacos significativamente
mais baixos (p<0,05), que os encontrados em camundongos que receberam doses de Q-
TS/IMASP/a-Gal. Enquanto que nenhuma outra diferenca estatistica significativa foi
observada para os niveis das citocinas IL-12p40 e IFN-y, entre 0s grupos que receberam
doses de: QpB-controle, QB-TS, QB-MASP, QB-a-Gal, QB-TS/MASP, QB-TS/a-Gal, Qp-
MASP/a-Gal, QB-TS/MASP/a-Gal (Fig. 19 Ae C). Aos 36 dias ap6s a infeccdo
nenhuma diferenca estatistica significativa foi observada para os niveis das citocinas IL-
12p40 e IFN-y, entre os grupos: ndo infectados, que receberam doses de: QpB-controle,
QB-TS, QB-MASP, QB-a-Gal, QB-TS/MASP, QB-TS/a-Gal, QB-MASP/a-Gal e Qp-
TS/IMASP/a-Gal (Fig. 19 B e D).
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Figura 19. Avaliacdo do perfil de citocinas teciduais pré-inflamatorias IL-12p40 e IFN-
v em camundongos C57BL/6 a1,3GT-KO fémeas que receberam doses de QB-controle e
vacinados com: QB-TS, QB-MASP, Qp-a-Gal, QB-TS/MASP, QB-TS/a-Gal, Qp-
MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal, infectados pela cepa Y de T. cruzi e ndo infectados
(n=5-6 por grupo). (A) Niveis de IL-12p40 em pg/ml em camundongos eutanasiados 8
dias apos a infeccdo. (B) Niveis de IL-12p40 em pg/ml camundongos eutanasiados 36
dias apo6s a infecgdo. (C) Niveis de IFN-y em pg/ml em camundongos eutanasiados 8 dias
apos a infecgdo. (D) Niveis de IFN-y em pg/ml camundongos eutanasiados 36 dias apos
a infeccdo. Nos gréficos A e C estdo representados os valores da média e SEM. O teste
de ANOVA one way, seguido pelo pos-teste de Tukey, foi aplicado para realizacdo das
andlises estatisticas. Nos graficos B e D estdo representados os valores da mediana e o
intervalo interquartil. O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pos-teste de Dunns, foi
aplicado para realizacdo das analises estatisticas. a: representa diferenca significativa em
relacdo ao grupo nao infectado. h: representa diferenca significativa em relacédo ao grupo
QB-MASP/a-Gal. Os simbolos indicam: *(p<0,05), **(p<0,01) e *** (p<0,001). DPI
indica: dias apos infec¢éo.

Além disso, os resultados mostraram que durante 8° e 36° dia apds a infeccéo,
nenhuma diferenca estatistica significativa foi observada para os niveis das citocinas IL-
4 e 1L-10, entre os grupos: ndo infectados, que receberam doses de: QB-controle, QB-TS,

QB-MASP, Qp-a-Gal, QB-TS/IMASP, QB-TS/a-Gal, QB-MASP/a-Gal e QB-
TSIMASP/a-Gal (Fig. 20 A, B, C e D).
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Figura 20. Avaliacdo do perfil de citocinas teciduais anti-inflamatdrias/moduladoras IL-
4 e 1L-10 em camundongos C57BL/6 a1,3GT-KO fémeas que receberam doses de Qp-
controle e vacinados com: QB-TS, QB-MASP, QB-a-Gal, QB-TS/MASP, QB-TS/a-Gal,
QB-MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal, infectados pela cepa Y de T. cruzi e ndo infectados
(n=5-6 por grupo). (A) Niveis de IL-4 em pg/ml em camundongos eutanasiados 8 dias ap0s
a infeccdo. (B) Niveis de IL-4 em pg/ml camundongos eutanasiados 36 dias apds a
infeccdo. (C) Niveis de IL-10 em pg/ml em camundongos eutanasiados 8 dias apds a
infeccdo. (D) Niveis de IL-10 em pg/ml camundongos eutanasiados 36 dias apds a infeccdo.
Nos gréficos A, C e D estdo representados os valores da média e SEM. O teste de ANOVA
one way, seguido pelo pos-teste de Tukey, foi aplicado para realizacdo das analises
estatisticas. No gréafico B estd representado os valores da mediana e o intervalo
interquartil. O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pos-teste de Dunns, foi aplicado para
realizacdo das anélises estatisticas. DPI indica: dias apds infec¢éo.
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5.2. TOPICO II: Efic4cia dos peptideos selecionados a partir das
proteinas: TS e MASP, do epitopo a-Gal e das associa¢bes: TS/IMASP, TS/a-
Gal, MASP/a-Gal e TS/IMASP/a-Gal, acopladoes ao QB-VLP como antigenos
vacinais contra a infeccdo pela cepa Colombiana do T. cruzi, em
camundongos C57BL/6 a1,3GT-KO

5.2.1. Cinética da resposta imune humoral em camundongos

vacinados e infectados

Os niveis de anticorpos IgG total reativos aos peptideos selecionados a partir das
proteinas: TS, MASP e ao epitopo a-Gal foram avaliados antes das vacinac@es (pré-
vacinacao), 5 dias ap0s a 3°dose (pré-infeccdo), 22 e 190 dias ap6s a infecgdo pela cepa
Colombiana de T. cruzi, no soro dos camundongos C57BL/6 a1,3GT-KO (n=5-6 por
grupo). A concentracdo dos anticorpos foi quantificada através do ensaio de ELISA.

Anticorpos 1gG total anti-TS foram dosados em amostras de camundongos que
receberam doses de: QB-TS, QB-TS/MASP, QB-TS/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal.
Enquanto anticorpos IgG total anti-MASP foram dosados em amostras de camundongos
que receberam doses de: QB-MASP, QB-TS/MASP, QB-MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-
Gal. J4 anticorpos IgG total anti-a-Gal foram dosados em amostras de camundongos que
receberam doses de: QB-a-Gal, QB-TS/a-Gal, QB-MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal.

As andlises estatisticas dos dados, mostraram diferencas estatisticas significativas
entre os niveis de anticorpos IgG total anti-TS, anti-MASP e anti-a-Gal apresentados
pelas amostras de soro coletadas antes e ap6s as vacinacdes (5 dias apds a 3°dose, 22 e
190 dias apos a infeccdo). Os resultados demonstraram que as vacinagdes provocaram
uma elevada producdo de anticorpos, que se mantém ao longo da infec¢do, por pelo

menos 190 dias apos, quando os camundongos foram eutanasiados (Fig. 21, 22 e 23).
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Figura 21. Concentracao de anticorpos 1gG total reativos ao peptideo selecionado a partir
da proteina TS avaliados antes das vacinac@es (pré-vacinacao), 5 dias ap0s a 3°dose (pré-
infeccdo), 22 e 190 dias apds a infeccdo (DPI) pela cepa Colombiana de T. cruzi, no soro
de camundongos C57BL/6 a1,3GT-KO fémeas (n=5-6). (A) Camundongos vacinados
com QB-TS. (B) Camundongos vacinados com QB-TS/MASP. (C) Camundongos
vacinados com QpB-TS/a-Gal. (D) Camundongos vacinados com QB-TS/MASP/a-Gal. Os
resultados estdo representados nos graficos de dispersdo destacando a mediana e 0
intervalo interquartil das absorbancias. O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pds-teste
de Dunns, foi aplicado para realizacdo das analises estatisticas dos dados. a: representa
diferenga significativa em relagdo as amostras de soro coletadas antes das vacinagdes
(pré-vacinagdo). Os simbolos indicam: *(p<0,05), **(p<0,01), ***(p<0,001) e
****(p<0,0001).
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Figura 22. Concentracao de anticorpos 1gG total reativos ao peptideo selecionado a partir
da proteina MASP avaliados antes das vacinacfes (pré-vacinacdo), 5 dias apos a 3°dose
(pré-infeccdo), 22 e 190 dias apos a infeccdo (DPI) pela cepa Colombiana de T. cruzi, no
soro de camundongos C57BL/6 0l,3GT-KO fémeas (n=5-6). (A) Camundongos
vacinados com QB-MASP. (B) Camundongos vacinados com QB-TS/MASP. (C)
Camundongos vacinados com QB-MASP/a-Gal. (D) Camundongos vacinados com Q-
TS/MASP/a-Gal. Os resultados estdo representados nos graficos de dispersao destacando
a mediana e o intervalo interquartil das absorbancias. O teste de Kruskal-Wallis, seguido
pelo pos-teste de Dunns, foi aplicado para realizacdo das analises estatisticas dos dados.
a: representa diferenca significativa em relagdo as amostras de soro coletadas antes das
vacinacdes (pré-vacinacao). Os simbolos indicam: *(p<0,05), **(p<0,01), ***(p<0,001)
e ****(p<0,0001).
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Figura 23. Concentracdo de anticorpos 1gG total reativos ao epitopo a-Gal avaliados
antes das vacinagdes (pré-vacinacgdo), 5 dias apos a 3°dose (pré-infeccdo), 22 e 190 dias
apos a infeccdo (DPI) pela cepa Colombiana de T. cruzi, no soro de camundongos
C57BL/6 01,3GT-KO fémeas (n=5-6). (A) Camundongos vacinados com Qp-a-Gal. (B)
Camundongos vacinados com QB-TS/a-Gal. (C) Camundongos vacinados com Q-
MASP/a-Gal. (D) Camundongos vacinados com QP-TS/MASP/a-Gal. Os resultados
estdo representados nos graficos de dispersdo destacando a mediana e o intervalo
interquartil das absorbéancias. O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pds-teste de Dunns,
foi aplicado para realizacdo das analises estatisticas dos dados. a: representa diferenca
significativa em relacdo as amostras de soro coletadas antes das vacinagdes (pré-
vacinacdo). Os simbolos indicam: *(p<0,05), **(p<0,01) e ***(p<0,001).



107

As analises comparativas das absorbancias mostraram que camundongos
vacinados com QB-TS/a-Gal (1,99 = 0,018) apresentaram concentracdes de anticorpos
IgG total anti-TS significativamente maiores, em relacdo aos grupos que receberam doses
de: QB-TS/MASP (1,71 + 0,11, p<0,05), QB-TS (1,58 * 0,16, p<0,05), 5 dias apds a
3°dose (pré-infeccdo) (Fig. 24 A).
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Figura 24 A, B e C. Concentracdo de anticorpos IgG total reativos ao peptideo
selecionado a partir da proteina TS em amostras de soro de camundongos que receberam
doses de: QB-TS, QB-TS/MASP, QB-TS/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal. (A) 5 dias apés a
3°dose (pré-infeccdo). (B) 22 dias ap6s a infeccdo (DPI). (C) 190 dias apo6s a infeccédo
(DPI). Os resultados estdo representados nos graficos de dispersdo B e C destacando a
média e SEM das absorbancias. O teste de ANOVA one way, seguido pelo pos-teste de
Tukey, foi aplicado para realizacdo das analises estatisticas dos resultados. No grafico de
dispersdo A estdo representados destacando a mediana e o intervalo interquartil das
absorbancias. O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pds-teste de Dunns, foi aplicado
para realizacdo das analises estatisticas dos resultados. a: representa diferenca
significativa em relagéo ao grupo QB-TS, b: representa diferenca significativa em relacéo
ao grupo QB-MASP, c: representa diferenca significativa em relagdo ao grupo Qp-a-Gal,
d: representa diferenga significativa em relacdo ao grupo QB-TS/MASP, e: representa
diferenca significativa em relacdo ao grupo Qp-TS/a-Gal, f: representa diferenca
significativa em relacdo ao grupo QB-MASP/a-Gal e g: representa diferenca significativa
em relacdo ao grupo QB-TS/MASP/a-Gal. Os simbolos indicam: *(p<0,05).
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Figura 24 D, E e F. Concentracdo de anticorpos IgG total reativos ao peptideo
selecionado a partir da proteina MASP em amostras de soro de camundongos que
receberam doses de: QB-MASP, QB-TS/MASP, QB-MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal.
(D) 5 dias ap6s a 3°dose (pré-infeccdo), (E) 22 dias apds a infeccdo (DPI) e (F) 190 dias
apos a infeccao (DPI). Os resultados estdo representados nos graficos de dispersdo D e E
destacando a média e SEM das absorbéncias. O teste de ANOVA one way, seguido pelo
pos-teste de Tukey, foi aplicado para realizacdo das analises estatisticas dos resultados.
No gréafico de dispersdo F estdo representados destacando a mediana e o intervalo
interquartil das absorbancias. O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pds-teste de Dunns,
foi aplicado para realizac&o das anélises estatisticas dos resultados.
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Figura 24 G, H e I. Concentracdo de anticorpos IgG total reativos ao epitopo a-Gal em
amostras de soro de camundongos que receberam doses de: QB-a-Gal, QB-TS/a-Gal, Qp-
MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal. (G) 5 dias apds a 3°dose (pré-infeccdo). (H) 22 dias
apos a infeccdo (DPI). (I) 190 dias apds a infeccdo (DPI). Os resultados estdo
representados nos gréficos de dispersdo nos graficos de dispersdo G, H e | estdo
representados destacando a mediana e o intervalo interquartil das absorbancias. O teste
de Kruskal-Wallis, seguido pelo pés-teste de Dunns, foi aplicado para realizacdo das
andlises estatisticas dos resultados.

