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RESUMO 

 

Helmintos da classe Cestoda são endoparasitos obrigatórios de grande importância no mundo. 

Algumas espécies do gênero Echinococcus são agentes etiológicos de doenças em humanos e 

animais domésticos, necessitando de atenção considerável. Hospedeiros intermediários, humanos 

e ungulados, são afetados pela formação do cisto hidático, estrutura esférica preenchida pelo 

líquido hidático (LH), formado principalmente no fígado e pulmão. O processo de infecção 

apresenta diversos mecanismos adaptativos que envolvem a sobrevivência do parasito dependendo 

da interação molecular entre o parasito e o hospedeiro. Estudos anteriores já demonstraram a 

presença de proteínas, tanto do hospedeiro quanto do parasito, no LH. Além disso, proteínas sem 

sinal para exportação foram identificadas no LH e em meio de cultura de protoescólices. Com 

esses dados, nossa hipótese é que tais proteínas sejam transportadas via vesículas extracelulares 

(VEs). Este estudo foca no isolamento e caracterização de VEs de LH de cistos férteis e inférteis 

de Echinococcus granulosus. As VEs foram purificadas por uma série de centrifugações para 

remoção de restos celulares seguida de duas ultracentrifugações a 100.000 g. Immunoblot, com 

anticorpos específicos contra enolase e 14-3-3 de Echinococcus spp., foi conduzido para verificar 

a presença de proteínas que são encontradas frequentemente em VEs e para identificação da 

proteína fetuína-A do hospedeiro. Uma vez que nossos dados reforçaram nossa hipótese da 

existência de VEs em LH, conduzimos experimentos de análise das amostras por microscopia 

eletrônica de transmissão, com o qual foi possível identificar estruturas esféricas “exosome-like”. 

Baseado na quantidade de proteínas do hospedeiro, como albumina e imunolobulinas, amostras de 

LH foram selecionadas de cistos hidáticos férteis e inférteis por gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE). Nestas amostras, a presença da fetuína-A foi analisada por experimentos de immunoblot 

e immunogold. Posteriormente, as proteínas enolase e 14-3-3 também foram identificadas em 

experimentos de immunoblot e immunogold. Estudos recentes indicam que VEs são importantes 

para a relação parasito-hospedeiro. Estudos posteriores baseado em proteômica, para identificar a 

composição das VEs e a função da fetuína-A no LH, são necessários para elucidar suas 

importâncias na interação parasito-hospedeiro. 
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ABSTRACT 

 

Helminths of the class Cestoda are obligate endoparasites of great biological importance 

worldwide. Some species of the genus Echinococcus are etiological agents of hydatid disease in 

humans and domesticated animals and require attention. Intermediate hosts, such as humans and 

ungulate animals, are affected by the formation of the hydatid cyst, a structure filled with hydatid 

fluid (HF) in the liver or lungs. The infection process have many adaptive mechanisms that involve 

the survival of the parasite depending on the molecular interaction between host and parasite. 

Previous studies showed the presence of proteins in the HF of both host and parasite. Interestingly, 

proteins without signal peptide were identified in the HF and in protoescoleces culture media. 

Thus, our hypothesis is that these proteins are transported by extracellular vesicles (EVs). This 

study focus on the isolation and characterization of EVs from the hydatid fluid of fertile and 

infertile cysts of E. granulosus. We purified the EVs by a series of centrifugations to eliminate cell 

debris followed by two ultracentrifugations at 100,000 g. Immunoblot, with specific antibodies 

against enolase and aldolase from Echinococcus spp., was performed to verify the presence of 

proteins usually found in EVs and for the identification of the host fetuin-A protein. Since our data 

supported the hypothesis that the HF contained EVs, we conducted a TEM experiment, which 

showed spherical exosome-like structures. Based on the amount of host proteins, such as albumin 

and immunoglobulin, we selected the HF samples from fertile and infertile hydatid cysts by 

polyacrylamide-SDS gel electrophoresis (SDS-PAGE). In these samples, we analyzed fetuin-A by 

immunoblot and immunogold experiments. Finally, Echinococcus enolase and 14-3-3 were 

identified by immunoblot and immunogold experiments in our sample. Recent studies indicate that 

these vesicles are important to the whole host-parasite relationship. Further studies based on 

proteomics, to identify the EVs composition and the key role of fetuin-A in the HF, may clarify 

their importance in the host-parasite interaction. 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1  O gênero Echinococcus  

As infecções parasitárias, no Brasil, têm grande impacto na saúde pública devido à sua alta 

prevalência. Além dos efeitos patológicos destes parasitas, as infecções exercem grande influência 

no contexto socioeconômico. A falta de saneamento básico e más condições de higiene são os 

principais fatores predisponentes dessas infecções. No Brasil, a hidatidose representa uma zoonose 

causada por parasitos do gênero Echinococcus e é considerada altamente endêmica em regiões 

rurais, sobretudo no extremo sul do país.  

Echinococcus spp. são helmintos da classe Cestoda de grande importância no mundo todo. 

Algumas espécies do gênero Echinococcus são agentes etiológicos de doenças em humanos e 

animais domésticos, demandando atenção considerável. Ainda há controvérsia quanto à taxonomia 

do gênero Echinococcus, que vem sofrendo modificações ao longo das últimas décadas. A revisão 

taxonômica foi facilitada recentemente com o advento de ferramentas moleculares, que fornecem 

novos dados biológicos. Anteriormente, E. granulosus era divido em haplótipos distintos (G1-

G10) (McManus and Thompson, 2003), os quais foram separados em diferentes espécies. No 

entanto, ainda há discussão quanto à classificação de G6, G7, G8 e G10. Recentemente, foi 

proposto que G6/G7, G8 e G10 fossem definidos como três espécies separadas (Lymbery et al., 

2015). 

