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RESUMO 

Até o presente momento, não existem vacinas disponíveis para a prevenção ou que 

contribuam com tratamento da doença de Chagas em seres humanos. Assim, buscamos 

avaliar a eficácia de peptídeos selecionados a partir das proteínas de superfície: TS e 

MASP, do epítopo α-Gal e suas associações (TS/MASP, TS/α-Gal, MASP/α-Gal e 

TS/MASP/α-Gal), acoplados ao Qβ-VLP, como antígenos vacinais contra a infecção pelo 

Trypanosoma cruzi, em camundongos C57BL/6 α1,3galactosiltransferase knockout. 

Estes peptídeos apresentam epítopos que são reconhecidos por linfócitos T CD4+ e CD8+ 

de memória. Enquanto, o epítopo α-Gal é capaz de induzir uma forte ativação da resposta 

mediada por linfócitos B. Por tanto, a associação destes antígenos vacinais provavelmente 

pode fornecer resistência ao hospedeiro. Uma vez que, estudos já demonstraram que o 

controle da disseminação de T. cruzi, está associada a ativação simultânea de ambos os 

tipos de resposta adaptativa. Para a realização deste trabalho camundongos fêmeas 

adultas (5-10), que receberam 3 doses dos antígenos vacinais e suas associações foram 

inoculados com a cepa Y ou Colombiana. O efeito das vacinações na evolução da infecção 

foi avaliado através: dos níveis do parasitismo no sangue periférico e tecidos cardíacos, 

variações da massa corporal inicial e capacidade de sobrevivência. A eficácia das 

vacinações em prevenir o dano aos tecidos cardíacos associado à infecção, foi avaliada 

através da análise histopatológica semi-quantitativa do infiltrado celular, das alterações 

degenerativas e da hipertrofia das fibras musculares do coração. Os níveis de anticorpos 

IgG total e das citocinas IL-12p40, IFN-, IL-4 e IL-10 foram dosados durante a infecção, 

para avaliação da resposta imune adaptativa. Nossos resultados demonstraram que 

provavelmente estes antígenos e suas associações são capazes de induzir o 

desenvolvimento de uma resposta imune efetiva que provocou a redução da carga 

parasitária no sangue e da inflamação nos tecidos cardíacos durante a fase crônica, o que 



 

 

 

 

 

 

 

conseqüentemente resultará em menores danos ao coração, fornecendo resistência ao 

hospedeiro. No entanto estes alvos vacinais apresentaram diferentes graus de proteção 

contra infecção pelo T. cruzi, onde a associação Qβ-TS/MASP/α-Gal demonstrou um 

melhor desempenho. Estes resultados reforçam a idéia de que a associação de antígenos 

capazes de induzir a ativação da resposta imune adaptativa, mediada tanto por linfócitos 

T (como os peptídeos TS e MASP), quanto por linfócitos B (como o epítopo α-Gal), 

provavelmente podem ser mais eficazes em fornecer resistência a infecção pelo T. cruzi. 

Palavras chaves: Parasitologia, Trypanosoma cruzi, Doença 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 α-Gal epitope and their 

associations (TS/ MASP, TS/α-Gal, MASP/α-Gal and TS/MASP/α -Gal), coupled with 

Qβ-VLP, as vaccine antigens against infection by Trypanosoma cruzi, in C57BL/6 

α1,3galactosyltransferase knockout mice. These peptides have epitopes that are 

recognized by CD4+ and CD8+ memory T lymphocytes. Whereas the α-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-γ, 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 

Qβ-TS/MASP/α-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 α-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.  INTRODUÇÃO  

 

1.1. Aspectos epidemiológicos da doença de Chagas e o ciclo biológico de 

Trypanosoma cruzi 

 

A doença de Chagas também conhecida como Tripanossomíase Americana é uma 

antropozoonose causada pelo parasito intracelular obrigatório flagelado Trypanosoma 

cruzi (T. cruzi), classificado dentro da ordem Kinetoplastida e da família 

Trypanosomatidae (Hoare, 1964). Este protozoário hemoflagelado é um organismo 

digenético, que se desenvolve em insetos hematófagos da família Reduviidae, em 

pequenos mamíferos de vida silvestre e em humanos (Chagas, 1909).  

De acordo com a Organização Mundial de Saúde, no ano de 2010, 

aproximadamente 6 a 7 milhões de indivíduos estavam infectados pelo T. cruzi em todo 

o mundo, ocorrendo cerca de 12.000 mortes a cada ano por complicações decorrentes da 

doença. Apesar da maioria desses casos se encontrarem em áreas endêmicas de 21 países 

da América Latina, nas últimas décadas tem-se observado um número crescente de casos 

fora destes locais, principalmente devido ao fluxo migratório de pessoas infectadas 

(Fig.1) (Organização Mundial de Saúde, 2010). Estima-se que aproximadamente 1 

milhão de imigrantes nos Estados Unidos e na Europa têm a doença (Rassi et al., 2010).    

 
Figura 1. Distribuição dos casos de doença de Chagas em 2009. Fonte: 

Organização Mundial de Saúde, 2010. 
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A transmissão se dá pelo contato do protozoário presente nas excretas do vetor 

(triatomíneos hematófagos) com a pele lesionada ou mucosas do indivíduo, durante ou 

logo após o repasto sanguíneo (Chagas, 1909). Outras formas de contágio incluem: 

ingestão de alimentos contaminados, transfusão de sangue, transplante de órgãos ou 

tecidos, contato de material contaminado com a pele lesionada ou com mucosas e durante 

a gestação ou o parto. (Brener, 1984 e 1987; Nobrega et al., 2009).   

A infecção humana inicia quando formas tripomastigotas metacíclicas de T. cruzi 

atingem a circulação sanguínea e posteriormente invadem qualquer célula nucleada. No 

citoplasma da célula parasitada, transforma-se em formas amastigotas, onde o parasito 

inicia uma série de divisões binárias (Andrews, 1990; Dvorak & Hyde, 1973). Quando a 

célula infectada está repleta de amastigotas, estas diferenciam em tripomastigotas, com 

crescimento de flagelos, lisam a célula hospedeira e são liberadas no meio extracelular 

(Low et al., 1992; De Souza, 2002). Estas formas podem atingir a corrente sanguínea e 

espalhar-se pelo organismo ou infectar células vizinhas (Storino & Milei, 1994).   

O ciclo prossegue com as formas tripomastigotas sendo ingeridas por triatomíneos 

durante o repasto sanguíneo (Ley et al., 1988). No intestino médio do hospedeiro 

invertebrado, transformam-se em epimastigotas e sofrem divisão binária 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 metacíclicas 

infectantes e não replicativas (Minning et al., 2009). Então se misturam com a urina e as 

fezes e são liberadas durante repasto sanguíneo (Fig.2) (Jimenez, 2014). 
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Homem Triatomíneo 

Figura 2. Ciclo biológico de T. cruzi: 1 O inseto vetor triatomíneo infectado, durante o repasto 

sanguíneo elimina nas fezes formas tripomastigotas metacíclicas de T. cruzi, que penetram no 

hospedeiro humano através do ferimento provocado pela picada ou pelas mucosas intactas. 2 

As formas tripomastigotas metacíclicas invadem as células nucleadas, diferenciam-se nas 

formas intracelulares amastigotas. 3 e 4 As formas amastigotas multiplicam-se, diferenciam-se 

em tripomastigotas, são liberadas na circulação sanguínea e vão infectar novas células. 5 O 

triatomíneo 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 metacíclica 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. Manifestações clínicas na doença de Chagas  

 

De modo geral, reconhecem-se três fases clínicas distintas na doença de Chagas 

que são: aguda, crônica indeterminada e crônica determinada (Rocha et al., 2009). A fase 

aguda inicia-se após cerca de sete a dez dias de incubação do parasito (Bahia- Oliveira et 

al., 1988). Esta fase apresenta curso clínico de curta duração, presença de níveis 

geralmente elevados da parasitemia sanguínea, reações inflamatórias nos tecidos 

parasitados, sinais e sintomas quase sempre inespecíficos e é reconhecida somente em 1 

a 2% dos casos (Bahia- Oliveira et al., 1988; Coura & Dias, 2009). As manifestações 

clínicas mais comuns são: 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 diagnóstico precoce da infecção (Andrade, 

1958). Náusea, vômitos, diarréia e epigastralgia intensa são comuns em casos em que 

ocorreu a transmissão oral (Ministério da Saúde, 2009). Em casos de transmissão vetorial, 

podem ocorrer sinais de porta de entrada: sinal de Roman (edema bipalpebral unilateral) 

ou chagoma de inoculação (Laranja et al., 1948; Andrade, 1958).   

Entre quatro e dez semanas, as manifestações clínicas agudas regridem e inicia-se 

a fase crônica assintomática, que pode persistir por dez a vinte anos ou por toda a vida do 

paciente (Lopes et al., 1982). Nesta fase se torna difícil a demonstração do parasito no 

sangue circulante, mas é possível sua detecção nos tecidos (Lopes et al., 1982). Esta fase 

é caracterizada pela ausência de sintomas e/ou sinais da doença, eletrocardiograma 

convencional normal, coração, esôfago e cólon radiologicamente normais e exame 

sorológico e/ou parasitológico positivo para doença de Chagas (Lopes et al., 1982). Cerca 

de 20% a 30% dos pacientes infectados podem evoluir para uma das formas crônicas 

sintomáticas da doença de Chagas (Lopes et al., 1982). 

O paciente que desenvolve a forma cardíaca pode apresentar manifestações 

clínicas variáveis, que podem incluir desde arritmias a sintomas e sinais de insuficiência 

cardíaca compensada ou descompensada, o que pode provocar sua morte súbita. Essa 

forma é considerada responsável pela maior causa de morbidade e óbitos na doença de 

Chagas crônica (Coura et al., 1983; Dias, 1992). Aqueles pacientes que desenvolvem a 
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forma digestiva, apresentam evidências de acometimento do aparelho digestivo, como 

dilatações e alterações funcionais principalmente no esôfago e no cólon, provocadas pela 

destruição das células nervosas do sistema entérico e da instalação de fibrose (Tafuri, 

1970; Tafuri, 1987; Dias, 1992). Já a forma nervosa ocorre somente em pacientes 

imunocomprometidos, comprometendo tanto o sistema nervoso central (SNC) como o 

periférico. O paciente pode vir a desenvolver distúrbios motores e/ou sensoriais, déficit 

cognitivo e apresentar alterações eletroencefalográficas (Mangone et al., 1994; Prost et 

al., 2000). A forma mista é caracterizada pela ocorrência concomitante de lesões 

compatíveis com as manifestações provocadas pelas formas clínicas anteriormente 

mencionadas. (Prata, 2001).         

 Os mecanismos imunopatogênicos responsáveis pela formação das lesões durante 

a fase crônica da doença de Chagas ainda não são totalmente compreendidos. (Dias, 

2000).  No entanto, duas hipóteses que se complementam têm sido mais aceitas entre os 

pesquisadores para explicar a patologia nesta fase da doença (Cunha-Neto et al., 1995; 

Kalil e Cunha-Neto, 1996; Tarleton e Zhang, 1999; Tarleton, 2001; Tarleton, 2003). 

 Uma propõe que a resposta inflamatória patogênica é dirigida aos antígenos de T. 

cruzi em locais de persistência do parasito (Tarleton 2001). E é apoiada por estudos que 

demonstraram a associação da presença de T. cruzi com o desenvolvimento das lesões 

cardíacas e digestivas, através de utilização de técnicas mais sensíveis para detecção de 

parasitos como a imuno-histoquímica e a reação em cadeia da polimerase (PCR) (Vago 

et al., 2000; Schijman et al., 2004; Benvenuti et al., 2008). A outra hipótese alega que a 

doença de Chagas crônica é autoimune, estando o processo de formação das lesões 

severas em grande parte dos pacientes chagásicos durante esta fase, associado a presença 

de anticorpos ou linfócitos T autorreativos derivados do mimetismo molecular entre 

epítopos antigênicos 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 doença de Chagas  

 

O desenvolvimento de uma resposta imunológica capaz de controlar a replicação 

do parasito, especialmente na fase aguda da doença de Chagas, está associada com as 

citocinas pró-inflamatórias: Interleucina-12 (IL-12), Interferon-gama (IFN-γ) e Fator de 

necrose tumoral-alpha (TNF-α). As citocinas IL-12 e TNF-α produzidas principalmente 

por macrófagos e células dendríticas em resposta a infecção pelo T. cruzi, induz a 

produção de IFN-γ por linfócitos T ativados e células Natural Killer (NK) (Gutierrez et 

al., 2009; Paiva et al., 2009; Talvani & Teixeira, 2011). O IFN-γ exerce uma ação 

sinérgica com TNF-α induzindo a expressão da enzima iNOS (óxido nítrico sintase 

induzível), catalizadora da síntese de óxido nítrico pelos macrófagos infectados, 

promovendo a eliminação do parasito. Além de ativar células do sistema mononuclear 

fagocitário, o IFN-γ também estimula a liberação de quimiocinas para o recrutamento de 

novas células para o sítio da infecção (Gutierrez et al., 2009; Paiva et al., 2009; Talvani 

& Teixeira, 2011).           

 Entre as subpopulações de linfócitos T ativados CD4+, os linfócitos do tipo T 

helper 1 (Th1) é que atuam na destruição intracelular de parasitos, através da sintese de 

IFN-γ. Enquanto os linfócitos do tipo T helper 2 (Th2) induzem a produção de anticorpos 

líticos protetores por linfócitos B (Brener, 1986; Mosmann et al., 1986). A subpopulação 

de linfócitos do tipo T helper 17 (Th17) também está relacionada com os mecanismos de 

defesa, por sintetizarem citocinas como Interleucina-17 (IL-17) e Interleucina-22 (IL-22) 

(Aggarwal et al., 2003, Murphy et al., 2003). Já linfócitos do tipo T reguladores (Treg), 

desempenham um papel fundamental na manutenção e controle de uma resposta imune 

exacerbada ao sintetizarem principalmente as citocinas Interleucina-10 (IL-10) e Fator de 

transformação do crescimento beta (TGF-β) (Chen et al., 2003; Sakaguchi et al., 2006). 

Os linfócitos T CD4+ também auxiliam na ativação de linfócitos T CD8+, que além de 

produzirem IFN-γ e outras citocinas que estimulam células do sistema imunológico, 

limita a infecção por reconhecer e matar células infectadas, através de mecanismos 

citotóxicos (de Alencar et al., 2009; Junqueira et al., 2010). 
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Assim, durante a fase aguda da doença de Chagas células da resposta imune inata 

e adaptativa trabalham em conjunto para impedir a replicação do parasito, controlando a 

parasitemia patente. No entanto, a falta de modulação dessa resposta contínua, com alta 

expressão de citocinas pró-inflamatórias, posteriormente acaba sendo patogênica 

provocando as lesões das formas crônicas sintomáticas (Dutra et al., 2009). Estudos 

demonstraram que pacientes com a forma crônica indeterminada apresentam está 

capacidade de modulação da resposta inflamatória, mecanismo essencial para que a 

respota imune não se torne exacerbada e provoque danos teciduais severos, causando 

alterações anatomoclínicas. Estes indivíduos produzem tanto citocinas pró-inflamatórias 

como TNF-α e IFN-γ, quanto elevados níveis de citocinas anti-inflamatórias 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 contrário é observado em pacientes 

com a forma cardíaca da doença. Estudos demonstraram que estes indivíduos apresentam 

uma predominância de citocinas pró-inflamatórias em relação a IL-10, e relataram que o 

infiltrado inflamatório presente no miocárdio destes pacientes é composto por linfócitos 

T CD8+, citocinas como TNF-α e IFN-γ e moléculas citotóxicas, como perforina e 

granzima A (Higuchi, 1999, Dutra et al., 2009). Em pacientes que desenvolveram a forma 

crônica digestiva da doença, também foi observado uma exacerbação da resposta 

inflamatória, com a presença de níveis elevados de citocinas como TNF-α, Interleucina - 

1 beta (IL-1β), Interleucina - 6 (IL-6) e alta freqüência de linfócitos T CD4+, células NK, 

mastócitos, macrófagos e eosinófilos. (D'avila Reis et al., 2001; Da Silveira et al., 2007, 

Dutra et al., 2009). 

 

1.4. Diagnóstico na doença de Chagas 

 

Durante a fase aguda da doença de Chagas há um elevado número de formas 

tripomastigotas na circulação periférica do indivíduo, permitindo a identificação direta 

do parasito no sangue. Desta forma, o diagnóstico da infecção durante essa fase é dado 

por meio dos métodos parasitológicos como: o exame direto do sangue ou liquor, lâmina 
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corada de gota espessa, esfregaço, métodos de concentração (Strout, microhematócrito 

ou creme leucocitário) e hemocultura (Ministério da Saúde, 2013). 

Na doença de Chagas crônica métodos de diagnóstico parasitológicos são 

insatisfatórios pois, esta fase é caracterizada pela baixa parasitemia. No entanto, apresenta 

uma elevada produção de anticorpos imunoglobulina G (IgG) anti-T. cruzi, por isso o 

indicado é que o diagnóstico seja realizado pela detecção de anticorpos específicos contra 

o parasito (Organização Mundial da Saúde, 2002; Dias et al., 2016). Por tanto, as técnicas 

mais comumente utilizadas para a realização do diagnóstico nesta fase são: a reação de 

imunofluorescência indireta (RIFI), o ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA) e o 

teste de hemaglutinação indireta (HAI) (Rrassi et al., 2012; Bern, 2015; Balouz, et al., 

2017; Santos et al., 2017). O resultado só é considerado positivo, quando no mínimo dois 

métodos de análise distintos ou de diferentes preparações de antígenos são reativos 

(Organização Mundial de Saúde, 2002; Dias et al., 2016).  

No entanto, os testes sorológicos disponíveis atualmente muitas vezes quando 

realizados apresentam resultados discordantes, com o soro do paciente sendo considerado 

reativo apenas por um dos métodos utilizados. O problema da sorodiscordância ocorre 

principalmente entre indivíduos com baixas concentrações de anticorpos anti-T. cruzi e 

torna o diagnóstico da doença de Chagas crônica inconclusivo (Otani et al., 2009). Estes 

testes também têm a sua especificidade limitada, podendo haver reação cruzada com 

outros tripanosomatídeos, como a Leishmania sp. e Trypanosoma rangeli (Araújo, 1986; 

Silveira et al., 2001; Caballero et al., 2007). Além disso, não são bons métodos para 

avaliar a eficácia do tratamento aplicado, pois menos de 10% dos pacientes chagásicos 

crônicos apresentam reversão da sorologia positiva após o tratamento anti-T. cruzi 

(Gomes et al., 2009).   

O diagnóstico molecular por amplificação de genes específicos através da PCR 

(polymerase chain reaction) ou PCR em tempo real tem sido utilizado de maneira 

complementar aos diagnósticos parasitológico e sorológico. Este método é considerado 

um teste promissor, por ser altamente sensível e fornecer resultados em um curto espaço 

de tempo (Luquetti & Rassi, 2000).  
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1.5. Trypanosoma cruzi: variabilidade intra-específica, proteínas de 

superfície da membrana e o epítopo α-galactosil (α-Gal) 

 

1.5.1. Variabilidade intra-específica   

O T. cruzi é um parasito muito complexo que apresenta uma alta variabilidade 

genética, exibindo assim um amplo grupo de cepas com grande variação intraespecifica 

(Murta & Romanha, 1999; Macedo et al., 2004; Machado et al., 2006), que estão 

distribuídas entre diferentes espécies de insetos vetores e hospedeiros mamíferos 

domésticos e silvestres (Zingales et al., 1998). Esta elevada diversidade genética 

apresentada pelo T. cruzi foi comprovada por diferentes estudos que empregaram: 

técnicas de análises 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 

et al., 1996), RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) (Steindel et al., 1993), 

amplificação do gene do mini-éxon (região do espaçador não transcrito) e do gene 24Sα 

rDNA (Ribosomal DNA ) (região divergente na porção terminal 3’) (Souto et al., 1996). 

 Perante a grande variedade de trabalhos desenvolvidos abordando a 

caracterização de subpopulações de T. cruzi com o objetivo de definir subgrupos deste 

parasito, surgiu a necessidade de padronizar uma classificação genética que seria utilizada 

por todos os pesquisadores. Por tanto foi adotada a divisão de T. cruzi em sete unidades 

de tipagem discretas (DTUs), denominadas TcI a TcVI e TcBat (Zingales et al., 2009; 

2012).  A infecção humana provocada por parasitos classificados dentro da DTU-TcI se 

concentra na América Central e no norte da América do Sul e está associado a casos 

agudos (Miles et al., 1981; Añez et al., 2004; Coura, 2007; Marcili et al., 2009 a, b; 

Valente et al., 2009; Llewellyn et al., 2009b ; Alarcón de Noya et al., 2010; Cura et al., 

2010; Zingales et al., 2012), a cardiomiopatia chagásica (Bosseno et al., 2002; Montilla 

et al., 2002; Añez et al., 2004; Higo et al., 2004; Sánchez-Guillén et al., 2006; Coura, 

2007; Zingales et al., 2012) e a complicações no sistema nervoso central e 

meningoencefalite em indivíduos 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 Limarí no Chile (Apt et al., 1987). Membros desta divisão podem estar relacionados 

tanto ao ciclo silvestre quanto ao doméstico e são os mais amplamente dispersos e 

abundantes nas Américas.  Podem ser encontrados em todos os principais gêneros de 

insetos triatomíneos e em 52 gêneros de mamíferos, sendo vistos com mais frequência 

nas ordens: Marsupialia, Rodentia, Primata, Chiroptera, Xenartha, Carnivora e 

Artiodactyla (Zingales et al., 2012).        

 A DTU-TcII é encontrada predominantemente nas regiões sul e central da 

América do Sul, onde está associada com a ocorrência concomitante de lesões 

compatíveis com as formas cardíaca e digestiva da doença de Chagas crônica. E tem sido 

isolada principalmente de ciclos de transmissão doméstica (Luquetti et al., 1986; Freitas 

et al., 2005; Lages-Silva et al., 2006; Zingales et al., 2012).     

 A DTU-TcIII está associada principalmente ao ciclo silvestre no Brasil e países 

vizinhos. As infecções humanas documentadadas por parasitos membros desta divisão 

são raras (Llewellyn et al., 2009a; Marcili et al., 2009a; Zingales et al., 2012). No entanto, 

a DTU- TcIV embora mostre um padrão de distribuição semelhante na América do Sul 

estando ausente na região do Chaco, ocorre com frequência em humanos sendo a segunda 

divisão 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 são similares e híbridas das DTUs: TcII e TcIII 

(Sturm et al., 2003; Sturm & Campbell, 2010). Membros destas duas divisões, também 

foram associadas com a ocorrência concomitante de lesões compatíveis com as formas 

cardíaca e digestiva da doença de Chagas crônica, na região 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-Tcbat foi identificada previamente em morcegos e está associada 

principalmente ao ciclo silvestre (Zingales et al., 2012; Brenière et al., 2016). Não se sabe 

ainda em qual inseto vetor os parasitos classificados dentro desta divisão se desenvolvem, 

no entanto suspeita-se que seja em espécies de triatomíneos encontradas em refúgios de 

morcegos, ou cimicídeos, vetores de Trypanosoma dionisii na 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. Proteínas de superfície da membrana  

   

O tripanossomatídeo T. cruzi expressa na superfície de sua membrana uma grande 

variedade de proteínas. A expressão destas moléculas de superfície é modificada de 

acordo com o ambiente que o parasito é exposto, durante o seu ciclo de vida (Pech-Canul, 

et al., 2017). Diferentes estudos realizados para elucidar as funções que estas proteínas 

exercem, concluiram que muitas destas moléculas são cruciais para o processo de 

interação com o hospedeiro, desempenhando um papel fundamental durante a adesão e 

invasão de células, na adaptação, diferenciação e evasão do parasito no decorrer do seu 

ciclo de vida. O que indica que a capacidade de sobrevivência de T. cruzi no hospedeiro 

em parte está relacionada a composição diversificada da sua superfície (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 proteínas foram classificadas de acordo com suas características dentro de 

famílias nas quais as: mucinas, trans-sialidases, TcGP63 (T. cruzi GP63), amastinas, 

TcTASV (proteínas ricas em alanina, serina e valina em tripomastigota), MASPs 

(proteínas de superfície associadas à mucina) e cruzipains, atualmente são conhecidas 

como as mais abundantes e/ou relevantes durante o ciclo de vida do parasito (Pech-Canul, 

et al., 2017). Muitos membros destas famílias são expressos em formas tripomastigotas 

infectantes (Atwood et al., 2005) e podem induzir a ativação 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 infecção (Ropert et al., 2002, Santos et al., 1997; Wizel et al., 1997; 

Martin et al., 2006).   

 

i) Família de proteínas trans-sialidases  

 

A família de proteínas trans-sialidases é altamente polimórfica, 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 infecção celular, a alta variação e a co-expressão destas 

proteínas 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 evasão do sistema imune (Reina-San-Martin et 

al., 2000).           

 As proteínas que fazem parte desta família foram divididas em grupos de I a IV, 

estando envolvidos na sua expressão 1.430 genes incluindo 693 pseudogenes (Moraes 

Barros et al., 2012). A similaridade de sequências apresentadas entre estas moléculas e 

suas propriedades funcionais foram empregados como parâmetros para estabelecer esta 

classificação (Pech-Canul, et al., 2017).       

 O grupo I é composto pelas proteínas: T. cruzi neuraminidase (TCNA), antígeno 

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 proteínas realizam a transferência do ácido siálico presente 

nas células do hospedeiro, para mucinas presentes na membrana plasmática das formas 

tripomastigotas (Pereira, et al., 1980; Zingales, et al., 1987) ou para a água (Schenkman, 

et al., 1991; Prioli, et al., 1990). O processo de sialilação confere ao T. cruzi uma 

superfície carregada negativamente que protege as formas tripomastigotas extracelulares 

de serem eliminadas por anticorpos anti-α-galactosil (anti-α-Gal) (Previato et al., 1985; 

Frasch, 2000; Vercelli et al., 2005; Mucci et al., 2006). E também está envolvido no 

escape do vacúolo parasitóforo para o citoplasma da célula parasitada pelas formas 

tripomastigotas metacíclicas, sendo importante para a internalização do parasito (Rubin-

de-Celis, et al., 2006).         

 O grupo II é formado pelas proteínas: ASP-1 (proteína de superfície amastigota 

1), ASP-2 (proteína de superfície amastigota 2), TSA-1 (antígeno de superfície 

tripomastigota 1), Tc85 (glicoproteína 85 kDa), SA85 (Sialidase 85 kDa), GP82 

(glicoproteína 82 kDa) e GP90 (glicoproteína 90 kDa), expressas nas formas 

tripomastigota e amastigota. As proteínas deste grupo apresentam diversas funções na 

interação parasito-hospedeiro, especificamente na adesão e invasão da célula hospedeira 
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(Ouaissi, et al., 1988; Colli, 1993; Colli & Alves, 1999).    

 O grupo III é constituído  pelas proteínas: CRP (proteína regulatória do 

complemento), FL-160 (proteína associado ao flagelo 160), CEA (exoantígeno da face 

crônica) e TESA (antígeno secretado e excretado de tripomastigota), presentes na 

superfície de formas tripomastigotas sanguíneas (Correa,  et al., 2013). A TESA é 

distribuída na membrana da superfície celular de T. cruzi (Berrizbeitia, et al., 

2006; Matsumoto, et al., 2002) enquanto CRP, FL-160 e CEA são proteínas de membrana 

associadas aos flagelos (Norris, et al., 1997; Cetron, et al., 1992). Essas proteínas inibem 

as vias clássica e alternativa de ativação 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 IV é composto por proteínas de superfície de formas tripomastigotas cuja 

função biológica ainda é desconhecida (Pech-Canul, et al., 2017).   

