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Resumo 
TELMO, Paula de Lima. Universidade Federal de Pelotas. Imunodiagnóstico da 
toxocaríase humana com antígeno TES30 recombinante. 2013. 104f. Tese 
(Doutorado) – Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia. Universidade Federal 
de Pelotas, Pelotas. 
 

A toxocaríase humana é uma zoonose difundida em todo o mundo, constituindo-se 

em um importante problema de saúde coletiva, porém é negligenciada. A 

diversidade de quadros clínicos associada aos diferentes sítios (fígado, pulmões, 

cérebro, olhos, gânglios linfáticos, etc.) em que as larvas de Toxocara canis podem se 

alojar no organismo humano, dificulta o diagnóstico desta parasitose. Neste 

contexto, métodos imunológicos para a detecção de anticorpos anti-T. canis foram 

desenvolvidos. Atualmente, o ensaio imunoenzimático (ELISA) associado ao 

antígeno de excreção e secreção de T. canis (TES), com adsorção prévia de soros 

com antígeno somático de Ascaris spp., tem sido utilizado como método padrão para 

pesquisa de anticorpos IgG séricos anti-T. canis. O antígeno TES é obtido a partir do 

cultivo de larvas de T. canis e demanda, aproximadamente, quatro meses de trabalho 

dispendioso e fastidioso. Diante do exposto, antígenos recombinantes estão sendo 

testados, visando o aperfeiçoamento do imunodiagnóstico da toxocaríase humana. 

Assim, o objetivo deste trabalho foi produzir o antígeno de excreção/secreção de 

30kDa de T. canis (TES30) em dois sistemas heterólogos de expressão protéica, e 

avaliá-los no imunodiagnóstico da toxocaríase humana. As proteínas recombinantes 

rTES30E e rTES30P produzidas em Escherichia coli e Pichia pastoris, respectivamente, 

foram caracterizadas através de ELISA-IgG com soros de camundongos infectados 

experimentalmente, demonstrando 100% de eficácia em comparação ao TES nativo. 

Na análise dos soros humanos, com ELISA-IgG a rTES30E apresentou sensibilidade 

e especificidade (IC 95%) de 95,8% e 82,6%, enquanto a rTES30P apresentou 

95,4% e 92.8%, respectivamente, em comparação ao TES nativo. Assim, conclui-se 

que ambas as proteínas recombinantes apresentam potencial antigênico, 

constituindo-se em uma alternativa ao uso do TES nativo no imunodiagnóstico da 

toxocaríase humana. 

 



Palavras-chave: Diagnóstico. T. canis. Proteína recombinante TES30. Escherichia coli. 
Pichia pastoris. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

Abstract 
TELMO, Paula de Lima. Universidade Federal de Pelotas. Imunodiagnóstico da 
toxocaríase humana com antígeno TES30 recombinante. 2013. 104f. Tese 
(Doutorado) – Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia. Universidade Federal 
de Pelotas, Pelotas. 
 

The toxocariasis is a widespread zoonosis worldwide, thus becoming an important 

public health problem. The diversity of clinical conditions associated with the different 

sites (liver, lungs, brain, eyes, lymph nodes, etc.) of the Toxocara canis larvae in the 

human body, hamper the diagnosis of this disease. In this context, immunological 

methods for detecting anti-T. canis serum antibodies were developed. Currently, 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) associated with the excretory-

secretory antigens of T. canis larvae (TES), and sera previously adsorved with somatic 

antigen of Ascaris spp. has been used as a standard method for testing of IgG anti-T. 

canis serum antibodies. The antigen TES is obtained from T. canis larvae cultivation 

and demand four months of expensive and laborious work. Given the above, 

recombinant antigens are being tested, aiming at improving the immunodiagnosis of 

human toxocariasis. The objective of this work was to produce recombinant 

excretion/secretion 30kDa T. canis larval antigen (TES30) in two heterologous protein 

expression systems, and evaluate them in the immunodiagnosis of human 

toxocariasis. The recombinants proteins rTES30E and rTES30P, respectively, 

produced in Escherichia coli and Pichia pastoris, were characterized by un indirect ELISA 

to detect anti-T. canis IgG in experimentally infected mice serum, which showed 100% 

effectiveness compared to native TES. For detecting anti-T. canis IgG antibodies in 

human sera, the rTES30E showed sensitivity and specificity (95% CI) of 95.8% and 

82.6%, while rTES30P showed 95.4% and 92.8%, respectively, in comparison to 

native TES. Thus, we conclude that both recombinants proteins have antigenic 

potential, becoming an alternative to the use of native TES in immunodiagnosis of 

human toxocariasis. 

 

Keywords: Diagnosis. T. canis. Recombinant protein. TES30. Escherichia coli. Pichia 

pastoris. 
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Introdução Geral 
 

A síndrome da larva migrans visceral (LMV) foi definida como o resultado da 

migração e persistência de larvas de helmintos nos tecidos de hospedeiros 

acidentais (BEAVER, 1969). A toxocaríase humana tem como agente etiológico 

mais associado o nematóide Toxocara canis, parasito intestinal de cães.  

A toxocaríase é uma zoonose cosmopolita (HOFFMEISTER et al., 2007), 

constituindo um importante problema de saúde coletiva (HARALAMBIDOU et al., 

2005), porém, é negligenciada, resultando em taxas de prevalências 

subestimadas (TORGERSON; BUDKE, 2006). O relato da prevalência da 

toxocaríase em uma determinada região está diretamente relacionado à atenção 

dos profissionais que atuam na área da saúde para realizar o diagnóstico desta 

parasitose (SMITH et al., 2009). A prevalência desta infecção varia de acordo com 

a faixa etária, condições climáticas (GLICKMAN et al., 1979), nível sócio-

econômico (MATOS et al., 1997), entre outros fatores. 

A infecção por T. canis em seres humanos ocorre, principalmente, pela 

ingestão acidental de ovos embrionados do parasito, acometendo especialmente 

crianças de até cinco anos, devido ao maior contato com o solo contaminado 

(GLICKMAN et al., 1979), pela geofagia (SCHANTZ et al., 1980) e unicofagia 

(ALDERETE et al., 2003).  

A diversidade de quadros clínicos associada aos diferentes sítios (fígado, 

pulmões, cérebro, olhos, gânglios linfáticos, etc.) em que as larvas de T. canis 

podem se alojar no organismo humano dificultam o diagnóstico desta parasitose. 

Na espécie humana não ocorre o desenvolvimento das larvas nos tecidos e a 

consequente formação do parasito adulto no intestino. Diante da dificuldade em 

detectar as larvas de T. canis no organismo humano, métodos imunológicos foram 

desenvolvidos para a detecção de anticorpos específicos. Atualmente, o ensaio 

imunoenzimático (ELISA), associado ao antígeno de excreção e secreção de T. 

canis (TES), com adsorção prévia de soros com antígeno somático de Ascaris sp., 

tem sido utilizado como método padrão na pesquisa de IgG anti-T. canis.  
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O antígeno TES, obtido a partir do cultivo de larvas de T. canis,     apresenta 

as proteínas de massa molecular 26, 32, 45, 55, 70, 120 e 400kDa (MAIZELS et 

al., 1984). Estas proteínas são glicosiladas e antigênicas (MEGHJI; MAIZELS et 

al., 1986). Na fase aguda da toxocaríase, o antígeno TES é depositado pelas 

larvas de T. canis durante a migração nos tecidos e, na fase crônica, o antígeno é 

encontrado no granuloma em torno da larva ou na camada mais interna do 

granuloma sem a presença do parasito (PARSONS et al., 1986).  

A detecção de anticorpos específicos é extremamente relevante para 

confirmar o diagnóstico clínico e para realizar o tratamento das diferentes formas 

clínicas da toxocaríase humana. Entretanto, existem controvérsias em relação à 

sensibilidade e especificidade dos testes sorológicos devido à carência de 

métodos eficazes para a detecção do parasito e pela dificuldade em determinar 

um ponto de corte (cut off) fidedigno na sorologia. Estudos visando avaliar a 

eficácia do ELISA-TES (título > 1:32) em grupos de pacientes com toxocaríase 

sistêmica demonstraram, usando a sintomatologia compatível, como teste padrão 

ouro, demonstraram sensibilidade e especificidade de 78% e 90%, 

respectivamente (SMITH, 1993; CDC, 2011).    

Antígenos recombinantes estão sendo testados, visando o 

aperfeiçoamento do imunodiagnóstico da toxocaríase. Estudos indicam que as 

frações de menor massa molecular do antígeno TES apresentam maior 

especificidade (MAGNAVAL et al, 1991) e que a proteína recombinante 

correspondente a 30kDa apresenta alta sensibilidade e especificidade 

(YAMASAKI et al, 1998; 2000).  

Em vista dos resultados obtidos até o momento, indicando que o antígeno 

de massa molecular de 30kDa é promissor, foi delineado este trabalho visando 

produzir o antígeno TES30 de T. canis em dois sistemas de expressão heteróloga 

de proteínas, um procarioto, baseado na bactéria Escherichia coli, e outro eucarioto, 

baseado na levedura metilotrófica Pichia pastoris, para comparar as proteínas 

produzidas quanto ao rendimento, produtividade e antigenicidade. 

Os dados gerados nesta tese estão apresentados na forma de artigos 

científicos. Esta forma de apresentação visa propiciar uma divulgação objetiva e 

rápida dos resultados obtidos. Desta forma, o artigo 1 trata de uma revisão sobre 

o diagnóstico, tratamento e prevenção da toxocaríase humana, onde se abordou 
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o papel da biotecnologia no diagnóstico, tratamento e controle da infecção. Este 

trabalho está formatado segundo as normas do periódico Parasitology Research 

(fator de impacto = 2.149), ao qual será submetido. Em seguida, o artigo 2 

descreve a expressão, clonagem e a caracterização da proteína TES30 produzida 

em E. coli. A avaliação da proteína foi feita frente a soros de camundongos 

infectados experimentalmente com T. canis. Este trabalho está formatado segundo 

as normas da Revista do Instituto de Medicina Tropical de São Paulo (fator de 

impacto = 1). O terceiro artigo descreve a expressão, clonagem e a 

caracterização da proteína TES30 produzida em P. pastoris.  A avaliação da 

proteína foi feita frente a soros de camundongos infectados experimentalmente 

com ovos embrionados de T. canis. Este trabalho está formatado segundo as 

normas do periódico Parasitology (fator de impacto = 2.961). As proteínas 

recombinantes também foram comparadas quanto ao potencial diagnóstico frente 

a soros humanos pertencentes à soroteca do Laboratório de Alergia e Acarologia 

do Instituito de Ciências da Saúde da Universidade Federal da Bahia. Este 

trabalho originou o artigo 4, que está formatado segundo as normas do periódico 

International Journal for Parasitology (fator de impacto = 3.393). 
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2.1 Artigo 1 

 

Biotechnological approaches for the control of human toxocariasis 

 

Paula de Lima Telmo, Carlos James Scaini, Marcelo Mendonça, Fabricio Rochedo 

Conceição 

 

Artigo segundo as regras da Revista Parasitology Research ao qual será 

submetido. 
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Abstract 
 
Toxocariasis is a zoonotic disease caused by nematodes Toxocara canis and Toxocara cati, 

neglected by health authorities. In view of the difficulty of performing diagnosis and 

treatment, biotechnological approaches have being sought as an alternative for controlling 

this disease. In this mini-review some biotechnological advances related to control of 

human toxocariasis, such as immunodiagnostic with recombinant antigens, phytochemical 

therapy, as well as prevention through genetic immunomodulation and use of probiotics 

were discussed.  

Keywords: Toxocara canis, toxocariasis, immunodiagnosis, phytochemical therapy, 

genetic immunomodulation, probiotics. 