Atualmente, dez espécies são reconhecidas, sendo quatro de baixa relevância para a saúde 

humana: Echinococcus intermedius, E. canadenses (Moks et al., 2008), E. shiquicus (Xiao et al., 

2005) e E. felidis (Huttner et al., 2008). Entre as espécies de Echinococcus que podem infectar o 

homem estão: E. granulosus (G1, G2 e G3) (Batsch, 1786), E. ortleppi (G5) (Lopez-Neyra and 

Planas, 1943) e E. equinus (G4) (Williams and Sweatman, 1963) que causam hidatidose cística; 

E. oligarthra (Diesing, 1863) e E. vogeli (Rausch and Bernstein, 1972) causam hidatidose 

policística; e E. multilocularis (Leuckart, 1863), causador da hidatidose alveolar.  

Assim como outras espécies de Echinococcus, E. granulosus e E. ortleppi necessitam de 

dois hospedeiros mamíferos para completar seu ciclo de vida (Thompson, 1986). Os humanos são 

hospedeiros intermediários acidentais, enquanto ovinos e bovinos são os hospedeiros 

intermediários mais frequentes para E. granulosus, enquanto que os bovinos são os hospedeiros 
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intermediários para E. ortleppi. Os ovos do parasito, liberados no ambiente pelo hospedeiro 

definitivo, usualmente canídeos, são ingeridos pelo hospedeiro intermediário. Após a ingestão, os 

ovos liberam oncosferas que são passivamente transportadas via linfática ou venosa. Assim que 

essas estruturas atingem um órgão do hospedeiro intermediário, ocorre o seu desenvolvimento 

levando à formação do cisto hidático, estágio larval que ocorre frequentemente no fígado e nos 

pulmões. O cisto hidático desenvolve-se produzindo uma camada germinativa, que forma, de 

maneira assexuada, os protoescólices (Thompson and Lymbery, 1995). Os hospedeiros definitivos 

adquirem o parasito pela ingestão de vísceras contendo os cistos hidáticos. No intestino do 

hospedeiro definitivo, os protoescólices são estimulados ao desenvolvimento no verme adulto 

(Thompson and Jenkins, 2014) (Figura 1). Esses parasitos se desenvolvem em cisto, que é capaz 

de aumentar seu diâmetro. O cisto hidático, estágio de metacestódeo, é envolto por uma membrana 

de colágeno – camada adventícia – e pode ser envolto por células inflamatórias do hospedeiro. O 

metacestódeo contém a parede do cisto hidático, que consiste de uma camada celular interna – 

camada germinativa – e uma camada acelular externa – camada laminar (Diaz et al., 2011, 

Siracusano et al., 2012). 

 

 Figura 1: Representação esquemática do ciclo de vida de espécies do gênero Echinococcus. As diferentes 

fases de desenvolvimento do parasito estão representadas de 1 a 6. Adaptado de Richfield, David. Medical 

gallery of David Richfield 2014 (Richfield, 2014). 
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1.2 A hidatidose 

A hidatidose é uma infecção parasitária crônica, sendo uma das zoonoses mais importantes 

no mundo. Na América do Sul, a hidatidose é uma doença endêmica de grande relevância para 

animais e humanos, constituindo um sério problema de saúde pública (Moro and Schantz, 2006). 

As espécies predominantes no Rio Grande do Sul são E. granulosus e E. ortleppi, de acordo com 

dados do Programa Estadual de Vigilância da Hidatidose. As regiões com pecuária intensa são as 

que possuem maiores taxas de infecção. Segundo dados do Programa Estadual de Vigilância da 

Hidatidose, divulgados pela Secretaria Estadual da Agricultura, Pecuária e Agronegócio (SEAPA), 

a prevalência da hidatidose em abatedouros no Rio Grande do Sul entre 2001 e 2009 foi de 25,20% 

em ovinos e 10,31% em bovinos. 

O prejuízo econômico causado pela contaminação de vísceras de bovinos e ovinos com 

cistos hidáticos é de alta relevância, sobretudo nas regiões de pecuária intensa, como no Rio 

Grande do Sul (Souza et al., 2007). É de extrema importância para os matadouros reduzir as perdas 

por contaminação de vísceras economicamente viáveis (Chiba, 2005). Estudos recentes 

demonstraram perdas financeiras importantes em municípios do RS. Em Santa Maria, uma 

pesquisa com quatro matadouros registrados evidenciou perda anual de R$ 58.261,63 em vísceras 

contaminadas (Fruet et al., 2013). Em 2014, no município de Farroupilha, foram abatidos 2108 

bovinos por hidatidose em três matadouros, sendo descartadas mais de 7 toneladas de vísceras 

contaminadas, estimando-se perda econômica de R$ 20.306,89 (Duarte, 2015). Por fim, calcula-

se que a doença leve à condenação anual de vísceras de 2 milhões de bovinos e de 3,5 milhões de 

ovinos no Cone Sul, região que engloba o sul do Brasil, Paraguai, Uruguai, Argentina e Chile 

(Acha and Szyfres, 2003). 

