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RESUMO
Introducdo: A toxocariase humana estd entre as doencas helminticas mais
negligenciadas no mundo. As infec¢cdes por Toxocara spp., estdo associadas a fatores
de risco aos quais os individuos estédo expostos. O diagnostico desta infeccéo é realizado
através de ELISA usando antigenos excretados-secretados do Toxocara spp. como
padrédo-ouro. No entanto, esse método enfrenta desafios como reatividade cruzada e
variacao nos parametros de precisao.
Objetivos: Determinar a soroprevaléncia da toxocariase em um estudo prospectivo
(2005-2013), avaliar os fatores de risco envolvidos e desenvolver proteinas quimeéricas
recombinantes para uso no imunodiagndstico.
Metodologia: Soros de 926 participantes do estudo epidemiolégico SCAALA (2005 e
2013) foram imunodiagnosticados por ELISA indireto, e foram avaliadas as associacdes
da infeccdo com aspectos clinicos e sociodemogréficos. Proteinas quiméricas (rSHORT
e rFULL) baseadas em epitopos de células B foram expressas e utilizadas no
imunodiagnostico de toxocariase em 232 soros provenientes do Programa de Controle
de Asma e Rinite de Salvador.
Resultados: A prevaléncia de anticorpos IgG anti-Toxocara foi de 48% em 2005 e 53%
em 2013, com 25% de novos casos em 2013. O aumento da idade e exposi¢cao a animais
de estimacao foram fatores de risco, enquanto maior escolaridade materna e residir em
ruas pavimentadas foram fatores protetores para essa infec¢do. Individuos positivos
apresentaram correlacéo negativa com a reatividade ao Skin Prink Test, enquanto niveis
elevados de IL-10 e eosindéfilos em ambos os anos foram positivamente associados.
A proteina rSHORT apresentou sensibilidade de 98,6% e 99,3%, e especificidade de
94,4% e 97,8% em soros adsorvidos e ndo adsorvidos, respectivamente. A proteina
rFULL apresentou sensibilidades de 93.7% e 89.4%, e especificidade de 86.7% e 81.1%
Nnos mesmos tipos de soros.
Conclusao: As rotas de infeccdo por Toxocara spp. em nossa populacdo de estudo
estavam principalmente associados ao terceiro grupo etario (=8 anos) e a presenca de
gatos ou cdes em casa. Aumentar o nivel de educacdo materna em conjunto com

melhores condi¢cbes de habitacdo também sdo um fator importante para mitigar a



infeccdo por Toxocara spp. Tanto no Dot Blot quanto no ELISA indireto a proteina
rSHORT utilizada como antigeno no imunodiagnéstico da toxocariase apresentou
resultados superiores e mais confiaveis em comparacdo a proteina rFULL.
Comparativamente com as moléculas TES-26 e CTL-4, a proteina rSHORT demonstrou
maior potencial para ser utilizada como um antigeno alternativo no imunodiagnéstico da

toxocariase.

Palavras-chave: Anticorpos, Proteinas recombinantes, Soroprevaléncia, Toxocara spp.



ABSTRACT

Introduction: Human toxocariasis is among the most neglected helminthic diseases
worldwide. Infections by Toxocara spp. are associated with risk factors to which
individuals are exposed. Diagnosis of the infection is typically performed through ELISA
using excretory-secretory antigens of Toxocara spp. as the gold standard; however,
cross-reactivity and variation in precision parameters are some disadvantages of this test.
Objective: This study aimed to determine the seroprevalence of toxocariasis in a
prospective study (2005-2013); assess the associated risk factors; and produce
recombinant chimeric proteins for use in immunodiagnostics. Sera from 926 participants
in the SCAALA epidemiological follow-up (2005 and 2013) were immunodiagnosed using
indirect ELISA, and associations of the infection with clinical and sociodemographic
aspects of the individuals were evaluated. Chimeric proteins (rSHORT and rFULL), based
on B-cell epitopes, were expressed and used in the immunodiagnosis of toxocariasis in
232 sera from the Salvador Asthma and Rhinitis Control Program.

Results: The prevalence of anti-Toxocara IgG antibodies was 48% in 2005 and 53% in
2013, with 25% of new cases occurring in 2013. Increasing age and exposure to pets
were consistent risk factors, while higher maternal education and living on paved streets
were protective factors. Positive individuals showed a negative correlation with Skin Prink
Test reactivity, while elevated levels of IL-10 and eosinophils in both years were positively
associated. The rSHORT protein showed sensitivities of 98.6% and 99.3% in adsorbed
and non-adsorbed sera, respectively, while in specificities it reached 94.4% and 97.8%.
The rFULL protein showed sensitivities of 93.7% and 89.4%, respectively, and
specificities of 86.7% and 81.1%.

Conclusion: The infection patterns of Toxocara spp. in our study population were
primarily linked to the third age group (=8 years old) and the presence of cats or dogs at
home. Elevating maternal education levels alongside improved housing conditions also
emerged as significant factors in mitigating Toxocara spp. infection. Both in Dot Blot and
indirect ELISA, the rSHORT protein used as an antigen in the immunodiagnosis of
toxocariasis showed superior and more results that are reliable compared to the rFULL
protein. Comparatively to TES-26 and CTL-4 molecules, the rSHORT protein



demonstrated greater potential to be used as an alternative antigen in the

immunodiagnosis of toxocariasis.

Key words: Antibodies, Recombinant proteins, Seroprevalence, Toxocara spp.
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1. INTRODUCAO

O género Toxocara spp., € constituido por 21 espécies de nematddeos
gastrointestinais responsaveis pelo desenvolvimento da toxocariase em animais, sejam
eles domeésticos ou selvagens (MAZUR-MELEWSKA et al. 2012). As espécies T. canis
e T. cati infectam caes e gatos, 0s quais liberam seus ovos no ambiente através das
fezes e que quando ingeridos acidentalmente pelos humanos levam ao
desenvolvimento da toxocariase humana (STRUBE et al. 2013). Embora tenham sido
encontrados mundialmente, a incidéncia da toxocariase é relatada principalmente em
regides tropicais com baixos niveis socioecondmicos (AHN et al. 2014). As infeccdes
por Toxocara canis tém sido relatadas mais frequentemente do que as por Toxocara
cati e estas infeccOes estao diretamente associadas aos fatores de risco aos quais 0s
individuos estdo expostos, como por exemplo, presenca de cdes e gatos no ambiente,
contato direto com areia infectada, consumo de alimentos contendo ovos embrionados
destes helmintos entre outras condi¢cdes que facilitam a ingestdo dos ovos destes
helmintos pelo ser humano (MACPHERSON, 2013). Sabe-se por exemplo, que esses
fatores associados a infeccdo mudam conforme o tempo, condicdo socioecondmica,
aumento da escolaridade e habitos de higiene dos individuos, requirindo deste modo,
um acompanhamento sociodemografico desta populacéo para identificar quais sdo os
fatores associados com esta infeccdo ao longo dos anos e tracar métodos preventivos
visando a diminuicdo desta infeccdo (GUANGXU et al. 2018).

Embora a infeccdo seja considerada quando ha de fato ingestdo de ovos do
helminto, ele embrionado ou n&o, a toxocariase humana é causada pela migracdo da
larva de Toxocara spp., ho hospedeiro paraténico e este movimento migratorio pelos
orgaos é conhecido como sindrome da larva migrans visceral (LMV), porém existem
larvas que migram diretamente para o globo ocular, ocasionando a sindrome da larva
migrans ocular (LMO) (FILLAUX & MAGNAVAL, 2013). Dependendo da localizacao
atual das larvas, a toxocariase pode ser dividida em toxocariase classica,
assintomatica, oculta e compartimentalizada (ocular e neurologica) (PAWLOWSKI,
2001). Os sintomas da infeccdo véo desde febre alta, palidez, anemia,

18



hepatoesplenomegalia, entre outros; e associa¢des com niveis elevados de eosinofilos
e imunoglobulina E (ALCANTARA-NEVES et al. 2014), embora a maioria dos casos de

toxocariase seja assintomatica (WALSH, 2011).

As larvas infectantes de Toxocara spp., modulam a resposta imunolégica do
hospedeiro para um perfil Th2, tanto das células da imunidade inata quanto da
imunidade adaptativa, culminando na producéo de citocinas pro-inflamatorias (IL-4, IL-
5 e IL-13), assim, h4 um aumento dos niveis de eosindéfilos e um aumento da producéo
de anticorpos IgE pelas células plasmocitdides (CARVALHO & ROCHA, 2011). Como
estratégia de burlar o sistema imune, esses nematoides desenvolveram mecanismos
de defesa contra a resposta imunoldgica induzindo a producédo de citocinas IL-10 e
TGF-B pelas células T regulatérias, ocasionando a ndo eliminagéo destes helmintos do
organismo (PLATTS-MILLS et al. 2000). Deste modo, a infec¢do pelos Toxocara spp.
esta associada as respostas imunoldgicas que contribuem para sintomatologia da
alergia e consequentemente da asma alérgica, contribuindo para a diminuicdo da
capacidade respiratoria, principalmente em individuos que ja sdo asmaticos (BUIJS et
al. 1997).

Além disto, a resposta imunolégica desencadeada pela infeccdo por Toxocara
spp., ndo esta exclusivamente associada a uma resposta do perfil Th2, alguns estudos
demonstraram que esta infeccdo pode gerar uma resposta imunoldgica de um perfil
Th1l, produzindo IFN-y e moléculas que causam efeitos deletérios nos 6rgaos, mais
especificamente nos vasos do pulmdo dificultando o tratamento de individuos
acometidos com desordens respiratérias (ALVAREZ-GUTIERREZ et al. 2010;
RODOLPHO et al. 2018; FICA et al. 2021).

O diagndéstico de toxocariase é feita através da combinac¢do do quadro clinico e
de métodos sorologicos, como por exemplo, 0 ensaio de imunoabsorcao enzimatica
(ELISA), usando anticorpos especificos contra antigenos produzidos por Toxocara
spp., principalmente o anticorpo IgG (imunoglobulina G) que é produzido pelo

reconhecimento de proteinas presentes no antigeno excretado/secretado do
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nematdéide (TES) (AMARAL et al. 2010; SANDRA et al. 2021), outro anticorpo utilizado
no diagnostico de infeccdo por Toxocara spp., € o IgG4 (imunoglobulina G, subclasse
4) que € usado também no diagnostico de outros parasitéides. Porém, o uso de
anticorpos 1gG4 para diagnéstico de toxocariase vem sendo discutido em alguns
estudos com relacdo a sua capacidade de diagnosticar a infeccdo em suas fases, por
exemplo, alguns estudos demonstraram que a 1gG4 é capaz de fornecer um
diagndéstico mais efetivo se a infeccdo estiver em sua fase tardia ou crénica, enquanto
outros afirmam que o diagnostico feito utilizando 1gG4 ndo permite um diagnostico
preciso e que por muitas vezes € necessaria a utilizacao de outro diagnostico utilizando
IgG para a confirmacgéo da infeccdo (FILLAUX & MAGNAVAL, 2013; LACHAUD et al.
2009; NOORDIN et al. 2005).

A pesquisa de anticorpos utilizando antigenos brutos ou parcialmente
purificados de T. canis tem ocasionado problemas no diagnéstico da infec¢ao devido a
baixa concentracdo de antigenos especificos, reatividade cruzada entre anticorpos IgG
produzidos pelo antigeno de T. canis e anticorpos IgG produzidos por antigenos de
outros parasitos, alto custo e tempo de producdo deste antigeno, por exemplo
(CARMENA et al. 2006). Essa reatividade cruzada afeta a sensibilidade e
especificidade do teste, prejudicando o diagndstico correto da infeccdo e aumentando
a necessidade da producédo de novos antigenos que sejam capazes de diagnosticar a
toxocariase de forma precisa (GRUNTMEIR et al. 2021).

Com o avanco da tecnologia e o advento da biologia molecular, tornou-se
possivel a producdo de moléculas recombinantes a partir de proteinas presentes no
excretado-secretado das larvas do Toxocara spp., para o desenvolvimento e/ou
melhoramento das técnicas de imunoensaios de diagnéstico, como por exemplo as
moléculas recombinantes TES-26 e CTL-4. Enquanto a TES-26 é uma proteina
homologa a fostatidiletanolamina, um glicofosfolipideo presente no produto excretado-
secretado pela larva do Toxocara spp. (GEMS et al. 1995), a CTL-4 € uma lectina
presente na superficie da larva do Toxocara spp., € que € liberada constantemente pelo
nematddeo (LOUKAS et al. 2000). Ambas as proteinas sdo capazes de estimular
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respostas imunoldgicas que culminam na produgéo de anticorpos direcionados a estes
antigenos especificos melhorando a precisdo do imunodiagnostico de toxocariase. Um
exemplo desta melhoria, foi observado por Da Silva e colaboradores (2022) que
utilizaram a combinacdo destas duas moléculas recombinantes e conseguiram
aumentar a sensibilidade e especificidade do teste usando a ligagédo antigeno-anticorpo
em 100% para ambos os parametros (Da SILVA et al. 2022). Apesar desta melhoria no
meétodo de diagndstico da toxocariase, a producéo de proteinas recombinantes ainda
€ dispendiosa, requer técnicas especificas e mado de obra qualificada para sua

producao.

Com base nestes pressupostos, a avaliacdo de fatores de riscos associados a
infeccdo por este nematdide ao longo dos anos e o estudo de novas moléculas
recombinantes do produto antigénico excretado/secretado de Toxocara spp., assim
como a sua utilizag&do para melhoria ou otimizagdo do imunodiagnostico sdo de suma
importancia para um controle preventivo da infec¢do e para fornecer um diagndstico

mais rapido, mais preciso da doenca e de forma mais barata.
2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Etiologia da toxocariase

A toxocariase humana € uma parasitose causada pela infec¢cdo do hospedeiro
por nematdides do género Toxocara spp., conhecidos como T. canis e T. cati, sendo
que a infeccdo por T. canis é mais ocorrente (ROMERO-MUNES et al. 2013). As
espécies do género Toxocara spp., sdo pertencentes a ordem Ascaridida e da familia
Toxocaridae. Os hospedeiros definitivos mais comuns séo os caes e 0s gatos, sendo o
homem um hospedeiro acidental, denominado de hospedeiro paraténico (COOPER,
2008). Apos a infeccao de cées e gatos pela degluticdo dos ovos desses parasitos, eles
completam o seu ciclo de vida no tubo digestivo, compreendendo as fases:
amadurecimento e eclosdo de ovos, desenvolvimento das formas larvais até a fase
adulta e fase de reproducédo (ALMEIDA et al. 2007). A reproducéo acontece no intestino

destes animais e consequentemente 0s ovos que sao produzidos pelas fémeas séo
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externalizados por meio das fezes dos hospedeiros definitivos (NOUROLLAHI FARD
et al. 2024)

A fémea do Toxocara spp., pode produzir até 200.000 ovos em apenas um dia,
gue por sua vez, sdo eliminados nas fezes de caes e gatos infectados (KOCHLE et al.
2022). No solo, apos algumas semanas de incubacdo os ovos embrionados tornam-se
infectantes e podem se manter ativos no solo por um longo periodo de tempo
(GAPUANO & ROCHA, 2005). Quando os ovos embrionados deste nematéide séo
deglutidos pelo homem acidentalmente, as larvas em terceiro estadio séo liberadas no
intestino do hospedeiro paraténico e posteriormente, penetram a mucosa intestinal e
podendo atingir os vasos sanguineos e linfaticos, sendo distribuido assim para
qualquer 6rgdo do corpo. Porém, estas larvas sdo capazes de realizar a migracao
somatica sem necessariamente serem transportadas por vasos sanguineos ou
linfaticos (WU et al. 2024). No homem, tal como em outros hospedeiros acidentais, este
parasita ndo consegue atingir a sua forma adulta, permanecendo como larvas migrando
entre os orgaos destes individuos modulando as respostas imunoldgicas, evadindo o
sistema imunoldgico e ocasionando respostas deletérias no hospedeiro (MAGNAVAL
et al. 2001; SCHWARTZ et al. 2021).

2.2 Epidemiologia da doencga e fatores de riscos

A toxocariase esta entre as doencas parasitarias de maior incidéncia em paises
tropicais e subtropicais, onde as condi¢cfes socioecondémicas e o controle de zoonose
sao baixos, contribuindo para a prevaléncia de infecgbes pelos parasitos (CAMPOS-
FILHO et al. 2008). Alguns estudos desenvolvidos ao redor do mundo demonstraram
que a prevaléncia da toxocariase entre criancas sdo maiores quando comparados a
adultos, provavelmente devido ao maior contato com areas contaminadas pelos ovos
deste nematoide e por terem um menor habito de higiene (DESPOMMIER, 2006). E
relatado também que a prevaléncia pode variar dentro de regides do proprio pais
(CHIDUMAYO, 2020), por exemplo, em paises ocidentais estima-se que entre 2 a 5%

dos adultos que habitam zonas urbanas e 14.2 a 37% dos que residem em zonas rurais
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tenham evidéncias soroldgicas de contato com este parasito (MAGNAVAL et al. 2001).
Em Bali, a soropositividade para anticorpos contra antigenos do T. canis chega a 63,2%
(CHOMEL et al. 1993) e nos Estados Unidos foram registradas prevaléncias entre 4,6%
a 7,3% (HOTEZ & WILKINS, 2009). No Brasil existem poucos trabalhos de prevaléncia
de toxocariase em adultos, provavelmente devido aos casos assintomaticos existentes,
mas alguns estudos estimam que a prevaléncia da toxocariase em adultos seja
semelhante a encontrada em criancas (ANARUMA FILHO et al. 2003). Chieffi e
colaboradores (2009) encontraram prevaléncias que variavam entre 3,72% e 40% nos
estados de Sdo Paulo, Pernambuco, Goiés, Acre, Minas Gerais, Espirito Santo e Mato
Grosso do Sul. No Parana em 2011, a prevaléncia encontrada foi de 32,2%, enquanto
em 2015 foi de 25% (MARCHIORO et al. 2011a; MARCHIORO et al, 2015b). No Estado
do Rio Grande do Sul em 2013 a prevaléncia encontrada foi de 50.6% (SCHOENARDIE
et al. (2013) e em 2015 foi de 6.4% (SANTOS et al. (2015). Embora exista uma
disparidade nas prevaléncias durante os anos e regides onde os estudos citados acima
aconteceram, na maioria dos casos de toxocariase, 0 baixo nivel socioeconémico, a
contaminacéo do solo por ovos de Toxocara spp., € 0 contato constante com cachorros

eram os principais fatores de risco para a infecgéo pelo parasito.

Na Bahia, em Salvador, o estudo realizado por Alcantara-Neves et al. (1989)
encontrou na populacdo, prevaléncia de infeccbes por Toxocara spp., valores
equivalentes a 24,8%. Este trabalho demonstrou que a presenca de céo, idade do céo,
idade do hospedeiro paraténico e a contaminacdo ambiental sdo importantes fatores
de risco para a infeccdo por T. canis. Em 2011, Dattoli e colaboradores encontraram
avaliando a sorologia de 306 mulheres gravidas uma prevaléncia de 46.3%, enquanto
Mendonca e colaboradores (2012), analisando soros de 1.445 criancas, moradoras de
Salvador, Bahia, observaram uma prevaléncia de 47% de soropositividade para
Toxocara canis. Silva e colaboradores (2016), estudando 791 criangas numa cidade
préxima a Salvador, Bahia, encontraram prevaléncia de toxocariase de 63.6% na
populacao de estudo, o que é considerado uma prevaléncia alta. Isto mostra mais uma

vez que estudos mais aprofundados acerca da epidemiologia da doenca, rotas de
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infeccdo e diagndsticos soroldgicos precisam ser realizados na tentativa da erradicacao

do parasito e da doenca.

Existe uma dificuldade na determinacédo de valores exatos da prevaléncia da
infeccdo por este parasito devido a dificuldade no diagnostico de anticorpos contra
antigenos especificos destes helmintos, gerando na maioria dos casos um diagnostico
errado (DURANT, 2012; YUNUS et al. 2018). Este impasse na determinacdo da
prevaléncia de infeccdo também esta relacionado a elevada porcentagem dos casos
assintomaticas (WALSH & HASEEB, 2012).

2.3 Fisiopatologia da infec¢cdo por Toxocara spp.

O ser humano é um dos hospedeiros paraténicos do Toxocara spp., logo, o
parasito permanece no corpo do hospedeiro e ndo consegue completar seu ciclo de
vida (STRUBE et al. 2012). Desse modo, as larvas que atingem a corrente sanguinea
e consequentemente algum o6rgdo, dependendo da localizacdo podem promover
alteracbes necroticas e hemorragicas (THOMPSON, 2013). Inicialmente, a presenca
das larvas no tecido da inicio a fase inflamatéria aguda em decorréncia da resposta
inflamatoria que € dirigida contra os antigenos secretados ou excretados pelas larvas
do Toxocara spp. (TES), esse antigeno é formado por um complexo de proteinas
glicosiladas, além de uma fracdo de componentes alergénicos que entdo sédo
reconhecidos por PAMPs (padrdes moleculares associados a agentes patogénicos)
presentes em células dendriticas, que por sua vez processara e apresentara estes
antigenos através de moléculas MHC de classe |l para células T naives (HEWITSON,
GRAINGER e MAIZELS, 2009). Essa apresentacao antigénica ocasiona um estimulo
potente de resposta inflamatéria do tipo alérgico induzindo uma reposta celular tipo T2,
caracterizada principalmente pela producéo de IL-4, IL-5 e IL-13, ativacao e migragao
de eosindfilos para o sitio de infeccéo, além da producdo de moléculas de IgE e
ativacdo de monocitos (PELLOUX & FAURE, 2004; SILVA et al. 2016).