 

ii) Família de proteínas de superfície associadas à mucina 

(MASP)  

 

A família de proteínas MASPs é composta por glicoproteínas ancoradas por 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) expressas na superfície de T. cruzi, que podem ser 

secretadas para o meio extracelular (Atwood et al., 2005; Bartholomeu et al., 2009; Bayer-

Santos et al., 2013; Serna et al., 2014).  Seus membros contêm domínios conservados nos 

terminais N e C que codificam um peptídeo sinal e um sítio de adição de âncora de GPI, 

respectivamente. No entanto apresentam uma região central altamente variável e 

repetitiva (El-Sayed, et al., 2005). Estudos sobre o genoma de T. cruzi demonstraram que 

1.377 genes e 433 pseudogenes estão envolvidos na sua expressão, correspondendo 

aproximadamente 6% do genoma diplóide do parasito (Arner E, et al., 2007).   

As proteínas que fazem parte desta família são os antígenos mais abundantes 

encontrados na superfície 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 expressão 

https://www.sinonimos.com.br/constituido/
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na superfície destas formas evolutivas sugere que algumas destas proteínas desempenham 

um papel biológico importante na sobrevivência e multiplicação do parasito.  

 Diferentes estudos propuseram que a enorme variabilidade de sequências, 

expressas na superfície das formas tripomastigotas de proteínas que pertencem a família 

MASP, podem estar ajudando a formar um grande repertório de peptídeos.  Que podem 

interagir com diferentes receptores celulares, estando assim associadas com processos 

que envolvem adesão e infecção (Chuenkova & Pereira Perrin 2004; Bartholomeu et al., 

2009).            

 Além disso, estudos também têm sugerido que a alta variação e a co-expressão de 

membros desta família, podem mediar tanto respostas imunológicas independentes de 

células T específicas, como não específicas e estar relacionadas com a promoção da 

ativação de linfócitos B policlonais. O que pode difundir a resposta imune, impedindo o 

desenvolvimento de uma resposta específica e neutralizante contra o parasito e sua 

completa eliminação. Podendo estes fenômenos estarem fazendo parte dos mecanismos 

de evasão 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. Epítopo α-galactosil (α-Gal)  

 

A superfície de formas tripomastigotas, amastigotas e epimastigostas de T. cruzi 

também é revestida por glicoproteínas tais como mucinas ancoradas a GPI, que exibem 

o resíduo terminal não redutor α-galactosil, altamente imunogênico (Souto-Padron et al., 

1994). Este carboidrato denominado epítopo α-Gal apresenta a estrutura química: Galα1-

3Galβ1-4GlcNAc-R (Schocker et al., 2016), e é sintetizado pela enzima α1,3-

galactosiltransferase (α1,3GT) dentro do complexo de Golgi (Blanken & Van den 

Eijnden, 1985).          

 Protozoários como Leishmania spp. (Avila, Rojas & Galili, 1989), Plasmodium 

falciparum (Ramasamy & Rajakaruna, 1997), Trypanosoma brucei (Pingel et al., 1999), 

assim como células de mamíferos não primatas e de macacos da América do Norte, 

Central e Sul, também o expressam na superfície de sua membrana. No entanto, está 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4814445/#B77
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4814445/#B77
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4814445/#B65
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4814445/#B45
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4814445/#B37
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ausente em macacos da Europa, Ásia e África, símios e humanos (Galili et al., 1987; 

Galili et al., 1988).  

O epítopo α-Gal, estimula uma elevada produção de anticorpos anti-α-Gal em 

humanos infectados pelo T. cruzi, tanto na fase aguda, quanto crônica da doença 

(Travassos & Almeida, 1993; Almeida et al., 1994; Soares et al., 2012; Izquierdo et al., 

2013).  Estes anticorpos anti-α-Gal ligam-se aos epítopos α-Gal na superfície de T. 

cruzi e induzem a lise do parasito mediada pelo complemento, contribuindo para o 

combate a infecção (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 vacinação com este antígeno induz proteção 

considerável 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 doença de Chagas  

 

Atualmente o Nifurtimox e o Benznidazol são os únicos medicamentos que 

obtiveram sucesso no tratamento humano da doença de Chagas (Dias, 2006). No entanto, 

diferentes estudos demonstraram variações na eficácia terapêutica destes fármacos de 

acordo com a fase da doença. Ensaios clínicos demonstraram que ambas as drogas têm 

atividade significativa durante a fase aguda, causando cura parasitológica 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 crônica tardia da 

doença, com índices 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 crônicas da doença, é ainda uma questão que precisa ser 

elucidada (Silveira et al., 2000).   
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 Estes fármacos também possuem eficácia terapêutica variável de acordo com a 

metodologia utilizada para verificação da cura, a dose, o tempo do tratamento, a idade e 

origem geográfica do paciente (Guedes et al., 2006). As diferenças genéticas entre as 

populações de parasitos e de hospedeiros vertebrados e invertebrados, presentes nas 

distintas regiões geográficas também influenciam na resposta ao tratamento (Andrade et 

al., 1992). Temos que considerar ainda que, os medicamentos são altamente tóxicos e 

provocam uma serie de reações adversas, tem pouca atividade em pacientes 

imunossuprimidos, requerem posologia por períodos muito longos e um alto custo 

(Boscardin et al., 2010). Por tanto, os baixos índices de cura detectados na fase crônica 

associados a gravidade dos efeitos colaterais provocados pelo tratamento, fazem com que 

muitos médicos optem por não tratar os indivíduos chagásicos crônicos (Urbina & 

Docampo, 2003).         

 Assim, diante deste cenário é necessário o desenvolvimento de novos fármacos e 

de estratégias terapêuticas alternativas para o tratamento da doença de Chagas (Urbina, 

2009). Desta forma, a utilização terapêutica de vacinas pode ser uma alternativa para 

melhorar a eficácia do tratamento atual e assim, proporcionar um melhor prognóstico para 

o paciente (Rodríguez-Morales et al., 2015).       

 Além da quimioterapia, uma vacina pode fornecer uma medida preventiva 

adequada para controlar a disseminação da doença (Arce-fonseca et al., 2015; Rodríguez-

morales et al., 2015). Uma vez que, a presença de espécies de insetos vetores difíceis de 

serem controladas por inseticidas ou resistentes ao tratamento dificultam a realização do 

controle vetorial, que é a principal forma de combate à infecção pelo T. cruzi em áreas 

endêmicas (Schofield et al., 2006). E ainda devemos considerar que as rotas de 

transmissão secundárias: como as transfusões, transplantes, o contágio por via congênita 

e oral, que consistem nas principais formas de infecção em locais fora das áreas 

endêmicas ou onde a presença do inseto vetor foi controlada, são difíceis de serem 

contidas. Além de exigirem altos investimentos para a realização de triagem laboratorial 

dos doadores de sangue e órgãos (Coura &Viñas, 2010).    

 Uma vacina profilática ideal no caso da doença de Chagas, provavelmente seria 

aquela capaz de ser reconhecida simultaneamente por linfócitos T (CD4+, CD8+) e B de 



47 

 

 

 

memória, provocando assim durante a infecção a ativação sistemática tanto da resposta 

imune celular, quanto da imunidade humoral. Uma vez que estudos realizados 

demonstraram que a resistência a infecção pelo T. cruzi está associada a ativação 

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 ativação imunológica de macrófagos infectados e com a destruição intracelular de 

parasitos por células do tipo Thl, produtoras de IFN-γ. E no caso de células Th2, com a 

indução da produção de anticorpos líticos protetores por células B (Brener, 1986). 

Enquanto, os linfócitos T CD8+ específicos além de também produzirem IFN-γ e outras 

citocinas que estimulam células do sistema imunológico (Travassos & Almeida, 1993), 

promovem resistência à infecção pelo T. cruzi através de sua atividade citotóxica direta 

mediada por perforina, que limita a infecção por reconhecer e matar células infectadas 

(de Alencar et al., 2009; Junqueira et al., 2010).    

 Porém, para uma vacina ser realmente eficiente contra a doença de Chagas tem 

que possuir epítopos capazes de serem reconhecidos por toda a população 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 variação e a escassez de informações sobre as 

proteínas expressas na superfície celular do parasito em diferentes estágios, cepas e 

linhagens filogenéticas, dificulta o desenvolvimento de uma vacina contra a doença de 

Chagas (Rodrigues et al., 2009).  

 Ao longo dos anos, diferentes antígenos como: proteínas recombinantes, 

purificadas e DNA, lisados, extratos, formas atenuadas ou mortas, de T. cruzi ou de micro-

organismo, já foram testados quanto à sua eficácia no controle da infecção. No entanto, a 

maioria destes forneceram parcial ou nenhuma proteção (Rodríguez-Morales et al., 2015). 

Porém, recentemente carboidratos (Portillo et al., 2019) e proteínas (Pech-Canul et al., 

2017) expressos na superfície da membrana de T. cruzi têm sido apontados como 

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

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 proteína trans-sialidase (TS), poderia ser um 

importante alvo vacinal, uma vez que seus epítopos são reconhecidos por linfócitos T 

CD8+ de memória, células envolvidas no desenvolvimento de formas severas da doença 

em mecanismos modulados por IFN-γ (Araújo et al.,2007; Fiúza et al., 2009). 

Recentemente uma vacina quimérica denominada Traspain, contendo domínios desta 

proteína e da ASP2, mostrou ter a capacidade de ativar células T CD4+ e CD8 +, controlar 

a disseminação do parasito e de prevenir o dano tecidual durante a fase crônica em 

diferentes modelos experimentais murino de infecção pelo T. cruzi (Sanchez Alberti. et 

al., 2017). As proteínas Tc24 (proteína flagelar ligada ao cálcio) e TSA-1, quando testadas 

também como antígenos vacinais, ambas como proteínas recombinantes, apresentaram 

um desempenho semelhante no controle da infecção e na capacidade de ativação da 

resposta adaptativa celular (Villanueva-Lizama et al., 2018).  

Membros da família MASP também vêm sendo considerados valiosos alvos para 

o desenvolvimento de vacinas, para tratar ou mesmo prevenir o processo de infecção, pois 

possuem vários epítopos que apresentam afinidade por moléculas do Major 

Histocompatibility Complex (MHC) de classe I e II (Nakayasu et al., 2012). Um peptídeo 

com sobreposição de epítopos capazes de ativar células T e B, selecionado a partir de um 

membro desta família, já foi testado como antígeno vacinal em um modelo experimental 

murino de infecção pelo T. cruzi. Os resultados apresentados pelo estudo foram 

promissores, as vacinações reduziram a mortalidade, a carga parasitária 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 o epítopo α-Gal, como mencionado anteriormente. A vacinação com este antígeno 

induziu uma forte resposta humoral mediada por anticorpos anti-α-Gal específicos e 

também provocou redução na carga parasitária e mortalidade em um modelo 

experimental murino durante a infecção pelo parasito (Portillo et al., 2019).    
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1.7. A utilidade do Bacteriófago modificado Qβ (Qβ-VLP) e do modelo 

experimental C57BL/6, depletados para os genes da enzima 

α1,3galactosiltransferase (α1,3GT-KO) para o desenvolvimento de vacinas 

contra o T. cruzi  

 

1.7.1. Bacteriófago modificado Qβ (Qβ-VLP) 

Um grande desafio enfrentado por pesquisadores no desenvolvimento de vacinas 

que utilizam moléculas antigênicas muito pequenas como os peptídeos, é que embora 

consigam se ligar aos receptores dos linfócitos T e B, estas moléculas não apresentam a 

capacidade de ativá-los. Assim, existe a necessidade de inseri-las a estruturas carreadoras 

antes das vacinações para melhorar a sua exposição ao sistema imune. Por tanto, a 

utilização de plataformas estáveis, de fácil obtenção, que apresentam um número elevado 

de locais de conjugação, como as partículas virais (vírus like particle - VLPs), é uma 

alternativa promissora para o desenvolvimento de vacinais terapêuticas ou profiláticas 

(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 partículas virais (vírus like particle - VLPs) mais comumente utilizadas 

destacam-se as proteínas de revestimento do bacteriófago Qβ.  Um membro da família 

Leviviridae, constituido por um capsídeo icosaédrico de 180 subunidades de proteínas 

que formam um dímero interdigitado com domínios α-hélice sobre regiões adjacentes de 

folha β (Brown, et al., 2009; Fiedler et al., 2012; Schwarz & Douglas, 2015). Suas 

proteínas de revestimento podem ser consideradas excelentes estruturas carreadoras, pois 

podem receber em sua superfície diferentes moléculas antigênicas, tornando possível a 

exposição de mais de um tipo de antígeno ao sistema imune ao mesmo tempo (Kozlovska 

et al., 1993, Patel & Swartz, 2011; Hovlid et al., 2014).    

 Essas partículas também são eficazes em induzir uma potente resposta imune 

mediada por células T e B, devido à grande quantidade de moléculas antigênicas que 

podem receber em sua superfície e serem apresentadas ao sistema imunológico (Keller et 

al., 2010). Além disso, não transportam material genético perdendo a sua capacidade 

replicativa, não sendo assim infecciosas (Schwarz & Douglas, 2015). Podem ser 
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produzidas de forma recombinante, em grande escala, mantendo suas características 

moleculares frente a: variações de temperatura, potencial hidrogeniônico (pH), 

composição do solvente (Ashcroft et al., 2005; Johnson et al., 2007) e durante os 

processos de modificações químicas (Fiedler et al., 2012), o que torna sua aplicação muito 

viável.           

 O bacteriófago modificado Qβ (Qβ-VLP), já foi utilizado em ensaios clínicos em 

humanos, sendo empregado como plataforma para uma vacina contra o vírus H1N1 (Low 

et al., 2014), a dependência de nicotina (Maurer et al., 2005) e para reduzir a pressão 

arterial sanguínea, através da vacinação com um peptídeo derivado da angiotensina II 

(Ambühl et al., 2007). Em estudos realizados com modelos experimentais murinos, foi 

utilizado para construir vacinas para prevenção de doenças inflamatórias (Spohn et al., 

2007), para tratamento da obesidade (Fulurija et al., 2008) e da aterosclerose (Tissot et 

al., 2013). Também já foi relatado, o uso do bacteriófago modificado Qβ (Qβ-VLP), como 

plataforma para a apresentação de antígenos associados a tumores (Yin et al., 2013). Além 

disso, foi utilizado em estudos que procuravam avaliar a eficácia de antígenos vacinais 

contra a infecção por Plasmodium vivax (Alves et al., 2017) e que buscavam investigar a 

imunogenicidade da proteína circunsporozoíta (CSP) de Plasmodium falciparum (Khan 

et al., 2015).   

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

enzima α1,3galactosiltransferase (α1,3GT-KO) 

A resposta imune desencadeada após a infecção pelo T. cruzi em mamíferos não 

primatas e macacos do novo mundo não se assemelha à gerada por humanos.  Estes 

animais expressam na superfície de suas células o epítopo α-Gal, não sendo capazes de 

desenvolver uma reposta humoral que produz em abundância anticorpos anti-α-Gal. 

Assim, estudos que utilizam estes animais como modelos experimentais de infecção pelo 

T. cruzi, podem não esclarecer a participação dos mecanismos protetores desencadeados 

por estes anticorpos contra o parasito (Almeida et al., 1991; Gazzinelli et al., 1991; 

González et al., 1995; LaTemple & Galili, 1998; Chiang et al., 2000).  

 Os camundongos da linhagem C57BL/6, depletados para os genes da enzima 
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α1,3galactosiltransferase (α1,3GT-KO), são incapazes de sintetizar o epítopo α-Gal 

(Galili, 1991). Recentemente, diferentes trabalhos demonstraram que estes animais 

representam um modelo experimental útil para o desenvolvimento de estudos que buscam 

testar a eficácia de antígenos vacinais contra doença de Chagas.   Uma vez que mimetizam 

a resposta imune humoral humana, na produção de altos títulos de anticorpos anti-α-Gal, 

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

 

Até o presente momento, não existem vacinas disponíveis para a prevenção ou 

que contribuam com tratamento da doença de Chagas em seres humanos. Levando em 

consideração este cenário, buscamos avaliar a eficácia como antígenos vacinais de 

peptídeos sintéticos, selecionados a partir de proteínas expressas na superfície de T. cruzi 

e suas associações com o epítopo α-Gal, acoplados ao bacteriófago modificado Qβ (Qβ-

VLP). 

 Estes peptídeos foram selecionados através de ferramentas de imunoinformática, 

pelo Instituto Nacional de Matemática e Síntese Biológica (NIMBioS, Universidade do 

Tennessee, Knoxville, EUA), por um estudo prévio realizado pelo Dr. Alexandre Ferreira 

Marques em colaboração com o Dr. Clemente Aguilar. Porém, as eficácias como 

antígenos vacinais em um modelo experimental murino de infecção pelo T. cruzi, até 

então não foram testadas por nenhum outro estudo.     

 O peptídeo selecionado a partir da proteína TS e o outro obtido a partir de um 

membro da família MASP, avaliados neste estudo, são considerados potenciais 

candidatos a uma vacina contra a infecção pelo T. cruzi, por apresentarem epítopos que 

são reconhecidos por linfócitos T CD4+ e CD8+ de memória. Por tanto, provavelmente 

podem induzir a ativação de uma resposta imune adaptativa mediada por linfócitos T 

durante a infecção, que forneça resistência ao hospedeiro.    

 Além disso, buscamos avaliar a eficácia dos peptídeos selecionados a partir da 

proteína TS e MASP, associados ao epítopo α-Gal. Visto que, imunizações com antígenos 

capazes de induzir a ativação da resposta imune adaptativa, mediada tanto por linfócitos 

T (como estes peptídeos), quanto por linfócitos B (como o epítopo α-Gal), provavelmente 

podem ser mais eficazes em fornecer resistência a infecção pelo T. cruzi. Uma vez que, 

estudos já demonstraram que o controle da disseminação do parasito, está associada a 

ativação simultânea de ambos os tipos de respostas imunes.  

Estes antígenos foram sintetizados e acoplados ao bacteriófago modificado Qβ 

(Qβ-VLP) pelo Dr. Finn, M. G. do Instituto de Tecnologia da Georgia (Atlanta, Georgia, 

EUA). Está partícula 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 à grande 

quantidade de moléculas antigênicas que podem receber em sua superfície, que leva ao 

aumento do número de epítopos que são apresentados ao sistema imunológico. Além 

disso, é segura por não ser infecciosa, é altamente estável, mantendo suas características 

moleculares frente a alterações físicas e químicas e pode ser produzida de forma 

recombinante, em grande escala, o que torna sua aplicação muito viável. Outro aspecto 

importante que foi levado em consideração na escolha desta partícula viral como estrutura 

carreadora, é que está plataforma vem sendo utilizada em vacinas construídas para uso 

em humanos. 

Camundongos da linhagem C57BL/6 depletados para os genes da enzima 

α1,3galactosiltransferase (α1,3GT-KO) foram utilizados como modelo experimental, por 

mimetizarem a resposta imune humoral humana na produção de altos títulos de anticorpos 

anti-α-Gal, quando previamente infectados pelo T. cruzi. Portanto, são excelentes 

modelos experimentais para estudos que buscam testar a eficácia de antígenos vacinais 

contra a doença de Chagas.        

 Deste modo, este estudo que utiliza camundongos que simulam a resposta imune 

humana na produção de anticorpos anti-α-Gal como modelo experimental, e antígenos 

capazes de ativar simultaneamente a resposta adaptativa celular e humoral destes, pode 

ser um importante passo para o desenvolvimento de uma vacina profilática eficaz contra 

infecção pelo T. cruzi.   
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo Geral 

 

Avaliar a eficácia de antígenos vacinais, acoplados ao bacteriófago modificado 

Qβ (Qβ-VLP), contra a infecção pelas cepas Y e Colombiana do Trypanosoma 

cruzi, em camundongos C57BL/6 α1,3galactosiltransferase knockout (α1,3GT-

KO). 

 

3.2. Objetivos Específicos  

 

• Avaliar a resposta imune humoral, através da dosagem dos níveis de anticorpos 

IgG total no soro, antes e após a infecção experimental pelo T. cruzi, reativos aos 

peptídeos sintéticos selecionados a partir das proteínas: TS, MASP e ao epítopo 

α-Gal usados nas vacinações dos camundongos. 

 

• Analisar o efeito da vacinação com os peptídeos sintéticos selecionados a partir 

das proteínas: TS e MASP, com o epítopo α-Gal e as associações TS/MASP, 

TS/α-Gal, MASP/α-Gal e TS/MASP/α-Gal sobre a evolução da infecção 

experimental pelo T. cruzi, através da avaliação da carga parasitária no sangue e 

nos tecidos cardíacos. 

 

• Avaliar as alterações na massa corporal e a capacidade de sobrevivência, em 

camundongos vacinados com os peptídeos sintéticos selecionados a partir das 

proteínas: TS e MASP, com o epítopo α-Gal e as associações TS/MASP, TS/α-

Gal, MASP/α-Gal e TS/MASP/α-Gal, durante a infecção experimental pelo T. 

cruzi.  

 

• Analisar o efeito da vacinação com os peptídeos sintéticos selecionados a partir 

das proteínas: TS e MASP, com o epítopo α-Gal e as associações TS/MASP, 
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TS/α-Gal, MASP/α-Gal e TS/MASP/α-Gal sobre a evolução das lesões cardíacas, 

após a infecção experimental pelo T. cruzi, através da quantificação do infiltrado 

inflamatório, das alterações degenerativas e hipertrofia. 

 

• Determinar o perfil de citocinas teciduais pró-inflamatórias e anti-

inflamatórias/moduladoras, em camundongos vacinados com os peptídeos 

sintéticos selecionados a partir das proteínas: TS e MASP, com o epítopo α-Gal e 

as associações TS/MASP, TS/α-Gal, MASP/α-Gal e TS/MASP/α-Gal, durante a 

infecção experimental pelo T. cruzi.  

 

• Verificar a ocorrência do efeito sinérgico da vacinação entre as diferentes 

associações entre os peptídeos sintéticos selecionados a artir das proteínas: TS, 

MASP e o epítopo α-Gal. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

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 Galvão. 

A cepa Y de T. cruzi – DTU II (Zingales et al., 2009) foi isolada de um paciente na fase 

aguda da doença de Chagas por Pereira de Freitas, em 1950, em Marília, São Paulo e 

posteriormente estudada e descrita por Silva e Nussenzweig (1953). A cepa Colombiana 

de T. cruzi - DTU I (Zingales et al., 2009) foi isolada de um paciente na Colômbia 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 α1,3-galactosiltransferase (α1,3GT-KO), fêmeas com 

idade entre 6 a 8 semanas. Os camundongos foram doados pelo Diretor Peter Cowan, 

Hospital São Vicente, Austrália e Dr. Janda, Scripps, Estados Unidos e são criados e 

mantidos no biotério da Universidade Federal de Minas Gerais, Departamento de 

Parasitologia. Em condições 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 presença e ausência de luz, 

recebendo ração comercial específica para a espécie (Presense/Archer Daniels Midland 

Company) e água ad libitum.  

Todos os experimentos foram aprovados e conduzidos de acordo com as diretrizes 

do Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais 

(protocolo nº 255/2013).  
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4.3. Preparo do bacteriófago modificado Qβ (Qβ-VLP) e sua ligação aos 

peptídeos selecionados a partir das proteínas: TS e MASP, ao epítopo α-Gal 

e a glucose 

 

 A produção do bacteriófago modificado Qβ (Qβ-VLP) preparado para ser 

utilizado como estrutura carreadora, a síntese e a ligação dos peptídeos selecionados a 

partir das proteínas: TS e MASP, do epítopo α-Gal e da glucose a estas estruturas foi 

realizada em colaboração com o Dr. M. G. Finn, do Departamento de Quimica e 

Bioquimica, do Instituto de Tecnologia da Georgia, Atlanta, Georgia, EUA. Após os 

bacteriófagos Qβ serem isolados de culturas a partir do sistema de expressão em 

Escherichia coli, estas partículas foram preparadas conforme o método descrito por 

Fiedler et al. (2010), envolvendo a instalação de um ligante curto terminado em azida na 

superfície do capsídeo. Os peptídeos selecionados a partir das proteínas: TS e MASP, o 

epítopo α-Gal e a glucose sintetizados foram então ligados covalentemente ao 

bacteriófago modificado Qβ (Qβ-VLP) por ligação azida/alcino (Hong et al., 2009). Uma 

média de 28 e 34 unidades dos peptídeos selecionados a partir das proteínas: TS e MASP 

e 180 unidades do epítopo α-Gal e da glucose, foram ligadas por partícula, 

respectivamente. De acordo com a análise por espectrometria de massa, a estrutura do 

capsídeo permaneceu intacta e altamente estável para armazenamento em longo prazo.  

 

4.4.  Fluxograma metodológico  

Camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO fêmeas foram divididos em 9 grupos 

experimentais. Os camundongos foram vacinados com três doses, em intervalos de sete 

dias, que continham os peptídeos selecionados a partir das proteínas: TS e MASP, o 

epítopo α-Gal e as associações TS/MASP, TS/α-Gal, MASP/α-Gal, TS/MASP/α-Gal, 

acoplados ao Qβ-VLP. Como grupo controle infectado não vacinado, foram utilizados 

camundongos que receberam doses do carboidrato glucose também acoplado Qβ-VLP 

(Qβ-controle). Uma semana após receberem a última dose de vacinação, os camundongos 

foram infectados pela cepa Y ou Colombiana do T. cruzi (Fig. 3).  ‘ 

 A avaliação da resposta humoral desenvolvida pelos camundongos após serem 
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submetidos a vacinação e durante a infecção, foi realizada através da dosagem dos níveis 

de anticorpos IgG total reativos aos peptídeos selecionados a partir das proteínas:  TS, 

MASP e ao epítopo α-Gal por ELISA. Para isso, amostras de sangue foram coletadas a 

partir da mandíbula dos camundongos, na veia facial, antes da inoculação da primeira 

dose da vacina ou do Qβ-controle, cinco dias após os camundongos receberem a terceira 

dose e por punção cardíaca, após a infecção, quando foram eutanasiados (Figs. 3, 4 e 5).

   

 

 

A parasitemia dos grupos experimentais, infectados pela cepa Y, foi avaliada 

diariamente, a partir do 5° até 15° dia após a infecção, exceto nos experimentos em que 

os camundongos foram eutanasiados no 8° dia de infecção, durante a fase aguda da 

doença (Fig. 4). Enquanto os níveis 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 após a infecção, exceto nos experimentos em que os 

camundongos foram eutanasiados no 22° dia de infecção, durante a fase aguda da doença 

(Fig. 5).           

 A massa corporal e a capacidade de sobrevivência dos camundongos infectados 

foram acompanhadas, até o momento da eutanásia. Camundongos vacinados com os 

peptídeos selecionados a partir das proteínas: TS, MASP, com o epítopo α-Gal e com as 

associações TS/MASP, TS/α-Gal, MASP/α-Gal, TS/MASP/α-Gal, acoplados ao Qβ-

Figura 3. Protocolo de vacinação, infecção pela cepa You Colombiana do T. cruzi e coleta 

de sangue. 
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VLP, infectados pela cepa Y foram eutanasiados em intervalos de tempo: 8 e 36 dias após 

a infecção, durante a fase aguda e crônica da doença, respectivamente (Fig. 4). Enquanto 

camundongos infectados com a cepa Colombiana foram eutanasiados em intervalos de 

tempo: 22 e 190 dias após a infecção, também durante a fase aguda e crônica da doença, 

respectivamente (Fig. 5).        

 As amostras de sangue coletadas durante a eutanásia dos camundongos 

sobreviventes foram destinadas para a avaliação da concentração de anticorpos 

específicos, como já mencionado anteriormente. Enquanto os corações foram divididos e 

cada fragmento foi armazenado para realização das análises histopatológicas e dosagem 

de citocinas cardíacas por ensaio de ELISA.      