 
Introduction 
 

Human toxocariasis is a chronic tissular parasitosis with cosmopolitan distribution 

that is common in developing countries with tropical climate. The prevalence of this 

zoonotic disease and its impact on public health are underestimated (Torgerson and Budke, 

2006), even in developed countries (Hotez and Wilkins, 2009). In Brazil, epidemiological 

studies have revealed high exposure of children to this disease, with a prevalence ranging 
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from 28.8 to 54.8% (Alderete et al., 2003; Despommier, 2003; Paludo et al., 2007; 

Schoenardie et al., 2012). However, in most cases, it is still considered an underdiagnosed 

disease in health services (Paludo et al., 2007). 

The majority of cases of human toxacariasis have been associated with parasitism 

caused by the nematode Toxocara canis, intestinal parasite of dogs. However, the 

importance of Toxocara cati, intestinal parasite of cats, as etiologic agent of this parasitic 

disease seems to be underestimated, thus there is a need of more studies of this parasitosis 

to demonstrate the importance of this specie (Fischer, 2003; Smith et al., 2009).  

In humans, the infective larvae spread by the systemic route and are encapsulated in 

different organs such as liver, lungs, brain, eyes, lymph nodes, among others, which can 

survive for up one year, causing symptomatic signals that differ according to the affected 

tissue (Despommier, 2003; Rubinsky-Elefant et al., 2010). The reactivation of the 

encapsulated larvae in an asymptomatic carrier may occur, leading to a migration of the 

larva to the eyes and/or brain. In this context, the clinical and serological monitoring of the 

patient is strategic for assessing the need of treatment (Pawlowski, 2001). 

The main way of human infection is by ingestion of embryonated eggs present in 

dirty hands taken to the mouth. It can also occur by ingesting eggs adhered to fomites, 

foods (Despommier, 2003) and dog hairs (Amaral et al., 2010). In the last decades, it has 

also been reported cases associated with consumption of viscera, raw or undercooked 

meats from paratenic hosts, such as chickens (Morimatsu et al., 2006) and cattle (Choi et 

al., 2008). Also, the vertical transmission in experimentally infected mice had been 

reported (Reiterová et al., 2003; Jin et al., 2008). The first record of congenital infection by 

T. canis occurred in a premature human neonate with retinopathy (Maffrand et al., 2006). 

Thus, the diagnosis of toxocariasis in prenatal testing of pregnant women and the first 

months of life of children is highly required. 

Information on other aspects of toxocariasis, such as genetic diversity of T. canis, 

epidemiology, clinical presentations, treatment, among others, can be found in recent 

literature reviews (Roldán et al., 2010; Rubinsky-Elefant et al., 2010; Carvalho and Rocha, 

2011; Pinelli and Aranzamendi, 2012; Chen et al., 2012; Othman, 2012). Given the 

difficulty in making a diagnosis and treatment, biotechnological approaches have been 

gaining attention in the control of human toxocariasis. In this mini-review some 

biotechnological advances related to the control of human toxocariasis are discussed. 
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Immunodiagnosis with recombinant antigens 
 

The diversity of clinical conditions associated with different sites where the larvae 

can lodge, makes it very difficult to diagnose toxocariasis. Moreover, in humans the 

development of larvae in the tissues and consequently formation of adult parasites in the 

gut does not occur. Hence, the detection of fecal egg is useless, although the presence of 

other parasites such as Ascaris lumbricoides and Trichuris trichiura indicates fecal 

exposure, increasing the likelihood of presence of Toxocara spp. larvae in the tissues 

(CDC, 2011). 

The definitive diagnosis can only be performed by biopsy, but in general this 

procedure is not indicated because it is extremely invasive and there are still difficulties in 

detecting the larvae. Given this difficulty, different immunological methods have been 

developed, however, up to now there is no gold-standard method for laboratorial diagnosis 

of toxocariasis (Perez and Abe-Jacob, 1996).  Currently, ELISA method with excretory-

secretory antigen of T. canis (TES) (De Savigny, 1975) has been used as a standard 

method for diagnosis (Despommier, 2003). In this assay, the detection of specific IgG2 and 

IgG4 increases its sensitivity and specificity (Soares et al., 1991; Noordin et al., 2005). 

Nevertheless, the production of TES antigen is laborious, time consuming and with limited 

capacity (Mohamad et al., 2009), and it requires trained technicians (Peixoto et al., 2011) 

and the availability of adult female T. canis worms. In addition, the usually observed cross 

reactivity of this antigen with antibodies generated by other helminth infections (Magnaval 

et al., 1991; Yamasaki et al., 2000) requires preincubation of sera with antigens derived 

from related helminthes, which is another drawback of this method (Rubinsky-Elefant et 

al., 2010). In this context, recombinant antigens from TES antigen fractions have been 

produced and tested (Yamasaki et al., 2000, Coelho et al., 2006; Wickramasinghe et al., 

2008; Mohamad et al., 2009), aiming to find a method with better specificity, sensitivity 

and applicable for routine monitoring of toxocariasis. 

The recombinant protein TES-120 (rTES-120) produced in Pichia pastoris was 

evaluated in Western blot (WB), a laborious and costly test, showing high specificity when 

confronted with sera from patients with other different parasitic infections (Fong and Lau 

2004). Interestingly, rTEs-120 was produced in the cytoplasm using the yeast vector 

pPICZA, suggesting that the lack of glycosylation of the recombinant antigen did not affect 

the test performance. However, the potential of this recombinant antigen still needs to be 
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confirmed, preferably through an easier and cheaper test, using a larger number of sera, 

since in this study only 44 samples were tested: eight were positive to toxocariasis and 5 

negative. Expression of this antigen using a secretion vector is interesting since it would 

allow its glycosylation and optimize its purification (Cereghino and Cregg, 2000).  

Some authors suggest that there is higher specificity in the use of antigen TES 

fractions with low molecular mass (Magnaval et al., 1991). In 1998, it was produced a 

recombinant antigen in Escherichia coli corresponding to the 30 kDa protein antigen TES 

(rTEs-30), from the cDNA of larvae of T. canis, indicating it as a promising 

immunodiagnostic tool (Yamasaki et al. 2000). Nevertheless, this antigen was also 

characterized by WB using only 32 sera, where some of them showed cross-reaction with 

anisakiasis. In 2000, the same research group observed no cross-reaction comparing rTEs-

30 with native TES through ELISA using 153 sera from patients presenting twenty 

different helminthiasis (Yamasaki et al. 1998). However, this study was carried out in 

Japan, an area not endemic for Ascaris lumbricoides and hookworm (Ancylostoma spp. 

And Necator americanus), helminths that share antigens with Toxocara spp.  

Norhaida et al. (2008) explored the possibility of increasing the specificity of the 

ELISA with rTES-30 by detection of IgG4. They obtained a sensitivity of 92.3% (24/26) 

and specificity of 89.6% (103/115), compared with 100% sensitivity and specificity of 

55.7% of the commercial ELISA (total IgG). Mohamad et al. (2009), besides rTES-30, 

produced the antigens rTES-26 and rTES-120 in E. coli, and tested them by IgG4-ELISA, 

obtaining 80% (24/30) and 93% (28/30) of sensitivity and specificity, respectively. On the 

other hand, the use of combined antigens rTES-30 and rTES-120 increased the sensitivity 

to 100%. The specificity of the antigens rTES-26, rTES-30 and rTES-120 were 96.2%, 

93.9% and 92%, respectively. Although the results of both studies seem promising, the 

number of sera tested was also low.  

In view of the results obtained to date, the use of recombinant antigens in 

immunodiagnosis of human toxocariasis seems promising, however further studies are 

needed using a larger panel of sera and more representative of the population evaluated. 

 
Development of new therapies 
 

The treatment options for human toxocariasis are limited and consist in the use of 

anthelmintics combined with anti-inflammatory drugs (CDC, 2011). There are three 

reasons for carrying out the treatment of this parasitic disease, firstly to obtain a clinical 
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resolution; and secondly, the attempt to reduce the number of larvae potentially migrating 

to the brain and eyes (Pawlowski, 2001). In the ocular toxocariasis it is only indicated the 

use of anti-inflammatory drugs (Elefant et al. 2001). Finally, this infection leads to 

immunomodulation of the hosts (Mendonça et al 2012), which may suppress the 

immuneresponse to vaccination against several infections as it occurs with other helminth 

infections (Van Riet et al., 2007). 

There are several anthelmintics available, but none of them has high efficacy 

(Magnaval and Glickman, 1993). Most studies that evaluated the efficacy of anthelmintics 

against Toxocara spp. were performed during the 70s and 80s. Currently, there are few 

studies performed, either in the production and licensing of new products for human, or in 

the evaluation of existing products on the market in randomized studies (Magnaval and 

Glickman, 2006). 

The albendazole (ABZ) is the most employed anthelmintic for the treatment of 

human toxocariasis, although it does not show high effectiveness. This fact justifies the 

need of developing a new formulation for the treatment of this parasitosis (Satou et al. 

2003). Studies were performed using liposomes and microparticles in order to increase the 

solubility rate of ABZ. These agents act as carriers of anthelmintic aiming to release the 

drug effectively in the target organs (Hrčkova and Velebný, 2001). A study on the activity 

of ABZ encapsulated in liposomes containing PEG (polyethylene glycol) showed a 

reduction in the number of larvae of T. canis, lodged in the brain and liver of mice 

(Horiuchi et al., 2005). It was also demonstrated high efficacy of PEG-ABZ in the 

treatment of mice infected with T. canis, preventing larval migration to the encephalon. 

Furthermore, the authors found no signs of intoxication in mice (Leonardi et al., 2009).  

Due to the difficulty of treating visceral toxocariasis, it becomes necessary to 

expand the studies aiming to find alternatives for the control of this helminthiasis. Some 

phytochemical compounds of the Simaroubaceae family have biotechnological potential 

and have been evaluated in agriculture, livestock and human medicine. Studies using plant 

extracts of Picrasma quassioides and Ailanthus altissima (Simaroubaceae) (Satou et al., 

2003) and compounds of β-carboline alkaloids isolated from these extracts (Satou et al., 

2005) showed that out of the 17 compounds tested, only one achieved potential for the 

treatment of toxocariasis when evaluated in vitro for nematicidal activity, 

immunosuppressive and cytotoxicity, however, did not show effectiveness on the number 

of larvae and larval mobility in vivo. Quesada et al. (2009) studied the anthelmintic activity 
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of ether and ethanol extracts of leaves and fruits of Ficus obtusifolia Kunth (Moraceae), 

and verified that against the adult parasite, the ethanol extract, as well as leaves and fruits, 

showed more effective activity with a concentration of 4.000 ppm for at least 12 h. 

Regarding ovicidal activity, there was no significant effect at the timeframe evaluated (five 

days). Musa et al. (2011) observed that the separate administration of the extract of Nigella 

sativa (Ranunculaceae) and the association of N. sativa (100 mg/kg) with ABZ (100 

mg/kg) induced a reduction in level of inflammation and necrosis in the liver and lung 

tissues, as well as the levels of liver enzymes (aspartate aminotransferase - AST, alanine 

aminotransferase - ALT, alkaline phosphatase - ALP) compared to mice of the control 

group. The results indicated that N. sativa has a potent effect in protecting against organ 

damage induced by infection with larvae of T. canis.  

The development of drugs which act effectively on the larvae of T. canis, lodged in 

the human body is extremely important for the effective treatment of human toxocariasis. 

These should be able to eradicate the population of larvae lodged in tissues and not only 

decrease the intensity of infection, as observed with administration of albendazole, 

febendazole and mebendazole in experimentally infected (Abo-Shehada and Herbert, 1984; 

Fok and Kassai, 1998; Delgado et al., 1989; Hrčkova and Velebný, 2001; Satou et al., 

2005; Leonardi et al., 2009). Furthermore, it is necessary that the drug does not show 

cytotoxic or immunosuppressive activity (Satou et al. 2005). 