Em alguns casos a larva migra rapidamente o que ndo permite o

desenvolvimento de reacgdes inflamatorias, mas elas permanecem ativas liberando seu
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produto antigénico, dentre essas proteinas produzidas esta uma protease capaz de
manter um tipo de c4psula de colageno que atua como um mecanismo de defesa contra
reacoes imunoldgicas do hospedeiro, perpetuando a reacao inflamatoria e dando inicio
a formacado de granulomas (DESPOMMIER, 2006). Sendo assim, as manifestacdes
clinicas da toxocariase sdo consequéncia do dano tecidual causado pela migracdo da
larva ou da resposta gerada pelo hospedeiro na tentativa de responder aos estimulos

gerados pelos metabdlitos liberados pelas larvas.

Clinicamente, a infeccdo por Toxocara spp., pode apresentar sinais e sintomas
classicos, dependendo do numero de larvas e do local onde elas estdo alojadas. A
toxocariase humana pode ser classificada em subclinica que pode ocorrer quando o
individuo € infectado com um pequeno nimero de larvas e a resposta imunolégica é
capaz de eliminar o patégeno, geralmente € assintomatica, sindrome da larva migrans
visceral (LMV) causados pela migracdo larvar e pode desenvolver eosinofilia,
habitualmente superior a 1.500 células por mm?3, leucocitose, hepatomegalia e
hipergamaglobulinemia, comprometimento neurolégico, cutaneo e pulmonar onde 0s
sintomas incluem tosse, sibilancia e asma (SILVA et al. 2004) e, por fim, a forma ocular
(LMO), onde had o comprometimento da acuidade visual, dor ocular, estrabismo e

inflamacdes na regido ocular (HANH et al. 2020).
2.4. Infeccao por Toxocara spp., e associagao com alergias

A infeccdo pelo nematdide Toxocara spp. esta diretamente associada as
respostas imunoldgicas que contribuem para o desenvolvimento da sintomatologia da
alergia (JOGI et al. 2018). Estudos tem demonstrado que a soropositividade ao T. canis
apresentou resultados significativos com o desenvolvimento da asma alérgica e
aumento de IgE especifica para aeroalérgenos (Blomia tropicalis) (BUIJS et al. 1997,
SILVA et al. 2016); assim como alteracdes no fluxo respiratorio (MARTIN et. al., 2008).
Mendonca e colaboradores (2012) observaram associacdes entre soropositividade
para T. canis e o aumento de eosindéfilos aos niveis 4% e 10% em pacientes asmaticos,

além de um aumento do nivel de IgE especificas para aeroalérgenos. Existe uma
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associacao entre o tempo de infeccdo por T. canis e a ativagdo da resposta imune,
Pineli et al. (2007) observaram em modelo murino usando ovoalbumina que a infeccao
por T. canis esta associada ao aumento da producao de citocinas IL-4 e eosinoéfilos nas
vias aéreas na fase inicial da infec¢do, além disso, foi observado aumento da IgE no

plasma e no lavado bronco-alveolar (BAL) durante todas as fases da infecgéo.

A inducdo de uma resposta inflamatéria do tipo T2 ndo é a Unica ocasionada
pela infeccdo por T. canis. Estudos tem mostrado que a infeccdo por T. canis pode
levar a ativagéo de citocinas do perfil Th1l, como por exemplo, IFN-y e moléculas como
0 Oxido nitrico que tem efeitos deletérios no sistema vascular pulmonar (ALVAREZ-
GUTIERREZ et al. 2010). A via de sinalizacdo citoplasmatica envolvida na producdo
de oxido nitrico ap6s o estimulo com antigeno de T. canis foi estudada em macréfagos
alveolares de ratos, mostrando que a fosfolipase C e A2 induzem a producédo e
liberacdo do 6xido nitrico (SALVIANO et al. 2018).

A migracgdo da larva de T. canis entre os tecidos causa lesdes aos 6rgdos que
culmina na liberacéo de IL-6, IFN gama, eotaxina e RANTES (Regulada por Ativacéo,
Normal T Expressa e Secretada) que sdo mediadores de inflamacgéo tendo a eotaxina
como uma quimioatraente de eosindéfilos e 0 RANTES como um indutor de respostas
eosinofilicas (CHIA-KWUNG et al. 2013), mostrando que a infec¢ao por T. canis modula

as respostas imunes para um perfil inflamatério das vias aéreas.

Na tentativa de entender os mecanismos envolvidos na imunopatologia desta
infeccdo bem como seus efeitos em patologias imunomediadas como a asma, modelos
murinos tem sido amplamente utilizado com este propésito (PECINALI et al. 2005;
PINELLI et al. 2013). Estes estudos vém mostrando que infec¢do por T. canis resulta
em inflamacdo pulmonar persistente, eosinofilia, aumento da producéo de IgE,
hiperreatividade das vias aéreas e producéo de citocinas do tipo Th2 (CRISTINA et al.
2013). Todos esses mecanismos imunoldgicos induzidos pela infecgdo por T. canis
podem estar ocasionando o desenvolvimento da sintomatologia da asma e quadros de

alergia ou piorando o quadro clinico ja existente (PINELLI et al. 2013).
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2.5 Diagndstico da toxocariase

O diagndstico da toxocariase ndo é passivel de ser feito exclusivamente com
base no quadro clinico do paciente, uma vez que, muitos dos infectados séo
assintomaticos (MOREIRA et al. 2014), além disso, como 0 parasito ndo consegue
chegar a fase adulta no hospedeiro paraténico, ele ndo consegue se reproduzir e liberar
OVOS com iSso 0 exame parasitologico ndo é recomendado. Uma vez que a migracao
das larvas pode causar danos a varios 6rgaos, o espectro sintomatologico é ampliado
0 que pode ser confundido com sintomas de outras doencas. Alguns dos métodos
utilizados para confirmacao da infeccdo sao: a tomografia computadorizada, a analise
histopatoldégica e imuno-histoquimica com anticorpos policlonais, porém as
desvantagens dessas técnicas € que além de ser um procedimento invasivo, cara e de
dificil execucgéo, existe uma dificuldade na identificacdo das larvas devido ao tamanho
muito reduzido (FICA et al. 2021).

Outro método utilizado para o imunodiagndstico da toxocariase € a deteccao do
DNA das larvas do parasita em amostras de tecido ou fluidos corporais. Embora a
técnica molecular baseada em PCR para a identificacdo da espécie usando
marcadores genéticos ITS (Espacador Transcrito Interno) do DNA ribossémico tenham
surgido como uma alternativa viavel para identificar a presenca desse nematoéide no
individuo, essa técnica é dispendiosa e nem sempre € acessivel para a populacao,
levando em consideracdo que esta infeccdo esta associada principalmente com baixo
nivel socioecondmico da populacédo (JACOBS et al. 1997; GASSER, 2006).

O diagndstico sorologico realizado atravées de ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay), trouxe avanc¢os no imunodiagndstico da toxocariase humana,
uma vez que, utiliza o antigeno excretado-secretado do Toxocara spp., (TES), no
imunodiagnadstico da infec¢do por meio da quantificacéo de concentracdo de anticorpos
IgG que sédo produzidos (MAGNAVAL et al. 2001). Apesar dos avancgos, esta técnica
tem uma baixa sensibilidade e baixa especificidade (DE SAVIGNY & TIZARD, 1977),

outra desvantagem desse antigeno, quando produzido in house, € que para a sua
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obtencado é preciso méo de obra qualificada para aquisicdo dos vermes, retirada dos
ovos e cultivo das larvas e requer um tempo de espera de no minimo trés meses para
obter uma concentracao satisfatéria de excretado-secretado das larvas (ALCANTARA-
NEVES et al. 2008). Outra desvantagem desse antigeno € que para a sua utilizacdo os
soros precisam ser absorvidos previamente para eliminar a reagdo cruzada entre
Toxocara spp. e Ascaris lumbricoides, pois em é&reas de clima tropical e condi¢cdes
sanitarias baixas a infeccéo por A. lumbricoides é frequente (MENDONCA et al. 2012).
A obtencéo do Ascaris lumbricoides para a producdo do antigeno bruto também é um

exemplo da desvantagem do uso deste antigeno no imunodiagnéstico de toxocariase.

Uma sorologia positiva pode ainda ser confirmada por técnica de Western
Blotting, pela identificacdo de bandas de baixo peso molecular 24 a 35 kDa
(MAGNAVAL et al. 1991). Outro tipo de diagnéstico se faz pela dosagem de subtipos
de imunoglobulinas especificas como por exemplo, IgG4 anti-Toxocara, por outro lado,
a reatividade cruzada dessas imunoglobulinas (IgG ou IgG4) com antigenos de outros
helmintos pode levar ao diagndstico falso positivo (NOORDIN et al. 2005). O
diagndstico sobre a fase de infeccao também néo pode ser estabelecido pelo anticorpo
IgM, porque essa imunoglobulina estd presente em todas as fases da infeccéo
(MAGNAVAL et al. 2013).

Tendo em vista todo esse conjunto de variaveis desfavoraveis para um
imunodiagndstico preciso da infeccdo por Toxocara spp., utilizando o antigeno
secretado-excretado da larva do Toxocara spp., a producao e utilizacdo de proteinas
recombinantes presentes no excretado-secretado deste helminto tem demonstrado
resultados satisfatérios, tanto aumentando a especificidade e a sensibilidade do
imunodiagnostico quanto se tornando uma ferramenta mais barata e mais rapida de
aquisicdo (GASSER, 2006). Mohamad e colaboradores (2009), utilizando no
imunodiagndstico as moléculas recombinantes TES-26, TES-30 e TES-120
encontraram especificidades de 80% a 93% e sensibilidades de 96.2%, 93.9% e 92.0%,
respectivamente. Outros estudos utilizando proteinas recombinantes: arginine kinase,
cathepsin L-1, TES-30 e TES-26 do Toxocara spp., demonstraram o potencial
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imunogénico dessas moléculas obtendo resultados mais precisos no imunodiagnostico
da toxocariase humana, em termos de sensibilidade antigeno-anticorpo (VARGHESE
et al. 2017; OLAVE et al. 2016).

O estudo mais recente publicado pelo nosso grupo, avaliando o potencial
imunogénico das proteinas recombinantes MUC-3, TES-26, CTL-4 e TES-32 encontrou
resultados ainda mais satisfatérios comparados aos encontrados nos estudos
anteriores citados acima. Da Silva e colaboradores (2022), encontraram valores de
sensibilidade entre 91.7% a 97.3% e especificidade de 94.0% a 97.9% utilizando 19gG
como anticorpo, ja quando utilizou IgG4 como anticorpo encontraram resultados de
sensibilidade de 88.8% a 98.3% e especificidade de 97.8% a 97.9%. Avaliando as
moléculas rTES-26 e rCTL-4 combinadas os resultados foram ainda melhores,
alcancando 100% de sensibilidade e especificidade utilizando o anticorpo 1gG4,
contrastando com o achado de Noordin e colaboradores (2005) que encontraram
resultados insatisfatérios usando IgG4 como anticorpo no imunodiagndstico de

toxocariase humana.

Embora tenha-se obtido um excelente resultado no trabalho supracitado (Da
Silva et al. 2022), a obtencédo de mais de uma molécula recombinante se da de forma
laboriosa e em termos financeiros ainda € de alto custo, elevando a necessidade da
producdo de uma Uunica proteina recombinante que satisfaca os requisitos de
sensibilidade e especificidade do imunodiagndstico por ELISA indireto, que seja menos

dispendiosa e mais facil de ser produzida e padronizada.
3. JUSTIFICATIVA

A toxocariase é uma das infeccOes parasitarias mais negligenciadas e
prevalentes nas regides tropicais e subtropicais, afetando principalmente populacbes
de baixa renda com insuficiente controle de zoonoses. A soroprevaléncia é geralmente
maior entre criangas devido ao maior contato com areas contaminadas e habitos de
higiene menos rigorosos. No entanto, a infeccdo também afeta adultos, apresentando

niveis variaveis entre areas rurais e urbanas. A presenca de caes e gatos nao
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vermifugados séo os fatores de risco mais comuns para aquisicdo desta infecgao,
porém, alteracdes nos aspectos sociodemograficos podem contribuir para 0 aumento
ou diminuicdo de novos casos desta infeccdo. Deste modo, a identificacdo destes
fatores de risco dentro de uma populacao € crucial para monitoramento e prevencao

de novos casos, pois oferece um quadro mais claro das popula¢gées mais vulneraveis.

O diagnostico de toxocariase é feito principalmente através da combinacdo do
achado clinico laboratorial e com métodos sorolégicos. Um dos métodos soroldgicos
mais utilizados € o imunodiagndstico por ELISA indireto, baseado na pesquisa de
anticorpos IgG anti-antigeno do TES do Toxocara spp., ou de proteinas recombinantes
originarias de fracdes do TES. Portanto, o imunodiagndstico atualmente utilizado de
forma comercial ou produzido in house para toxocariase apresenta algumas
desvantagens devido a reacdo cruzada com infec¢cdes causadas por outros helmintos
e alérgenos ambientais, e devido ao tempo gasto em se produzir o antigeno TES; usado
para sensibilizar as placas de microtitulacdo. Dessa forma, nosso grupo na tentativa de
aumentar a especificidade e sensibilidade dos métodos de imunodiagnéstico para
Toxocara spp., produzimos duas moléculas recombinantes denominadas de CTL-4 e
TES 26, que quando utilizadas em combinacdo apresentam 100% de especificidade e
sensibilidade (DA SILVA et al. 2022). Contudo, a producdo dessas moléculas ainda é
muito laboriosa e requer diversas padronizacfes para garantir que as duas proteinas
estejam presentes no ensaio em uma concentracdo equimolar. Portanto, dando
continuidade, com o intuito de produzir um kit comercial para o diagnéstico da
toxocariase, produzimos uma Unica molécula baseada em epitopos de células B
dessas duas proteinas recombinantes, e que a mesma apresentou especificidade e

sensibilidade similar a combinacdo das moléculas parentais.
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4. OBJETIVO

Determinar a soroprevaléncia de Toxocara spp. em um estudo prospectivo e
avaliar a imunorreatividade de proteinas quiméricas recombinantes presentes no

excretado-secretado do Toxocara canis.
4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Realizar o imunodiagnostico e determinar a soroprevaléncia de IgG anti-
Toxocara spp., hos 926 soros do inquérito do SCAALA 2013;

o Comparar a soroprevaléncia de 2013 com a soroprevaléncia encontrada
na mesma populacdo em 2005 e determinar o nUmero de casos novos e de remissao;

e  Avaliar os fatores de risco para a infeccdo por Toxocara spp., € associar a
infeccdo e com marcadores de atopia nos individuos nos dois anos de estudo;

o Construir uma proteina quimérica baseada em epitopos de células B das
proteinas do T. canis TES 26 e CTL4;

o Realizar o imunodiagndstico de toxocariase por ELISA indireto, utilizando
como antigenos as proteinas rTES 26, rCTL4 e as proteinas quiméricas construidas;

o Determinar qual proteina quimérica apresenta os melhores resultados em
termos de sensibilidade, especificidade e acuracia no imunodiagndstico da toxocariase

humana.
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5. CAPITULO 1 - MANUSCRITO SUBMETIDO NO PERIODICO: ALLERGIES- MDPI

A Roadmap to toxocariasis infection control: A comprehensive study on its
iImpact, seroprevalence, and allergic implications in Latin America

Raphael Chagas Silval, Jaqueline Wang da Silval, Anténio Marcio Santana
Fernandes!, Camila Alexandrino Viana Figueiredo?!, Natadlia Gomes de Morais
Conegliant, Neuza Maria A. Neves?!, Carina da Silva Pinheiro'*.
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Federal University of Bahia, Salvador 40110-902, Brazil.
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Abstract: Toxocariasis can manifest in humans as syndromes of visceral larva migrans,
ocular toxocariasis, and neurotoxocariasis. Given its global prevalence, understanding
the associated risk factors for infection is crucial. This study, conducted on the SCAALA
cohort in Brazil from 2005 to 2013, aimed to prospectively analyze toxocariasis
seroprevalence and identify pertinent risk factors for this infection. The prevalence on
926 serum samples was assessed by ELISA using T. canis excreted-secreted antigens.
The risk factors were gathered through a questionnaire, with additional analysis of
eosinophil count, sIgE and IL-10 levels, and Skin Prick Test results. IgG anti-Toxocara
prevalence was 48% in 2005 and 53% in 2013, with 25% new cases in 2013. Advancing
age and pet animal exposure were consistent risk factors, while higher maternal
education and residing on a paved street were protective factors for this infection.
Seropositive individuals exhibited a negative correlation with SPT reactivity, while the
IgG anti-Toxocara positivity was linked to elevated IL-10 and eosinophil levels in both
years, indicating a dual role of Toxocara spp. infection in initiating inflammation and

regulating skin reactions through IL-10 cytokine production.

Keywords: Toxocara; Risk Factors; Seroprevalence; Eosinophilia.
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Introduction

Human toxocariasis stands as one of the most overlooked diseases caused by
species from the Toxocara genera (Toxocara canis and Toxocara cati) across regions
worldwide, including Latin America [1,2]. Human infection arises from the ingestion of
embryonated eggs of Toxocara spp., and the subsequent disease emerges as larvae
migrate through organs and systems, giving rise to the common forms of toxocariasis
[3,4].

Although the toxocariasis may not manifest symptoms, clinical presentations
encompass vision impairment, coughing, wheezing, eosinophilia, and headaches [5].
Additionally, larvae infection influences the host's immune responses, prompting a Th2
response and the release of cytokines like IL-4, IL-5, and IL-13 leading to eosinophilic
inflammation and elevated levels of serum immunoglobulin E (IgE), which are also
linked to the development of allergic symptoms [6,7].

Within the context of infection, an elevated level of eosinophils operates as a
potent regulator against the infection [8]. However, certain studies propose that the
safeguarding function of eosinophils diminishes in chronic helminth infections due to the
secretion of IL-10 by Treg cells, employing a mechanism termed modified Th2 response
[9]. Moreover, the release of regulatory IL-10 cytokine induced by helminths could
contribute to mitigating the impact of Th2 proinflammatory cytokine reactions [10,11].
Nonetheless, this mechanism allows the helminth to evade the host's immune system,
enabling its long-term survival within the host's body.

Given the broad potential for Toxocara spp. to infect various populations, it
becomes imperative to establish strategies for preventing toxocariasis. Numerous
studies have delineated a range of risk factors contributing to this infection, including
age, exposure to contaminated soil, residence in areas with inadequate sanitation,
limited education, presence of dogs and/or cats, and poor hygiene practices [12,13].
Notably, children are at heightened vulnerability to infection due to their increased
exposure to contaminated environments, often displaying clinical symptoms linked to

eosinophilic syndrome. In contrast, infection among adults could be linked to
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occupational exposure, usually manifesting as either chronic asymptomatic infection or
a mild eosinophilic syndrome [14,15].

Comprehending these risk factors across diverse populations and tracking their
evolution over time is pivotal for preventing, diagnosing, and treating toxocariasis [16].
This prospective study was conducted within the same population during two distinct
periods (2005 — 2013). Its primary objective was to identify sociodemographic shifts
associated with the risk factors for acquiring Toxocara spp. infection. The aim was to
construct a comprehensive roadmap for this infection, providing precise and

comprehensive outcomes that can be harnessed for effective toxocariasis control.
Materials and Methods

Study population

This study was conducted in Salvador, located in Northeastern Brazil. Salvador
has a population of over 2.900,319 individuals and is composed of people from various
cities across the state. For this study, 926 sera samples were collected from the
SCAALA (Social Change Asthma and Allergy in Latin America) project. The SCAALA
project is a longitudinal study conducted in Latin America to assess the socioeconomic
and demographic factors linked to asthma and allergic diseases over different years
[17]. Children were initially enrolled in the SCAALA project in 2005, and they were re-
enrolled for a second time in 2013 as part of the study's follow-up. Data concerning
allergies, and socioeconomic-demographic status were gathered through standardized
guestionnaires in both years. Additionally, information regarding blood components
(such as sIgE, eosinophils, and IL-10 concentration) was extracted from the SCAALA
databases.