Em humanos, a hidatidose cística é uma das 17 Doenças Tropicais Negligenciadas, de 

acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS) (Agudelo Higuita et al., 2016). A principal 

espécie de importância médica é E. granulosus, que afeta mais de 1 milhão de pessoas no mundo, 

causando prejuízo estimado em US$ 3 bilhões anualmente (Budke et al., 2006). A doença é 

considerada endêmica em regiões como o Peru, Chile, Argentina, Uruguai, sul do Brasil, 

Mediterrâneo, Ásia central, oeste da China e leste da África (Figura 2). As manifestações clínicas 

são variáveis de acordo com o tamanho, a localização e a relação do cisto hidático com os órgãos 

adjacentes. A doença é geralmente assintomática a não ser que ocorram complicações. O 
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diagnóstico da hidatidose é feito por exames de imagem, e costuma ser incidental, já que os cistos 

crescem ao longo de muitos anos e demoram a causar sintomas relevantes (Mihmanli et al., 2016). 

As modalidades terapêuticas são variáveis, mas o principal tratamento para a hidatidose é a cirurgia 

para remoção do cisto hidático (Mihmanli et al., 2016). Devido à complexidade da interação 

imunológica entre o parasita e o hospedeiro intermediário, pouco se conhece sobre os mecanismos 

específicos de imunomodulação, e o desenvolvimento de medicações para prevenção e tratamento 

da hidatidose cística em humanos ainda é incipiente (Tamarozzi et al., 2016). 

 

 

1.3 Interação parasito-hospedeiro 

O processo de infecção dos helmintos é complexo e conta com diversos mecanismos 

adaptativos vinculados à sobrevivência dos parasitos. Tais mecanismos dependem de um diálogo 

molecular estabelecido entre parasito e hospedeiro (Zhang and McManus, 2006). Os sinais 

imunomodulatórios de ambos os lados são reconhecidos e ativados de uma forma programada, 

mas ainda desconhecida (Harnett, 2005). Para sobreviver após a infecção, o parasito deve evitar 

ativamente o sistema imunológico do hospedeiro, utilizando diferentes mecanismos moleculares 

(Maizels et al., 2009), como a excreção/secreção de diversas proteínas que modulem a resposta 

Figura 2: Distribuição mundial da hidatidose cística. Adaptado da OMS (2011). 
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imune contra o parasito (Maizels et al., 2004). Evidências de estudos experimentais sugerem que 

o parasito também pode explorar o microambiente hormonal local para favorecer o seu 

crescimento (Escobedo et al., 2005), sendo que algumas espécies dependem, inclusive, da 

sinalização molecular do hospedeiro para se desenvolverem (Allen and Maizels, 2011). 

Nos últimos 30 anos, estudos experimentais sobre a biologia do E. granulosus 

identificaram várias etapas na história adaptativa da interação parasito-hospedeiro. Em termos 

gerais, as proteínas do parasito interagem ativamente com a imunidade inata e adaptativa do 

hospedeiro com o objetivo de diminuir a resposta imunológica e facilitar a sobrevivência do 

parasito (Siracusano et al., 2012). O sistema imunológico do hospedeiro responde de maneira 

diferente aos diversos estágios evolutivos do E. granulosus, produzindo uma reação independente 

à forma larval (Siracusano et al., 2008). Na fase larval, os cistos hidáticos podem apresentar ou 

não protoescólices, podendo ser classificados como férteis ou inférteis, respectivamente. No cisto 

hidático, a presença ou ausência da forma pré-adulta depende da interação parasito-hospedeiro. 

A resposta imunológica a E. granulosus foi dividida em duas fases: uma em que o parasito 

está mais suscetível aos efetores do hospedeiro, e outra em que o parasito induz a doença crônica. 

Nesta última fase, o parasito é capaz de sobreviver por décadas no organismo do hospedeiro 

intermediário. Nos estágios iniciais, a resposta celular parece ter papel importante na proteção 

contra a infecção (Rogan et al., 1992); no estágio larval, a camada laminar é o principal elemento 

na interação parasito-hospedeiro (Diaz et al., 2011, Siracusano et al., 2012). 

Há diversos estudos experimentais sobre a resposta imune contra cistos hidáticos em 

humanos e animais infectados (Rickard and Williams, 1982). No líquido hidático, encontram-se 

secreções tanto do parasito quanto do hospedeiro, indicando a presença de moléculas relevantes 

para análise de interação parasito-hospedeiro (Monteiro et al., 2010). Por fim, estudos recentes de 

proteômica e espectrometria de massas identificaram inúmeras proteínas que são expressadas pelo 

estágio larval de E. granulosus e liberadas durante a infecção no hospedeiro. Tais proteínas trazem 

novas perspectivas para o entendimento das complexas interações parasito-hospedeiro (Siracusano 

et al., 2012). 
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1.3 Vesículas extracelulares como mediadores importantes da comunicação 

intercelular 

Nos últimos anos, o estudo de proteínas secretadas por células, tecidos ou organismos têm 

aumentado significativamente. Essas proteínas constituem uma classe importante de moléculas 

que podem ser solúveis, especificamente liberadas por meio de secreção clássica, pela existência 

de peptídeo sinal (Diehl et al., 2007), ou aquelas liberadas por meio de vesículas extracelulares 

(Holme et al., 1994, Hess et al., 1999, Cocucci et al., 2009, Klein-Scory et al., 2010, Gyorgy et al., 

2011). 