 
Prevention 
 

Since the 70s, the World Health Organization recommended actions to reduce 

transmission of Toxocara spp. to humans, such as the responsible ownership of dogs and 

cats in order to prevent soil contamination by parasite eggs, since healthy animals are 

definitive hosts and considered the main epidemiological links in the chain of human 

toxocariasis (WHO, 1978). The sanitary education is a slow process, but essential for 

public awareness (Barriga, 1988), likewise to healthcare professionals and control of stray 

dogs and cats. Furthermore, only after the performance of the clinical diagnosis supported 

by specific and reliable laboratory methods, the real importance on human health and the 

prevalence of this neglected zoonosis (Smith et al., 2009) can be clarified. Unfortunately, 

even with all the scientific advances, the development of vaccines for the prevention of 

parasitic diseases remains a challenge to be overcome. To our knowledge, there are no 

vaccines for use against toxocariasis. 
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A promising strategy for the prevention of toxocariasis is genetic 

immunomodulation. Malheiro et al. (2008) tested this strategy using mammalian 

expression vectors carrying unmethylated CpG motifs or IL-12. Unmethylated CpG motifs 

are potent activators of immunologic system cells (dendritic cells, macrophages and NK 

cells), stimulating cytokine production via TLR9 signalization (Van Uden and Raz, 1999; 

Spiegelberg and Raz, 2002; Won Han et al., 2003; Tsalik, 2005). On the other hand, IL-12 

is a potent immunomodulator that induces a Th-1 cell differentiation and inhibits Th-2 

response, thus inhibiting the synthesis of IgE, eosinophilic inflammation and bronchial 

hyperresponsiveness (Manetti et al., 1993; Mountford and Pearlman, 1998; Chung and 

Barnes, 1999). Inoculation of pcDNA3/IL-12 blocked the blood and tissue eosinophilia, 

although there was no impact on the response in the airways, while pcDNA3/CpG 

prevented airway hyperresponsiveness, but failed to abolish completely the eosinophilic 

inflammation induced by T. canis. These data suggest that pcDNA3/IL-12 and 

pcDNA3/CpG have distinct therapeutic benefits in relation to eosinophilia and airway 

hyperresponsiveness, suggesting a possible association of both in the therapeutic 

intervention of toxocariasis. 

Another promising alternative for the prevention of human toxocariasis is the use of 

probiotics, live microorganisms that when ingested in adequate amounts can confer 

benefits to the host (FAO/WHO, 2001). Most studies of probiotics are related to prevention 

of bacterial diseases (Borchert et al., 2008; Coudeyras et al., 2008). However, some studies 

in the area of parasitology revealed the reduction of infection reduce and protective effect 

against protozoan, such as giardiasis and cryptosporidiosis (Guitard et al. 2006; Humen et 

al. 2006), as well as helminthiasis such as trichinelose (Bautista-Garfias et al., 2011).  

Regarding toxocariasis, significant reduction was observed in the number of larvae 

recovered from mice with acute toxocariasis treated with the probiotic Enterococcus 

faecalis CECT 7121 for three consecutive days and challenged with 100 or 200 

embryonated eggs of T. canis (Basualdo et al. 2007; Chiodo et al., 2010). The mechanism 

of action appears to be a consequence of a larvicide effect generated directly by E. faecalis 

CECT 7121, demonstrated in vitro after 48 h of incubation (Chiodo et al., 2010). In spite 

of the confirmed potential in the control of toxocariasis, a probiotic comprising an E. 

faecalis strain may suffer a dubious acceptance by the society, since this organism can be 

pathogenic (Jett et al., 1994; Elmer et al., 2001). E. faecalis is responsible for endocarditis, 

intra-abdominal abscesses, urinary tract infections, nosocomial infections, bacteremia, 
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among others (Murray, 1990). Moreover, it is inhibited by many antibiotics, preventing its 

association with this type of medicine. 

In contrast, probiotics consisting of Saccharomyces boulardii, a yeast with GRAS 

status (Generally Recognized As Safe), are not inhibited by antibiotics and have long been 

used by humans, in prevention as well as treatment of gastrointestinal problems caused by 

infectious agents (Guslandi et al., 2000). S. boulardii caused a reduction in the intensity of 

infection in mice with acute visceral toxocariasis (36.7%) and chronic (35.9%) (Avila et 

al., 2012). Instead of exerting a direct mechanism of action, as larvicidal activity, it 

appears that S. boulardii increased intestinal mucosal integrity, hindering the penetration of 

larvae of T. canis. Also, using vertical infection models, S. boulardii reduced significantly 

the number of larvae of T. canis transmitted to the progeny and the intensity of infection in 

latents (unpublished data). Although only two species of probiotic microorganisms have 

been evaluated, the use of probiotics in the control of human toxocariasis seems promising. 

Further studies with other probiotic species evaluated individually, in consortium, or 

associated with anthelmintics should be encouraged. 

Given the complexity and difficulty in epidemiological diagnosis and treatment of 

human toxocariasis, biotechnological approaches can offer alternatives to increase the 

control of this important and neglected zoonotic disease.  
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RESUMO:  

A toxocaríase é uma zoonose difundida em todo o mundo constituindo um relevante 

problema de saúde coletiva, porém negligenciado. Antígenos recombinantes vêm sendo 

testados, buscando um melhor alvo para ser utilizado no desenvolvimento de métodos 

diagnósticos para Toxocaríase Humana. Este trabalho objetivou a expressão e a 

caracterização da proteína TES30 de Toxocara canis em Escherichia coli (rTES30E). A 

sequência gênica codificante para TES-30, produzida sinteticamente, foi clonada no vetor 

de expressão pAE, expressa em Escherichia coli BL21 (DE3) Star, purificada e 

caracterizada por western blot (WB) com anticorpo monoclonal (MAb) anti-6xhis. A 

proteína foi avaliada por Ensaio Imunoenzimático (ELISA-IgG) frente ao antígeno TES 
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nativo, com soros de camundongos infectados experimentalmente, apresentando 100% de 

especificidade e sensibilidade, confirmando, assim, a antigenicidade da rTES30E e 

indicando seu potencial no imunodiagnóstico da toxocaríase. 

PALAVRAS-CHAVE: Toxocaríase, T. canis IgG, proteína recombinante, TES30, 

diagnóstico. 

 

ABSTRACT: 

Human toxocariasis is a widespread zoonosis in the world and is a significant on public 

health problem, but neglected. Recombinant antigens are being tested, is promising for 

improving the specificity of the diagnosis to human toxocariasis. This study aimed to 

expression and characterization of the TES30 protein of Toxocara canis in Escherichia coli 

(rTES30E). The gene sequence coding for TES30, produced synthetically, was cloned into 

the expression vector pAE, expressed in Escherichia coli BL21 (DE3) Star, purified and 

characterized on western blot (WB) with monoclonal antibody (MAb) anti-6xHis. The 

protein was measured by ELISA-IgG against TES antigen with experimentally infected 

mice sera, recognises 100% specificity and 100% sensitivity, thereby confirming the 

antigenicity of rTES30E and indicating its potential in toxocariasis immunodiagnostic. 

 

KEYWORDS: Toxocariasis, Toxocara canis, recombinant protein, TES30, Escherichia 

coli, diagnosis 
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A toxocaríase é uma zoonose cosmopolita (Hoffmeister et al., 2007), constituindo-se em 

um importante problema de saúde coletiva (Haralambidou et al., 2005), porém, é mais um 

exemplo de parasitose negligenciada, resultando em taxas de prevalências subestimadas 

(Torgerson e Budke, 2006). 

Embora se manifeste majoritariamente de forma assintomática (Guardis et al., 2002), a 

toxocaríase pode atingir diferentes órgãos e se manifestar de diferentes formas (Bächli et 

al., 2004; Akao e Ohta, 2007), refletindo a carga parasitária, o trajeto migratório das larvas, 

grau inflamatório desenvolvido, bem como a resposta imune do indivíduo. (CDC, 2011). 

O diagnóstico da toxocaríase humana é feito por ensaio imunoenzimático (ELISA) 

indireto, associado ao antígeno de excreção e secreção de Toxocara canis (TES) (De 

Savigny et al., 1975; Magnaval et al., 1991; CDC, 2011), com adsorção prévia de soros 

com antígeno somático de Ascaris sp., visando melhorar a especificidade na pesquisa de 

IgG anti-T. canis (De Savigny e Tizard, 1977; De Savigny et al., 1979). O antígeno TES é 

obtido a partir do cultivo de larvas de T. canis (Alcântara-Neves et al., 2008), necessitando 

de mão de obra qualificada (Peixoto et al., 2011), além de ser laborioso, dispendioso e de 

produção limitada (Mohamad et al., 2009). Devido a estas dificuldades, antígenos 

recombinantes vêm sendo testados (Yamasaki et al. 1998, 2000; Coelho et al. 2006; 

Wickramasinghe et al. 2008; Mohamad et al. 2009), visando o aperfeiçoamento do 

imunodiagnóstico da toxocaríase,  buscando reduzir principalmente a reação cruzada com 

anticorpos induzidos por outras infecções helmínticas (Yamasaki et al., 2000). 

Alguns autores acreditam que as frações de menor massa molecular do antígeno TES 

apresentam maior especificidade (Magnaval et al, 1991), e que a fração protéica de     30 

kDa, uma das mais abundantes na superfície larval (Page et al. 1992), apresenta alta 

sensibilidade (Maizels, 2013), sendo um possível alvo importante para imunodiagnóstico. 

Neste contexto, este trabalho teve por objetivo clonar e expressar a proteína recombinante 
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TES30 em Escherichia coli, bem como caracterizar o potencial diagnóstico desta proteína 

frente a soros de camundongos infectados experimentalmente com T. canis. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Clonagem do gene sintético  

O gene sintético para a tes30, com 645 pb, foi desenhado com sítios de enzimas de 

restrição, BamHI e KpnI,  para clonagem no vetor de expressão em E. coli pAE. A 

sequência depositada no GenBank (AB009305) foi usada no design do gene sintético. A 

síntese do gene e clonagem no vetor pUC18 foi realizada pela empresa Epoch Biolabs® 

(USA). O vetor pUC18 contendo o gene sintético foi digerido com as enzimas de restrição, 

liberando o inserto. O vetor de expressão em E. coli pAE também foi digerido com as 

mesmas enzimas de restrição, nas condições indicadas pelo fabricante, para posterior 

ligação do inserto. Ambos, inserto e vetor pAE, foram purificados entre uma digestão e 

outra mediante o kit de purificação e concentração de Gel Band Purification Kit (GE 

Healthcare, UK). Após as purificações, realizou-se eletroforese em gel de agarose 1% para 

verificação da eficácia das reações. O inserto foi purificado do gel de agarose 0,6%, 

utilizando o kit supracitado. Após a purificação e quantificação, o gene sintético foi 

inserido no vetor pAE mediante ligação com a enzima T4 DNA ligase (Invitrogen, UK) a 

16ºC por 40 min. Para seleção dos clones recombinantes, E. coli TOP10F foi transformada 

por choque térmico (Sambrook e Russel, 2001) com o produto final da reação de ligação e 

cultivada em meio Luria-Bertani (LB) sólido com 100 μg/ml de ampicilina por 14 a 16 h 

em estufa a 37°C. Posteriormente, o DNA plasmidial de cada colônia, extraído com 

fenolclorofórmio, foi analisado em gel de agarose a 1%. As colônias recombinantes foram 

cultivadas em 3 ml de meio LB líquido com 100 μg/ml de ampicilina, sendo 

posteriormente extraídos os plasmídeos com o kit illustra™ plasmidPrep™ Mini Spin Kit 
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(GE Healthcare, UK). Para confirmação das colônias recombinantes utilizou-se as mesmas 

endonucleases, BamHI e KpnI,  que geraram dois fragmentos de tamanhos conhecidos 

observados em gel de agarose, selecionadas com o auxílio do software comercial Vector 

NTI Advance™11 (Invitrogen, USA).  