Ethical approval was obtained from the Brazilian National Ethical Committee
(15.895/2011) and the Ethics Committee of the Institute of Collective Health of UFBA
(003-05/CEP-ISC). Written and informed consent, outlining all the procedures to be
conducted on the children, was signed by either the parents or legal guardians of each
child (in 2005) or teenagers (in 2013).
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Obtaining antigens from the excretory-secretory of T. canis larvae (TES)

The technique used to obtain the excretory/secretory antigen of Toxocara canis
(TES) followed the de Savigny method [18], which was adapted by Alcantara-Neves
and colleagues [19]. The larvae were cultured in RPMI medium supplemented with
gentamicin (160 pg/ml) and amphotericin B (2.5 pg/ml). The culture was maintained in
a 5% CO2 chamber at 37 °C. A solution of 0.1 M Phenylmethyl-sulfonyl fluoride (PMSF)
from Sigma Chemical Co. (San Louis, MO, USA), was added to the collected
supernatant. The culture supernatant was concentrated using an Amicon ultrafiltration
device equipped with a cellulose filter with a pore size of 3000 kDa from Millipore
Corporate, MA, USA. This concentration process took place at 4° C. The supernatant

containing the TES was then preserved at -70 °C until it was ready for use.

Sera absorption with Ascaris lumbricoides antigen

To prevent potential cross-reactions between IgG antibodies against A.
lumbricoides and anti-Toxocara spp. antibodies, the sera underwent a pre-absorption
process using A. lumbricoides extract. This absorption was conducted in the presence
of polyethylene glycol (PEG 15,000 — Sigma Chemical Co., San Louis, MO, USA) at a
concentration of 3%, along with 0.1% sodium azide diluted in PBS. Following an
incubation period of 30 minutes at room temperature, the mixture was centrifuged, and
the resulting supernatant was subjected to an additional round of absorption, as
previously described. The absorbed material was subsequently frozen at -20 °C until

the immunodiagnostic procedure was carried out.

Eosinophils counting, cytokine quantification Skin Prink Tests (SPTs)
Obtained EDTA blood samples (5 mL) from children were utilized to determine
eosinophils count using an automated counter (Counter Electronics Hialeah FL, USA).
To assess the baseline production of IL-10 cytokine, a sandwich ELISA was conducted
on whole blood supernatants from 261 individuals (121 positives and 140 negatives).
Recombinant antibody pairs (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA) were
employed for this purpose, following the manufacturer's instructions. Cytokine
concentrations were determined by interpolating standard curves. The detection range
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for IL-10 cytokine was established between 31.25 and 500 pg/ml. For Skin Prick Tests
(SPTs), extracts (ALK-Abello, Sado Paulo, Brazil) of Dermatophagoides pteronyssinus,
Dermatophagoides farinae, Blomia tropicalis, Blattella germanica, and Periplaneta
americana were applied to the right forearm of each child. Negative and positive controls
consisted of saline and histamine, respectively. After a 15 minutes application period,
the reaction to each allergen was assessed. A reaction was considered positive if the
diameter of the papule was at least 3 mm greater than that of the negative control

papule.

IgG antibody to Toxocara spp. detection from ELISA

The presence of IgG antibodies against Toxocara spp. was assessed through
indirect ELISA. In summary, 96-well plates were coated with 3.0 pg/mL of TES in a
carbonate/bicarbonate buffer. Subsequently, the plates were blocked using a solution
containing 10% fetal bovine serum (FBS) in PBS. The sera were diluted to 1:1.000 in a
solution of PBS containing 0.05% Tween 20 and 2.5% FBS (PBS/T/FBS), and then
added to the wells. Next, a biotinylated anti-human IgG conjugate (BD Pharmingen, San
Diego, CA, USA) at a dilution of 1:4.000 in PBS/T/FBS was added, followed by
Streptavidin-peroxidase (Streptavidin-HRP, BD Pharmingen, San Diego, CA, USA) at a
dilution of 1:500 in PBS/T/FBS. The chromogen 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB -
Sigma Chemical Co., San Louis, MO, USA) was introduced to initiate the reaction, which
was halted using 2N sulfuric acid. The optical density was measured using a 450nm
filter. Between each step, washing was carried out with PBS/T, followed by a single
wash with PBS 1X. The plates were then incubated for an hour at room temperature
after each step, except for the chromogen incubation, which lasted for 30 minutes.

For establishing the cut-off value, 13 serum samples from individuals with no
history of contact with dogs or cats and eosinophils count of less than 2% were used as
negative controls. The cut-off value was determined as the mean optical density plus

three times the standard deviation.
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Data analysis

To characterize the population, the analysis included only participants with
complete data in both years. Descriptive analysis was employed to derive the
frequencies and prevalence of the variables under study. The following factors were
investigated as potential risk factors for acquiring Toxocara spp. infection (outcome):
gender, age, maternal education, income, street paving, presence of dogs and cats.
These same factors were considered confounding variables in the subsequent
multivariate analysis.

Initially, a univariate analysis was conducted to examine the relationship between
each potential risk factor and the outcome. A multivariable model was then constructed
using standard logistic regression, including only the significant variables identified in
the univariate analysis. The association between the outcome and the risk factors was
quantified using odds ratios, 95% confidence intervals, and p-values of < 0.05. Both
univariate and multivariate analyses were performed using SPSS version 24.0, and

graphical representations were generated using GraphPad version 8.0.

Results

The detailed flowchart was used to explain the difference between the numbers
of individuals in each analysis. The statistical association and quantitative analyses in
our study are influenced by variations in the number of individuals included in it. Only
subjects who have provided complete data throughout a two-year study period were

incorporated into this study (Figure 1).
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Table 1. Prevalence of IgG Table 2. Sociodemographic Table 3. Analysis of risk
g e frequencies of studied factors for Toxecara spp.
anti-Tox 0?:—:’9? 61:"} posttivity variables in both years 2005 infection in whole population
—_— and 2013 (N= 926). (N="9026).

Table 6. Association of IgG anti- Table 5. Association of Table 4. Analysis of risk
Texecara spp. seropositivity and IgG anti-Toxecara spp. fm:fo rs fo_r Tfr:\'ocn{'n_' SPP-
eosinophils at 4% and 10% = seropositivity and sIgE || . “_:"f_e ction _m positive
levels and eosinophilia and Skin Prink Test lndn'u:luﬂEs in both years
(N=435). (N=490). (N=494).

Figure 2. A) Comparison of absohite
eosinophil numbers between
individuals positives and negatives
to IzG anti-Texocara spp. (N=435).
B) Comparison of basal I1.-10
cytokine concentration between
positive sand negatives individuals
to IgG anti-Toxecara spp.
(N=201).

Figure 1. Chronological order representation of results disposal through the article according to the
number of individuals in each analysis.

Seroprevalence of IgG anti-Toxocara spp.

The results from the T. canis-specific ELISA indicated a prevalence of 48%
(n=450/926) in the year 2005 and 53% (n=490/926) in 2013. The prevalence of new
cases in 2013 corresponded to 25% (n=236/926), while the number of sera exhibiting
remission was 21% (n=195/926). Ultimately, the prevalence of positive IgG antibodies

against Toxocara spp. in both years combined was 27% (n=254/926) (Table 1).
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Table 1. Positivity to IgG anti-Toxocara spp. in 926 sera from the SCAALA population
Prevalence to IgG anti-Toxocara spp.

n n/N (926) %

Positivity

Cases at 2005 450 49
Cases at 2013 490 53
New cases at 2013 236 25
Remission cases from 2005 to 2013 195 21
IgG positivity in 2005 and 2013 254 27

Predictors of Toxocara spp. infection based on sociodemographic
factors

The original SCAALA population encompassed 1.445 children of varying ages, of
whom 926 possessed a complete dataset and were included in the analysis. The study
sample predominantly comprised individuals ranging from young children (0 to 5 years
old in 2005) to adolescents and adults (16 to 19 years old in 2013); with roughly equal
representation of both genders (51% males and 49% females). Several noteworthy
sociodemographic attributes exhibited an increase over the two years. These included
maternal education level, with 59% having completed up to the 2nd grade; household
income, with 62% earning between 125 and 282.5 dollars; and the presence of paved
streets, which rose to 81%. Furthermore, the prevalence of dogs and cats within
households was lower in 2005 (40% for dogs and 18% for cats) compared to 2013 (65%
for dogs and 63% for cats). Additionally, the proportion of individuals testing positive for
anti-Toxocara spp. Antibodies were higher in 2013 as opposed to 2005 (53% and 49%
respectively) (Table 2).
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Table 2. Frequencies of sociodemographic variables to the study of risk factors for
Toxocara spp. infection collected from SCAALA database

2005 2013
Variables

N= 926 n/N%  N=926 n/N %
Gender N N
Male 477 51 477 51
Female 499 49 499 49
Age
2005/ 2013
0<5/11=<13 349 38 349 38
06 —-07/14-15 318 34 318 34
28/216 259 28 259 28
Maternal Schooling
1st grade or less 219 24 174 19
Incomplete2 grade 431 46 201 22
Complete 2" grade or
more 276 30 551 59
Incoming
< 125 dollars 759 82 317 35
125 < 282.5 dollars 137 15 579 62
> 282.5 dollars 30 3 30 3
Street paving
No 563 61 173 19
Yes 363 39 753 81
Cat at home
No 758 82 625 67
Yes 168 18 301 33
Dog at home
No 556 60 321 35
Yes 370 40 605 65
IgG anti-T. canis
No 476 51 436 47
Yes 450 49 490 53
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All variables presented in the descriptive table (Table 2) underwent association
analysis to identify potential risk or protective factors for Toxocara spp. infection. The
results revealed an association between infection and children aged above 8 years, as
well as the presence of cats and dogs, but only in 2005. Certain factors were identified
as protective against Toxocara spp. infection, including maternal education beyond
completing the 2nd grade in both 2005 and 2013. Additionally, an increase in income
(in 2005) above $282.5 was observed as a protective factor in the univariate analysis.
The presence of paved streets was also linked to protection against infection in both
years. Gender did not exhibit significant associations either as a risk or protective factor
in this analysis for both years (Table 3).
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Table 3. Analysis of risk factors linked to IgG anti-Toxocara spp. seropositivity in a cohort of 926 Individuals in 2005 and

2013
Variables IgG Anti-T.canis positivity/ 2005 (n=450) IgG Anti-T.canis positivity/ 2013 (n=490)
n/N (%)& ORcrude ORadjusted n/N (%)& ORcrude ORadjusted

Gender
Male 230/477 (48) 1 1 249/477 (52) 1 1
Female 220/499 (44) 0.96 (0.74-1.25) 0.94 (0.72-1.23) 241/499 (48) 0.93(0.72-1.22) 0.94(0.72-1.22)
Ages
2005 /2013
0<5/11<13 156/349 (44) 1 1 176/349 (50) 1 1
06 -07/14-15 158/318 (50) 1.07 (0.82 - 1.41) 1.22 (0.89 - 1.67) 167/318 (52) 0.97 (0.74-1.28) 1.04 (0.76 - 1.43)
=28/=216 136/259 (52) 1.24 (0.99 - 1.65) 1.42 (1.02 - 1.98)* 147/259 (57) 1.24(0.92-1.65) 1.20(0.86 -1.68)

Maternal Schooling

1%t grade or less

Incomplete 2" grade
> Complete 2" grade

Incoming

< 125 dollars

125 < 282.5 dollars
> 282.5 dollars
Street paving

129/219 (59)
224431 (52)
97/276 (35)

386/759 (51)
55/137 (40)
9/30 (30)

1
1.28 (0.99 - 1.66)
0.45 (0.34 - 0.61)*

1
0.67 (0.46 - 0.96)*
0.44 (0.20 - 0.97)*

1
1.01 (0.69 - 1.49)
0.50 (0.36 - 0.69)*

1
0.80 (0.54 - 1.19)
0.50 (0.22 - 1.13)

103/174 (60)
112/201 (56)
275/551 (50)

158/317 (50)
313/579 (54)
19/30 (63)

1
1.15 (0.84 - 1.5)
0.74 (0.56 - 0.96)*

1
1.14 (0.87 - 1.48)
1.55 (0.73 - 3.31)

1
0.84 (0.55 - 1.28)
0.65 (0.46 - 0.93)*

1
1.27 (0.96 - 1.68)
2.13 (0.96 - 4.68)

No 290/563 (51) 1 1 105/173 (61) 1 1

Yes 160/363 (44) 0.74 (0.56 - 0.96)* 0.72 (0.54 - 0.94)*  385/753 (51) 0.67 (0.48 - 0.94)* 0.68 (0.48 - 0.95)*
Cat at home

No 349/758 (46) 1 1 331/625 (53) 1 1

Yes 101/168 (60) 1.76 (1.25-2.48)* 1.58(1.10-2.28)* 159/301(53) 0.99(0.75-1.31) 1(0.75-1.35)
Dog at home

No 253/556 (45) 1 1 175/321 (54) 1 1

Yes 197/370 (63) 1.36 (1.04 - 1.77)* 1.27 (1 - 1.69)* 315/605 (52) 0.90(0.69-1.18) 0.91(0.68 - 1.21)

The values were adjusted by variables: gender, age, mother scholarity, incoming, street pavimentation, presence of dog or cat.
& n: number of positive individuals to IgG anti-Toxocara spp.; N: total number of individuals by variable.

*Statistically significant values (CI: 0.05%; p< 0.05).
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Comparison of risk and protective factors for Toxocara spp. infection in
individuals with persistent IgG anti-Toxocara spp. positivity over time
(1gG positivity in 2005 and 2013)

When examining the relationship between persistent IgG anti-Toxocara spp.
positivity over the years, we analyzed the sociodemographic information of individuals in
both 2005 and 2013. We then assessed the associations with infection-related risk
factors. The increasing age was consistently identified as a risk factor in both years.
Additionally, we found associations indicating that an increase in maternal education and
street paving acted as protective factors in both 2005 and 2013. The presence of a cat at
home was only associated as a risk factor in 2013. These associations are presented in
detail in Table 4.
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Table 4. Analysis of risk factors linked to IgG anti-Toxocara spp. seropositivity in 494 individuals testing positive in both
years (2005 and 2013)

Variables

IgG Anti-T. canis positivity/2005 (n= 254)

IgG Anti-T. canis positivity/2013 (n= 254)

n/N (%)& ORcrude ORadjusted n/N (%)& ORcrude ORadjusted
Gender
Male 132/262 (50) 1 1 132/262 (50) 1 1
Female 122/232 (52) 0.91 (0.64-1.30) 0.89 (0.61-1.29)  122/232(52) 0.91(0.64-1.30) 0.94 (0.65 - 1.36)
Ages
2005/ 2013
0<5/11<13 87/191 (45) 1 1 87/191 (45) 1 1
06 -07/14-15 90/173 (52) 1.03(0.71-1.50) 1.32(0.86-2.03)  90/173(52) 1.03(0.71-1.50) 1.32(0.86-2.03)
>8/216 77/130 (59) 1.53(1.02-2.30)* 1.63(1.02-2.61)* 77/130(59) 1.53(1.02-2.30)* 1.63(1.02-2.61)*

Maternal Schooling

1%t grade or less

Incomplete 2" grade
> Complete 2" grade

163/281 (58)
41/74 (55)
50/139 (36)

1
1.20 (0.73 - 1.98)
0.41 (0.27 - 0.62)*

1
0.89 (0.53 - 1.51)
0.42 (0.27 - 0.65)*

58/94 (61)
71/112 (63)
125/288 (43)

1
1.88 (1.22 - 2.90)*
0.45 (0.31 - 0.66)*

1
1.12 (0.62 - 2.03)
0.50 (0.30 - 0.81)*

Incoming

<125 dollars 218/408 (53) 1 1 95/179 (53) 1 1

125 < 282.5 dollars 30/68 (44) 0.71(0.42-1.19) 0.89(0.51-1.55) 154/303 (51) 0.94 (0.65-1.35) 1.02(0.69 - 1.52)
> 282.5 dollars 6/18 (33) 0.46 (0.17-1.24) 0.54(0.19 - 1.53) 5/12 (42) 0.66 (0.20-2.13) 0.93(0.27 - 3.19)
Street paving

No 174/307 (57) 1 1 60/93 (64) 1 1

Yes 80/187 (43) 0.57 (0.39-0.82)* 0.57(0.39-0.84)* 194/401 (48) 0.51(0.32-0.82)* 0.52 (0.32-0.84)*
Cat at home

No 205/401 (51) 1 1 152/317 (48) 1 1

Yes 49/93 (53) 1.06 (0.67 - 1.67) 1.04 (0.63 - 1.70) 102/177 (57) 1.47(1.01-2.13)* 1.50(1.00 - 2.26)*
Dog at home

No 143/282 (51) 1 1 79/157 (50) 1 1

Yes 111/212 (52) 1.06 (0.74-1.52) 1.11(0.75 - 1.63) 175/337 (52) 1.06 (0.73-1.55) 0.94 (0.61 - 1.43)

The values were adjusted by variables: gender, age, mother scholarity, incoming, street pavimentation, presence of dog or cat.
& n: number of positive individuals to IgG anti-Toxocara spp.; N: total number of individuals by variable

*Statistically significant values (CI: 0.05%; p< 0.05).

44



Association analysis of Toxocara spp. infection, atopic markers, and
eosinophils levels in the studied population

The presence of IgG anti-Toxocara spp. antibodies did not demonstrate any
associations with either risk or protective factors for specific IgE (SIgE) responses to
aeroallergens (with cut-offs = 0.35 kU/ml and = 0.75 kU/ml) in both years. However, an
association with Skin Prick Test results indicated a protective relationship in both years
(Table 5). Furthermore, when comparing the association of risk factors with eosinophil
levels (categorized as >4%, >10%, and eosinophilia = 500 mm3) and IgG anti-Toxocara
positivity among 435 individuals in both years, we identified associations between
Toxocara infection and eosinophil levels at 4% and 10%, as well as eosinophilia in 2005.

In 2013, only eosinophilia demonstrated an association with this infection (Table 6).
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Table 5. Association between seropositivity for IgG anti-Toxocara spp. and specific IgE (sIgE), as well as Skin Prick Test
for at least one common aeroallergen in a study cohort of 490 individuals examined in 2005 and 2013

Toxocara
Toxocara /- 490 n/N=490 n/N=490
infection O\& ORcrude ORadjusted O\& ORcrude ORadjusted O\& ORcrude ORadjusted
infection gy (%) (%)
slgE20.35 slgE20.75 SkinPrink Test®
100/248 168/319 82/344
No ) 1 1 53 1 1 o) 1 1
Yes (15’3/ 242 136 (0.95-1.94) 1.42 (0.97 - 2.06) ?fé)”l 0.82 (0.57-1.20)  0.91.(0.62 - 1.34) ?%146 0.66 (0.44 - 0.97)* 0.72 (0.48 - 1.00)*
Toxocara
Toxocara /- 490 n/N= 490 n/N= 490
infectio & ORcrude ORadjusted 0\ & ORcrude ORadjusted 0/\& ORcrude ORadjusted
infectio og) (%) (%)
slgE20.35 slgE20.75 SkinPrink Test®
130/242 112/281 82/349
No ) 1 1 o) 1 1 23 1 1
Yes (14148)/248 0.75 (0.53 - 1.07) 0.82 (0.56 - 1.24) (9Zé)209 0.72(0.50-1.03)  0.77 (0.53 - 1.13) (522/)141 0.59 (0.40 - 0.88)* 0.62 (0.41 - 0.93)*

The values were adjusted by gender, age, mother scholarity, sewer service, street pavimentation, parental asthma.
&n: number of positive individuals to IgG anti-Toxocara spp.; N: total number of individuals by variable.
* Significant values are presented in Bold (p< 0.05).

$Skin PrinkTest and sIgE to B. tropicalis, D. pteronyssinus, D. farina, B. germanica and P. americana.
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Table 6. Association between seropositivity for IgG anti-Toxocara spp. and eosinophil levels at 4%, 10%, and eosinophilia
(=500 mm3) in a study cohort of 435 individuals investigated in 2005 and 2013

Toxocara
. . n/N=435 n/N=435 n/N=435
|2n0f§§t|0n (%)& ORcrude ORadjusted (%)& ORcrude ORadjusted (%)& ORcrude ORadjusted
>4% >10% Eosinophilia 2500 mm?
37/104 153/334 90/215
No (35) 1 1 (45) 1 1 (42) 1 1
Yes 2-574?)/331 2.13(1.35-3.36)* 2.20(1.36-3.57)* (6632/;-01 1.96 (1.24 - 3.09)* 1.85(1.15-2.98)* 2-5276)/220 1.86 (1.27 - 2.72)* 1.92 (1.28 - 2.86)*
Toxocara _ _ n/N=
infection ?Ol/ol\)lg 435 ORcruge ORadjusted ?Ol/ol\)l; 435 ORcrude ORadjusted 435 ORcrude ORadjusted
2013 (%)
>4% >10% Eosinophilia 2500 mm?
133/275 191/390 164/349
No (48) 1 1 (49) 1 1 (47) 1 1
Yes (8532/;-60 1.15(0.77-1.70) 1.57(0.77 - 1.71) (255é;15 1.30(0.70 - 2.42) 1.38(0.73 - 2.60) (562(/))86 1.72 (1.06 - 2.79)* 1.74 (1.07 - 2.84)*

The values were adjusted by gender, age, mother scholarity, sewer service, street pavimentation, parental asthma.
&n: number of positive individuals to IgG anti-Toxocara spp.; N: total number of individuals by variable.
* Significant values are presented in Bold (p< 0.05).
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Effects of Toxocara spp. infection on immunological features

To assess the impact of Toxocara spp. infection on immunological features,
including eosinophil counts and basal IL-10 cytokine production in the blood, we
extracted data from a database of 435 individuals for eosinophil counts and 261
individuals for basal IL-10 concentrations. Individuals with 1gG anti-Toxocara spp.
positivity exhibited elevated eosinophil counts compared to negative cases in both
survey years. In the 2005 survey, positive individuals displayed eosinophil counts higher
than 2.500 mm?3/ml, while negative individuals showed counts lower than 2.500 mm?3/ml
(p <0.0001). Similarly, in 2013, the same pattern was observed, with positive individuals
having counts higher than 1,900 mm3ml and negatives having counts lower than 1.860
mm?3/ml (Figure 2A). Additionally, in both 2005 and 2013, the baseline regulatory IL-10
cytokine concentration was higher among positive individuals (> 240 pg/ml; > 400 pg/ml,
respectively) than in negative individuals (< 238 pg/ml; <300 pg/ml, respectively) (Figure
2B).
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Figure 2. Comparison of absolute eosinophil counts and spontaneous IL-10 concentrations between
individuals positive and negative for IgG anti-Toxocara spp. in both years. A) The difference in eosinophils
counts between 2005 and 2013 was assessed using the Mann-Whitney test, revealing significant
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differences with p-values of 0.0001 and 0.037, respectively. B) Differences in basal IL-10 cytokine
concentrations for 2005 and 2013 were evaluated through the Mann-Whitney test, yielding p-values of
0.008 and 0.020, respectively.