 Análises histopatológicas semi-quantitativas da inflamação, alterações 

degenerativas e hipertrofia foram realizadas para avaliação das lesões no tecido cardíaco, 

após a infecção experimental pelo T. cruzi. Enquanto a contagem dos ninhos de 

amastigotas, presentes nos cortes histológicos foi feita para quantificar a carga parasitaria. 

 Os níveis das citocinas teciduais pró-inflamatórias: IL-12p40, IFN-, e anti-

inflamatórias/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 imunológica desenvolvida pelos 

camundongos, durante a infecção experimental pelo T. cruz.   
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Figura 4. Intervalo de tempo em que a parasitemia foi acompanhada e os grupos avaliados 

foram eutanasiados após a infecção pela cepa Y. (A) Camundongos que tiveram os níveis 

de parasitos no sangue quantificados diariamente, a partir do 5° dia após a infecção e foram 

eutanasiados no 8° dia, durante a fase aguda. (B) Camundongos que tiveram os níveis de 

parasitos no sangue quantificados diariamente, a partir do 5° até 15° dia após a infecção e 

foram eutanasiados 36° dia, durante a fase crônica da doença.  
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Figura 5. Intervalo de tempo em que a parasitemia foi acompanhada e os grupos avaliados 

foram eutanasiados após a infecção pela cepa Colombiana. (A) Camundongos que tiveram 

os níveis de parasitos no sangue quantificados em intervalos de 1 dia, a partir do 6° dia após 

a infecção e foram eutanasiados no 22° dia, durante a fase aguda. (B) Camundongos que 

tiveram os níveis de parasitos no sangue quantificados em intervalos de 1 dia, a partir do 6° 

até 46° dia após a infecção e foram eutanasiados 190° dia, durante a fase crônica da doença. 
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4.5. Vacinação e infecção com T. cruzi  

 

Camundongos foram divididos em grupos de 5-10 camundongos e inoculadoscom 

doses que continham 10 µg dos peptídeos selecionados a partir das proteínas: TS, MASP, 

do epítopo α-Gal e das associações: TS/MASP, TS/α-Gal, MASP/α-Gal, TS/MASP/α-

Gal, acoplados ao Qβ-VLP. Como grupo controle infectado não vacinado, foram 

utilizados camundongos que receberam doses que continham 10 µg do Qβ-controle (Tab. 

1).  

Os camundongos, receberam três doses, que foram diluídas em 200 μl de solução 

salina tamponada com fosfatos (PBS1X), em intervalos de 7 dias, aplicadas por via 

intraperitoneal. Uma semana após a última dose de vacinação os camundongos foram 

infectados com 10.000 formas tripomastigotas sanguíneas da cepa Y ou com 1.000 formas 

tripomastigotas sanguíneas da cepa Colombiana de T. cruzi também por via 

intraperitoneal.  

Foram utilizadas para as infecções dos grupos experimentais, formas 

tripomastigotas de T. cruzi, derivadas do sangue de camundongos albinos Swiss, após 

serem mantidas através de sucessivas passagens por via intraperitoneal. 

Tabela 1. Descrição esquemática dos protocolos de vacinação dos camundongos. 

Antígenos utilizados nas vacinações por 

grupo experimental 
Concentração por dose aplicada 

Grupo 1- Qβ-TS 

10 µg/200 μl PBS1X 

 

Grupo 2 - Qβ-MASP 

Grupo 3 - Qβ-α-Gal 

Grupo 4 - Qβ-controle 

Grupo 5 - Qβ-TS/Qβ-MASP 

10 µg de cada antígeno/200 μl PBS1X 
Grupo 6 - Qβ-TS/Qβ-α-Gal 

Grupo 7 - Qβ-MASP/Qβ-α-Gal 

Grupo 8 - Qβ-TS/Qβ-MASP/Qβ-α-Gal 
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4.6. Dosagem dos níveis de anticorpos IgG total reativos aos peptídeos 

selecionados a partir das proteínas: TS, MASP e ao epítopo α-Gal por ELISA  

  

Amostras de sangue foram coletadas a partir da mandíbula dos camundongos, na 

veia facial, antes da inoculação da primeira dose da vacina ou do Qβ-controle e cinco dias 

após os camundongos receberem a terceira dose. Como descrito no item 4.10, amostras 

de sangue também foram coletadas dos camundongos após a infecção, por punção 

cardíaca, quando foram eutanasiados.  

Todas as amostras foram armazenadas em tubos sem anticoagulante. As alíquotas 

de soro foram obtidas pela centrifugação a 3000 χ g durante 15 minutos a 25°C, e 

armazenadas a -20º C até o momento do uso.     

Para realização do ensaio imunoenzimático, microplacas de poliestireno com 96 

poços (NUNC® MaxiSorp /Thermo Fisher Scientific) foram sensibilizadas durante 18 

horas a uma temperatura de 2-8ºC. Para isso, foi adicionado em cada orifício 50 μl de um 

dos peptídeos selecionados a partir das proteínas: TS e MASP ou do epítopo α-Gal, 

acoplados ao Qβ-VLP, diluídos a uma concentração de 0,4μg/ml em 100 mM de tampão 

carbonato/bicarbonato de sódio, pH 9,6.      

 Em seguida, após desprezar todo conteúdo, 200 µl de solução de PBS1X contendo 

1% de albumina sérica bovina (PBS1X – BSA 1%) foram acrescentados em todos os 

orifícios das microplacas, que foram novamente incubadas por cinquenta minutos a 37ºC. 

Depois do bloqueio, foram depositados, em duplicata, 50 µl de soro diluído 1:100, em 

solução PBS1X – BSA 1% e as microplacas foram incubadas por uma hora e trinta 

minutos a 37ºC.  Então foram lavadas três vezes com 200 µl de PBS1X contendo Tween-

20 a 0,05% (PBS1X–T 0,05%) por orifício. 

Posteriormente, foram adicionados 50 µl de anticorpo anti- IgG de camundongo 

conjugados com biotina (GE Healthcare) diluído a 1:5.000 em solução de PBS1X – BSA 

1% e as microplacas foram incubadas por cinquenta minutos a 37º C. Em seguida, após 

uma nova série de lavagens, foram  adicionados 50 µl de  estreptavidina conjungada com 

horseradish peroxidase (HRP) (GE Healthcare) diluído a 1:3.000 em solução de PBS1X 

– BSA 1%. Logo depois da incubação por cinquenta minutos a 37º C, as microplacas 
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foram lavadas novamente, agora por quatro vezes e foram adicionados 100 µl da solução 

de substrato. A solução foi preparada adicionando 2mg de OPD (dicloridrato de o-

fenilenodiamina) e 4µl de peróxido de hidrogênio 30-32%, em 10 ml da solução 

contendo: 30mM ácido cítrico, 50mM fosfato dissódico; pH 5, diluídos em um litro 

de água destilada. Em seguida as microplacas foram incubadas por trinta minutos ao 

abrigo da luz e foram aplicados 50 µl de solução de ácido sulfúrico 4 N em cada poço. 

As leituras de absorbância foram realizadas no leitor de microplaca utilizando o 

comprimento de onda de 492 nm.  

 

4.7. Avaliação da parasitemia 

 

A parasitemia dos grupos experimentais, infectados pela cepa Y, foi avaliada 

diariamente, a partir do 5° até 15° dia após infecção, exceto nos experimentos em que os 

camundongos foram eutanasiados no 8° dia de infecção, durante a fase aguda da doença. 

Enquanto os níveis 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 após-infecção, exceto nos experimentos em que os camundongos foram 

eutanasiados no 22° dia de infecção, durante a fase aguda da doença.  

A carga parasitária foi estimada a partir da contagem dos parasitos, em amostras 

de sangue, coletado a partir da veia caudal, do camundongo, ao microscópio de campo 

claro, usando o método de Brener (Brener, 1962). Uma caixa de retenção que expõem a 

cauda do camundongo foi utilizada para contenção. Cinco microlitros de sangue 

periférico foram obtidos da veia caudal, através de um corte transversal desferido na ponta 

da cauda, utilizando tesoura para procedimento cirúrgico. O fator de correção foi 

calculado para cada microscópio de campo claro utilizado (Brener, 1962). As amostras 

foram examinadas entre lâmina e lamínula na objetiva de 40X (Brener, 1962). O número 

de tripomastigotas sanguíneas móveis foi contado em 50 campos aleatoriamente, de 

forma que se distribuíssem por toda a área da lamínula (Brener, 1962). Os dados foram 

demonstrados como quantidade de tripomastigotas por ml de sangue (Brener, 1962).   

 



65 

 

 

 

4.8. Avaliação das variações na massa corporal   

 

Camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO pertencentes aos grupos experimentais, 

foram pesados individualmente antes da infecção pela cepa Y ou Colombiana de T. Cruzi 

e após, em intervalos de três dias, até o momento em que foram eutanasiados. As 

alterações na massa corporal foram determinadas como um índice, calculado como 

percentual de variação, a partir da fórmula: % mudança da massa corporal= [(massa 

corporal atual/massa corporal antes da infecção) x 100] – 100. Deste modo as variações 

da massa corporal apresentadas pelos camundongos após a infecção puderam ser 

comparadas.  

 

4.9. Avaliação do percentual de sobrevivência 

 

A mortalidade dos grupos experimentais de camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO 

infectados com as cepas Y ou Colombiana de T. Cruzi foi monitorada diariamente, até o 

momento em que os camundongos foram eutanasiados. A taxa de sobrevivência foi 

calculada contando-se todos os camundongos que sobreviveram durante todo intervalo 

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

 

4.10. Eutanásia  

Camundongos vacinados com os peptídeos selecionados a partir das proteínas: 

TS, MASP, com o epítopo α-Gal e com as associações TS/MASP, TS/α-Gal, MASP/α-

Gal, TS/MASP/α-Gal, acoplados ao Qβ-VLP, infectados pela cepa Y foram eutanasiados 

em intervalos de tempo: 8 e 36 dias após a infecção, durante a fase aguda e crônica da 

doença, respectivamente. Enquanto camundongos infectados pela cepa Colombiana 

foram eutanasiados em intervalos de tempo: 22 e 190 dias após a infecção, durante a fase 

aguda e crônica da doença, respectivamente. Foram avaliados 5-10 camundongos por 

grupo, em cada intervalo de tempo determinado.      

 A eutanásia dos camundongos sobreviventes foi realizada por exsanguinação após 

anestesia por via intraperitoneal, utilizando como anestésico 100 mg/kg de quetamina e 
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16 mg/kg de xilazina. Posteriormente, as amostras de sangue coletadas foram processadas 

para obtenção do soro e foi realizada uma incisão ventral, para a retirada do coração. Os 

corações coletados foram divididos, através de cortes desferidos na vertical e destinados 

para análise histopatológica e dosagem de citocinas teciduais por ELISA. 

4.11. Análise histopatológica semi-quantitativa do infiltrado celular, das 

alterações degenerativas e hipertrofia, para avaliação das lesões no tecido 

muscular cardíaco e contagem dos ninhos de amastigotas por microscopia de 

campo claro 

Posteriormente a eutanásia dos camundongos, um fragmento de cada coração 

removido foi fixado em formol tamponado 10% por um período de 7 dias, posteriormente 

foi desidratado em diluições alcoólicas crescentes, diafanizado em xilol, infiltrado e 

incluído em parafina para a confecçãos de blocos e posterior microtomia, colaração e 

montagem das lâminas. Os blocos foram cortados em secções de 4 μm de diâmetro para 

coloração com hematoxilina e eosina (H & E). Após a confecção das lâminas as análises 

histopatológicas quantitativas e semi-quantitativas foram realizadas por microscopia de 

campo claro. As lesões exibidas no miocárdio foram caracterizadas em relação ao 

infiltrado inflamatório, alterações degenerativas e hipertrofia. O parasitismo nos tecidos 

cardíacos foi quantificado pela presença de ninhos de amastigotas.    

 Para análises semi-quantitativas as lâminas foram examinadas em microscópio 

óptico de campo claro acoplado a um sistema de captura digital de Imagem (Motic 2.0). 

Para o score da inflamação do miocárdio foram capturadas 10 imagens aleatórios por 

fragmento com aumento de 20X. O score foi baseado em 4 graus para inflamação do 

miocardio sendo: grau 0 ausência de células inflamatórias em torno dos cardiomiócitos 

(ausente); grau 1 alguns cardiomiócitos possuíam um pequeno número de células 

inflamatórias (discreto); grau 2 alguns cardiomiócitos possuíam em torno inflamação 

significativa (moderado); grau 3 alguns cardiomiócitos possuíam intenso infiltrado 

inflamatório (acentuado).         

 O score baseado em 4 graus de intensidade também foi adotado para alterações 

degenerativas representadas por necrose tecidual, autólise ou degeneração dos 
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cardiomiócitos. Sendo o grau 0 ausência de alterações histopatológicas (ausente); grau 1 

alguns cardiomiócitos apresentavam degeneração (discreto); grau 2 alguns 

cardiomiócitos apresentavam aspecto degenerativo e outros encontravam-se em autólise 

(moderado); grau 3 numerosos cardiomiócitos apresentavam aspecto degenerativo, 

autólise (acentuado).         

 Do mesmo modo, para a análise semi-quantitativa da hipertrofia dos 

cardiomiócitos o score baseado em 4 graus de intensidade foi adotado, onde grau 0 

significava ausência de hipertrofia dos cardiomiócitos (ausente); grau 1 escassos 

cardiomiócitos encontravam-se hipertrofiados (discreto); grau 2 números significativo de 

cardiomiócitos apresentavam hipertrofia (moderado); grau 3 grande número 

cardiomiócitos encontravam-se hipertrofiados (acentuado).     

 Para a contagem dos ninhos amastigotas presentes nos cortes histológicos no 

tecido muscular cardíaco, foi realizado varredura completa das secções do coração dos 

camundongos com aumento de 20X.   

4.12. Quantificação dos níveis de citocinas teciduais pró-inflamatórias e 

anti-inflamatórias/moduladoras por ELISA 

 

4.12.1. Extração de citocinas  

Logo após a eutanásia dos camundongos e a remoção do coração, fragmentos de 

10 mg do tecido cardíaco foram submetidos a maceração em 1 ml de solução de extração 

utilizando um pistilo de polipropileno com ponta cônica e tubos de microcentrífuga de 

1,5 ml. A solução de extração foi preparada a partir de 400 mM cloreto de sódio, 0,05% 

tween 20, 0,5% BSA, 0,1 mM cloreto de benzetônio, 1 mM ácido etilenodiamina tetra-

acético (EDTA), 20 UI de aprotinina, diluídos em PBS1X. Em seguida foi acrescentado 

a solução 0,1 mM fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) diluído em 0,1% de 

dimetilsulfóxido (DMSO).        

 O homogeneizado resultante foi centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm a 4º C 

e o sobrenadante foi recolhido e armazenado a -80º C para a dosagem de citocinas por 

ELISA. 
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4.12.2 Ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA)  

 

Os níveis de IL-12p40, IFN-, 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 detecção dos ensaios são: 15,6 pg/ml para IL-12p40; 3,1 

pg/ml para IFN-; 7,8 pg/ml para IL-4; 31,3 pg/ml para IL-10. As instruções do fabricante 

para a realização dos ensaios foram seguidas e estão resumidamente descritas abaixo.

 Inicialmente todas as amostras após serem descongeladas, foram centrifugadas a 

10.000 rpm por 15 minutos a 4C e diluídas na proporção de 1:2 em solução de PBS1X 

– BSA 1%. Uma curva padrão foi gerada, em cada experimento, construída com 7 

diluições 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 concentração inicial de 1.000 pg/ml 

para IL-12 p40, 200 pg/ml para IFN-, 500 pg/ml para IL-4, 2.000 pg/ml para IL-10. Os 

ensaios imunoenzimáticos foram realizados utilizando-se microplacas de poliestireno 

com 96 poços de meia área (Costar/Corning Incorporated). Foram adicionados 25 μL de 

anticorpos de camundongos anti-IL-12p40, anti-IFN-, anti-IL-4 e anti-IL-10 diluídos 

numa concentração de 1:250 em PBS1X. As microplacas foram sensibilizadas por 18 

horas a uma temperatura de 2-8ºC. Em seguida, foram lavadas cinco vezes com 200 µl de 

PBS1X–T 0,05%.         

 O bloqueio foi realizado com a incubação por 1 hora a temperatura ambiente de 

200 µL de PBS1X – BSA 1% por orifício. Logo após, foram depositados em duplicata 

alíquotas de 25 µl das amostras, da curva padrão e do diluente PBS1X – BSA 1% e as 

microplacas foram incubadas por duas horas a temperatura ambiente.  Então, após cinco 

lavagens foram adicionados 25 µl da solução preparada com anticorpos de camundongos 

anti-IL-4, anti-IL-10, anti-IL-12p40 e anti-IFN- conjugados com biotina na concentração 

de 1:250 ou 1:500 (dependendo das especificações do Kit) e estreptavidina conjungada 

com HRP na concentração de 1:125 ou 1:250 (dependendo das especificações do Kit), 

diluídos em PBS1X – BSA 1%. As microplacas foram incubadas por uma hora a 

temperatura ambiente. Em seguida foram lavadas cinco vezes e foram adicionados 25 µl 
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da solução de substrato. A solução foi preparada adicionando 4 mg de OPD e 2 µl de 

peróxido de hidrogênio 30-32% em 10 ml da solução contendo: 30 mM ácido cítrico, 

50 mM fosfato dissódico; pH 5, diluídos em 1 l de água destilada. As microplacas 

foram incubadas por trinta minutos ao abrigo da luz e foram aplicados 25 µl de solução 

de ácido sulfúrico 4 N em cada poço. As leituras de absorbância foram realizadas no leitor 

de microplaca utilizando o comprimento de onda de 492 nm.   

 A concentração das citocinas nas amostras foi determinada automaticamente, por 

análise do software fornecido pelo leitor de microplaca, a partir dos valores obtidos com 

a curva padrão. A curva padrão foi traçada em um gráfico log-log, para análise dos 

resultados, como determinado pelo fabricante do Kit. Para validação dos ensaios o 

coeficiente de determinação (R2), obtido através de análises da curva padrão, calculado 

automaticamente pelo software do leitor de microplaca, foi avaliado. Foram validados 

somente aqueles ensaios com valores de R2 > 0,99, por oferecerem uma boa confiança, 

indicando haver uma relação direta entre os valores do eixo x e y que constituem a curva 

padrão. 

 

4.13. Análise estatística dos dados 

 Para a análise estatística dos dados foi utilizado o software GraphPad Prism 

(San Diego, E.UA., versão 7.0) para comparação entre os grupos. Para verificar se os 

dados apresentavam distribuição gaussiana, foi utilizado o teste de normalidade de 

D'Agostino & Pearson. O teste de análise de ANOVA two way, seguido pelo pós-teste de 

Bonferroni foi empregado para comparação dos valores apresentados pela curva de 

parasitemia e de variação da massa corporal. O teste de Log Rank foi empregado para 

comparar a taxa de sobrevivência dos camundongos após a infecção com o T. cruzi. O 

Teste de Fisher foi usado para comparar as diferentes proporções de camundongos que 

sobreviverem à infecção.      

 Testes estatísticos também foram empregados para comparação das dosagens 

de anticorpos IgG total no soro, dos níveis máximos de parasitos detectado no sangue 

periférico, do número de ninhos de amastigotas, da intensidade do infiltrado celular, 

alterações degenerativas, hipertrofia e dos níveis de citocinas nos tecidos cardíacos. Para 
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isto, foi empregado o teste T de student para dados paramétricos e o teste de Mann 

Whitney para dados não paramétricos, em análises comparativas entre dois grupos. Para 

a análise comparativa entre três ou mais grupos foi empregado o teste de ANOVA one 

way, seguido pelo pós-teste de Tukey, para dados paramétricos e o teste de Kruskal-

Wallis, seguido pelo pós-teste de Dunns para dados não paramétricos. O teste de Grubb's 

foi utilizado para detectar os “outliers”. As diferenças entre grupos foram consideradas 

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

 

5.1. TÓPICO I: Eficácia dos peptídeos selecionados a partir das proteínas: 

TS e MASP, do epítopo α-Gal e das associações: TS/MASP, TS/ α-Gal, 

MASPα-Gal e TS/MASPα-Gal, acoplados ao Qβ-VLP como antígenos 

vacinais contra a infecção pela cepa Y do T. cruzi, em camundongos C57BL/6 

α1,3GT-KO α-Gal 

 

5.1.1. Cinética da resposta imune humoral em camundongos 

vacinados e infectados  

Os níveis de anticorpos IgG total reativos aos peptídeos selecionados a partir das 

proteínas: TS, MASP e ao epítopo α-Gal, foram avaliados antes das vacinações (pré-

vacinação), 5 dias após a 3°dose (pré-infecção), 8 e 36 dias após a infecção pela cepa Y 

de T. cruzi, no soro dos camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO (n=5-10 por grupo). A 

concentração de anticorpos foi quantificada através do ensaio de ELISA.  

 Anticorpos IgG total anti-TS foram dosados em amostras de camundongos que 

receberam doses de: Qβ-TS, Qβ-TS/MASP, Qβ-TSα-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal. 

Enquanto anticorpos IgG total anti-MASP foram dosados em amostras de camundongos 

que receberam doses de: Qβ-MASP, Qβ-TS/MASP, Qβ-MASP/ α-Gal e Qβ-TS/MASP 

α-Gal. Já anticorpos IgG total anti-α-Gal foram dosados em amostras de camundongos 

que receberam doses de: Qβ-α-Gal, Qβ-TS/ α-Gal, Qβ-MASP/ α-Gal e Qβ-TS/MASP α-

Gal.           

 As análises estatísticas dos dados, mostraram diferenças estatísticas significativas 

entre os níveis de anticorpos IgG total anti-TS, anti-MASP e anti-α-Gal apresentados 

pelas amostras de soro coletadas antes e após as vacinações (5 dias após a 3°dose, 8 e 36 

dias após a infecção). Os resultados demonstraram que as vacinações provocaram uma 

elevada produção de anticorpos, que se mantém ao longo da infecção, por pelo menos 36 

dias após, quando os camundongos foram eutanasiados (Fig. 6, 7 e 8).  
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Figura 6. Concentração de anticorpos IgG total reativos ao peptídeo selecionado a partir 

da proteína TS avaliados antes das vacinações (pré-vacinação), 5 dias após a 3°dose (pré-

infecção), 8 e 36 dias após a infecção (DPI) pela cepa Y de T. cruzi, no soro de 

camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO fêmeas (n=5-10). (A) Camundongos vacinados 

com Qβ-TS. (B) Camundongos vacinados com Qβ-TS/MASP. (C) Camundongos 

vacinados com Qβ-TS/α-Gal. (D) Camundongos vacinados com Qβ-TS/MASP/α-Gal. 

Os resultados estão representados nos gráficos de dispersão A, C e D, destacando a 

mediana e o intervalo interquartil das absorbâncias. O teste de Kruskal-Wallis, seguido 

pelo pós-teste de Dunns, foi aplicado para realização das análises estatísticas dos 

resultados. No gráfico de dispersão B, estão representados destacando a média e SEM 

das absorbâncias. O teste de ANOVA one way, seguido pelo pós-teste de Tukey, foi 

aplicado para realização das análises estatísticas dos resultados. a: representa diferença 

significativa em relação as amostras de soro coletadas antes das vacinações (pré-

vacinação). Os símbolos indicam:  *(p<0,05), **(p<0,01) e ***(p<0,001).   
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Figura 7. Concentração de anticorpos IgG total reativos ao peptídeo selecionado a partir 

da proteína MASP avaliados antes das vacinações (pré-vacinação), 5 dias após a 3°dose 

(pré-infecção), 8 e 36 dias após a infecção (DPI) pela cepa Y de T. cruzi, no soro de 

camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO fêmeas (n=5-10). (A) Camundongos vacinados com 

Qβ-MASP. (B) Camundongos vacinados com Qβ-TS/MASP. (C) Camundongos 

vacinados com Qβ-MASP/α-Gal. (D) Camundongos vacinados com Qβ-TS/MASP/α-

Gal. Os resultados estão representados nos gráficos de dispersão A e B, destacando a 

média e SEM (erro padrão da média) das absorbâncias. O teste de ANOVA one way, 

seguido pelo pós-teste de Tukey, foi aplicado para realização das análises estatísticas dos 

resultados. Nos gráficos de dispersão C e D, estão representados destacando a mediana e 

o intervalo interquartil das absorbâncias. O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-

teste de Dunns, foi aplicado para realização das análises estatísticas dos resultados. a: 

representa diferença significativa em relação as amostras de soro coletadas antes das 

vacinações (pré-vacinação). b: representa diferença significativa em relação as amostras 

de soro coletadas 5 dias após a 3°dose (pré-infecção). c: representa diferença significativa 

em relação as amostras de soro coletadas 8 dias após a infecção (DPI). Os símbolos 

indicam: *(p<0,05), **(p<0,01) e ***(p<0,001).   
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Figura 8. Concentração de anticorpos IgG total reativos ao epítopo α-Gal avaliados antes 

das vacinações (pré-vacinação), 5 dias após a 3°dose (pré-infecção), 8 e 36 dias após a 

infecção (DPI) pela cepa Y de T. cruzi, no soro de camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO 

fêmeas (n=5-10). (A) Camundongos vacinados com Qβ-α-Gal. (B) Camundongos 

vacinados com Qβ-TS/α-Gal. (C) Camundongos vacinados com Qβ-MASP/α-Gal. (D) 

Camundongos vacinados com Qβ-TS/MASP/α-Gal. Os resultados estão representados 

nos gráficos de dispersão A, B, C e D destacando a mediana e o intervalo interquartil das 

absorbâncias.  O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-teste de Dunns, foi aplicado 

para realização das análises estatísticas dos resultados. a: representa diferença 

significativa em relação as amostras de soro coletadas antes das vacinações (pré-

vacinação). Os símbolos indicam:  *(p<0,05), **(p<0,01) e ***(p<0,001).   
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As análises comparativas das absorbâncias, também mostraram que camundongos 

que receberam doses de Qβ-TS/α-Gal (5 dias após a 3°dose (pré-infecção) - 

mediana=1,821; intervalo interquartil=1,653-1,887 e 36 dias após a infecção - 1,7 ± 0,06), 

apresentaram concentrações de anticorpos IgG total anti-TS significativamente maiores, 

em relação aos que receberam doses de Qβ-TS 5 dias após a 3°dose (pré-infecção - 

mediana=1,116; intervalo interquartil=0,8654-1,425, p<0,001) e de Qβ-TS/MASP, 5 dias 

após a 3°dose (pré-infecção - mediana=1,216; intervalo interquartil=0,9514-1,327, 

p<0,001) e 36 dias após a infecção (1,3 ± 0,02, p<0,01) (Fig. 9 A e C). Já camundongos 

que receberam doses de Qβ-TS/MASP/α-Gal (1,6 ± 0,04), apresentaram níveis 

significativamente maiores, em relação aos que receberam doses de Qβ-TS/MASP, 36 

dias após a infecção (1,3 ± 0,02, p<0,05) (Fig. 9 C).     

 Além disso, camundongos que receberam doses de Qβ-MASP (8 dias após a 

infecção - mediana=1,687; intervalo interquartil=1,623-1,779 e 36 dias após a infecção - 

2,2 ± 0,15), apresentaram concentrações de anticorpos IgG total anti-MASP 

significativamente maiores, em relação aos que receberam doses de: Qβ-TS/MASP 

(mediana=1,476; intervalo interquartil=1,429-1,597, p<0,01) e Qβ-TS/MASP/α-Gal 

(mediana=1,477; intervalo interquartil=1,403-1,525, p<0,01), 8 dias após a infecção e de 

Qβ-MASP/α-Gal, 8 (mediana=1,456; intervalo interquartil=1,439-1,508, p<0,01) e 36 

(1,4 ± 0,04, p<0,01), dias após a infecção. Enquanto camundongos que receberam doses 

de Qβ-TS/MASP (2,1 ± 0,03), apresentaram níveis significativamente maiores, em 

relação aos que receberam doses de Qβ-MASP/α-Gal, 36 dias após a infecção (1,4 ± 0,04, 

p<0,05) (Fig. 9 E e F).       

