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1. INTRODUÇÃO 
 

Apesar de sua importância e ampla distribuição mundial, a toxocaríase é 
uma parasitose negligenciada, acarretando um problema de saúde pública. 
Estudos epidemiológicos vem mostrando a ocorrência de muitos casos de 
toxocaríase (Macpherson, 2005), estando frequentemente associados a presença 
de cães (Overgaauw, 1997) e a contaminação ambiental por T. canis (Tiyo et al., 
2008) e acometendo principalmente as crianças com idade entre um e três anos. 

O diagnóstico da toxocaríase é dificultado principalmente pela sua 
diversidade de quadros clínicos, associada aos diferentes sítios em que as larvas 
de T. canis podem se alojar no organismo humano. Atualmente, tem sido utilizado 
como método padrão o ensaio imunoenzimático (ELISA) utilizando o antígeno de 
excreção e secreção de T. canis (TES), com adsorção prévia de soros com 
antígeno somático de Ascaris sp., que apresenta alta sensibilidade e 
especificidade. 

O antígeno TES é obtido a partir do cultivo de larvas de T. canis (Lima et al., 
2005), e a sua produção é laboriosa, demorada, de capacidade limitada 
(Mohamad et al., 2009), sendo necessário técnicos treinados (Peixoto et al., 2011) 
e disponibilidade de fêmeas adultas de T. canis, além de observar-se reação 
cruzada desse antígeno com outras infecções helmínticas (Magnaval et al., 1991; 
Yamasaki et al., 2000). O fracionamento do antígeno e isolamento de suas 
proteínas diminui a possibilidade dessas reações cruzadas e poderia otimizar a 
especificidade dos testes sorológicos (Peixoto et al., 2011).  

As principais proteínas do antígeno TES apresentam 32 kDa (TES-32), 55 
kDa (TES-55), 70 kDa (TES-70), 120 kDa (TES-120) e 400 kDa (TES-400) 
(Maizels et al., 1984), sendo as proteínas TES-30 e TES-120 as de maior 
interesse e as mais estudadas em ensaios de imunodiagnóstico (Yamasaki et al. 
2000; Fong & Lau 2003; Mohamad et al. 2009). 

Antígenos recombinantes são uma alternativa a produção laboriosa e de 
baixa eficiência do antígeno TES, possibilitando o desenvolvimento de métodos 
diagnósticos imediatos, além da avaliação de candidatos vacinais. Com isso, o 
objetivo do trabalho foi produzir antígenos TES-30 e TES-120 de Toxocara canis 
no sistema de expressão procarioto. 

 
2. METODOLOGIA 

 
Os genes sintéticos para os antígenos TES30 e TES120 de T. canis foram 

clonados no vetor pAE de expressão em E. coli, segundo Sambrook & Russel 
(2001). O produto da ligação foi utilizado para transformar E. coli TOP10 através 
de choque térmico. Os clones recombinantes foram selecionados através de uma 



 

triagem por extração rápida de DNA plasmideal com fenol-clorofórmio e 
confirmados por digestão com enzimas de restrição.  

Através de choque térmico, a cepa Star foi clonada com os plasmídeos 
pAE/TES30 e pAE/TES120, sendo cultivada em caldo LB (100 µg/mL de 
ampicilina) por 18h, sob agitação à 37°C. A partir de cada inóculo, foram 
cultivados em caldo LB (100 mL) até a fase log de crescimento (DO600=0,6-0,8) 
em agitador orbital (37°C, 250 rpm). A expressão dos antígenos recombinantes foi 
induzida por 3 h com 0,3 mM de IPTG. Após, os cultivos foram centrifugados 
(6.000xg por 10 minutos, a 4º C), ressuspendidos em Akta Wash e submetido à 
sonicação (7 ciclos de 20’). Após centrifugação, o sobrenadante foi armazenado e 
o pellet foi ressuspendido em solução Akta Wash com N-LauroylSarcosine 0,2%, 
sendo mantido por 48h, sob agitação, a 4°C. Novamente o material foi 
centrifugado, armazenado o sobrenadante e o pellet ressuspendido em Akta 
Wash com 6M uréia, sendo mantido por 48h, sob agitação, a 4°C e finalmente 
centrifugado, armazenando o sobrenadante. O sobrenadante da sonicação, do 
tratamento com Akta Wash/N-LauroylSarcosine e do tratamento com Akta 
Wash/Uréia foi observado em Western blot frente ao MAb anti-his-tag conjugado à 
peroxidase (1:6000) e soro ovino positivo para T. canis (1:1000). 