Discussion

The SCAALA project collects sociodemographic information and examines
associations concerning their potential involvement in the development of asthma and
atopic diseases in Latin America [20]. Given that toxocariasis has been linked to
immunological aspects associated with asthma and atopy, it becomes crucial to assess
over time whether these variables are also correlated with Toxocara spp. infection. As
it is established, children are more prone to acquiring Toxocara infection due to their
increased exposure to contaminated environments [12]. Typically, with advancing age,
this exposure diminishes, leading to a decline in infection rates among adolescents and
adults, although this is subject to lifestyle contexts [21]. Therefore, it holds significance
to identify potential infection risks to formulate strategies for prevention.

While we observed instances of remission of IgG anti-Toxocara spp. positivity in
191 individuals between 2005 and 2013, we also identified 236 new cases of positivity
in 2013. Overall, the seroprevalence in both years remained comparable, assessed
through the same method of immunodiagnosis (indirect ELISA). Additionally, studies
have reported varying sensitivity levels of the anti-TES IgG method, even when using
pre-adsorbed sera. This variance can be attributed to the fact that serum IgG antibodies
are generated against diverse epitopes on the antigen's surface. Moreover, the number
and species of serologically reactive antigens can significantly differ from person to
person or from population to population, and the levels of specific antibodies may also
vary with individuals' ages [22,23].

Consistent with findings from other studies conducted in Brazil [12] and Venezuela
[24], although we did not observe an association between gender and IgG anti-Toxocara
spp. positivity, we noted a higher prevalence of positivity in boys compared to girls.
Earlier research has indicated that males are more susceptible to Toxocara infection

due to their tendency to engage in outdoor activities and exhibit less hygienic practices,

49



leading to more frequent exposure to soil contaminated with Toxocara spp. eggs
[14,25].

This same lifestyle trend could also relate to our age analysis. Children aged
between 8 and 10 in 2005, as well as the same individuals in 2013 who were above 16
years old, were found to have a higher likelihood of acquiring Toxocara spp. infection
compared to younger children. This could be attributed to the fact that younger children
tend to follow parental guidance in terms of proper food handling and supervised
hygiene practices such as hand washing and bathing before meals, resulting in a lower
risk of infection [26].

Furthermore, we believe that the third age group, both in 2005 and 2013, was
exposed to similar risk factors for Toxocara spp. infection. Previous studies have
proposed that persistent exposure to Toxocara antigens leads to continued production
of Toxocara spp. antibodies, potentially explaining the sustained IgG seropositivity
against this helminth over the years, provided the sociodemographic features remain
unchanged [27,28].

As documented, a higher level of education is linked to enhanced protection
against helminth infections due to increased awareness of hygienic practices [29]. In
our study, possessing a maternal education at a higher level was associated with a
protective factor against Toxocara infection in both years. This finding is in line with
other research that has demonstrated how an increase in educational attainment
contributes to better comprehension of infection risks associated with roundworms
[21,30]. Also, residing in an area with paved streets emerged as a protective factor
against exposure to Toxocara eggs in our study. This suggests that a combination of
elevated education levels and improved neighborhood conditions may collectively
reduce the likelihood of infection. This aligns with studies that have indicated that better
living conditions and infrastructure contribute to decreasing the risk of parasitic
infections [31,32].

Furthermore, both stray and domesticated cats and dogs from low-income
populations represented the primary sources of Toxocara spp. transmission,

contributing to environmental contamination and thus perpetuating the spread of
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infection among humans [4,21]. In the aggregate, higher Toxocara prevalence in 2005
was observed among dog owners (53%) and cat owners (60%) compared to those who
did not own pets, categorizing this condition as a risk factor for infection acquisition.
However, this pattern was not replicated in 2013, potentially attributable to the increased
presence of protective factors during that period, such as heightened maternal
education and income levels [33].

When focusing solely on individuals who tested positive in both years, our data
indicated a higher prevalence of IgG anti-Toxocara spp. positivity among cat owners in
both 2005 and 2013 (53% and 57%, respectively), as well as dog owners (52% in both
years). We also observed a borderline association suggesting that being a cat owner
might pose a risk for acquiring Toxocara spp. infection in 2013. This could potentially
be attributed to an increased number of people keeping cats at home in 2013 (n=177)
compared to 2005 (n=93). This rise in cat ownership may explain the emergence of new
cases of individuals testing positive for IgG anti-Toxocara spp. in 2013. Despite cats
being less frequently associated with human toxocariasis, they exhibit behaviors such
as roaming outside the home, which could increase the likelihood of exposure to
Toxocara eggs in contaminated soil. Moreover, cats might carry Toxocara eggs on their
fur, potentially spreading them to other areas within the household and thus increasing
the chances of human infection [34,35].

In our study, individuals who tested positive for IgG anti-Toxocara spp. in both
years exhibited an association with the absence of skin reactivity in Skin Prick Tests
(SPT). This lack of reactivity might be attributed to the "hygiene hypothesis,” when the
intensity of the infection triggers a Th2-skewed immunological response that seemingly
shields the host from developing allergic symptoms [27]. Another explanation could
stem from the chronic nature of the infection, leading to increased production of IgG4
antibodies instead of IgG. These circulating IgG4 antibodies might compete for binding
sites with IgE on mast cells and basophils, potentially interfering with the onset of allergic
symptoms [36].

Furthermore, our results from both years are partially consistent with a previous

prospective cross-sectional study conducted by Phuc et al. (2021) [22]. The authors
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examined a Spanish population and explored associations between Toxocara spp.
seropositivity, SPT, and specific IgE (=0.35 kU/L and =0.75 kU/L) for common inhalant
allergens. They found only a negative association with SPT analysis. Similarly, a study
on a Zimbabwe cohort of individuals infected with Schistosomes helminths revealed a
negative association with elevated expression of sCD23 and allergen specific IgE to
house dust mites, compared to non-infected individuals. This sCD23 receptor functions
as a low-affinity FCERII transmembrane receptor for IgE on naive IgM and IgD B cells,
implying that helminth infection may play an inhibitory role in the development of allergic
symptoms [27]. The influence of helminthiasis on the molecular mechanisms involved
in atopic conditions remains unclear and warrants further investigation to
comprehensively understand the regulation of antigen specific IgE in the context of
helminth infections.

As Toxocara infection can induce both moderate and severe eosinophilia [37], we
categorized eosinophil levels in our study based on prior investigations conducted by
our research group, which examined the impact of toxocariasis on eosinophil levels
[11,12]. Similar to the findings reported by other research groups demonstrating a
connection between positivity to Toxocara infection and eosinophil levels [38,39], our
study also indicated a positive association between Toxocara infection and eosinophil
levels at >4% and >10% only in 2005. Additionally, we observed a positive correlation
with eosinophil counts > 500 mm3 in both years.

Children are more susceptible to acquiring helminth infections due to their less
rigorous hygiene practices and increased likelihood of interacting with infected dogs or
cats, often leading to polyparasitism and subsequently higher activation of eosinophils.
Moreover, the higher number of eosinophils in positive individuals to IgG anti-Toxocara
in both years corroborated studies from Brazil [26] and Kwait [40] which demonstrated
the dependency of eosinophil levels on the duration of infection, parasitic load, and the
affected organ. However, it's vital to consider that even though positive individuals
exhibited higher eosinophil levels, the number of non-reactive and reactive sera
evaluated was comparable. Thus, eosinophils counting should be employed as an
additional tool for diagnosing individuals suspected of having toxocariasis.
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Positivity for IgG anti-Toxocara spp. was observed to be inversely associated with
the development of allergic symptoms as indicated by SPT. This phenomenon could be
attributed to an elevated basal concentration of IL-10 among individuals who were
positive for IgG anti-Toxocara. In addition to helminth infections stimulating IL-10
production, which subsequently triggers a shift in IgG "class switching" to 1gG4, thereby
hindering the binding of IgE to mast cells and the subsequent release of inflammatory
mediators [41], the presence of IL-10 cytokine is linked to mitigating inflammatory
responses in chronic infections. This occurs through the mechanism of shifting the Th2
immunological response towards a regulatory response mediated by Treg cells and the
release of IL-10 cytokines. This phenomenon is often referred to as the "modified Th2

response” induced by helminth infections [23].
Conclusion

The results primarily reflect trends in lifestyle within the population rather than other
specific circumstances. The observed roadmaps of Toxocara infection in our population
were mainly associated with individuals in the third age group and the presence of cats
or dogs at home. To mitigate Toxocara spp. infection, potential sociodemographic
changes such as enhancing maternal education levels and improving paved streets
could be considered. Furthermore, the positivity for IgG-Toxocara was intrinsically
linked to higher levels of IL-10 cytokine and eosinophils. Despite the high global
prevalence of Toxocara spp. infection, there remains a lack of comprehensive
understanding of the immune responses and modulation triggered by this infection and
its connection to other allergic conditions. Investigating and gaining a detailed
understanding of the involved risk factors and how to prevent them is essential for
managing this neglected disease. Developing a roadmap of risk factors that can
influence Toxocara spp. infection in a developing country like Brazil is crucial for disease

management.
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HIGHLIGHTS
e Chimeric antigen build based on Toxocara spp. proteins had similar reactivity;
e 1gG and IgG4 reactivity had better performance in non-absorbed serum;

e Shorten B-cells epitopes chimeric protein yielded more immunoreactiviness;

e rSHORT protein is a reliable protein to be used in toxocariasis diagnosis.
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Abstract

The development of a rapid, accurate diagnosis for toxocariasis, a largely ignored global
health issue caused by Toxocara species, is very important. This disease, marked by the
third-stage larvae's migration and the resulting Th2-driven inflammatory immune
response, has long suffered from diagnostic challenges. Traditional methods relying on
secreted-excreted Toxocara spp. antigens face significant limitations due to antibody
cross-reactivity and the inconsistency of sensitivity and specificity, attributed to non-
standardized methodologies. Our goal in this study was to develop a protein, based on B
cell epitope from our previously identified proteins, to facilitate a rapid test for toxocariasis.
As a result, we engineered and tested two chimeric proteins, rSHORT and rFULL, to
improve the toxocariasis diagnostic procedure. Through comprehensive testing, including
Dot Blot reactivity evaluation and comparative indirect ELISA using 232 sera samples
from the Brazilian Program of Rhinitis and Asthma Control, our findings demonstrated the
satisfactory reactivity and reliability of the rSHORT protein compared to the rFULL protein
in both sensitivity and specificity across absorbed and non-absorbed sera. Specifically,
rSHORT's IgG sensitivities reached 98.6% and 99.3%, and its specificities achieved
94.4% and 97.8% in absorbed and non-absorbed sera, respectively, showcasing its
potential as a singular, robust diagnostic tool. The results of this study showed higher
signal and overall better performance of the rSHORT protein, mirrored against both the
mix of TES-26 and CTL-4 proteins and its counterpart rFULL. It highlighted its role as a

strong candidate for the optimization of toxocariasis immunodiagnostic methods.

Keywords: Toxocara, Immunodiagnostic; Chimeras; Antibodies.
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1- Introduction

Toxocariasis stands among the most reported neglected helminthiasis worldwide
(Hotez and Wilkins, 2009). Human disease arises from infection by the infective L3 larval
stage of the zoonotic species of roundworms: Toxocara canis and Toxocara cati
(Mendonca et al. 2012). Comparatively, T. canis appears as the prevailing species,
predominantly affecting human tissues and consistently appearing in diverse paratenic
hosts under investigation (Chieffi et al. 2021). Furthermore, across most of the examined
environments, T. canis eggs have been documented at a higher frequency than T. cati,
underscoring its heightened zoonotic potential and explaining the elevated rate of human
infection (Castro et al. 2018).

Infections by L3 larvae of T. canis in humans can either go unnoticed or lead to
disease stages with mild or severe health consequences (Fillaux and Magnaval, 2013).
Several symptoms and signs are associated with the infection; however, the disease's
severity in humans depends on the affected tissue, the parasite loading, and the host's
immune response intensity (Rostami et al. 2019).

The absence of symptoms and signs in human toxocariasis complicates clinical
diagnosis. Furthermore, the absence of adult worms in the intestinal ducts precludes
routine diagnosis based on fecal examination, as is the case with most soil-transmitted
helminthiasis (STH) (Abbaszadeh Afshar et al. 2020). Since larvae or eggs cannot be
found in parasitological examinations, the laboratory diagnosis of human toxocariasis
relies on methods for visualizing parasite larvae, such as microscopic examination of
affected tissues, recognized as the gold standard (Francalanci et al. 2023). The larvae
can also be visualized in cerebrospinal or ocular fluids, but their identification can be
challenging (Krasny and Sach, 2023; Lee et al. 2023). However, such methods have
limited applicability in the clinical context due to the difficulty of detecting larvae
associated with their small size and uncertain localization in affected tissues. In general,
biopsy-based approaches are highly invasive procedures and are not recommended for
diagnostic purposes (Dietrich et al. 2020).

Due to this limitation, the diagnosis of human toxocariasis is made based on
clinical, serological and epidemiological criteria. Nowadays, the most used clinical method
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for immunodiagnostic of toxocariasis is through ELISA, using native excreted-secreted
antigens of L3 larvae of T. canis (TES), and it has been reported to have sensitivity and
specificity ranging from 45% to 100% and 36% to 97%, respectively (Noordin et al. 2020;
Skulinova et al. 2022). Variations in these parameters have been associated with the
macromolecular composition of native TES antigens and the type and number of serum
samples used for validation (Pouryousef et al. 2023; Santos et al. 2018). Despite the
moderate reported performance for commercial and in-house-developed TES-ELISA its
use is controversial due to the frequent cross-reactions to TES antigens with antibodies
produced in response to antigens from other helminths, protozoa, and even house dust
mites, which are highly prevalent in tropical countries (Caballero-Garcia et al. 2019; Da
Silva et al. 2022; Munoz-Guzman et al. 2010). Moreover, the production of this antigen
requires skilled technicians and typically involves expensive and non-reproducible
methodologies, affecting the quantity, quality, and composition of the excreted-secreted
TES antigens (Alcantara-Neves et al. 2008).

Mostly in the developing country, the underreported cases of Toxocara spp. are
occasioned by limitations of available diagnostic tools and insufficient awareness of
human toxocariasis among population and medical professionals, which result in a
significant burden on the healthcare system (Mengarda et al. 2023; Santarem et al. 2023).
The attempting of develop antigens based on recombinant proteins from native-TES that
offers improved sensitivity and specificity in diagnosis of toxocariasis is a priority
(Baharudeen et al. 2022; Varghese et al. 2017). Moreover, the utilization of recombinant
TES antigens in ELISA test has arisen due to their notable benefits in antibodies detection
and their limitless production capability (Yamasaki et al. 2000). For this reason, a previous
study performed by our research group characterized and tested by ELISA four
recombinant proteins identified through proteomic assay and the combination of two
proteins (TES-26 and CTL-4) allowed 100% of sensibility and specificity to detect IgG4
anti-Toxocara spp. antibodies and the results of IgG detection were satisfied as well (Da
Silva et al. 2022). Therefore, the objective of this study was to synthesize, express, and
evaluate two chimeric proteins, derived from rTES-26 and rCTL4 proteins identified in the

aforementioned research, for use as an alternative diagnostic method for Toxocara spp.
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infection. This approach seeks to offer a substitute to the traditional TES-ELISA, aiming
for application in point-of-care diagnostics.

2 - Material and methods

2.1- Human sera samples

In this study, we tested 232 serum samples randomly selected from individuals
aged 19 to 82 years, who are enrolled in the Asthma and Rhinitis Control Program
(PROAR) in Salvador, Bahia, Brazil. These blood samples were collected into heparinized
tubes (Compania Benckton Dickson, Franklin Lakes, USA) and were specifically utilized

for indirect ELISA to identify IgG and IgG4 antibodies targeting Toxocara spp. antigens.

2.2- Construction of chimeric genes of T. canis rSHORT and rFULL

Two recombinants chimeric genes were constructed upon selection of B-cells
epitopes score from TES-26 and CTL4 Toxocara spp. proteins using the IEDB platform
(https://www.iedb.org). The TES-26 and CTL-4 sequences were retrieved from a previous
study performed by our research group (Da Silva et al. 2022). The small chimeric protein
(rSHORT) is a combination of the highest B-cell score of TES-26 and CTL4 epitopes (4
and 3 B-cell epitopes, respectively). While the second chimeric protein (rFULL) was
constructed using the whole panel of probable B-cell epitopes with scores ranging from
0.70 to 0.99 (7 from TES-26) and from 0.74 to 1(7 from CTL4). Peptide linkers EAAAK
and KK were placed in the construction of the chimeras to allow molecules stability,
flexibility and immunoreactivity. The chosen sequences were harmonized on GenScript
(https://www.genscript.com) and optimized on Tsigner server (https://tisigner.com) to

improve the expression score and they are placed in figure 1 A and B. The tertiary

structures were visualized in the software AlphaFold2 (https://alphafold2.ipynb). The pET-

21a(+) was the chosen vector to cloning the built sequences.
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2.3- Transformation, heterologous expression and purification method of T. canis

chimeric proteins

The transformation and expression of the two chimeric recombinants were
conducted using the same protocol. Initially, Escherichia coli BL21 (DE3) colonies grown
overnight were introduced into a 1 M calcium chloride (CaCl2) solution along with 2 pL of
ampicillin-resistant plasmids, then placed on ice for 30 minutes. Following this, the
mixtures underwent a heat shock in a 46 °C water bath for 2 minutes and then were
cooled on ice for 30 minutes. The bacterial suspensions were then incubated in 1 mL of
Luria-Bertani (LB) medium at 37 °C with shaking for one hour. To verify successful
transformation, the suspensions were spread on LB-agar plates with ampicillin and
incubated overnight at 37 °C.

The expression of chimeric recombinant proteins was carried out under conditions
similar to those used for the original recombinant proteins (Da Silva et al. 2022). After
transformation, 5 mL of the bacterial suspension was added to 1 L of LB medium with
supplements and agitated at 200rpm until reaching an optical density (OD600) of 0.6- 0.8.
Expression was induced with Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) and
continued for 4 hours at 37°C. The cultures were then centrifuged to collect bacterial
pellets, which were resuspended in 50 mM sodium phosphate buffer (NaP buffer), pH 9.
At least eight sonication cycles of 20 seconds each at 40 Hz were performed on ice to
lyse the cells. After centrifuging the lysed material at 13,000 x g for 40 minutes at 4 °C,
the supernatant was collected and the presence of the proteins was confirmed through
12% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), with
bands corresponding to rSHORT (17 kDa) and rFULL (38 kDa).

Purification was achieved via affinity chromatography on an AKTAPure system
using a 5 mL nickel column HisTrap FF (GE Healthcare, Chicago, IL, USA). The proteins
were eluted with 50 mM NaP buffer supplemented with 100-500 mM imidazole. The
purified proteins were then pooled and dialyzed against 1X PBS. Protein concentrations
were determined using the Bradford assay. Western blot analysis was performed for
immunodetection of the purified proteins, employing anti-his antibody diluted in 0.05%
PBS-tween (1:4000), followed by the addition of goat anti-human IgG antibody conjugated
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with horseradish peroxidase (HRP) diluted in 1X PBS (1:4000) for 1 hour with shaking.
The detection reaction was conducted using the ECL Western Blotting Substrate
(ThermoScientific 32106, Waltham, Massachusetts, USA).