 Ainda, os resultados mostraram que camundongos que receberam doses de Qβ-

TS/α-Gal (mediana=2,671; intervalo interquartil=2,622-2,767), também apresentaram 

concentrações de anticorpos IgG total anti-α-Gal significativamente maiores, em relação 

aos que receberam doses de: Qβ-α-Gal (mediana=2,248; intervalo interquartil=2,001-

2,447, p<0,001) e Qβ-TS/MASP/α-Gal (mediana=2,348; intervalo interquartil=2,287-

2,377, p<0,01), 36 dias após a infecção. Enquanto camundongos que receberam doses de 

Qβ-MASP/α-Gal (mediana=2,532; intervalo interquartil=2,406-2,565) apresentaram 

concentrações significativamente maiores, em relação aos que receberam doses de Qβ-α-
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Gal, 36 dias após a infecção (mediana=2,248; intervalo interquartil=2,001-2,447, p<0,05) 

(Fig. 9 I). Os valores descritos anteriormente entre os parênteses mostram a média e o 

erro padrão da média (SEM) ou a mediana e o intervalo interquartil das absorbâncias das 

amostras de soro dos grupos experimentais. 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 A, B e C. Concentração de anticorpos IgG total reativos ao peptídeo selecionado 

a partir da proteína TS em amostras de soro de camundongos que receberam doses de: 

Qβ-TS, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal. (A) 5 dias após a 3°dose 

(pré-infecção). (B) 8 dias após a infecção (DPI). (C) 36 dias após a infecção (DPI). Os 

resultados estão representados nos gráficos de dispersão B e C destacando a média e SEM 

das absorbâncias. O teste de ANOVA one way, seguido pelo pós-teste de Tukey, foi 

aplicado para realização das análises estatísticas dos resultados. No gráfico de dispersão 

A estão representados destacando a mediana e o intervalo interquartil das absorbâncias. 

O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-teste de Dunns, foi aplicado para realização 

das análises estatísticas dos resultados. a: representa diferença significativa em relação ao 

grupo Qβ-TS, b: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-MASP, c: 

representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-α-Gal, d: representa diferença 

significativa em relação ao grupo Qβ-TS/MASP, e: representa diferença significativa em 

relação ao grupo Qβ-TS/α-Gal, f: representa diferença significativa em relação ao grupo 

Qβ-MASP/α-Gal e g: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-

TS/MASP/α-Gal. Os símbolos indicam: *(p<0,05), **(p<0,01) e ***(p<0,001).   
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Figura 9 D, E e F. Concentração de anticorpos IgG total reativos ao peptídeo selecionado 

a partir da proteína MASP em amostras de soro de camundongos que receberam doses 

de: Qβ-MASP, Qβ-TS/MASP, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal. (D) 5 dias após 

a 3°dose (pré-infecção), (E) 8 dias após a infecção (DPI) e (F) 36 dias após a infecção 

(DPI). Os resultados estão representados nos gráficos de dispersão D e F destacando a 

média e SEM das absorbâncias. O teste de ANOVA one way, seguido pelo pós-teste de 

Tukey, foi aplicado para realização das análises estatísticas dos resultados. No gráfico de 

dispersão E estão representados destacando a mediana e o intervalo interquartil das 

absorbâncias. O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-teste de Dunns, foi aplicado 

para realização das análises estatísticas dos resultados. a: representa diferença 

significativa em relação ao grupo Qβ-TS, b: representa diferença significativa em relação 

ao grupo Qβ-MASP, c: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-α-Gal, 

d: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-TS/MASP, e: representa 

diferença significativa em relação ao grupo Qβ-TS/α-Gal, f: representa diferença 

significativa em relação ao grupo Qβ-MASP/α-Gal e g: representa diferença significativa 

em relação ao grupo Qβ-TS/MASP/α-Gal. Os símbolos indicam: *(p<0,05), **(p<0,01) 

e ***(p<0,001).   
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Figura 9 G, H e I. Concentração de anticorpos IgG total reativos ao epítopo α-Gal em 

amostras de soro de camundongos que receberam doses de: Qβ-α-Gal, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-

MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal. (G) 5 dias após a 3°dose (pré-infecção). (H) 8 dias 

após a infecção (DPI). (I) 36 dias após a infecção (DPI). Os resultados estão representados 

no gráfico de dispersão H destacando a média e SEM das absorbâncias. O teste de 

ANOVA one way, seguido pelo pós-teste de Tukey, foi aplicado para realização das 

análises estatísticas dos resultados. Nos gráficos de dispersão G e I estão representados 

destacando a mediana e o intervalo interquartil das absorbâncias. O teste de Kruskal-

Wallis, seguido pelo pós-teste de Dunns, foi aplicado para realização das análises 

estatísticas dos resultados. a: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-

TS, b: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-MASP, c: representa 

diferença significativa em relação ao grupo Qβ-α-Gal, d: representa diferença 

significativa em relação ao grupo Qβ-TS/MASP, e: representa diferença significativa em 

relação ao grupo Qβ-TS/α-Gal, f: representa diferença significativa em relação ao grupo 

Qβ-MASP/α-Gal e g: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-

TS/MASP/α-Gal. Os símbolos indicam: *(p<0,05), **(p<0,01) e ***(p<0,001).   

 

5.1.2. Eficácia das vacinações no controle da infecção  

 

5.1.2.1. Níveis de parasitemia 

 

A parasitemia dos grupos experimentais de camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO 

vacinados e que receberam doses de Qβ-controle (n=5-10 por grupo), foi avaliada 

diariamente, do 5° até 15° dia após a infecção pela cepa Y. Exceto nos experimentos em 

que os camundongos foram eutanasiados no 8° dia após a infecção. Os grupos avaliados 

receberam doses dos peptídeos selecionados a partir das proteínas: TS e MASP, do 
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epítopo α-Gal e das associações: TS/MASP, TS/α-Gal, MASP/α-Gal e TS/MASP/α-Gal, 

acoplados ao Qβ-VLP. Camundongos que receberam doses do Qβ-controle, foram 

incluidos como grupo controle infectado não vacinado.   

Os dados obtidos mostraram que 85% (84) dos camundongos apresentaram níveis 

de parasitos detectáveis no sangue no 5° dia de infecção. O pico de parasitemia variou do 

7° ao 8° dia após a infecção, em 72% (39) dos camundongos que foram avaliados até o 

15° dia. A análise da curva de parasitemia mostrou que no 7° dia após a infecção os grupos 

vacinados com: Qβ-α-Gal (6,545x104 ± 1,258) e Qβ-TS/MASP (9,390x104 ± 3,902), 

apresentaram níveis de parasitemia significativamente menores (p<0,01; p<0,05, 

respectivamente), quando comparado com o grupo controle (22,700x104 ± 5,470). No 8° 

dia após a infecção apenas o grupo vacinado com Qβ-TS (3,291x104 ± 0,509), apresentou 

níveis significativamente menores (p<0,05), em relação ao grupo controle (15,550x104 ± 

4,484). No entanto, no 9° dia após a infecção os grupos vacinados com: Qβ-TS (3,020x104 

± 0,503; p<0,01), Qβ-α-Gal (4,233x104 ± 1,678; p<0,01), Qβ-TS/MASP (4,380x104 ± 

1,379; p<0,01), Qβ-TS/α-Gal (3,880x104 ± 1,093; p<0,01),  Qβ-MASP/α-Gal (5,080x104 

± 2,444; p<0,05) e Qβ-TS/MASP/α-Gal (5,080x104 ± 1,539; p<0,05), apresentaram níveis 

de parasitemia significativamente menores, quando comparado com o grupo controle 

(13,780x104 ± 7,458). Os valores anteriormente descritos entre os parênteses mostram a 

média e o SEM do nível de parasitos por ml de sangue periférico dos grupos 

experimentais (Fig. 10 A e B). Nos outros dias avaliados, nenhuma diferença estatística 

significativa foi observada, entre os níveis de parasitemia dos grupos experimentais que 

receberam doses de: Qβ-controle, Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-

TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal. 
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Figura 10. Análise da curva de parasitemia, avaliada diariamente, do 5° até 8° ou 15° dia 

após a infecção pela cepa Y do T. cruzi, em camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO fêmeas 

que receberam doses de Qβ-controle e vacinados (n=5-10). (A) Camundongos que 

receberam doses de Qβ-controle e vacinados com: Qβ-TS, Qβ-MASP e Qβ-α-Gal. (B) 

Camundongos que receberam doses de Qβ-controle e vacinados com as associações: Qβ-

TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal. Os valores descritos 

nos gráficos A e B mostram a média e o SEM de tripomastigotas por ml de sangue 

periférico apresentados pelos grupos experimentais em cada dia avaliado. O teste de 

análise de ANOVA two way, seguido pelo pós-teste de Bonferroni, foi aplicado para 

realização das análises estatísticas dos resultados. a: representa diferença significativa em 

relação ao grupo Qβ-controle. b: representa diferença significativa em relação ao grupo 

Qβ-TS. c: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-MASP. d: representa 

diferença significativa em relação ao grupo Qβ- α-Gal. e: representa diferença 

significativa em relação ao grupo Qβ-TS/MASP. f: representa diferença significativa em 

relação ao grupo Qβ-TS/α-Gal. g: representa diferença significativa em relação ao grupo 

Qβ-MASP/α-Gal. h: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-

TS/MASP/α-Gal. Os símbolos indicam: *(p<0,05) e **(p<0,01). DPI indica: dias após 

infecção. 
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Além disso, a avaliação do nível máximo de parasitos detectados por ml de sangue 

periférico, durante 15 dias após a infecção pela cepa Y do T. cruzi, apresentado pelos 

grupos vacinados e o grupo controle, também foi realizada. Os grupos vacinados com: 

Qβ-TS (p<0,01), Qβ-TS/MASP (p<0,01), Qβ-MASP (p<0,05), Qβ-TS/α-Gal (p<0,05), 

Qβ-MASP/α-Gal (p<0,05) e Qβ-TS/MASP/α-Gal (p<0,05), apresentaram níveis de 

parasitemia durante o pico significativamente menores, em relação aos encontrados nos 

camundongos que pertencem ao grupo controle. Enquanto o grupo vacinado com Qβ-α-

Gal, apresentou níveis significativamente menores, quando comparados aos encontrados 

em camundongos que pertencem ao grupo controle (p<0,001) e que receberam doses de: 

Qβ-MASP/α-Gal (p<0,001), Qβ-TS (p<0,01), Qβ-TS/MASP/α-Gal (p<0,01), Qβ-MASP 

(p<0,05) e Qβ-TS/α-Gal (p<0,05) (Fig. 11). 

As análises comparativas entre os valores da média (descritos entre parênteses, 

juntamente com SEM) dos níveis de parasitemia durante o pico apresentados pelos grupos 

vacinadas e controle (54,03x104 ± 6,476) revelaram que as vacinações com: Qβ-α-Gal 

(10,17x104 ± 2,263), Qβ-TS/MASP (17,42x104 ± 6,094), Qβ-TS (22,66x104 ± 2,617), 

Qβ-MASP (26,90x104 ± 5,829), Qβ-MASP/α-Gal (27,42x104 ± 2,379), Qβ-TS/α-Gal 

(28,15x104 ± 8,298) e Qβ-TS/MASP/α-Gal (31,46x104 ± 4,790) reduziram a carga 

parasitária, durante o pico em: 81%, 68%, 58%, 50%, 49%, 48% e 42%, respectivamente. 
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5.1.2.2. Parasitismo nos tecidos cardíacos 

 

A quantificação da carga parasitaria nos tecidos cardíacos de camundongos, 

C57BL/6 α1,3GT-KO vacinados e que receberam doses de Qβ-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 histológicos por microscopia óptica. Os grupos 

experimentais avaliados que receberam doses dos peptídeos selecionados a partir das 

proteínas: TS e MASP, do epítopo α-Gal e das associações: TS/MASP, TS/α-Gal, 

MASP/α-Gal e TS/MASP/α-Gal, acoplados ao Qβ-VLP, foram eutanasiados 8 e 36 dias 

após a infecção, durante a fase aguda e crônica, respectivamente. Camundongos que 

 

Figura 11. Análise do nível máximo de parasitos detectado por ml de sangue periférico, 

durante 15 dias após a infecção pela cepa Y do T. cruzi, em camundongos C57BL/6 

α1,3GT-KO fêmeas que receberam doses de Qβ-controle e vacinados com: Qβ-TS, Qβ-

MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal 

(n=5-10). Os resultados estão representados no gráfico de dispersão como valores da 

mediana e intervalo interquartil de tripomastigotas por ml de sangue periférico. O teste de 

Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-teste de Dunns, foi aplicado para realização das análises 

estatísticas dos resultados. a: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-

controle. d: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-α-Gal. Os símbolos 

indicam: *(p<0,05), **(p<0,01) e ***(p<0,001). DPI indica: dias após infecção. 
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receberam doses do Qβ-controle, foram incluidos como grupo controle infectado não 

vacinado.         

 Durante 8° dia após a infecção, não foram encontrados ninhos de amastigota nos 

tecidos cardíacos de camundongos vacinados com Qβ-TS/α-Gal. Além disso, as análises 

revelaram ausência de ninhos de amastigota nas secções dos corações de 33% (n=2/6) 

dos camundongos avaliados que receberam doses de: Qβ-controle, Qβ-TS e Qβ-MASP/α-

Gal. Enquanto que esta porcentagem foi de 40% (n=2/5) e 50% (n=2/4) entre os 

camundongos vacinados com: Qβ-TS/MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP, respectivamente. 

Entre os camundongos vacinados com: Qβ-MASP e Qβ-α-Gal foram observados ninhos 

de amastigotas em todas as secções avaliadas. Nenhuma diferença estatisticamente 

significativa foi encontrada entre os grupos avaliados. Os camundongos que receberam 

doses de: Qβ-α-Gal, Qβ-TS, Qβ-controle, Qβ-MASP, Qβ-MASP/α-Gal, Qβ-

TS/MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP, apresentaram mediana e intervalo interquartil de 

ninhos de amastigota nas secções dos corações 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 após a infecção, não foram encontrados ninhos de amastigota em 

secções dos corações de camundongos que receberam doses de: Qβ-controle, Qβ-TS, Qβ-

MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal.  
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5.1.3. Alterações na massa corporal e taxa de sobrevivência em 

camundongos vacinados durante a infecção experimental  

 

Camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO vacinados e que receberam doses de Qβ-

controle (n=5-10 por grupo) foram pesados individualmente, antes e durante a infecção 

pela cepa Y de T. cruzi, em intervalos de três dias. Em seguida, uma curva de variação da 

massa corporal inicial de cada grupo experimental avaliado foi construída a partir destes 

dados coletados. Enquanto a mortalidade foi monitorada diariamente, até o momento em 

que os camundongos foram eutanasiados.  

Os grupos experimentais avaliados que receberam doses dos peptídeos 

selecionados a partir das proteínas: TS e MASP, do epítopo α-Gal e das associações: 

TS/MASP, TS/α-Gal, MASP/α-Gal, TS/MASP/α-Gal, acoplados ao Qβ-VLP, foram 

eutanasiados 8 e 36 dias após a infecção, durante a fase aguda e crônica, respectivamente. 

 

 

Figura 12. Análise quantitativa dos ninhos de amastigotas em secções dos corações de 

camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO fêmeas que receberam doses de Qβ-controle e 

vacinados com: Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-

MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal (n=5-10), infectados pela cepa Y de T. cruzi. Os 

resultados estão representados no gráfico de dispersão destacando a mediana e o intervalo 

interquartil do número dos ninhos de amastigotas.  O teste de Kruskal-Wallis, seguido 

pelo pós-teste de Dunns, foi aplicado para realização das análises estatísticas dos 

resultados. DPI indica: dias após infecção.  
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Camundongos que receberam doses do Qβ-controle, foram incluidos como grupo 

controle infectado não vacinado.     

Os dados apresentados pela curva de variação da massa corporal inicial mostram 

que os camundongos que receberam doses de: Qβ-TS/MASP, Qβ-TS e Qβ-MASP 

aumentaram sua massa corporal em: 4,340%, 3,709% e 3,510% respectivamente até 9° 

dia após a infecção, enquanto que, os camundongos que receberam doses de: Qβ-

TS/MASP/α-Gal, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal, Qβ-controle e Qβ-α-Gal aumentaram 

sua massa corporal em 18,020%, 13,100%, 12,440%, 8,878% e 7,933%, respectivamente 

até 13° dia após a infecção. Nos dias seguintes os camundongos passaram a apresentar 

perda da massa corporal, que se torna mais acentuada, no 21° dia após a infecção. Neste 

momento os grupos que receberam doses de: Qβ-MASP/α-Gal, Qβ-TS/MASP/α-Gal, Qβ-

TS, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-controle, Qβ-TS/MASP, Qβ-MASP e Qβ-α-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 então, respectivamente. A partir deste ponto, os 

camundongos passaram a ganhar massa corporal, mas não conseguiram recuperá-lo até 

36 dias após a infecção, momento em que foram eutanasiados (Fig. 13 A e B). 

As análises estatísticas da curva de variação da massa corporal inicial mostraram 

que durante o 9° dia após a infecção o grupo vacinado com Qβ-TS/MASP/α-Gal 

(7,290%), apresentou ganho de massa corporal significativamente maior, quando 

comparado aos grupos vacinados com: Qβ-MASP (3,510%, p<0,05) e Qβ-TS (3,7%, 

p<0,05). Durante o 13º dia após a infecção o grupo vacinado com Qβ-TS/MASP/α-Gal 

(18,020%), apresentou ganho de massa corporal, enquanto os grupos vacinados com: Qβ-

MASP (-1,960%, p<0,001), Qβ-TS (0,9%, p<0,01) e Qβ-TS/MASP (1,080%, p<0,01), 

apresentaram perda da massa corporal adquirida, demonstrando porcentagens de variação 

da massa corporal inicial significativamente menores. Os grupos vacinados com: Qβ-

TS/α-Gal (13,100, p<0,01) e Qβ-MASP/α-Gal (12,440%, p<0,05), também apresentaram 

ganho de massa corporal durante o 13° dia após a infecção, demonstrando porcentagens 

de variação de massa corporal inicial significativamente maiores, quando comparadas 

com a do grupo vacinado com Qβ-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 após a infecção os grupos vacinados com: Qβ-TS/α-Gal (8,060%, 

p<0,001; p<0,01; p<0,01), Qβ-TS/MASP/α-Gal (7,100%, p<0,01; p<0,01; p<0,05) e Qβ-

MASP/α-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: Qβ-TS (-10%), 

Qβ-MASP (-8,520%) e Qβ-TS/MASP (-7,420). Enquanto, o grupo vacinado com Qβ-α-

Gal (3,3%, p<0,05; p<0,05), apresentou perda de massa corporal significativamente 

menor, apenas quando comparado aos grupos vacinados com: Qβ-TS (-10%) e Qβ-MASP 

(-8,520%). No 21° dia após a infecção os grupos vacinados com: Qβ-TS/α-Gal (-1,100%) 

e Qβ-TS/MASP/α-Gal (-0,960%), apresentaram uma perda de massa corporal 

significativamente menor (p<0,01), quando comparado com o grupo vacinado com Qβ-

TS (-14,460%) (Fig. 13 B). 

Durante o 25° dia após a infecção, o grupo vacinado com Qβ-TS/MASP/α-Gal 

(4,060%) apresentou ganho de massa corporal significativamente maior (p<0,05), em 

relação ao grupo Qβ-TS/MASP (-9,100%). Enquanto no 25° e 29° dia após a infecção os 

grupos que receberam doses de: Qβ-TS/MASP/α-Gal (4,060%, p<0,01; 4,060%, 

p<0,001), Qβ-TS/α-Gal (1,940%, p<0,05; 4,060%, p<0,001), Qβ-controle (-2,250%, 

p<0,05; 0,200%, p<0,01) e Qβ-α-Gal (0,97%, p<0,05; -0,617%, p<0,05),  apresentaram 

ganho de massa corporal significativamente maior, em relação ao grupo vacinado com 

Qβ-TS (-12,640%/-13,580%). Já, o grupo vacinado com Qβ-MASP/α-Gal (2,500%), 

apresentou ganho de massa corporal significativamente maior (p<0,01), em relação ao 

grupo vacinado com Qβ-TS (-13,580%), somente durante o 29° dia após a infecção (Fig. 

13B). 

No 33° dia após a infecção, o grupo vacinado com Qβ-TS/MASP/α-Gal (5,060%) 

também apresentou ganho de massa corporal significativamente maior (p<0,05), em 

relação aos grupos vacinados com: Qβ-TS (-7,980%) e Qβ-TS/MASP (-8,820%). 

Enquanto, o grupo vacinado com Qβ-α-Gal (3,250%, p<0,05), apresentou ganho de massa 

corporal significativamente maior, apenas quando comparado ao grupo vacinado com 

Qβ-TS/MASP (-8,820%). Nenhuma outra diferença estatística significativa foi 

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

porcentagem de variação da massa corporal inicial avaliada em cada momento. 
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Figura 13 A. Análise da curva de variação da massa corporal inicial, avaliada antes da 

infecção pela cepa Y do T. cruzi e após, em intervalos de três dias, do 5° até 8° ou 36° 

dia, em camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO fêmeas que receberam doses de Qβ-

controle e vacinados com: Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, 

Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal (n=5-10). Os valores descritos mostram a média 

e o SEM da variação da massa corporal inicial (%) apresentados pelos grupos 

experimentais em cada ponto examinado. O teste de análise de ANOVA two way, 

seguido pelo pós-teste de Bonferroni, foi aplicado para realização das análises estatísticas 

dos resultados. b: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-TS. c: 

representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-MASP. Os símbolos indicam: 

*(p<0,05), **(p<0,01) e *** (p<0,001). DPI indica: dias após infecção.  
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A avaliação do percentual de sobrevivência demonstrou que 100% dos camundongos 

vacinados com: Qβ-TS, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal, 

avaliados 8 e 36 dias após a infecção sobreviveram. Entretanto, foi identificado 20% de 

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

(1/5) e que receberam doses de Qβ-controle (2/10), acompanhados diariamente durante o 

Figura 13 B. Análise da curva de variação da massa corporal inicial, avaliada antes da 

infecção pela cepa Y do T. cruzi e após, em intervalos de três dias, do 5° até 8° ou 36° 

dia, em camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO fêmeas que receberam doses de Qβ-controle 

e vacinados com: Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-

MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal (n=5-10). Os valores descritos mostram a média e o 

SEM da variação da massa corporal inicial (%) apresentados pelos grupos experimentais 

em cada ponto examinado. O teste de análise de ANOVA two way, seguido pelo pós-

teste de Bonferroni, foi aplicado para realização das análises estatísticas dos resultados. 

b: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-TS. c: representa diferença 

significativa em relação ao grupo Qβ-MASP. e: representa diferença significativa em 

relação ao grupo Qβ-TS/MASP. Os símbolos indicam: *(p<0,05), **(p<0,01) e *** 

(p<0,001). DPI indica: dias após infecção.  
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período de 36 dias após a infecção. Apresentando assim, estes grupos uma taxa de 

sobrevivência, de 80%. Os camundongos que pertencem ao grupo que recebeu doses de 

Qβ-controle, vieram a óbito no 14° e 22° dia após a infecção. Enquanto os camundongos 

vacinados com: Qβ-MASP e Qβ-MASP/α-Gal, faleceram no 22° e 30° dia após a 

infecção, respectivamente (Tab. 2).  
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Tabela 2. Eficácia da vacinação com: Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-

TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal, na supressão ou redução da 

mortalidade de camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO fêmeas, infectados pela cepa Y do 

T. cruzi.  

 

Mortalidade (avaliada até 8 e 36 dias após 

infecção) 

Antígeno vacinal  

(n=5-6) 
8 36 Total 

Qβ-TS 0/6 0/5 0/11 

Qβ-MASP 0/5 1/5 (20%) 1/10 (10%) 

Qβ-α-Gal 0/5 0/6 0/11  

Qβ-TS/MASP 0/5 0/5 0/10  

Qβ-TS/α-Gal 0/5 0/5 0/10 

Qβ-MASP/α-Gal 0/6 1/5 (20%) 1/11 (9%) 

Qβ-TS/MASP/α-Gal 0/5 0/5 0/10 

Grupo Não Vacinado  

(n=8-10) 
   

Qβ-controle 0/8 2/10 (20%) 2/18 (11%) 

 



91 

 

 

 

5.1.4. Eficácia das vacinações na prevenção do dano aos tecidos 

cardíacos associado à infecção pelo T. cruzi  

 

Análises histopatológicas semi-quantitativas por microscopia óptica do infiltrado 

celular, alterações degenerativas e hipertrofia das fibras musculares em secções de 

coração corados com H&E, de camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO vacinados e que 

receberam doses de Qβ-controle (n=5-10 por grupo), eutanasiados 8 e 36 dias após a 

infecção pela cepa Y de T. cruzi, foram realizadas para determinar a intensidade das 

lesões. Os grupos experimentais avaliados receberam doses dos peptídeos selecionados a 

partir das proteínas: TS e MASP, do epítopo α-Gal e das associações: TS/MASP, TS/α-

Gal, MASP/α-Gal e TS/MASP/α-Gal, acoplados ao Qβ-VLP. Camundongos que 

receberam doses do Qβ-controle, foram incluidos como grupo controle infectado não 

vacinado.   

 Os dados demonstraram que nenhuma diferença estatística significativa foi 

observada, entre os níveis do infiltrado celular quantificado ao longo das fibras 

musculares cardíacas de camundongos que receberam doses de: Qβ-controle, Qβ-TS, Qβ-

α-Gal, Qβ-TS/MASP e Qβ-MASP/α-Gal, 8 dias após a infecção, durante a fase aguda. 

No entanto, camundongos vacinados com: Qβ-MASP e Qβ-TS/MASP/α-Gal 

apresentaram níveis significativamente maiores, que os observados em camundongos que 

receberam doses de: Qβ-TS/α-Gal (p<0,0001), Qβ-α-Gal (p<0,001), Qβ-MASP/α-Gal 

(p<0,05) e Qβ-controle (p<0,05). Além disso, camundongos vacinados com Qβ-TS/α-

Gal, também apresentaram níveis significativamente menores (p<0,05), em relação aos 

quantificados em cortes histológicos de camundongos que receberam doses de: Qβ-α-Gal, 

Qβ-TS/MASP, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-controle. Diferenças estatísticas significativas 

também foram encontradas entre o grupo não infectado, que não apresentou inflamação 

e os grupos que receberam doses de: Qβ-MASP (p<0,0001), Qβ-TS/MASP/α-Gal 

(p<0,0001), Qβ-controle (p<0,001), Qβ-MASP/α-Gal (p<0,001),  Qβ-TS (p<0,01),  Qβ-

α-Gal (p<0,01), Qβ-TS/MASP (p<0,01) e Qβ-TS/α-Gal (p<0,05) (Fig. 14 A). 