 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
Através de Western blot frente a histidina é possível observar um banda 

entre 25-35 kDa para o clone pAE/TES120 e uma banda de aproximadamente 
25kDa para o clone pAE/TES30, ambas nas amostras de sobrenadante de cultivo 
após a indução com IPTG e na lavagem do sobrenadante com Akta Wash/Uréia 
(Fig.1). Os resultados corroboram com estudos anteriores (Yamazaki et al, 1998; 
Yamasaki et al., 2000; Mohamad et al., 2009), indicando a possibilidade de 
utilização dessas proteínas para o diagnóstico da toxocaríase. 

 
 

 
 
Figura 1 – Western Blot das lavagens da sonicação do pellet de 

pAE/TES120 e pAE/TES30 com Akta Wash/N-LauroylSarcosine e Akta 
Wash/Uréia frente a histidina (1:6000). Canaletas: 1 - Cepa Star, 2 – pAE/TES120 
induzida, 3 - pAE/TES120 Akta Wash/N-LauroylSarcosine, 4 - pAE/TES120 Akta 
Wash /Uréia, 5 – Marcador de peso molecular, 6 - pAE/TES30 induzida, 7 - 
pAE/TES30 Akta Wash/N-LauroylSarcosine, 8 - pAE/TES30 Akta Wash/Uréia. 



 

Para caracterização das proteínas recombinantes produzidas em E. coli, foi 
realizado ensaio de reconhecimento dessa proteína por anticorpos anti-T. canis 
presentes em soros de ovinos experimentalmente infectados. Por Western blot foi 
observada o reconhecimento dos antígenos frente a soro ovino positivo de T. 
canis para as amostras de sobrenadante de cultivo após a indução com IPTG e 
na lavagem do sobrenadante com Akta Wash/Uréia (Fig. 2), semelhante ao 
resultado obtido no Western blot frente a histidina. A caracterização das proteínas 
recombinantes normalmente é realizada frente a soros humanos positivos para T. 
canis (Yamasaki et al. 2000; Mohamad et al. 2009; Fong & Lau 2003), sendo a 
utilização de soros obtidos de ovinos experimentalmente infectados uma 
alternativa para a confirmação da reatividade dessas proteínas com anticorpos de 
T. canis. 

 

 
 

Figura 2 – Western Blot das lavagens da sonicação do pellet de 
pAE/TES120 e pAE/TES30 com Akta Wash/N-LauroylSarcosine e Akta 
Wash/Uréia frente a soro ovino positivo para T. canis (1:1000). Canaletas: 1 - 
Cepa Star, 2 – pAE/TES120 induzida, 3 - pAE/TES120 Akta Wash/N-
LauroylSarcosine, 4 - pAE/TES120 Akta Wash /Uréia, 5 – Marcador de peso 
molecular, 6 - pAE/TES30 induzida, 7 - pAE/TES30 Akta Wash/N-
LauroylSarcosine, 8 - pAE/TES30 Akta Wash/Uréia. 
 

4. CONCLUSÕES 
 

Através da metodologia empregada foi possível expressar as proteínas 
TES30 e TES120 em E. coli, as quais formam corpos de inclusão e são 
solubilizadas em Akta Wash/Ureia. Essas proteínas apresentam afinidade por 
anticorpos anti-T. canis, o que poderá, futuramente, possibilitar os estudos de 
validação dessas proteínas, com o objetivo de estabelecer especificidade e 
sensibilidade destes antígenos em técnicas diagnósticas. 
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