As vesículas extracelulares são estruturas esféricas que contêm componentes solúveis 

hidrofílicos e são delimitadas por uma bicamada lipídica (Thery et al., 2009). Os principais grupos 

de vesículas extracelulares são representados por exossomos e microvesículas. Os exossomos são 

vesículas menores que 100 nm, derivados da membrana e secretados ativamente por células in vivo 

e in vitro. Sua formação se dá a partir das vesículas intraluminais dos corpos multivesiculares. Os 

exossomos são, então, liberados para o espaço extracelular mediante a fusão dos corpos 

multivesiculares com a membrana plasmática (Brownlee et al., 2014, Schorey et al., 2015). Já as 

microvesículas possuem um tamanho de 100 nm a 1 μm e são formadas diretamente da membrana 

plasmática (Brownlee et al., 2014) (Figura 3). As vesículas extracelulares apresentam diversas 

funções biológicas e contêm moléculas importantes para a comunicação intercelular, podendo ser 

liberadas em resposta a fatores externos (Deolindo et al., 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Representação esquemática da formação de vesículas extracelulares. A: 

Liberação de microvesículas a partir da membrana plasmática. B: Liberação de exossomos a 

partir de corpos multivesiculares. Em vermelho, estão representadas as clatrinas (CCV – do 

inglês clathrin-coated vesicles). ER: retículo endoplasmático. MVE: endossomo 

multivesicular. Adaptado de Raposo and Stoorvogel (2013)  
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Estudos recentes indicam que a presença de vesículas extracelulares é essencial na relação 

parasito-hospedeiro, funcionando como transportadoras de moléculas, como DNA, RNA, 

proteínas e metabólitos do parasito para as células do hospedeiro e vice-versa. Além disso, foi 

demonstrado que os exossomos contribuem para a resposta imunológica e transferência de 

proteínas patogênicas (Couzin, 2005, Simons and Raposo, 2009, Thery, 2011). Outro estudo 

demonstrou que o processo de invasão de macrófagos é facilitado pela liberação de vesículas 

extracelulares contendo proteínas imunossupressoras em Leishmania (Silverman and Reiner, 

2011). Em helmintos, foram identificadas vesículas extracelulares em Fasciola hepatica e, além 

disso, foi demonstrado que as vesículas de Echinostoma caproni são internalizadas por enterócitos 

em cultura (Marcilla et al., 2012), sugerindo que elas constituem um mecanismo importante na 

exportação de proteínas em trematódeos, assim como sugerido para o protozoário parasita 

Leishmania spp. (Silverman et al., 2010). 

Estudos identificaram a presença de proteínas do hospedeiro e produtos de 

excreção/secreção do parasito no líquido hidático, demonstrando importante comunicação 

parasito-hospedeiro (Santos et al., 2016). Outro estudo evidenciou proteínas sem sinal para 

exportação no sobrenadante de cultivo de protoescólices in vitro e no líquido hidático (Virginio et 

al., 2012), indicando que as vesículas podem ter um papel central na exportação dessas proteínas. 

Além disso, nosso grupo demonstrou a existência de vesículas extracelulares em Echinococcus 

granulosus e, com estudos de análise proteômica de componentes do líquido hidático, identificou 

diversas proteínas do hospedeiro que podem estar envolvidas nos processos de defesa como, por 

exemplo, a proteína fetuína-A que possui diversas funções fisiológicas e patológicas (Santos et al., 

2016). Dessa forma, a produção de vesículas extracelulares pelo parasito e pelo hospedeiro 

representa grande importância na comunicação intercelular, podendo estar envolvida na relação 

parasito-hospedeiro do cisto hidático.  

1.4 Fetuina-A como possível biomarcador de vesículas extracelulares do hospedeiro 

Fetuína-A é uma glicoproteína, primeiramente isolada de soro fetal bovino (Pedersen, 

1944), de aproximadamente 60 kDa, pertencente à superfamília das cistatinas - um grupo de 

inibidores de cisteíno-proteases (Lee et al., 2009).  Em humanos, a proteína homóloga da fetuína-

A também é chamada de glicoproteína-alfa-2-HS (AHSG, do inglês alpha2-Heremans-Schmid 

glycoprotein) (Dziegielewska et al., 1996), e estudos demonstraram que é similar à bovina 
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(Elzanowski et al., 1988, Dziegielewska et al., 1990). A fetuína-A possui dois domínios cystatin-

like amino-terminal (D1 e D2) e um domínio carboxi-terminal (D3), que não contém sequência 

similar às cistatinas (Elzanowski et al., 1988). Apesar de pertencer estruturalmente à família das 

cistatinas, funcionalmente não parece agir como inibidora de cisteíno-proteases como a maioria 

dos outros membros desta família (Brown et al., 1992). Sua biossíntese envolve modificações pós-

traducionais como N- e O-glicosilação e fosforilação (Gejyo et al., 1983, Yoshioka et al., 1986, 

Auberger et al., 1989) (Figura 4). Além disso, após estudos de análise de sequências, foi proposto 

que D1 contém sítios de ligação de cálcio (Brown et al., 1992).  

