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Resumen

La toxocariasis es una zoonosis causada por Toxocara canis o0 Toxocara cati. Estos son
parasitos helmintos que afectan a perros y gatos. Esta enfermedad es mayormente
prevalente en paises en desarrollo, pero también ha sido reportada como la parasitosis
mas comun de Estados Unidos.

Los més afectados por esta enfermedad son los nifios, por estar mas expuestos al
contacto con tierra o arena contaminada durante el juego.

El Uruguay presenta una prevalencia alta, e incluso sus niveles han llegado a ser
alarmantes, en sectores vulnerables de la poblacion. La falta de higiene publica, y la
dificultad en el diagnoéstico de la toxocariasis, hacen de esta una enfermedad dificil de
erradicar. Es una enfermedad de dificil diagnéstico dado que los signos y sintomas que
presentan no son especificos de la misma.

El diagndstico de la toxocariasis se basa en un conjunto de datos clinicos y datos de
laboratorio. El test de eleccién para el diagnéstico es el ELISA, habiéndose
desarrollados varios diferentes a lo largo de la historia. Estos test suelen usar antigenos
crudos de excrecion secrecion. A pesar de la busqueda de mejora la especificidad y
sensibilidad del test, aln no se ha podido desarrollar uno que sea capaz de eliminar las
reacciones cruzadas con otras parasitosis, siendo esto de gran importancia en zonas
donde el poli parasitismo es endémico. La produccion de test de ELISA donde se
utilizan como antigenos proteinas de Excrecion-secrecion de T. canis obtenidas de
forma recombinante han disminuido las reacciones cruzadas con otros paréasitos,
haciendo que la utilizacion de estas en el desarrollo de un futuros test sea prometedora.
En esta tesis nos propusimos contribuir al diagnostico de la Toxocariasis en el pais
disefiando herramientas inmunolégicas y moleculares.

Se decidid realizar un test de ELISA basado en dos proteinas que se encuentran en los
productos de excrecion- secrecidn de T. canis. Las proteinas elegidas fueran TES-26 y
TES-120.

Estas fueron producidas en forma recombinante en Escherichia coli y purificadas por
cromatografia de afinidad. La reaccion serologica se evalu6 mediante inmunoblot y
ELISA. Tiendo en cuenta que no existe una prueba de referencia se observo el
comportamiento de los antigenos en comparacion con la prueba de rutina para el
inmunodiagnastico de la toxocariasis.

En cuanto a la elaboracion de técnicas moleculares se disefiaron cebadores especificos
de genes usados habitualmente para deteccion de T. canis en suelo. Estos cebadores
fueron usados para realizar PCR sobre moldes de ADN gendmico obtenido a partir de
sueros de pacientes.

Las dos proteinas se produjeron con un rendimiento de 3.3mg/L de medio de cultivo
para TES-26 y 2.4mg/L de medio de cultivo para TES-120.

Se analizaron 16 de sueros facilitados por el Dpto. de Parasitologia, Instituto de
Higiene, Facultad de Medicina, por inmunoblot, ELISA con proteinas recombinantes y
ELISA comercial.
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En comparacion con el ELISA comercial, nuestras proteinas mostraron un mayor
namero de positivos. Los resultados revelan que es posible el uso de estas proteinas
recombinantes para el diagnéstico tanto por ELISA como por inmunoblot.

En cuanto al PCR en dos de los sueros de pacientes analizados se obtuvo amplificacion
de banda del tamafio esperado, con dos diferentes pares de cebadores, uno de ellos
amplifica parte del ITS-2 de T. canis y el otro un fragmento del gen para la proteina
COX1.

Los resultados son alentadores aunque necesitamos un mayor nimero de muestras de
pacientes, para realizar un buen tratamiento estadistico. También seria bueno que los
sueros fueran frescos y contar con pacientes diagnosticados con otras parasitosis. Este
material seria necesario no solo para el inmunodiagnostico sino también para las
técnicas moleculares. Un mayor numero de muestras nos permitiria determinar la
sensibilidad y la especificidad de estos test.
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Introduccion

El parasito: Toxocara canis.

