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1. INTRODUCAO

Toxocariase é uma zoonose parasitaria mundialmente distribuida que
causa prejuizos a saude publica e é considerada uma doenga negligenciada.
Transmitida pelo parasita Toxocara canis e Toxocara cati, pode acometer
humanos e animais. E caracterizada pela migracio da larva em diversos tecidos
do hospedeiro, o que dificulta o processo de diagnostico da parasitose
(MAGALHAES, 2014).

O diagnéstico da doenca € baseado em resultados laboratoriais obtidos por
testes de ELISA e confirmagdo por Western blotting utilizando os antigenos
obtidos a partir do cultivo da larva, o que torna o diagndstico um processo
laborioso, além de levar 60 dias para a producao devido a necessidade de cultivar
in vitro as larvas do parasita (MOREIRA, 2014).

Neste contexto, como uma alternativa a producdo nativa de antigenos de
Toxocara spp., surge a utilizacdo de técnicas, como a de producédo de antigenos
de forma heterdloga, o que pode possibilitar a elaboracdo de um diagndstico mais
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
reacdes cruzadas com outras parasitoses, tornando-as viaveis para utilizacédo
como antigeno no imunodiagnostico da toxocariase (ROLDAN & ESPINOSA,
2009).

Na literatura, um estudo testou a hipbétese de utilizar as proteinas
recombinantes TES 30 e TES 120 para diagnéstico de toxocariase, e junto de um
terceiro antigeno TES, alcancou uma sensibilidade de 100% e especificidade de
92% em um teste de ELISA frente a IgG4 (MOHAMAD; AZMI; NOORDIN,2009).

O objetivo deste trabalho foi testar a sensibilidade e especificidade de dois
antigenos, TES-30 e TES-120 recombinantes frente a soros humanos, como uma
alternativa ao diagnéstico de toxocariase.

2. METODOLOGIA

2.1 Expresséao das proteinas em Escherichia coli

Os genes sintéticos TES-30 e TES-120 foram clonados em vetor de
expressdo pAE. Os clones recombinantes propagados na cepa Star foram
cultivados em 50 mL de LB com ampicilina sob agitacao de 200 rpm, a 37 °C por
18 h. Apos os cultivos foram transferidos para o volume de 500 mL de LB com o
mesmo antibidtico. Ao alcancar a D.Osoonm= 0,6 — 0,8 0 cultivo foi induzido com
500 mL de IPTG na concentragdo 0,5 mM. Os pellets celulares foram
suspendidos em 20 mL de tampé&o 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
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°C. Posteriormente as células foram rompidos por ondas de ultrassom (sonicacao)
em sete ciclos de 20 segundos a 60 Hz e entdo centrifugadas novamente. Os
precipitados celulares finais foram suspendidos em tampéao Akta Wash com Uréia
(Akta Wash + uréia 6 M), e deixados sob agitacdo por 48 h a 4°C. O material foi
centrifugado e o sobrenadante armazenado. As fracdes contendo as proteinas
rTES-30 e rTES-120 foram purificadas por cromatografia de afinidade com Niquel
(Ni+2 ), utilizando colunas de cromatografia HisTrap (GE Healthcare) e verificadas
por SDS-PAGE 12% e Western blotting quanto a presenca das proteinas
recombinantes.

2.2 Soros humanos e ELISA

Os soros para a elaboracdo do teste foram adquiridos de diferentes
experimentos. No experimento 1, foram coletados soro de 48 criancas entre 2-8
anos atendidas no Hospital Universitario da Universidade Federal do Rio Grande.
No experimento 2, o soro foi coletado de 42 colaboradores do Laboratério de
Parasitologia da Universidade Federal do Rio Grande e da Universidade Federal
de Pelotas. Nos experimentos 1 e 2 os pacientes foram diagnosticados de acordo
com dados epidemiolégicos e exames laboratoriais, totalizando 22 soros positivos
e 26 negativos para infeccdo por Toxocara spp. no experimento 1 e 23 soros
positivos e 19 negativos para infeccdo por Toxocara spp. ho experimento 2.