 

 

 

 

 

  

 A fetuína-A é sintetizada principalmente no fígado, onde é altamente glicosilada, e então 

secretada no plasma, circulando em alta concentração (Triffitt et al., 1976) e agindo em diversos 

processos fisiológicos e patológicos nos humanos. Estudos demonstraram que esta proteína está 

envolvida como reguladora do processo de mineralização de ossos (Toroian et al., 2007, Toroian 

and Price, 2008, Price et al., 2009), no metabolismo de insulina e também agindo como um inibidor 

da sinalização (Srinivas et al., 1993, Mathews et al., 1997, Pal et al., 2012, Artunc et al., 2016), e 

da calcificação vascular (Ketteler et al., 2003, Stenvinkel et al., 2005, Bortnick et al., 2016). Uma 

de suas principais funções envolve estabilizar íons minerais formando complexos de alto peso 

molecular, prevenindo a calcificação local (Figura 5).  Além disso, a fetuína-A foi identificada em 

vesículas extracelulares de origens e organismos diferentes (Zhou et al., 2006, Kapustin et al., 

2015) e estudos demonstraram que a proteína pode agir como inibidor da calcificação de vesículas 

extracelulares (Reynolds et al., 2005). Nosso grupo identificou essa proteína no líquido hidático 

de E. granulosus (Santos et al., 2016). Visto isso, o estudo da função desta proteína no líquido 

hidático é importante para elucidar seu possível envolvimento no processo de calcificação de cistos 

 Figura 4: Representação esquemática da estrutura da proteína Fetuína-A. S: sítios de serina 

fosforilados; Triângulos: sítios de N-glicosilação; Losângo: sítios de O-glicosilação. Adaptado de Mori 

K et al (2011). 
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hidáticos. Sua identificação em vesículas extracelulares pode se mostrar importante para a 

diferenciação de vesículas do parasito e do hospedeiro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. JUSTIFICATIVA 

Apesar do impacto socioeconômico causado pela hidatidose, as ferramentas disponíveis 

para o seu controle ainda são bastante limitadas. A disponibilização de conhecimento sobre a 

biologia de Echinococcus spp. e, especificamente, de mecanismos moleculares presentes na 

interface parasito-hospedeiro, tem impacto direto no desenvolvimento de estratégias de controle e 

tratamento. 

A presença de vesículas extracelulares, que desempenham um papel essencial nas 

infecções causadas por diferentes organismos, representa importância na comunicação 

intercelular. Elas atuam como veículos para moléculas efetoras produzidas: (1) pelos parasitos, 

com o objetivo de facilitar seu estabelecimento e sobrevivência, e (2) pelos hospedeiros para 

“controlar” o parasito. A caracterização molecular dessas vesículas, aliada à caracterização dos 

Figura 5: Representação esquemática do mecanismo de inibição da calcificação mediado 

pela fetuína-A. Adaptado de Mori K et al (2011) (Mori et al., 2011).  
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produtos de excreção/secreção, possibilitarão uma melhor compreensão do cenário molecular na 

interface parasito-hospedeiro, evidenciando-se diferenças de acordo com as espécies ou a fase de 

desenvolvimento em que os cistos hidáticos de Echinococcus spp. encontram-se. Os sinais 

imunomodulatórios de ambos os lados desta relação são reconhecidos e ativados de uma forma 

programada, mas ainda desconhecida. 

 

3. OBJETIVO  

3.1 Objetivo Geral 

Identificar e caracterizar vesículas extracelulares presentes no líquido hidático de 

Echinococcus granulosus em distintas situações da relação parasito-hospedeiro. 

3.2 Objetivos Específicos 

I. Purificar e caracterizar morfologicamente vesículas extracelulares a partir de líquido 

hidático de E. granulosus em diferentes órgãos (pulmão e fígado); 

II. Identificar proteínas do parasito comumente encontradas em vesículas extracelulares; 

III. Identificar a proteína “Fetuin-A” (Bos taurus) no líquido hidático, sobrenadante de 

ultracentrifugação e em vesículas extracelulares. 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Coleta do material biológico (líquido hidático) 

Fígado e pulmões bovinos, contendo cistos hidáticos, foram obtidos em colaboração com 

o Frigorífico Cooperleo, de São Leopoldo (RS). Os cistos foram processados para obtenção de 

amostras de líquido hidático por meio de punção e aspiração e foram armazenados à -20°C para 

experimentos posteriores. Na coleta do material, os cistos foram classificados como férteis ou 

inférteis, dependendo da presença ou ausência de protoescólices, respectivamente. Neste trabalho, 

foram utilizadas apenas amostras de líquido hidático de Echinococcus granulosus. 
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4.2 Identificação das espécies de Echinococcus spp. 

As amostras de líquido hidático de cistos férteis e inférteis foram genotipadas 

essencialmente conforme descrito por Balbinotti et al., e Santos et al., 2013. Após sucessivas 

centrifugações, 300 g por 10 min, 2.000 g por 10 min e 10.000 g por 30 min, à 4 ºC, o pellet de 

membranas e/ou protoescólices de cada amostra de líquido hidático foi submetido a extração de 

DNA utilizando a enzima proteinase K.  

Após a extração, a sequência correspondente a um segmento do gene marcador 

mitocondrial cox1 (codificador da subunidade I da citocromo c-oxidase) de 444 pb foi amplificada 

por PCR a partir do DNA de cada amostra utilizandos os iniciadores 5’-

TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3’ (forward) e 5’–TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG - 3’ 

(reverse). A análise dos amplicons foi feita em géis de agarose 1,2 % em tampão TBE 1X (2,5 mM 

EDTA, ácido bórico 89 mM, Tris-HCl pH 8,3) e corado com GelRed. Cada amplicon foi 

submetido ao tratamento com a enzima Alu1 para detecção de polimorfismos e identificação das 

espécies. Neste trabalho, foram utilizadas apenas amostras de E. granulosus. 

4.3 Isolamento das vesículas 

As vesículas extracelulares foram purificadas conforme descrito por Thery et al. (2006). 

Após a coleta, o líquido hidático foi submetido a sucessivas centrifugações (300 x g por 10 min; 

2.000 x g por 10 min; 10.000 x g por 30 min) para remoção de restos celulares e, por fim, a 

ultracentrifugações (Optima L, Beckman Counter) à 100.000 x g por 130 min para isolamento das 

vesículas e à 100.000 x g por 70 min para lavagem das amostras. As vesículas foram 

ressuspendidas em PBS 1X e armazenadas a -20°C para posterior caracterização. Amostras 

destinadas à caracterização morfológica foram utilizadas imediatamente após o isolamento.  