Toxocara canis es un geohelminto que pertenece al filo nematodo, presenta dimorfismo
sexual, donde la hembra (6 a 18 cm) se diferencia del macho (4 a 10 cm) por ser mas
larga (Glickman & Schantz, 1981). Las larvas miden 0,4 um de largo y 0,015 a 0,021
um de diametro, en el medio externo (suelo) siempre se encuentra en el interior del
huevo (Rodriguez & Ripoll, 2006). Sus hospedadores definitivos son el perro y otros
canidos, en los que el nematode adulto vive en el intestino delgado. Los huevos del
parésito son eliminados a través de las heces del perro, estos huevos fecundados
necesitan de una incubacién en el suelo de unos 10 a 15 dias, en los que ocurre la
embriogénesis, por esto se denominan geohelminto (Figura 1). Solo después de la
incubacion en el suelo es que los huevos son infectivos, a su vez estos son capaces en
las condiciones ambientales adecuadas de permanecer viables desde meses hasta afios.
Las hembras son capaces de producir 200.000 huevos por dia, y en el intestino del perro
puede haber de una a cientos de hembras, lo que permite la generacion de millones de
huevos por dia. Los perros no solo se pueden infectar mediante la ingesta de huevo
directamente, sino también por la ingesta de larvas alojadas en tejidos de hospederos
intermediarios, mediante pasaje de la madre al cachorro, o por la ingesta de larvas
maduras en el vomito o heces de otros perros (Glickman & Schantz, 1981).

Hospedero definitivo
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Figura 1: Ciclo de vida Toxocara canis. Adaptado de Nicoletti 2013
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El ciclo de vida del parasito comienza una vez ingerido el huevo embrionado por el
perro, este eclosiona liberando la larva L2 (Figura 2), la cual penetra la pared del
duodeno. Esta larva pasa a la circulacion (pasando al estadio L3) y llega hasta el higado
dentro de las primeras 24 hs, migra a través del sistema porta hasta el corazén y desde
alli al pulmon. En el pulmon pasa al siguiente estadio (L4). Y pasan a través de los
bronquiolos a la luz de los pulmones, suben hasta la faringe, donde mediante estornudo
0 tos provocada, es nuevamente ingerida. Alojandose en el intestino del perro, donde
maduran al estadio adulto (L5) y comienzan a liberar los huevos unas 4 a 5 semanas
post infeccion.

La edad del hospedero determina la proporcién de larvas que migran hacia la traquea o
las que realizan una migracioén somética. En los cachorros de hasta 3 meses la mayoria
de las larvas realizan el ciclo antes descripto. En el caso de los de més de 3 meses este
ciclo es menos frecuente y mas alla de los 6 meses ya no se da. En el perro adulto la
larva en el estadio L2 hace migracién somatica que puede llevar a que se aloje en
diferentes organos (higado, corazon, pulmones, cerebro, etc.) en los que se enquista. En
las hembras, se puede alojar en las glandulas mamarias donde pasa a los cachorros a
través de la leche, sobre todo en las primeras 3 semanas de lactancia, en los que en lugar
de hacer una migracion somaética, se aloja directamente en el intestino, madura y
comienza a liberar huevos. También es posible la infeccion trasplacentaria de hembras
infectadas a los cachorros en desarrollo. Esta suele darse después del dia 42 de
gestacion, y se atribuye a cambios hormonales. Las larvas se alojan en el higado del
feto, hasta que este nace y pasa al pulmon hasta llegar al intestino delgado. La
liberacion de huevos comienza a las 4 semanas de vida del cachorro (Glickman &
Schantz, 1981).

Figura 2: Diferentes etapas de la eclosion de la larva. Tomado de Nicoletti 2013.

Los huevos embrionados pueden infectar a una gran variedad de mamiferos no canidos,
entre ellos roedores que sirven como hospederos intermediarios, donde las larvas
quedan estacionadas en el estadio L2 y una vez el perro ingiera el roedor es infectado
por T. canis. Dentro de los mamiferos en los que la larva se puede desarrollar se
encuentra el humano, el cual es un hospedador inadecuado, es decir las larvas no son
capaces de completar su ciclo en este tipo de hospedero. Luego de la ingesta del huevo
embrionado, la larva se libera y penetra la pared del intestino, entrando a la circulacion
donde es libre para migrar por todos los tejidos, como se representa en la Figura 3. La
larva juvenil falla en su desarrollo hacia adulto, quedando en estado de pausa en su
desarrollo, y puede permanecer migrando a través del cuerpo desde meses hasta afios
(Despommier, 2003). Si el parésito es alcanzado por la respuesta inmune del humano
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este se puede ver confinado a un tejido en particular, en el cual puede sobrevivir de
forma latente sin causar sintomas, o puede ser eliminado por la respuesta inmune del
hospedero. Por otra parte la sola presencia del parasito en el tejido, cuando la respuesta
inmune es fuerte es el causante de las manifestaciones clinicas de esta enfermedad
(Roldan, Espinoza, Huapaya, & Jimenez, 2010). Una vez el diametro de la larva supera
el diametro de los vasos sanguineos esta se aloja en el tejido que la rodea, siendo mas
comun encontrarla en higado, pulmones, corazén y cerebro. La migracion de la larva
produce hemorragia, necrosis e inflamacion (Glickman & Schantz, 1981).

