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1. INTRODUCAO

Toxocariase é uma zoonose parasitaria mundialmente distribuida que causa
prejuizos a saude publica e, ainda assim € considerada uma doenca
negligenciada. E transmitida pelo parasita Toxocara canis e Toxocara cati e, pode
acometer humanos e animais; se caracteriza pela migracdo da larva em diversos
tecidos do hospedeiro, o que dificulta o processo de diagndstico da parasitose
(MAGALHAES, 2014).

Embora acredita-se que o T. canis seja o principal patdgeno relacionado a
toxocariase, sendo 0 mais estudado para o diagnéstico da enfermidade, existem
evidéncias de que os seres humanos possam ser infectados por larvas de T. cati
(FISHER, 2003).

O diagndstico da doenca é baseado em resultados laboratoriais por ELISA e
confirmacédo por Western blotting utilizando os antigenos obtidos a partir do cultivo
da larva, tornando tal diagnéstico um processo laborioso, além de carecer de um
total de 60 dias para a producdo devido a necessidade de cultivar in vitro as
larvas do parasita (MOREIRA, 2014).

Neste contexto, como uma alternativa a producédo nativa de Toxocara spp.
surge a utilizacdo de técnicas de biologia molecular, como a producdo de
antigenos recombinantes, tornando o diagndéstico rapido e simples quanto a
producdo de antigenos. As principais proteinas pertencentes ao antigeno TES
(rTES-26, rTES-32 e rTES-120) sdo glicosiladas, antigénicas e, altamente
especificas para Toxocara spp. (98,3%), diminuindo as rea¢cBes cruzadas com
outras parasitoses, tornando-as viaveis para utilizacdo como antigeno em
imunodiagndstico da toxocariase (ROLDAN & ESPINOSA, 20009).

O presente estudo teve como objetivo investigar a reatividade das proteinas
TES-30 e TES-120, produzidas em Escherichia coli, com soros de camundongos,
infectados experimentalmente por T. canis ou T. cati.

2. METODOLOGIA

2.1 Expresséo e caracterizacdo das proteinas em E. coli

Os genes sintéticos tes-30 e tes-120 foram clonados em vetor de expressao
pAE e utilizados para transformar a cepa de expressédo E. coli BL21 (DE3) Star.
As cepas transformadas foram transferidas para meio LB contendo ampicilina
(100 pg/mL), e deixado sob agitacdo de 200 rpm, a 37 °C por 18 h. ApoOs esse
periodo, o pré-inoculo foi transferido para um in6culo com meio LB contendo o
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mesmo antibiotico. Quando a D.Oggo chegou entre 0,6 a 0,8, a expressao da
proteina recombinante foi induzida pela adicdo de IPTG (isopropil R-D-1-
tiogalactopiranosideo) na concentracao final de 0,5 mM. As culturas foram
incubadas por mais 3 horas a 37° C sob agitacéo de 200 rpm.

Apoés a identificacdo da expressdo das proteinas recombinantes através de
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12%, foi
realizada a expressao em maior escala. Os clones recombinantes propagados na
cepa Star foram cultivados em 50 mL de LB com ampicilina nas mesmas
condicOes ja citadas. Em seguida, os cultivos foram transferidos para um volume
maior de 500 mL de LB com o mesmo antibiético, e foi induzido quando alcangou
a D.Oggonm= 0,6 — 0,8

Os pellets celulares, obtidos através de centrifugacdo (16.000 g; 4°C; 10
min) foram suspendidos em 20 mL de tampéo Akta Wash (0,234% de NaH2PO4,
2,92% de NaCl e 0,068% de Imidazole) com 100 ug/mL de lisozima e incubados
por 2 h a 4 °C. Posteriormente foram submetidos a rompimentos por ondas de
ultrasson (sonicacdo) em sete ciclos de 20 segundos a 60 Hz e entao
centrifugados novamente.

O sobrenadante foi armazenado e foi realizada a lavagem do pellet com
PBS por trés vezes. Os precipitados celulares finais foram suspendidos em
tampado Akta Wash com Uréia (Akta Wash + uréia 6 M), e deixados sob agitacédo
por 48 h a 4°C. O material foi centrifugado e o sobrenadante armazenado. Os
sobrenadantes obtidos foram avaliados em SDS-PAGE 12%.

As fracdes contendo as proteinas rTES-30 e rTES-120 foram purificadas por
cromatografia de afinidade com Niquel (Ni+?), utilizando colunas de gravidade His
GraviTrap (GE Healthcare) e verificadas por SDS-PAGE 12% quanto a presenca
das proteinas recombinantes. Essas fracfes foram quantificadas com o kit BCA
Protein Assay (Thermo Scientific) e caracterizadas por SDS-PAGE e Western
blotting.

