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INTRODUCAO

A tripanossomiase ¢ uma enfermidade ocasionada por protozoarios patogé€nicos
pertencentes ao género Trypanosoma. Dentre eles, o 7rypanosoma vivax, um organismo
flagelado, emerge como um dos principais agentes causadores, acarretando significativas
perdas econdmicas na industria pecuaria, em virtude de sua elevada morbidade e
mortalidade no rebanho bovino (DESQUESNES et al, 2004). Os impactos decorrentes
dessa tripanossomiase estdo intimamente relacionados a redu¢do na producgdo animal,
agravada pela ampla variedade de vetores e hospedeiros suscetiveis, além da
imunodeficiéncia que aflige os animais, muitos dos quais encontram-se subnutridos.

Apesar do notavel impacto causado por esse agente patogénico, existem poucos
estudos abordando a bioquimica da tripanossomose bovina. Dessa forma, a busca pela
compreensdo dessa patologia se torna de alta relevancia. Sabe-se que as células
eucarioticas possuem a capacidade de liberar vesiculas extracelulares (VEs), estruturas
que desempenham um papel crucial na comunicagdo intercelular. Neste contexto, o
objetivo do presente estudo foi de identificar proteinas que possam ser empregadas como
biomarcadores em um diagnoéstico diferencial da doenga.

DESENVOLVIMENTO

Foram utilizados trés ovinos machos da raga Crioula, com idade superior a quatro
meses, provenientes da Fazenda Sao Bom Jesus, em Ponte Alta do Sul/SC. Cada umadas
ovelhas foi submetida a esplenectomia total cirurgica, seguida de um periodo de
recuperagao adequado. Posteriormente, realizou-se a inoculagdo intravenosa de amostras
criopreservadas de 7. vivax. Apos a inoculacdo do parasita, a parasitemia foi monitorada
até que se alcancasse a contagem ideal de parasitas por campo. Esse controle foi realizado
através da medicdo da temperatura retal dos animais, verificagdo do hematdcrito e
realizagdo de exames parasitologicos (sangue fresco em lamina/laminula, técnica de Woo
e Buffy Coat).

Ao atingir o pico de parasitemia, foram coletadas amostras de sangue em bolsas
contendo citrato de sddio como anticoagulante. Essas amostras foram submetidas a
purificacdo utilizando Percoll® tamponado com HEPES (pH 7) (GRAB & BWAYO,
1982), com o objetivo especifico de isolar o hemoparasita, segregando-o dos demais
componentes sanguineos.

O procedimento de isolamento das vesiculas extracelulares foi iniciado com a
incubacdo do parasita purificado em meio de secretoma (PBS com 60% de glicose, L-
glutamina e MEM) por 2 horas a 37°C. Apos esse periodo de incubagdo, as amostras
foram submetidas a centrifugacao a 2.000 g por 10 minutos a 4°C, resultando na formagao
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de um pellet contendo os parasitos. O sobrenadante foi cuidadosamente removido e
submetido a uma segunda centrifugacao a 11.000 g por 2 horas a 4°C, com o proposito
de sedimentar as vesiculas extracelulares.

Os pellets foram ressuspendidos em 200 pL de solugdo estéril de PBS 1X, sendo
armazenada a -20°C at¢ a realizagdo da andlise protedmica.

A andlise protedmica foi realizada no servico de espectrometria de massa do
Instituto Carlos Chagas na FIOCRUZ- PR seguindo os protocolos daquela unidade.

RESULTADOS

Os peptideos tripticos foram separados e analisados usando um sistema online EASY-
nLC 1000 UHPLC (Thermo) acoplado a um espectrometro de massa Thermo LTQ
Orbitrap XL ETD (Thermo). A andlise resultou na identificacdo de 45 proteinas
especificas de 7. vivax (Figura 1). Essas proteinas na sua maior parte estdo relacionadas
com processos enzimaticos e com a estrutura celular do parasita.

CONSIDERACOES FINAIS Numa anélise preliminar pode se identificar proteinas
previamente identificadas em outro parasita congénere, também estudado pelo nosso
grupo, o 1. evansi. De maneira especial foram encontradas as proteinas: KMP-11,
envolvida na facilitagdo da infeccdo pelo parasita (WEI et al, 2021) e a enolase ja estudada
como uma possivel biomarcador (LI et al, 2020)

Palavras-chave: vesiculas extracelulares; Trypanosoma vivax; proteinas.

ILUSTRACOES

Regulagdo e controle
celular; 4; 9%

\ Enzimas; 13; 29%
Proteinas estruturais; ‘

7;15%
Chaperonas; 8; 18%

Hipotéticas; 13; 29%

Figura 1.
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