2
, \\(S( ) Los animales ingieren huevos
- LS embrionados, adquieren adultos.

Adultosviven en el | A A Los huevos son depositados en las
intestino delgado de I/ =&l heces y embrionan en el suelo

perros y gatos H ¢ @

2]

=/ Higado AC DY
; = _———— Los huevos : /
Qjo T{

b AN  Lemesed
torrente sanguineo ),»'V’ pared o

Figura 3: Infeccion del humano con huevos de T. canis y T. cati. Modificado de Despommier 2003.

La enfermedad toxocariasis:

Es una zoonosis causada por Toxocara canis 0 Toxocara cati. Estos son parasitos
helmintos que afectan a perros y gatos respectivamente. Esta enfermedad es
mayormente prevalente en paises en desarrollo, pero también ha sido reportada como la
parasitosis mas comun de Estados Unidos, esta catalogada como una de las 5
enfermedades mas importantes desatendidas por el CDC. Los més afectados por esta
parasitosis son los nifios, por estar mas expuestos al contacto con tierra o arena
contaminada durante el juego (Hotez & Wilkins, 2009). La transmision de esta
enfermedad se da frecuentemente, mediante la ingesta del huevo embrionado ya sea
directamente del suelo, o en frutas, verduras y aguas contaminadas. Se ha descripto que
otra forma de adquirir la enfermedad es mediante la ingesta de carnes crudas de
hospederos como pollo y ganado, lo que implicaria que la larva enquistada en los tejidos
es capaz de activarse en el proceso de digestion y penetrar el intestino (Magnaval,
Glickman, Dorchies, & Morassin, 2001).
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En América Latina se han reportado tasas que van desde el 2,5 al 63,2% de prevalencia
(Olave AM, Mesa JA, Botero JH, Patifio EB, Garcia GM, 2016). Uruguay presenta una
alta prevalencia de esta enfermedad, llegando a ser segun informes de zoonosis un 50%
de los casos de parasitosis infantiles en Montevideo (Zoonosis, s. f.), desarrollandose
mayormente en sectores vulnerables de la poblacion. Como se mencioné anteriormente
una sola hembra es capaz de depositar miles de huevos por dia, esto se refleja en que el
suelo sea el reservorio de mayor importancia de Toxocara spp. La falta de higiene
publica y la dificultad en el diagndstico de la toxocariasis, hacen de esta una
enfermedad dificil de erradicar.

Segun la localizacién de la larva esta puede generar diferentes sintomas. La mayoria de
estos se confunden con otras enfermedades, haciendo necesario el desarrollo de un
diagnéstico diferencial (Archelli & Kozubsky, 2008). La enfermedad presenta tres
fases, la aguda, latente y cronica. La fase aguda ocurre inmediatamente después de la
ingesta del huevo. La fase latente ocurre cuando el parasito queda confinado a un tejido
en particular y es capaz de evadir la respuesta inmune, sin generar sintomas en el
hospedador. La fase crénica ocurre como consecuencia de los dafios ocasionados en el
tejido por la respuesta inflamatoria (Roldan et al., 2010). Se definen cuatro formas de
presentacion para la toxocariasis:

A) Sintomaética [larva migrante visceral (VLM) o incompleta]

B) Compartimentalizada [larva migrante ocular (OLM) o larva migrante del sistema
nervioso]

C) Covert o toxocariasis comun (es una forma con sintomas que no son caracteristicos
de la toxocariasis, como ser asma, bronquitis, etc.)

D) Asintomatica

De las diferentes forma de presentacion, la asintomatica aparece en la bibliografia como
la forma méas prevalente en muchos pacientes a los que se les realiz6 un inmuno-
diagnéstico (Paludo et al., 2007).