5.2.2. Eficacia das vacinacbes no controle da infec¢do

5.2.2.1. Niveis de parasitemia

A parasitemia dos grupos experimentais de camundongos C57BL/6 a1,3GT-KO
que receberam doses de Qp-controle e vacinados (n=5-6 por grupo), foi avaliada em
intervalos de 1 dia a partir do 6° até 46° dia apds a infeccdo pela cepa Colombiana. Exceto
nos experimentos em que os camundongos foram eutanasiados no 22° dia ap6s a infeccao.
Os grupos avaliados receberam doses dos peptideos selecionados a partir das proteinas:
TS e MASP, do epitopo a-Gal e das associagOes: TS/IMASP, TS/a-Gal, MASP/a-Gal e
TS/IMASP/a-Gal, acoplados ao QB—VLP. Camundongos que receberam doses do Q-
controle, foram incluidos como grupo controle infectado ndo vacinado.

Os dados obtidos mostraram que 94,4% (85) dos camundongos apresentaram

niveis de parasitos detectaveis no sangue entre o 6° e 14° dia de infecgdo. O pico de
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parasitemia variou do 26° ao 34° dia apo6s a infeccao, em 69% (31) dos camundongos que
foram avaliados até o 46° dia.

As andlises da curva de parasitemia mostraram que no 14° dia ap0s a infec¢do os
grupos vacinados com: QB-MASP/a-Gal (1,340x10*+ 0,228, p<0,01), QB-TS/MASP/a-
Gal (1,340x10* + 0,459, p<0,01), QB-MASP (2,064x10* + 0,348, p<0,05 ) e Qp-
TS/MASP (2,055x10* + 0,569, p<0,05), apresentaram niveis de parasitos por ml de
sangue significativamente menores, em relagio ao grupo controle (4,150x10* + 0,957).
Enquanto no 16° dia ap0s a infeccéo apenas o grupo vacinado com QB-TS/MASP/a-Gal
(0,740x10* + 0,197), apresentou uma reducgdo significativa da parasitemia (p<0,01),
quando comparado com o grupo vacinado com Q- a-Gal (3,278x10%+ 0,9181) e controle
(3,380x10% + 0,501) (Fig. 25 A e B).

No entanto, no 18° e 20° dia apds a infeccdo os grupos vacinados com: Q-
MASP/a-Gal (0,910x10* + 0,323 / 0,580x10* + 0,219, p<0,001), QB-TS/MASP/u-Gal
(1,690x10%+ 0,704, p<0,001 / 1,100x10*+ 0,508, p<0,01), QB-MASP (1,209x10* + 0,383,
p<0,001 / 1,755x10* + 0,612, p<0,05), QB-TS/MASP (1,991x10* + 0,503 / 1,455x10* +
0,500, p<0,01), QB-TS (1,909x10*+ 0,399 p<0,01 / 1,527x10* + 0,360, p<0,05) e Qp-a-
Gal (1,778x10* + 0,476, p<0,01 / 1,400x10* + 0,470, p<0,05), apresentaram niveis
significativamente menores, em relacdo ao grupo controle (4,630x10%+ 1,226 / 3,870x10*
+1,319). Enquanto o grupo vacinado com Qp-TS/a-Gal (1,867x10* + 0,692), apresentou
uma reducdo significativa (p<0,01) em relacdo ao grupo controle, somente quando
comparados no 18° dia apés a infeccdo (Fig. 25 A e B). No 22° dia apds a infecgédo o
grupo vacinado com Qp- a-Gal (0,833x10%+ 0,375), apresentou niveis significativamente
menores (p<0,05), quando comparado com o grupo controle (2,690x10* + 0,647). No 26°
dia ap6s a infeccdo os grupos vacinados com: QB- a-Gal (1,475x10* + 0,871) e Qp-
MASP/a-Gal (1,340x10* + 0,581), apresentaram uma reducéo significativa (p<0,05),
quando comparado com o grupo vacinado com QB-TS/MASP (7,620x10* + 1,488) e
controle (8,250x10* + 5,4310) (Fig. 25 A e B).

Entre 28° e 34° dia apos a infec¢do, houve uma reducdo significativa (p<0,001)
nos niveis da parasitemia em camundongos vacinados com: QB-TS (4,060x10%+ 0,911 /
3,540x10% + 0,724 / 3,540x10* + 0,724 / 3,880x10* + 0,877), QB-MASP (1,860x10* +
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0,860/ 2,880x10*+ 0,921/ 2,880x10%+ 0,921 / 2,700x10* + 0,738), QB-a-Gal (2,325 x10*
+ 0,949 / 1,450x10* + 0,936 / 1,450 x10* + 0,936 / 1,475x10* + 0,527), QB-TS/MASP
(4,060x10% + 1,187 / 3,840x10* + 0,765 / 3,840x10* + 0,765 / 3,560x10* + 0,561), Qp-
TS/o-Gal (4,025x10* + 1,061 / 1,250x10% + 0,542 / 1,250x10* + 0,542 / 2,100x10* +
1,008), QB-MASP/0-Gal (3,200x10* + 1,405 / 3,200x10* + 0,738 / 3,200x10* + 0,738 /
3,380x10* + 0,601) e QB-TS/MASP/u-Gal (1,875x10* + 0,803 / 2,750x10* + 1,533 /
2,750x10% + 1,533 / 2,525x10* + 1,251), quando comparados com 0 grupo controle
(14,175x10%+ 6,103 / 13,500x10% + 5,186 / 13,500x10* + 5,186 / 12,725x10* + 4,470). No
36° e 38° dia apobs a infeccdo, houve uma reducdo significativa (p<0,05) nos niveis da
parasitemia de camundongos vacinados com: QB-a-Gal (0,625x10*+ 0,405 / 0,625x10* +
0.405), QB-TS/MASP (1,680x10* + 0,705 / 1,680x10* + 0,705), QB-MASP/o-Gal
(1,680x10%+ 0,717 / 1,680x10*+ 0,717) e TS/MASP/a-Gal (1,050 x10* + 1,050/ 1,050
x10* + 1,050), quando comparados com o grupo controle (8,025x10* + 2,892/ 8,025x10*
+ 2,892) (Fig. 25 A e B).

Enquanto que durante o 40° e 42° dia ap06s a infec¢do, houve uma reducéo
significativa (p<0,01) nos niveis de parasitos por ml de sangue, em camundongos
vacinados com: QB-TS (2,700x10* + 0,321 / 2,700x10* + 0,321), QB-MASP (2,540 x10*
+ 0,850/ 2,540 x10*+ 0,850), QB-a-Gal (0,625x10*+ 0,625 / 0,625x10* + 0,625), QB-
TS/MASP (5,760x10* + 0,974 / 5,760x10* + 0,974), QB-TS/a-Gal (1,475x10* + 0,225 /
1,475x10* + 0,225), QB-MASP/a-Gal (2,020x10* + 0,572 / 2,020x10* + 0,572) e Qp-
TS/MASP/0-Gal (1,875 x10* + 0,405 / 1,875x10* + 0,405), quando comparados com o
grupo controle (9,950x10% + 2,495 / 9,950x10% + 2,495) (Fig. 25 A e B).

Os valores descritos anteriormente entre 0s parénteses mostram a média e 0 SEM
dos niveis de parasitos por ml de sangue periférico quantificados em cada periodo
avaliado. Nenhuma outra diferenca estatisticamente significativa foi observada, entre os
niveis de parasitemia dos grupos que receberam dose de: QB-controle, QB-TS, QB-MASP,
QB-o-Gal, QB-TS/MASP, QB-TS/a-Gal, QB-MASP/a-Gal e TS/MASP/a-Gal (Fig. 25 A
e B).
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Figura 25 A. Analise da curva de parasitemia, avaliada diariamente, do 6° até 22° ou 46°
dia apos a infeccdo pela cepa Colombiana do T. cruzi, em camundongos C57BL/6
al,3GT-KO fémeas que receberam doses de QB-controle e vacinados com: QB-TS, Qp-
MASP e QB-a-Gal (n=5-6). Os valores descritos no grafico mostram a média e o SEM de
tripomastigotas por ml de sangue periférico apresentados pelos grupos experimentais em
cada dia avaliado. O teste de anélise de ANOVA two way, seguido pelo pds-teste de
Bonferroni, foi aplicado para realizacdo das analises estatisticas dos resultados
apresentados. a: representa diferenca significativa em relagdo ao grupo Qp-controle, b:
representa diferenca significativa em relagdo ao grupo QB-TS, c: representa diferenca
significativa em relagcdo ao grupo QB-MASP, d: representa diferenca significativa em
relacdo ao grupo QpB-a-Gal, e: representa diferenga significativa em relagdo ao grupo Q-
TS/MASP, f: representa diferenca significativa em relacdo ao grupo QB-TS/a-Gal, g:
representa diferenca significativa em relacdo ao grupo QB-MASP/a-Gal e h: representa
diferenca significativa em relacdo ao grupo QB-TS/MASP/a-Gal. Os simbolos indicam:
*(p<0,05), **(p<0,01) e ***(p<0,01). DPI indica: dias apos infeccao.
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Figura 25 B. Analise da curva de parasitemia, avaliada diariamente, do 6° até 22° ou 46°
dia apos a infeccdo pela cepa Colombiana do T. cruzi, em camundongos C57BL/6
al,3GT-KO fémeas que receberam doses de QB-controle e vacinados com as associagoes:
QB-TS/IMASP, Qp-TS/o-Gal, QB-MASP/a-Gal e Qp-TS/MASP/a-Gal (n=5-6). Os
valores descritos no grafico mostram a média e 0 SEM de tripomastigotas por ml de
sangue periférico apresentados pelos grupos experimentais em cada dia avaliado. O teste
de analise de ANOVA two way, seguido pelo pos-teste de Bonferroni, foi aplicado para
realizacdo das analises estatisticas dos resultados apresentados. a: representa diferenga
significativa em relacdo ao grupo Qp-controle, b: representa diferenca significativa em
relacdo ao grupo QB-TS, c: representa diferenca significativa em relacdo ao grupo Qp-
MASP, d: representa diferenca significativa em relacdo ao grupo Qp-a-Gal, e: representa
diferenca significativa em relacdo ao grupo QPB-TS/MASP, f: representa diferenca
significativa em relacdo ao grupo QB-TS/a-Gal, g: representa diferenca significativa em
relacdo ao grupo QB-MASP/a-Gal e h: representa diferenca significativa em relagdo ao
grupo QB-TS/MASP/a-Gal. Os simbolos indicam: *(p<0,05), **(p<0,01) e ***(p<0,01).
DPI indica: dias apds infeccao.

A avaliacdo do nivel maximo de parasitos detectados por ml de sangue periférico,
durante 46 dias apds a infeccdo pela cepa Colombiana do T. cruzi, apresentado pelos

grupos experimentais vacinados e o grupo controle, também foi realizada. As analises

estatisticas dos dados mostraram que o0s grupos vacinados com: QB-MASP
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(mediana=5,100x10* intervalo interquartil=4,650-5,950), QB-a-Gal (mediana=4,20x10*.
intervalo interquartil=3,600-4,875), QB-MASP/a-Gal (mediana=5,100x10* intervalo
interquartil=3,800/6,350) e QB-TS/MASP/a-Gal (mediana=3,800x10* intervalo
interquartil=1,900/6,375), apresentaram niveis de parasitemia durante 0 pico
significativamente (p<0,05) menores, em relacdo aos detectados nos camundongos que
pertencem ao grupo controle (mediana=16,50x10% intervalo interquartil=8,650/26,90).
Nenhuma outra diferenca estatistica significativa foi encontrada, entre os grupos: Qp-
controle, QB-TS, QB-MASP, QB-o-Gal, QB-TS/MASP, Qp-TS/a-Gal, QB-MASP/u-Gal
e TS/MASP/a-Gal (Fig. 26).

A andlise comparativa entre os valores da média (descritos entre parénteses,
juntamente com SEM) dos niveis de parasitemia durante o pico apresentados pelos grupos
vacinados e controle (17,35x10* + 4,759) revelaram que as vacinagdes com: Q-
TS/MASP (8,640x10* + 1,290), QB-TS (7,280x10* + 1,093), QB-TS/a-Gal (5,500x10* +
1,397), QB-MASP (5,260x10* + 0,423), QB-MASP/a-Gal (5,080x10* + 0,705), QB-a-Gal
(4,225x10%+ 0,347) e TS/MASP/a-Gal (4,025x10* + 1,176) reduziram a carga parasitaria
em: 50%, 58%, 68%, 70% 71%, 76% e 77%, respectivamente.



115

<t 40_
o
—
X
301
S~
3
B 20+
2
7 .
£ 104 LI o M 4y
R R N
2 g s L
|_

O I I I I I I I I

¥ L Ff P L P PP
N / / /
o(\\ OQ} N Qz'@ %\Q W W Q\O
& X &K & «
> o N
SR
X

Figura 26. Analise do nivel maximo de parasitos detectado por ml de sangue periférico,
durante 46 dias ap6s a infec¢do pela cepa Colombiana do T. cruzi, em camundongos
C57BL/6 01,3GT-KO fémeas que receberam doses de QB-controle e vacinados com: Qp-
TS, QB-MASP, QB-a-Gal, QB-TS/IMASP, QpB-TS/u-Gal, QB-MASP/a-Gal ¢ Qp-
TS/IMASP/a-Gal (n=5-6). Os resultados estdo representados no grafico de dispersao
destacando a mediana e intervalo interquartil de tripomastigotas por ml de sangue
periférico. O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pds-teste de Dunns, foi aplicado para
realizacdo das andlises estatisticas dos dados. a: representa diferenca significativa em
relacdo ao grupo Qp-controle. Os simbolos indicam: *(p<0,05). DPI indica: dias ap6s
infeccdo.