Durante este período após a infecção, altos níveis de infiltrado celular 

predominaram ao longo das fibras musculares cardíacas de camundongos vacinados com 
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Qβ-MASP e Qβ-TS/MASP/α-Gal. Em camundongos vacinados com: Qβ-TS/MASP e 

Qβ-α-Gal a intensidade da inflamação variou de alta a moderada em 60% (3/5) dos cortes 

histológicos avaliados. Entre os camundongos vacinados com: Qβ-TS e Qβ-MASP/α-Gal 

está porcentagem foi de 50% (3/6) e em camundongos que receberam doses de Qβ-

controle foi de 43% (3/7). Em secções de camundongos vacinados com Qβ-TS/α-Gal a 

inflamação era ausente ou apresentava baixos níveis (Fig. 14 A). Os camundongos que 

receberam doses de: Qβ-MASP, Qβ-TS/MASP/α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-controle, Qβ-

TS, Qβ-MASP/α-Gal, Qβ-α-Gal e Qβ-TS/α-Gal apresentaram uma média e SEM de 

intensidade da inflamação 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 após a infecção, durante a fase crônica camundongos 

vacinados com: Qβ-TS (p<0,0001), Qβ-α-Gal (p<0,0001), Qβ-TS/MASP (p<0,0001) e 

Qβ-MASP (p<0,01), apresentaram níveis de infiltrado celular significativamente menores 

ao longo das fibras musculares cardíacas, que os observados em camundongos que 

pertencem ao grupo que recebeu doses de Qβ-controle. Além disso, o grupo que recebeu 

doses de Qβ-α-Gal, apresentou níveis significatimamente menores em relação aos grupos 

que receberam doses de: Qβ-MASP (p<0,001), Qβ-TS (p<0,01) e Qβ-TS/MASP 

(p<0,01). Diferenças estatísticas significativas também foram encontradas entre os grupos 

não infectados, vacinados com: Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal, 

que não apresentaram inflamação e os grupos que receberam doses de: Qβ-controle 

(p<0,0001), Qβ-TS (p<0,001), Qβ-MASP (p<0,001) e Qβ-TS/MASP (p<0,001) (Fig. 14 

B).  

Durante este período após a infecção, altos níveis de infiltrado celular 

prevaleceram ao longo das fibras musculares cardíacas de camundongos que receberam 

doses de Qβ-controle. Níveis moderados predominaram em camundongos imunizados 

com Qβ-MASP. A intensidade da inflamação variou de moderada a baixa em 

camundongos vacinados com: Qβ-TS e Qβ-TS/MASP. Em secções de camundongos 

vacinados com Qβ-α-Gal a inflamação era ausente ou apresentava baixos níveis. 

Enquanto não foi encontrado processo inflamatório em cortes histológicos de 

camundongos vacinados com: Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal 
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(Fig. 14 B).  Os camundongos que receberam doses de: Qβ-controle, Qβ-MASP, Qβ-TS, 

Qβ-TS/MASP e Qβ-α-Gal apresentaram uma média e SEM de intensidade da inflamação 

de: 3 ± 0, 2 ± 0, 1,6 ± 0,245, 1,6 ± 0,245 e 0,4 ± 0,245, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                                                                

 

Figura 14. Análise semi-quantitativa do infiltrado inflamatório, em secções dos corações 

de camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO fêmeas que receberam doses de Qβ-controle e 

foram vacinados com: Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-

MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal (n=5-10), infectados pela cepa Y de T. cruzi e não 

infectados. (A) Camundongos eutanasiados 8 dias após a infecção. (B) Camundongos 

eutanasiados 36 dias após a infecção. Os resultados estão apresentados em gráficos de 

dispersão como mediana e intervalo interquartil da intensidade do infiltrado inflamatório. 

O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-teste de Dunns, foi aplicado para realização 

das análises estatísticas. a: representa diferença significativa em relação ao grupo não 

infectado. b: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-controle. c: 

representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-TS.  d: representa diferença 

significativa em relação ao grupo Qβ-MASP. e: representa diferença significativa em 

relação ao grupo Qβ-α-Gal. f: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-

TS/MASP. g: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-TS/α-Gal. h: 

representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-MASP/α-Gal. i: representa 

diferença significativa em relação ao grupo Qβ-TS/MASP/α-Gal.Os símbolos indicam: 

*(p<0,05), **(p<0,01), *** (p<0,001) e **** (p<0,0001). DPI indica: dias após infecção. 
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Figura 15. Fotomicrografia de corte histológico do coração de camundongos C57BL/6 

α1,3GT-KO, fêmeas que receberam doses de Qβ-controle e foram vacinados, 

eutanasiados após 8 dias de infecção pela cepa Y de T. cruzi. (A) Grupo Controle não 

infectado e não vacinado: corte histológico do coração apresentando aspecto habitual. (B) 

Grupo Controle infectado não vacinado (Qβ-controle): infiltrado inflamatório moderado 

no miocárdio (cabeças de setas). (C) Qβ-TS: presença de infiltrado inflamatório 

moderado no miocárdio (cabeças de setas); presença de ninho de amastigostas (setas); 

detalhes do ninho de amastigotas (insert). (D) Qβ-MASP: presença de infiltrado 

inflamatório intenso no miocárdio (cabeças de setas). (E) Qβ-α-Gal: infiltrado 

inflamatório moderado no miocárdio (cabeças de setas). (F) Qβ-TS/MASP: presença de 

infiltrado inflamatório moderado no miocárdio (cabeças de setas). (G) Qβ-TS/α-Gal: 

infiltrado inflamatório discreto no miocárdio (cabeças de setas). (H) Qβ-MASP/α-Gal: 

infiltrado inflamatório discreto no miocárdio (cabeças de setas). (I) Qβ-TS/MASP/α-Gal: 

presença de infiltrado inflamatório intenso no miocárdio (cabeças de setas). Coloração 

Hematoxilina e eosina, barra = 50 µm. 
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Figura 16. Fotomicrografia de corte histológico do coração de camundongos C57BL/6 

α1,3GT-KO, fêmeas que receberam doses de Qβ-controle e foram vacinados, 

eutanasiados após 36 dias de infecção pela cepa Y de T. cruzi. (A) Grupo Controle não 

infectado e não vacinado: corte histológico do coração apresentado aspecto habitual. (B) 

Grupo Controle infectado não vacinado (Qβ-controle): presença de infiltrado 

inflamatório intenso no miocárdio (cabeças de setas). (C) Qβ-TS: presença de infiltrado 

inflamatório moderado no miocárdio (cabeças de setas).  (D) Qβ-MASP: presença de 

infiltrado inflamatório moderado no miocárdio (cabeças de setas). (E) Qβ-α-Gal: 

infiltrado inflamatório discreto no miocárdio (cabeças de setas). F) Qβ-TS/MASP: 

presença de infiltrado inflamatório moderado no miocárdio (cabeças de setas). (G) Qβ-

TS/α-Gal: corte histológico do coração apresentado aspecto habitual, ausência de 

infiltrado inflamatório. (H) Qβ-MASP/α-Gal: corte histológico do coração apresentado 

aspecto habitual, ausência de infiltrado inflamatório. (I) Qβ-TS/MASP/α-Gal: corte 

histológico do coração apresentado aspecto habitual, ausência de infiltrado inflamatório. 

Coloração Hematoxilina e eosina, barra = 50 µm. 

 



96 

 

 

 

Nenhuma diferença estatística significativa foi observada, entre os níveis de 

alterações degenerativas quantificados nas secções dos corações de camundongos 

vacinados com: Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP e Qβ-TS/α-Gal, quando 

comparados com os de camundongos que receberam doses de Qβ-controle, 8 dias após a 

infecção, durante a fase aguda. No entanto, camundongos vacinados com: Qβ-MASP/α-

Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal, apresentaram níveis de alterações degenerativas 

significativamente menores (p<0,05), que os observados em camundongos que 

receberam doses de Qβ-controle. Enquanto camundongos que receberam doses de Qβ-TS 

apresentaram níveis significativamente maiores, em relação aos de camundongos que 

receberam doses de: Qβ-MASP/α-Gal (p<0,01), Qβ-TS/MASP/α-Gal (p<0,01), Qβ-

MASP (p<0,05), Qβ-α-Gal (p<0,05), Qβ-TS/MASP (p<0,05) e Qβ-TS/α-Gal (p<0,05). 

Diferenças estatísticas significativas também foram encontradas entre os grupos não 

infectados, que não apresentaram alterações degenerativas e os grupos que receberam 

doses de: Qβ-controle (p<0,001), Qβ-TS (p<0,001), Qβ-MASP (p<0,01), Qβ-MASP/α-

Gal (p<0,01), Qβ-TS/MASP/α-Gal (p<0,01) Qβ-α-Gal (p<0,05),Qβ-TS/MASP (p<0,05), 

Qβ-TS/α-Gal (p<0,05), (Fig. 17A).  

Durante este período, níveis moderados de alterações degenerativas prevaleceram 

nos tecidos cardíacos de camundongos vacinados com Qβ-TS. A intensidade variou de 

moderada a baixa entre os cortes histológicos de camundongos que receberam doses de: 

Qβ-controle e Qβ-MASP. Em camundongos vacinados com: Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP e 

Qβ-TS/α-Gal, aletrações degenerativas eram ausentes ou apresentava baixos níveis, em 

80% (4/5) das secções avaliadas. Enquanto baixos níveis prevaleceram em camundongos 

vacinados com: Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal. Os camundongos que 

receberam doses de: Qβ-TS, Qβ-controle, Qβ-MASP, Qβ-TS/MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-

MASP/α-Gal, Qβ-TS/MASP/α-Gal e Qβ-TS/α-Gal, apresentaram uma média e SEM de 

intensidade das alterações 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 após a infecção, os tecidos cardíacos dos camundongos que receberam 

doses de: Qβ-controle, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-

MASP/α-Gal e TS/MASP/α-Gal não apresentaram alterações degenerativas. Enquanto 
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foram observadas em 40% (2/5) dos camundongos vacinados com Qβ-TS, que 

apresentaram uma média e SEM de intensidade das alterações degenerativas de: 0,8 ± 

0,583. Nenhuma diferença estatística significativa entre os níveis de alterações 

degenerativas dos diferentes grupos experimentais foi encontrada (Fig. 17B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Além disso, diferenças estatísticas significativas foram encontradas 8 dias após a 

infecção, durante a fase aguda, entre os grupos não infectados, que não apresentaram 

hipertrofia das fibras musculares do coração e os grupos infectados que receberam doses 

de: Qβ-controle (p<0,01), Qβ-TS (p<0,01), Qβ-MASP (p<0,01), Qβ-α-Gal (p<0,05), Qβ-

TS/MASP (p<0,05), Qβ-MASP/α-Gal (p<0,01), Qβ-TS/MASP/α-Gal (p<0,01) e Qβ-

TS/α-Gal (p<0,05). Nenhuma outra diferença estatística significativa foi observada, entre 

os grupos experimentais avaliados. Durante este período, baixos níveis de hipetrofia 

Figura 17. Análise semi-quantitativa das alterações degenerativas, em secções dos 

corações de camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO fêmeas que receberam doses de Qβ-

controle e foram vacinados com: Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-

Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal (n=5-10), infectados pela cepa Y de T. cruzi. 

(A) Camundongos eutanasiados 8 dias após a infecção. (B) Camundongos eutanasiados 

36 dias após a infecção. Os resultados estão apresentados em gráficos de dispersão como 

média e SEM da intensidade das alterações degenerativas. O teste de ANOVA one way, 

seguido pelo pós-teste de Tukey, foi aplicado para realização das análises estatísticas. a: 

representa diferença significativa em relação ao grupo não infectado. d: representa 

diferença significativa em relação ao grupo Qβ-MASP. e: representa diferença 

significativa em relação ao grupo Qβ-α-Gal. f: representa diferença significativa em 

relação ao grupo Qβ-TS/MASP. g: representa diferença significativa em relação ao grupo 

Qβ-TS/α-Gal. h: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-MASP/α-Gal. 

i: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-TS/MASP/α-Gal. Os 

símbolos indicam: *(p<0,05), **(p<0,01) e *** (p<0,001). DPI indica: dias após 

infecção.  
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prevaleceram entre os camundongos vacinados e que receberam doses de Qβ-controle 

(Fig. 18A).   

Por outro lado, aos 36 dias após a infecção, camundongos vacinados com Qβ-TS, 

(p<0,05) apresentaram níveis de hipertrofia das fibras musculares no coração 

significativamente menores, que os observados em camundongos que pertencem ao grupo 

que receberam doses de Qβ-controle. Diferenças estatísticas significativas também foram 

encontradas entre camundongos não infectados, infectados e vacinados com: Qβ-α-Gal, 

Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal, que não apresentaram hipertrofia 

e os grupos que receberam doses de: Qβ-controle (p<0,0001) e Qβ-TS (p<0,05). 

Nenhuma outra diferença estatística significativa foi observada, entre os níveis de 

hipertrofia das fibras musculares no coração dos diferentes grupos experimentais (Fig. 

18B). 

Durante este período, níveis de hipertrofia que variaram de alto a moderado 

prevaleceram em camundongos que receberam doses de Qβ-controle. Em camundongos 

vacinados com Qβ-TS e Qβ-TS/MASP a hipertrofia era ausente ou apresentava baixos 

níveis em 60% (3/5) das secções do coração avaliadas. Entre os camundongos vacinados 

com: Qβ-MASP está porcentagem foi de 75% (3/4). Enquanto não foi encontrada em 

cortes histológicos de camundongos vacinados com: Qβ-α-Gal, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-

MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal (Fig. 18B). Os camundongos que receberam doses 

de: Qβ-controle, Qβ-TS, Qβ-MASP e Qβ-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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5.1.5. Perfil de citocinas teciduais em camundongos vacinados 

durante a infecção experimental  

 

Os níveis das citocinas teciduais pró-inflamatórias: IL-12p40, IFN- e anti-

inflamatória/moduladora: IL-4, IL-10, apresentados por camundongos C57BL/6 α1,3GT-

KO vacinados, que receberam doses do Qβ-controle, infectados pela cepa Y de T. cruzi e 

que não sofreram nenhum tipo de intervenção (n=5-10 por grupo), foram quantificados 

através do ensaio de ELISA de captura. Os grupos experimentais vacinados que 

receberam doses dos peptídeos selecionados a partir das proteínas: TS, MASP, do epítopo 

α-Gal e das associações TS/MASP, TS/α-Gal, MASP/α-Gal, TS/MASP/α-Gal, acoplados 

ao Qβ-VLP foram eutanasiados 8 e 36 dias após a infecção, durante a fase aguda e 

crônica, respectivamente. Camundongos que receberam doses do Qβ-controle, foram 

incluidos como grupo controle infectado não vacinado e camundongos que não sofreram 

Figura 18. Análise semi-quantitativa da hipertrofia das fibras musculares em secções dos 

corações de camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO fêmeas que receberam doses de Qβ-

controle e foram vacinados com: Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-

Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal (n=5-10), infectados pela cepa Y de T. 

cruzi. (A) Camundongos eutanasiados 8 dias após a infecção. (B) Camundongos 

eutanasiados 36 dias após a infecção. Os resultados estão apresentados em gráficos de 

dispersão como mediana e intervalo interquartil da intensidade da hipertrofia das fibras 

musculares. O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-teste de Dunns, foi aplicado para 

realização das análises estatísticas. a: representa diferença significativa em relação ao 

grupo não infectado. c: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-TS. e: 

representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-α-Gal. g: representa diferença 

significativa em relação ao grupo Qβ-TS/α-Gal. h: representa diferença significativa em 

relação ao grupo Qβ-MASP/α-Gal. i: representa diferença significativa em relação ao 

grupo Qβ-TS/MASP/α-Gal. Os símbolos indicam: *(p<0,05), **(p<0,01) e **** 

(p<0,0001). DPI indica: dias após infecção.  
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nenhum tipo de intervenção, foram incluidos como grupo controle não infectado. 

 Os dados demonstraram maior nível de citocinas pró-inflamatórias: IL-12p40 e 

IFN-, nos tecidos cardíacos dos grupos experimentais que receberam doses de: Qβ-TS 

(p<0,05, p<0,01), Qβ-MASP/α-Gal (p<0,05, p<0,01), Qβ-controle (p<0,01), Qβ-

TS/MASP (p<0,01),  Qβ-MASP (p<0,01, p<0,001), Qβ-α-Gal (p<0,001) e Qβ-

TS/MASP/α-Gal (p<0,001), quando comparados com o do grupo experimental não 

infectado, 8 dias após a infecção, durante a fase aguda. O valor médio e o SEM descrito 

entre os parênteses da concentração da citocina IFN- apresentado pelo grupo vacinado 

com Qβ-TS/α-Gal (819,7 ± 305,3) é de aproximadamente 6 vezes maior, quando 

comparada com o exibido pelo grupo não infectado (133,0 ± 39,60), respectivamente. No 

entanto, nenhuma diferença estatisticamente significativa foi observada para os níveis 

desta citocina entre estes grupos (Fig. 19 A e C).  

Neste mesmo período após a infecção, camundongos que receberam doses de Qβ-

MASP/α-Gal apresentaram níveis de IFN-, nos tecidos cardíacos significativamente 

mais baixos (p<0,05), que os encontrados em camundongos que receberam doses de Qβ-

TS/MASP/α-Gal. Enquanto que nenhuma outra diferença estatística significativa foi 

observada para os níveis das citocinas IL-12p40 e IFN-, entre os grupos que receberam 

doses de: Qβ-controle, Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-

MASP/α-Gal, Qβ-TS/MASP/α-Gal (Fig. 19 A e C). Aos 36 dias após a infecção 

nenhuma diferença estatística significativa foi observada para os níveis das citocinas IL-

12p40 e IFN-, entre os grupos: não infectados, que receberam doses de: Qβ-controle, 

Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-

TS/MASP/α-Gal (Fig. 19 B e D). 
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Além disso, os resultados mostraram que durante 8° e 36° dia após a infecção, 

nenhuma diferença estatística significativa foi observada para os níveis das citocinas IL-

4 e IL-10, entre os grupos: não infectados, que receberam doses de: Qβ-controle, Qβ-TS, 

Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-

TS/MASP/α-Gal (Fig. 20 A, B, C e D). 

Figura 19. Avaliação do perfil de citocinas teciduais pró-inflamatórias IL-12p40 e IFN-

 em camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO fêmeas que receberam doses de Qβ-controle e 

vacinados com: Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-

MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal, infectados pela cepa Y de T. cruzi e não infectados 

(n=5-6 por grupo). (A) Níveis de IL-12p40 em pg/ml em camundongos eutanasiados 8 

dias após a infecção. (B) Níveis de IL-12p40 em pg/ml camundongos eutanasiados 36 

dias após a infecção. (C) Níveis de IFN-γ em pg/ml em camundongos eutanasiados 8 dias 

após a infecção. (D) Níveis de IFN-γ em pg/ml camundongos eutanasiados 36 dias após 

a infecção. Nos gráficos A e C estão representados os valores da média e SEM. O teste 

de ANOVA one way, seguido pelo pós-teste de Tukey, foi aplicado para realização das 

análises estatísticas. Nos gráficos B e D estão representados os valores da mediana e o 

intervalo interquartil. O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-teste de Dunns, foi 

aplicado para realização das análises estatísticas.  a: representa diferença significativa em 

relação ao grupo não infectado. h: representa diferença significativa em relação ao grupo 

Qβ-MASP/α-Gal. Os símbolos indicam: *(p<0,05), **(p<0,01) e *** (p<0,001). DPI 

indica: dias após infecção. 
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Figura 20. Avaliação do perfil de citocinas teciduais anti-inflamatórias/moduladoras IL-

4 e IL-10 em camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO fêmeas que receberam doses de Qβ-

controle e vacinados com: Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, 

Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal, infectados pela cepa Y de T. cruzi e não infectados 

(n=5-6 por grupo). (A) Níveis de IL-4 em pg/ml em camundongos eutanasiados 8 dias após 

a infecção. (B) Níveis de IL-4 em pg/ml camundongos eutanasiados 36 dias após a 

infecção. (C) Níveis de IL-10 em pg/ml em camundongos eutanasiados 8 dias após a 

infecção. (D) Níveis de IL-10 em pg/ml camundongos eutanasiados 36 dias após a infecção. 

Nos gráficos A, C e D estão representados os valores da média e SEM. O teste de ANOVA 

one way, seguido pelo pós-teste de Tukey, foi aplicado para realização das análises 

estatísticas. No gráfico B está representado os valores da mediana e o intervalo 

interquartil. O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-teste de Dunns, foi aplicado para 

realização das análises estatísticas. DPI indica: dias após infecção. 
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5.2. TÓPICO II: Eficácia dos peptídeos selecionados a partir das 

proteínas: TS e MASP, do epítopo α-Gal e das associações: TS/MASP, TS/α-

Gal, MASP/α-Gal e TS/MASP/α-Gal, acoplados ao Qβ-VLP como antígenos 

vacinais contra a infecção pela cepa Colombiana do T. cruzi, em 

camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO 

 

5.2.1. Cinética da resposta imune humoral em camundongos 

vacinados e infectados  

Os níveis de anticorpos IgG total reativos aos peptídeos selecionados a partir das 

proteínas: TS, MASP e ao epítopo α-Gal foram avaliados antes das vacinações (pré-

vacinação), 5 dias após a 3°dose (pré-infecção), 22 e 190 dias após a infecção pela cepa 

Colombiana de T. cruzi, no soro dos camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO (n=5-6 por 

grupo). A concentração dos anticorpos foi quantificada através do ensaio de ELISA.

 Anticorpos IgG total anti-TS foram dosados em amostras de camundongos que 

receberam doses de: Qβ-TS, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal. 

Enquanto anticorpos IgG total anti-MASP foram dosados em amostras de camundongos 

que receberam doses de: Qβ-MASP, Qβ-TS/MASP, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-

Gal. Já anticorpos IgG total anti-α-Gal foram dosados em amostras de camundongos que 

receberam doses de: Qβ-α-Gal, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal.

 As análises estatísticas dos dados, mostraram diferenças estatísticas significativas 

entre os níveis de anticorpos IgG total anti-TS, anti-MASP e anti-α-Gal apresentados 

pelas amostras de soro coletadas antes e após as vacinações (5 dias após a 3°dose, 22 e 

190 dias após a infecção). Os resultados demonstraram que as vacinações provocaram 

uma elevada produção de anticorpos, que se mantém ao longo da infecção, por pelo 

menos 190 dias após, quando os camundongos foram eutanasiados (Fig. 21, 22 e 23).
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Figura 21. Concentração de anticorpos IgG total reativos ao peptídeo selecionado a partir 

da proteína TS avaliados antes das vacinações (pré-vacinação), 5 dias após a 3°dose (pré-

infecção), 22 e 190 dias após a infecção (DPI) pela cepa Colombiana de T. cruzi, no soro 

de camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO fêmeas (n=5-6). (A) Camundongos vacinados 

com Qβ-TS. (B) Camundongos vacinados com Qβ-TS/MASP. (C) Camundongos 

vacinados com Qβ-TS/α-Gal. (D) Camundongos vacinados com Qβ-TS/MASP/α-Gal. Os 

resultados estão representados nos gráficos de dispersão destacando a mediana e o 

intervalo interquartil das absorbâncias. O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-teste 

de Dunns, foi aplicado para realização das análises estatísticas dos dados. a: representa 

diferença significativa em relação as amostras de soro coletadas antes das vacinações 

(pré-vacinação). Os símbolos indicam:  *(p<0,05), **(p<0,01), ***(p<0,001) e 

****(p<0,0001).   
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Figura 22. Concentração de anticorpos IgG total reativos ao peptídeo selecionado a partir 

da proteína MASP avaliados antes das vacinações (pré-vacinação), 5 dias após a 3°dose 

(pré-infecção), 22 e 190 dias após a infecção (DPI) pela cepa Colombiana de T. cruzi, no 

soro de camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO fêmeas (n=5-6). (A) Camundongos 

vacinados com Qβ-MASP. (B) Camundongos vacinados com Qβ-TS/MASP. (C) 

Camundongos vacinados com Qβ-MASP/α-Gal. (D) Camundongos vacinados com Qβ-

TS/MASP/α-Gal. Os resultados estão representados nos gráficos de dispersão destacando 

a mediana e o intervalo interquartil das absorbâncias. O teste de Kruskal-Wallis, seguido 

pelo pós-teste de Dunns, foi aplicado para realização das análises estatísticas dos dados. 

a: representa diferença significativa em relação as amostras de soro coletadas antes das 

vacinações (pré-vacinação). Os símbolos indicam:  *(p<0,05), **(p<0,01), ***(p<0,001) 

e ****(p<0,0001).   
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Figura 23. Concentração de anticorpos IgG total reativos ao epítopo α-Gal avaliados 

antes das vacinações (pré-vacinação), 5 dias após a 3°dose (pré-infecção), 22 e 190 dias 

após a infecção (DPI) pela cepa Colombiana de T. cruzi, no soro de camundongos 

C57BL/6 α1,3GT-KO fêmeas (n=5-6). (A) Camundongos vacinados com Qβ-α-Gal. (B) 

Camundongos vacinados com Qβ-TS/α-Gal. (C) Camundongos vacinados com Qβ-

MASP/α-Gal. (D) Camundongos vacinados com Qβ-TS/MASP/α-Gal. Os resultados 

estão representados nos gráficos de dispersão destacando a mediana e o intervalo 

interquartil das absorbâncias. O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-teste de Dunns, 

foi aplicado para realização das análises estatísticas dos dados.  a: representa diferença 

significativa em relação as amostras de soro coletadas antes das vacinações (pré-

vacinação). Os símbolos indicam:  *(p<0,05), **(p<0,01) e ***(p<0,001).   

Ig
G

 t
o

ta
l 
a

n
ti
-α

-G
a

l 
(D

.O
 4

9
2

n
m

) 

-0.5

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

Grupo Q--Gal
A

a

(***)
a

(**)
a

(*)

-0.5

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0
a

(***) a

(**)

a

(*)

Grupo Q-TS/-Gal
B

P
ré

-v
a
c
in

a
ç
ã

o

P
ré

-i
n

fe
c
ç
ã

o

2
2
 D

P
I

1
9
0
 D

P
I

-0.5

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0
a

(***)
a

(**) a

(*)

Grupo Q-TS/MASP/-Gal
D

P
ré

-v
a
c
in

a
ç
ã

o

P
ré

-i
n

fe
c
ç
ã

o

2
2
 D

P
I

1
9
0
 D

P
I

-0.5

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0
a

(***)
a

(**)

a

(*)

Grupo Q-MASP/-Gal
C

  

 

Grupo Qβ-α-gal 

 

Grupo Qβ-TS/α-gal 

 

 
Grupo Qβ-MASP/α-gal 

 
 

Grupo Qβ-TS/MASP/α-gal 
D C 



107 

 

 

 

As análises comparativas das absorbâncias mostraram que camundongos 

vacinados com Qβ-TS/α-Gal (1,99 ± 0,018) apresentaram concentrações de anticorpos 

IgG total anti-TS significativamente maiores, em relação aos grupos que receberam doses 

de: Qβ-TS/MASP (1,71 ± 0,11, p<0,05), Qβ-TS (1,58 ± 0,16, p<0,05), 5 dias após a 

3°dose (pré-infecção) (Fig. 24 A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24 A, B e C. Concentração de anticorpos IgG total reativos ao peptídeo 

selecionado a partir da proteína TS em amostras de soro de camundongos que receberam 

doses de: Qβ-TS, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal. (A) 5 dias após a 

3°dose (pré-infecção). (B) 22 dias após a infecção (DPI). (C) 190 dias após a infecção 

(DPI). Os resultados estão representados nos gráficos de dispersão B e C destacando a 

média e SEM das absorbâncias. O teste de ANOVA one way, seguido pelo pós-teste de 

Tukey, foi aplicado para realização das análises estatísticas dos resultados. No gráfico de 

dispersão A estão representados destacando a mediana e o intervalo interquartil das 

absorbâncias. O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-teste de Dunns, foi aplicado 

para realização das análises estatísticas dos resultados. a: representa diferença 

significativa em relação ao grupo Qβ-TS, b: representa diferença significativa em relação 

ao grupo Qβ-MASP, c: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-α-Gal, 

d: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-TS/MASP, e: representa 

diferença significativa em relação ao grupo Qβ-TS/α-Gal, f: representa diferença 

significativa em relação ao grupo Qβ-MASP/α-Gal e g: representa diferença significativa 

em relação ao grupo Qβ-TS/MASP/α-Gal. Os símbolos indicam: *(p<0,05).    
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Figura 24 D, E e F. Concentração de anticorpos IgG total reativos ao peptídeo 

selecionado a partir da proteína MASP em amostras de soro de camundongos que 

receberam doses de: Qβ-MASP, Qβ-TS/MASP, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal. 