2.4- Dot Blot assay using T. canis chimeric recombinant proteins rSHORT and

rFULL as antigens to reactivity assessment

In this analysis were used T. canis chimeric recombinant proteins rSHORT and
rFULL and the mix of T. canis proteins (TES-26 and CTL-4) as the baseline. A
concentration of 4.5 ug diluted in PBS 1X of each chimeric protein, even the mix of
antigens was added in an equimolar concentration and then employed in the
nitrocellulose membrane through a tank blotting system (BioRad) and incubated for 1hour
at room temperature. The membranes were then blocked in PBS 1X supplemented with
5% skim milk, during 2 hours of incubation at RT and then divided into strips. Following
this, previous non-adsorbed sera (20 positives and 16 negatives) tested by TES-ELISA
were added in the strips and incubated for 2 hours under agitation at RT. Then, anti-
human IgG phosphatase-conjugated antibody diluted in PBS 1X (1:4000) was added in
incubated for 1 hour under agitation. The reaction was revealed using a BCIP/NBT Liquid
Substrate System (Sigma—Aldrich. Saint Louis, MO, USA) for 15 min of incubation in the
dark. The membranes underwent a series of washes between steps: five washes with
PBS-tween 0.05% and one additional wash with PBS 1X.

2.5- Sera absorption with Ascaris lumbricoides antigen

All sera were pre-adsorbed with 8 ug of A. lumbricoides somatic extract antigens
in order to avoid IgG anti-A. lumbricoides and anti-Toxocara spp. antibodies cross-
reaction. The sera were adsorbed in the presence of polietilenoglicol (3%) (PEG 15.000
— Sigma Chemical Co., San Louis, MO, USA) and 0.1% sodium azide diluted in PBS. This
solution was incubated for 30 minutes at 4 °C under homogenization. Then, the material
was centrifuged and the absorbed supernatant was adsorbed one more time, as

described above, and frozen at -20 °C until the immunodiagnostic was performed.
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2.6- 1gG and IgG4 ELISA using purified mix of rTES-26/rCTL-4, rSHORT and rFULL

chimeric antigens

Optimal antigen concentrations were determined using a combination of positive
serum samples and conjugated antibody (specifically, anti-human IgG peroxidase-
conjugated antibody) through a checkerboard titration experiment using seven distinct
concentrations: 0.125, 0.25, 0.5, 1, 5, 10, and 20 ug/mL. The recombinant proteins were
diluted in carbonate/bicarbonate buffer with a pH of 9.6. These were then applied to high-
binding 96-well ELISA plates made of polystyrene and incubated overnight at 4 °C. To
prevent nonspecific binding, the plates were blocked with 100 ul of PBS containing 0.05%
Tween and 10% bovine fetal serum (BFS) for 1 hour at room temperature (RT). Pre-
adsorbed and non-adsorbed sera (100 pl; 1gG sera dilution: 1:1000 and IgG4 sera
dilution: 1:50) were applied in different plates and incubated for 1 hour at RT.
Subsequently, 100 pl of a diluted (1:4000 and 1:500) secondary antibody (biotinylated
anti-human IgG or anti-human IgG4 from BD Pharmingen, respectively. San Jose, CA,
USA) was added and incubated for 1 hour at RT. Following this step 100 ul of streptavidin-
peroxidase (BD Pharmingen) diluted to a 1:500 in PBS/T/BFS 2.5% was added to each
well and then incubated for 30 minutes at RT. Subsequently, 100 ul of a solution
containing the chromogen 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB - Sigma Chemical Co.,
San Louis, MO, USA) was added and the reaction was revealed during 30 min and 50 pl
of H202 was added to halt the reaction in each well. Optical densities (OD) were
measured at a wavelength of 450 nm using a spectrophotometer. The detection limit was
determined using the assay's cutoff point, calculated based on the average optical
densities (OD) plus three times the standard deviation of the results obtained from 15
serum samples collected from healthy individuals. These individuals tested negative for
intestinal helminthes and were seronegatives for Toxocara spp. infection using the

combination of rTES-26 and rCTL-4 as antigens in previous ELISA.

2.6- Statistical analysis
The Kolmogorav—Smivov test was used to analyses data normality.

Positive/negative (P/N) values were used for data normalization of different batches of
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ELISA results. To calculate the area under the curve (AUC) and the receiver operating
characteristics (ROC) we used the MedCalc Software and 95% confidence intervals (95%
Cl) following the bootstrap method (1000 replicates) to achieve sensitivity and specificity
pairwise comparison of the diagnostic performance. The most probable cut-off point value
was defined as the OD values that yielded the highest sum of sensitivity and specificity,
and positive and negative predictive values were calculated as previously described
(Barral et al. 2019). All data are presented as mean of duplicate samples. Student's t-test
and one-way ANOVA were used for comparison between groups and significance was

set at p <0.05.
3- Results

3.1. Design, expression and purification of T. canis rSHORT and rFULL chimeric

recombinant antigens

Based on T. canis chimeric epitopes scores, we decided to synthesize chimeric
prototype genes, termed rSHORT and rFULL. Schematic illustrations representing design
and 3D tertiary structures of T. canis rSHORT and rFULL chimeric genes are shown in
Figure 1 A (for rSHORT) and E (for rFULL). Gel electrophoresis and Western Blotting
results of non-purified and purified recombinant antigens are showed on Figure 1 B and
C for rSHORT and Figure 1F and G for rFULL. Red arrows for rSHORT (17 kDa) and
rFULL (38 kDa) highlight the molecular weight. Figures 1D and 1H demonstrate the
uniformity and purity of the generated recombinant proteins, confirming the consistency

of affinity chromatography.
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Figure 1. Design and in vitro characterization of chimeric recombinant proteins (rSHORT and rFULL). A)
Construction scheme of rISHORT gene based on IEDB B-cells epitopes scores and the predictable tertiary
structure of rISHORT was accessed on Alphafold2. B) 15% SDS- PAGE for expression of rSHORT protein
(Lane 1 — 0 hours, before IPTG induction; Lane 2 — 4 hours of expression, ODeoo = 0.6 — 0.8; Lane 3 —
Purified protein by affinity chromatography; Lane 4 — Dialyzed protein on PBS 1X overnight. C)
Representative Western Blotting result for tSHORT protein (Lane 1 — The recognition of antibody against
the histidine tail on the purified protein). D) Four overlapping affinity chromatograms for rSHORT
purifications. E) Construction scheme of rFULL gene based on IEDB B-cells epitopes scores and the
predictable tertiary structure of rFULL was accessed on Alphafold2. F) 12% SDS-PAGE for expression
of rFULL protein (Lane 1 — 0 hours, before IPTG induction; Lane 2 — 4 hours of expression, ODeoo = 0.6
— 0.8; Lane 3 — Purified protein by affinity chromatography; Lane 4 — Dialyzed protein on PBS 1X
overnight. G) Representative Western Blotting result for rFULL protein (Lane 1 — The recognition of
antibody against the histidine tail on the purified protein). H) Four overlapping affinity chromatograms for
rFULL purifications. The displayed red arrows are shown the molecular weight of each protein (17 kDa
for 'ISHORT and 38 kDa for rFULL, approximately).
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3.2. Dot Blot assay and indirect ELISA using T. canis mix (rTES26/rCTL-4 proteins)
and rSHORT and rFULL chimeras as antigens to reactivity assessment

The reactivity of chimeric rSHORT, rFULL, and the rTES26/rCTL-4 protein
combination was evaluated through dot blot. As it is shown in figure 4 (S1-
Supplementary Material), in positive sera, the combined proteins yielded the highest
reactivity, followed by rSHORT, which showed comparable results in term of reaction
with the combined proteins. rFULL displayed the lower reactivity. Negative sera
exhibited reduced reactivity to all proteins compared to positive sera (Figure 4, S1-
Supplementary Material).

The serum reactivity of IgG and IgG4 antibodies to recombinant antigens
(rSHORT and rFULL) of T. canis was assessed, using the humoral response to the
rTES26 and rCTL-4 combination. A validation panel was established for both absorbed
and non-absorbed sera, and the results are summarized in Table 1. The IgG ELISA,
utilizing absorbed sera and rSHORT and rFULL as antigens, demonstrated sensitivities
of 98.6% and 93.7%, respectively, along with specificities of 94.4% and 86.7%,
respectively. For 1gG4, sensitivities of 96.5% and 88.0% were observed for rSHORT
and rFULL, with specificities of 92.2% and 87.8%, respectively.

The assessment of non-absorbed sera reactivity to both IgG and IgG4 antibodies
demonstrated superior sensitivity and specificity compared to absorbed sera when
using rSHORT as antigen. We observed for rSHORT sensitivities of 99.3% for IgG and
98.5% for 1gG4, along with specificities of 97.8% for IgG and 97.7% for 1gG4. When
rFULL was used the sensitivities were 89.4% for both IgG and IgG4, and specificities
were 81.1% for IgG and 87.8% for IgG4. The rSHORT exhibited enhanced predictive
values and Kappa index (k) for both 1gG and IgG4 compared to rFULL (PPV= 98.6%
and 98.3%; NPV= 98.8% and 97.7%; k index= 0.97 and 0.96, IgG and I1gG4,
respectively) (Table 1).
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Table 1. Validation parameters for the ELISAs designed to detect total IgG and IgG4
antibodies against T. canis, using recombinant antigens

Recombinant proteins/Adsorbed Recombinant proteins/Non-
sera adsorbed sera
rSHORT rFULL rSHORT rFULL
Paramenters
Total IgG4 Total IgG4 Total IgG4 Total IgG4

IgG IgG IgG IgG
Total samples 232
Positive 142
controls
Negative 90
controls
Truly positives 140 137 133 125 141 140 127 128
Truly negatives 85 83 77 79 88 88 73 79
False negatives 2 5 9 17 1 2 15 14
False positives 5 7 13 11 2 2 17 11
Cut-off 0.253 0.237 0.199 0.201 0.259 0.243 0.187 0.210

Sensitivity (%) 98.6% 96.5% 93.7% 88.0% 99.3% 98.5% 89.4%  89.4%
Specificity (%) 94.4% 92.2% 86.7% 87.8% 97.8% 97.7% 81.1% 87.8%
Accuracy (%) * 96.98% 94.83% 90.52% 87.93% 98.71% 98.28% 86.21% 89.22%

PPV (%) 96.55% 95.14% 91.10% 91.91% 98.60% 98.59% 88.19% 92.09%
NPV (%) 97.70% 94.32% 89.53% 82.29% 98.88% 97.78% 82.95% 84.95%
Kappa (K)* 0.93 0.89 0.79 0.74 0.97 0.96 0.70 0.77

* Accuracy was calculated by the proportion of correct results, i.e., the total of truly positive plus truly negative
results.

** The level of agreement between the results of each ELISA and the mix (TES-26 e CTL-4) ELISA was determined
using the Kappa index (K).

In addition, the areas under curve (AUC) of each assay were assessed to
determine the diagnostic accuracy of individual antigens through ROC Curves (Figure 2,
A-D). In non-absorbed sera tested, the rSHORT antigen yielded the highest accuracy
value for IgG and IgG4 (98.7% and 98.2%, respectively) (Table 1).
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Figure 2. ROC curves analysis for 'SHORT and rFULL chimeric antigens. Blue line- rFULL's ODs; Red
line- ISHORT's ODs. Positive and negative serum samples underwent IgG and IgG4 ELISA testing, with
the area under the curve reflecting test accuracy. Recombinant molecule recognition was assessed using
IgG and IgG4 immunoassays for individual proteins in absorbed sera (A and B) and non-absorbed sera

(C and D), the AUC were determined using a p-value < 0.001.

3.3. Comparison of reactivity among recombinants proteins and the mix of
proteins by indirect ELISA with the best profile for
immunodiagnostic

toxocariasis

The reactivity of the chimeric proteins rSHORT and rFULL was compared to that
of the protein mixture (rTES26/rCTL-4) using cut-off values derived from ROC curve

73



analysis. In the case of non-absorbed sera, rSHORT antigen demonstrated greater
accuracy for both 1gG and IgG4, which were aligned with the protein mixture. Notably,
the incidence of false positives was higher in absorbed sera than in non-absorbed sera
for both 1gG (absorbed, n=5; non-absorbed, n=2) and IgG4 (absorbed, n=7; non-
absorbed, n=2), as illustrated in Figure 3, panels A through D. Furthermore, the rSHORT
usage allowed the decreases of false negatives occurrence in non-absorbed sera
compared to absorbed sera, as for IgG (non-absorbed, n=1; absorbed, n=2) as for IgG4
antibodies (non-absorbed, n=2; absorbed, n=5). Although the number of individuals in
both positive and negative controls remain constant, protein rFULL antigen exhibited
discrepancies compared to the results obtained for the protein mixture. Regarding 19G
reactivity there were some false positive results (absorbed, n=13; non-absorbed, n=17),
while for IgG4 the result revealed a less false positive results (absorbed, n=11; non-
absorbed, n=11). In addition, the use of rFULL as antigen exhibited higher rates of false
negatives, when IgG was used the non-absorbed sera showed more false negative
results (n=15) compared to absorbed sera (n=9), but when IgG4 was applied the non-
absorbed sera exhibited less false negative results (n=14), while absorbed sera showed
17 false negative results (Figure 3 A-D). There were no statistical differences observed
between the results from absorbed and non-absorbed sera.
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Figure 3. Comparison of reactivities of IgG and IgG4 antibodies against the mix of rTES26 and rCTL-4-
ELISA and ELISA with rSHORT and rFULL chimeric antigens using absorbed e non-absorbed sera. A)
Reactivity of IgG antibodies against recombinant proteins in absorbed sera. Cut-offs: Red line- Mix of
proteins= 0.255; Black line- rSHORT= 0.253; and Blue line- rFULL= 0.199. B) Reactivity of IgG4
antibodies against recombinant proteins in absorbed sera. Cut-offs: Red line- Mix of proteins= 0.242;
Black line- rSHORT= 0.237; and Blue line- rFULL= 0.201. C) Reactivity of IgG antibodies against
recombinant proteins in non-absorbed sera. Cut-offs: Red line- Mix of proteins= 0.267; Black line-
rSHORT= 0.259; and Blue line- rFULL= 0.187. D) Reactivity of IgG4 antibodies against recombinant
proteins in non-absorbed sera. Cut-offs: Red line- Mix of proteins= 0.247; Black line- rSHORT= 0.243;
and Blue line- rFULL= 0.210.
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4 - Discussion

The underreporting of human toxocariasis (HT) prevalence worldwide has been
noted (Macpherson, 2013). Diagnosis of HT primarily depends on clinical symptoms
and serological testing, which are fraught with numerous diagnostic challenges (Ma et
al. 2020). Currently, Toxocara spp. excreted-secreted-ELISA (TES-ELISA) stands as
the gold standard for HT immunodiagnosis (Olave et al. 2016). However, the humoral
immune response triggered by TES antigen is largely due to six conserved cysteine
domains present in various proteins of the TES protein complex (TES-120, TES-26,
TES-32, and TES-70), as identified (Gems et al. 1995; Loukas and Prociv, 2001). The
conserved cysteine domains in TES antigens have been recognized for their cross-
reactivity with other helminths and even house dust mites, contributing to inaccurate HT
diagnoses (Da Silva et al. 2022). Given these challenges, immunodiagnostics that use
recombinant antigens are emerging as the leading method for precise HT diagnosis.
Supporting this view, our team has assessed two recombinant proteins of T. canis from
the excreted-secreted antigens (TES-26 and CTL4), which showed superior sensitivity
and specificity (100% for both) over native TES (Da Silva et al. 2022).

Despite their benefits, producing two separate recombinant proteins is generally
expensive and labor-intensive (Demay et al. 2023; Eskandari et al. 2023). As an
alternative, creating chimeric recombinant proteins offers a cost-effective, less laborious
solution with similar efficacy, including enhanced sensitivity, specificity, and versatility.
By merging different antigenic domains, chimeric proteins can induce a stronger and
more specific immune response, aiding in the more efficient detection of biomarkers
(Zzhan et al. 2015). Building on prior research and seeking to improve the
immunodiagnostic approach, we introduce a novel chimeric protein based on B-cell
epitopes as an alternative to the combined use of TES-26 and CTL4 recombinant
antigens for HT diagnosis via indirect ELISA.

Several studies suggest that recombinant proteins featuring the optimal
alignment of available B-cell epitopes offer enhanced functional performance in the
accuracy of immunodiagnostic tests (Anderson et al. 2015; Santos et al. 2016; Santos

et al. 2018). Nonetheless, in our investigation, the rSHORT chimeric protein, which
/0



incorporates only epitopes with the highest antigenicity scores (7 epitopes),
outperformed the rFULL chimeric protein in reactivity. The latter was engineered to
include the broadest array of epitopes scored from 0.70 to 1 (14 epitopes). In direct
comparisons, dot blot analysis showed that rSHORT's reactivity closely matched that of
the original proteins when 1gG was used as the detecting antibody. On the other hand,
rFULL demonstrated less reactivity compared to its counterparts, an outcome potentially
attributable to its greater mass (38 kDa). This size difference may affect protein folding
and obscure critical epitopes, particularly those with the highest antigenicity scores
(Wang et al. 2011). Additionally, IgG4 antibodies can also be employed in dot blot or
immunoblotting assays to measure reactivity.

The attempt to diminish the cross-reactivity between antibodies production
against other organisms is relevant to eliminate imprecise diagnostics of toxocariasis.
Prior studies have compared the sensitivity and specificity of recombinant proteins
toward native-TES (Chieffi et al. 2021). Despite observing a decline in sensitivity with
the use of recombinant antigens, studies reported superior specificity compared to
native TES, which leveraged insights into cross-reactivity decreasing (Santos et al.
2018; Zahabiun et al. 2015). Moreover, chimeric recombinant fusion proteins built from
TES-26, TES-32, TES-120, and myosin heavy chain showed a higher specificity and
lesser cross-reaction than native-TES (Mesa-Arango et al. 2022), besides to use others
epitopes combination as chimeric proteins our study distinguish from previous study by
evaluating the influence of cross-reactivity with Ascaris lumbricoides on toxocariasis
diagnostic in both adsorbed and non-adsorbed sera samples . Aiming to compare our
findings with those achieved in the study conducted by Da Silva and collaborators (Da
Silva et al. 2022), we performed indirect ELISA using both IgG and IgG4 antibodies.
Similar reactivities were observed in both sera and antibodies, supporting the
hypothesis that recombinant proteins employed as antigens, decrease the chances of
cross-reactivity, providing an enhanced diagnostic accuracy of helminthiasis (Mesa-
Arango et al. 2022; Wickramasinghe et al. 2008).

In the antibodies context, IgG is the most used antibody in the immunodiagnostic
of helminthiasis (Rudzinska et al. 2017). However, as documented the 1gG4 production
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may indicate an ongoing infection (Ma et al. 2018). Overall, both Dot Blot and indirect
ELISA using IgG against recombinant antigens demonstrated similar reactivity results
between the mix of proteins (rTES-26 and rCTL-4) and the rSHORT. The IgG4 was not
employed in Dot Blot assay, which need more validation regarding its reactivity toward
recombinant antigens. Although rSHORT presented similar results compared to mix of
proteins, adsorbed sera have presented greater false-negative results than in non-
adsorbed sera for both antibodies, besides to exhibit better results in terms of reactivity,
sensitivity and specificity. Contrarily, the rFULL protein exhibited inferior antigenic
performance in ELISA assay, hence in higher false-negative cases compared to the
outcomes observed in rISHORT for both IgG and IgG4 antibodies. False negatives may
have more severe consequences than false positives due to false negatives can lead
to the omission of appropriate treatment and the underreporting of newly cases of
infection (Hulme et al. 2023; Zhang et al. 2022).

In conclusion, despite its lower molecular weight, the rSHORT protein played a
comparable role towards its original proteins (TES-26 and CTL-4), suggesting its
potential use as an alternative antigen in the immunodiagnosis of human toxocariasis.
The development of chimeric recombinant antigens represents a functional tool for
enhancing diagnostic tests, particularly for helminth infections. Besides, their lower cost
of production and lesser time consuming, these antigens contribute to improve the test
accuracy, leading to enhanced performance in terms of sensitivity and specificity.
Although, both rSHORT and rFULL have been evaluated through serological tests using
adsorbed and non-adsorbed sera by ELISA, these findings require validation in

individuals with confirmed clinical forms of toxocariasis.
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S1-Supplementary Material

A)

B)

Figure 4. Dot Blot to assess the recombinant proteins reactivity in positives and negatives tested sera by
indirect ELISA. A) 20 positive sera separated for strip (Line 1- shows the reactivity to the combination of
rTES26 and rCTL-4 proteins; Line 2- shows the reactivity to rSHORT protein; Line 3- shows the reactivity
to rFULL. B) 16 negative sera separated for strip (Line 1- shows the reactivity to the combination of
rTES26 and rCTL-4 proteins; Line 2- shows the reactivity to rSHORT protein; Line 3- shows the reactivity
to rFULL). All recombinant proteins, including the combined rTES26 and rCTL-4 proteins were placed in
4.5 ug/Dot.
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7. CAPITULO 3 - PATENTE A SER SUBMETIDA AO NIT/UFBA INTITULADA:

Melhoramento do método de imunodiagnostico da toxocariase humana utilizando
proteinas recombinantes quiméricas denominadas rSHORT e rFULL, baseadas em
epitopos de células B das moléculas parentais TES-26 e CTL-4
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Inventores: Carina Silva Pinheiro, Raphael Chagas Silva, Neuza Maria Alcantara
Neves, Luis Gustavo Carvalho Pacheco.