5.2.2.2. Parasitismo nos tecidos cardiacos

A quantificacdo da carga parasitaria nos tecidos cardiacos de camundongos
C57BL/6 01,3GT-KO que receberam doses de Qp-controle e vacinados (n=5-6 por
grupo), eutanasiados 22 e 190 dias apés a infeccdo pela cepa Colombiana de T. cruzi, foi
realizada através da contagem dos ninhos de amastigotas presentes nos cortes histoldgicos
por microscopia 6ptica. Os grupos experimentais avaliados receberam doses dos
peptideos selecionados a partir das proteinas: TS e MASP, do epitopo a-Gal e das
associacoes: TS/IMASP, TS/ a-Gal, MASP/a-Gal e TS/MASP/a-Gal, acoplados ao Q-

VLP. Camundongos que receberam doses do QpB-controle, foram incluidos como grupo
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controle infectado ndo vacinado.

Durante 22° dia apo6s a infecgdo, ndo foram encontrados ninhos de amastigotas
nos tecidos cardiacos dos camundongos vacinados com: QpB-a-Gal, QB-MASP/a-Gal e
QB-TS/MASP/a-Gal. Os resultados também revelaram auséncia de ninhos de amastigotas
em seccOes do coracdo de 80% (n=4/5) dos camundongos vacinados com QB-TS/MASP,
60% (n=3/5) dos camundongos vacinados com: QB-TS, QB-MASP e 40% (n=2/5) dos
camundongos vacinados com QB-TS/a-Gal. Enquanto apenas 17% (n=1/6) dos
camundongos pertencentes ao grupo controle, ndo apresentaram ninhos de amastigotas.
Diferencas estatisticas significativas (p<0,05) foram observadas somente entre 0s grupos
vacinados com: Qp-a-Gal, QpB-MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal, que néo
apresentaram ninhos de amastigotas em seus tecidos e o grupo controle (mediana=1,
intervalo interquartil=0,75-3,25)(Fig. 27).

Os camundongos que receberam doses de: QB-controle, QB-TS/a-Gal, QB-TS,
QB-MASP, QB-o-Gal, QB-TS/MASP, , Qp-MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/u-Gal,
apresentaram mediana e intervalo interquartil de ninhos de amastigota nas sec¢fes dos
coracbes de: mediana=1, intervalo interquartil=0,75-3,25; mediana=1, intervalo
interquartil=0-3; mediana=0, intervalo interquartil=0-1,5; mediana=0, intervalo
interquartil=0-3; mediana=0, intervalo interquartil=0; mediana=0, intervalo
interquartil=0-0,5; mediana=0, intervalo interquartil=0-0 e mediana=0, intervalo
interquartil=0-0, respectivamente (Fig. 27).

No periodo de 190 dias apo6s a infeccdo, durante a fase crbnica, ninhos de
amastigotas ndao foram encontrados nos tecidos cardiacos dos camundongos que
receberam doses de: Qp-glucose, QB-TS, QB-MASP, QB-a-Gal, QB-TS/MASP, Q-
TS/o-Gal, QB-MASP/a-Gal e QB- TS/IMASP/a-Gal.
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Figura 27. Analise quantitativa dos ninhos de amastigotas em seccdes dos coracdes de
camundongos C57BL/6 a1,3GT-KO fémeas que receberam doses de QB-controle, Q-
TS, QB-MASP, QB-o-Gal, QB-TS/MASP, Qp-TS/u-Gal, QB-MASP/a-Gal e Qp-
TS/IMASP/a-Gal (n=5-6), 22 dias ap0s a infeccdo pela cepa Colombiana de T. cruzi. Os
resultados estdo representados no grafico de dispersdo como valores da mediana e
intervalo interquartil do nimero dos ninhos de amastigotas. O teste de Kruskal-Wallis,
seguido pelo pos-teste de Dunns, foi aplicado para realizacdo das andlises estatisticas dos
dados. d: representa diferenga significativa em relagéo ao grupo Qp-a-Gal. g: representa
diferenca significativa em relacdo ao grupo QB-MASP/u-Gal. h: representa diferenca
significativa em relacdo ao grupo QB-TS/MASP/a-Gal. Os simbolos indicam: *(p<0,05).
DPI indica: dias apds infeccao.

5.2.3. AlteracGes na massa corporal e taxa de sobrevivéncia em

camundongos vacinados durante a infeccdo experimental

Camundongos C57BL/6 0l1,3GT-KO que receberam doses de Qp-controle e
vacinados (n=5-6 por grupo) foram pesados individualmente, antes e durante a infeccéo
pela cepa Colombiana de T. Cruzi, em intervalos de trés dias. Em seguida, uma curva de
variacdo na massa corporal de cada grupo experimental avaliado foi construida a partir
destes dados coletados. Enquanto a mortalidade foi monitorada diariamente, até o
momento em que os camundongos foram eutanasiados, 22 e 190 dias ap0s a infecgdo. Os
grupos experimentais avaliados receberam doses dos peptideos selecionados a partir das
proteinas: TS e MASP, do epitopo a-Gal e das associagdes: TS/IMASP, TS/a-Gal,
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MASP/a-Gal e TSIMASP/a-Gal, acoplados ao QB-VLP. Camundongos que receberam
doses do QpB-controle, foram incluidos como grupo controle infectado ndo vacinado.

As analises da curva de variagdo na massa corporal inicial demonstraram que o
grupo vacinado com QB-TS/MASP/a-Gal, apresentou porcentagens significativamente
maiores em relacdo ao grupo controle, entre 13° e 190° dia ap6s a infec¢do. Enquanto,
em relacdo aos grupos vacinados com: QB-TS, QB-TS/MASP, QB-TS/a-Gal e Q-
MASP/a-Gal, foram observadas diferencas significativamente maiores entre 25° e 190°
dia apos a infeccdo. Em relagdo ao grupo vacinado com QB-MASP foram encontradas
diferencas significativamente maiores do 25° ao 37° e do 61° ao 190° dia apds a infec¢ao.
Jad em relacdo ao grupo vacinado com Qp-a-Gal foram encontradas diferencas
significativamente maiores do 21° ao 57°, no 70°, 114°, 118°, 142° e 190° dia apés a
infeccdo. As diferencas estatisticas variaram de: p<0,05; p<0,01 e p<0,001.

Além disso, os dados demonstraram que o grupo vacinado com Qp-a-Gal,
apresentou porcentagens de variacdo na massa corporal inicial significativamente
maiores, em relagdo ao grupo controle, do 122° ao 146° e do 162° ao 186° dia apos a
infeccdo. Enquanto, em relacdo aos grupos vacinados com: QB-TS e QB-TS/a-Gal, foram
observadas diferencas significativamente maiores no 162° e 166° dia ap0s a infeccdo. Em
relacdo ao grupo vacinado com QB-TS/MASP e QB-MASP/a-Gal, foram encontradas
diferengas significativamente maiores no 146° dia apés a infeccdo. As diferencas
estatisticas variaram de: p<0,05; p<0,01 e p<0,001. (Fig. 28 A e B).

Nenhuma outra diferenca estatisticamente significativa foi observada, entre as
porcentagens de variacdo na massa corporal inicial dos grupos que receberam dose de:
Qp-controle, QB-TS, QB-MASP, QB-a-Gal, QB-TS/MASP, QB-TS/a-Gal, QB-MASP/a-
Gal e TS/MASP/a-Gal (Fig. 28 A e B).

Os camundongos que receberam doses de QB-controle e vacinados com Q-TS
aumentaram sua massa corporal em 12,44% e 15,69%, respectivamente até 21° dia apds
a infeccdo. Enquanto os camundongos vacinados com: QpB- a-Gal, QB-MASP, QB-TS/ a-
Gal, QB-MASP/a-Gal, QB-TS/MASP e QB-TS/MASP/ a-Gal aumentaram sua massa
corporal em 14%, 16%, 16,62%, 16,8%, 19,3% e 33,37%, respectivamente até 25° dia
apos a infeccdo (Fig. 28 A e B).
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Nos dias seguintes 0s camundongos que pertencem aos grupos experimentais
passaram a apresentar perda da massa corporal, que se tornou mais acentuada apds o pico
de parasitemia. Os camundongos que receberam doses de: QB-MASP, QB-TS/MASP,
QB-TS/a-Gal, QB-MASP/ a-Gal e QB-controle, apresentaram maior perda no 37° dia apés
a infeccdo. Enquanto os camundongos que receberam doses de: QB-TS, Qp- a-Gal e Qp-
TS/MASP/ a-Gal, apresentaram maior perda entre 41° e 45° dia apds a infeccédo (Fig. 28
A e B). Neste momento os grupos que receberam doses de: QpB-a-Gal, QB-MASP, Qp-
TS/IMASP/a-Gal, QB-MASP/a-Gal, QB-TS, QB-TS/a-Gal, QB-TS/MASP e Qp-controle
tiveram uma perda de 2,2%, 4,56%, 5,2%, 6,18%, 6,33%, 7,15%, 8,7% e 9,8% da sua
maior massa corporal apresentada até entdo, respectivamente (Fig. 28 A e B).

A partir deste ponto, os camundongos que pertencem aos grupos experimentais
passaram a ganhar massa corporal. Aqueles vacinados com: QB-MASP, QB-a-Gal, Qp-
TS/a-Gal, QB-MASP/ a-Gal e QB-TS/MASP/ a-Gal, conseguiram recupera-lo entre 61°
e 74° dia apds a infeccdo respectivamente. Enquanto camundongos vacinados com: Qp-
TS, QB-TS/MASP e que receberam doses de Qp-controle, recuperam a massa corporal
perdida entre 114° e 154° dia ap6s a infeccdo. Os camundongos que receberam doses de
Qp-controle, vacinados com: QB-TS, QP-TS/a-Gal, QB-MASP, QB-TS/MASP, Q-
MASP/a-Gal, QB-a-Gal e QB-TS/MAS/a-Gal, chegaram a aumentar a sua massa corporal
em 16,75%, 19,76%, 22,9%, 23,46%, 23,56%, 24,76%, 32,17% e 45,45%

respectivamente, durante a infeccéo (Fig. 28 A e B).
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Figura 28 A. Andlise da curva de variacdo da massa corporal inicial, avaliada antes da
infecgdo e apos pela cepa Colombiana do T. cruzi, em intervalos de trés dias, do 5° até
22° ou 190° dia, em camundongos C57BL/6 a1,3GT-KO fémeas que receberam doses de
Qp-controle e vacinados com: QB-TS, QB-MASP, QB-a-Gal, QB-TS/MASP, QB-TS/a-
Gal, QB-MASP/a-Gal e QB- TS/IMASP/a-Gal. Os valores descritos no grafico mostram a
média da variacdo da massa corporal inicial (%) apresentados pelos grupos experimentais
em cada ponto examinado. O teste de analise de ANOVA two way, seguido pelo pds-teste
de Bonferroni, foi aplicado para realizacdo das andlises estatisticas dos resultados
apresentados no grafico. a: representa diferenca significativa em relagdo ao grupo Qp-
Controle. b: representa diferenca significativa em relacdo ao grupo QpB-TS. c: representa
diferenga significativa em relagdo ao grupo QB- MASP. d: representa diferenca
significativa em relacdo ao grupo Qp-a-Gal. e: representa diferenca significativa em
relagdo ao grupo QB-TS/MASP. f: representa diferenca significativa em relagdo ao grupo
QB-TS/a-Gal.g: representa diferenca significativa em relagéo ao grupo QB-MASP/a-Gal.
h: representa diferenca significativa em relacdo ao grupo QP-TS/MASP/a-Gal. DPI
indica: dias apos infec¢éo.
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Figura 28 B. Analise da curva de variagdo da massa corporal inicial, avaliada antes da
infeccdo e apds pela cepa Colombiana do T. cruzi, em intervalos de trés dias, do 5° até
22° ou 190° dia, em camundongos C57BL/6 al1,3GT-KO fémeas que receberam doses
de QpB-controle e vacinados com: QB-TS, QB-MASP, Qp-a-Gal, QB-TS/MASP, Qp-
TS/a-Gal, QB-MASP/a-Gal e QB- TS/IMASP/a-Gal. Os valores descritos no gréfico
mostram a média e 0 SEM da variacdo da massa corporal inicial (%) apresentados pelos
grupos experimentais em cada ponto examinado. DPI indica: dias apés infecgéo.

A avaliagdo do percentual de sobrevivéncia demonstrou que 100% dos
camundongos que receberam doses de Qf-controle e vacinados com: QB-TS, QB-MASP,

QB-a-Gal, QB-TS/IMASP, QB-TS/a-Gal, QB-MASP/a-Gal e QB- QB-TS/MASP/u-Gal,
avaliados 22 e 190 dias ap6s a infeccdo sobreviveram.
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5.2.4. Eficacia das vacinagdes na prevencdo do dano aos tecidos

cardiacos associado a infec¢éo pelo T. cruzi

Analises histopatoldgicas semi-quantitativas por microscopia optica do infiltrado
celular, alteracGes degenerativas e hipertrofia das fibras musculares em seccbes de
coracOes corados com H&E, de camundongos C57BL/6 al1,3GT-KO que receberam
doses de QpB-controle e vacinados (n=5-6 por grupo), eutanasiados 22 e 190 dias apos a
infeccdo pela cepa Colombiana de T. cruzi, foram realizadas para determinar a
intensidade das lesdes. Os grupos experimentais avaliados receberam doses dos
peptideos selecionados a partir das proteinas: TS e MASP, do epitopo a-Gal e das
associacOes: TS/IMASP, TS/a-Gal, MASP/a-Gal e TS/IMASP/a-Gal, acoplados ao Q-
VLP. Camundongos que receberam doses do QpB-controle, foram incluidos como grupo
controle infectado ndo vacinado.