Expressão e purificação da proteína recombinante  

Com a confirmação de clones recombinantes, plasmídeos contendo o inserto foram 

inseridos em E. coli BL21 (DE3) Star por choque térmico (Sambrook e Russel, 2001) a fim 

de expressar a proteína correspondente. O produto da transformação foi cultivado em caldo 

LB com 100 μg/ml de ampicilina em agitador orbital (200 rpm e 37ºC), até atingir a 

DO6000,6–0,8. Para indução da expressão utilizou-se IPTG 5 mM (isopropil-3-D-

tiogalactopiranosídeo) e o cultivo incubado em agitador orbital a 250 rpm a 37ºC por 3h. 

Pellets de alíquotas de 1 ml foram usados para eletroforese em gel de poliacrilamida com 

dudecil sulfato de sódio a 12% para verificação da expressão. E. coli BL21 (DE3) Star 

transformada e não induzida foi usada como controle negativo da expressão. Após verificar 

a expressão da proteína recombinante, um clone foi cultivado em larga escala (500 ml). No 

teste de solubilidade, constatou-se que a proteína recombinante foi expressa na forma de 

corpos de inclusão. Para purificação da proteína, os corpos de inclusão foram lavados 

cinco vezes com PBS e tratados com PBS contendo 8 M de uréia sob agitação por 48 h a 

4ºC, visando a  solubilização da proteína. A proteína recombinante foi purificada mediante 

cromatografia de afinidade com coluna de Ni+2-Sepharose no sistema ÄKTA PrimeTM plus 

(GE Healthcare, UK). Após a purificação, a proteína foi diluída 1:2 em PBS e dialisada por 

48 h em 1 l de PBS com Uréia 4 M, seguida de diálise gradual, lenta, em PBS com Triton 

X-100 a 0,05% (v/v).  A proteína foi quantificada por BCATM Protein Assay (USA), 

conforme as instruções do fabricante, utilizando BSA como padrão.  
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Caracterização da proteína recombinante por SDS-PAGE e Western Blotting 

A caracterização da proteína recombinante foi feita por SDS e WB. Primeiramente, foi 

realizada a eletroforese em SDS-PAGE a 12%, em tampão Tris-HCl 1,5M, pH 8,8 e gel de 

empilhamento na concentração de 5% em tampão Tris/HCl 1,M, pH 6,8, segundo 

Sambrook e Russel (2001). O antígeno foi desnaturado em tampão de amostra com 

condições redutoras (SDS a 10%; azul de bromofenol a 0,5%; Tris-HCl 0,25M pH 6,8; 

glicerol a 50%; β mercaptoetanol a 3%). A corrida eletroforética foi realizada em sistema 

de eletroforese Mini-PROTEAN II (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA), contendo 

tampão de corrida (Tris 0,025M, glicina 0,250M e SDS a 0,1%) e voltagem constante de 

150 V. O gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue R250. Para o WB, após a separação 

das proteínas em gel de SDS-PAGE, foi realizada a transferência em Mini Trans-Blot Cell 

(Bio-Rad) da proteína para membrana de nitrocelulose, a qual foi bloqueada com leite em 

pó a 5% em PBS–T por 14-18 h, lavada com PBS-T e incubada com anticorpo monoclonal 

anti-cauda poli-histidina conjugado com peroxidase (MAb anti-6xHis - Sigma), na diluição 

1:6000, sob agitação constante por 1 h. Após três lavagens, a membrana foi incubada com 

conjugado anti-camundongo e revelada por kit ECL de Quimioluminescência e 

Diaminobenzidina 3, 3’ (DAB) acrescido de peróxido de hidrogênio. A reação com o 

cromógeno foi parada com água destilada. 

Antigenicidade da proteína recombinante por Ensaio Imunoenzimático (ELISA) 

Indireto 

Os soros dos camundongos inoculados experimentalmente com ovos embrionados de T. 

canis foram provenientes de soroteca do Laboratório de Parasitologia, Faculdade de 

Medicina, Universidade Federal de Rio Grande (FURG). O ELISA indireto foi feito com 

amostras de 40 camundongos com sorologia positiva e 10 com sorologia negativa para 

larvas de T. canis. A confirmação da positividade foi realizada pela recuperação de larvas 
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do nematoide em órgãos e na musculatura esquelética (carcaça) dos camundongos 

infectados experimentalmente, utilizando o método de digestão tecidual descrito por Wang 

e Luo (1998). O mesmo método foi empregado para confirmar a negatividade nos 

camundongos não infectados experimentalmente. Para avaliar a especificidade, foram 

utilizados soros de cinco crianças positivas para enteroparisitos: Ascaris lumbricoides (2), 

Trichuris trichiura (2) e Giardia lamblia (1). 

O ELISA indireto foi realizado em uma microplaca de ELISA (TPP) previamente 

sensibilizada com o antígeno recombinante, na concentração de 2 µg/ml, em tampão 

carbonato/bicarbonato pH 9,6 – 9,8, por 3 h a 37º C. Os sítios livres foram bloqueados com 

leite em pó a 5%, durante 1 h, a 4ºC. Os soros controle positivo e negativo foram testados, 

em duplicatas, na diluição de 1:50, e o conjugado anti-camundongo IgG de coelho (Sigma) 

na diluição de 1:1.000, em PBS pH 7,2, contendo Tween-20 a 0,05% (PBS-T). Tanto os 

soros como o conjugado foram incubados durante 45 min a 37ºC. Como cromógeno foi 

utilizado a ortofenilenodiamina (OPD), na concentração de 0,4 mg/ml, em tampão citrato-

fostato pH 4,0, acrescido de peróxido de hidrogênio a 0,1%, sendo realizada leitura (450 

nm) 15 minutos após a adição do OPD. 

Para estabelecer o ponto de corte (cut off) no ELISA indireto utilizando o antígeno TES, 

foram usados os resultados da absorbância dos soros negativos de camundongos Balb/c 

coletados antes (dia zero) da inoculação de ovos de T. canis. A média aritmética da 

absorbância destes soros foi acrescida de dois desvios padrões (DP), portanto, os valores 

iguais ou superiores a este foram considerados positivos para a presença de anticorpos anti-

T. canis. Ainda, o cut off foi confirmado pela Curva de Características de Operação do 

Receptor (ROC), onde foi determinada a relação entre sensibilidade e especificidade da 

proteína recombinante rTES30E em comparação ao antígeno nativo TES.  
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RESULTADOS 

Clonagem do gene sintético 

O DNA plasmidial de possíveis clones recombinantes, identificados em uma triagem 

rápida, foi extraído e digerido com endonucleases, confirmando a presença do inserto. 

Na figura 1, é possível observar o clone recombinante pAE/tes30, bem como a liberação do 

inserto de 645 pb por caracterização enzimática. 

Expressão e purificação da proteína recombinante  

A expressão da proteína rTES30E foi avaliada por eletroforese em SDS-PAGE 12%. Pode 

ser observada na Figura 2 que houve expressão de uma proteína com aproximadamente 21 

kDa, massa molecular correspondente rTES30E predita pelo programa Vector NTI 

Advance 11 (Invitrogen, UK). Porém, outra proteína de aproximadamente 60 kDa foi 

evidente, sugerindo que a proteína formou multímeros. A expressão da proteína 

recombinante foi confirmada pelo WB utilizando anticorpos MAb anti-6xHis, na diluição 

1:6000, que reconheceu a proteína recombinante devido a presença da cauda de poli-

histidinas, apresentando uma banda compatível com à proteína rTES30E (Figura 3). Após 

o processo de solubilização da rTES30E em tampão contendo 8 M de uréia, para auxiliar 

no rompimento celular e a solubilização da mesma que se encontrava na forma de corpos 

de inclusão, a proteína recombinante foi purificada mediante cromatografia de afinidade 

em coluna de Ni+2-Sepharose (GE Healthcare, UK), no sistema de cromatografia líquida de 

baixa pressão ÄKTAPrime, apresentando um grau de pureza bastante satisfatório (dados 

não mostrados). O antígeno recombinante foi dialisado e rendeu aproximadamente 0.390 

mg de rTES30E por litro de cultivo. 

ELISA indireto 

O antígeno recombinante rTES30E apresentou 100% de sensibilidade e 100% de 

especificidade (IC a 95% = 0,928-1,000) no ELISA, frente ao antígeno nativo TES, usando 
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“cut off” = 0,2, correspondendo a média das absorbâncias de soros negativos acrescida de 2 

desvios padrão, e confirmado como melhor ponto de corte pela Análise ROC (figura 4). 

Não houve reação cruzada quando confrontada com soros positivos para outras parasitoses 

(dados não mostrados). 

 

DISCUSSÃO 

O largo espectro patológico (Strube et al., 2013), a sintomatologia oculta (Magnaval et al., 

2001) e a dificuldade do diagnóstico definitivo da toxocaríase humana (Elefant et al., 

2001; Watthanakulpanich, 2010), estimulam a busca do aperfeiçoamento do diagnóstico 

desta parasitose tecidual.  

Apesar do ELISA-IgG associado ao TES ser o método padrão utilizado para o diagnóstico 

sorológico (Magnaval et al., 2001), este método apresenta em torno de 78% de 

sensibilidade e 90% de especificidade (Glickman et al., 1986; Smith, 1993; CDC, 2011). 

Em países tropicais, devido a exposição a outras helmintoses e a possíveis reações 

cruzadas, esta especificidade diminui consideravelmente (Lynch et al., 1988; Nunes et al., 

1997; Ishida et al., 2003; Watthanakulpanich et al., 2008), sendo necessária adsorção 

prévia com antígeno somático de Ascaris spp. (De Savigny et al., 1979; Elefant et al., 

2006).  

Com o advento da biotecnologia, proteínas recombinantes vêm sendo focadas como alvos 

importantes para incrementar o imunodiagnóstico da toxocaríase. Entre os diversos 

sistemas de expressão heterólogos de proteínas disponíveis hoje, o uso da bactéria Gram-

negativa E. coli continua a opção mais utilizada devido ao seu rápido crescimento em alta 

densidade de cultura, baixo custo, e o amplo conhecimento adquirido sobre a sua genética 

(Schumann e Ferreira, 2004). Neste estudo, a fração TES30 de T. canis foi clonada e 
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expressa com eficiência em E. coli, partindo de um gene sintético, o qual otimizou a 

expressão da proteína.   

E. coli é o procarioto mais utilizado como sistema de expressão para produção de altos 

níveis de proteínas heterólogas (Hannig e Makrides, 1998). Em concordância, o presente 

trabalho apresentou um ótimo rendimento protéico, 390 mg de rTES30E por litro de 

cultivo, em aproximadamente uma semana, demonstrando vantagem em relação a 

produção do TES nativo, no qual durante o cultivo, cada larva de T. canis produz cerca de 

200 pg de proteína de E/S por dia (Meghji e Maizels, 1986), demandando de 3 a 4 meses 

de cultivo larval (Sugane, 1983). Ainda, existe variação nas concentrações protéicas entre 

cada partida produzida do TES (Nunes, 1996), devido a diferentes concentrações de larvas 

nos cultivos. 

No presente estudo, além da expressão da proteína de massa molecular esperada, predita 

pelo programa Vector NTI Advance 1, outra proteína de aproximadamente o triplo da 

massa, ficou evidente em SDS-PAGE, sugerindo a formação de multímeros. Este fato 

provavelmente ocorreu pelo fato da proteína ter perdido a estabilidade durante o 

congelamento, porém a sororeatividade da mesma foi mantida.  

A cromatografia de afinidade foi escolhida para a purificação da proteína recombinante 

rTES30E, devido a mesma apresentar uma cauda de poli-histidina, podendo confirmar a 

expressão da mesma pelo WB utilizando anticorpos MAb anti-6xHis. Esse método 

apresenta algumas vantagens, como a ligação específica e reversível da proteína alvo na 

coluna, além de alta seletividade, resultando em eluições de alta pureza (Terpe, 2003). 