RESUMO

Patente de invengéo: “MELHORAMENTO DO METODO DE IMUNODIAGNOSTICO DA
TOXOCARIASE HUMANA  UTILIZANDO PROTEINAS RECOMBINANTES
QUIMERICAS DENOMINADAS rSHORT E rFULL, BASEADAS EM EPITOPOS DE
CELULAS B DAS MOLECULAS PARENTAIS TES-26 E CTL-4

A invencéo trata-se de um processo de producdo de proteinas recombinantes
quiméricas denominadas rSHORT e rFULL, que séo derivadas de proteinas nativas
presentes no excretado-secretado do Toxocara spp. (TES-26 e CTL-4), e método de
aplicacdo destas proteinas em ensaios de imunodiagndstico da toxocariase com
aplicacdo na area de biotecnologia e imunodiagnostico visando a utilizacdo de
proteinas quiméricas recombinantes especificas do parasito, que ndo apenas
aprimoram a eficacia do diagnostico, oferecendo maior discriminacao entre resultados
positivos e negativos, mas também contribuem para a reducao significativa dos custos

e o tempo de producao em larga escala dessas proteinas.
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RELATORIO DESCRITIVO

[01] A presente invencdo descreve 0 processo de producdo de proteinas
recombinantes quiméricas denominadas rSHORT e rFULL, que s&o derivadas de
proteinas nativas presentes no excretado-secretado do Toxocara spp. (TES-26 e CTL-
4), e método de aplicacdo destas proteinas em ensaios de imunodiagnoéstico da

toxocariase.

[02] Trate-se de uma construcéo in silico de duas proteinas quiméricas baseadas em
epitopos de células B das proteinas nativas do Toxocara spp., TES-26 e CTL-4

utilizando diferentes sequéncias com scores antigénicos distintos.

[03] O novo método proposto permite a deteccdo de anticorpos contra antigenos de
Toxocara canis, apresentando uma alta especificidade e sensibilidade, baixo custo e
precisdo. Além de ndo haver a necessidade de adsorcdo de soros com antigeno
somatico de Ascaris lumbricoides. Permitindo assim, uma maior discriminagdo entre
resultados positivos e negativos, minimizando os resultados falso-negativos e falso-

positivos.

[04] O género Toxocara spp., € constituido por 21 espécies de nematddeos
gastrointestinais responsaveis pelo desenvolvimento da toxocariase em canideos e
felideos, sejam eles domésticos ou selvagens (MAZUR- MELEWSKA, K.; MANIA A,
FIGLEROWICZ, M.; KEMNITZ, P.; SLUZEWSKI, W. e MICHALAK, M. The influence of
age on a clinical presentation of Toxocara spp. infection in children. Ann Agric Environ
Med, 2012). As espécies T. canis e T. cati infectam cées e gatos, os quais liberam seus
ovos no ambiente através das fezes e quando ingeridos acidentalmente pelos humanos
levam ao desenvolvimento da toxocariase humana (STRUBE, C.; HEUER, L.
JANECEK, E. Toxocara spp. infections in paratenic hosts. Vet Parasitol, 2012). Embora
sejam encontrados mundialmente, a incidéncia de toxocariase € relatada
principalmente em regides tropicais com baixos niveis socioeconémicos (AHN, S.J.;
RYOO, N.K.; WOO, S.J. Ocular toxocarosis: clinical features, diagnosis, treatment, and

prevention. Asia Pac Allergy, 2014).
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[05] O homem é um dos hospedeiros paraténicos do Toxocara spp., logo, o parasito
permanece no corpo do hospedeiro e ndo consegue completar seu ciclo de vida
(STRUBE, C.; HEUER, L.; JANECEK, E. Toxocara spp. infections in paratenic hosts.
Vet Parasitol, 2012). Desse modo, as larvas que atingem a corrente sanguinea e
consequentemente algum 0rgdo, dependendo da localizagdo podem promover
alteracdes necroticas e hemorragicas (THOMPSON, R.C.A. Parasite zoonoses and

wildlife: one health, spill over and human activity. Int J Parasitol, 2013).

[06] A toxocariase humana é subdividida em sindrome da larva migrans visceral
(LMV), porém existem larvas que migram diretamente para o globo ocular, ocasionando
a sindrome da larva migrans ocular (LMO) (FILLAUX, J.; J.-F. MAGNAVAL. Laboratory
diagnosis of human toxocariasis. Veterinary Parasitology, 2013). Dependendo da
localizacdo das larvas e desenvolvimento dos sintomas clinicos a toxocariase ainda
pode ser dividida em toxocariase classica, assintoméatica, oculta e compartimentalizada
(ocular e neurologica) (PAWLOWSKI, Z. Toxocariasis in humans: clinical expression

and treatment dilemma. J Helminthol, 2001).

[07] A exposicdo do hospedeiro a larva do parasito produz uma reacao inflamatoria
caracterizada por uma resposta imune inata e adaptativa. Inicia-se com o
reconhecimento de PAMPs (padrdes moleculares associados a agentes patogénicos)
por células dendriticas, que por sua vez processara e apresentara os peptideos via
moléculas MHC de classe Il aos linfocitos T naive (HEWITSON, J.P.; GRAINGER, J.R.;
MAIZELS, R.M. Helminth immunoregulation: the role of parasite secreted proteins in

modulating host immunity. Mol Biochem Parasitol, 2009).

[08] As larvas infectantes de Toxocara spp., modulam a resposta imunolégica do
hospedeiro para um perfil Th2, tanto das células da imunidade inata quanto da
imunidade adaptativa, culminando na producao de citocinas proinflamatérias (IL-4, IL-
5 e IL-13), assim, ha um aumento dos niveis de eosinofilos e um aumento da producéo
de IgE pelas células plasmocitdides (CARVALHO, E.A.A.; ROCHA, R.L. Toxocarosis:

visceral larva migrans in children. J Pediatr, 2011). Como estratégia de burlar o sistema
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imune, esses nematdides desenvolveram mecanismos de defesa contra a resposta
imunolégica induzindo a produgdo de citocinas IL-10 e TGF- B pelas células T
regulatorias, ocasionando a néo eliminacéao destes helmintos do organismo (PLATTS-
MILLS, T.A.; BLUMENTHAL, K.; PERZANOWSKI, M.; WOODFOLK, J.A. Determinants
of clinical allergic disease. The relevance of indoor allergens to the increase in asthma.
Am. J. Respir. Crit. Care Med, 2000).

[09] A manifestacdo da infeccdo é altamente pleomorfica e varia de formas
assintomaticas a letais. Sua gravidade dependera da carga parasitaria e da resposta
imune do hospedeiro contra o parasito (OVERGAAUW, P.A., VAN KNAPEN, F.
Veterinary and public health aspects of Toxocara spp., Vet Parasitol, 2013). Baixas
condi¢cdes socioecondmicas e baixo controle de zoonose contribuem para alta
prevaléncia de infec¢des pelos parasitos. Alguns estudos desenvolvidos ao redor do
mundo demonstraram que a prevaléncia da toxocariase pode variar dentro de regides
do proprio pais (CHIDUMAYO, N.N. Prevalence of Toxocara in dogs and cats in Africa.
Adv Parasitol, 2020). As criancas sdo as mais afetadas por essa infeccdo, e o
comportamento de geofagia, falta de higiene e contato com animais de estimagéo séo
fatores de risco para o aumento da exposicado e taxas de infeccdo (GAVIGNET, B.;
PIARROUX, R.; AUBIN, F.; MILLON, L.; HUMBERT, P. Cutaneous manifestations of
human toxocariasis. J Am Acad Dermatol, 2008). Devido as dificuldades associadas ao
diagndstico e a alta prevaléncia de casos assintomaticos, essa infeccdo permanece
altamente negligenciada; no entanto, estudos recentes mostraram altas taxas de
soropositividade para Toxocara canis em diferentes regibes (SILVA, M.B.; AMOR,
A.L.M.; SANTOS, L.N.; GALVAO, AA.; OVIEDO, V. AV.; SILVA, E.S.; BARBOSA,
C.G.; GONCALVES, M.S.; COOPER, P.J.; FIGUEIREDO, C.A.; RIBEIRO, R.C,;
ALCANTARA-NEVES, N.M. Risk factors for Toxocara spp. seroprevalence and its
association with atopy and asthma phenotypes in school-age children in a small town

and semi-rural areas of Northeast Brazil. Acta Trop, 2016).

[10] O diagnoéstico da toxocariase nédo é passivel de ser feito apenas com base no
quadro clinico do paciente, uma vez que, muitos dos infectados sdo assintomaticos
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(MOREIRA, G.M.; TELMO, P.D.E. L.; MENDONCA, M.; MOREIRA, A.N.; MCBRIDE,
A.J.; SCAINI, C.J. Human toxocariasis: current advances in diagnostics, treatment, and
interventions. Trends Parasitol, 2014), além disso, 0 parasito pode causar danos a
varios 6rgdos ampliando o espectro sintomatolégico que pode ser confundido com
outras doencas. O diagndstico sorologico utilizando os anticorpos IgG contra o antigeno
excretado-secretado do Toxocara spp., (TES) através de ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay), trouxe avancos no imunodiagnostico da toxocariase humana
(MAGNAVAL, J.F.; GLICKMAN, L.T.; DORCHIES, P.; MORASSIN, B. Highlights of
human toxocariasis. The Korean Journal of Parasitology, 2001). Porém, esta técnica
tem uma baixa sensibilidade e baixa especificidade (DE SAVIGNY, D.H.; TIZARD, I.R.
Toxocara larva migrans: the use of larval secretory antigens in haemagglutination and
soluble antigen fluorescent antibody tests. Trans R Soc Trop Med Hyg, 1977), a
producdo in house € complexa e requer o cultivo das larvas por no minimo trés meses
para obter uma concentragdo satisfatoria de antigeno larval (ALCANTARA-NEVES,
N.M.; SANTOS, A.B.; MENDONCA, L.R.; FIGUEIREDO, C.A.V.; CARVALHO, L.C.P.
An improved method to obtain antigen-excreting Toxocara canis. Experimental
Parasitology 119: p. 349-351, 2008). Outra desvantagem € que para a sua utilizacéao
0S soros precisam ser adsorvidos previamente para eliminar a reatividade cruzada
entre Toxocara spp. e Ascaris lumbricoides, pois em areas de clima tropical e condi¢des
sanitarias baixas esta coinfeccdo € frequente (MENDONCA, L.R.; VEIGA, R.V,;
DATTOLI, V.C.C.; FIGUEIREDO, C.A.; FIACCONE, R. Toxocara Seropositivity, Atopy
and Wheezing in Children Living in Poor Neighbourhoods in Urban Latin American.
PLoS Negl Trop Dis, 2012).

[11] Para suprir a necessidade de testes de imunodiagndstico mais precisos e menos
laboriosos, a producéo e utilizacdo de proteinas recombinantes produzidas a partir de
antigenos larvares do Toxocara spp. tem demonstrado resultados satisfatorios
(GASSER, R.B. Molecular tools - advances, opportunities and prospects. Vet Parasitol,
2006). O estudo mais recente publicado pelo nosso grupo, avaliando o potencial
antigénico das proteinas recombinantes MUC-3, TES-26, CTL-4 e TES-32 por meio da

técnica de ELISA indireto e encontrou valores de sensibilidade entre 91.7% a 97.3% e
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especificidade de 94.0% a 97.9% utilizando IgG como anticorpo, ja quando utilizou IgG4
como anticorpo encontrou resultados de sensibilidade de 88.8% a 98.3% e
especificidade de 97.8% a 97.9%. Avaliando as moléculas rTES-26 e rCTL-4
combinadas os resultados foram ainda melhores, alcancando 100% de sensibilidade e
especificidade utilizando o anticorpo IgG4 (DA SILVA, M.B.; FERNANDES, A.M.S.; DA
SILVA, E.S.; URREGO, J.R.; SANTIAGO, L.F.; GARCES, L.F.S.; PORTELA, R.D;
PACHECO, L.G.C.; BRIZA, P.; FERREIRA, F.; PINHEIRO, C.S.; ALCANTARA-
NEVES, N.M. Proteomics and immunoblotting analyses reveal antigens that optimize
the immunodiagnosis of the infection by Toxocara spp. Transboundary and emerging
diseases, 2022).

[12] Como o parasito ndo consegue chegar a fase reprodutiva no ser humano, ovos
nao sao liberados pelas fezes e nao é possivel de ser encontrado em exames diretos,
como o parasitolégico, por exemplo. Alguns métodos utilizados para confirmacédo da
infeccdo sdo: a tomografia computadorizada, a analise histopatolégica e imuno-
histoquimica com anticorpos policlonais, porém as desvantagens dessas técnicas é
que além de ser um procedimento invasivo, cara e de dificil execucao, existe uma
dificuldade na identificagdo das larvas devido ao tamanho muito reduzido (FICA, A;
JERCIC, M.1.; NAVARRETE, C. Brain lesions associated with eosinophilia. A useful clue
for neurotoxocariasis. Report of one case. Rev Med Chil, 2021). Com isso, o diagnéstico
de toxocariase é feito principalmente através de métodos sorolégicos, em combinacao
com o quadro clinico (DE SAVIGNY, D.H.; TIZARD, I.R. Toxocara larva migrans: the
use of larval secretory antigens in haemagglutination and soluble antigen fluorescent
antibody tests. Trans R Soc Trop Med Hyg, 1977).

[13] Um dos testes soroldgicos utilizados é o Western Blot, que elimina a possibilidade
de um resultado falso-positivo, por se basear na identificagdo de um padréo de bandas
protéicas que permite diferenciar o parasito de outros helmintos. Este método mostra
uma diferenga significante, diminuindo a reatividade cruzada com outros helmintos e
aumentando a sensibilidade e especificidade do teste, no entanto € um método caro e
por isso ndo acessivel a todos (MACPHERSON, C. N. The epidemiology and public
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health importance of toxocariasis: a zoonosis of global importance. Int J Parasitol,
2013).

[14] O diagnostico de toxocariase é feita através de métodos sorologicos, como por
exemplo, o ensaio de imunoabsor¢cdo enzimética (ELISA), usando anticorpos
especificos contra antigenos produzidos por Toxocara spp., principalmente o anticorpo
IgG (imunoglobulina G) que é produzido pela indugéo do antigeno excretado/secretado
(TES) do nematdide, porém a existéncia da reatividade cruzada com anticorpos IgG
produzidos por outros helmintos dificultam a precisdo do teste (AMARAL, H.L.C,;
RASSIER, G.L.; PEPE, M.S. Presence of Toxocara canis eggs on the hair of dogs: a
risk factor for visceral larva migrans. Vet. Parasitol, 2010; SANDRA GUADALUPE, B.G;
MARIO NOE, M.G.; GUSTAVO ESTEBAN, P.A.; NORMA YVETT, G.B.; KARINA, C.S.;
ALMA LETICIA, C.Z.; ALAN EDUARDO, H.S.; JOSE GUADALUPE, H.L.; ALVARO,
P.M.; ALEJANDRO GABRIEL, G.G.; MARTHA, P.M. Detection of antigens and anti-
Toxocara canis antibodies in children with different asthma severities. Immun Inflamm
Dis, 2021). Essa reatividade cruzada afeta a sensibilidade e especificidade do teste,
prejudicando o diagndstico correto da infeccdo (GRUNTMEIR, J.M.; THOMPSON,
N.M.; LONG, M.T.; BLAGBURN, B.L.; WALDEN, H.D.S. Detection of heart worm
antigen without cross-reactivity to helminths and protozoa following heat treatment of

canine serum. Parasit Vectors, 2021).

[15] Outro anticorpo utilizado no diagndstico de infeccao por Toxocara spp., € o IgG4
(imunoglobulina G, subclasse 4) que é usado também no diagnostico de outras
parasitoses. O uso de anticorpos IgG4 para diagndstico de parasitoses vem sendo
discutido em alguns estudos com relagéo a sua capacidade de diagnosticar a infecgéo
em suas fases, por exemplo, alguns estudos demonstraram que a IgG4 € capaz de dar
um diagnostico mais efetivo se a infeccdo estiver em sua fase tardia ou cronica,
enquanto outros afirmam que o diagnéstico feito utilizando 1gG4 ndo permite um
diagnéstico preciso e que por muitas vezes € necessaria a utilizacdo de outro
diagnéstico utilizando 1gG para a confirmacao da infeccdo (LACHAUD, L. O.; CALAS,
M.C.; PICOT, S.; ALBABA, N.; BOURGEOIS, F. Pratlong Value of 2 IgG avidity
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commercial tests used alone or in association to date toxoplasmosis contamination
Diagn. Microbiol. Infect. Dis, 2009; NOORDIN, R.; SMITH, H.V.; MOHAMAD, S,
MAIZELS, R.M.; FONG, M.Y. Comparison of IgG-ELISA and IgG4-ELISA for Toxocara
serodiagnosis. Acta Trop, 2005)

[16] Embora o teste ELISA tenha trazido avancos no imunodiagndéstico da toxocariase,
0 uso de antigenos nativos, como por exemplo, antigenos excretados-secretados pela
larva do Toxocara spp., aumentam as chances de reatividade cruzada, principalmente
em populagbes poliparasitadas. Essa reatividade cruzada reatividade com outros
organismos parasitarios resulta em um aumento equivocado de sua sensibilidade e
uma diminuicédo da especificidade. Isto ocorre devido ao compartilhamento de epitopos
de ligacdo semelhantes entre as espécies de Toxocara spp. € outros helmintos, a
exemplo, Ascaris lumbricoides (NIEUWENHUIZEN, N.E.; LOPATA, A.L. Anisakis- a
food-borne parasite that triggers allergic host defences. Int J Parasitol, 2013).

[17] Para evitar a reatividade cruzada e assegurar a precisao do imunodiagndstico, €
necessaria a adsor¢cdo dos soros dos pacientes com extrato bruto de Ascaris
lumbricoides (ALCANTARA-NEVES, N.M.; SANTOS, A.B.; MENDONCA, L.R;
FIGUEIREDO, C.A.V.; CARVALHO, L.C.P. An improved method to obtain antigen-
excreting Toxocara canis. Experimental Parasitology, 2008). Isso diminui a ligacao dos
anticorpos anti-Toxocara spp. a regides de epitopos semelhantes as de outros
helmintos, aumentando assim a especificidade em &reas endémicas. Porém, a
obtencéo do antigeno do TES é bastante laboriosa, pois requer a obtencéo de vermes
para a extracdo dos ovos, cultivo dos mesmos a temperatura ambiente até o seu
embrionamento. ApOs esse processo, € necessario um periodo de aproximadamente
trés meses para a obtenc&o do produto excretado-secretado produzido pelas larvas de
T. canis. Além disso, é essencial obter vermes de Ascaris lumbricoides e alérgenos
ambientais para proceder a adsorcédo de anticorpos de outros parasitos no soro do
paciente a ser testado para o diagndstico de Toxocara spp.; todo o procedimento, até
a elaboragéo do ensaio, leva em torno de seis meses (NOORDIN, R.; HOLLAND, C.V,;
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SMITH, H.V. Diagnostic limitations and future trends in the serodiagnosis of human
toxocariasis. Toxocara: The Enigmatic Parasite, 2006).

[18] Tendo em vista todo esse conjunto de variaveis desfavoraveis para um
imunodiagnostico preciso da infeccdo por Toxocara spp., utilizando o antigeno
secretado-excretado da larva do Toxocara spp., a producao e utilizacao de proteinas
recombinantes produzidas a partir de antigenos larvares deste helminto tem
demonstrado resultados satisfatorios, tanto aumentando a especificidade e a
sensibilidade do imunodiagnoéstico quanto se tornando uma ferramenta mais barata de
producdo (GASSER, R.B. Molecular tools - advances, opportunities and prospects. Vet
Parasitol, 2006). Mohamad e colaboradores (2009) (MOHAMAD, S.; AZMI, N.C.;
NOORDIN, R. Development and evaluation of a sensitive and specific assay for
diagnosis of human toxocariasis by use of three recombinant antigens (TES-26, TES-
30USM, and TES-120). J Clin Microbiol, 2009), utilizando no imunodiagnédstico as
moléculas recombinantes TES-26, TES-30 e TES-120 encontrou especificidades de
80% a 93% e sensibilidades de 96.2%, 93.9% e 92.0%, respectivamente. Outros
estudos utilizando proteinas recombinantes: arginine kinase, cathepsin L-1, TES-30 e
TES-26 do Toxocara spp., demonstrou o potencial imunogénico dessas moléculas
obtendo resultados mais precisos no imunodiagndéstico da toxocariase humana, em
termos de sensibilidade antigeno-anticorpo (VARGHESE A, RAINA OK, CHANDRA D,
MIRDHA BR, KELAWALA NH, SOLANKI JB, KUMAR N, RAVINDRAN R, ARUN A,
RIALCH A, LALRINKIMA H, KELAWALA RN, SAMANTA S. 2017. Sero-detection of
Toxocara canis infection in human with T. canis recombinant arginine kinase, cathepsin
L-1 and TES-26 antigens. Acta Parasitol, 2017; OLAVE, A.M.; MESA, J.A.; BOTERO,
J.H.; PATINO, E.B.; GARCIA, G.M.; ALZATE, J.F. Production and evaluation of the
recombinant antigen TES-30 of Toxocara canis for the immunodiagnosis of

toxocariasis. Biomedica, 2016).