2.2 Soro de camundongos e ELISA

Soros de 15 camundongos previamente infectados por Toxocara canis (n=8)
e Toxocara cati (n=7), pertencentes a soroteca do Laboratério de Parasitologia da
Faculdade de Medicina da FURG, foram utilizados para a analise de sensibilidade
e especificidade das proteinas recombinantes. Os camundongos foram infectados
com doses de 100 ovos infecciosos de T. canis e T. cati. Em seguida, foram
coletadas as amostras destes animais nos dias 15, 30 e 45.

Para o imunodiagndstico da toxocariase foi utilizada a metodologia de ELISA
indireto, no qual a concentracdo das proteinas utilizadas por poco foi de 50 ng, a
diluicho em PBS-T do soro utilizada foi de 1. 160, o anticorpo anti-IgG de
camundongo conjugado a peroxidase utilizado foi diluido em PBS-T na
concentragdo de 1: 5000 e a leitura foi realizada na densidade 6ptica de 450 nm.
Posteriormente, foi realizada a analise estatistica utilizado ANOVA de duas vidas
no software GraphPad.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A confirmacgdo da expressdo dos antigenos foi analisada através de SDS-

PAGE e Western blotting frente a anticorpo monoclonal anti-His (Sigma Aldrich)
na concentracdo de 1:6000 (Figura 1).
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Figura 1. (A) Avaliacdo da expresséo das proteinas rTES-30 e rTES-120 em SDS-PAGE 12%. 1-
Marcador de massa molecular (Thermo Scientific); 2- rTES-120; 3- rTES-30. (B) Caracterizagédo
das proteinas rTES-30 e rTES-120 por Western blotting frente ao anticorpo monoclonal anti-6xHis.
1- Marcador pré-corado (Thermo Scientific); 2- rTES-120; 3- rTES-30; 4- Controle positivo rSeM; 5-
Controle negativo

Os resultados obtidos demonstram a presenca de uma banda cuja massa
molecular é de aproximadamente 25 KDa correspondente a rTES-30, e outra
banda um pouco acima dos 25 kDa referente a rTES-120.

Quanto a reatividade por ELISA indiretoi, o rTES-30 teve soropositividade na
maioria das amostras, excluindo um dos animais que teve sua amostra coletada
no 15° dia apos a inoculagéo. Ja por sua vez, o rTES-120 teve uma reatividade
quase nula (Figura 2).
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Figura 2. Comparagédo das absorbancias médias obtidas no ELISA entre camundongos infectadas
por T. canis (n = 8) e T. cati (n = 7) usando as proteinas recombinantes rTES-30 e rTES-120.

Embora a alta sensibilidade da rTES-30 fosse esperada, como ja descrito na
literatura, visto que € uma proteina imunogénica. A baixa sensibilidade (Tabela 1)
da rTES-120 foi inesperada, tendo em vista que o camundongo é modelo animal
para estudos da toxocariase e estudos em humanos apresentarem uma alta
sensibilidade (MOHAMAD, 2009).

Tabela 1. Potencial de imunodiagnéstico de rTES-30 e rTES-120 em camundongos
infectados por T. canis (n=8) e T. cati(n=7)

rTES-30 rTES-120
Sensibilidade 83.3% 16.7%

Especificidade 85.7% 85.7%
Cut-off? 0.18 0,09
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4Cut-off calculado pela média dos negativos + 2(SD)

Nao houve diferenca estatistica entre a sensibilidade e especificidade no
diagnéstico de camundongos infectados por T. canis ou T. cati. A Unica alternativa
de diagnéstico diferencial das espécies continua sendo a biépsia; técnica inviavel
em humanos, gerando incerteza sobre a soroprevaléncia e potenciais riscos
associados a infeccdes pelas espécies T. canis ou T. cati (FISHER, 2003).

Estudos que abordam o uso de proteinas recombinantes no diagndstico da
toxocariase utilizam rTES-30 e rTES-120 como antigenos de alto potencial.
Enquanto amostras humanas mostraram um potencial como resposta para rTES-
30 e rTES-120, conforme j& descrito na literatura (MOHAMAD, 2009), no
camundongo, o rTES-120 ndo mostrou potencial para ser usado como marcador
da infecgao.

4. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que nao foi possivel o diagndstico
diferencial entre as espécies T. canis e T. cati, com 0s atuais antigenos
recombinantes utilizados pela comunidade cientifica.

Ademais, o uso de uma proteina especifica para o diagnostico de infecgéo
por Toxocara spp. requer cautela, uma vez que a proteina pode induzir a resposta
imune em uma espécie, mas ndo em outras.
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