A formação de corpos de inclusão é um grande obstáculo na expressão heterólogas de 

proteínas na forma solúvel e funcional (Ventura, 2005), e uma frequente consequência de 

altos níveis de produção de proteínas no citoplasma (Hannig e Makrides, 1998). A 

agregação de proteínas recombinantes está envolvida com a presença limitada de 
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chaperonas em altos níveis de expressão, onde uma exacerbada quantidade de proteína 

heteróloga é produzida, conduzindo a sua aglomeração (Baneyx, 1999). Isto acontece pela 

interação intermolecular entre as superfícies hidrofóbicas expostas ocorrer antes da 

conformação final da proteína estar completa (Corchero et al., 1996; Sørensen e 

Mortensen, 2005), podendo interferir na atividade biológica da proteína. Além disso, para 

solubilizar os corpos de inclusão é necessário utilizar desnaturantes como a uréia, levando 

a perda de epítopos conformacionais, podendo influenciar na imunoreatividade (Chen, 

2011, Demain e Vaishnav, 2009, Maizels, 2013), e dificultar a purificação e a diálise, 

devido às altas concentrações destes desnaturantes utilizadas (Hannig e Makrides, 1998). 

Contudo, os resultados do presente trabalho entram em discordância com estes dados, pois 

a proteína rTES30E foi submetida aos mesmos processos e apresentou 100% de 

sensibilidade e de especificidade. Ainda, a formação dos agregados protéicos, facilita o 

isolamento das proteínas heterólogas, além de proteger contra a ação de proteases (Hannig 

e Makrides, 1998). 

 

CONCLUSÃO 

Os resultados obtidos neste estudo representam uma contribuição importante na busca de 

um candidato para um diagnóstico com maior acurácia para a toxocaríase humana, pois a 

proteína caracterizada tem potencial antigênico, como evidenciado através do teste ELISA-

IgG com o antígeno recombinante em comparação ao antígeno nativo. 
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Figura 1. Gel de agarose 1% demonstrando a construção do vetor pAE/tes30 digerido com 

enzimas de restrição, mostrando a liberação do inserto de 645pb. 1. Marcador λHind III 

(Invitrogen); 2. Vetor pAE/tes30; 3. Liberação do inserto tes30 

 

  

Figura 2. Expressão da proteína recombinante rTES30E em E. coli em SDS-PAGE 12%. 1. 

extrato de E. coli BL21 (DE3) Star não transformada; 2. extrato de E. coli BL21 (DE3) 

Star transformada com pAE/tes30; 3-5. Produto da purificação da rTES30E por ÄKTA 

prime 
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Figura 3. WB demonstrando a confirmação da expressão da proteína rTES30E frente ao 

MAb anti-6xHis, revelado com Quimioluminescência e com DAB. 1. rTES30E (21 kDa) 

revelada por Quimioluminescência; 2. extrato de E. coli BL21 (DE3) Star não 

transformada; 3. rTES30E (21 kDa) revelada por DAB; 4. marcador pré-corado Rainbow 

Ladder;  

 

Figura 4. Diagrama de Características de Operação do Receptor para comparar o antígeno 

recombinante rTES30E e o antígeno nativo TES frente a soro de camundongos infectados 

experimentalmente. 
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RESUMO:  

A toxocaríase é uma importante zoonose parasitária que constitui um relevante problema 

de saúde coletiva. Antígenos recombinantes têm sido avaliados como bons alvos para 

melhorar a eficácia no imunodiagnóstico da toxocaríase. Este trabalho objetivou a 

expressão e a caracterização da proteína TES30 de Toxocara canis em Pichia pastoris 

(rTES30P). Células competentes de P. pastoris KM71H (MutS) foram transformadas por 

eletroporação com o vetor recombinante (pPICZαB/tes30). Os clones recombinantes foram 

cultivados em ágar YPD contendo 500 μg/mL de zeocina e posteriormente selecionados 

por Colony Blot com MAb anti-6XHis conjugado à peroxidase (1:6000). O clone 

mailto:fabricio.rochedo@ufpel.edu.br
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selecionado foi cultivado em biorreator de bancada utilizando meio basal de sais, 

temperatura de 28ºC e agitação controlada pelo oxigênio dissolvido, mantido constante a 

30% após o início da indução com 0,5% de metanol. Após, foi confirmada a expressão da 

rTES30P, por Dot blot e Western blot, porém, ao invés de ter sido secretada, a proteína foi 

detectada no pellet. Ainda, foi caracterizada por Ensaio Imonoenzimático (ELISA-IgG) 

usando soros de camundongos infectados experimentalmente com T. canis e comparada 

com o antígeno TES nativo, apresentando 100% de especificidade e sensibilidade. A 

rTES30P apresenta potencial para ser usada no imunodiagnóstico da toxocaríase. 

PALAVRAS-CHAVE: Toxocaríase, Toxocara canis, proteína recombinante, TES-30, 

diagnóstico. 

 

ABSTRACT: 

Human toxocariasis is an important parasitic zoonosis constituting a significant public 

health problem. Recombinant antigens have been evaluated as good targets for improving 

the effectiveness in the immunodiagnosis of toxocariasis. This study aimed to expression 

and characterization of the TES30 excretion and secretion protein of Toxocara canis in 

Pichia pastoris (rTES30P). A synthetic gene containing the codons preferred by P. 

pastoris, was cloned into the expression vector pPICZαB. Competent cells of the KM71H 

(MutS) P. pastoris were transformed by electroporation with the recombinant vector 

(pPICZαB/tes30). Recombinant clones were grown on YPD agar containing 500 ug / ml 

Zeocin and, subsequently, selected by Colony Blot with MAb anti-6xHis conjugated to 

peroxidase (1:6000). The selected clone was cultivated in a stand bioreactor using basal 

medium of salts, temperature of 28° C and agitation controlled by dissolved oxygen, 

maintained constant at 30% after the initiation of induction with 0.5% methanol. After, was 

confirmed expression of rTES30P by Dot blot and Western blot, however, rather than 
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having been secreted, protein was detected in the pellet. Still, was characterized by ELISA-

IgG using sera of mice infected experimentally against T. canis and compared with the 

native antigen TES, recognises 100% specificity and sensitivity. rTES30P has potential to 

be used in immunodiagnosis of toxocariasis. 

KEYWORDS: toxocariasis, Toxocara canis, recombinant protein, TES-30, diagnosis. 

 

INTRODUÇÃO 

 A toxocaríase é uma zoonose difundida em todo o mundo, constituindo-se em um 

importante problema de saúde coletiva (Haralambidou et al., 2005), porém é mais um 

exemplo de uma zoonose negligenciada, resultando em taxas de prevalências subestimadas 

(Torgerson e Budke, 2006). 

Atualmente, o diagnóstico é feito por Ensaio Imunoenzimático (ELISA) associado ao 

antígeno de excreção e secreção de Toxocara canis (TES). Porém, o procedimento para 

obtenção deste antígeno demanda aproximadamente três a quatro meses. (Sugane, 1983), 

sendo demasiadamente fastidioso e de baixa eficiência. Antígenos recombinantes são 

visados como uma alternativa frente ao problema, possibilitando o desenvolvimento de 

métodos diagnósticos mais fidedignos. 

Alguns autores acreditam que as frações de menor massa molecular do antígeno TES 

apresentam maior especificidade (Magnaval et al, 1991) e que a proteína recombinante 

correspondente a 30 kDa, em ensaio de ELISA de IgG anti-T. canis, apresenta boa 

sensibilidade e especificidade (Yamasaki et al, 1998; 2000). 

O sistema de expressão heterólogo de proteínas baseado na levedura metilotrófica Pichia 

pastoris tem obtido importante aceitação devido à facilidade de manipulação genética de 

P. pastoris, à produção de altas concentrações de proteínas exógenas, sendo de fácil 

adaptação à fermentação em larga escala, favorecendo inclusive a produção em escala 
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industrial, bem como pela capacidade de realizar algumas modificações pós-traducionais, 

como a glicosilação (Cereguino e Cregg, 2000). 

Em vista disto, este trabalho teve por objetivo clonar, expressar e caracterizar a proteína 

TES30 de T. canis produzida em Pichia pastoris (rTES30P).  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Gene sintético  

O gene sintético para o TES30, com 645 pb, foi desenhado a partir da sequência depositada 

no GenBank (AB009305) contendo códons preferenciais de P. pastoris (codon usage) e 

sítios de enzimas de restrição para clonagem no vetor de expressão em P. pastoris 

pPICZαB. A síntese do gene foi realizada pela empresa Epoch Biolabs® (USA), a qual 

entregou o gene clonado no plasmídeo pUC18. 

Clonagem do gene sintético no vetor de expressão em P. pastoris 

O gene sintético foi clonado no vetor de expressão em P. pastoris pPICZαB (Invitrogen), 

segundo Sambrook e Russel (2001).  Para liberar o gene sintético (inserto) do vetor 

pUC18, foram utilizadas as enzimas de restrição EcoRI e KpnI. Após eletroforese do 

material digerido, o inserto foi extraído do gel de agarose mediante kit de purificação e 

concentração de DNA illustra™ GFX™ PCR and Gel Band Purification Kit (GE 

Healthcare, UK). A ligação do inserto no vetor pPICZαB foi feita com a enzima T4 DNA 

Ligase (Invitrogen). Células de E. coli TOP 10F (Invitrogen) competentes foram 

transformadas por choque térmico e os transformantes selecionados em meio Luria-Bertani 

(LB) suplementado com 25 µg/ml de zeocina. Os clones recombinantes foram 

caracterizados por digestão enzimática e sequenciamento. O vetor pPICZαB/tes30 

linearizado com enzima de restrição PmeI, que corta o vetor uma única vez na região 

promotora (pAOX1), possibilitando a sua integração no cromossomo através de 
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recombinação homóloga. A transformação de P. pastoris cepa KM71H, fenótipo MutS, foi 

feita por eletroporação (25 µF, 200 Ω, 2 kV) segundo protocolo descrito pela Invitrogen 

(EasySelectTM Pichia Expression Kit, Version G). Os clones recombinantes foram 

selecionados em agar YPDS (1% extrato de levedura; 2% peptona; 2% dextrose; 1M 

sorbitol; 2% Agar) contendo 500 µg/mL de zeocina e, posteriormente selecionados por 

Colony blot.  

Colony blot 

 A seleção das colônias recombinantes de P. pastoris com expressão positiva foi realizada 

através de Colony blot (Goodnough et al. 1993), com modificações. Resumidamente, os 

transformantes foram cultivados em meio BMMY Agar (Buffered Methanol-complex 

Medium 0,5%) e MM Agar (Minimal Methanol 2%), sendo adicionado, no topo da placa, a 

cada 24 h, 2% do volume total de meio de metanol 100%. Por contato, as colônias foram 

transferidas para a membrana de nitrocelulose HybondTM ECL, por 3 h a 28 ºC, a qual foi 

bloqueada com solução de bloqueio (5% de leite em pó desnatado diluído em PBS-T). Para 

a detecção foi utilizado MAb Anti-6xHIS HRP (Invitrogen). A reação foi revelada com 

DAB (0.6 mg de 3-3’Diaminobenzidine, 0.03% de sulfato de níquel, 50 mM Tri-HCl pH 8, 

H2O2 30 vol). KM71H não transformada foi utilizada como controle negativo e a 

glicoproteína recombinante de envelope do Herpesvírus Bovino Tipo 5, presente somente 

em alfaherpesvírus, BoHV-5 - tgD, como controle positivo. 