[19] O estudo mais recente publicado pelo nosso grupo, avaliando o potencial
imunogénico das proteinas recombinantes MUC-3, TES-26, CTL-4 e TES-32 encontrou
resultados ainda mais satisfatérios dos encontrados nos estudos anteriores citados
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acima. Da Silva e colaboradores (2022) (DA SILVA, M.B.; FERNANDES, A.M.S.; DA
SILVA, E.S.; URREGO, J.R.; SANTIAGO, L.F.; GARCES, L.F.S.; PORTELA, R.D;
PACHECO, L.G.C.; BRIZA, P.; FERREIRA, F.; PINHEIRO, C.S.; ALCANTARA-
NEVES, N.M. Proteomics and immunoblotting analyses reveal antigens that optimize
the immunodiagnosis of the infection by Toxocara spp. Transboundary and emerging
diseases, 2022), encontrou valores de sensibilidade entre 91.7% a 97.3% e
especificidade de 94.0% a 97.9% utilizando IgG como anticorpo, ja quando utilizou IgG4
como anticorpo encontrou resultados de sensibilidade de 88.8% a 98.3% e
especificidade de 97.8% a 97.9%. Avaliando as moléculas rTES-26 e rCTL-4
combinadas os resultados foram ainda melhores, alcangando 100% de sensibilidade e

especificidade utilizando o anticorpo 1gG4.

[20] Apesar de mais este avanco, a producdo dessas moléculas recombinantes
individualmente ainda € muito laboriosa e requer diversas padroniza¢6es para garantir
gue elas estejam presentes no ensaio em uma concentragao equimolar (1:1). Portanto,
propomos aqui, a producédo e utilizacdo de proteinas quiméricas que sejam baseadas
em epitopos de células B com potencial antigénico e que sejam capazes de alcancar
resultados em termos de sensibilidade, especificidade e acuracia no imunodiagndstico
da toxocariase que aprimorariam a técnica, diminuindo o tempo, a mao de obra e os
custos para a producdo de apenas uma Unica molécula que combinasse epitopos de
duas ou mais moléculas antigénicas, além disso, diminuindo os casos falso-positivos e
falso-negativos devido a reatividade cruzada com antigenos de outros helmintos
(SANTOS AB, ROCHA, G.M.; OLIVER, C.; FERRIANI, V.P.; LIMA, R.C.; PALMA, M.S ;
SALES, V.S.; AALBERSE, R.C.; CHAPMAN, M.D.; ARRUDA, L.K. Cross-reactive IgE
antibody responses totropomyosins from Ascaris lumbricoides and cockroach. J Allergy
Clin Immunol. 2008).

[21] Nenhum método atualmente disponivel para o diagndstico da toxocariase
apresenta todas as caracteristicas desejaveis de elevadas sensibilidade e
especificidade, facilidade de execucéo e baixo custo. Um teste ideal para diagnostico
sorologico para a toxocariase humana deveria ser focado no uso de antigenos que
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possam ser reativos com soros de todos os individuos soropositivos, independente da
sintomatologia clinica, mas que ndo devem ser reconhecidos por anticorpos de outros

parasitos, ainda que residentes em areas endémicas dos mesmos.

[22] Desta forma, a busca de proteinas recombinantes a serem utilizadas como
antigeno em testes diagnosticos mais especificos e sensiveis, faz-se necessario. Os
avancos tecnoldgicos tém levado a melhorias significativas no desenvolvimento de
novas ferramentas de diagnostico, sendo considerados Uteis para o diagndstico rapido
e preciso de doencas. A producdo de proteinas recombinantes isoladamente ainda é
dispendiosa e “time-consuming”. Com o0s novos avangos biotecnoldgicos e de
engenharia genética € possivel realizar a busca de regifes especificas de proteinas e
construir proteinas quimeéricas (hibridas), que consiste na montagem de uma Unica
molécula contendo as sequéncias mais relevantes dos antigenos nativos principais de
mais de uma proteina e que necessitam de menos tempo e de menos recurso para a
sua producao (SANTOS, F.L.; CELEDON, P.A.; ZANCHIN, N.I.; BRASIL, T.D.E.A;
FOTI, L.; SOUZA, W.V.; SILVA, E.D.; GOMES, Y.D.E.M, KRIEGER, M.A. Performance
Assessment of Four Chimeric Trypanosoma cruzi Antigens Basedon Antigen-Antibody
Detection for Diagnosis of Chronic Chagas Disease. PLoS One, 2016).

[23] Dentro das vantagens da producao de proteinas quiméricas estao: i) simplificacédo
da producdo da proteina recombinante ja que uma Unica molécula sera produzida; (ii)
uma unica molécula contém a informacao imunoldgica relevante de epitopos de mais
de uma proteina ou dominio; (iii) aumento do potencial antigénico; e (iv) possibilidade

de excluséo ou inclusdo de regifes conservadas.

[24] A presente invencédo refere-se ao melhoramento do método de imunodiagndstico
indireto (ELISA indireto) utilizando proteinas quiméricas recombinantes do Toxocara
canis que foram construidas a partir da selecéo in silico de epitopos de células B de
regides com maior antigenicidade das proteinas TES-26 e CTL-4 e seu uso no
diagnéstico rapido e eficaz de IgG e IgG4 contra Toxocara canis. Tanto em soros

adsorvidos quanto em soros ndo adsorvidos, a utilizagdo das moléculas recombinantes
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quiméricas (SHORT e FULL) nos forneceu resultados similares, satisfatérios e mais
robustos com baixos pontos de corte, altas sensibilidades e especificidades,
principalmente quando comparado ao resultado encontrado no estudo das moléculas
parentais citadas no item 19 deste documento. Sendo assim, propomos nesta proposta
a producdo e a utilizagdo de moléculas recombinantes antigénicas como uma
abordagem vidvel e promissora para o desenvolvimento de um ensaio melhorado para
toxocariase humana, o qual minimizaria problemas amplamente encontrados nos
testes atuais de imunodiagndéstico da toxocariase, como por exemplo, a reatividade

cruzada com antigenos de outros helmintos e a produ¢édo de um antigeno padronizado.

[25] Os detalhes da producdo das proteinas recombinantes quiméricas (rSHORT e

rFULL) estéo descritos a seguir neste documento:

[26] Dois genes quiméricos recombinantes foram construidos apdés a selecdo de
epitopos de células B a partir das proteinas TES-26 e CTL-4 do Toxocara spp. usando
a plataforma IEDB Analysis Resource Consensus Tool (https://www.iedb.org). As
sequéncias das proteinas TES-26 e CTL-4 foram obtidas de um estudo anterior
realizado por nosso grupo de pesquisa (DA SILVA, M.B.; FERNANDES, A.M.S.; DA
SILVA, E.S.; URREGO, J.R.; SANTIAGO, L.F.; GARCES, L.F.S.; PORTELA, R.D;
PACHECO, L.G.C.; BRIZA, P.; FERREIRA, F.; PINHEIRO, C.S.; ALCANTARA-
NEVES, N.M. Proteomics and immunoblotting analyses reveal antigens that optimize
the immunodiagnosis of the infection by Toxocara spp. Transboundary and emerging
diseases, 2022).

[27] Foram entdo realizadas jungbes de epitopos de células B com “score” de
antigenicidade diferentes para cada proteina. Para a proteina quimérica denominada
rSHORT foram utilizadas 4 sequéncias de epitopos da proteina TES-26 (Scores: 0.952.
0.952, 0.963 e 0.995) e 3 epitopos da proteina CTL-4 (Scores: 1, 1 e 0.969), enquanto
para a proteina rFULL foram utilizados todos os 7 epitopos encontrados para a proteina
TES-26 (Scores: 0.706, 0.824, 0.894, 0.952, 0.952, 0.963 e 0.995) e 7 epitopos para a
proteina CTL-4 (Scores: 0.749, 0.803, 0.879, 0.883, 0.969, 1 e 1).
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[28] Na construcdo génica, ligantes de peptideos EAAAK e KK foram inseridos para
permitir estabilidade, flexibilidade e garantir a imunorreatividade das moléculas. As
sequéncias escolhidas foram harmonizadas na GenScript (https://www.genscript.com)
e otimizadas no servidor Tsigner (https://tisigner.com) para melhorar o “score” de
expressdo em E. coli. O vetor pET-21a (+) foi o escolhido para clonagem das
sequéncias construidas. Esse vetor possui promotor T7 induzivel por IPTG, possui
resisténcia a ampicilina e His-tag N-terminal. Para fins de registro os resultados
referentes as construcdes rSHORT e rFULL seréo incluidos nessa patente. Portanto, a
partir disso, as sequéncias de nucleotideo e de aminoacidos da reivindicacdo 003, SEQ
ID N°.: 1 e SEQ ID N°.: 2 (SHORT) e SEQ ID N°.: 3 e SEQ ID n°.: 4 (FULL) foram

finalizadas.

[29] Para processo de transformacdo, expressao e purificacdo foram seguidos os

seguintes passos:

[30] (i) Os vetores de expressao contendo as sequéncias harmonizadas foram
transformados em Escherichia coli BL21 (DE3) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA),

incubadas em placas LB-agar (100 pug/mL ampicilina).

[31] (i) Uma dunica coldnia resistente foi selecionada para expressdo proteica,
realizada em 5 mL de meio Luria Bertani (LB) (100 pg/mL ampicilina). Neste teste piloto,
a inducdo da expressdo foi feita através da adicdo de 1 mM de Isopropil-b-
Dtiogalactopiranésido (IPTG) quando a OD600 alcancou um valor de 0,6. O periodo de

expressao foi de 4h, com 220 rpm a 37 °C.

[32] (iii) Em seguida, o sedimento bacteriano das culturas foi obtido por centrifugacdo
a 4000 g, 20 minutos, 4 °C e ressuspenso em 50 mM solucdo NaP, pH 9,0. Quatro
ciclos de congelamento/descongelamento foram utilizados para lisar as bactérias.
Posteriormente, o lisado foi homogeneizado durante 5 minutos, utilizando Ultra-Turrax
T25® (IKA, Staufen im Breisgau, Alemanha). Em seguida, incubou-se 0 mesmo com
DNase | (1:1000) por 2 horas, a 4 °C. A amostra foi entdo centrifugada a 13000 g

durante 20 min, a 4 °C e o sobrenadante recolhido
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[33] (iv) Partiu-se para a expressao em maior escala, em 1L de meio LB. Foram
utilizados os mesmos parametros de tempo e OD de indug&o que o teste piloto. Em
seguida, o sedimento bacteriano da cultura foi obtido por centrifugacdo a 7000 g, 20
minutos, 4 °C. A avaliacao da expressao dos antigenos recombinantes foi realizada em
SDS-PAGE a 12%. As duas proteinas quiméricas foram expressas nas mesmas
condicdes e metodologia das proteinas parentais (TES-26 e CTL-4), e migraram, sob
condicBes redutoras, com peso molecular de aproximadamente 17 kDa (rSHORT) e 38
kDa (rFULL).

[34] (v) A purificacdo das proteinas recombinantes foi realizada através de
cromatografia de afinidade automatizada, utilizando uma coluna His-Trap FF (GE
Healthcare, Chicago, IL, USA) no equipamento AKTA pure (GE healthcare). A coluna
foi previamente equilibrada com Tampé&o A (50mM NaP, pH 9,0) utilizando 10 vezes o
volume da coluna. Logo em seguida o sobrenadante contendo as proteinas foram
adicionadas. Apo6s a ligacdo da proteina na coluna, essa foi lavada com o mesmo
tampéo (10 vezes o volume da coluna). A eluicdo da proteina foi realizada utilizando
outro tampéao (50mM NaP, pH 9,0 contendo 500mM de Imidazol), até atingir 100% da
concentracdo desse tampdo. Foram coletadas fracdes de 1mL, e a analise do material
foi realizada através de gel SDS-PAGE 12% corado com Coomasie blue. As fracfes
contendo as proteinas recombinantes purificadas foram concentradas e dialisadas com
PBS. O conteudo proteico foi determinado através do método de Bradford (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Foram determinadas concentrac¢des finais de
662ug/mL (rSHORT) e 770 pg/mL (rFULL).

[35] A confirmacao das reatividades das proteinas purificadas foi realizada por meio
de Western blotting, utilizando anti-his diluido em PBS-tween 0,05% (1:4000). Apos 1h
de incubacéo, foi adicionado o anticorpo anti-lgG humano conjugado com peroxidase
(HRP) diluido em PBS 1X (1:4000) por 1 hora sob agitacéo, a reacédo foi revelada pela
adicdo do reagente quimiluminescente ECL Western Blotting Substrate
(ThermoScientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos da Ameérica), que
possibilitou a confirmacao da expresséo das proteinas rSHORT e rFULL.
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[36] Para avaliacao das reatividades das proteinas recombinantes foram realizados os

seguintes experimentos:

[37] Ensaio de DotBlot, foram utilizadas as proteinas recombinantes quiméricas
rSHORT e rFULL, além de uma combina¢&o equimolar das proteinas rTES-26 e rCTL-
4 como padrédo ouro para avaliacdo comparativa da reatividade das proteinas. Uma
concentracado de 4,5ug, diluida em PBS 1X, de cada proteina quimérica, inclusive a
mistura de antigenos, foi adicionada em uma membrana de nitrocelulose através de
um sistema de transferéncia por tanque (BioRad) e incubada por 1 hora a temperatura
ambiente. As membranas foram entdo bloqueadas em PBS 1X suplementado com 5%
de leite desnatado, durante 2 horas de incubacdo. Em seguida, soros previamente
testados como positivos (20 casos) e negativos (16 casos) pelo TES-ELISA foram
adicionados nas tiras e incubados por 2 horas sob agitacao. Depois, um anticorpo anti-
IgG humano conjugado a fosfatase alcalina, diluido em PBS 1X (1:4000) foi adicionado
e incubado por 1 hora sob agitacdo. A reacdo foi revelada usando o Sistema de
Substrato Liquido BCIP/NBT (Sigma—Aldrich. Saint Louis, MO, EUA) por 15 minutos de
incubacao no escuro. As membranas foram submetidas a uma série de lavagens entre
as etapas: cinco lavagens com PBS-tween 0,05% e uma lavagem adicional com PBS
1X.

[38] Ensaio de ELISA indireto, microplacas foram sensibilizadas com os antigenos:
TES-26 e rCTL-4 combinadas (1:1), rSHORT e rFULL diluidos em tampéo
carbonato/bicarbonato (Na2CO3 18 mM, NaHCO3 45 mM, pH 9,6) e incubadas
overnight a 4°C. Apdés esse periodo as placas foram lavadas com PBS-Tween 20 e
blogueadas por 1 hora em temperatura ambiente para evitar ligacdes inespecificas,
usando PBS-Tween contendo SFB a 10% (Soro Fetal Bovino). Posteriormente, as
placas foram lavadas 3 vezes com PBS-Tween 20e 1X com PBS 1X. Em seguida foi
acrescentado em cada pog¢o 100 yL de soro previamente adsorvido e ndo adsorvido
diluido com PBS/T (1:1000 para IgG e 1:50 para 1gG4) e incubados novamente por
uma hora em temperatura ambiente. Apés uma nova lavagem com PBS/T e PBS 1X,
foi adicionado 100 uL de anticorpo secundario, anti-lgG humano biotinilado (1:4000) ou
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anti-lgG4 biotinilado (1:500) (BD Pharmingen, San Diego, CA, EUA) diluido em
PBS/T/SFB 2,5% e as placas foram incubadas por uma hora em temperatura ambiente.
Em seguida, apés lavagens, foi acrescentado em cada pogo 100 uL Streptavidina
Peroxidase (BD Pharmingen, San Diego, CA, EUA) 1:500 diluida com PBS/T/SFB
2,5%. As placas ficaram incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente. Apds
esse periodo, foi adicionado a cada pogo 100 pL de cromoégeno TMB
(Tetrametilbenzidina). ApOs essa fase a reacdo enzimatica foi interrompida pela adicéo

de 25 pL de acido sulfurico 2N e as placas foram lidas com densidade 6ptica de 490nm.

[39] A invencdo poderda ser melhor compreendida também através da seguinte

descricédo detalhada, em consonancia com as figuras em anexo, onde:

[40] Figura 1. Apresenta o alinhamento das sequéncias génicas das proteinas
recombinantes rSHORT e rFULL otimizadas para expressdo protéica em organismo
procarioto (Codon usage), substituindo codons na sequéncia original do cDNA por
coédons mais utilizados pelo hospedeiro no qual foram realizadas as expressdes, sem

modificar as sequéncias protéicas.

[41] Figura 2. Representa a andlise tridimensional das estruturas terciarias das
proteinas quiméricas construidas. Imagem alcancada pelo software AlphaFold2
(https://alphafold2.ipynb). A) Estrutura representativa da proteina quimérica rSHORT.

B) Estrutura representativa da proteina quimérica rFULL.

[42] Figura 3. Figura 3A) rSHORT, SDS-PAGE 12% corado com Azul de Coomasie,
sendo que a expressao ocorreu por aproximadamente 4H apds inducéo por IPTG.
Painel A- (MK) Marcador de peso molecular, (1) Tempo OH de inducao. (2) Tempo 4H
de inducéo. (3) Purificagdo da proteina. (4) Proteina dialisada. Figura 3C) rFULL, SDS-
PAGE 12% corado com Azul de Coomasie, sendo que a expressao ocorreu por
aproximadamente 4H apoés inducédo por IPTG. Painel C - (MK) Marcador de peso
molecular, (1) Tempo OH de inducédo. (2) Tempo 4H de inducdo. (3) Purificacdo da
proteina. (4) Proteina dialisada. Figura 3B) Western blotting utilizando anti-His-tag para

confirmagédo da expressao da proteina recombinante rSHORT a ser testada no
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imunodiagnostico. MK- Padrdo de peso molecular. (1): rSHORT. Figura 3D) Western
blotting utilizando anti-His-tag para confirmacdo da expressdo da proteina
recombinante rFULL a ser testada no imunodiagnostico. MK- Padrdo de peso
molecular. (1): rFULL.

[43] Figura 4. Revela os resultados do Dot blot para a verificacdo de antigenicidade
das proteinas recombinantes utilizadas nesta presente inveng¢ao. As moléculas foram
testadas numa concentracao de 4,5ug/ml em20 soros positivos e 16 soros negativos
para o TES. ApoOs a realizacdo deste ensaio foi possivel observar nos soros positivos
que a proteina rSHORT foi similarmente reagente quando comparada com a
combinacgéo de proteinas (rTES-26 e rCTL-4) usadas como padrao ouro neste ensaio,
enquanto que a proteina rFULL mostrou-se menos reativa em todos os soros (Figura
4A, linha 1- TES-26+CTL-4. Linha 2- rSHORT. Linha 3- rFULL). Ja nos soros negativos
todas as proteinas tiveram pouca ou nenhuma reatividade (Figura 4B, linha 1- TES-
26+CTL-4. Linha 2- rSHORT. Linha 3- rFULL).

[44] Figura 5. Representa a analise da reatividade das proteinas recombinantes em
soros adsorvidos e nao adsorvidos. Imunoensaio (ELISA indireto) utilizando a
combinac¢éo equimolar das proteinas rTES-26 e rCTL-4 (Mix), rSHORT e rFULL para
deteccdo de niveis séricos de IgG e IgG4. Foram testados soros de individuos positivos
(N = 142) e negativos (N = 90) para a combinag&o equimolar das proteinas rTES-26 e
rCTL-4 (Mix), que nesta proposta foi usada como “Padrao Ouro”. Os graficos
relacionam o resultado de densidade Optica obtidos em cada ensaio. A linha horizontal
vermelha representa o ponto de corte exibido pelo “Padrao Ouro”. A linha preta quase
imperceptivel é referente a proteina rSHORT e a linha azul é referente a proteina
rFULL. Os resultados a esquerda séo referentes ao ponto de corte da proteina padrao
e o0s resultados a direita do grafico sdo correspondentes aos pontos de corte das
proteinas quiméricas. A e B — Sao referentes aos anticorpos IgG e IgG4 em soros

adsorvidos. C e D — S&o referentes aos anticorpos IgG e IgG4 em soros néo adsorvidos.
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[45] Figura 6. Representacdo grafica das curvas ROC construidas com base nas
concentracbes dos anticorpos (IgG e 1gG4) produzidos frente aos estimulos das
proteinas recombinantes quiméricas rSHORT e rFULL. A Linha de Referéncia €&
correspondente ao resultado das concentracfes de anticorpos produzidos pela
combinacdo das proteinas rTES-26 e rCTL-4 (Padrdo Ouro). Reatividades das
moléculas recombinantes que foram testadas individualmente em soros adsorvidos (A
e B) e em soros ndo adsorvidos (C e D) usando IgG e IgG4. Linha vermelha — referente
a proteina rSHORT. Linha azul — referente a proteina rFULL. As areas sob a curva

(AUC) foram determinadas com um valor de p < 0,001.