Figura 4: Fotografia de fondo de ojos. A- Ojo sano, B- Presentacién clinica de toxocariasis ocular, con lesién
en la retina y vitreo.

La VLM se desarrolla en nifios de 1 a 7 afios y es caracterizada por la presencia de
eosinofilia, leucocitosis, fiebre, entre otros sintomas ligados al érgano donde este migra.




Hacia la elaboracion de un test de diagndstico para la deteccion de Toxocariasis
en humanos

Cuando se aloja en el higado se reportan sintomas como hepatitis, hepatomegalia y
pruebas hepaticas levemente alteradas, la respuesta inflamatoria del higado dependera
de la cantidad de larvas que sean ingeridas (Roldan etal., 2010). En la localizacién
pulmonar se puede tener sintomas como asma, bronquitis, tos, neumonitis, obstruccion
bronquial. Si bien los sintomas graves no son frecuentes se han descripto casos de
neumonitis con derrames, también se reporta la vinculacion entre asma y toxocariasis.
En algunos estudios se ha visto que nifios con problemas respiratorios presentan cuadros
mas recurrentes de asma luego de la infeccion por T. canis, si bien hace falta mas
evidencia parece haber una vinculacion entre el asma y la toxocariasis (Altcheh, Nallar,
Conca, Biancardi, & Freilij, 2003). En la localizacion cardiaca puede haber miocarditis,
e incluso insuficiencia cardiaca. La miocarditis asociada a toxocariasis es capaz de
afectar todas la edades, siendo mayormente afectados los nifios menores de 5 afios
(Kuenzli, Neumayr, Chaney, & Blum, 2016; Overgaauw & Nederland, 1997). Por otra
parte la OLM es mas frecuente en nifios mayores de 10 afios y suele cursar sin
eosinofilia (Archelli & Kozubsky, 2008). Esta forma de toxocariasis puede causar
ceguera en el 64% de los casos (Roldan et al., 2010).La presencia de una larva en la
pared de ojo o cerca del mismo provoca una respuesta inmune cronica, que puede
causar lesion en la retina, pérdida de vision o estrabismo. La forma clinica mas comun
de manifestacion de esta enfermedad es un granuloma en el polo posterior que se
asemeja a un retinoblastoma ver Figura 4 (Fillaux & Magnaval, 2013; Glickman &
Schantz, 1981; Overgaauw & Nederland, 1997). La covert (CT) toxocariasis esta
relacionada a sintomas como fiebre, dolor de cabeza, problemas para dormir, resfrio,
anorexia, hepatomegalia, entre otros, con o sin presencia de eosinofilia. Si bien se
asemeja en lo sintomas a la forma VLM, estos no caen en la clasificacion de VLM pero
tampoco son especificos (Nicoletti, 2013; Overgaauw & Nederland, 1997). La
toxocariasis comun presenta sintomas tales como disnea cronica, irritacion de la piel,
dolor abdominal, eosinofilia, niveles elevados de IgE, entre otros. La diferencia entre la
covert toxocariasis y la toxocariasis comun, es que la primera se desarrolla en nifios,
mientras la segunda en adultos. Es probable que las diferencias sintomaéticas entre
ambas se deba a la reaccion del sistema inmune segln sean nifios o adultos (Nicoletti,
2013).

Se ha reportado que la tendencia al desarrollo de un tipo u otro de esta enfermedad se
debe a la cantidad de larvas que efectivamente infectan al humano. Siendo mas comun
que la VLM se desarrolle cuando existe un mayor numero de larvas ingeridas. Esto se
debe a que un gran nimero de larvas serian capaces de generar una respuesta inmune
fuerte, quedando arrestadas en el higado o siendo destruidas lo que limita su migracién
somatica. Por otro lado un bajo nimero de larvas probablemente falla en generar una
respuesta efectiva del sistema inmune facilitando su migracién somatica (Glickman &
Schantz, 1981; Overgaauw & Nederland, 1997). También se ha descripto que
dependiendo de la cantidad de larvas que infecten encontramos eosinofilia periférica en
el paciente, ya que un mayor numero de larvas favorece la eosinofilia (Roldan et al.,
2010). Si bien las primeras formas que se describieron de esta enfermedad fueron la
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VLM y OLM, es mas comun el desarrollo de CT. Siendo dificil definir una toxocariasis
tipo OLM por inmunodiagnostico dado los bajos titulos de anticuerpos generados en
esta(Smith et al., 2009). En general la presentacion de la toxocariasis como OLM es
detectada Unicamente durante examenes de rutina del ojo (Nicoletti, 2013).