(D) 5 dias após a 3°dose (pré-infecção), (E) 22 dias após a infecção (DPI) e (F) 190 dias 

após a infecção (DPI). Os resultados estão representados nos gráficos de dispersão D e E 

destacando a média e SEM das absorbâncias. O teste de ANOVA one way, seguido pelo 

pós-teste de Tukey, foi aplicado para realização das análises estatísticas dos resultados. 

No gráfico de dispersão F estão representados destacando a mediana e o intervalo 

interquartil das absorbâncias. O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-teste de Dunns, 

foi aplicado para realização das análises estatísticas dos resultados. 
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Figura 24 G, H e I. Concentração de anticorpos IgG total reativos ao epítopo α-Gal em 

amostras de soro de camundongos que receberam doses de: Qβ-α-Gal, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-

MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal. (G) 5 dias após a 3°dose (pré-infecção). (H) 22 dias 

após a infecção (DPI). (I) 190 dias após a infecção (DPI). Os resultados estão 

representados nos gráficos de dispersão nos gráficos de dispersão G, H e I estão 

representados destacando a mediana e o intervalo interquartil das absorbâncias. O teste 

de Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-teste de Dunns, foi aplicado para realização das 

análises estatísticas dos resultados.    

5.2.2. Eficácia das vacinações no controle da infecção  

 

5.2.2.1. Níveis de parasitemia 

 

A parasitemia dos grupos experimentais de camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO 

que receberam doses de Qβ-controle e vacinados (n=5-6 por grupo), foi avaliada em 

intervalos de 1 dia a partir do 6° até 46° dia após a infecção pela cepa Colombiana. Exceto 

nos experimentos em que os camundongos foram eutanasiados no 22° dia após a infecção. 

Os grupos avaliados receberam doses dos peptídeos selecionados a partir das proteínas: 

TS e MASP, do epítopo α-Gal e das associações: TS/MASP, TS/α-Gal, MASP/α-Gal e 

TS/MASP/α-Gal, acoplados ao Qβ–VLP. Camundongos que receberam doses do Qβ-

controle, foram incluidos como grupo controle infectado não vacinado. 

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

níveis de parasitos detectáveis no sangue entre o 6° e 14° dia de infecção. O pico de 
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parasitemia variou do 26° ao 34° dia após a infecção, em 69% (31) dos camundongos que 

foram avaliados até o 46° dia.           

As análises da curva de parasitemia mostraram que no 14° dia após a infecção os 

grupos vacinados com: Qβ-MASP/α-Gal (1,340x104 ± 0,228, p<0,01), Qβ-TS/MASP/α-

Gal (1,340x104 ± 0,459, p<0,01), Qβ-MASP (2,064x104 ± 0,348, p<0,05 ) e Qβ-

TS/MASP (2,055x104 ± 0,569, p<0,05), apresentaram níveis de parasitos por ml de 

sangue significativamente menores, em relação ao grupo controle (4,150x104 ± 0,957). 

Enquanto no 16° dia após a infecção apenas o grupo vacinado com Qβ-TS/MASP/α-Gal 

(0,740x104 ± 0,197), apresentou uma redução significativa da parasitemia (p<0,01), 

quando comparado com o grupo vacinado com Qβ- α-Gal (3,278x104 ± 0,9181) e controle 

(3,380x104 ± 0,501) (Fig. 25 A e B).       

 No entanto, no 18° e 20° dia após a infecção os grupos vacinados com: Qβ-

MASP/α-Gal (0,910x104 ± 0,323 / 0,580x104 ± 0,219, p<0,001), Qβ-TS/MASP/α-Gal 

(1,690x104 ± 0,704, p<0,001 / 1,100x104 ± 0,508, p<0,01), Qβ-MASP (1,209x104 ± 0,383, 

p<0,001 / 1,755x104 ± 0,612, p<0,05), Qβ-TS/MASP (1,991x104 ± 0,503 / 1,455x104 ± 

0,500, p<0,01), Qβ-TS (1,909x104 ± 0,399 p<0,01 / 1,527x104 ± 0,360, p<0,05) e Qβ-α-

Gal (1,778x104 ± 0,476,  p<0,01 / 1,400x104 ± 0,470, p<0,05), apresentaram níveis 

significativamente menores, em relação ao grupo controle (4,630x104 ± 1,226 / 3,870x104 

± 1,319). Enquanto o grupo vacinado com Qβ-TS/α-Gal (1,867x104 ± 0,692), apresentou 

uma redução significativa (p<0,01) em relação ao grupo controle, somente quando 

comparados no 18° dia após a infecção (Fig. 25 A e B). No 22° dia após a infecção o 

grupo vacinado com Qβ- α-Gal (0,833x104 ± 0,375), apresentou níveis significativamente 

menores (p<0,05), quando comparado com o grupo controle (2,690x104 ± 0,647). No 26° 

dia após a infecção os grupos vacinados com: Qβ- α-Gal (1,475x104 ± 0,871) e Qβ-

MASP/α-Gal (1,340x104 ± 0,581), apresentaram uma redução significativa (p<0,05), 

quando comparado com o grupo vacinado com Qβ-TS/MASP (7,620x104 ± 1,488) e 

controle (8,250x104 ± 5,4310) (Fig. 25 A e B).  

Entre 28° e 34° dia após a infecção, houve uma redução significativa (p<0,001) 

nos níveis da parasitemia em camundongos vacinados com: Qβ-TS (4,060x104 ± 0,911 / 

3,540x104 ± 0,724 / 3,540x104 ± 0,724 / 3,880x104 ± 0,877), Qβ-MASP (1,860x104 ± 
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0,860 / 2,880x104 ± 0,921 / 2,880x104 ± 0,921 / 2,700x104 ± 0,738), Qβ-α-Gal (2,325 x104  

± 0,949 / 1,450x104 ± 0,936 / 1,450 x104 ± 0,936 / 1,475x104 ± 0,527), Qβ-TS/MASP 

(4,060x104 ± 1,187 / 3,840x104 ± 0,765 / 3,840x104 ± 0,765 / 3,560x104 ± 0,561), Qβ-

TS/α-Gal (4,025x104 ± 1,061 / 1,250x104 ± 0,542 / 1,250x104 ± 0,542 / 2,100x104 ± 

1,008), Qβ-MASP/α-Gal (3,200x104  ± 1,405 / 3,200x104  ± 0,738 / 3,200x104  ± 0,738 / 

3,380x104 ± 0,601) e Qβ-TS/MASP/α-Gal (1,875x104 ± 0,803 / 2,750x104 ± 1,533 / 

2,750x104 ± 1,533 / 2,525x104 ± 1,251), quando comparados com o grupo controle 

(14,175x104 ± 6,103 / 13,500x104 ± 5,186 / 13,500x104 ± 5,186 / 12,725x104 ± 4,470). No 

36° e 38° dia após a infecção, houve uma redução significativa (p<0,05) nos níveis da 

parasitemia de camundongos vacinados com: Qβ-α-Gal (0,625x104 ± 0,405 / 0,625x104 ± 

0.405), Qβ-TS/MASP (1,680x104 ± 0,705 / 1,680x104 ± 0,705), Qβ-MASP/α-Gal 

(1,680x104 ± 0,717 / 1,680x104 ± 0,717)  e TS/MASP/α-Gal (1,050 x104  ±  1,050 / 1,050 

x104  ±  1,050), quando comparados com o grupo controle (8,025x104  ±  2,892 / 8,025x104  

±  2,892) (Fig. 25 A e B).  

Enquanto que durante o 40° e 42° dia após a infecção, houve uma redução 

significativa (p<0,01) nos níveis de parasitos por ml de sangue, em camundongos 

vacinados com: Qβ-TS (2,700x104 ± 0,321 / 2,700x104 ± 0,321), Qβ-MASP (2,540 x104 

±  0,850 / 2,540 x104 ±  0,850), Qβ-α-Gal (0,625x104 ± 0,625 / 0,625x104 ± 0,625), Qβ-

TS/MASP (5,760x104 ± 0,974 / 5,760x104 ± 0,974), Qβ-TS/α-Gal (1,475x104  ± 0,225 / 

1,475x104 ± 0,225), Qβ-MASP/α-Gal (2,020x104 ± 0,572 / 2,020x104 ± 0,572) e Qβ-

TS/MASP/α-Gal (1,875 x104 ± 0,405 / 1,875x104 ± 0,405), quando comparados com o 

grupo controle (9,950x104 ± 2,495 / 9,950x104 ± 2,495) (Fig. 25 A e B).   

 Os valores descritos anteriormente entre os parênteses mostram a média e o SEM 

dos níveis de parasitos por ml de sangue periférico quantificados em cada período 

avaliado. Nenhuma outra diferença estatisticamente significativa foi observada, entre os 

níveis de parasitemia dos grupos que receberam dose de: Qβ-controle, Qβ-TS, Qβ-MASP, 

Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e TS/MASP/α-Gal (Fig. 25 A 

e B). 
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Figura 25 A. Análise da curva de parasitemia, avaliada diariamente, do 6° até 22° ou 46° 

dia após a infecção pela cepa Colombiana do T. cruzi, em camundongos C57BL/6 

α1,3GT-KO fêmeas que receberam doses de Qβ-controle e vacinados com: Qβ-TS, Qβ-

MASP e Qβ-α-Gal (n=5-6). Os valores descritos no gráfico mostram a média e o SEM de 

tripomastigotas por ml de sangue periférico apresentados pelos grupos experimentais em 

cada dia avaliado. O teste de análise de ANOVA two way, seguido pelo pós-teste de 

Bonferroni, foi aplicado para realização das análises estatísticas dos resultados 

apresentados. a: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-controle, b: 

representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-TS, c: representa diferença 

significativa em relação ao grupo Qβ-MASP, d: representa diferença significativa em 

relação ao grupo Qβ-α-Gal, e: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-

TS/MASP, f: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-TS/α-Gal, g: 

representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-MASP/α-Gal e h: representa 

diferença significativa em relação ao grupo Qβ-TS/MASP/α-Gal. Os símbolos indicam: 

*(p<0,05), **(p<0,01) e ***(p<0,01).  DPI indica: dias após infecção.  
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Figura 25 B. Análise da curva de parasitemia, avaliada diariamente, do 6° até 22° ou 46° 

dia após a infecção pela cepa Colombiana do T. cruzi, em camundongos C57BL/6 

α1,3GT-KO fêmeas que receberam doses de Qβ-controle e vacinados com as associações: 

Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal (n=5-6). Os 

valores descritos no gráfico mostram a média e o SEM de tripomastigotas por ml de 

sangue periférico apresentados pelos grupos experimentais em cada dia avaliado. O teste 

de análise de ANOVA two way, seguido pelo pós-teste de Bonferroni, foi aplicado para 

realização das análises estatísticas dos resultados apresentados. a: representa diferença 

significativa em relação ao grupo Qβ-controle, b: representa diferença significativa em 

relação ao grupo Qβ-TS, c: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-

MASP, d: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-α-Gal, e: representa 

diferença significativa em relação ao grupo Qβ-TS/MASP, f: representa diferença 

significativa em relação ao grupo Qβ-TS/α-Gal, g: representa diferença significativa em 

relação ao grupo Qβ-MASP/α-Gal e h: representa diferença significativa em relação ao 

grupo Qβ-TS/MASP/α-Gal. Os símbolos indicam: *(p<0,05), **(p<0,01) e ***(p<0,01).  

DPI indica: dias após infecção.  

 

A avaliação do nível máximo de parasitos detectados por ml de sangue periférico, 

durante 46 dias após a infecção pela cepa Colombiana do T. cruzi, apresentado pelos 

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

estatísticas dos dados mostraram que os grupos vacinados com: Qβ-MASP 
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(mediana=5,100x104
; intervalo interquartil=4,650-5,950), Qβ-α-Gal (mediana=4,20x104 

; 

intervalo interquartil=3,600-4,875), Qβ-MASP/α-Gal (mediana=5,100x104
; intervalo 

interquartil=3,800/6,350) e Qβ-TS/MASP/α-Gal (mediana=3,800x104
;
 intervalo 

interquartil=1,900/6,375), apresentaram níveis de parasitemia durante o pico 

significativamente (p<0,05) menores, em relação aos detectados nos camundongos que 

pertencem ao grupo controle (mediana=16,50x104
;
 intervalo interquartil=8,650/26,90). 

Nenhuma outra diferença estatística significativa foi encontrada, entre os grupos: Qβ-

controle, Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal 

e TS/MASP/α-Gal (Fig. 26).  

A análise comparativa entre os valores da média (descritos entre parênteses, 

juntamente com SEM) dos níveis de parasitemia durante o pico apresentados pelos grupos 

vacinados e controle (17,35x104 ± 4,759) revelaram que as vacinações com: Qβ-

TS/MASP (8,640x104 ± 1,290), Qβ-TS (7,280x104 ± 1,093), Qβ-TS/α-Gal (5,500x104 ± 

1,397), Qβ-MASP (5,260x104 ± 0,423), Qβ-MASP/α-Gal (5,080x104 ± 0,705), Qβ-α-Gal 

(4,225x104 ± 0,347) e TS/MASP/α-Gal (4,025x104 ± 1,176) reduziram a carga parasitária 

em: 50%, 58%, 68%, 70% 71%, 76% e 77%, respectivamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



115 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.2.2. Parasitismo nos tecidos cardíacos     

 

A quantificação da carga parasitaria nos tecidos cardíacos de camundongos 

C57BL/6 α1,3GT-KO que receberam doses de Qβ-controle e vacinados (n=5-6 por 

grupo), eutanasiados 22 e 190 dias após a infecção pela cepa Colombiana de T. cruzi, foi 

realizada através da contagem dos ninhos de amastigotas presentes nos cortes histológicos 

por microscopia óptica. Os grupos experimentais avaliados receberam doses dos 

peptídeos selecionados a partir das proteínas: TS e MASP, do epítopo α-Gal e das 

associações: TS/MASP, TS/ α-Gal, MASP/α-Gal e TS/MASP/α-Gal, acoplados ao Qβ-

VLP. Camundongos que receberam doses do Qβ-controle, foram incluidos como grupo 

Figura 26. Análise do nível máximo de parasitos detectado por ml de sangue periférico, 

durante 46 dias após a infecção pela cepa Colombiana do T. cruzi, em camundongos 

C57BL/6 α1,3GT-KO fêmeas que receberam doses de Qβ-controle e vacinados com: Qβ-

TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-

TS/MASP/α-Gal (n=5-6).  Os resultados estão representados no gráfico de dispersão 

destacando a mediana e intervalo interquartil de tripomastigotas por ml de sangue 

periférico. O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-teste de Dunns, foi aplicado para 

realização das análises estatísticas dos dados. a: representa diferença significativa em 

relação ao grupo Qβ-controle. Os símbolos indicam: *(p<0,05). DPI indica: dias após 

infecção.  
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controle infectado não vacinado.      

 Durante 22° dia após a infecção, não foram encontrados ninhos de amastigotas 

nos tecidos cardíacos dos camundongos vacinados com: Qβ-α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e 

Qβ-TS/MASP/α-Gal. Os resultados também revelaram ausência de ninhos de amastigotas 

em secções do coração de 80% (n=4/5) dos camundongos vacinados com Qβ-TS/MASP, 

60% (n=3/5) dos camundongos vacinados com: Qβ-TS, Qβ-MASP e 40% (n=2/5) dos 

camundongos vacinados com Qβ-TS/α-Gal. Enquanto apenas 17% (n=1/6) dos 

camundongos pertencentes ao grupo controle, não apresentaram ninhos de amastigotas. 

Diferenças estatísticas significativas (p<0,05) foram observadas somente entre os grupos 

vacinados com: Qβ-α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal, que não 

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: Qβ-controle, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-TS,  

Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, , Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal, 

apresentaram mediana e intervalo interquartil de ninhos de amastigota nas secções dos 

corações 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 período de 190 dias após a infecção, durante a fase crônica, ninhos de 

amastigotas não foram encontrados nos tecidos cardíacos dos camundongos que 

receberam doses de: Qβ-glucose, Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-

TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ- TS/MASP/α-Gal.   
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5.2.3. Alterações na massa corporal e taxa de sobrevivência em 

camundongos vacinados durante a infecção experimental  

 

Camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO que receberam doses de Qβ-controle e 

vacinados (n=5-6 por grupo) foram pesados individualmente, antes e durante a infecção 

pela cepa Colombiana de T. Cruzi, em intervalos de três dias. Em seguida, uma curva de 

variação na massa corporal de cada grupo experimental avaliado foi construída a partir 

destes dados coletados. Enquanto a mortalidade foi monitorada diariamente, até o 

momento em que os camundongos foram eutanasiados, 22 e 190 dias após a infecção. Os 

grupos experimentais avaliados receberam doses dos peptídeos selecionados a partir das 

proteínas: TS e MASP, do epítopo α-Gal e das associações: TS/MASP, TS/α-Gal, 

Figura 27. Análise quantitativa dos ninhos de amastigotas em secções dos corações de 

camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO fêmeas que receberam doses de Qβ-controle, Qβ-

TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-

TS/MASP/α-Gal (n=5-6), 22 dias após a infecção pela cepa Colombiana de T. cruzi. Os 

resultados estão representados no gráfico de dispersão como valores da mediana e 

intervalo interquartil do número dos ninhos de amastigotas. O teste de Kruskal-Wallis, 

seguido pelo pós-teste de Dunns, foi aplicado para realização das análises estatísticas dos 

dados. d: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-α-Gal. g: representa 

diferença significativa em relação ao grupo Qβ-MASP/α-Gal. h: representa diferença 

significativa em relação ao grupo Qβ-TS/MASP/α-Gal. Os símbolos indicam: *(p<0,05). 

DPI indica: dias após infecção. 
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MASP/α-Gal e TS/MASP/α-Gal, acoplados ao Qβ-VLP. Camundongos que receberam 

doses do Qβ-controle, foram incluidos como grupo controle infectado não vacinado. 

As análises da curva de variação na massa corporal inicial demonstraram que o 

grupo vacinado com Qβ-TS/MASP/α-Gal, apresentou porcentagens significativamente 

maiores em relação ao grupo controle, entre 13° e 190° dia após a infecção. Enquanto, 

em relação aos grupos vacinados com: Qβ-TS, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal e Qβ-

MASP/α-Gal, foram observadas diferenças significativamente maiores entre 25° e 190° 

dia após a infecção. Em relação ao grupo vacinado com Qβ-MASP foram encontradas 

diferenças significativamente maiores do 25° ao 37° e do 61° ao 190° dia após a infecção. 

Já em relação ao grupo vacinado com Qβ-α-Gal foram encontradas diferenças 

significativamente maiores do 21° ao 57°, no 70°, 114°, 118°, 142° e 190° dia após a 

infecção. As diferenças estatísticas variaram de: p<0,05; p<0,01 e p<0,001. 

Além disso, os dados demonstraram que o grupo vacinado com Qβ-α-Gal, 

apresentou porcentagens de variação na massa corporal inicial significativamente 

maiores, em relação ao grupo controle, do 122° ao 146° e do 162° ao 186° dia após a 

infecção. Enquanto, em relação aos grupos vacinados com: Qβ-TS e Qβ-TS/α-Gal, foram 

observadas diferenças significativamente maiores no 162° e 166° dia após a infecção. Em 

relação ao grupo vacinado com Qβ-TS/MASP e Qβ-MASP/α-Gal, foram encontradas 

diferenças significativamente maiores no 146° dia após a infecção. As diferenças 

estatísticas variaram de: p<0,05; p<0,01 e p<0,001. (Fig. 28 A e B). 

Nenhuma outra diferença estatisticamente significativa foi observada, entre as 

porcentagens de variação na massa corporal inicial dos grupos que receberam dose de: 

Qβ-controle, Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-

Gal e TS/MASP/α-Gal (Fig. 28 A e B).  

Os camundongos que receberam doses de Qβ-controle e vacinados com Qβ-TS 

aumentaram sua massa corporal em 12,44% e 15,69%, respectivamente até 21° dia após 

a infecção. Enquanto os camundongos vacinados com: Qβ- α-Gal, Qβ-MASP, Qβ-TS/ α-

Gal, Qβ-MASP/α-Gal, Qβ-TS/MASP e Qβ-TS/MASP/ α-Gal aumentaram sua massa 

corporal em 14%, 16%, 16,62%, 16,8%, 19,3% e 33,37%, respectivamente até 25° dia 

após a infecção (Fig. 28 A e B).   
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Nos dias seguintes os camundongos que pertencem aos grupos experimentais 

passaram a apresentar perda da massa corporal, que se tornou mais acentuada após o pico 

de parasitemia. Os camundongos que receberam doses de: Qβ-MASP, Qβ-TS/MASP, 

Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/ α-Gal e Qβ-controle, apresentaram maior perda no 37° dia após 

a infecção. Enquanto os camundongos que receberam doses de: Qβ-TS, Qβ- α-Gal e Qβ-

TS/MASP/ α-Gal, apresentaram maior perda entre 41° e 45° dia após a infecção (Fig. 28 

A e B). Neste momento os grupos que receberam doses de: Qβ-α-Gal, Qβ-MASP, Qβ-

TS/MASP/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal, Qβ-TS, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-TS/MASP e Qβ-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 então, 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: Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-

TS/α-Gal, Qβ-MASP/ α-Gal e Qβ-TS/MASP/ α-Gal, conseguiram recuperá-lo entre 61° 

e 74° dia após a infecção respectivamente. Enquanto camundongos vacinados com: Qβ-

TS, Qβ-TS/MASP e que receberam doses de Qβ-controle, recuperam a massa corporal 

perdida entre 114° e 154° dia após a infecção. Os camundongos que receberam doses de 

Qβ-controle, vacinados com: Qβ-TS, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP, Qβ-TS/MASP, Qβ-

MASP/α-Gal, Qβ-α-Gal e Qβ-TS/MAS/α-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 infecção (Fig. 28 A e B). 
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Figura 28 A. Análise da curva de variação da massa corporal inicial, avaliada antes da 

infecção e após pela cepa Colombiana do T. cruzi, em intervalos de três dias, do 5° até 

22° ou 190° dia, em camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO fêmeas que receberam doses de 

Qβ-controle e vacinados com: Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-

Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ- TS/MASP/α-Gal. Os valores descritos no gráfico mostram a 

média da variação da massa corporal inicial (%) apresentados pelos grupos experimentais 

em cada ponto examinado. O teste de análise de ANOVA two way, seguido pelo pós-teste 

de Bonferroni, foi aplicado para realização das análises estatísticas dos resultados 

apresentados no gráfico. a: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-

Controle. b: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-TS. c: representa 

diferença significativa em relação ao grupo Qβ- MASP. d: representa diferença 

significativa em relação ao grupo Qβ-α-Gal. e: representa diferença significativa em 

relação ao grupo Qβ-TS/MASP. f: representa diferença significativa em relação ao grupo 

Qβ-TS/α-Gal.g: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-MASP/α-Gal. 

h: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-TS/MASP/α-Gal. DPI 

indica: dias após infecção. 
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A avaliação do percentual de sobrevivência demonstrou que 100% dos 

camundongos que receberam doses de Qβ-controle e vacinados com: Qβ-TS, Qβ-MASP, 

Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ- Qβ-TS/MASP/α-Gal, 

avaliados 22 e 190 dias após a infecção sobreviveram. 

 

 

 

 

B 

Figura 28 B. Análise da curva de variação da massa corporal inicial, avaliada antes da 

infecção e após pela cepa Colombiana do T. cruzi, em intervalos de três dias, do 5° até 

22° ou 190° dia, em camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO fêmeas que receberam doses 

de Qβ-controle e vacinados com: Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-

TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ- TS/MASP/α-Gal. Os valores descritos no gráfico 

mostram a média e o SEM da variação da massa corporal inicial (%) apresentados pelos 

grupos experimentais em cada ponto examinado. DPI indica: dias após infecção. 
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5.2.4. Eficácia das vacinações na prevenção do dano aos tecidos 

cardíacos associado à infecção pelo T. cruzi  

 

Análises histopatológicas semi-quantitativas por microscopia óptica do infiltrado 

celular, alterações degenerativas e hipertrofia das fibras musculares em secções de 

corações corados com H&E, de camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO que receberam 

doses de Qβ-controle e vacinados (n=5-6 por grupo), eutanasiados 22 e 190 dias após a 

infecção pela cepa Colombiana de T. cruzi, foram realizadas para determinar a 

intensidade das lesões. Os grupos experimentais avaliados receberam doses dos 

peptídeos selecionados a partir das proteínas: TS e MASP, do epítopo α-Gal e das 

associações: TS/MASP, TS/α-Gal, MASP/α-Gal e TS/MASP/α-Gal, acoplados ao Qβ-

VLP. Camundongos que receberam doses do Qβ-controle, foram incluidos como grupo 

controle infectado não vacinado. 

Os dados demonstraram que nenhuma diferença estatística significativa foi 

observada, entre os níveis do infiltrado celular quantificado ao longo das fibras 

musculares cardíacas de camundongos que receberam dose de: Qβ-controle, Qβ-TS, Qβ-

MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e TS/MASP/α-Gal, 22 

dias após a infecção, durante a fase aguda (Fig. 29 A).  

Durante este período, a intensidade da inflamação variou de moderada a alta em 

50% (n=3/6), nos corações de camundongos que foram vacinados com: Qβ-TS, Qβ-

TS/MASP/α-Gal e que receberam doses de Qβ-controle. Em camundongos vacinados 

com: Qβ-MASP, Qβ-TS/α-Gal e Qβ-MASP/α-Gal está porcentagem foi de 60% (n=3/5), 

enquanto em camundongos vacinados com Qβ-TS/MASP foi de 67% (n=4/6). No 

entanto, em camundongos vacinados com Qβ-α-Gal a intensidade da inflamação era 

ausente ou apresentava baixos níveis em 80% (n=4/5) das secções dos corações avaliadas. 

Os camundongos que receberam doses de: Qβ-MASP/α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-controle, 

Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP, Qβ-TS, Qβ-TS/MASP/α-Gal e Qβ-α-Gal apresentaram uma 

média e SEM de intensidade da inflamação 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 após a infecção, durante a fase crônica, camundongos 

vacinados com: Qβ-TS/MASP (p<0,01), Qβ-TS (p<0,05), Qβ-MASP (p<0,05), Qβ-

MASP/α-Gal (p<0,05) e TS/MASP/α-Gal (p<0,05) apresentaram níveis de infiltrado 

celular significativamente menores ao longo das fibras cardíacas, que os observados em 

camundongos que pertencem ao grupo controle. Nenhuma outra diferença estatística 

significativa foi encontrada entre os níveis de infiltrado celular, nos corações dos 

camundongos que receberam doses de: Qβ-controle, Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-

TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal, Qβ-TS/MASP/α-Gal (Fig. 29 B).  