Expressão da rTES30P  

Colônias com expressão positiva foram repicadas em caldo BMGY e incubadas em 

agitador orbital (200 rpm, 28°C) até atingirem DO600= 4. Nesse momento, as culturas 

foram centrifugadas e o pellet ressuspendido em BMMY contendo 0,5% de metanol. A 

expressão foi feita em agitador orbital por sete dias, a fim de observar o melhor tempo de 

secreção da proteína. A cada 24 h, 0,5% de metanol foram adicionados, visando induzir a 
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expressão da proteína recombinante e amostras de sobrenadante e de pellet foram coletadas 

para análise dos níveis de expressão por Dot blot com MAb anti-6XHis conjugado à 

peroxidase. O clone que demonstrou maior expressão foi utilizado na expressão em larga 

escala, em biorreator de bancada de 7 l. Primeiramente, o pré-inóculo foi cultivado em 

YPD e incubado a 28°C, sob agitação de 125 rpm, por 14-16 h.. O inóculo foi realizado em 

meio BMGY e incubado por 24 h a 28ºC sob agitação de 125 rpm, totalizando 5-10% do 

volume de fermentação inicial. Após, o volume total do inóculo foi adicionado ao meio 

basal de sais (¼ de sais e ½ de glicerol), segundo Brady et al. (2001), com modificações. A 

temperatura de 28ºC manteve-se constante durante o experimento e a agitação (200-1000 

rpm) controlada pelo oxigênio dissolvido, mantido constante a 30% após o início da 

indução. O consumo de glicerol total foi observado por 2 picos de elevação nas taxas de 

oxigênio dissolvido e a suplementação com 50% (v/v) de glicerol foi mantida por 1 h. A 

indução da expressão foi realizada com 0,5% de metanol a cada 24 h, sendo realizada 

indução por aproximadamente 86 h. Após a indução, o sobrenadante foi precipitado com 

sulfato de amônia e, ainda, feito a lise celular do pellet, conforme protocolo descrito pela 

Invitrogen (EasySelectTM Pichia Expression Kit, Version G), para liberação da proteína 

que não foi secretada. Para verificar a expressão da proteína, foi realizado Dot blot das 

amostras de sobrenadante e da lise do pellet do cultivo frente MAb anti-6XHis conjugado à 

peroxidase (1:6000).  O material proveniente da lise do pellet foi purificado por 

cromatografia de afinidade com coluna de gravidade (HisGraviTrap - GE Healthcare), 

conforme instruções dos fabricantes, e, após, dialisado em PBS. A proteína foi quantificada 

por BCATM Protein Assay (USA), conforme as instruções do fabricante, utilizando BSA 

como padrão e avaliada por SDS-PAGE, WB e ELISA. 
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Antigenicidade da proteína rTES30P por Ensaio Imunoenzimático (ELISA) indireto   

Os soros dos camundongos inoculados experimentalmente com ovos embrionados de T. 

canis foram provenientes de soroteca do Laboratório de Parasitologia, Faculdade de 

Medicina, Universidade Federal de Rio Grande (FURG). Para o ELISA indireto, foram 

utilizados 40 soros positivos de camundongos Balb/c infectados experimentalmente com 

ovos embrionados de T. canis e confirmados pela recuperação larvária, por digestão 

tecidual total (Wang e Luo, 1998) e 10 soros negativos coletados antes da infecção 

experimental por T. canis. Para controle de reação inespecífica foram utilizados soros  de 

cinco crianças positivas para enteroparisitos:  Ascaris lumbricoides (2), Trichuris trichiura 

(2) e Giardia lamblia (1) 

Cada placa foi sensibilizada com rTES30P, na concentração de 2 µg/ml, em tampão 

carbonato/bicarbonato pH 9,6, por 3 h, a 37ºC. O bloqueio foi realizado com PBS-T/leite 

em pó a 5%, durante 1 h a 37ºC. Os soros foram testados, em duplicata, na diluição de 1:50 

e o conjugado anti-IgG de camundongo (Sigma) na diluição de 1:1000, em PBS pH 7,4 

contendo Tween-20 a 0,05% (PBS-T). Tanto os soros como o conjugado foram incubados 

durante 45 min a 37ºC. Entre as distintas fases, as placas foram lavadas cinco vezes com 

PBS-T, por automação. Todos os reagentes foram usados no volume de 100 µl. Como 

cromógeno foi utilizado o OPD em tampão fostato citrato pH 4,0, acrescido de peróxido de 

hidrogênio a 0,1%, sendo realizada a leitura (450 nm) 15 minutos.   

Para estabelecer o ponto de corte (cut off) no ELISA indireto foi feita a média aritmética da 

absorbância dos soros negativos de camundongos acrescida de dois desvios padrão. Ainda, 

o cut off foi confirmado pela Análise de Características de Operação do Receptor (ROC) 

(MedCalc, Software, Mariakerke, Bélgica), onde foi determinada a especificidade e 

sensibilidade da proteína recombinante rTES30P em comparação ao antígeno nativo TES.  
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RESULTADOS 

Clonagem do gene sintético 

A clonagem do gene sintético tes30 no vetor de expressão pPICZαB foi realizada com 

sucesso a partir da avaliação da integridade da construção, como se pode observar na 

figura 1. O sequenciamento evidenciou perfeita reprodução da sequência original. 

Expressão e purificação da rTES30P 

Alguns dos clones recombinantes pPICZαB/tes30 de P. pastoris KM71H demonstraram 

expressão através do Colony blot (figura 2). Estes foram selecionados e cultivados em 

meio líquido como descrito anteriormente. 

Durante a expressão da proteína rTES30P, em meio líquido em agitador orbital, não foi 

observada quantidade representativa de proteína, no dot blot frente ao MAb anti-6xHis 

(dados não mostrados), porém o clone mais expressivo foi selecionado e cultivado em 

biorreator de bancada. Ao ser analisado o sobrenadante em diferentes tempos de indução 

com metanol, após concentração com sulfato de amônio, não foi possível a visualização da 

proteína recombinante no dot blot. Porém, quando avaliada por SDS-PAGE 12%, foi 

possível visualizar a proteína no produto da lise do pellet celular, cuja confirmação foi 

realizada através de Western blot com MAb anti-6XHis conjugado à peroxidase (Figura 3). 

O antígeno recombinante rendeu aproximadamente 2.2 mg de rTES30P por litro de cultivo. 

ELISA indireto 

A rTES30P apresentou 100% de sensibilidade e especificidade no ELISA, usando o “cut 

off” acrescido de 2 desvios padrões. O uso da Análise ROC possibilitou a avaliação da 

acurácia deste teste (IC 95%). A avaliação da relação entre sensibilidade e especificidade 

foi demonstrada pelo diagrama ROC (figura 4). 
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DISCUSSÃO 

A inespecificidade da sintomatologia e a dificuldade do diagnóstico definitivo da 

toxocaríase estimulam a realização de estudos que visam o desenvolvimento de técnicas 

com maior especificidade e sensibilidade para auxiliar no diagnóstico e em inquéritos 

soroepidemiológicos. Estes poderão determinar a real importância desta infecção, visto que 

esta vem sendo apontada como uma das zoonoses parasitárias mais difundidas no mundo. 

A detecção de anticorpos específicos é extremamente relevante para confirmar o 

diagnóstico clínico e para realizar o tratamento das diferentes formas clínicas da 

toxocaríase humana. Em vista disso, antígenos recombinantes estão sendo produzidos, 

visando uma maior acurácia no diagnóstico (Yamasaki et al., 2000; Coelho et al., 2006; 

Wickramasinghe et al., 2008; Norhaida et al., 2008; Mohamad et al., 2009). Há alguns 

anos, a levedura P. pastoris foi desenvolvida como sistema de expressão heteróloga, 

tornando-se atraente por apresentar diversas vantagens como a alta produtividade, 

crescimento rápido e alta densidade celular, processamento pós-traducionais semelhante ao 

dos mamíferos, entre outros (Cereghino e Cregg, 2000; Cregg et al., 2000; Demain e 

Vaishnav, 2009).  Neste trabalho foi demostrado pela primeira vez a expressão bem 

sucedida de TES30 na levedura metilotrófica P. pastoris, consolidando a escolha do uso 

desta levedura para expressão de proteínas do TES, ainda em concordância com Fong e 

Lau (2004) que obtiveram expressão bem sucedida do antígeno rTES120, o qual foi 

reconhecido apenas por soros positivos para T. canis e não por soros positivos em 

pacientes com cisticercose, filariose, malária, amebíase e toxoplasmose, embora tenha sido 

testadas um baixo número de amostras.  

As colônias que expressaram a proteína recombinante foram detectadas pelo MAb anti-

6xHis no Colony blot, porém  foi possível observar que nem todas secretaram a mesma 

quantidade de rTES30P, o que pode ter acontecido devido a diferentes números de cópias 
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terem sido integradas nos diferentes clones (Cregg et al., 2000). A expressão da proteína 

em agitador orbital permitiu confirmar o clone com maior intensidade de expressão, bem 

como a determinação dos parâmetros de indução. Porém, mesmo utilizando um gene 

sintético contendo os códons preferenciais de P. pastoris, os níveis de expressão não foram 

expressivos, sendo então feita a expressão em biorreator de bancada. Após a expressão da 

proteína em biorreator e a concentração do sobrenadante com sulfato de amônio, não foi 

possível visualizar a rTES30P no dot blot. Isso pode ter ocorrido devido ao sinal de 

secreção do fator-α não ter sido eficiente (Damasceno et al., 2012).  O vetor de expressão 

pPICZαB utiliza o sinal de secreção heteróloga do fator-α de Saccharomyces cerevisiae 

para promover a secreção da proteína recombinante (Cereghino e Cregg, 2000). Apesar da 

maioria das proteínas recombinantes produzidas em P. pastoris serem secretadas, já foram 

relatados na literatura problemas relacionados à detecção das proteínas no sobrenadante do 

cultivo (Agaphonov et al., 2002; Gonçalves et al., 2010; Damasceno et al., 2011). A 

secreção de proteínas recombinantes oferece benefícios, pois evita a toxicidade do acúmulo 

de material no meio intracelular e permite a simplificação na purificação das proteínas 

(Damasceno et al.; 2012), porém devido ao fato da proteína heteróloga ter permanecido no 

meio intracelular, no presente trabalho, o pellet celular sofreu um processo de lise para a 

liberação da proteína recombinante e posterior purificação por cromatografia de afinidade 

com coluna de gravidade.  

A caracterização da proteína recombinante rTES30P, frente a soros de camundongos 

infectados experimentalmente com T. canis, foi verificada em ELISA-IgG indireto, 

apresentando 100% de sensibilidade e especificidade em relação ao TES nativo que 

apresenta em torno de 78% de sensibilidade e 90% de especificidade (Glickman et al., 

1986; Smith, 1993; CDC, 2011). O aumento da eficiência antigênica pode estar 

relacionado ao folding da proteína rTES30P, que pelo mecanismo de modificação pós-
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traducional presente no sistema de expressão de P. pastoris, confere maior semelhança 

com a glicoproteína presente no antígeno TES nativo, pois permite glicosilar e dobrar 

proteínas recombinantes de forma semelhante as proteínas nativas (Cereghino & Cregg, 

2000). A massa molecular aparente do rTES30P, observada no Western blot, sugere que 

este antígeno foi glicosilado de maneira eficaz, tendo sido reconhecido por todos os soros 

verdadeiramente positivos, eliminando a hipótese de falsos positivos e falsos negativos. Os 

resultados neste estudo com a proteína recombinante, mostram sua potencialidade para uso 

no imunodiagnóstico da toxocaríase, constituindo um alvo promissor para a realização de 

um diagnóstico mais fidedigno para a toxocaríase humana. 
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Figura 1. Gel de agarose 0,8% demonstrando a caracterização enzimática dos 

recombinantes. 1. pPICZαB/tes30; 2. liberação do inserto tes30 

 

 

Figura 2. Colony blot demonstrando a expressão da proteína rTES30P. Cp - tgD de BoHV-

5  (controle positivo); Cn - KM71H transformada com vetor pPICZαB (controle negativo). 