La toxocariasis asintomatica o encubierta se suele desarrollar cuando la larva se localiza
en el musculo esquelético no presentando sintomatologia 0 muy pocos sintomas
inespecificos (Archelli & Kozubsky, 2008). En animales de experimentacion infectados
con T. canis, hay reportes que muestran cierto tropismo de la larva al sistema nervioso
central (SNC). Si bien el involucramiento del SNC en humanos se considera raro, se
han reportado casos donde se hallan larvas en el fluido espinal, en el cerebro (Figura 5)
y en las meninges. Al igual que las otras formas de toxocariasis, esta no presenta
sintomas especificos dificultando su diagnostico. Este tipo de toxocariasis parece ser
mas frecuente en adultos que en nifios (Magnaval et al., 2001; Nicoletti, 2013). Segun la
localizacion de la larva varian los sintomas, se comporta como pequefios tumores que
desarrollan sintomas tales como encefalitis, meningitis, mielitis, convulsiones
epileptiformes, trastornos conductuales entre otros (Archelli & Kozubsky, 2008). En el
cerebro la larva no se encapsula, siendo libre de migrar en este. La migracion de la larva
deja necrosis y minima infiltracion de células inflamatorias. En algunas casos la
toxocariasis del SNC puede ser asintoméatica (Roldan etal.,, 2010). Se ha visto
asociacion entre personas con epilepsia e infectadas por T. canis. En un estudio
realizado en varias ciudades del mundo, se vio que las personas con epilepsia en su
mayoria presentaban altos niveles de seroprevalencia para toxocariasis con respecto a
un grupo control. Es probable que la relacion entre los casos de epilepsia y toxocariasis
se deba a la formacion de lesiones en el cerebro, ya sea por lesiones focales o por la
respuesta inflamatoria a su alrededor (Nicoletti, 2013).

Nifios con diagnostico seroldgico positivo para T. canis, presentan un menor desarrollo
cognitivo que nifios seronegativos. Estos resultados que se reportaron en Estados
Unidos son independientes del estatus socio-econdémico, etnia, género, infeccion por
citomegalovirus, residencia rural y niveles de plomo en sangre (Macpherson, 2013).
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Figura 5: Imagen de antes y después del tratamiento con anti-helminticos, resonancia magnética craneal. A-
Antes del tratamiento con anti-helminticos, B- -Después del tratamiento con anti-helminticos. Tomado de
Nicoletti 2013

La relevancia de T. cati en el desarrollo de la toxocariasis no esta muy clara, pero se han
reportado casos de VLM y OLM con este parasito. Se han descripto también casos de
VLM desarrollados por Ascaris suum. Para poder definir la importancia de T. cati en la
toxocariasis el desarrollo de técnicas moleculares en el diagnostico serian una mejor
herramienta para la diferenciacion de los parasitos (Macpherson, 2013).

Para el tratamiento de esta enfermedad se indican a los pacientes antihelminticos como
el tiabenazol, albendazol. A diferencia de las infecciones con Ascaris, el tratamiento con
estas drogas para la toxocariasis debe ser de mayor duracion. La indicacion de
antihelminticos en pacientes asintomaticos o con OLM presenta controversia en otros
paises, dado que las reacciones inflamatorias desarrolladas por la necrosis de la larva
podria generar lesiones oculares de mayor importancia en los pacientes con OLM, y en
los asintomaticos no se sabe que podria pasar por desconocer la ubicacion de la larva
(Altcheh et al., 2003). En general el tratamiento de esta enfermedad involucra no solo
antihelminticos, de los cuales el mas utilizado es el albendazol, si no también
corticoides. La utilizacién de corticoides y anti-inflamatorios disminuye los efectos
secundarios de la inflamacion generada por la destruccién de la larva disminuyendo los
posibles efectos adversos de esta (Magnaval et al., 2001).

Diagnoéstico de la toxocariasis:

En 1921 se realizo el primer reporte del potencial infeccioso de Toxocara spp. por
Fulleborn, pero recién en 1940 se caracteriz6 el sindrome en un nifio con eosinofilia
persistente atribuida a un ascaris (Glickman & Schantz, 1981). En 1964 se desarroll6
por primera vez un test de piel para toxocariasis, que luego fue adaptado con
anticuerpos fluorescentes en 1968 mejorando la especificidad, pero no fue hasta 1979
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que se desarrollo uno de los primeros test de ELISA para la deteccion de toxocariasis
con proteinas de excrecidn-secrecion utilizadas como antigenos (de Savigny, Voller, &
Woodruff, 1979). Con diversas mejoras y modificaciones este test es la base del que se
sigue utilizando actualmente.