Durante este período, observou-se ausência de inflamação em 60% (n=3/5) das 

secções dos corações de camundongos vacinados com TS/MASP e prevalência de baixa 

intensidade entre os corações de camundongos vacinados com: Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-

MASP/α-Gal e TS/MASP/α-Gal. Enquanto os níveis do infiltrado inflamatório variaram 

de leve a moderada em 60% (n=2/4) e 75% (n=3/4) dos tecidos cardíacos de 

camundongos vacinados com Qβ-TS/α-Gal e Qβ-α-Gal, repectivamente. No entanto, em 

camundongos que receberam doses de Qβ-controle, a intensidade variou de moderada a 

alta em 75% (n=3/4) dos corações, respectivamente. Os camundongos que receberam 

doses de: Qβ-controle, Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal, Qβ-

TS/MASP/α-Gal, Qβ-TS/α-Gal e Qβ-TS/MASP, apresentaram uma média e SEM de 

intensidade da inflamação 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. Análise semi-quantitativa do infiltrado inflamatório, em secções dos corações 

de camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO fêmeas que receberam doses de Qβ-controle e que 

foram vacinados com: Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-

MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal (n=5-6), infectados pela cepa Colombiana de T. 

cruzi. (A) Camundongos eutanasiados 22 dias após a infecção. (B) Camundongos 

eutanasiados 190 dias após a infecção. No gráfico de dispersão A os resultados estão 

apresentados como mediana e intervalo interquartil da intensidade do infiltrado 

inflamatório. O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-teste de Dunns, foi aplicado 

para realização das análises estatísticas dos dados. No gráfico de dispersão B os resultados 

estão apresentados como média e SEM da intensidade do infiltrado inflamatório. O teste 

de ANOVA one way, seguido pelo pós-teste de Tukey, foi aplicado para realização das 

análises estatísticas dos dados. a: representa diferença significativa em relação ao grupo 

Qβ-Controle. As diferenças estatisticamente significativas estão representadas pelos 

símbolos *(p<0,05), ** (p<0,01). DPI indica: dias após infecção.         
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Figura 30. Fotomicrografia de corte histológico do coração de camundongos C57BL/6 

α1,3GT-KO, fêmeas que receberam doses de Qβ-controle e foram vacinados, 

eutanasiados após 22 dias de infecção pela cepa Colombiana de T. cruzi. (A) Grupo 

Controle não infectado: coração apresentando aspecto habitual. (B) Grupo Qβ-controle 

(infectado): infiltrado inflamatório moderado no miocárdio (cabeças de setas). (C) Qβ-

TS: presença infiltrado inflamatório moderado no miocárdio (cabeças de setas). (D) Qβ-

MASP: presença de infiltrado inflamatório moderado no miocárdio (cabeças de setas). 

(E) Qβ-α-Gal: presença de infiltrado inflamatório discreto no miocárdio (cabeças de 

setas). (F) Qβ-TS/MASP: presença de infiltrado inflamatório moderado no miocárdio 

(cabeças de setas). (G) Qβ-TS/α-Gal: infiltrado inflamatório moderado no miocárdio 

(cabeças de setas). (H) Qβ-MASP/α-Gal: infiltrado inflamatório moderado no miocárdio 

(cabeças de setas). (I) Qβ-TS/MASP/α-Gal: presença de infiltrado inflamatório moderada 

no miocárdio (cabeças de setas). Coloração Hematoxilina e eosina, barra = 100 µm. 
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Figura 31. Fotomicrografia de corte histológico do coração de camundongos infectados 

com a cepa Colombiana de T. cruzi e eutanasiados após 190 dias de infecção. (A) Grupo 

Controle não infectado: coração apresentando aspecto habitual. (B) Grupo Qβ-controle 

(infectado): infiltrado inflamatório moderado no miocárdio (cabeças de setas). (C) Qβ-

TS: presença de infiltrado inflamatório discreto no miocárdio (cabeças de setas).  (D) Qβ-

MASP: presença de infiltrado inflamatório discreto no miocárdio (cabeças de setas). (E) 

Qβ-α-Gal: presença de infiltrado inflamatório discreto no miocárdio (cabeças de setas). 

(F) Qβ-TS/MASP: presença de infiltrado inflamatório discreto no miocárdio (cabeças de 

setas). (G) Qβ-TS/α-Gal: infiltrado inflamatório discreto no miocárdio (cabeças de setas). 

(H) Qβ-MASP/α-Gal: infiltrado inflamatório discreto no miocárdio (cabeças de setas). (I) 

Qβ-TS/MASP/α-Gal: presença de infiltrado inflamatório discreto no miocárdio (cabeças 

de setas). Coloração Hematoxilina e eosina, barra = 100 µm. 
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Os resultados também revelaram que camundongos que receberam doses de Qβ-

α-Gal, apresentaram níveis de alterações degenerativas significativamente menores nos 

tecidos cardíacos, em relação aos grupos que receberam doses de: Qβ- controle (p<0,01), 

Qβ-MASP (p<0,05), Qβ-TS/MASP (p<0,05), Qβ-TS/α-Gal (p<0,05), Qβ-MASP/α-Gal 

(p<0,05), aos 22 dias após a infecção, durante a fase aguda. Enquanto camundongos que 

receberam doses de Qβ-TS/MASP/α-Gal apresentaram níveis significativamente 

menores, em relação aos grupos que receberam doses de: Qβ-controle (p<0,01) e Qβ- 

TS/MASP (p<0,05). Já camundongos que receberam doses de Qβ-TS apresentaram níveis 

significativamente menores (p<0,05), que os observados em camundongos que 

receberam doses de Qβ-controle. Nenhuma outra diferença estatística significativa foi 

encontrada entre os níveis de alterações degenerativas dos camundongos que receberam 

doses de: Qβ-controle, Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-

MASP/α-Gal, Qβ-TS/MASP/α-Gal no tecido cardíaco (Fig. 32). 

Durante este período, alterações degenerativas não foram encontradas ou 

apresentaram baixa intensidade em 100% dos cortes histológicos de camundongos 

vacinados com: Qβ-α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal. Em camundongos vacinados com: Qβ-

TS está porcentagem foi de 83% (n=5/6). Enquanto baixos níveis prevaleceram nas 

secções de coração dos camundongos vacinados com: Qβ-MASP, TS/α-Gal e MASP/α-

Gal. No entanto, a intensidade das alterações degenerativas variou de moderada a alta em 

50% (n=3/6) e 67% (n=4/6) das secções de camundongos vacinados com Qβ-TS/MASP 

e pertencentes ao grupo controle. Os camundongos que receberam doses de: Qβ-controle, 

Qβ-TS/MASP, Qβ-MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal, Qβ-TS, Qβ-TS/MASP/α-Gal 

e Qβ-α-Gal apresentaram uma média e SEM de intensidade das alterações degenerativas 

de: 1,7 ± 0,2; 1,7 ± 0,3; 1 ± 0; 1 ± 0; 1 ± 0; 0,83 ± 0,3; 0,7 ± 0,2; 0,4 ± 0,245, 

respectivamente (Fig. 32). 

Aos 190 dias após a infecção, durante a fase crônica, os tecidos cardíacos dos 

camundongos que receberam doses de: Qβ-controle, Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-

TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e TS/MASP/α-Gal, não apresentaram 

alterações degenerativas.  
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Além disso, os dados mostraram que diferenças estatísticas significativas 

(p<0,05), foram encontradas entre os grupos que receberam doses de: Qβ-TS, Qβ-α-Gal, 

Qβ-MASP/α-Gal, que não apresentaram hipertrofia das fibras musculares cardíacas e o 

grupo que recebeu doses de Qβ- TS/α-Gal, aos 22 dias após a infecção, durante a fase 

aguda. Nenhuma outra diferença estatística significativa foi encontrada entre os níveis de 

hipertrofia identificados em secções do coração de camundongos que receberam doses 

de: Qβ-controle, Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-

MASP/α-Gal e TS/MASP/α-Gal (Fig. 33 A). 

Figura 32. Análise semi-quantitativa das alterações degenerativas, em secções dos 

corações de camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO fêmeas que receberam doses de Qβ-

controle e que foram vacinados com: Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-

TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ- TS/MASP/α-Gal (n=5-6), infectados pela cepa 

Colombiana de T. cruzi e eutanasiados 22 dias após. Os resultados estão apresentados 

como média e SEM da intensidade das alterações degenerativas. O teste de ANOVA 

one way, seguido pelo pós-teste de Tukey, foi aplicado para realização das análises 

estatísticas dos dados. a: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-

Controle. c: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-MASP. e: 

representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-TS/MASP. f: representa 

diferença significativa em relação ao grupo Qβ-TS/α-Gal. g: representa diferença 

significativa em relação ao grupo Qβ-TS/MASP/α-Gal. As diferenças estaticamente 

significativas estão representadas pelos símbolos * (p<0,05), ** (p<0,01). DPI indica: 

dias após infecção.       
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Durante este período, camundongos vacinados com: Qβ-TS, Qβ-α-Gal, Qβ-

MASP/α-Gal não apresentaram hipertrofia das fibras musculares cardíacas. 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 histológicos de camundongos que receberam doses de: Qβ-TS/MASP, Qβ-

TS/MASP/α-Gal, Qβ-MASP e Qβ-controle, respectivamente, sendo ausente no restante 

das secções. No entanto, camundongos vacinados com Qβ-TS/α-Gal apresentaram níveis, 

que variaram de baixo a moderado em 80% (n=4/5) dos tecidos cardíacos.  

 Os camundongos que receberam doses de: Qβ-controle, Qβ-MASP, Qβ-

TS/MASP/α-Gal, Qβ-TS/MASP e Qβ-TS/α-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 após a infecção, durante a fase crônica, fibras 

musculares cardíacas de camundongos vacinados com: Qβ-MASP e Qβ-TS/MASP/α-Gal 

apresentaram níveis de hipertrofia significativamente menores que os observados em 

camundongos que receberam doses de: Qβ-controle (p<0,05), Qβ-α-Gal (p<0,01) e Qβ-

TS/α-Gal (p<0,05). Enquanto que camundongos vacinados com Qβ-MASP/α-Gal 

apresentaram níveis de hipertrofia significativamente menores (p<0,05), que os 

observados em camundongos que receberam doses de Qβ-α-Gal. Diferenças estatísticas 

significativas também foram encontradas entre o grupo vacinado com Qβ-TS/MASP, que 

não apresentou hipertrofia  e os grupos que receberam doses de: Qβ-α-Gal (p<0,001), Qβ-

MASP/α-Gal (p<0,01), Qβ-controle (p<0,05), Qβ-TS (p<0,05), Qβ-MASP (p<0,05), Qβ-

TS/α-Gal (p<0,05) e Qβ-TS/MASP/α-Gal (p<0,05). Nenhuma outra diferença estatística 

significativa foi identificada entre os níveis presentes em cortes histológicos de 

camundongos que receberam doses de: Qβ-controle, Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-

TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TSMASP/α-Gal (Fig. 33 B).  

Durante este período, grupos vacinados com: Qβ-TS e Qβ-α-Gal apresentaram 

níveis de hipertrofia que variaram de moderados a altos em 60% (n=3/5) e 100% dos 

tecidos cardíacos, respectivamente. Enquanto níveis moderados de hipertrofia 

prevaleceram entre os camundongos que receberam doses de: Qβ-controle e Qβ-TS/α-

Gal. No entanto, baixos níveis de hipertrofia foram identificados em 60% (n=3/5) dos 
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cortes histológicos de camundongos vacinados com Qβ-MASP/α-Gal e prevaleceram 

entre os camundongos vacinados com: Qβ-MASP e Qβ-TS/MASP/α-Gal. Já 

camundongos vacinados com Qβ-TS/MASP não apresentraram hipertrofia das fibras 

musculares cardíacas. Os camundongos que receberam doses de: Qβ-α-Gal, Qβ-controle, 

Qβ-TS/α-Gal, Qβ-TS, Qβ-MASP/α-Gal, Qβ-MASP e Qβ-TS/MASP/α-Gal apresentaram 

uma média e SEM de intensidade de hipertrofia das fibras musculares de: 2,25 ± 0,25; 2 

± 0; 2  ± 0; 1,6  ± 0,5; 1,4  ±  0,24; 1  ± 0; 1  ± 0, respectivamente (Fig. 33 B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Análise semi-quantitativa da hipertrofia das fibras musculares, em secções 

dos corações de camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO fêmeas que receberam doses de Qβ-

controle e que foram vacinados com: Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-

TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ- TS/MASP/α-Gal (n=5-6), infectados pela cepa 

Colombiana de T. cruzi. (A) Camundongos eutanasiados 22 dias após a infecção. (B) 

Camundongos eutanasiados 190 dias após a infecção. No gráfico A os resultados estão 

apresentados como mediana e intervalo interquartil de intensidade da hipertrofia das 

fibras musculares. O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-teste de Dunns, foi 

aplicado para realização das análises estatísticas dos dados. No gráfico B os resultados 

estão apresentados como média e SEM de intensidade da hipertrofia das fibras 

musculares. O teste de ANOVA one way, seguido pelo pós-teste de Tukey, foi aplicado 

para realização das análises estatísticas dos dados. a: representa diferença significativa 

em relação ao grupo Qβ-Controle. b: representa diferença significativa em relação ao 

grupo Qβ-TS.  c: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-MASP. d: 

representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-α-Gal. e: representa diferença 

significativa em relação ao grupo Qβ-TS/MASP. f: representa diferença significativa em 

relação ao grupo Qβ-TS/α-Gal. g: representa diferença significativa em relação ao grupo 

Qβ-MASP/α-Gal. h: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-

TS/MASP/α-Gal. As diferenças estaticamente significativas estão representadas pelos * 

(p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001). DPI indica: dias após infecção.        
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5.2.5. Perfil de citocinas teciduais em camundongos vacinados 

durante a infecção experimental  

 

Os níveis das citocinas teciduais pró-inflamatórias: IL-12p40, IFN- e anti-

inflamatória/moduladora: IL-4, IL-10, apresentados por camundongos C57BL/6 α1,3GT-

KO vacinados, que receberam doses do Qβ-controle, infectados pela cepa Colombiana de 

T. cruzi e que não sofreram nenhum tipo de intervenção (n=5-6 por grupo), foram 

quantificados através do ensaio de ELISA de captura. Os grupos experimentais vacinados 

que receberam doses dos peptídeos selecionados a partir das proteínas: TS, MASP, do 

epítopo α-Gal e das associações TS/MASP, TS/α-Gal, MASP/α-Gal, TS/MASP/α-Gal 

acoplados ao Qβ-VLP foram eutanasiados 22 e 190 dias após a infecção, durante a fase 

aguda e crônica, respectivamente. Camundongos que receberam doses do Qβ-controle, 

foram incluidos como grupo controle infectado não vacinado e camundongos que não 

sofreram nenhum tipo de intervenção, foram incluidos como grupo controle não 

infectado.          

 Os dados demonstraram maiores níveis das citocinas pró-inflamatórias: IL-12p40 

e IFN- nos tecidos cardíacos dos grupos experimentais que receberam doses de: Qβ-

controle (p<0,01/p<0,001), Qβ-MASP (p<0,05/p<0,001), Qβ-α-Gal (p<0,05/p<0,01), 

Qβ-TS/MASP (p<0,05/p<0,01), Qβ- TS/α-Gal (p<0,05/p<0,01) e Qβ- TS/MASP/α-Gal 

(p<0,05/ p<0,01), quando comparados com o do grupo experimental não infectado, 22 

dias após a infecção, durante a fase aguda. O valor médio e SEM descrito entre os 

parênteses da concentração da citocina IL-12p40 apresentado pelos grupos vacinados 

com: Qβ-TS (2.498 ± 829,6) e Qβ-MASP/α-Gal (2.354 ± 820,5) é aproximadamente 3 

vezes maior, quando comparado com o exibido pelo grupo não infectado (704,3 ± 292,9). 

No entanto, nenhuma diferença estatisticamente significativa foi observada para os níveis 

desta citocina entre estes grupos. Porém, os níveis de IFN-γ são significativamente 

maiores (p<0,01) nestes dois grupos vacinados em relação ao grupo não infectado (Fig. 

34 A e C).          

 Aos 190 dias após a infecção, durante a fase crônica, os grupos que receberam 

doses de: Qβ-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 Qβ-α-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 níveis das 

citocinas pró-inflamatória IL-12p40 e  IFN- nos tecidos cardíacos, quando comparados 

com o dos grupos experimentais: não infectado, que receberam doses de: Qβ-TS, Qβ-

MASP, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/ α-Gal e Qβ-MASP/α-Gal. No entanto, somente para a 

citocina a IFN-γ, os grupos que receberam doses de: Qβ-controle (p<0,05) e Qβ-α-Gal 

(p<0,01), apresentraram níveis mais altos, quando comparado com os do grupo vacinado 

com Qβ-TS/MASP/α-Gal, neste mesmo período. Enquanto apenas para a citocina IL-

12p40, o grupo que recebeu doses de Qβ-TS/α-Gal, apresentou níveis maiores (p<0,05), 

quando comparado com o do grupo experimental não infectado (Fig. 34 B e D). Nenhuma 

outra diferença estatística significativa foi observada para os níveis destas citocinas entre 

os grupos: não infectado, que receberam doses de: Qβ-controle, Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-

α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal, nos 

diferentes períodos avaliados (Fig. 34 A, B, C e D).   
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Figura 34. Avaliação do perfil de citocinas pró-inflamatórias IL-12p40 e IFN- no tecido 

cardíaco de camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO fêmeas que receberam doses de Qβ-

controle e vacinados com: Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, 

Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal, infectados pela cepa Colombiana de T. cruzi e 

não infectados (n=5-6 por grupo). (A) Níveis de IL-12p40 em pg/ml em camundongos 

eutanasiados 22 dias após a infecção. (B) Níveis de IL-12p40 em pg/ml camundongos 

eutanasiados 190 dias após a infecção. (C) Níveis de IFN- em pg/ml em camundongos 

eutanasiados 22 dias após a infecção. (D) Níveis de IFN- em pg/ml camundongos 

eutanasiados 190 dias após a infecção. No gráfico A estão representados os valores da 

média e SEM. O teste de ANOVA one way, seguido pelo pós-teste de Tukey, foi aplicado 

para realização das análises estatísticas destes dados. Nos gráficos B, C e D estão 

representadas os valores da mediana e o intervalo interquartil. O teste de Kruskal-Wallis, 

seguido pelo pós-teste de Dunns, foi aplicado para realização das análises estatísticas 

destes dados. a: representa diferença significativa em relação ao grupo não infectado.  b: 

representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-Controle. c: representa 

diferença significativa em relação ao grupo Qβ-TS.  d: representa diferença significativa 

em relação ao grupo Qβ-MASP. e: representa diferença significativa em relação ao grupo 

Qβ-α-Gal. f: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-TS/MASP. g: 

representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-TS/α-Gal. h: representa 

diferença significativa em relação ao grupo Qβ-MASP/α-Gal. i: representa diferença 

significativa em relação ao grupo Qβ-TS/MASP/α-Gal. As diferenças estatisticamente 

significativas estão representadas pelo símbolo * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001). 

DPI indica: dias após infecção.   
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Além disso, os resultados mostraram que durante 22º dia após a infecção, 

nenhuma diferença estatística significativa foi observada entre os níveis das citocinas 

anti-inflamatória/moduladora: IL-4 e IL-10 nos tecidos cardíacos dos grupos: não 

infectado, que receberam doses de Qβ-controle e vacinados. Não foi possível realizar as 

dosagens dos níveis da citocina IL-4 nos tecidos cardíacos dos grupos: Qβ-MASP, Qβ-α-

Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal (Fig. 35 A e C).     

 As análises comparativas também demonstraram que 190 dias após a infecção, os 

grupos que receberam doses de: Qβ-α-Gal e Qβ-controle, apresentaram níveis mais 

elevados de IL-4 e IL-10, quando comparados com os de grupos experimentais: não 

infectados (IL-4 - p<0,001/p<0,01; IL-10 - p<0,01/p<0,05, respectivamente), que 

receberam doses de:  Qβ-TS (p<0,05), Qβ-MASP (p<0,05), Qβ-TS/MASP (p<0,05), Qβ-

TS/α-Gal (p<0,05) e Qβ-MASP/α-Gal (p<0,05). Nenhuma outra diferença estatística 

significativa foi observada para os níveis destas citocinas entre os grupos: não infectado, 

que receberam doses de: Qβ-controle, Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-

TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ- TS/MASP/α-Gal (Fig. 35 B e D).   
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Figura 35. Avaliação do perfil de citocinas anti-inflamatórias/moduladoras IL-4 e IL-10 

no tecido cardíaco de camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO fêmeas que receberam doses 

de Qβ-controle e vacinados com: Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-

TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal, infectados pela cepa Colombiana de 

T. cruzi e não infectados (n=5-6 por grupo). (A) Níveis de IL-4 em pg/ml em 

camundongos eutanasiados 22 dias após a infecção. (B) Níveis de IL-4 em pg/ml 

camundongos eutanasiados 190 dias após a infecção. (C) Níveis de IL-10 em pg/ml em 

camundongos eutanasiados 22 dias após a infecção. (D) Níveis de IL-10 em pg/ml 

camundongos eutanasiados 190 dias após a infecção. Nos gráficos A, B, C e D estão 

representadas os valores da mediana e o intervalo interquartil. O teste de Kruskal-Wallis, 

seguido pelo pós-teste de Dunns, foi aplicado para realização das análises estatísticas 

destes dados. b: representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-Controle. e: 

representa diferença significativa em relação ao grupo Qβ-α-Gal. As diferenças 

estatisticamente significativas estão representadas pelo símbolo * (p<0,05), ** (p<0,01), 

*** (p<0,001). DPI indica: dias após infecção.   
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6. DISCUSSÃO   

 

A doença de Chagas é potencialmente fatal, apresentando alta taxa de mortalidade 

nos países da América Latina, com aproximadamente 12.000 mortes a cada ano por 

complicações decorrentes da infecção. E tem causado um alto impacto econômico, social 

e cultural, por ser uma doença de caráter crônico, incapacitante e debilitante, provocando 

deficiência prematura dos indivíduos afetados nas áreas endêmicas (Organização 

Mundial de Saúde, 2010).    

Até o presente momento, não existem vacinas disponíveis para a prevenção ou 

que contribuam com tratamento da doença de Chagas em seres humanos, apesar de 

numerosos estudos usando parasitos atenuados, lisados, proteínas recombinantes, 

purificadas e DNA (Rodríguez-Morales et al., 2015).  Os fármacos disponíveis para o 

tratamento, apresentam baixa ou nenhuma eficácia quando administrados durante a fase 

crônica tardia da doença (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 presença de espécies de insetos vetores difíceis de serem controladas 

por inseticidas ou resistentes ao tratamento, prejudica a realização do controle vetorial 

(Schofield et al., 2006). As rotas de transmissão secundárias: como as transfusões, 

transplantes, o contágio por via congênita e oral, dificultam e torna oneroso o combate à 

infecção pelo T. cruzi onde a presença do inseto vetor foi controlada (Coura &Viñas, 

2010). Além disso, contribui para dispersão da doença fora das áreas endêmicas 

(Organização Mundial de Saúde, 2010). 

 Assim, o alto número de pessoas afetadas, o impacto econômico causado pela 

doença nas áreas endêmicas, a recente dispersão de pessoas infectadas, a ineficiência e 

alto custo do tratamento, a falta de métodos eficazes de controle de transmissão, tem 

incentivado o desenvolvimento de pesquisas que buscam produzir vacinas capazes de 

proteger os humanos da infecção pelo T. cruzi (Arce-Fonseca et al. 2015; Rodríguez-

Morales et al. 2015). Levando em consideração este cenário, neste estudo buscamos 

avaliar a eficácia de antígenos vacinais contra a infecção pela cepa Y e Colombiana do T. 

cruzi, em camundongos da linhagem isogênica C57BL/6 depletados para os genes da 

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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enzima α1,3galactosiltransferase (α1,3GT-KO).      

 Estes camundongos foram utilizados como modelo experimental, por 

mimetizarem a resposta imune humoral humana quanto a produção de altos títulos de 

anticorpos anti-α-Gal, quando previamente infectados pelo T. cruzi (Portillo et al., 2019; 

Ayala et al., 2020).  Além disso, o modelo experimental camundongo é amplamente 

utilizado em pesquisas sobre a doença de Chagas, pois reproduzem aspectos da infecção 

pelo T. cruzi humana relacionados ao dano tecidual e a resposta imunológica envolvida 

no controle do parasito (Andrade et al., 1999; Diaz et al., 2004; Ayala et al., 2020). Estes 

animais também são descritos como sendo um dos camundongos mais resistentes à 

infecção por diferentes cepas de T. cruzi, permitindo a avaliação com certa facilidade da 

fase crônica da doença (Pizzi et al., 1948; Postan et al., 1984; Portillo et al., 2019). 

A cepa Y foi escolhida para os estudos de infecção experimental, por apresentar 

alta virulência, induzir alta parasitemia e provocar alta mortalidade na infecção murina, 

facilitando, neste caso, a avaliação da eficácia dos candidatos a antígenos vacinais no 

controle da infecção e em induzir a supressão 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 indução de baixa mortalidade, 

tropismo por tecidos musculares durante toda a infecção e por provocar uma intensa 

cardiomiopatia (Federici et al., 1964; Andrade, 1976; Talvani et al., 2000). Estas 

características facilitam a avaliação da eficácia dos candidatos a antígenos vacinais na 

prevenção do dano aos tecidos cardíacos tanto na fase aguda, quanto na fase crônica. 

Assim a intensa cardiomiopatia provocada pela cepa Colombiana associada à alta taxa 

de sobrevivência animal, possibilita o estudo da patologia cardíaca na doença de Chagas 

e seus aspectos imunológicos durante as distintas fases da infecção experimental 

(Talvani et al., 2000). 

Optamos por eutanasiar os camundongos 8 dias após a infecção pela cepa Y e 22 

dias após a infecção pela cepa Colombiana, pois durante este período a infecção 

provocada por estas cepas se encontra na fase aguda, onde os níveis de parasitemia no 

sangue são elevados (Andrade, 1976). Além disso, optamos também em eutanasiar os 

camundongos 36 dias após a infecção pela cepa Y, pois de acordo com estudos prévios 
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realizados pelo nosso grupo de pesquisa, camundongos fêmeas C57BL/6 α1,3GT-KO que 

foram inoculados com PBS1X e infectados com esta cepa tiveram uma grande perda de 

massa corporal e uma porcentagem vieram a óbito entre 14° e 36° dia após a infecção, 

final da fase aguda e início da fase crônica indeterminada. A partir desse período os 

camundongos sobreviventes começaram a recuperar a massa corporal perdida e não 

foram observadas mais mortalidades (dados não publicados). Assim decidimos analisar 

as condições histopatológicas dos tecidos cardíacos dos camundongos sobreviventes 

vacinados e não vacinados, neste momento tão crítico da infecção.    

 Escolhemos infectar os camundongos com a cepa Colombiana, caracterizada por 

provocar intensa cardiomiopatia e eutanasiar 190 dias após a infecção, porque o modelo 

experimental camundongo leva cerca de seis a doze meses para desenvolver as formas 

determinadas crônicas cardíaca e/ou digestiva da doença de Chagas. Assim, podemos 

avaliar adequadamente as alterações histopatológicas desencadeadas durante a fase 

crônica no coração (Federici et al., 1964; Andrade., 1990).    

 Inicialmente, foi avaliada a eficácia das vacinações em induzir o controle da 

infecção, através da análise da carga parasitária no sangue periférico e nos tecidos 

cardíacos. Os dados obtidos mostraram que durante a infecção pela cepa Y (Fig.10) ou 

colombiana (Fig.25) camundongos C57BL/6 α1,3GT-KO vacinados e não vacinados 

apresentaram um padrão de alterações da parasitemia ao longo do tempo semelhante ao 

que já 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 

análise da cinética de parasitemia podemos observar que durante a infecção pela cepa Y 

a parasitemia apresentou níveis detectáveis em 85% (84) dos animais 5 dias após. O pico 

máximo foi atingindo aproximadamente entre o 7° e 8° dia em 72% (39) e o nível de 

parasitos foi diminuindo a partir deste ponto abruptamente até o 15° dia, passando a 

permanecer extremamente baixo ou não sendo mais detectado (Fig.10). Observamos que 

durante a infecção pela cepa Colombiana a parasitemia apresenta-se baixa nos primeiros 

dias, com um aumento substancial dos níveis a partir do 22° dia, atingindo o pico máximo 

aproximadamente entre o 26° e 34° dia, em 69% (31) dos animais e diminuindo a partir 

deste ponto (Fig.25). Os dados deste parâmetro parasitológico apresentado pelos grupos 
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experimentais são concordantes com aqueles da literatura, que demonstraram que durante 

a fase aguda após o desenvolvimento da imunidade, no hospedeiro mamífero a replicação 

do parasito é controlada (Tarleton., 1995).       