[46] Em soros adsorvidos a proteina rSHORT demonstrou AUC de 99% e 96% para
IgG e 1gG4 respectivamente. Ja em soros ndo adsorvidos esses valores foram 99% e
98% para IgG e 1gG4, respectivamente. JA em termos de sensibilidades em soros
adsorvidos os valores alcangados foram 98,6% para IgG e 96,5% para lgG4, enquanto
para 0s soros ndo adsorvidos esses valores foram 99,3% para IgG e 98.5% para IgG4.
As especificidades variaram entre 94,4% para IgG e 92,2% para IgG4 nos soros
adsorvidos. Nos soros ndo adsorvidos essa variagdo foi de 97.8% para 1gG e 97,7%
para IgG4. Ou seja, ndo apresentou diferenca significativa entre as reatividades das

proteinas entre soros adsorvidos ou ndao adsorvidos.

[47] A proteina rFULL foi menos reativa e em soros adsorvidos alcangou AUC de 92%
para IgG e IgG4. J& para soros nao adsorvidos esses valores foram AUC =89% para
IgG e 94% para IgG4. Os valores de sensibilidade da proteina rFULL foram 93,7% e
88% para IgG e IgG4 em soros adsorvidos e 89,4% para IgG e IgG4 em soros nao
adsorvidos. As especificidades foram em soros adsorvidos 86,7% e 87,8% para IgG e
IgG4, respectivamente. E em soros ndo adsorvidos foram 81,1% e 87,8% para IgG e

IgG4 respectivamente.

[48] Apés a realizacdo dos ensaios foi gerada uma tabela contendo os parametros

encontrados para cada proteina e anticorpo utilizado.
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[49] Tabela 1. Validacao dos parametros encontrados no imunoensaio (ELISA indireto)
desenvolvidos para identificagdo de anticorpos IgG e IgG4 especificos contra antigenos
recombinantes quiméricos do T. canis SHORT e FULL, utilizados de forma isolada,

levando-se em consideracao os resultados das amostras positivas e negativas.

[50] No que se refere ao ensaio imunoenzimatico (ELISA indireto), em soros
adsorvidos, os resultados demonstraram que quando usado IgG como anticorpo de
deteccdo e rSHORT e rFULL como antigenos, as sensibilidades foram 98,6% e 93,7%;
e especificidades de 94,4% e 86,7%, respectivamente. Para IgG4, foram observadas
sensibilidades de 96,5% e 88,0% para rSHORT e rFULL; e especificidades de 92,2% e
87,8%, respectivamente. A rSHORT exibiu valores preditivos aprimorados e indice
Kappa (k) para ambos IgG e IgG4 em comparacéo com a rFULL (VPP=96,55% e 95,14
%; VPN= 97,7% e 94,32%; indice k = 0,93 e 0,89 para IgG e IgG4, respectivamente),
enquanto a rFULL exibiu os seguintes resultados (VPP= 91,10% e 91,91 %; VPN=
89,53% e 82,29%; indice k = 0,79 e 0,74 para IgG e IgG4, respectivamente (Tabela 1).

[51] A avaliacdo da reatividade de soros n&o adsorvidos aos anticorpos IgG e IgG4
demonstrou sensibilidade e especificidade superiores em compara¢cdo com Soros
adsorvidos quando o antigeno utilizado foi o rSHORT. Observamos para rSHORT
sensibilidades de 99,3% para IgG e 98,5% para IgG4, juntamente com especificidades
de 97,8% para IgG e 97,7% para lgG4. Quando a rFULL foi utilizada, as sensibilidades
foram de 89,4% para ambos IgG e 1gG4, e as especificidades foram de 81,1% para IgG
e 87,8% para o anticorpo IgG4. A rSHORT exibiu valores preditivos aprimorados e
indice Kappa (k) para ambos IgG e IgG4 em compara¢édo com o rFULL (VPP= 98,6%
e 98,3%; VPN= 98,8% e 97,7%; indice k= 0,97 e 0,96, IgG e IgG4, respectivamente),
enquanto a rFULL exibiu os seguintes resultados (VPP= 88,19% e 92,09 %; VPN=
82,95% e 84,95%; indice k = 0,70 e 0,77 para IgG e IgG4, respectivamente (Tabela 1).
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[001]

[002]

[003]

[004]

REIVINDICACOES

PROTEINAS QUIMERICAS RECOMBINANTES caracterizadas por proteinas
recombinantes construidas a partir da incluséo in silico de regides especificas de
epitopos de células B de proteinas pertencente aos helmintos Toxocara spp., as
guais exibem potencial antigénico similar ao potencial exibido pelas moléculas
parentais, com intuito de utiliza-las no imunodiagndéstico da toxocariase humana.
PROTEINAS QUIMERICAS RECOMBINANTES de acordo com a
reivindicacdo 001, caracterizadas por sequéncias de aminodcidos de
provaveis epitopos de células B pertencentes as proteinas TES-26 e CTL-4,
presentes no excretado-secretado do Toxocara spp., com capacidade antigénica.
PROTEINAS QUIMERICAS RECOMBINANTES de acordo com as
reivindicacdes 001 e 002, caracterizadas por sequéncias de aminoacidos que
abrangem a juncdo de regifes de epitopos de células B com maior score de
antigenicidade in silico e que sdo similarmente sensiveis e especificas, em
comparacao as proteinas parentais que as originaram, cujas sequéncias de
nucleotideos e de aminoacidos estédo representadas respectivamente nas SEQ
IDN°.:1e SEQ ID N°.: 2 (SHORT) e SEQ ID N°.: 3 e SEQ ID n°.: 4 (FULL).

PROCESSO DE PRODUGAO DAS PROTEINAS QUIMERICAS
RECOMBINANTES de acordo com reivindicacfes 001 a 003, caracterizado

por compreender as seguintes etapas:

a. Revisao da literatura e selecdo dos epitopos de células B ja descritos;

Busca dos scores de antigenicidade desses epitopos de células B das proteinas
TES-26 e CTL-4 através do IEDB analysis resource Consensus tool;

Montagem in silico das proteinas quiméricas (rSHORT e rFULL) a partir das
sequéncias de aminoacidos das provaveis regides de epitopos de células B das
proteinas TES-26 e CTL-4;

. Modelagem da estrutura tridimensional de uma proteina quimérica no Alphafold

software;
Sintese quimica das sequéncias génicas codificadoras e clonagem em vetor

plasmidiano de expressao.
106



[005]

[006]

SEQUENCIAS CODIFICADORAS DAS PROTEINAS QUIMERICAS
RECOMBINANTES de acordo com reivindicagcdes 004 a 005, caracterizadas
pela existéncia de regides especificas em relacdo as sequéncias codificadoras
das proteinas parentais, assim como contendo residuos de lisinas (KK) e linkers
(EAAAK) derivadas de processos de otimizagdo e/ou harmonizacdo de codons

com objetivo de aperfeicoar a expressao heteréloga das mesmas.

METODO PARA IMUNODIAGNOSTICO DA TOXOCARIASE HUMANA,
caracterizado por utlizar as proteinas recombinantes rSHORT, rFULL, e
compreender as seguintes etapas:

Producdo e purificacdo das proteinas recombinantes rSHORT e rFULL por
superexpressao de forma heteréloga, utilizando as sequéncias das proteinas
recombinantes rSHORT e rFULL;

11} ”

. Adsorcédo das proteinas obtidas em “a” em um suporte ou carreador, sendo

preferencialmente em placa de microtitulagdo de fundo chato e alta ligagéo,
preferencialmente de 96 pocos, com 100 a 200 uL por poc¢o da concentracdo de
0,5 a 5 pg/mL de cada proteina, sendo preferencialmente 5 pg/mL de cada
proteina, em pH 8,6 a 10,6;

Incubacéo do suporte ou carreador obtido em “b”, a uma temperatura entre 2 a
8°C, por 12 a 22 horas;

. Lavagem do suporte ou carreador obtido em “c”, de 1 a 4 vezes com solugao

tamponada PBS-Tween 0,5% pH 7,0 a 8,0 (PBST);

. Bloqueio do suporte ou carreador obtido em “d”, com 100 a 250 uL por poco de

PBST adicionado de soro fetal bovino a 5%, e incubac¢éo por 30 a 90 min a uma
temperatura entre 30 e 40°C, preferencialmente em camara Umida,

Lavagem do suporte obtido em “e” com PBST por 1 a 4 vezes;

Exposicéo do suporte obtido em “f” aos soros a serem testados, adicionando 80 a
150 pL de soro diluido em PBST 1:100 a 1:1000, sendo preferencialmente 1:50
(IgG4) e 1:1000 (lgG), preferencialmente adicionado de soro fetal bovino a 0,5-

1,0%:
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h.

[007]

[008]

Adicdo de 50 a 150 pL de um anticorpo secundario, preferencialmente anti-lgG
humano biotinilado, ou uma proteina que esteja conjugada a uma enzima ou a um
marcador e que se ligue aos anticorpos anti-rSHORT e anti-rFULL eventualmente
presentes nos soros da etapa “g”, utilizando a diluicdo do conjugado entre 1:500
e 1: 4.000, sendo preferencialmente 1:4.000 para IgG e 1:500 para IgG4;
Incubagao do suporte obtido em “h” por 40 a 90 minutos a uma temperatura na
faixa de 30 a 45°C, preferencialmente em camara umida;

Lavagem do suporte obtido em “i” com PBST, por 1 a 6 vezes;

Detecgdo dos anticorpos no suporte obtido na etapa “” utilizando reagentes
capazes de detectar a enzima ou os marcadores citados na etapa “h”.

METODO PARA IMUNODIAGNOSTICO DA TOXOCARIASE HUMANA, de
acordo com a reivindicagao 006, etapa “h”, caracterizado pela enzima ser
selecionada do grupo compreendendo acetilcolinesterase, lactato
dehidrogenase, [-galactosidase, glicose oxidase, fosfatase alcalina e,
preferencialmente, peroxidase; e o marcador ser selecionado do grupo
compreendendo enzimas, radioisétopos, biotina, cromoéforos, fluoréforos e
guimioluminescentes.

METODO PARA IMUNODIAGNOSTICO DA TOXOCARIASE HUMANA, de
acordo com a reivindicagao 006, etapa “k”, caracterizado pela deteccéo ser
realizada utilizando reagentes selecionados do grupo compreendendo substratos
cromoégenos que sao reconhecidos por alguma das enzimas ou algum dos
marcadores da etapa “h”, preferencialmente o cromégeno 3,3'5,5'-
Tetramethylbenzidine (TMB) ou o-phenylenediaminedihydrochloride (OPD),
através das seguintes etapas:

Lavagem do suporte com PBS-Tween 0,5% pH 7,0 a 8,0 por 1 a 6 vezes;

. Colocacdao do substrato, preferencialmente o 3,3',5,5-Tetramethylbenzidine

(TMB) ou o-phenylenediaminedihydrochloride (OPD);

c. Bloqueio da reacao, preferencialmente com acido cloridrico a 2N;

. Avaliagdo do resultado, preferencialmente por leitura em espectrofotdmetro, em

comprimento de onda preferencial de 450 a 500 nm.
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[009]

[010]

[011]

[012]

KIT PARA IMUNODIAGNOSTICO DA TOXOCARIASE HUMANA,
caracterizado por compreender:

Um suporte solido ou um carreador contendo as proteinas recombinantes
rSHORT e rFULL isoladas;

Um anticorpo secundario ou uma proteina conjugada a uma enzima ou a um
marcador;

Um reagente para detectar a enzima ou o marcador.

KIT PARA IMUNODIAGNOSTICO DA TOXOCARIASE HUMANA, de acordo
com a reivindicagao 009, item “a”, caracterizado pelo suporte solido ser
selecionado do grupo de materiais compreendendo nitrocelulose, nylon, latex,
polipropileno e/ou poliestireno; podendo o0 suporte sdlido consistir,
preferencialmente, em placas de microtitulacdo de 96 pocos, tubos, esferas ou
papéis de nitrocelulose e/ou nylon. O carreador pode ser particulas de ouro ou
silica funcionalizadas com 3-aminopropilo.

KIT PARA IMUNODIAGNOSTICO DA TOXOCARIASE HUMANA, de acordo
com a reivindicagao 009, item “b”, caracterizado pela enzima ser selecionada
do grupo compreendendo acetilcolinesterase, lactato dehidrogenase, -
galactosidase, glicose oxidase, fosfatase alcalina e, preferencialmente,
peroxidase; e o marcador ser selecionado do grupo compreendendo enzimas,
radioisotopos, biotina, croméforos, fluoréforos e quimioluminescentes.

KIT PARA IMUNODIAGNOSTICO DA TOXOCARIASE HUMANA, de acordo
com a reivindicagao 009, item “c”, caracterizado pelos reagentes serem
selecionados do grupo compreendendo substratos cromdgenos que Sao
reconhecidos por alguma das enzimas ou algum dos marcadores da
reivindicagao 6, preferencialmente o 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB) ou o-
phenylenediaminedihydrochloride (OPD).

109



FIGURAS

A)

B)

FIGURA 1

SEQUENCIAS CODIFICADORAS DAS MOLECULAS RECOMBINANTES

rSHORT

ATGCAAGGTCAACAATGTGCAGATACCGCCCAAGGTTGCCAGGCTGGUCCCTCAATGCTTTIGTGCCGGCGAAGA
AGGGTAACACCTTGACCCTGGACCAGCAGGCGGGTGATGCACCGGCGATTACCTGGGATGTTCAGGCGAAAAA
GATGATGGGTCCGGAGTTCACCCCGGCGGGCATGCCGCAAAACACCTTGAATCTCCACTGGCTGAAAAAGAAG
GCGGGCGGTCGCACCCTGGCAGACTACCAGCGTGCAGTTCCGCCACCGAACGCCGGCCTGCAGCCGGAGGCA
GCGGCGAAAGCCCCAGCTCCGCAACCGGTGACCACTACGACTGCCGCTGCGACCACCACCACCAGCGCACGTG
GTAAAAAGAACGGTATGTGCCAACCGAACAACGCGGGCTGCAATCCGCCGTGTGUGGCTAATCAGGTCIGTIGT
TAAAAAACCGGCGCCGATCCCGCCACCGGCGCAGTCCACCACGACGGCACCGGCTACCACGCGTGCCCCGCCG
TAA

rFULL

ATGCAGGGACAACAATGCGCCGATACCGCTCAAGGTTGCCAAGCAGGTCCGCAATGTTITCGTGCCGGCGAAGA
AGACCTGCCGCCAAACGTGTAAAACGTGCGATTGCCAAGATTACGCGAGCAACTGCGCGGCGTTTGCTAAGAA
AGTGACCTGCGGCTTCTGTAGCGGTTGTGAGTTCCACGCAAACGGTATTGTTCCGCGTTITTATGCAGAAAAAGG
GTAACACCTTGACGCTGGACCAGCAGGCGGGTGATGCGCCGGCGATTACCTGGGACGTGCAGGCTAAAAAGAT
GATGGGCCCTGAGTTCACCCCGGCGGGUCATGCCGCAGAATACCTTGAATCTGCATTGGCTGAAAAAAAAAGCG
GGCGGCCGTACCCTCGCGGACTACCAGCGCGCAGTGCCGCCACCAAATGCCGGCTTACAGCCGAAAAAGGGCA
ACGTGGCCGACCAAATGTTCGGCGATCGTACCAATTTITTCCGCGACCACCTTTGCGTCCACGGAGGCAGCTGC
GAAGTGCGTTCCGGACAACATGGGTITGCCCGATGCCGTGCCAAGCCGGTCAAGTATGCGTICCCGCCGAACAAA
AAGGCCCCCGCGCCACAGCCGGTGACAACTACCACGGOCGGOGGCTACGACCACTACCTICTGCGOCGTGGTAAGA
AGAACGGTATGTGCCAACCCAACAACGCAGGCTGCAACCCGCCGTGCGCAGCTAATCAGGTCTGTGTGAAAAA
GCCGGCTCCGATCCCGCCGCCTGCCCAAAGCACCACTACCGCACCGGCGACTACCAGAGCTCCGCCGAAAAAG
TTCAATCAGGCGAGCGATTGGTGTACCCAGACCAACAGCCGCCCAGTTIGGTITGATCAATCTAACAAGAAACA
GTGGGTTTGGACCAACGGCTICGCCGCTGATCTITAGCAATTGGCGTGGTITCCGAACCGGACGGCAAAAAAGGT
GGTAACGTTACCTGCGCCCTGGTTAATTATGCGAACCCGTTCGGTCAGTGGGACGACGCGGGCTAA

FIGURA 2
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FIGURA 3
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TABELA

TABELA 1

Proteinas recombinantes/Soros Proteinas recombinantes/Soros nao

adsorvidos adsorvidos
Parametros rSHORT rEULL rSHORT rFULL
IgG Total IgG4 IgG Total IgG4 IgG Total IgG4 Total IgG IgG4
Total de Amostras 232
Controle Positivo 142
Controle Negativo 90
Verdadeiramente 140 137 133 125 141 140 127 128
positivos
Verdadeiramente 85 83 77 79 88 88 73 79
negativos
Falsos negativos 2 5 9 17 1 2 15 14
Falsos positivos 5 7 13 11 2 2 17 11
Ponto de corte 0.253 0.237 0.199 0.201 0.259 0.243 0.187 0.210
Sensibilidade (%) 98.6% 96.5% 93.7% 88.0% 99.3% 98.5% 89.4% 89.4%
Especificidade (%) 94.4% 92.2% 86.7% 87.8% 97.8% 97.7% 81.1% 87.8%
Acuracia (%) 96.98%  94.83% 90.52% 87.93% 98.71% 98.28% 86.21% 89.22%
VPP (%) 96.55% 95.14% 91.10% 91.91% 98.60% 98.59% 88.19% 92.09%
VPN (%) 97.70%  94.32% 89.53% 82.29% 98.88% 97.78% 82.95% 84.95%
Kappa (K) 0.93 0.89 0.79 0.74 0.97 0.96 0.70 0.77
* Acuracia foi calculada pela proporc¢éo de resultados corretos, por exemplo, o total de verdadeiramente

positivos somado ao total de resultados verdadeiramente negativos.

** O nivel de concordancia entre os resultados de cada ELISA e os resultados de ELISA usando a combinacéo de
proteinas (rTES-26 e rCTL-4) foi determinado usando o indice de Kappa (K).
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8. CONCLUSAO

Neste estudo utilizamos uma abordagem associativa entre positividade ao
anticorpo IgG contra antigenos presentes no excretado-secretado larval do Toxocara
spp. para identificar provaveis rotas de susceptibilidade para a infeccéo do ser humano
por este nematoide utilizando variaveis sociodemograficas aos quais estes individuos
estdo condicionados ao longo de 8 anos (2005 — 2013). Identificamos que a presenca
de gato e cao no domicilio e o aumento da idade foram fatores contribuintes para a
aquisicao desta infec¢cdo, enquanto que o maior nivel de informacéo acrescido pelo
aumento da escolaridade materna e melhores condi¢cdes de pavimentacdo nas ruas
foram identificados como fatores de protecdo contra esta infeccdo. Embora nédo tenha
sido identificada na analise estatistica associativa que o aumento do salario seja um
fator de protecdo contra esta infec¢do, nota-se que no grupo que apresentou maior
nivel salarial houve uma reducéo da infeccdo o que pode estar atrelado ao maior nivel
de acesso a informacdo, melhores habitos de higiene e conscientizacdo sobre

vermifugacdo dos animais.

Outro importante objetivo alcancado foi a construcdo, producéo e testagem de
proteinas quiméricas produzidas a partir de proteinas parentais denominadas TES-26
e CTL-4, anteriormente testadas por nosso grupo. Estas proteinas parentais testadas
em combinacdo, apresentaram 100% de sensibilidade e especificidade no
imunodiagnostico da toxocariase, porém a producdo destas moléculas individualmente
encarece e requer um maior tempo de produgao, o que comercialmente torna este
produto antigénico menos atrativo.
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As proteinas quiméricas produzidas e testadas neste trabalho (rSHORT e
rFULL), apresentaram valores similares aos parametros encontrados utilizando as
moléculas parentais podendo ser utilizadas como uma alternativa ao uso de por
exemplo, o antigeno excretado-secretado da larva do Toxocara spp., clinicamente e
comercialmente utilizado. Embora a proteina rFULL também tenha apresentado
resultados satisfatorios, ela apresentou um maior nimero de casos falsos-negativos e
falsos-positivos quando comparada a proteina rSHORT, sendo esta ultima melhor em
termos de sensibilidade, especificidade e acuracia, tornando-a uma excelente

candidata para ser usada como antigeno no imunodiagndstico da toxocariase.

Por fim, além de identificar provaveis fatores de riscos associados a infec¢éo por
Toxocara spp., visando elucidar maneiras preventivas contra esta infeccdo, este
trabalho ainda produziu moléculas quiméricas capazes de gerar alternativas ao
imunodiagndstico atual da toxocariase, como por exemplo, pretende-se criar um teste
rapido de fluxo lateral para o diagndstico desta infeccdo que seja mais preciso, mais

rapido, com menor custo de producdo e maior acessibilidade para a populacao.
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