4.4 Análise por SDS-PAGE 

As amostras de líquido hidático foram analisadas por eletroforese em géis de 

poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) 12% para análise do perfil eletroforético, o qual permitiu 

identificar as amostras com maior ou menor presença de bandas correspondentes a proteínas do 

hospedeiro (albumina e imunoglobulinas) em relação a proteínas do parasito. A resolução das 

amostras foi feita a 150 V em cuba vertical eletroforética (BioRad), em tampão Tris-glicina-SDS 

(250 mM Tris-Cl; 1,92 mM glicina; 1% SDS). Para eletroforese redutora, foram adicionados às 

amostras 20 % de tampão de amostra 6X (625 mM Tris-Cl; 0,2% azul de bromofenol; 2,3% SDS; 
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10% glicerol; 5% β-mercaptoetanol). Para visualização das proteínas após a eletroforese, os géis 

foram corados com coomassie blue (0,5 % coomasie brilliant blue R; 10% ácido acético; 50% 

metanol; 50% H2O) por 30 min a 65ºC. Para retirar o excesso de corante, foi utilizado ácido acético 

10% em água a 65 ºC. 

4.5 Quantificação das amostras de líquido hidático 

A concentração total de proteínas em cada amostra utilizada neste trabalho foi determinada 

utilizando Qubit™.  

4.6 Microscopia eletrônica de transmissão  

As vesículas extracelulares foram caracterizadas por microscopia eletrônica de transmissão 

(MET). Essa técnica permitiu identificar diferentes tipos e tamanhos de vesículas extracelulares 

presentes nas amostras coletadas. As amostras de vesículas extracelulares (15 L) foram fixadas 

com paraformaldeído 2% (Vt – 20 L) e adsorvidas por 20 min em telas de formvar/carbono 

seguido de 2 lavagens com H2O (30 L).  

Para os experimentos de immunogold, após a fixação com paraformaldeído, as telas foram 

lavadas 3 vezes em PBS 1X e permeabilizadas com 0,02% de triton X-100 seguido de 3 lavagens 

de 5 min com PBS. As telas foram bloqueadas com 1% de BSA em PBS por 10 min e lavadas com 

PBS-05% BSA posteriormente. As telas foram incubadas com anticorpos primários anti-enolase 

(Lorenzatto et al., 2012) e anti-fetuína-A (Serotec) em PBS-05% BSA por 1 h, seguido de 5 

lavagens de 3 min. Posteriormente, as telas foram incubadas com anticorpos secundários anti-IgG 

de coelho (1:70) (ECL, GE Healthcare) e anti-IgG de ovelha (1:100) (Abcam) em PBS-05% BSA, 

seguido de 5 lavagens de 3 min. As amostras foram incubadas em glutaraldeído 2,5% por 5 min. 

Após 8 lavagens com H2O, as telas foram contrastadas com acetato de uranila 2% por 5 min.  As 

imagens foram registradas em microscópio JEOL, modelo JEM 1200EXII, disponível no Centro 

de Microscopia e Microanálise da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e em microscópio 

eletrônico de transmissão de 120 keV, Jeol, JEM-1400, acoplado com microssonda de EDS 

disponívem no Centro de Microscopia Eletrônica do Sul (CEME-SUL) da Universidade Federal 

do Rio Grande (FURG). 
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4.7 Immunoblot  

Para melhor avaliar a presença de vesículas extracelulares, as amostras de líquido hidático 

foram analisadas por immunoblot. Amostras de vesículas extracelulares com 20 ug de proteínas 

foram resolvidas por SDS-PAGE 12 % à 150 V em cuba vertical eletroforética (BioRad), em 

tampão Tris-glicina-SDS (250 mM Tris-Cl; 1,92 mM glicina; 1% SDS). Após a separação 

eletroforética, as proteínas foram transferidas para membranas de fluoreto polivinilideno (PVDF) 

em sistema úmido com tampão Tris-Glicina-SDS-Metanol (48 mM Tris; 39 mM glicina; 0,037% 

SDS; 20% metanol) à 50 V por 1 h e à 70 V por 30 min. Para bloquear as membranas, foi utilizado 

PBS-T (PBS com 0,1% de Tween-20) contendo 5% de leite desnatado. As membranas foram 

incubadas com os anticorpos primários anti-14-3-3 (1:20000) (Lorenzatto et al., 2012, Teichmann 

et al., 2015) e anti-enolase (1:5000) (Lorenzatto et al., 2012) de Echinococcus por 2 h, e com 

anticorpo anti-fetuína A (1:10000) (Serotec) de Bos taurus por 16 h. As membranas foram lavadas 

5 vezes após as incubações com os anticorpos por 5 min com PBS-T. As membrana foram 

incubadas com os anticorpos secundários anti-IgG de coelho (1:7000) (ECL, GE Healthcare) e 

anti-IgG de ovelha (1:10000) (Abcam) conjugados à peroxidase por 1 h. Os blots foram revelados 

com o reagente de detecção ECL Plus (Pierce) e a quimioluminescência foi detectada usando o 

sistema de imagem VersaDoc (Bio-Rad). As amostras que foram submetidas aos experimentos de 

immunoblot continham 20 µg de proteínas. 