Os dados demonstraram que nenhuma diferenga estatistica significativa foi
observada, entre os niveis do infiltrado celular quantificado ao longo das fibras
musculares cardiacas de camundongos que receberam dose de: QB-controle, QB-TS, Qp-
MASP, Qp-a-Gal, QB-TS/MASP, QB-TS/0-Gal, QB-MASP/a-Gal e TS/MASP/o-Gal, 22
dias ap0s a infeccdo, durante a fase aguda (Fig. 29 A).

Durante este periodo, a intensidade da inflamacéo variou de moderada a alta em
50% (n=3/6), nos coracdes de camundongos que foram vacinados com: QB-TS, Qp-
TS/IMASP/a-Gal e que receberam doses de Qp-controle. Em camundongos vacinados
com: QB-MASP, QB-TS/u-Gal e QB-MASP/a-Gal estd porcentagem foi de 60% (n=3/5),
enquanto em camundongos vacinados com QB-TS/MASP foi de 67% (n=4/6). No
entanto, em camundongos vacinados com Qp-a-Gal a intensidade da inflamagdo era
ausente ou apresentava baixos niveis em 80% (n=4/5) das secc¢des dos coracles avaliadas.
Os camundongos que receberam doses de: QB-MASP/a-Gal, QB-TS/MASP, QB-controle,
QB-TS/a-Gal, QB-MASP, QB-TS, QB-TS/MASP/a-Gal e QB-a-Gal apresentaram uma
média e SEM de intensidade da inflamac&o de: 2,2 £ 0,5; 2,167 + 0,401; 2 £ 0,447; 2 +
0,447; 1,8 +0,374; 1,667 = 0,615; 1,667 + 0,333 e 0,8 £ 0,374, respectivamente.
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Por outro lado, aos 190 dias ap0s a infec¢do, durante a fase cronica, camundongos
vacinados com: QB-TS/MASP (p<0,01), QB-TS (p<0,05), QB-MASP (p<0,05), Qp-
MASP/0-Gal (p<0,05) e TS/MASP/a-Gal (p<0,05) apresentaram niveis de infiltrado
celular significativamente menores ao longo das fibras cardiacas, que os observados em
camundongos que pertencem ao grupo controle. Nenhuma outra diferenca estatistica
significativa foi encontrada entre os niveis de infiltrado celular, nos coragdes dos
camundongos que receberam doses de: QB-controle, QB-TS, QB-MASP, Qp-a-Gal, Qp-
TS/MASP, QB-TS/a-Gal, QB-MASP/a-Gal, QB-TS/MASP/a-Gal (Fig. 29 B).

Durante este periodo, observou-se auséncia de inflamacdo em 60% (n=3/5) das
seccOes dos coracgdes de camundongos vacinados com TS/MASP e prevaléncia de baixa
intensidade entre os coragdes de camundongos vacinados com: QB-TS, QB-MASP, Qp-
MASP/a-Gal e TS/MASP/a-Gal. Enquanto os niveis do infiltrado inflamatorio variaram
de leve a moderada em 60% (n=2/4) e 75% (n=3/4) dos tecidos cardiacos de
camundongos vacinados com QB-TS/a-Gal e QB-a-Gal, repectivamente. No entanto, em
camundongos que receberam doses de QB-controle, a intensidade variou de moderada a
alta em 75% (n=3/4) dos coracgdes, respectivamente. Os camundongos que receberam
doses de: Qp-controle, QB-TS, QB-MASP, Qp-a-Gal, QB-MASP/a-Gal, Qp-
TSIMASP/a-Gal, QB-TS/a-Gal e QB-TS/MASP, apresentaram uma média e SEM de
intensidade da inflamacéo de: 2,2 +0,479; 1+0;1+0; 1+0,408; 1 £0; 1 £0; 0,750 £
0,479; 0,4 £ 0,245, respectivamente (Fig. 29 B).
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Figura 29. Andlise semi-quantitativa do infiltrado inflamatorio, em secc¢Ges dos coragdes
de camundongos C57BL/6 a1,3GT-KO fémeas que receberam doses de QB-controle e que
foram vacinados com: QB-TS, QB-MASP, QpB-a-Gal, QB-TS/MASP, QB-TS/a-Gal, Qp-
MASP/o-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal (n=5-6), infectados pela cepa Colombiana de T.
cruzi. (A) Camundongos eutanasiados 22 dias apds a infeccdo. (B) Camundongos
eutanasiados 190 dias ap0s a infeccdo. No grafico de dispersdo A o0s resultados estdo
apresentados como mediana e intervalo interquartil da intensidade do infiltrado
inflamatdrio. O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pos-teste de Dunns, foi aplicado
para realizacdo das analises estatisticas dos dados. No gréafico de dispersdo B os resultados
estdo apresentados como média e SEM da intensidade do infiltrado inflamatorio. O teste
de ANOVA one way, seguido pelo pos-teste de Tukey, foi aplicado para realizacdo das
analises estatisticas dos dados. a: representa diferenca significativa em relacdo ao grupo
QpB-Controle. As diferencas estatisticamente significativas estdo representadas pelos
simbolos *(p<0,05), ** (p<0,01). DPI indica: dias apés infeccdo.
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Figura 30. Fotomicrografia de corte histolégico do coracdo de camundongos C57BL/6
al,3GT-KO, fémeas que receberam doses de Qp-controle e foram vacinados,
eutanasiados apds 22 dias de infeccdo pela cepa Colombiana de T. cruzi. (A) Grupo
Controle ndo infectado: coracdo apresentando aspecto habitual. (B) Grupo Qp-controle
(infectado): infiltrado inflamatério moderado no miocardio (cabegas de setas). (C) Qp-
TS: presenca infiltrado inflamatdrio moderado no miocéardio (cabecas de setas). (D) Qp-
MASP: presenca de infiltrado inflamat6ério moderado no miocéardio (cabecas de setas).
(E) QB-a-Gal: presenca de infiltrado inflamatorio discreto no miocardio (cabecgas de
setas). (F) QB-TS/MASP: presenca de infiltrado inflamatério moderado no miocéardio
(cabecgas de setas). (G) QB-TS/a-Gal: infiltrado inflamatorio moderado no miocardio
(cabecas de setas). (H) QB-MASP/a-Gal: infiltrado inflamatério moderado no miocardio
(cabecas de setas). (I) QB-TS/MASP/a-Gal: presenca de infiltrado inflamatério moderada
no miocardio (cabecas de setas). Coloragdo Hematoxilina e eosina, barra = 100 um.
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Figura 31. Fotomicrografia de corte histolégico do coracdo de camundongos infectados
com a cepa Colombiana de T. cruzi e eutanasiados ap6s 190 dias de infeccdo. (A) Grupo
Controle néo infectado: coracdo apresentando aspecto habitual. (B) Grupo Qp-controle
(infectado): infiltrado inflamatdério moderado no miocéardio (cabecas de setas). (C) Qp-
TS: presenca de infiltrado inflamatdrio discreto no miocardio (cabecas de setas). (D) QB-
MASP: presenca de infiltrado inflamatdrio discreto no miocardio (cabegas de setas). (E)
QpB-a-Gal: presenca de infiltrado inflamatorio discreto no miocardio (cabecas de setas).
(F) QB-TS/MASP: presenca de infiltrado inflamatdrio discreto no miocéardio (cabecas de
setas). (G) QB-TS/a-Gal: infiltrado inflamatorio discreto no miocéardio (cabecas de setas).
(H) QB-MASP/a-Gal: infiltrado inflamat6rio discreto no miocardio (cabecas de setas). (1)
QB-TS/MASP/a-Gal: presenca de infiltrado inflamatorio discreto no miocardio (cabecas
de setas). Coloracdo Hematoxilina e eosina, barra = 100 pum.
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Os resultados também revelaram que camundongos que receberam doses de Qp-
a-Gal, apresentaram niveis de alteracdes degenerativas significativamente menores nos
tecidos cardiacos, em relacdo aos grupos que receberam doses de: Q- controle (p<0,01),
QB-MASP (p<0,05), QB-TS/MASP (p<0,05), QB-TS/a-Gal (p<0,05), QB-MASP/a-Gal
(p<0,05), aos 22 dias apds a infeccdo, durante a fase aguda. Enquanto camundongos que
receberam doses de QP-TS/MASP/a-Gal apresentaram niveis significativamente
menores, em relacdo aos grupos que receberam doses de: Qp-controle (p<0,01) e Qp-
TS/MASP (p<0,05). Ja camundongos que receberam doses de QB-TS apresentaram niveis
significativamente menores (p<0,05), que os observados em camundongos que
receberam doses de QpB-controle. Nenhuma outra diferenca estatistica significativa foi
encontrada entre os niveis de alteracbes degenerativas dos camundongos que receberam
doses de: QpB-controle, QB-TS, QB-MASP, QB-a-Gal, QB-TS/MASP, QB-TS/a-Gal, Q-
MASP/a-Gal, QB-TS/MASP/a-Gal no tecido cardiaco (Fig. 32).

Durante este periodo, alteracbes degenerativas ndo foram encontradas ou
apresentaram baixa intensidade em 100% dos cortes histolégicos de camundongos
vacinados com: QB-a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal. Em camundongos vacinados com: Qp-
TS esta porcentagem foi de 83% (n=5/6). Enquanto baixos niveis prevaleceram nas
seccOes de coracdo dos camundongos vacinados com: QB-MASP, TS/a-Gal e MASP/a-
Gal. No entanto, a intensidade das alteracfes degenerativas variou de moderada a alta em
50% (n=3/6) e 67% (n=4/6) das sec¢des de camundongos vacinados com QB-TS/MASP
e pertencentes ao grupo controle. Os camundongos que receberam doses de: QB-controle,
QB-TS/MASP, QB-MASP, QB-TS/a-Gal, QB-MASP/u-Gal, QB-TS, QB-TS/MASP/a-Gal
e Qp-a-Gal apresentaram uma média e SEM de intensidade das alteracGes degenerativas
de: 1,7 +02;1,7+03;1+0;1+0;1+0;083%0,3; 0,7 £0,2; 04 £ 0,245,
respectivamente (Fig. 32).

Aos 190 dias apos a infeccdo, durante a fase cronica, os tecidos cardiacos dos
camundongos que receberam doses de: QB-controle, QB-TS, QB-MASP, Qp-a-Gal, Qp-
TS/MASP, Qp-TS/a-Gal, QB-MASP/a-Gal e TS/MASP/u-Gal, ndo apresentaram

alteracdes degenerativas.
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Figura 32. Analise semi-quantitativa das alteracdes degenerativas, em secces dos
coragcOes de camundongos C57BL/6 al1,3GT-KO fémeas que receberam doses de Qp-
controle e que foram vacinados com: QB-TS, QB-MASP, QB-a-Gal, QB-TS/MASP, Qp-
TS/a-Gal, QB-MASP/a-Gal e QB- TS/IMASP/u-Gal (n=5-6), infectados pela cepa
Colombiana de T. cruzi e eutanasiados 22 dias ap6s. Os resultados estdo apresentados
como média e SEM da intensidade das alteragcdes degenerativas. O teste de ANOVA
one way, seguido pelo pds-teste de Tukey, foi aplicado para realizacdo das analises
estatisticas dos dados. a: representa diferenca significativa em relacdo ao grupo Qp-
Controle. c: representa diferenca significativa em relacdo ao grupo QB-MASP. e:
representa diferenca significativa em relacdo ao grupo QP-TS/MASP. f: representa
diferenca significativa em relacdo ao grupo QpB-TS/a-Gal. g: representa diferenca
significativa em relagcdo ao grupo QB-TS/MASP/a-Gal. As diferengas estaticamente
significativas estdo representadas pelos simbolos * (p<0,05), ** (p<0,01). DPI indica:
dias apos infecgo.

Além disso, os dados mostraram que diferencas estatisticas significativas
(p<0,05), foram encontradas entre 0s grupos que receberam doses de: QB-TS, Qp-a-Gal,
QB-MASP/a-Gal, que ndo apresentaram hipertrofia das fibras musculares cardiacas e o
grupo que recebeu doses de Qp- TS/a-Gal, aos 22 dias apds a infecgdo, durante a fase
aguda. Nenhuma outra diferenca estatistica significativa foi encontrada entre os niveis de
hipertrofia identificados em secc¢des do coragdo de camundongos que receberam doses
de: Qp-controle, QB-TS, QB-MASP, Qp-a-Gal, QB-TS/MASP, QB-TS/a-Gal, Qp-
MASP/a-Gal e TS/MASP/a-Gal (Fig. 33 A).
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Durante este periodo, camundongos vacinados com: QB-TS, Qp-a-Gal, Q-
MASP/a-Gal ndo apresentaram hipertrofia das fibras musculares cardiacas. Enquanto
observou-se leve intensidade em 67% (n=4/6), 50% (n=3/6), 40% (n=2/5) e 33% (n=2/6)
dos cortes histoldgicos de camundongos que receberam doses de: QB-TS/MASP, Q-
TS/IMASP/a-Gal, QB-MASP e Qp-controle, respectivamente, sendo ausente no restante
das seccdes. No entanto, camundongos vacinados com QB-TS/a-Gal apresentaram niveis,
que variaram de baixo a moderado em 80% (n=4/5) dos tecidos cardiacos.

Os camundongos que receberam doses de: Qp-controle, QB-MASP, Q-
TS/IMASP/a-Gal, QB-TS/MASP e QB-TS/a-Gal e apresentaram uma média e SEM de
intensidade de hipertrofia das fibras musculares de: 0,33 = 0,21; 0,4+0,24; 0,5+0,22;
0,67+0,21; 1+0,31respectivamente (Fig. 33 A).

