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1. INTRODUCAO

A Larva migrans Visceral (LMV) ou toxocariase (BEAVER et al., 1952) tem
como principal agente o nematédeo Toxocara canis e, apesar de sua importancia e
ampla distribuicdo mundial, é uma parasitose negligenciada.

Os cées desempenham o papel de hospedeiros de varios parasitos com
potencial zoonético, entre 0s quais estdo algumas espécies de helmintos. A
contaminag¢do humana com ovos embrionados ou estagios larvais de alguns desses
helmintos pode acarretar a migracéo erratica de suas larvas através dos tecidos e,
pelo fato do homem néo ser o hospedeiro habitual, elas ndo conseguem completar o
seu ciclo evolutivo.

A infeccéo se da pela ingestao acidental de ovos contendo a larva de terceiro
estagio (L3), normalmente observados em solos contaminados, bem como através
da transmissdo vertical dessas larvas, sendo esta a principal forma de infeccéo
observada em cdes (OVERGAAUW, 1997). Ainda h& casos de toxocariase
resultantes do consumo de carne crua ou mal cozida de aves ou mamiferos
contendo as larvas (AKAO; OHTA, 2007; CHOI et al, 2008; HOFFMEISTER et al.,
2007).

Estudos epidemiolégicos de T. canis, em humanos, no Brasil, revelam que a
soropositividade varia entre 3,7 - 40,0% (CHIEFFI et al., 2009), sendo que em
algumas éareas pode atingir 50,6% - 51,6% (SCHOENARDIE et al., 2013; COLLI et
al., 2010). Esta ocorréncia esta frequentemente associada a presenca de cées
(OVERGAAUW, 1997) e a contaminacdo ambiental por T. canis (TIYO et al., 2008).

O diagnostico atual, baseado em teste de ELISA, utiliza o antigeno de
secrecdo e excrecao de T. canis (TES) o qual € obtido a partir do cultivo in vitro de
larvas de T. canis (LIMA, 2005; CARVALHO, 2008), logo sua produgcdo € muito
trabalhosa, o que dificulta a difusdo desse método de diagnostico. Uma alternativa
para a obtencdo dos antigenos em grandes quantidades e de modo mais simples é
a utilizacdo de proteinas recombinantes nos testes de diagnostico. Alguns
componentes do TES ja foram descritos como as proteinas de 32 kD (TES-32), 55
kD (TES-55), 70 kD (TES-70), 120 kD (TES-120) e 400 kD (TES-400) (MAIZELS; DE
SAVIGNY; OGILVIE, 1984).

O TES possui outros componentes antigénicos que ainda nado foram
identificados, e que podem ser alvos para utilizacdo em testes de diagndstico ou
mesmo para vacinas. Recentemente, através da Espectrometria de Massa (MS),
nosso grupo identificou a presenca da proteina de excrecao/secrecdo MUC-2,
componente do TES, registrada no GenBank AF167707.1 (TETTEH et al., 1999), a
qual ainda néo foi utilizada no diagnostico da toxocariase.

A aplicagdo desta proteina recombinante, em um teste de ELISA, para a
identificacdo de anticorpos anti-T.canis poderad resultar em um método de
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diagnéstico mais sensivel, especifico, de menor custo e de rapida execucéao,
possibilitando assim um diagnostico precoce, evitando problemas mais sérios aos
pacientes infectados.

Neste contexto, o presente trabalho apresenta a sintese e a clonagem do
gene MUC-2 para que, posteriormente, a proteina possa ser expressa e purificada
para aplicagdo em um teste de ELISA.

2. METODOLOGIA

2.1Sintese do gene
O fragmento de 548 pares de base, correspondente a proteina MUC-2,
depositado no GenBank (acesso AF167707.1) foi sintetizado (Epoch Biolabs, Inc.)
contendo codons preferenciais para expressao desta proteina em Escherichia coli.
2.2. Ligacao ao vetor pAE
O fragmento de 548 pb, referente ao gene MUC-2, foi digerido com as
enzimas de restricdo BamHI e Hindlll do vetor PUC. Posteriormente, com o auxilio
da enzima T4 DNA ligase, o gene foi ligado ao vetor pAE, previamente digerido com
as mesmas enzimas de restricdo. O produto da ligacdo foi transformado por
eletroporacd@o em células de E. coli Top10.
2.3 Caracterizagcdo dos clones recombinantes
Os clones recombinantes foram caracterizados enzimaticamente com as
enzimas de restricio BamHI e Hindlll. Posteriormente foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,2% corando com blue green (LGC Biotecnologia).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um fragmento de 548 pb, referente ao gene MUC-2, foi sintetizado (Epoch
Biolabs, Inc.) contendo cddons preferenciais para expressdo desta proteina em
Escherichia coli (Figura 1). A sequéncia codificadora para essa proteina, a qual € um
componente do antigeno TES, foi clonada no vetor de expressdo em E.coli pAE
(RAMOS et al., 2004). A caracterizacdo dos clones recombinantes foi feita através
da digestdo com as enzimas de restricdo BamHI e Hindlll, um fragmento referente
ao tamanho do gene foi liberado. O mapa do vetor pAE contendo a sequéncia
codificadora do gene MUC-2, denominado pAE/MUC-2 pode ser observado na figura
1.

Recente estudo, utilizando as proteinas TES-26, TES-30 e TES-120, em suas
formas recombinantes, demonstrou sensibilidade entre 80% e 93% e especificidade
entre 92% e 96,2%, indicando que o desenvolvimento de testes de diagndstico com
antigenos recombinantes permitirdo a deteccdo mais precisa da toxocariase
(MOHAMAD; AZMI; NOORDIN, 2009).

A proteina MUC-2 (TETTEH et al., 1999) possui potencial para diagnostico,
pois foi identificada, por Espectrometria de Massa, como componente do antigeno
TES (dados nédo publicados). Testes de diagndstico utilizando poucos antigenos
proporcionam uma especificidade maior, diminuindo as reacdes cruzadas, ja que
muitos parasitas, especialmente os helmintos, compartilham antigenos (SMITH et
al., 2009).



Figura 01: Mapa do vetor pAE contendo o gene MUC-2
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4., CONCLUSOES

O gene MUC-2 foi sintetizado e clonado com éxito. Posteriormente a proteina
sera expressa, purificada e aplicada em um teste de ELISA indireto, com a finalidade
de obter um método de diagndstico mais sensivel, especifico, de menor custo e de
rapida execucao, possibilitando assim um diagndstico precoce, evitando problemas
mais sérios aos pacientes infectados.
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