El diagnostico de toxocariasis humana mediante la biopsia de tejido especifico se
encuentra en desuso, a pesar de que el hallazgo de la larva implica un diagnostico de
certeza, nos enfrentamos a la dificultad de hallar la larva en un tejido en particular. Esta
dificultad radica en que, la toxocariasis asintomatica, o covert, e incluso en un cuadro de
larva migrante visceral, la larva no se encuentra ubicada en un tejido en concreto sino
que estd migrando a través de ellos. Otro caso en que la biopsia de tejido esta
contraindicada, es en la toxocariasis compartimentalizada donde una biopsia de tejidos
del sistema nervioso u ocular, puede conllevar a un dafio irreparable de los mismos. Por
estas Gltimas razones es que la toxocariasis se diagnostica, principalmente por un
conjunto de sintomas, evidencia clinica y por inmuno-andlisis como el ELISA o el
western blot. Un indicador de toxocariasis es la eosinofilia persistente que suele ser alta,
excepto en la OLM la cual se puede llegar a cursar sin ella, en el caso de las infecciones
con Ascaris y Strongyliodes si bien hay eosinofilia esta suele durar poco en el tiempo,
permitiendo asi la diferenciacion de estas parasitosis (Altcheh et al., 2003).

El serodiagndstico se basa en la utilizacion de kit de ELISA comercial, que tiene como
antigeno todas las proteinas de excrecion-secrecion (TES) del estadio L2/L3 de la larva
crecido en cultivo (Paludo et al., 2007). Estos presentan diferentes especificidades (90-
92%) vy sensibilidades (75-86%) segun la calidad del antigeno y si detectan
inmunoglobulinas totales o algin subtipo especifico. Normalmente el diagndstico se
confirma mediante western blot, el que resulta ser muy especifico cuando se toman en
cuenta las proteinas de bajo peso molecular (24, 30, 35, 55 y 70 kDa), que evitan la
reaccion cruzada con otros helmintos. A su vez se ha identificado que las bandas de 55 a
66 kDa son las responsables de la reaccion cruzada con Ascaris lumbricoides. Se ha
estandarizado un inmunoblot que se utiliza para el seguimiento de la enfermedad, en
este se monitorean 1gG contra las fraccion mayor a 205 kDa, IgA para 29-38, 48-54, 81-
93 kDa e IgE para la fraccion de 95-121kDa (Roldan & Rubinsky-Elefant, 2012). En el
caso particular de la OLM es probable que la serologia en sangre periférica sea baja y el
diagnostico resulte confuso, siendo necesaria la confirmacion mediante la deteccién de
anticuerpos especificos producidos localmente, es decir en el humor vitreo (Archelli &
Kozubsky, 2008). El diagnostico de la toxocariasis en el SNC es dificil, este suele
implicar la basqueda de anticuerpos especificos en el liquido céfalo-raquideo y
eosinofilia. También involucra tomografia computada y escaneo con MRI, que detectan
granulomas como lesiones difusas (Macpherson, 2013). En los ultimos afios se ha
desarrollado un dot-ELISA que parece ser tan sensible como el ELISA estandar. La
ventaja de este método es que es mas barato y es mas rapido (Roldan & Rubinsky-
Elefant, 2012).
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Las TES utilizadas para el test inmunolégico son producidas por la larva mantenida in
vitro en el estadio L2/L3 y ha sido la opcion mas confiable de diagndstico (Smith et al.,
2009). El problema es que este kit presenta reaccion cruzada con otros nematodos, lo
que es de importancia en zonas endémicas donde existen poli-parasitosis. La existencia
de reaccion cruzada es mas frecuente en los antigenos de alto peso molecular que en los
de bajo peso molecular, esto se ve reflejado cuando se emplean western blot para la
confirmacion del diagnostico (Smith et al., 2009). A su vez se han reportado falsos
positivos por la presencia de grupos reactivos similares a un tipo sanguineo u otros
glicanos (Maizels, 2013). Otro inconveniente es la ausencia de estandarizacion de los
resultados, para su utilizacion en estudios epidemiologicos.