Por outro lado, aos 190 dias apds a infeccdo, durante a fase cronica, fibras
musculares cardiacas de camundongos vacinados com: QB-MASP e QB-TS/MASP/a-Gal
apresentaram niveis de hipertrofia significativamente menores que os observados em
camundongos que receberam doses de: Qp-controle (p<0,05), QB-a-Gal (p<0,01) e Qp-
TS/a-Gal (p<0,05). Enquanto que camundongos vacinados com QB-MASP/a-Gal
apresentaram niveis de hipertrofia significativamente menores (p<0,05), que o0s
observados em camundongos que receberam doses de QpB-a-Gal. Diferencas estatisticas
significativas também foram encontradas entre o grupo vacinado com QB-TS/MASP, que
ndo apresentou hipertrofia e os grupos que receberam doses de: Qp-a-Gal (p<0,001), QB-
MASP/a-Gal (p<0,01), QB-controle (p<0,05), QB-TS (p<0,05), QB-MASP (p<0,05), Q-
TS/a-Gal (p<0,05) e QB-TS/MASP/a-Gal (p<0,05). Nenhuma outra diferenca estatistica
significativa foi identificada entre os niveis presentes em cortes histoldgicos de
camundongos que receberam doses de: Qp-controle, QB-TS, QB-MASP, QB-a-Gal, Qp-
TS/MASP, QB-TS/a-Gal, QB-MASP/u-Gal e QB-TSMASP/a-Gal (Fig. 33 B).

Durante este periodo, grupos vacinados com: QB-TS e Qp-a-Gal apresentaram
niveis de hipertrofia que variaram de moderados a altos em 60% (n=3/5) e 100% dos
tecidos cardiacos, respectivamente. Enquanto niveis moderados de hipertrofia
prevaleceram entre os camundongos que receberam doses de: QB-controle e QB-TS/a-

Gal. No entanto, baixos niveis de hipertrofia foram identificados em 60% (n=3/5) dos
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cortes histoldgicos de camundongos vacinados com QB-MASP/a-Gal e prevaleceram
entre 0s camundongos Vvacinados com: QB-MASP e QB-TS/MASP/o-Gal. Ja
camundongos vacinados com QB-TS/MASP n&o apresentraram hipertrofia das fibras
musculares cardiacas. Os camundongos que receberam doses de: QB-a-Gal, QB-controle,
QB-TS/a-Gal, QB-TS, QB-MASP/a-Gal, QB-MASP e QB-TS/MASP/a-Gal apresentaram
uma média e SEM de intensidade de hipertrofia das fibras musculares de: 2,25 + 0,25; 2
+0;2 £0;16 £0,5;14 = 0,24;1 +0;1 %0, respectivamente (Fig. 33 B).
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Figura 33. Analise semi-quantitativa da hipertrofia das fibras musculares, em seccdes
dos coragdes de camundongos C57BL/6 a1,3GT-KO fémeas que receberam doses de Q-
controle e que foram vacinados com: QB-TS, QB-MASP, QB-a-Gal, QB-TS/MASP, Qp-
TS/a-Gal, QB-MASP/a-Gal e Qp- TS/MASP/o-Gal (n=5-6), infectados pela cepa
Colombiana de T. cruzi. (A) Camundongos eutanasiados 22 dias ap6s a infeccdo. (B)
Camundongos eutanasiados 190 dias apos a infec¢do. No grafico A os resultados estdo
apresentados como mediana e intervalo interquartil de intensidade da hipertrofia das
fibras musculares. O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pds-teste de Dunns, foi
aplicado para realizagéo das analises estatisticas dos dados. No grafico B os resultados
estdo apresentados como média e SEM de intensidade da hipertrofia das fibras
musculares. O teste de ANOVA one way, seguido pelo pds-teste de Tukey, foi aplicado
para realizacdo das analises estatisticas dos dados. a: representa diferenca significativa
em relacdo ao grupo QpB-Controle. b: representa diferenca significativa em relacdo ao
grupo QB-TS. c: representa diferenca significativa em relagdo ao grupo QB-MASP. d:
representa diferenca significativa em relacdo ao grupo Qp-a-Gal. e: representa diferenca
significativa em relacdo ao grupo QB-TS/MASP. f: representa diferenca significativa em
relacdo ao grupo QB-TS/a-Gal. g: representa diferenca significativa em relagdo ao grupo
QP-MASP/a-Gal. h: representa diferenga significativa em relacdo ao grupo Qp-
TS/IMASP/a-Gal. As diferencas estaticamente significativas estdo representadas pelos *
(p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001). DPI indica: dias ap0s infeccao.
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5.2.5. Perfil de citocinas teciduais em camundongos vacinados

durante a infec¢io experimental

Os niveis das citocinas teciduais pro-inflamatérias: 1L-12p40, IFN-y e anti-
inflamatdria/moduladora: IL-4, 1L-10, apresentados por camundongos C57BL/6 a1,3GT-
KO vacinados, que receberam doses do Qp-controle, infectados pela cepa Colombiana de
T. cruzi e que ndo sofreram nenhum tipo de intervencdo (n=5-6 por grupo), foram
quantificados através do ensaio de ELISA de captura. Os grupos experimentais vacinados
que receberam doses dos peptideos selecionados a partir das proteinas: TS, MASP, do
epitopo a-Gal e das associacbes TS/MASP, TS/a-Gal, MASP/a-Gal, TS/MASP/a-Gal
acoplados ao QB-VLP foram eutanasiados 22 e 190 dias apés a infeccdo, durante a fase
aguda e cronica, respectivamente. Camundongos que receberam doses do Qp-controle,
foram incluidos como grupo controle infectado ndo vacinado e camundongos que néao
sofreram nenhum tipo de intervencdo, foram incluidos como grupo controle nédo
infectado.

Os dados demonstraram maiores niveis das citocinas pré-inflamatérias: 1L-12p40
e IFN-y nos tecidos cardiacos dos grupos experimentais que receberam doses de: Qp-
controle (p<0,01/p<0,001), QB-MASP (p<0,05/p<0,001), QB-a-Gal (p<0,05/p<0,01),
QB-TS/MASP (p<0,05/p<0,01), QB- TS/u-Gal (p<0,05/p<0,01) e QB- TS/IMASP/a-Gal
(p<0,05/ p<0,01), quando comparados com o do grupo experimental ndo infectado, 22
dias ap6s a infeccdo, durante a fase aguda. O valor médio e SEM descrito entre 0s
parénteses da concentragdo da citocina IL-12p40 apresentado pelos grupos vacinados
com: QB-TS (2.498 + 829,6) e QB-MASP/a-Gal (2.354 + 820,5) é aproximadamente 3
vezes maior, quando comparado com o exibido pelo grupo nédo infectado (704,3 + 292,9).
No entanto, nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada para os niveis
desta citocina entre estes grupos. Porém, os niveis de IFN-y séo significativamente
maiores (p<0,01) nestes dois grupos vacinados em relagdo ao grupo nédo infectado (Fig.
34AeC).

Aos 190 dias apoés a infecgdo, durante a fase cronica, 0s grupos que receberam
doses de: Qp-controle (p<0,001/p<0,01; p<0,001/p<0,05; p<0,001/p<0,05;
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p<0,001/p<0,05; p<0,001/p<0,05; p<0,001/ p<0,05, respectivamente) e QP-o-Gal
(p<0,001/p<0,001; p<0,001/p<0,001; p<0,01/p<0,01; p<0,01/p<0,001;
p<0,01/p<0,01; p<0,001/p<0,001, respectivamente), apresentaram maiores niveis das
citocinas pré-inflamatoria IL-12p40 e IFN-y nos tecidos cardiacos, quando comparados
com o dos grupos experimentais: ndo infectado, que receberam doses de: QB-TS, Qp-
MASP, QB-TS/MASP, QB-TS/ a-Gal e QB-MASP/a-Gal. No entanto, somente para a
citocina a IFN-y, os grupos que receberam doses de: Qp-controle (p<0,05) e Qp-a-Gal
(p<0,01), apresentraram niveis mais altos, quando comparado com os do grupo vacinado
com QB-TS/MASP/a-Gal, neste mesmo periodo. Enquanto apenas para a citocina IL-
12p40, o grupo que recebeu doses de QB-TS/a-Gal, apresentou niveis maiores (p<0,05),
quando comparado com o do grupo experimental ndo infectado (Fig. 34 B e D). Nenhuma
outra diferenca estatistica significativa foi observada para os niveis destas citocinas entre
0s grupos: ndo infectado, que receberam doses de: Qp-controle, QB-TS, QB-MASP, Q-
a-Gal, QB-TS/MASP, QB-TS/u-Gal, QB-MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/u-Gal, nos
diferentes periodos avaliados (Fig. 34 A, B, C e D).
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Figura 34. Avaliacdo do perfil de citocinas pro-inflamatorias I1L-12p40 e IFN-y no tecido
cardiaco de camundongos C57BL/6 al,3GT-KO fémeas que receberam doses de Qp-
controle e vacinados com: QB-TS, QB-MASP, Qp-a-Gal, QB-TS/MASP, QB-TS/a-Gal,
QP-MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal, infectados pela cepa Colombiana de T. cruzi e
ndo infectados (n=5-6 por grupo). (A) Niveis de IL-12p40 em pg/ml em camundongos
eutanasiados 22 dias ap6s a infeccdo. (B) Niveis de IL-12p40 em pg/ml camundongos
eutanasiados 190 dias apés a infeccdo. (C) Niveis de IFN-y em pg/ml em camundongos
eutanasiados 22 dias apds a infeccdo. (D) Niveis de IFN-y em pg/ml camundongos
eutanasiados 190 dias apo0s a infeccdo. No grafico A estdo representados os valores da
média e SEM. O teste de ANOVA one way, seguido pelo pos-teste de Tukey, foi aplicado
para realizacdo das analises estatisticas destes dados. Nos graficos B, C e D estdo
representadas os valores da mediana e o intervalo interquartil. O teste de Kruskal-Wallis,
seqguido pelo pdés-teste de Dunns, foi aplicado para realizacdo das analises estatisticas
destes dados. a: representa diferenca significativa em relagcéo ao grupo néo infectado. b:
representa diferenca significativa em relacdo ao grupo Qp-Controle. c: representa
diferenca significativa em relagdo ao grupo QB-TS. d: representa diferenca significativa
em relagdo ao grupo QB-MASP. e: representa diferenca significativa em relagcdo ao grupo
Qp-a-Gal. f: representa diferenca significativa em relacdo ao grupo QB-TS/MASP. g:
representa diferenga significativa em relacdo ao grupo QB-TS/a-Gal. h: representa
diferenca significativa em relacdo ao grupo QB-MASP/a-Gal. i: representa diferenga
significativa em relacdo ao grupo QB-TS/MASP/a-Gal. As diferencgas estatisticamente
significativas estdo representadas pelo simbolo * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001).
DPI indica: dias apds infeccao.
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Além disso, os resultados mostraram que durante 22° dia ap6s a infeccdo,
nenhuma diferenca estatistica significativa foi observada entre os niveis das citocinas
anti-inflamatoria/moduladora: IL-4 e IL-10 nos tecidos cardiacos dos grupos: nao
infectado, que receberam doses de Qp-controle e vacinados. N&o foi possivel realizar as
dosagens dos niveis da citocina IL-4 nos tecidos cardiacos dos grupos: QB-MASP, Qp-a-
Gal, QB-TS/MASP, QB-TS/a-Gal (Fig. 35 A e C).

As analises comparativas também demonstraram que 190 dias apds a infecgdo, 0s
grupos que receberam doses de: Qp-a-Gal e Qp-controle, apresentaram niveis mais
elevados de IL-4 e IL-10, quando comparados com 0s de grupos experimentais: ndo
infectados (IL-4 - p<0,001/p<0,01; IL-10 - p<0,01/p<0,05, respectivamente), que
receberam doses de: QB-TS (p<0,05), QB-MASP (p<0,05), QB-TS/MASP (p<0,05), Qp-
TS/a-Gal (p<0,05) e QB-MASP/a-Gal (p<0,05). Nenhuma outra diferenca estatistica
significativa foi observada para os niveis destas citocinas entre os grupos: ndo infectado,
que receberam doses de: Qp-controle, QB-TS, QB-MASP, QpB-a-Gal, QB-TS/MASP, Q-
TS/a-Gal, QB-MASP/a-Gal e QB- TS/IMASP/a-Gal (Fig. 35 B e D).
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Figura 35. Avaliacdo do perfil de citocinas anti-inflamatérias/moduladoras IL-4 e 1L-10
no tecido cardiaco de camundongos C57BL/6 01,3GT-KO fémeas que receberam doses
de Qp-controle e vacinados com: QB-TS, QB-MASP, QB-a-Gal, QB-TS/MASP, Qp-
TS/la-Gal, QB-MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal, infectados pela cepa Colombiana de
T. cruzi e ndo infectados (n=5-6 por grupo). (A) Niveis de IL-4 em pg/ml em
camundongos eutanasiados 22 dias apds a infeccdo. (B) Niveis de IL-4 em pg/ml
camundongos eutanasiados 190 dias apo6s a infeccdo. (C) Niveis de IL-10 em pg/ml em
camundongos eutanasiados 22 dias apds a infeccdo. (D) Niveis de IL-10 em pg/ml
camundongos eutanasiados 190 dias ap6s a infec¢do. Nos gréficos A, B, C e D estdo
representadas os valores da mediana e o intervalo interquartil. O teste de Kruskal-Wallis,
seguido pelo pos-teste de Dunns, foi aplicado para realizacdo das analises estatisticas
destes dados. b: representa diferenca significativa em relacdo ao grupo Qp-Controle. e:
representa diferenca significativa em relagdo ao grupo Qp-a-Gal. As diferencgas
estatisticamente significativas estdo representadas pelo simbolo * (p<0,05), ** (p<0,01),
*** (p<0,001). DPI indica: dias apds infecgéo.
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6. DISCUSSAO

A doenca de Chagas é potencialmente fatal, apresentando alta taxa de mortalidade
nos paises da América Latina, com aproximadamente 12.000 mortes a cada ano por
complicacdes decorrentes da infeccdo. E tem causado um alto impacto econémico, social
e cultural, por ser uma doenca de carater cronico, incapacitante e debilitante, provocando
deficiéncia prematura dos individuos afetados nas areas endémicas (Organizacao
Mundial de Saude, 2010).

