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Helmintos da classe Cestoda sdo endoparasitas obrigatérios de grande importancia no mundo
todo. Algumas espécies do género Echinococcus sdo agentes etiologicos de doencas em humanos
e animais domésticos, demandando atencdo consideravel. Humanos e ungulados domésticos,
hospedeiros intermedidrios, sdo acometidos pela formacdo do cisto hidatico, o qual ¢ preenchido
pelo liquido hidatico (LH), sendo que o estdgio larval ocorre frequentemente no figado e
pulmdes. O processo de infecgdo por helmintos conta com diversos mecanismos adaptativos
vinculados a sobrevivéncia dos parasitos dependendo da interagdo entre o parasito e seu
hospedeiro. Estudos anteriores mostraram a ocorréncia de produtos de excre¢ao/secrecao (E/S),
tanto do parasito quanto do hospedeiro, no LH, indicando a presenca de moléculas relevantes
para a andlise da interacdo parasito-hospedeiro. Interessantemente, tanto no LH quanto nos
produtos de E/S de cultivo de protoescoélices in vitro foram identificadas proteinas sem sinal para
exportacdo. Nossa hipotese € que tais proteinas estejam sendo transportadas via vesiculas
extracelulares como parte da comunicagdo intercelular entre o parasito e o hospedeiro. O
presente estudo busca identificar e caracterizar vesiculas extracelulares presentes no LH de E.
granulosus ¢ E. ortleppi em distintas situagdes da relacdo parasito-hospedeiro, tais como
fertilidade e infertilidade, diferentes concentra¢des de proteinas do hospedeiro e 6rgaos distintos.
Para tanto, as amostras de LH foram inicialmente analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) para classificagdo das amostras em relagdo a presenca de
bandas correspondentes as proteinas do hospedeiro (albumina e imunoglobulinas). Uma vez
selecionadas as amostras, as vesiculas extracelulares foram isoladas utilizando trés
procedimentos distintos: “Salting Out”, técnica que se baseia no fato de que os exossomos
expressam o fosfolipidio fosfatidilserina que possui carga negativa; Kit Total Exosome Isolation
(from other body fluids) (Invitrogen), que atua pela agregagdao das moléculas de agua, forcando
componentes menos soluveis (como exossomos) a sair da solu¢do, sendo coletados com uma
breve centrifugagdao de baixa velocidade; e conforme descrito por Thery et al. (2006), com
sucessivas centrifugacdes para remocao de restos celulares, seguido por duas ultracentrifugacdes
a 100.000g. Para andlise da integridade das vesiculas, as amostras selecionadas foram
submetidas a um teste de sensibilidade a tripsina. Western blot estd sendo utilizado para deteccao
de proteinas frequentes em vesiculas. Entre os trés métodos de purificagdo de vesiculas,
identificamos maior quantidade de proteinas pela metodologia descrita por Thery et al. (2006).
Também obtivemos indicios indiretos da presenca de vesiculas uma vez que as proteinas da
amostra ndo foram digeridas pela acdo da tripsina. Além disso, enolase e aldolase de
Echinococcus, proteinas comumente encontradas em vesiculas extracelulares, foram detectadas
por Western blot. As vesiculas também serdo caracterizadas pela andlise por microscopia
eletronica de transmissdo. A possivel identificacdo das vesiculas representa um importante
avanco no estudo da comunicagdo intercelular envolvida na relacdo parasito-hospedeiro,
possibilitado posteriores estudos de protedomica e analise de mRNAs ¢ miRNAs presentes em
vesiculas extracelulares. Apoio financeiro: CNPq e FAPERGS