Para o ELISA foi utilizado placa de microtitulacdo de 96 pocos de fundo
chato (Nunc Immuno Maxisorp, Thermo Fischer Scientific, EUA), sensibilizadas
com 50 ng de cada antigeno recombinante em tampao bicarbonato 0,02 M, pH
9.6 e incubadas a 4 ° C, 16 horas. As placas foram lavadas com PBS-T, para
remover o antigeno ndo adsorvido. Apds, cada poco foi bloqueado com solucéo
de PBS-T a 5% de leite em p6 durante 1 h a 37 ° C. As placas foram novamente

| lavadas com a mesma solucdo descrita anteriormente, seguido pela adicdo das
amostras de soro (100 uL, 1: 150 em PBS-T) em duplicata e incubadas a 37 ° C
durante 1 h.

Apbs a etapa de lavagem, o anticorpo monoclonal anti-lgG humano (Thermo
Fisher Scientific, EUA) conjugado com a enzima peroxidase foi adicionado a uma
diluicdo otimizada (1: 5000) em PBS-T. Ou ainda foram utilizados IgG2 anti-
humano de camundongo (Sigma Aldrich, EUA) em uma diluicdo otimizada (1:
2500) em PBS-T, ou 1gG4 anti-humano de camundongo (Sigma Aldrich, EUA)
foram adicionados em uma diluicdo otimizada (1: 2500) em PBS-T, seguido (no
caso de 1gG2 e IgG4) de anticorpos IgG anti-murino conjugados com peroxidase
(Thermo Fisher Scientific, USA) e incubadas a 37 durante 1 hora. Apés a lavagem
final, foi adicionado o substrato de revelagdo com o cromégeno OPD (dicloridrato
de o-fenilenodiamina). A D.O. foi medida apés 30 min, no comprimento de onda
de 450 nm com espectrofotometro. O valor de corte foi baseado nos resultados de
uma analise estatistica ROC através do software GraphPad Prism.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A confirmacdo da expressédo 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). 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.
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Figura 1. (A) Avaliacdo da expressao 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) Caracterizacdo das proteinas rTES-30 e rTES-120 por
Western blotting frente ao anticorpo monoclonal anti-6xHis. 1- Marcador preé-
corado (Thermo Scientific); 2- rTES-120; 3- rTES-30; 4- Controle positivo rSeM; 5-
Controle negativo.

A tabela 2 mostra sensibilidade geral e a especificidade das proteinas
recombinantes com os soros humanos.

Tabela 2. Sensibilidade e especificidade para cada proteina e anticorpo apés
anélise ROC.

Proteina/Anticorpo Amostras positivas

(Sensibilidade)

Amostras Negativas
(Especificidade)

(TES-30/1gG

(TES-30/IgG2
(TES-30/IgG4

TES-120/1gG

(TES-120/1gG2
[TES-120/1gG4

38/45 (84.4%)
4145 (8.9%)
10/45 (22.2%)

34/45 (75.6%)

6/45 (13.3%)
23/45 (51.1%)

45/45 (100%)

40/45 (88.9%)
44/45 (97.8%)

45/45 (100%)

43/45 (95.6%)
44/45 (97.8%)

De uma maneira geral, os resultados do nosso estudo discordaram dos
estudos de Mohamad et al. (2009) e Watthanakulpanich et al. (2008), que
mostraram maior sensibilidade usando um conjunto de proteinas para
diagnosticar a infec¢cdo por Toxocara spp., enquanto que em nosso estudo o uso
de apenas uma proteina (rTES-30) se torna eficiente sem afetar a sensibilidade e
alcangando uma especificidade de 100% com anti-lgG, reduzindo ainda mais o
custo de producdo associado. Outra diferenca entre os estudos € a menor
sensibilidade de IgG4 e IgG2, considerados como 0s anticorpos mais sensiveis e
especificos para a toxocariase. Essa discrepancia poderia ser uma diferenca
populacional pois nosso estudo foi realizado no Brasil. Além disso,
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Watthanakulpanich et al. (2008) utilizaram o TES nativo, quando o IgG2 foi o mais
sensivel e especifico.

4. CONCLUSOES

Como uma ferramenta de estudos epidemiolégicos e diagnético de
toxocariase em humanos nosso estudo pode trazer o uso de rTES-30 usando I1gG
total como anticorpo primério em um ensaio ELISA indireto.
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