Até o presente momento, ndo existem vacinas disponiveis para a prevencao ou
que contribuam com tratamento da doenca de Chagas em seres humanos, apesar de
numerosos estudos usando parasitos atenuados, lisados, proteinas recombinantes,
purificadas e DNA (Rodriguez-Morales et al., 2015). Os farmacos disponiveis para o
tratamento, apresentam baixa ou nenhuma eficacia quando administrados durante a fase
cronica tardia da doenca (Lana et al., 2009; Fernades et al., 2009; Ferreira et al., 2002;
Braga et al., 2000; Lauria-Pires et al., 2000 Fabbro et al., 2000; Viotti et al., 1994;
Ferreira, 1990). A presenca de espécies de insetos vetores dificeis de serem controladas
por inseticidas ou resistentes ao tratamento, prejudica a realizacdo do controle vetorial
(Schofield et al., 2006). As rotas de transmissdo secundarias: como as transfusdes,
transplantes, o contéagio por via congénita e oral, dificultam e torna oneroso o combate a
infeccdo pelo T. cruzi onde a presenca do inseto vetor foi controlada (Coura &Vifas,
2010). Além disso, contribui para dispersdo da doenca fora das areas endémicas
(Organizagdo Mundial de Saude, 2010).

Assim, o alto nimero de pessoas afetadas, 0 impacto econémico causado pela
doenca nas areas endémicas, a recente dispersdo de pessoas infectadas, a ineficiéncia e
alto custo do tratamento, a falta de métodos eficazes de controle de transmissdo, tem
incentivado o desenvolvimento de pesquisas que buscam produzir vacinas capazes de
proteger os humanos da infeccdo pelo T. cruzi (Arce-Fonseca et al. 2015; Rodriguez-
Morales et al. 2015). Levando em consideracdo este cenario, neste estudo buscamos
avaliar a eficacia de antigenos vacinais contra a infeccao pela cepa Y e Colombianado T.

cruzi, em camundongos da linhagem isogénica C57BL/6 depletados para os genes da
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enzima al,3galactosiltransferase (a1,3GT-KO).

Estes camundongos foram utilizados como modelo experimental, por
mimetizarem a resposta imune humoral humana quanto a producdo de altos titulos de
anticorpos anti-a-Gal, quando previamente infectados pelo T. cruzi (Portillo et al., 2019;
Ayala et al., 2020). Além disso, 0 modelo experimental camundongo é amplamente
utilizado em pesquisas sobre a doenca de Chagas, pois reproduzem aspectos da infeccdo
pelo T. cruzi humana relacionados ao dano tecidual e a resposta imunoldgica envolvida
no controle do parasito (Andrade et al., 1999; Diaz et al., 2004; Ayala et al., 2020). Estes
animais também sdo descritos como sendo um dos camundongos mais resistentes a
infeccdo por diferentes cepas de T. cruzi, permitindo a avaliagdo com certa facilidade da
fase cronica da doenca (Pizzi et al., 1948; Postan et al., 1984; Portillo et al., 2019).

A cepa Y foi escolhida para os estudos de infeccdo experimental, por apresentar
alta viruléncia, induzir alta parasitemia e provocar alta mortalidade na infec¢cdo murina,
facilitando, neste caso, a avaliacdo da eficacia dos candidatos a antigenos vacinais no
controle da infeccdo e em induzir a supressao ou reduzir a mortalidade dos camundongos
(Andrade, 1976; Filardi & Brener, 1987). Enquanto a cepa Colombiana de T. cruzi, foi
escolhida, por apresentar algumas particularidades como a inducéo de baixa mortalidade,
tropismo por tecidos musculares durante toda a infec¢do e por provocar uma intensa
cardiomiopatia (Federici et al., 1964; Andrade, 1976; Talvani et al., 2000). Estas
caracteristicas facilitam a avaliacdo da eficacia dos candidatos a antigenos vacinais na
prevencao do dano aos tecidos cardiacos tanto na fase aguda, quanto na fase cronica.
Assim a intensa cardiomiopatia provocada pela cepa Colombiana associada a alta taxa
de sobrevivéncia animal, possibilita o estudo da patologia cardiaca na doenca de Chagas
e seus aspectos imunoldgicos durante as distintas fases da infeccdo experimental
(Talvani et al., 2000).

Optamos por eutanasiar 0s camundongos 8 dias apos a infeccao pela cepa Y e 22
dias apds a infeccdo pela cepa Colombiana, pois durante este periodo a infeccdo
provocada por estas cepas se encontra na fase aguda, onde os niveis de parasitemia no
sangue sdo elevados (Andrade, 1976). Além disso, optamos também em eutanasiar 0s

camundongos 36 dias apos a infeccdo pela cepa Y, pois de acordo com estudos prévios
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realizados pelo nosso grupo de pesquisa, camundongos fémeas C57BL/6 a1,3GT-KO que
foram inoculados com PBS1X e infectados com esta cepa tiveram uma grande perda de
massa corporal e uma porcentagem vieram a ébito entre 14° e 36° dia apos a infeccéo,
final da fase aguda e inicio da fase cronica indeterminada. A partir desse periodo 0s
camundongos sobreviventes comecaram a recuperar a massa corporal perdida e nédo
foram observadas mais mortalidades (dados ndo publicados). Assim decidimos analisar
as condigOes histopatoldgicas dos tecidos cardiacos dos camundongos sobreviventes
vacinados e ndo vacinados, neste momento tao critico da infeccéo.

Escolhemos infectar os camundongos com a cepa Colombiana, caracterizada por
provocar intensa cardiomiopatia e eutanasiar 190 dias ap6s a infec¢do, porque 0 modelo
experimental camundongo leva cerca de seis a doze meses para desenvolver as formas
determinadas crénicas cardiaca e/ou digestiva da doenca de Chagas. Assim, podemos
avaliar adequadamente as alteracGes histopatoldgicas desencadeadas durante a fase
cronica no coracao (Federici et al., 1964; Andrade., 1990).

Inicialmente, foi avaliada a eficacia das vacina¢Ges em induzir o controle da
infeccdo, através da analise da carga parasitaria no sangue periférico e nos tecidos
cardiacos. Os dados obtidos mostraram que durante a infeccdo pela cepa Y (Fig.10) ou
colombiana (Fig.25) camundongos C57BL/6 a1,3GT-KO vacinados e ndo vacinados
apresentaram um padrdo de alteracGes da parasitemia ao longo do tempo semelhante ao
que ja foi demonstrado vastamente na literatura (Federici et al., 1964; Andrade, 1976;
Filardi & Brener, 1987; Reis Machado, et al; 2014; Portillo et al., 2019). Através da
andlise da cinética de parasitemia podemos observar que durante a infeccdo pela cepa Y
a parasitemia apresentou niveis detectaveis em 85% (84) dos animais 5 dias ap6s. O pico
méaximo foi atingindo aproximadamente entre o0 7° e 8° dia em 72% (39) e o nivel de
parasitos foi diminuindo a partir deste ponto abruptamente até o 15° dia, passando a
permanecer extremamente baixo ou ndo sendo mais detectado (Fig.10). Observamos que
durante a infeccao pela cepa Colombiana a parasitemia apresenta-se baixa nos primeiros
dias, com um aumento substancial dos niveis a partir do 22° dia, atingindo o pico maximo
aproximadamente entre 0 26° e 34° dia, em 69% (31) dos animais e diminuindo a partir

deste ponto (Fig.25). Os dados deste parametro parasitoldgico apresentado pelos grupos
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experimentais sdo concordantes com aqueles da literatura, que demonstraram que durante
a fase aguda apds o desenvolvimento da imunidade, no hospedeiro mamifero a replicacéo
do parasito é controlada (Tarleton., 1995).

No entanto, através da avaliacdo destes dados também podemos observar que
durante a infeccédo pela cepa Y (Fig.10) ou colombiana (Fig.25), camundongos C57BL/6
al,3GT-KO infectados vacinados com: QB-TS, QB-MASP, QpB-a-Gal, QB-TS/MASP,
QB-TS/a-Gal, QB-MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal apresentaram baixos niveis de
parasitos no sangue periférico, quando comparados com o grupo controle infectado nao
vacinado. Estes resultados nos levam a sugerir que estes candidatos a antigenos vacinais
sdo capazes de induzir um controle do parasitismo sanguineo durante a infeccdo por
ambas as cepas. A eficicia apresentada por estes candidatos a antigenos vacinais em
induzir um controle mais efetivo da replicacdo do parasito é relevante. Visto que
a capacidade do hospedeiro em montar uma resposta capaz de manter baixos niveis de
parasitemia no inicio da infecgdo provavelmente pode vir a ter um papel decisivo no
desenvolvimento da patologia na doenca de Chagas. Uma vez que, estudos de
acompanhamento em pacientes chagasicos sugerem que a intensidade dos sintomas
clinicos e das alteracdes fisiopatoldgicas que ocorrem durante a fase aguda da doenca se
correlacionam positivamente com os niveis de parasitemia e com a gravidade da doenga
cardiaca observada durante a fase cronica da doenca de Chagas (Teixeira et al., 1978;
Dias., 1989).

Analises comparativas entre 0s niveis maximos de parasitos atingidos durante o
acompanhamento da parasitemia também foram realizadas. Os resultados demonstraram
que a vacinagdo com a particula QB-a-Gal provocou a reducdo da parasitemia, durante o
pico em aproximadamente 80% na infeccdo por ambas as cepas. Observamos também
que a vacinagdo com a particula QB-TS/MASP/a-Gal reduziu a parasitemia, durante o
pico em aproximadamente 40% e 80% na infeccdo pela cepa Y e Colombiana,
respectivamente. Ja a vacinagdo com as particulas, QB-MASP, QB-MASP/a-Gal e Q-
TS/o-Gal reduziram a carga parasitaria no sangue periférico, durante o pico em
aproximadamente 50% e 70% na infeccdo pela cepa Y e Colombiana, respectivamente.

A vacinagao com a particula QB-TS, provocou a reducdo da parasitemia, durante o pico
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em aproximadamente 60% na infec¢do por ambos as cepas. E a vacinacdo com a particula
QB-TS/MASP, reduziu a carga parasitaria no sangue periférico, durante o pico em
aproximadamente 70% e 50% na infeccdo pela cepa Y e Colombiana, respectivamente
(Fig.11 e Fig.26).

Quando avaliamos o parasitismo tecidual, ndo encontramos ninhos de amastigotas
nos tecidos cardiacos dos camundongos vacinados com QB-TS/a-Gal, 8 dias ap0s a
infecgdo pela cepa Y (Fig.12). Isso foi observado também em camundongos vacinados
com: QB-a-Gal, QB-MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal, 22 dias ap0s a infeccdo pela
cepa Colombiana (Fig.27). Enquanto, ndo foi encontrado diferenca estatistica entre o
namero de ninhos de amastigotas presentes nas secgdes dos coragdes, dos camundongos
infectados com a cepa Y (Fig. 12) ou colombiana (Fig. 27) e vacinados com: QB-TS, Qp-
MASP e QB-TS/MASP em relacao ao grupo controle infectado ndo vacinado.

Nossos resultados sugerem que as vacinagdes com Qp-TS/a-Gal, durante a
infeccdo pela cepa Y (Fig.10, Fig.11 e Fig.12) e as vacina¢Ges com: QpB-a-Gal, Q-
MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal, durante a infeccdo pela cepa Colombiana (Fig.25,
Fig.26 e Fig.27), apresentaram uma melhor eficacia em controlar a disseminacdo do
parasito. Uma vez que os camundongos que receberam as doses destas particulas
contribuiram na manutencdo da baixa parasitemia, reduzindo significativamente a carga
parasitaria durante o pico e controlaram o parasitismo tecidual durante o periodo da fase
aguda avaliado.

Aos 36 dias ap0s a infeccdo pela cepa Y (Fig. 12) e 190 dias ap0s a infeccdo pela
cepa Colombiana (Fig. 27), durante a fase crbnica, ndo encontramos ninhos de
amastigotas nos tecidos cardiacos dos grupos experimentais.

Os dados deste parametro parasitologico apresentado pelo grupo controle
infectado ndo vacinado sdo concordantes com aqueles da literatura. No qual, demonstram
que em camundongos da linhagem C57BL/6 selvagens na infeccéo pela cepa Colombiana
0 parasitismo tecidual inicia-se 15 dias ap6s, havendo um aumento substancial dos niveis
até 30° dia, diminuindo a partir deste ponto, ndo sendo mais encontrados 120 dias ap06s a
infeccdo (Talvani et al., 2000). Outros estudos também relataram que na infeccdo por

diferentes cepas de T. cruzi, inclusive pela cepa Y no modelo experimental murino, o



141

parasitismo tecidual € mais intenso durante a fase aguda, quando os niveis de parasitemia
também sdo altos. Na fase crénica da infeccdo, quando a parasitemia € inexistente ou 0s
niveis sdo extremamente baixos, ninhos de amastigotas sdo raramente encontrados no
coracdo (Fragata Filho et al.,1995; Rassi Jr et al., 2010).