 

5. RESULTADOS  

5.1 Caracterização morfológica das vesículas extracelulares de Echinococcus 

granulosus 

Amostras de líquido hidático de cistos férteis e inférteis oriundos de pulmão de bovinos 

foram submetidos a sucessivas centrifugações seguidas de 2 ultracentrifugações para isolamento 

de vesículas extracelulares. Após, as amostras foram preparadas para análise por microscopia 

eletrônica de transmissão (MET). Com este experimento, pudemos identificar a presença de 

diferentes estruturas esféricas microvesiculares liberadas no líquido hidático de até 200 nm, 

estando na faixa de tamanhos encontrados de exossomos (< 100 nm) e microvesículas (> 100 nm) 

(Figura 6A e B).  
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5.2 Vesículas “exosome-like” de líquido hidático de E. granulosus contêm proteínas 

típicas de excreção/secreção 

Após as análises por MET, experimentos foram conduzidos para a identificação de 

proteínas presentes em vesículas extracelulares. As amostras de vesículas purificadas foram 

analisadas por immunoblot para detecção de proteínas identificadas frequentemente em vesículas 

extracelulares. Além disso, também foram analisadas amostras de líquido hidático total e 

sobrenadante de ultracentrifuação. Nesta análise, enolase e 14-3-3 recombinantes foram utilizadas 

como controle. Foram detectadas, em amostras de vesículas extracelulares com 20 g de proteínas, 

enolase e 14-3-3 de E. granulosus (Figura 7A). Posteriormente, nós confirmamos a presença das 

proteínas em vesículas extracelulares por immunogold e MET utilizando anticorpos contra a 

proteína enolase. Como observado na figura 7, marcações de ouro foram detectadas em vesículas 

de líquido hidático infértil de E. granulosus quando utilizados anticorpos específicos contra 

A B 

 
 Figura 6: Identificação de estruturas esféricas vesiculares “exossome-like” por MET. Vesículas 

extracelulares de cistos férteis (A) e inférteis (B) de Echinococcus granulosus oriundos de pulmão bovino. 
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enolase (Figura 7B). Estes resultados confirmam a presença de vesículas “exosome-like” em 

líquido hidático de cistos inférteis de E. granulosus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3 Identificação da proteína Fetuina-A  

Experimentos de immunoblot também foram conduzidos para a identificação da fetuína-A 

de Bos taurus. A escolha das amostras para esta análise baseou-se na quantidade de proteínas do 

hospedeiro (albumina e imunoglobulinas) de acordo com o perfil eletroforético de líquido hidático 

concentrado 5 vezes. Amostras com maiores quantidades de proteínas do hospedeiro foram 

selecionadas para os experimentos posteriores. Como controle, foram utilizados extratos de fígado 

bovino e extrato de protoescólices. Em amostras de líquido hidático total, sobrenadante de 

ultracentrifugação e vesículas extracelulares purificadas foi observada a presença da proteína tanto 

em amostras originadas de cistos de pulmão como de fígado de cistos inférteis. Além disso, sua 

presença foi detectada em amostras de extrato de fígado bovino e ausência em extrato do parasito 

demonstrando a especificidade do anticorpo (Figura 8A). Foram observadas bandas da proteína 

fetuína-A tanto em frações de sobrenadante de ultracentrifugação quanto de vesículas purificadas. 

Esse achado indica que a proteína pode estar presente em vesículas e/ou livre no líquido hidático. 

 

B 

A 

Figura 7: Identificação de proteínas de Echinococcus granulosus em amostras de vesículas 

extracelulares A) Immunoblot contras as proteínas enolase e 14-3-3 do parasito. Como controles 

positivos, foram utilizadas enolase e 14-3-3 recombinantes. HF: líquido hidático de cisto infértil; 

S: sobrenadante de ultracentrifugação de líquido hidático de cisto infértil; EV: vesículas 

extracelulares de líquido hidático de cisto infértil; F: líquido hidático fértil. B) Immunogold contra 

a proteína enolase. 
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Experimentos de immunogold também foram conduzidos com amostras de vesículas purificadas. 

Nesta análise, foi possível observar marcações de partículas de ouro utilizando anticorpo contra a 

fetuína-A, demonstrando sua presença em vesículas extracelulares (Figura 8B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. DISCUSSÃO 

As vesículas extracelulares se diferem em formatos, tamanhos, abundância e composição, 

no entanto, contêm muitas proteínas transmembranas e citosólicas, DNAs, mRNAs e miRNAs 

(Zhang et al., 2015, Zomer et al., 2015). O interesse dos pesquisadores pelas vesículas 

extracelulares tem aumentado durante os últimos anos devido a descobertas de que vesículas 

extracelulares estão presentes em fluidos corporais e possuem funções regulatórias. Além disso, 

são alvo de estudos proteômicos pela presença de um repertório conservado de proteínas comuns 

que são necessárias para sua biogênese e tráfego. Tais estudos podem ser úteis para o entendimento 

do comportamento de diferentes células frente à comunicação celular.  Em alguns helmintos, foram 

A 

B 

 

 Figura 8: Identificação de fetuina-A de Bos taurus. A) Identificação da proteína fetuína-A em 

frações de líquido hidático, sobrenadante de ultracentrifugação e vesículas extracelulares de líquido 

hidático infértil. Como controles positivos, foram utilizados extratos de fígado e, como controle 

negativo, extrato de protoescólices. Ext fígado: extrato de fígado; Ext PSC: extrato de 

protoescólices; LH: líquido hidático; S: sobrenadante de ultracentrifugação; VEs: vesículas 

extracelulares. B) Immunogold contra a proteína fetuína A em vesículas extracelulares de líquido 

hidático de cistos inférteis de Echinococcus granulosus. 
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identificadas vesículas extracelulares capazes de se internalizar em células de mamíferos, 

demonstrando importante comunicação parasito-hospedeiro (Marcilla et al., 2012). Além disso, 

também encontraram 36 proteínas do hospedeiro, como imunoglobulinas, histonas, enzimas 

metabólicas e moléculas exossomais como CD19, nas vesículas analisadas (Marcilla et al., 2012). 