 No entanto, através da avaliação destes dados também podemos observar que 

durante a infecção pela cepa Y (Fig.10) ou colombiana (Fig.25), camundongos C57BL/6 

α1,3GT-KO infectados vacinados com: Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, 

Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal apresentaram baixos níveis de 

parasitos no sangue periférico, quando comparados com o grupo controle infectado não 

vacinado. Estes resultados nos levam a sugerir que estes candidatos a antígenos vacinais 

são capazes de induzir um controle do parasitismo sanguíneo durante a infecção por 

ambas as cepas. A eficácia apresentada por estes candidatos a antígenos vacinais em 

induzir um controle mais efetivo da replicação do parasito é relevante. Visto que 

a capacidade do hospedeiro em montar uma resposta capaz de manter baixos níveis de 

parasitemia no início da infecção provavelmente pode vir a ter um papel decisivo no 

desenvolvimento da patologia na doença de Chagas. Uma vez que, estudos de 

acompanhamento em pacientes chagásicos sugerem que a intensidade dos sintomas 

clínicos e das alterações fisiopatológicas que ocorrem durante a fase aguda da doença se 

correlacionam positivamente com os níveis de parasitemia e com a gravidade da doença 

cardíaca observada durante a fase crônica da doença de Chagas (Teixeira et al., 1978; 

Dias., 1989).  

Análises comparativas entre os níveis máximos de parasitos atingidos durante o 

acompanhamento da parasitemia também foram realizadas. Os resultados demonstraram 

que a vacinação com a partícula Qβ-α-Gal provocou a redução da parasitemia, durante o 

pico em aproximadamente 80% na infecção por ambas as cepas. Observamos também 

que a vacinação com a partícula Qβ-TS/MASP/α-Gal reduziu a parasitemia, durante o 

pico em aproximadamente 40% e 80% na infecção pela cepa Y e Colombiana, 

respectivamente. Já a vacinação com as partículas, Qβ-MASP, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-

TS/α-Gal reduziram a carga parasitária no sangue periférico, durante o pico em 

aproximadamente 50% e 70% na infecção pela cepa Y e Colombiana, respectivamente. 

A vacinação com a partícula Qβ-TS, provocou a redução da parasitemia, durante o pico 
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em aproximadamente 60% na infecção por ambos as cepas. E a vacinação com a partícula 

Qβ-TS/MASP, reduziu a carga parasitária no sangue periférico, durante o pico em 

aproximadamente 70% e 50% na infecção pela cepa Y e Colombiana, respectivamente 

(Fig.11 e Fig.26).  

Quando avaliamos o parasitismo tecidual, não encontramos ninhos de amastigotas 

nos tecidos cardíacos dos camundongos vacinados com Qβ-TS/α-Gal, 8 dias após a 

infecção pela cepa Y (Fig.12).  Isso foi observado também em camundongos vacinados 

com: Qβ-α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal, 22 dias após a infecção pela 

cepa Colombiana (Fig.27). Enquanto, não foi encontrado diferença estatística entre o 

número de ninhos de amastigotas presentes nas secções dos corações, dos camundongos 

infectados com a cepa Y (Fig. 12) ou colombiana (Fig. 27) e vacinados com: Qβ-TS, Qβ-

MASP e Qβ-TS/MASP em relação ao grupo controle infectado não vacinado. 

Nossos resultados sugerem que as vacinações com Qβ-TS/α-Gal, durante a 

infecção pela cepa Y (Fig.10, Fig.11 e Fig.12) e as vacinações com: Qβ-α-Gal, Qβ-

MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal, durante a infecção pela cepa Colombiana (Fig.25, 

Fig.26 e Fig.27), apresentaram uma melhor eficácia em controlar a disseminação do 

parasito. Uma vez que os camundongos que receberam as doses destas partículas 

contribuíram na manutenção da baixa parasitemia, reduzindo significativamente a carga 

parasitária durante o pico e controlaram o parasitismo tecidual durante o período da fase 

aguda avaliado.   

Aos 36 dias após a infecção pela cepa Y (Fig. 12) e 190 dias após a infecção pela 

cepa Colombiana (Fig. 27), durante a fase crônica, não encontramos ninhos de 

amastigotas nos tecidos cardíacos dos grupos experimentais.  

 Os dados deste parâmetro parasitológico apresentado pelo grupo controle 

infectado não vacinado são concordantes com aqueles da literatura. No qual, demonstram 

que em camundongos da linhagem C57BL/6 selvagens na infecção pela cepa Colombiana 

o parasitismo tecidual inicia-se 15 dias após, havendo um aumento substancial dos níveis 

até 30° dia, diminuindo a partir deste ponto, não sendo mais encontrados 120 dias após a 

infecção (Talvani et al., 2000). Outros estudos também relataram que na infecção por 

diferentes cepas de T. cruzi, inclusive pela cepa Y no modelo experimental murino, o 
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parasitismo tecidual é mais intenso durante a fase aguda, quando os níveis de parasitemia 

também são altos. Na fase crônica da infecção, quando a parasitemia é inexistente ou os 

níveis são extremamente baixos, ninhos de amastigotas são raramente encontrados no 

coração (Fragata Filho et al.,1995; Rassi Jr et al., 2010).  

Para avaliar a capacidade de sobrevivência dos camundongos vacinados e não 

vacinados durante a infecção pelo T. cruzi, a mortalidade foi monitorada diariamente, 

até o momento em que foram eutanasiados, 8 e 36 dias após a infecção pela cepa Y, 22 e 

190 dias após a infecção pela cepa Colombiana. Na infecção pela cepa Y do T. cruzi, 

caracterizada por apresentar alta virulência no modelo murino, os resultados 

demonstraram que as vacinações com: Qβ-TS, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal e 

Qβ-TS/MASP/α-Gal foram capazes de garantir a sobrevivência dos camundongos.  

Camundongos infectados vacinados com: Qβ-MASP (1/5), Qβ-MASP/α-Gal (1/5) e que 

pertencem ao grupo controle infectado não vacinado (2/10), acompanhados diariamente 

durante o período de 36 dias após a infecção, apresentaram taxa de sobrevivência, 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 após a infecção 

pela cepa Colombiana, durante a fase aguda e crônica da doença, respectivamente, 

sobreviveram. Estes resultados são esperados, uma vez que o modelo experimental 

camundongo C57BL/6 α1,3GT-KO são descritos como mais resistentes à infecção 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 infecção está relacionada a intensa 

cardiomiopatia provocada pela cepa Colombiana associada à alta taxa de sobrevivência 

animal. Estas condições tornam este modelo adequado para avaliar as alterações 

histopatológicas desencadeadas durante a fase crônica no coração. E desta forma 

possibilita o estudo da patologia cardíaca na doença de Chagas e a avaliação da eficácia 

de candidatos vacinais em previner os danos teciduais provocados pela infecção 

(Talvani et al., 2000). 
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Ainda, podemos sugerir a partir dos resultados apresentados, que durante a 

infecção pela cepa Y, os camundongos vacinados não apresentaram diferença 

significativa na mudança da massa corporal, quando comparados com o grupo infectado 

não vacinado (Fig.13 A e B). 

Durante a infecção pela cepa Colombiana, a análise da curva de variação da massa 

corporal revelou que a vacinação com a associação Qβ-TS/MASP/α-Gal, garantiu que os 

camundongos infectados ganhassem mais massa corporal no início da infecção, do que 

os outros grupos infectados: vacinados e não vacinados. Camundongos vacinados com: 

Qβ-TS, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP, Qβ-TS/MASP, Qβ-MASP/α-Gal, Qβ-α-Gal e Qβ-

TS/MASP/α-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 infecção, enquanto o 

grupo controle infectado não vacinado obteve um ganho de 16,75% 9 (Fig.28).   

Os dados também demonstraram que camundongos infectados e vacinados com: 

Qβ-α-Gal, Qβ-MASP, Qβ-TS/MASP/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal, Qβ-TS, Qβ-TS/α-Gal, 

Qβ-TS/MASP chegaram a apresentar uma perda máxima 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 infecção, logo após o pico de parasitemia. O grupo controle infectado não vacinado 

apresentou uma perda de massa corporal maior de: 9,8%. Além disso, através da análise 

da curva de variação da massa corporal inicial podemos concluir que camundongos 

infectados e vacinados com: Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/ α-Gal e 

Qβ-TS/MASP/ α-Gal, conseguiram recuperar a massa corporal perdida mais rapidamente 

(entre 61° e 74° dia após a infecção), quando comparados com camundongos infectados 

e vacinados com: Qβ-TS, Qβ-TS/MASP e que pertencem ao grupo controle infectado não 

vacinado (entre 114° e 154° dia após a infecção) (Fig.28).  

Neste trabalho, também, foi avaliada a resposta imune humoral induzida pelos 

antígenos vacinais, através da quantificação dos níveis de anticorpos IgG total. O papel 

que os anticorpos exercem no controle da parasitemia e na resistência à infecção 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 

infecção provoca a ativação policlonal de células B, o que leva a hipergamaglobulinemia 
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observada (Minoprio et al., 1986). A produção de anticorpos da classe IgG é 

desencadeada logo no início da fase aguda da doença. Estes anticorpos reagem 

principalmente com as moléculas de superfície das formas tripomastigotas, participando 

da eliminação dos parasitos (Cançado, 1963, 1997).  

Nossos resultados demonstraram que as vacinações com as partículas: Qβ-TS, 

Qβ-MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-

TS/MASP/α-Gal provocaram uma elevada produção de anticorpos IgG total, que se 

mantém ao longo da infecção, por pelo menos 36 dias após a infecção pela cepa Y (Fig. 

6, Fig.7 e Fig.8) e 190 dias após a infecção pela cepa Colombiana (Fig. 21, Fig.22 e 

Fig.23), momento em que foi realizada a última avaliação. Assim, a presença de altos 

níveis de anticorpos IgG total no soro dos camundongos reativos aos antígenos vacinais, 

8 dias após a infecção pela cepa Y (Fig. 6, Fig.7 e Fig.8) e 22 dias após a infecção pela 

cepa Colombiana (Fig. 21, Fig.22 e Fig.23), durante a fase aguda associada à baixos 

níveis de parasitemia, nos leva a concluir que a vacinação com estas partículas, 

provavelmente induziram o desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa, mediada 

por linfócitos B protetora.        

 As análises histopatológicas dos tecidos cardíacos demonstraram que durante a 

fase aguda da infecção pela cepa Y (Fig. 14 e Fig.15), ou colombiana (Fig. 29 e Fig.30), 

os camundongos que pertencem aos grupos controles infectados não vacinados 

apresentaram níveis moderados de infiltrado inflamatório ao longo das fibras cardíacas. 

Ao avaliarmos o perfil de citocinas nos tecidos cardíacos, estes mesmos grupos 

apresentaram produção de elevados níveis das citocinas pró-inflamatórias IL-12p40, IFN-

 e níveis basais das citocinas anti-inflamatórias/moduladoras IL-4 e IL-10. Resultados 

semelhantes foram apresentados pelos grupos infectados e vacinados com: Qβ-TS, Qβ-

MASP, Qβ-α-Gal, Qβ-TS/MASP, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal (Fig. 19, 

Fig.20, Fig.34 e Fig. 35). Apenas os camundongos infectados pela cepa Y e vacinados 

com Qβ-TS/α-Gal apresentaram baixos níveis de infiltrado inflamatório estatisticamente 

diferentes do grupo controle infectado não vacinado. Além de níveis basais das citocinas 

pró-inflamtórias IL-12p40 e IFN- (Fig. 14, Fig.15, Fig. 19 e Fig.20). 
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Quando analizamos a intensidade das alterações degenerativas representadas por 

necrose tecidual e autólise ou degeneração dos cardiomiócitos, provocada pela replicação 

do parasito e pelo processo inflamatório, camundongos que pertencem aos grupos 

controles infectados não vacinados apresentaram também níveis moderados, durante a 

fase aguda da infecção pela cepa Y (Fig. 17) ou colombiana (Fig. 32). Apenas a vacinação 

com a associação Qβ-TS/MASP/α-Gal apresentou a capacidade de reduzir as alterações 

degenerativas durante a fase aguda da infecção pela cepa Y (Fig. 17) ou colombiana (Fig. 

32). A vacinação com a associação Qβ-MASP/α-Gal reduziu apenas durante a infecção 

pela cepa Y (Fig. 17).  Enquanto, as vacinações com: Qβ-TS e Qβ-α-Gal reduziram 

apenas durante a infecção pela cepa Colombiana (Fig. 32).  

Juntos, estes dados apresentados são concordantes com aqueles da literatura que 

demonstram que durante a fase aguda da doença de Chagas no hospedeiro mamífero as 

formas amastigotas e tripomastigotas expressam moléculas que provocam a estimulação 

excessiva do sistema imune, promovendo uma forte ativação de linfócitos, o que 

desencadeia um intenso processo inflamatório em muitos tecidos, incluindo os do coração 

(Higuchi et al., 2003). A resposta inflamatória deflagrada pela infecção pelo T. cruzi é 

essencial no processo de controle do parasitismo tecidual, mas também pode ser 

responsável pela patologia na doença de Chagas caso não seja modulada. Dessa forma, a 

ativação de uma resposta imune exacerbada e contínua, com alta expressão de citocinas 

pró-inflamatórias, posteriormente acaba sendo patogênica provocando danos nos tecidos 

e consequente morte do hospedeiro. No entanto, a ausência ou redução desta resposta 

inflamatória também pode ser prejudicial conduzindo a uma replicação excessiva do 

parasito (Teixeira et al., 2002; Talvani & Teixeira, 2011).  

Esses resultados também reforçam a ideia de que durante os estágios iniciais da 

infecção experimental o hospedeiro mamífero, apresenta um padrão de expressão de 

citocinas teciduais predominantemente do tipo 1, demonstrado pelo aumento da 

expressão de IL-12p40 e IFN-, associado a diminuição de expressão 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 doença de Chagas, células da resposta 

imune inata produzem citocinas pró-inflamatórias, como IL-12 e TNF-α. A IL-12 induz 
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a síntese de IFN-γ, por linfócitos T ativados e células Natural Killer (NK). O IFN-γ exerce 

uma ação sinérgica com TNF-α, ativando macrófagos infectados levando-os a produzir 

altos níveis de óxido nítrico, o que promove o controle da replicação do parasito, 

desempenhando assim um papel importante na resistência a infecção. Assim, durante está 

fase da infecção células da resposta imune inata e adaptativa trabalham em conjunto para 

impedir a replicação 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 análise histopatológica dos tecidos cardíacos 

também sugerem que as vacinações com: Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-

TS/MASP/α-Gal, foram capazes de impedir o surgimento do processo inflamatório 

durante a fase crônica da infecção pela cepa Y. Enquanto, as vacinações com: Qβ-TS, 

Qβ-MASP, Qβ-α-Gal e Qβ-TS/MASP, foram capazes de reduzi-lo (Fig.14 e Fig.16). 

Além disso, foi possível observar que a vacinação com: Qβ-TS, foi capaz de reduzir a 

hipetrofia das fibras musculares, enquanto as vacinações com: Qβ-α-Gal, Qβ-TS/α-Gal, 

Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal, foram capazes de impedir (Fig.18).  

Camundongos vacinados com Qβ-TS, Qβ-MASP, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, 

Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal, durante a fase crônica da infecção pela cepa 

Colombiana também controlaram de maneira efetiva a infecção, mantendo a homeostasia 

do sistema imune. Uma vez que apresentaram baixos níveis de infiltrado inflamatório ao 

longo das fibras cardíacas, estatisticamente menores que de camundongos infectados não 

vacinados (Fig.29 e Fig.31) e um perfil basal de citocinas teciduais semelhante aos de 

camundongos não infectados e não vacinados (Fig.34 e Fig.35). O que irá provavelmente 

contribuir para prevenir as lessões cardíacas provocadas pela doença.  Através dos 

resultados encontrados também podemos sugerir que a vacinação com Qβ-MASP e Qβ-

TS/MASP/α-Gal, foi capaz de reduzir a hipetrofia das fibras musculares na infecção pela 

cepa Colombiana, durante a fase crônica, enquanto as vacinações com Qβ-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 Qβ-TS, Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, e Qβ-TS/MASP/α-Gal, 

desenvolveram uma resposta imune eficaz e controlada. Estes camundongos foram 

capazes de conter de maneira efetiva a replicação do parasito (Fig.10 e Fig.25), mantendo 

a homeostasia do sistema imune, o que explica a presença de um perfil de citocinas 

semelhante aos camundongos não infectados, durante a fase crônica da doença (Fig.19, 

20, Fig.34 e Fig.35). Assim, consequentemente, o processo inflamatório que leva a 

maiores danos teciduais durante a fase crônica se apresentou reduzido ou ausente na 

infecção pela cepa Y ou Colombiana (Fig.14, Fig.16, Fig.29 e Fig.31). Apesar das 

vacinações com Qβ-MASP e Qβ-MASP/α-Gal não induzirem a supressão da mortalidade 

durante a infecção pela cepa Y, condições 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 não vacinados 

desenvolveram uma resposta inflamatória exarcebada, contínua e desequilibrada com 

produção elevada de citocinas tanto do tipo 1, quanto do tipo 2, que apesar de ter 

controlado a replicação do parasito durante a fase aguda, não é modulada e 

consequentemente irá gerar danos teciduais severos durante a fase crônica da infecção 

(Fig.25, Fig. 29, Fig. 31, Fig.34 e Fig.35). Condições semelhantes também foram 

observadas na infecção pela cepa Y, o processo inflamatório intenso observado nos 

tecidos cardíacos durante a fase aguda, permaneceu durante a fase crônica em 

camundongos que sobreviveram a infecção, o que provavelmente foi responsável pela 

geração 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 Qβ-α-Gal, apesar de materem baixos níveis de parasitemia durante a fase 

aguda da infecção por ambas a cepas, na infecção pela cepa Colombiana durante a fase 

crônica desenvolveram uma resposta inflamatória exarcebada e desequilibrada. Uma 

elevada produção de citocinas tanto do tipo 1, quanto do tipo 2, semelhante ao grupo 

controle não 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 após a infecção pela cepa Y, o 

processo inflamatório apresentou uma intensidade média baixa ao longo das fibras 
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cardíacas, apesar de não haver diferença estatística quando comparados com os níveis de 

camundongos infectados não vacinados (Fig.14 e Fig.15). Já aos 36 dias após a infecção 

o infiltrado celular nos tecidos cardíacos destes camundongos apresentou níveis 

significativamentes baixos em relação ao grupo controle infectado não vacinado, 

ocorrendo uma regressão do processo inflamatório observado durante a fase aguda ( 

Fig.14 e Fig.16) 

Durante a fase crônica da infecção pelo T. cruzi, o processo inflamatório provoca 

a degeneração dos tecidos, o que desencadeia a formação de fibrose.  Provavelmente o 

que determina um desfecho favorável ou desfavorável para o hospedeiro é o equilíbrio 

entre a resposta imune mediada pelo parasito e a inflamação prejudicial aos tecidos. Uma 

resposta imune ineficiente, leva a danos teciduais e estarão aumentadas a carga parasitária 

e a inflamação mediada pelo sistema imune. Em contrapartida, uma resposta imune 

efetiva provoca a redução da carga parasitária e da inflamação, o que consequentemente 

resultará em menores danos teciduais (Rassi et al., 2010).  

A partir da avaliação da eficácia de antígenos vacinais em um modelo 

experimental murino de infecção pelo T. cruzi, realizada por este trabalho, podemos 

sugerir que os peptídeos selecionados a partir das proteínas TS e MASP, o epítopo α-Gal 

e as associações avaliadas (Qβ-TS/MASP, Qβ-TS/α-Gal, Qβ-MASP/α-Gal e Qβ-

TS/MASP/α-Gal) podem ser consideradas potenciais candidatos a uma vacina contra a 

infecção pela cepa Y e Colombiana. Provavelmente estes antígenos e suas associações 

são capazes de induzirem o desenvolvimento de uma resposta imune efetiva que provocou 

a redução da carga parasitária no sangue e da inflamação nos tecidos cardíacos durante a 

fase crônica, o que consequentemente resultará em menores danos ao coração, fornecendo 

resistência ao hospedeiro. No entanto estes alvos vacinais apresentaram diferentes graus 

de proteção.  

Durante a infecção com a cepa Y, as vacinações com os peptídeos selecionados a 

partir das proteínas: TS, MASP, com o epítopo α-Gal e as associações: TS/MASP, TS/α-

Gal, MASP/α-Gal e TS/MASP/α-Gal foram eficientes na manutenção da baixa 

parasitemia, reduzindo significativamente a carga parasitária durante o pico em relação 

ao grupo controle infectado não vacinado (Fig.10 e Fig.11). As vacinações com o 
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peptídeo selecionado a partir da proteína TS, com epítopo α-Gal e as associações: 

TS/MASP, TS/α-Gal e TS/MASP/α-Gal foram capazes de induzir a supressão da 

mortalidade dos camundongos na infecção pela cepa Y (Tab.2). O processo inflamatório 

apresentado nos tecidos cardíacos durante a fase aguda, regrediu entre os camundongos 

vacinados com as associações: TS/α-Gal, MASP/α-Gal e TS/MASP/α-Gal, não sendo 

mais encontrado, durante a fase crônica, o que irá provavelmente contribuir para prevenir 

os danos ao coração. Enquanto, a vacinação com os peptídeos selecionados a partir das 

proteínas: TS, MASP, com o epítopo α-Gal e a associação: TS/MASP, foram capazes de 

reduzi-lo (Fig.14, Fig.15 e Fig.16). A vacinação com as associações: Qβ-MASP/α-Gal e 

Qβ-TS/MASP/α-Gal, foram capazes de reduzir a intensidade das alterações degenerativas 

representadas por necrose tecidual, autólise ou degeneração dos cardiomiócitos durante a 

fase aguda da infecção (Fg.17). A vacinação com o peptídeo selecionado a partir da 

proteína TS, foi capaz de reduzir a hipetrofia das fibras musculares, durante a fase crônica, 

enquanto as vacinações com o epítopo α-Gal e as associações: Qβ-TS/α-Gal, Qβ-

MASP/α-Gal e Qβ-TS/MASP/α-Gal, foram capazes de impedir (Fig.18).  

 Também durante a infecção com a cepa Y, provavelmente a vacinação com os 

peptídeos selecionados a partir das proteínas: TS, MASP, com o epítopo α-Gal e as 

associações: TS/MASP, MASP/α-Gal e TS/MASP/α-Gal, induziram o desenvolvimento 

de uma resposta imune adaptativa, mediada por linfócitos T e B equilibrada e protetora. 

Uma vez que os camundongos vacinados apresentaram uma elevada produção de 

citocinas pró-inflamatórias nos tecidos cardíacos e de anticorpos IgG total no soro 

reativos aos antígenos vacinais durante a fase aguda, associados à baixos níveis de 

parasitemia e a redução do processo inflamatório ao longo das fibras cadíacas na fase 

crônica. Camundongos vacinados com a associação Qβ-TS/α-Gal controlaram de maneira 

efetiva a infecção, mantendo a homeostasia do sistema imune. O que explica, a presença 

de baixa intensidade de inflamção ao longo das fibras cardíacas, com níveis de infiltrado 

celular estatisticamente menores que de camundongos infectados não vacinados e um 

perfil basal de citocinas teciduais semelhante aos de camundongos não infectados e não 

vacinados, durante a fase aguda da infecção (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 infecção com a cepa Colombiana: os peptídeos selecionados a partir do 

epítopo α-Gal e as associações: MASP/α-Gal e TS/MASP/α-Gal, entre os antígenos 

testados, foram mais eficientes em controlar a disseminação do parasito durante a 

infecção pela cepa Colombiana. Uma vez que contribuíram na manutenção da baixa 

parasitemia, reduzindo significativamente a carga parasitária durante o pico e controlaram 

o parasitismo tecidual durante o período da fase aguda avaliado (Fig.25, Fig.26, Fig.27). 

A vacinação com: TS/MASP/α-Gal, garantiu que os camundongos ganhassem mais 

massa corporal que aqueles que pertecem ao grupo controle infectado não vacinado e aos 

outros grupos vacinados. Além disso, as vacinações com: MASP, α-Gal, TS/α-Gal, 

MASP/α-Gal e TS/MASP/α-Gal, contribuíram para que os camundongos conseguissem 

recuperar a massa corporal perdida mais rapidamente (Fig.28). Camundongos vacinados 

com TS, MASP, as associações: TS/MASP, TS/α-Gal, MASP/α-Gal e TS/MASP/α-Gal, 

controlaram de maneira efetiva a infecção, mantendo a homeostasia do sistema imune. O 

que explica, a presença de baixa intensidade de inflamção ao longo das fibras cardíacas, 

com níveis de infiltrado celular estatisticamente menores que de camundongos infectados 

não vacinados e um perfil basal de citocinas teciduais semelhante aos de camundongos 

não infectados e não vacinados, durante a fase crônica da infecção. O que irá 

provavelmente contribuir para prevenir as lessões cardíacas provocadas pela doença 

(Fig.29, Fig.30, Fig.31, Fig.34, Fig.35). 

 Também durante a infecção com a cepa Colombiana, as vacinações com: TS, α-

Gal e a associação TS/MASP/α-Gal, foram capazes de reduzir a intensidade das 

alterações degenerativas representadas por necrose tecidual, autólise ou degeneração dos 

cardiomiócitos durante a fase aguda da infecção (Fig.32). As vacinações com MASP e a 

associação Qβ-TS/MASP/α-Gal, foram capazes de reduzir a hipetrofia das fibras 

musculares, durante a fase crônica, enquanto a vacinação com TS/MASP, foi capaz de 

impedir (Fig.33). Provavelmente a vacinação com os peptídeos selecionados a partir das 

proteínas: TS, MASP, as associações: TS/MASP, TS/α-Gal, MASP/α-Gal e TS/MASP/α-

Gal, induziram o desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa, mediada por 

linfócitos T e B equilibrada e protetora. Uma vez que os camundongos vacinados 

apresentaram uma elevada produção de citocinas pró-inflamatórias nos tecidos cardíacos 
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e de anticorpos IgG total no soro reativos aos antígenos vacinais durante a fase aguda, 

associada à baixos níveis de parasitemia e a redução do processo inflamatório ao longo 

das fibras cadíacas na fase crônica (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 proteção contra infecção pelo T.cruzi, 

onde a associação TS/MASP/α-Gal demonstrou um desempenho igual aos outros 

candatos avialados ou melhor em todos os parâmetros avaliados. Estes resultados 

reforçam a idéia de que a associação de antígenos capazes de induzir a ativação da 

resposta imune adaptativa, mediada tanto por linfócitos T (como os peptídeos TS e 

MASP), quanto por linfócitos B (como o epítopo α-Gal), provavelmente podem ser mais 

eficazes em fornecer resistência a infecção pelo T. cruzi. Uma vez que, estudos já 

demonstraram que o controle da disseminação do parasito, está associada a ativação 

simultânea 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 produção de anticorpos anti-α-

Gal como modelo experimental, e antígenos capazes de ativar simultaneamente a resposta 

adaptativa celular e humoral destes, pode ser um importante passo para o 

desenvolvimento de uma vacina profilática eficaz contra infecção pelo T. cruzi.   
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7. CONCLUSÃO 

 

Os diferentes candidatos vacinais testados apresentaram diferentes graus de 

proteção contra infecção pelo T. cruzi, onde a associação TS/MASP/α-Gal demonstrou 

um melhor desempenho. Este resultado reforça a idéia de que a associação de antígenos 

capazes de induzir a ativação da resposta imune adaptativa, mediada tanto por linfócitos 

T (como os peptídeos TS e MASP), quanto por linfócitos B (como o epítopo α-Gal), 

provavelmente podem ser mais eficazes em fornecer resistência a infecção pelo T. cruzi.  
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