Para avaliar a capacidade de sobrevivéncia dos camundongos vacinados e nao
vacinados durante a infeccdo pelo T. cruzi, a mortalidade foi monitorada diariamente,
até o momento em que foram eutanasiados, 8 e 36 dias apos a infeccdo pela cepa Y, 22 e
190 dias ap0s a infeccdo pela cepa Colombiana. Na infeccdo pela cepa Y do T. cruzi,
caracterizada por apresentar alta viruléncia no modelo murino, os resultados
demonstraram que as vacinagdes com: QB-TS, QB-a-Gal, QB-TS/MASP, QB-TS/a-Gal e
QB-TS/MASP/a-Gal foram capazes de garantir a sobrevivéncia dos camundongos.
Camundongos infectados vacinados com: QB-MASP (1/5), QB-MASP/a-Gal (1/5) e que
pertencem ao grupo controle infectado ndo vacinado (2/10), acompanhados diariamente
durante o periodo de 36 dias apds a infeccdo, apresentaram taxa de sobrevivéncia, de 80%
(Tab.2).

Além disso, nossos dados também mostraram que 100% dos camundongos que
pertencem aos grupos experimentais monitorados durante 22 e 190 dias apds a infeccao
pela cepa Colombiana, durante a fase aguda e cronica da doenca, respectivamente,
sobreviveram. Estes resultados sdo esperados, uma vez que o modelo experimental
camundongo C57BL/6 a1,3GT-KO s&o descritos como mais resistentes a infec¢do por
diferentes cepas de T. cruzi (Pizzi et al., 1948; Postan et al., 1984; Portillo et al., 2019) e
a cepa Colombiana é caracterizada por induzir baixa mortalidade (Andrade, 1976). A
vantagem em utilizar este modelo experimental de infeccdo esta relacionada a intensa
cardiomiopatia provocada pela cepa Colombiana associada a alta taxa de sobrevivéncia
animal. Estas condi¢bes tornam este modelo adequado para avaliar as alteracGes
histopatoldgicas desencadeadas durante a fase crbénica no coracdo. E desta forma
possibilita o estudo da patologia cardiaca na doenca de Chagas e a avaliacdo da eficacia
de candidatos vacinais em previner os danos teciduais provocados pela infeccdo
(Talvani et al., 2000).
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Ainda, podemos sugerir a partir dos resultados apresentados, que durante a
infeccdo pela cepa Y, os camundongos vacinados ndo apresentaram diferenga
significativa na mudanca da massa corporal, quando comparados com o grupo infectado
ndo vacinado (Fig.13 A e B).

Durante a infeccdo pela cepa Colombiana, a analise da curva de variagdo da massa
corporal revelou que a vacinagdo com a associacdo QB-TS/MASP/a-Gal, garantiu que 0s
camundongos infectados ganhassem mais massa corporal no inicio da infeccdo, do que
0s outros grupos infectados: vacinados e ndo vacinados. Camundongos vacinados com:
QB-TS, QB-TS/a-Gal, QB-MASP, QB-TS/MASP, QB-MASP/a-Gal, QB-a-Gal e Qp-
TS/MASP/a-Gal chegaram a aumentar a sua massa corporal em 19,76%, 22,9%, 23,46%,
23,56%, 24,76%, 32,17% e 45,45% respectivamente, durante a infec¢do, enquanto o
grupo controle infectado ndo vacinado obteve um ganho de 16,75% 9 (Fig.28).

Os dados também demonstraram que camundongos infectados e vacinados com:
QB-o-Gal, QB-MASP, QB-TS/MASP/a-Gal, QB-MASP/a-Gal, QB-TS, QB-TS/a-Gal,
QB-TS/MASP chegaram a apresentar uma perda maxima de: 2,2%, 4,56%, 5,2%, 6,18%,
6,33%, 7,15% e 8,7%, respectivamente da massa corporal adquirida, durante a fase aguda
da infec¢do, logo ap6s o pico de parasitemia. O grupo controle infectado ndo vacinado
apresentou uma perda de massa corporal maior de: 9,8%. Além disso, através da anélise
da curva de variagdo da massa corporal inicial podemos concluir que camundongos
infectados e vacinados com: QB-MASP, QB-a-Gal, QB-TS/a-Gal, QB-MASP/ a-Gal e
QB-TS/MASP/ a-Gal, conseguiram recuperar a massa corporal perdida mais rapidamente
(entre 61° e 74° dia ap6s a infecgdo), quando comparados com camundongos infectados
e vacinados com: QB-TS, QB-TS/MASP e que pertencem ao grupo controle infectado néo
vacinado (entre 114° e 154° dia ap0s a infeccdo) (Fig.28).

Neste trabalho, também, foi avaliada a resposta imune humoral induzida pelos
antigenos vacinais, através da quantificagdo dos niveis de anticorpos 1gG total. O papel
que os anticorpos exercem no controle da parasitemia e na resisténcia a infeccéo pelo T.
cruzi foi bem estudado no modelo camundongo (Kagan & Norman, 1961; Kierszenbaum
& Howard, 1976; Krettli e Brener, 1976; Kipnis et al., 1981; Umekita et al., 1988). A
infeccdo provoca a ativagédo policlonal de células B, o que leva a hipergamaglobulinemia
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observada (Minoprio et al., 1986). A producdo de anticorpos da classe 1gG €
desencadeada logo no inicio da fase aguda da doenca. Estes anticorpos reagem
principalmente com as moléculas de superficie das formas tripomastigotas, participando
da eliminacdo dos parasitos (Cancgado, 1963, 1997).

Nossos resultados demonstraram que as vacinagdes com as particulas: QB-TS,
QB-MASP, Qp-o0-Gal, QB-TS/MASP, Qp-TS/o-Gal, QB-MASP/o-Gal e Q-
TS/IMASP/a-Gal provocaram uma elevada producdo de anticorpos IgG total, que se
mantém ao longo da infec¢do, por pelo menos 36 dias apds a infeccao pela cepa Y (Fig.
6, Fig.7 e Fig.8) e 190 dias ap0s a infeccdo pela cepa Colombiana (Fig. 21, Fig.22 e
Fig.23), momento em que foi realizada a ultima avaliacdo. Assim, a presenca de altos
niveis de anticorpos 1gG total no soro dos camundongos reativos aos antigenos vacinais,
8 dias apos a infeccédo pela cepa Y (Fig. 6, Fig.7 e Fig.8) e 22 dias apds a infeccdo pela
cepa Colombiana (Fig. 21, Fig.22 e Fig.23), durante a fase aguda associada a baixos
niveis de parasitemia, nos leva a concluir que a vacinacdo com estas particulas,
provavelmente induziram o desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa, mediada
por linfocitos B protetora.

As analises histopatologicas dos tecidos cardiacos demonstraram que durante a
fase aguda da infeccdo pela cepa Y (Fig. 14 e Fig.15), ou colombiana (Fig. 29 e Fig.30),
0s camundongos que pertencem aos grupos controles infectados ndo vacinados
apresentaram niveis moderados de infiltrado inflamatorio ao longo das fibras cardiacas.
Ao avaliarmos o perfil de citocinas nos tecidos cardiacos, estes mesmos grupos
apresentaram producdo de elevados niveis das citocinas pro-inflamatérias 1L-12p40, IFN-
vy e niveis basais das citocinas anti-inflamatérias/moduladoras IL-4 e IL-10. Resultados
semelhantes foram apresentados pelos grupos infectados e vacinados com: QB-TS, Qp-
MASP, QB-o-Gal, QB-TS/MASP, QB-MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal (Fig. 19,
Fig.20, Fig.34 e Fig. 35). Apenas os camundongos infectados pela cepa Y e vacinados
com QPB-TS/a-Gal apresentaram baixos niveis de infiltrado inflamatorio estatisticamente
diferentes do grupo controle infectado ndo vacinado. Além de niveis basais das citocinas

pro-inflamtdrias IL-12p40 e IFN-y (Fig. 14, Fig.15, Fig. 19 e Fig.20).
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Quando analizamos a intensidade das alteracdes degenerativas representadas por
necrose tecidual e autélise ou degeneracao dos cardiomidcitos, provocada pela replicagdo
do parasito e pelo processo inflamatério, camundongos que pertencem aos grupos
controles infectados ndo vacinados apresentaram também niveis moderados, durante a
fase aguda da infecgéo pela cepa Y (Fig. 17) ou colombiana (Fig. 32). Apenas a vacinagao
com a associacdo QB-TS/MASP/a-Gal apresentou a capacidade de reduzir as alteracdes
degenerativas durante a fase aguda da infecgéo pela cepa Y (Fig. 17) ou colombiana (Fig.
32). A vacinacdo com a associacdo QB-MASP/a-Gal reduziu apenas durante a infecgédo
pela cepa Y (Fig. 17). Enquanto, as vacinacBes com: QB-TS e Qp-a-Gal reduziram
apenas durante a infecgdo pela cepa Colombiana (Fig. 32).

Juntos, estes dados apresentados sdo concordantes com aqueles da literatura que
demonstram que durante a fase aguda da doenca de Chagas no hospedeiro mamifero as
formas amastigotas e tripomastigotas expressam moléculas que provocam a estimulacao
excessiva do sistema imune, promovendo uma forte ativacdo de linfocitos, o que
desencadeia um intenso processo inflamatério em muitos tecidos, incluindo os do coragéo
(Higuchi et al., 2003). A resposta inflamatdria deflagrada pela infecgdo pelo T. cruzi é
essencial no processo de controle do parasitismo tecidual, mas também pode ser
responsavel pela patologia na doenga de Chagas caso nao seja modulada. Dessa forma, a
ativacdo de uma resposta imune exacerbada e continua, com alta expressdo de citocinas
pré-inflamatorias, posteriormente acaba sendo patogénica provocando danos nos tecidos
e consequente morte do hospedeiro. No entanto, a auséncia ou reducdo desta resposta
inflamatéria também pode ser prejudicial conduzindo a uma replicagcdo excessiva do
parasito (Teixeira et al., 2002; Talvani & Teixeira, 2011).

Esses resultados também reforcam a ideia de que durante os estagios iniciais da
infeccdo experimental o hospedeiro mamifero, apresenta um padrdo de expressao de
citocinas teciduais predominantemente do tipo 1, demonstrado pelo aumento da
expressao de 1L-12p40 e IFN-y, associado a diminuigédo de expressdo das citocinas IL-4
e IL-10 (Zhang & Tarleton, 1996). Diferentes ensaios realizados tanto in vitro, quando in
vivo, demonstraram que durante a fase aguda da doenga de Chagas, celulas da resposta

imune inata produzem citocinas pré-inflamatdrias, como IL-12 e TNF-a. A IL-12 induz
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asintese de IFN-y, por linfécitos T ativados e células Natural Killer (NK). O IFN-y exerce
uma acdo sinérgica com TNF-a, ativando macrofagos infectados levando-os a produzir
altos niveis de 6xido nitrico, o que promove o controle da replicacdo do parasito,
desempenhando assim um papel importante na resisténcia a infecgdo. Assim, durante esta
fase da infeccdo células da resposta imune inata e adaptativa trabalham em conjunto para
impedir a replicagdo do parasito, controlando a parasitemia e o parasitismo tecidual
(Torrico et al., 1991; Gazzinelli et al., 1992; Silva et al., 1992; Vespa et al., 1994;
Abrahamsohn et al., 1995; Silva et al., 1995; Aliberti et al., 1996; Hunter et al., 1996;
Camargo et al., 1997a; Camargo et al., 1997b; Holscher et al., 1998).

Os resultados encontrados pela analise histopatoldgica dos tecidos cardiacos
também sugerem que as vacina¢bes com: QB-TS/a-Gal, QB-MASP/a-Gal e Qp-
TS/MASP/a-Gal, foram capazes de impedir o surgimento do processo inflamatorio
durante a fase crénica da infec¢do pela cepa Y. Enquanto, as vacinagGes com: QB-TS,
QB-MASP, QpB-a-Gal e QB-TS/MASP, foram capazes de reduzi-lo (Fig.14 e Fig.16).
Além disso, foi possivel observar que a vacina¢do com: QB-TS, foi capaz de reduzir a
hipetrofia das fibras musculares, enquanto as vacinagdes com: Qp-a-Gal, QB-TS/a-Gal,
QB-MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal, foram capazes de impedir (Fig.18).