Em outros organismos, também foi demonstrado o envolvimento de vesículas extracelulares na 

comunicação parasito hospedeiro como, por exemplo, em Leishmania spp. (Silverman et al., 2010) 

e Trypanosoma brucei (Toledo et al., 2012). Em Cryptococcus neoformans, cientistas 

demonstraram que macrófagos respondem com diferentes mecanismos ao estímulo de vesículas 

do fungo dependendo de sua composição (Oliveira et al., 2010). Em exossomos derivados de 

tumores, estudos identificaram a presença de miRNAs, demonstraram que exossomos derivados 

de tumor hepatocelular também são capazes de internalizar em outras células e demonstraram que 

são capazes de transferir seu conteúdo de miRNAs para outras células, mediando a transmissão de 

genes funcionais e a modulação genética de atividades celulares (Kogure et al., 2011, Yang et al., 

2016). Assim, os componentes transferidos de vesículas extracelulares são funcionais e podem 

regular funções biológicas das células receptoras (Denzer et al., 2000, Valadi et al., 2007, Skog et 

al., 2008). Neste contexto, é possível que existam vesículas extracelulares do hospedeiro no líquido 

hidático de Echinococcus granulosus, uma vez que estudos recentes do nosso grupo identificaram, 

além de proteínas do parasito, proteínas do hospedeiro no líquido hidático de cistos férteis e 

inférteis (Santos et al., 2016).  

Neste estudo, a identificação de vesículas extracelulares representa um fato importante para 

estudos de proteômica e transcritômica da relação parasito-hospedeiro. Com os resultados de 

MET, pudemos identificar estruturas de até 100 nm, representando exossomos, e estruturas 

maiores que 100 nm, representando as microvesículas, liberadas no líquido hidático, como descrito 

em E. caproni e Fasciola hepática (Marcilla et al., 2012). Além disso, proteínas encontradas em 

vesículas extracelulares foram identificadas por immunoblot e immunogold, reforçando a presença 

dessas vesículas e seu papel como transportadores de moléculas já descritas como atuantes na 

interface parasito-hospedeiro, por exemplo, enolase e 14-3-3 (Lorenzatto et al., 2012) que 

participam em processos de adesão, mobilidade, invasão, diferenciação e desenvolvimento (Labbe 

et al., 2006, Pal-Bhowmick et al., 2007, Pomel et al., 2008). Além disso, foi demonstrado que a 

proteína fetuína-A de Bos taurus pode estar presente em vesículas extracelulares (Kapustin et al., 

2015). Com diferentes funções, estudos demonstraram que ela é capaz de interagir com o receptor 
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de insulina, impedindo sua autofosforilação e reduzindo a cascata de sinalização da insulina 

(Haglund et al., 2001, Hizli et al., 2016) e que ela é um marcador de doenças inflamatórias crônicas 

(Siegel-Axel et al., 2014). Como principal função, no entanto, foi demonstrado que ela inibe 

calcificação patológica (Schafer et al., 2003) e regula a mineralização de ossos (Szweras et al., 

2002). Neste estudo, a fetuína-A foi identificada em frações de vesículas extracelulares e 

sobrenadante de ultracentrifugação, indicando a possibilidade de estar presente no interior ou 

ancoradas nas vesículas ou livre no meio. Sua identificação no líquido hidático por experimentos 

de immunoblot e immunogold representa grande importância, uma vez que pode estar relacionada 

à calcificação dos cistos, processo pouco descrito na literatura.  

 

7. CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS 

Neste estudo, identificamos e caracterizamos vesículas extracelulares presentes no líquido 

hidático de cistos férteis e inférteis de E. granulosus, constituindo o primeiro relato da existência 

de vesículas em espécies desse gênero. Nossos resultados indicam que essas vesículas podem ter 

funções importantes na comunicação parasito-hospedeiro, uma vez que estudos descreveram os 

efeitos modulatórios de vesículas extracelulares dos parasitos no sistema imune (Buck et al., 2014, 

Wang et al., 2015, Zamanian et al., 2015) e nas células do hospedeiro (Chaiyadet et al., 2015). O 

estudo das proteínas presentes em vesículas extracelulares é importante para o entendimento de 

processos imunomodulatórios, uma vez que a fetuína-A pode estar envolvida no processo de 

calcificação dos cistos. No entanto, estudos mais aprofundados são necessários para elucidar a o 

papel desta proteína do hospedeiro na calcificação de cistos do parasito. Para melhor caracterizar 

o conteúdo das vesículas extracelulares, serão conduzidas análises de espectrometria de massas 

comparando amostras de vesículas de cistos férteis e inférteis, assim como de cistos oriundos de 

fígado e pulmão. Além disso, será analisado o conteúdo de mRNA e microRNA presentes em 

vesículas de Echinococcus spp. É importante que estudos de proteômica e transcritômica global 

de vesículas extracelulares sejam conduzidos para identificação e caracterização das funções de 

proteínas e RNAs que possam estar envolvidas no processo de infecção de parasitos do gênero 

Echinococcus. 
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