Setas indicam algumas colônias positivas expressando rTES30P. A colônia selecionada 

para expressão em larga escala está indicada com um asterisco (*). 
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Figura 3. Western blot demonstrando a confirmação da expressão da proteína rTES30P 

frente a soro de camundongo positivo para Toxocara canis (1:50) e frente ao MAb anti-

6xHis, revelado com Quimioluminescência. 1. marcador pré-corado Rainbow Ladder; 

2.extrato de KM71H não transformada (soro); 3. rTES30P (soro) 4. TES nativo; 5. extrato 

de KM71H não transformada (DAB); 6. rTES30P (DAB). 

 

  
 

Figura 4.  Análise de Características de Operação do Receptor para avaliar o antígeno 

recombinante rTES30P, frente a soro de camundongos experimentalmente infectados com 

T. canis, em comparação ao antígeno nativo TES. 
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Resumo: 

A toxocaríase humana é uma parasitose tecidual crônica de distribuição cosmopolita, sendo 

mais frequente nos países em desenvolvimento com clima tropical. Para desenvolvimento 

de métodos diagnósticos mais eficazes, antígenos recombinantes têm sido avaliados para 

diminuir as reações cruzadas frente a outras helmintoses, principalmente em países 

tropicais. O presente trabalho teve por objetivo avaliar as proteínas recombinantes 

rTES30E produzida em Escherichia coli e rTES30P produzida em Pichia pastoris no 
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imunodiagnóstico da toxocaríase humana. As proteínas recombinantes foram testadas por 

ensaio imunoenzimático (ELISA-IgG) com 307 amostras de soros humanos provenientes 

de soroteca do Laboratório de Acarologia e Alergia, Instituto de Ciências da Saúde, 

Universidade Federal da Bahia (UFBA). A proteína rTES30E apresentou 95,8% e 82,6%, 

enquanto a rTES30P 95,4% e 92,8% de sensibilidade e especificidade, respectivamente, 

quando comparadas com o TES nativo. As duas proteínas recombinantes avaliadas 

demonstraram potencial antigênico, contribuindo na busca de um diagnóstico com maior 

acurácia para a toxocaríase humana.  

Palavras-chave: Toxocaríase, Toxocara canis, proteína recombinante, TES30, Escherichia 

coli, Pichia pastoris, diagnóstico, sorologia humana. 

 

Abstract 

Human toxocariasis is a parasitic chronic tissue cosmopolitan distribution, being more 

common in developing countries with tropical climate. To develop more effective 

diagnostic methods, recombinant antigens have been evaluated to decrease the cross-

reactivity against other helminths, mainly in tropical countries. This study aimed to 

evaluate recombinant proteins, rTES30E produced in Escherichia coli and rTES30P 

produced in Pichia pastoris, on immunodiagnosis of human toxocariasis. The 

recombinants proteins were tested by ELISA-IgG with 307 serum samples from human 

serum bank of Acarology and Allergy Laboratory, Institute of Health Sciences, Federal 

University of Bahia (UFBA). rTES30E recognize 95.8% and 82.6%, while rTES30P 

95.4% and 92.8%, sensitivity and specificity, respectively, when compared with the native 

TES. The two recombinants proteins evaluated demonstrated antigenic potential, 

contributing in the search for a more accurate diagnosis for human toxocariasis. 
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1. Introdução 

A toxocaríase humana é uma parasitose tecidual crônica de distribuição cosmopolita, sendo 

mais frequente nos países em desenvolvimento com clima tropical (CDC, 2011), porém a 

prevalência desta zoonose e seu impacto na saúde pública estão subestimados (Torgerson 

and Budke, 2006), provavelmente, devido às limitações dos métodos de diagnóstico 

laboratorial e pela sintomatologia inespecífica apresentada nesta infecção. Além disso, a 

falta de um protocolo padrão para realização do diagnóstico clínico e laboratorial dificulta 

o registro desta parasitose, bem como, a determinação de taxas de prevalências com maior 

acurácia (Smith et al., 2009).  

A detecção de anticorpos específicos é extremamente relevante para confirmar o 

diagnóstico clínico e para realizar o tratamento das diferentes formas clínicas da 

toxocaríase humana. Entretanto, existem controvérsias em relação à sensibilidade e 

especificidade destes testes sorológicos devido à carência de métodos eficazes para a 

detecção do parasito (método padrão-ouro) e pela dificuldade em determinar um ponto de 

corte (cut off) fidedigno na sorologia (CDC, 2011). 

Diante da alta prevalência e da dificuldade de diagnosticar a doença, métodos 

imunológicos foram desenvolvidos, sendo o ensaio imunoenzimático (ELISA) associado 

ao antígeno de excreção e secreção de T. canis (TES) (De Savigny et al., 1979; Magnaval 

et al., 1991) o método padrão utilizado no diagnóstico para pesquisa de IgG anti-T. canis. 

Porém, a produção do TES demanda, aproximadamente, quatro meses de trabalho 

dispendioso e fastidioso. Além de apresentar reações cruzadas com anticorpos induzidos 

por antígenos de outros helmintos (Lynch et al., 1988), diminuindo a especificidade do 
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teste, e com isso tornando necessária a adsorção prévia de soros com antígeno somático de 

Ascaris sp. (Elefant et al., 2006, Souza et al., 2011). Devido a isso, o desenvolvimento de 

métodos mais específicos é indispensável para realização do diagnóstico e tratamento 

precoce da toxocaríase, podendo determinar um prognóstico mais favorável à doença 

(Vidal et al., 2003; Finsterer e Auer, 2007). Antígenos recombinantes têm sido avaliados 

(Yamasaki et al., 2000; Wickramasinghe et al., 2008; Norhaida et al., 2008; Mohamad et 

al., 2009), visando um melhor alvo para maior acurácia no diagnóstico da toxocaríase 

humana. De Andrade Lima Coêlho et al. (2005), em uma nova avaliação do mesmo 

antígeno, mostraram 12% de reação cruzada, salientando que o antígeno recombinante 

corresponde a somente uma fração do TES nativo, já que na forma nativa é constituído de 

múltiplos componentes de diferentes massas moleculares (Maizels et al., 1984). O presente 

estudo teve por objetivo avaliar o antígeno TES30 produzido em diferentes sistemas de 

expressão, Escherichia coli (rTES30E) e Pichia pastoris (rTES30P), no imunodiagnóstico 

da toxocaríase humana. 

2. Material e Métodos 

2.1. Proteínas recombinantes rTES30E e rTES30P 

 O gene sintético tes30 desenhado a partir da sequencia AB009305 do GeneBank foi 

sintetizado pela empresa Epoch Biolabs, Inc. (USA) contendo códons preferenciais de P. 

pastoris (codon usage) e sítios de enzimas de restrição para clonagem no vetor de 

expressão em E. coli pAE ou no vetor de expressão em P. pastoris pPICZαB (Invitrogen).  

Para produção de rTES30E, após a clonagem, segundo Sambrook e Russel (2001), E. coli 

BL21 (DE3) competente foram transformadas com os vetores recombinantes por choque 

térmico. Um clone recombinante foi cultivado em meio Luria-Bertani (LB) suplementado 

com 100 µg/mL de ampicilina até a fase log de crescimento (DO600=0,6-0,8), em agitador 

orbital. A expressão foi induzida com 1 mM de isopropylthio-ß -D-galactoside (IPTG). A 
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proteína foi purificada por cromatografia de afinidade em uma coluna de Ni-Sepharose 

utilizando o sistema de cromatografia ÄKTAprime (GE Healthcare, Buckinghamshire, 

UK), segundo instruções do fabricante. Após, foi dialisada em Tampão Fosfato Salino 

(PBS) e quantificadas com o kit BCATM Protein Assay (Pierce, Rockford, IL, USA), 

segundo instruções do fabricante, utilizando BSA como padrão. A proteína foi avaliada por 

gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), Western blot (WB) e ELISA.  

Para a produção de rTES30P, após a clonagem (Sambrook e Russel, 2001) e 

sequenciamento, células competentes de P. pastoris KM71H (MutS) foram transformadas 

por eletroporação com o vetor recombinante (pPICZαB/TES30), de acordo com 

metodologia descrita em EasySelectTM Pichia Expression Kit, Version G (Invitrogen). 

Clones recombinantes foram cultivados em ágar YPD contendo 500 μg/mL de zeocina e, 

posteriormente, selecionados por Colony blot (Goodnough et al. 1993) com MAb anti-his-

tag conjugado à peroxidase (1:6000). O clone escolhido foi cultivado em biorreator de 

bancada com meio basal de sais, com temperatura constante (28º C), agitação (200-1000 

rpm) controlada pelo oxigênio dissolvido, mantido constante a 30% após o início da 

indução. A indução da expressão foi realizada com 0,5% de metanol a cada 24 h, por 

aproximadamente 86 h. Para verificar a expressão da proteína, foi realizado o Dot blotting 

das amostras de sobrenadante e da lise do pellet do cultivo frente MAb anti-his-tag 

conjugado à peroxidase (1:6000). O material proveniente da lise do pellet foi purificado 

por cromatografia de afinidade com coluna de gravidade (HisGraviTrap - GE Healthcare), 

conforme instruções do fabricante, e dialisado em PBS. A proteína foi quantificada por 

BCA e caracterizada por SDS-PAGE, WB e ELISA. 

2.2. Antigenicidade da rTES30E e rTES30P por ELISA Indireto 

Os soros humanos utilizados neste trabalho foram provenientes de soroteca do Laboratório 

de Acarologia e Alergia, Instituto de Ciências da Saúde, Universidade Federal da Bahia 
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(LAA/ICS/UFBA), criopreservados a -20° C. Com a intenção de reduzir as reações 

cruzadas, estes soros foram previamente adsorvidos com antígeno somático de Ascaris 

lumbricoides, na presença de PEG 12,000 (Sigma). Para a avaliação das proteínas 

recombinantes foi realizado ELISA indireto, utilizando os antígenos recombinantes (2 

µg/ml), conjugado anti-IgG humano biotinilado e estreptavidina peroxidase (Pharmigen, 

Belo Horizonte, MG, Brasil) (1:6000). Os soros foram diluídos 1:50 em PBS-T/2,5% Soro 

Fetal Bovino (SFB), conforme protocolo utilizado no LAA/ICS/UFBA. Para calcular o 

cut-off foram utilizados soros de 10 indivíduos sem contato com cães e com eosinofilia ≤ a 

3%, onde foi calculada a média das absorbâncias acrescida de dois desvios padrão. Ainda, 

este ponto de corte foi confirmado como o melhor para a determinação dos resultados 

positivos e negativos do teste, pela Análise de Características de Operação do Receptor 

(ROC) (MedCalc, Software, Mariakerke, Bélgica), representando um compromisso entre a 

sensibilidade e o falso positivo. Também foi avaliada a área sob a curva (do inglês Area 

Under Curve – AUC), que é numericamente equivalente a estatística de Wilcoxon.  

3. Resultados  

Das 307 amostras de soros humanos analisadas, o antígeno recombinante rTES30E 

apresentou 95,8% de sensibilidade e 82,6% de especificidade (figura 1) (IC a 95% = 0,960-

0,994), enquanto o rTES30P apresentou 95,4% de sensibilidade e 92,8% de especificidade 

(figura 2) (IC a 95% = 0,905-0,963), frente ao TES nativo, pela análise ROC.  

A curva ROC foi a análise que melhor representou a associação entre a especificidade e 

sensibilidade das proteínas recombinantes rTES30E e rTES30P em comparação ao 

antígeno TES, bem como a acurácia do teste com Intervalo de confiança (IC) de 95%.  