Camundongos vacinados com QB-TS, QB-MASP, QB-TS/MASP, QB-TS/a-Gal,
QB-MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal, durante a fase crdnica da infeccdo pela cepa
Colombiana também controlaram de maneira efetiva a infec¢do, mantendo a homeostasia
do sistema imune. Uma vez que apresentaram baixos niveis de infiltrado inflamatério ao
longo das fibras cardiacas, estatisticamente menores que de camundongos infectados ndo
vacinados (Fig.29 e Fig.31) e um perfil basal de citocinas teciduais semelhante aos de
camundongos nédo infectados e ndo vacinados (Fig.34 e Fig.35). O que ira provavelmente
contribuir para prevenir as lessbes cardiacas provocadas pela doenca. Através dos
resultados encontrados também podemos sugerir que a vacina¢do com QB-MASP e Q-
TS/MASP/a-Gal, foi capaz de reduzir a hipetrofia das fibras musculares na infeccéo pela
cepa Colombiana, durante a fase cronica, enquanto as vacinagdes com QB-TS/MASP

foram capazes de impedir (Fig.33).
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Juntos, os dados apresentados aqui nos levam a sugerir que camundongos
vacinados com QB-TS, QB-TS/MASP, QB-TS/o-Gal, e QpB-TS/MASP/a-Gal,
desenvolveram uma resposta imune eficaz e controlada. Estes camundongos foram
capazes de conter de maneira efetiva a replicacao do parasito (Fig.10 e Fig.25), mantendo
a homeostasia do sistema imune, 0 que explica a presenca de um perfil de citocinas
semelhante aos camundongos nédo infectados, durante a fase cronica da doenga (Fig.19,
20, Fig.34 e Fig.35). Assim, consequentemente, o processo inflamatério que leva a
maiores danos teciduais durante a fase cronica se apresentou reduzido ou ausente na
infeccdo pela cepa Y ou Colombiana (Fig.14, Fig.16, Fig.29 e Fig.31). Apesar das
vacinagdes com QB-MASP e QB-MASP/a-Gal ndo induzirem a supressdo da mortalidade
durante a infeccdo pela cepa Y, condi¢cbes semelhantes foram observadas em
camundongos sobreviventes e infectados pela cepa Colombiana (Tab.2, Fig.25, Fig.29,
Fig.31, Fig.34 e Fig.35). Camundongos infectados pela cepa Colombiana ndo vacinados
desenvolveram uma resposta inflamatoria exarcebada, continua e desequilibrada com
producdo elevada de citocinas tanto do tipo 1, quanto do tipo 2, que apesar de ter
controlado a replicacdo do parasito durante a fase aguda, ndo é modulada e
consequentemente ird gerar danos teciduais severos durante a fase cronica da infeccédo
(Fig.25, Fig. 29, Fig. 31, Fig.34 e Fig.35). Condicbes semelhantes também foram
observadas na infec¢do pela cepa Y, o processo inflamatério intenso observado nos
tecidos cardiacos durante a fase aguda, permaneceu durante a fase crénica em
camundongos que sobreviveram a infeccdo, o que provavelmente foi responsavel pela
geracdo de danos teciduais severos que levou a morte do restante dos camundongos que
pertenciam a este grupo (Fig.10, Fig.14, Fig.16, Fig.19, Fig.20). Entre os camundongos
vacinados com Qp-a-Gal, apesar de materem baixos niveis de parasitemia durante a fase
aguda da infeccdo por ambas a cepas, na infeccdo pela cepa Colombiana durante a fase
cronica desenvolveram uma resposta inflamatdria exarcebada e desequilibrada. Uma
elevada producédo de citocinas tanto do tipo 1, quanto do tipo 2, semelhante ao grupo
controle ndo vacinado, foi identificada (Fig.10, Fig.25, Fig. 29, Fig. 31, Fig.34 e Fig.35).
Os resultados, no entanto, mostraram que aos 8 dias apés a infeccdo pela cepa Y, 0

processo inflamatdrio apresentou uma intensidade média baixa ao longo das fibras
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cardiacas, apesar de ndo haver diferenca estatistica quando comparados com os niveis de
camundongos infectados ndo vacinados (Fig.14 e Fig.15). J& aos 36 dias apds a infeccdo
o infiltrado celular nos tecidos cardiacos destes camundongos apresentou niveis
significativamentes baixos em relacdo ao grupo controle infectado ndo vacinado,
ocorrendo uma regressao do processo inflamatorio observado durante a fase aguda (
Fig.14 e Fig.16)

Durante a fase cronica da infeccao pelo T. cruzi, o processo inflamatdrio provoca
a degeneracéo dos tecidos, 0 que desencadeia a formacao de fibrose. Provavelmente o
que determina um desfecho favoravel ou desfavoravel para o hospedeiro € o equilibrio
entre a resposta imune mediada pelo parasito e a inflamag&o prejudicial aos tecidos. Uma
resposta imune ineficiente, leva a danos teciduais e estardo aumentadas a carga parasitaria
e a inflamacdo mediada pelo sistema imune. Em contrapartida, uma resposta imune
efetiva provoca a reducdo da carga parasitaria e da inflamacdo, o que consequentemente
resultard em menores danos teciduais (Rassi et al., 2010).

A partir da avaliagdo da eficacia de antigenos vacinais em um modelo
experimental murino de infeccdo pelo T. cruzi, realizada por este trabalho, podemos
sugerir que os peptideos selecionados a partir das proteinas TS e MASP, o epitopo a-Gal
e as associacOes avaliadas (QB-TS/MASP, QpB-TS/a-Gal, QB-MASP/a-Gal ¢ Q-
TS/MASP/a-Gal) podem ser consideradas potenciais candidatos a uma vacina contra a
infeccdo pela cepa Y e Colombiana. Provavelmente estes antigenos e suas associacfes
sdo capazes de induzirem o desenvolvimento de uma resposta imune efetiva que provocou
a reducdo da carga parasitaria no sangue e da inflamacao nos tecidos cardiacos durante a
fase cronica, o0 que consequentemente resultara em menores danos ao coracao, fornecendo
resisténcia ao hospedeiro. No entanto estes alvos vacinais apresentaram diferentes graus
de protecéo.

Durante a infec¢do com a cepa Y, as vacinacdes com os peptideos selecionados a
partir das proteinas: TS, MASP, com o epitopo a-Gal e as associagdes: TS/MASP, TS/a-
Gal, MASP/a-Gal e TS/MASP/o-Gal foram eficientes na manutengdo da baixa
parasitemia, reduzindo significativamente a carga parasitaria durante o pico em relacdo

ao grupo controle infectado ndo vacinado (Fig.10 e Fig.11). As vacinagdes com o
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peptideo selecionado a partir da proteina TS, com epitopo o-Gal e as associagoes:
TS/MASP, TS/a-Gal e TS/MASP/a-Gal foram capazes de induzir a supressdao da
mortalidade dos camundongos na infeccdo pela cepa Y (Tab.2). O processo inflamatorio
apresentado nos tecidos cardiacos durante a fase aguda, regrediu entre os camundongos
vacinados com as associac¢des: TS/a-Gal, MASP/a-Gal ¢ TS/MASP/o-Gal, ndo sendo
mais encontrado, durante a fase cronica, o que ird provavelmente contribuir para prevenir
0s danos ao coragdo. Enquanto, a vacinagdo com os peptideos selecionados a partir das
proteinas: TS, MASP, com o epitopo a-Gal e a associacdo: TS/IMASP, foram capazes de
reduzi-lo (Fig.14, Fig.15 e Fig.16). A vacinagdo com as associagoes: QB-MASP/a-Gal e
QB-TS/MASP/a-Gal, foram capazes de reduzir a intensidade das alteragdes degenerativas
representadas por necrose tecidual, aut6lise ou degeneracdo dos cardiomidcitos durante a
fase aguda da infeccdo (Fg.17). A vacinacdo com o peptideo selecionado a partir da
proteina TS, foi capaz de reduzir a hipetrofia das fibras musculares, durante a fase crénica,
enquanto as vacinagdes com o epitopo a-Gal e as associagdes: QpB-TS/a-Gal, Qp-
MASP/a-Gal e QB-TS/MASP/a-Gal, foram capazes de impedir (Fig.18).

Também durante a infeccdo com a cepa Y, provavelmente a vacinacdo com 0s
peptideos selecionados a partir das proteinas: TS, MASP, com o epitopo a-Gal e as
associagoes: TS/MASP, MASP/a-Gal e TS/MASP/a-Gal, induziram o desenvolvimento
de uma resposta imune adaptativa, mediada por linfdcitos T e B equilibrada e protetora.
Uma vez que os camundongos vacinados apresentaram uma elevada producdo de
citocinas pro-inflamatdrias nos tecidos cardiacos e de anticorpos IgG total no soro
reativos aos antigenos vacinais durante a fase aguda, associados a baixos niveis de
parasitemia e a reducdo do processo inflamatério ao longo das fibras cadiacas na fase
croénica. Camundongos vacinados com a associagdo Qp-TS/a-Gal controlaram de maneira
efetiva a infeccdo, mantendo a homeostasia do sistema imune. O que explica, a presenca
de baixa intensidade de inflamg¢&o ao longo das fibras cardiacas, com niveis de infiltrado
celular estatisticamente menores que de camundongos infectados ndo vacinados e um
perfil basal de citocinas teciduais semelhante aos de camundongos néo infectados e nao
vacinados, durante a fase aguda da infec¢éo (Fig.6, Fig.7, Fig.8, Fig.10, Fig.11, Fig.14,
Fig.15, Fig.16, Fig.19, Fig.26).
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Durante a infeccdo com a cepa Colombiana: os peptideos selecionados a partir do
epitopo a-Gal e as associagdes: MASP/a-Gal e TS/MASP/a-Gal, entre 0s antigenos
testados, foram mais eficientes em controlar a disseminagdo do parasito durante a
infeccdo pela cepa Colombiana. Uma vez que contribuiram na manutencdo da baixa
parasitemia, reduzindo significativamente a carga parasitaria durante o pico e controlaram
0 parasitismo tecidual durante o periodo da fase aguda avaliado (Fig.25, Fig.26, Fig.27).
A vacinacdo com: TS/MASP/a-Gal, garantiu que os camundongos ganhassem mais
massa corporal que aqueles que pertecem ao grupo controle infectado ndo vacinado e aos
outros grupos vacinados. Além disso, as vacinacdes com: MASP, a-Gal, TS/a-Gal,
MASP/a-Gal e TS/IMASP/a-Gal, contribuiram para que 0s camundongos conseguissem
recuperar a massa corporal perdida mais rapidamente (Fig.28). Camundongos vacinados
com TS, MASP, as associagdes: TS/MASP, TS/a-Gal, MASP/a-Gal e TS/MASP/a-Gal,
controlaram de maneira efetiva a infeccdo, mantendo a homeostasia do sistema imune. O
que explica, a presenca de baixa intensidade de inflamg¢&o ao longo das fibras cardiacas,
com niveis de infiltrado celular estatisticamente menores que de camundongos infectados
ndo vacinados e um perfil basal de citocinas teciduais semelhante aos de camundongos
ndo infectados e ndo vacinados, durante a fase cronica da infeccdo. O que ira
provavelmente contribuir para prevenir as lessGes cardiacas provocadas pela doenca
(Fig.29, Fig.30, Fig.31, Fig.34, Fig.35).

Também durante a infeccdo com a cepa Colombiana, as vacinagdes com: TS, a-
Gal e a associagdo TS/MASP/a-Gal, foram capazes de reduzir a intensidade das
alteracOes degenerativas representadas por necrose tecidual, autolise ou degeneracao dos
cardiomidcitos durante a fase aguda da infecgdo (Fig.32). As vacina¢fes com MASP e a
associacdo QP-TS/MASP/a-Gal, foram capazes de reduzir a hipetrofia das fibras
musculares, durante a fase crénica, enquanto a vacinacdo com TS/MASP, foi capaz de
impedir (Fig.33). Provavelmente a vacinagdo com os peptideos selecionados a partir das
proteinas: TS, MASP, as associagdes: TS/MASP, TS/a-Gal, MASP/a-Gal e TS/MASP/a-
Gal, induziram o desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa, mediada por
linfécitos T e B equilibrada e protetora. Uma vez que os camundongos vacinados

apresentaram uma elevada producéo de citocinas pré-inflamatorias nos tecidos cardiacos
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e de anticorpos 1gG total no soro reativos aos antigenos vacinais durante a fase aguda,
associada a baixos niveis de parasitemia e a reducdo do processo inflamatério ao longo
das fibras cadiacas na fase cronica (Fig.21, Fig.22, Fig.23, Fig.25, Fig.26, Fig.29, Fig.30,
Fig.31, Fig.34, Fig.35).

Ao avaliarmos estes resultados, podemos observar que os diferentes candidatos
vacinais testados apresentaram diferentes graus de protecdo contra infeccao pelo T.cruzi,
onde a associacdo TS/MASP/a-Gal demonstrou um desempenho igual aos outros
candatos avialados ou melhor em todos os pardmetros avaliados. Estes resultados
reforcam a idéia de que a associacdo de antigenos capazes de induzir a ativacdo da
resposta imune adaptativa, mediada tanto por linfécitos T (como os peptideos TS e
MASP), quanto por linfocitos B (como o epitopo a-Gal), provavelmente podem ser mais
eficazes em fornecer resisténcia a infeccdo pelo T. cruzi. Uma vez que, estudos ja
demonstraram que o controle da disseminacdo do parasito, estd associada a ativacdo
simultanea de ambos os tipos de respostas imunes (Krautz et al., 2000; Bhatia et al., 2004;
Tarleton et al., 2005; Rodrigues et al., 2009). Deste modo, este estudo que utiliza
camundongos que simulam a resposta imune humana na producdo de anticorpos anti-a-
Gal como modelo experimental, e antigenos capazes de ativar simultaneamente a resposta
adaptativa celular e humoral destes, pode ser um importante passo para O

desenvolvimento de uma vacina profilatica eficaz contra infecgéo pelo T. cruzi.
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7. CONCLUSAO

Os diferentes candidatos vacinais testados apresentaram diferentes graus de
protecdo contra infeccdo pelo T. cruzi, onde a associacdo TS/MASP/a-Gal demonstrou
um melhor desempenho. Este resultado reforga a idéia de que a associagdo de antigenos
capazes de induzir a ativacdo da resposta imune adaptativa, mediada tanto por linfécitos
T (como os peptideos TS e MASP), quanto por linfocitos B (como o epitopo a-Gal),

provavelmente podem ser mais eficazes em fornecer resisténcia a infeccéo pelo T. cruzi.
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