4. Discussão  

A prevalência da toxocaríase em uma determinada região pode estar diretamente 

relacionada à atenção dos profissionais que atuam na área da saúde para realizar o 
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diagnóstico desta parasitose (Smith et al., 2009). Além disso, a prevalência da toxocaríase 

varia de acordo com a faixa etária, condições climáticas (Glickman et al., 1979), com o 

nível sócio-econômico (Matos et al., 1997), presença de cães no domicílio ou 

peridomícilio (Lopez et al., 2005), e sensibilidade alérgica do hospedeiro (Gonzalez-

Quintela et al., 2006). Alguns estudos mostram que a soroprevalência de Toxocara spp. 

aumenta quanto mais baixo for o nível sócio-econômico da população (Matos et al., 1997; 

Alonso et al, 2000; Souza et al., 2011). 

A preocupação com esta zoonose justifica a realização de estudos sorológicos nas últimas 

duas décadas, em diferentes partes do mundo, empregando o ELISA-TES para pesquisa de 

anticorpos IgG anti-Toxocara spp., com adsorção prévia dos soros com antígeno somático 

de Ascaris sp., para reduzir reações cruzadas. Porém, para obter resultados mais 

específicos, antígenos recombinantes, de diferentes frações protéicas do antígeno TES, 

estão sendo testados, buscando um melhor alvo para ser utilizado no imunodiagnóstico. 

Alguns autores acreditam que há maior especificidade no uso das  frações de menor massa 

molecular do antígeno TES proveniente de larva de T. canis (Magnaval et al, 1991; 2002).  

Diversos são os sistemas existentes para a produção de proteínas recombinantes (Demain e 

Vaishnav, 2009). Contudo, a primeira opção para investigação laboratorial e etapas iniciais 

de desenvolvimento de atividades comerciais envolvendo estas proteínas é a enterobactéria 

Gram-negativa E. coli (Chen, 2011), por tratar-se de um sistema de expressão versátil, com 

genética bem conhecida, de fácil manipulação, de crescimento rápido e boa densidade 

celular e de baixo custo (Demain e Vaishnav, 2009; Chen, 2011). Neste sentido, a proteína 

recombinante TES30 foi expressa neste sistema e analisada em outros estudos por ELISA 

(Yamasaki et al., 2000; De Andrade Lima Coêlho et al., 2005; Norhaida et al., 2008) ou 

por western blot (WB) (Yamasaki et al., 1998), apresentando bons resultados, porém não 

apresentando 100% de eficácia antigênica.  
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Em vista disto, no presente estudo foram utilizadas duas proteínas recombinantes, 

expressas em dois sistemas diferentes de expressão, E. coli e P. pastoris, correspondente a 

fração protéica de 30 kDa do antígeno nativo, rTES30E e rTES30P, respectivamente, 

previamente caracterizadas por ELISA com soros de camundongos infectados 

experimentalmente com T. canis, apresentando 100% de sensibilidade e especificidade 

quando comparado ao TES nativo. A positividade ou negatividade dos soros para T. canis, 

foi confirmada pela recuperação de larvas do nematoide por digestão tecidual dos órgãos e 

musculatura esquelética (Wang e Luo, 1998). Já no presente estudo, os antígenos 

recombinantes foram testados frente a soros humanos adsorvidos previamente com 

antígeno somático de Ascaris lumbricoides, reduzindo assim possíveis reações cruzadas, 

grande preocupação em pesquisas de diagnóstico sorológico da toxocaríase humana 

(Camargo et al., 1992; Nunes et al. 1997; Moreira-Silva et al., 1998). Entretanto, um teste 

piloto foi realizado com soros adsorvidos e não adsorvidos, não apresentando diferença 

significativa entre eles (resultados não mostrados).  

As proteínas recombinantes produzidas apresentaram ótima eficácia antigênica, onde 

rTES30E apresentou 95,8% de sensibilidade e 82,6% de especificidade, enquanto o 

rTES30P 95,4% de sensibilidade e 92,8% de especificidade (IC 95%), quando comparados 

com o TES nativo. De acordo com os resultados, Yamasaki et al. (1998; 2000) 

encontraram 2,1% de reação cruzada com antígeno recombinante TES30 produzido em E. 

coli contra 43% com o TES nativo.  

O antígeno recombinante rTES-30USM, produzido em E. coli, foi testado por ELISA-IgG4 

em comparação com um kit comercial ELISA-IgG total, conferindo maior precisão ao 

ensaio quanto a especificidade (Norhaida et al., 2008). Esta diminuição da eficiência das 

proteínas recombinantes produzidas em E. coli pode ter ocorrido por interferências de 

alguns fatores como a falta de processamento pós-traducional, como a falta da glicosilação 
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da proteína, já que a proteína nativa é glicosilada (Meghji e Maizels, 1986) Outro fator que 

pode ter influenciado é o fato das proteínas produzidas em E. coli terem sido expressas na 

forma de corpos de inclusão e necessitarem ser solubilizadas com uréia, levando a perda de 

epítopos conformacionais, podendo influenciar na imunoreatividade (Demain e Vaishnav, 

2009; Chen, 2011; Maizels, 2013). Porém, discordamos desta observação, pois a proteína 

rTES30E, processada da mesma forma, apresentou 100% de sensibilidade e especificidade, 

durante a caracterização com soros de camundongos experimentalmente infectados 

previamente.  

Nenhum sistema de expressão de proteínas heterólogas é totalmente adequado devido ao 

fato de que cada um apresenta justificativa quanto às vantagens e desvantagens inerentes 

ao organismo utilizado.  

O sistema de expressão baseado na levedura metilotrófica P. pastoris tem obtido 

importante aceitação e utilização crescente, devido à facilidade na manipulação genética, à 

habilidade de produzir altas concentrações de proteínas exógenas, à capacidade para 

secretá-las, à capacidade de realizar algumas modificações pós-traducionais como 

glicosilação, adição de pontes dissulfídicas estáveis e secreção de proteínas solúveis ao 

meio simplificando etapas posteriores de purificação, à disponibilidade de um sistema de 

expressão comercialmente acessível e ser facilmente adaptável à fermentação em larga 

escala (Cregg et al., 1993; Cereghino e Cregg, 2000). Ainda, como é capaz de utilizar o 

metanol como fonte de carbono, torna-se um ótimo sistema para a produção a nível 

industrial, o que é justificado ainda por permitirem um rígido controle da expressão com 

uma simples manipulação no meio de cultura. 

Embora ambas as proteínas recombinantes rTES30E e rTES30P tenham apresentado 

excelentes resultados no imunodiagnóstico da toxocaríase humana em comparação ao TES 

nativo, houve diferença significativa (p ≤ 0,05%) entre elas, onde a rTES30P mostrou 
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maior reatividade. Tal diferença deve ter se dado pelo fato do padrão de glicosilação e o 

folding da proteína recombinante em P. pastoris ser diferente da humana (Hinnen et al., 

1994; Tate e Grisshammer, 1996; Jung e Williams, 1997), embora as modificações pós-

traducionais utilizados pela P. pastoris sejam bastante similares as da proteína nativa 

(Cregg et al., 1993). Também pode ter havido a influência dos antígenos de 

lipopolissacarídeos (LPS), que constitui a membrana celular externa das bactérias Gram-

negativas. Entretanto, outra proteína de TES foi produzida em P. pastoris correspondente a 

fração protéica de 120 kDa do TES nativo, rTES-120, apresentando 100% de 

especificidade frente a soros de pacientes com diferentes parasitoses, ao ser avaliada por 

WB (Fong e Lau, 2004), apesar dos resultados necessitarem de validação devido ao baixo 

número de soros avaliados. O fato interessante foi a construção do clone recombinante com 

o vetor de expressão intracitoplasmática pPICZA, que impossibilita a glicosilação do 

antígeno recombinante.  

Contudo, os resultados obtidos com as proteínas recombinantes no ELISA-IgG frente a 

soros humanos, quando comparado com o TES nativo, divergiram dos apresentados frente 

aos soros de camundongos infectados com T. canis, os quais apresentaram 100% de 

sensibilidade e especificidade. Algumas amostras de soro foram positivas frente a as duas 

proteínas heterólogas, levantando a questão das proteínas recombinantes serem mais 

sensíveis, já que o antígeno nativo apresenta em torno de 78% de sensibilidade (Glickman 

et al., 1986; Smith, 1993; CDC, 2011), não reconhecendo com isso aproximadamente 20% 

das amostras positivas. Ainda, algumas amostras positivas frente ao TES total não foram 

reconhecidas pelas recombinantes, podendo estar entre os falsos positivos apresentados 

pelo TES, pela limitação da qualidade deste antígeno, devido à variabilidade do número de 

larvas na cultura, tempo da cultura, morte das larvas, pureza e purificação (Nunes, 1996; 

Smith and Rahmah, 2006; Norhaida et al., 2008). A procedência dos cães pode favorecer a 
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obtenção de distintas de cepas de T. canis e determinar diferenças entre as partidas do 

antígeno. Speiser and Gottstein (1984) sugeriram que as diferenças nos padrões do 

antígeno TES podem ocorrer devido aos cultivos de larvas serem de diferentes cepas de T. 

canis. Estes autores sugerem também que estas diferenças podem estar relacionadas aos 

métodos utilizados para concentração do antígeno, tais como a formação de agregados 

protéicos durante a ultracentrifugação ou pela retenção de proteínas nos diferentes tipos de 

membranas para ultrafiltração (Anicon, PM-10 e Millex). Ainda, podem ocorrer diferenças 

quantitativas e qualitativas entre partidas do antígeno devido à diferença no tempo de 

cultivo das larvas, que pode ser de vários meses (até oito). Além disso, culturas com o 

meio RPMI, o extrato antigênico apresenta maior concentração protéica em relação ao 

meio essencial mínimo de Eagle suplementado com Sal de Hanks (Badley et al., 1987). 

Ainda a composição heterogenea do antígeno TES, possibilita pelo menos uma reação 

cruzada com outras parasitoses (Smith and Rahmah, 2006). 

Na busca de melhores resultados para o diagnóstico da toxocaríase, três antígenos 

recombinantes foram produzidos, rTES26, rTES30USM e rTES120, e testados com IgG4 

específica. Apesar de separadamente não apresentarem 100% de especifidade, quando 

combinados, foram sensíveis a todas as amostras positivas ao TES nativo, apresentando 

somente de 2-4% de reações cruzadas com outras infecções (Mohamad et al., 2009). 

Talvez, a combinação de mais de um antígeno recombinante seja uma estratégia na busca 

de melhores alvos para realização de um diagnóstico confiável para a toxocaríase humana.  

Em vista disso, novos estudos são necessários para melhorar a acurácia do diagnóstico, 

apesar das proteínas recombinantes terem apresentado resultados promissores frente à 

toxocaríase humana. 
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Figura 1. Diagrama de Características de Operação do Receptor mostrando a acurácia do 

antígeno recombinante rTES30E no teste diagnóstico com soros humanos (n=307) quando 

comparado com o antígeno nativo TES. 

 

Figura 2. Diagrama de Características de Operação do Receptor mostrando a acurácia  do 

antígeno recombinante rTES30P no teste diagnóstico com soros humanos (n=307) quando 

comparados com o antígeno nativo TES. 
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Figura 3. Curva de Características de Operação do Receptor (ROC) da comparação entre 

os dois antígenos recombinante rTES30E e rTES30P no teste diagnóstico para toxocaríase 

humana em relação ao antígeno nativo TES. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



89 
 

 

Conclusões 

          A proteína TES-30 foi expressa, com viabilidade, nos dois sistemas de 

expressão de proteínas heterólogos propostos, E. coli e P. pastoris, apresentando 

rendimento satisfatório com eficiente produtividade. As proteínas rTES30E e 

rTES30P apresentaram ótima eficácia antigênica, apresentando resultados 

promissores no imunodiagnóstico da toxocaríase humana. 
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