A
@ © o, o e
30-35 dias
[~ sy CHZO 2-4% - @ @ NaCIQ 5%
j, 28°C @ @ 5 min
Colectar parasitos Adquirir huevos Embriogénesis Contar huevos Remover la
adultos embrionados membrana
(6] @ a © @® Total ~ 60 dias
S Almenos 7 dias ] y
@ @ "‘\( ® \ Cuantificacién
{ N de proteinas
% 4 2 , ‘\/“ ) a p y
. o : B uso
Liberacionde lalarva goparacisnde  Cultivode Concentracion  Filtracion
lalarva lalarva y didlisis
TRENDS In Parasitology
B
(1] 2] (3] @
1 dia 1 dia 1 dia 2 dias Total -5 dias
/ o= Cuantificacion
o ' LA de proteinasy
: = uso
Transformacion Expresion de Lisis celular y Purificacion
deE. coli proteinas recuperacion de de proteinas
proteinas

TRENDS In Parasitology

Figura 6: Esquemas de obtencion de TES para su utilizacion como antigeno. A- Representa la obtencién de
TES nativa segun el método descripto por De Savigny 1975, B- Representa la obtencién de TES en forma
recombinante. Modificado de Moreira et al. 2014.

Si bien, la utilizacion del método de ELISA parece ser el mas prometedor, se ha visto
que el empleo de proteinas nativas presenta reaccion cruzada con otros parasitos en
zonas endémicas con poli-parasitismo (Smith etal., 2009). En busca de mejorar la
técnica de diagnostico se han desarrollados diferentes disefios de ELISA, basados en
encontrar anticuerpos anti-Toxocara. Asi mismo también se ha desarrollado uno para la
deteccion de la proteina de excrecion- secrecion utilizando un anticuerpo monoclonal
anti-TES-120, que ha sido eficaz para el diagndstico temprano y el seguimiento de la
quimioterapia (Roldan & Rubinsky-Elefant, 2012).

En estos ultimos afios la produccion de proteinas recombinantes como antigenos
aparece como una alternativa. Esto se vio en la utilizacion de TES-32, producida como
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proteina recombinante e insoluble en Escherichia coli, en un ensayo de ELISA en el
cual disminuyo a un 2-4% la reactividad cruzada con otros helmintos. Sugiriendo que
una conformacién correctamente plegada de la proteina puede mejorar la especificidad
del ensayo, dado que no solo aportar antigenos conformacionales si no también lineales
(Maizels 2013). También se ha empleado la proteina recombinante TES-30 para el
desarrollo de una inmuno-cromatografia que resulto presentar mayor sensibilidad que
un ELISA desarrollado con la misma proteina (Lim et al., 2015). La implementacién de
proteinas recombinantes en lugar de proteinas nativas en el desarrollo de un test
inmunoldgico, ha disminuido la reactividad cruzada con otros nematodos. Como se
puede ver en la Figura 6 la obtencién de la TES nativas lleva al menos un mes y medio
de trabajo solo en la produccion de la proteina por parte de la larva en cultivo, a esto se
le suma que la obtencidn de cantidad de proteina esta limitada por la cantidad de larvas
que se obtienen en el cultivo, uno de los métodos de obtencion de proteinas nativas fue
descripto por Nieves et al. 2012. Al contrario de esto la produccion en forma
recombinante de las proteinas de excrecidn-secrecion (TES) en bacterias es mas
econodmica y simple, que su obtencién mediante el cultivo de la larva L2 de T. canis.

Proteinas TES como antigenos:

Las proteinas de excrecion-secrecion de los parasitos se han visto ampliamente
involucradas en la evasion de la repuesta inmune. Un mecanismo que se ha visto es el
bloqueo de la respuesta IL-12p70, lo que muestra la tendencia al bloque de la respuesta
Thl (Hewitson, Grainger, & Maizels, 2009). Las proteinas de excrecion-secrecion de T.
canis (TES) son estimulantes de la respuesta tipo Th2 y se ha visto que incluyen un set
de glicoproteinas provenientes de tres tipos de genes. La mayoria de las proteinas de
excrecion-secrecion son conformadas por dos lectinas tipo-C y tres tipos de mucinas.
Las mucinas presentan O-glicosilacion similar en estructura al grupo sanguineo H de los
mamiferos, y son el principal antigeno de los anticuerpos IgM en el hospedero durante
la infeccion. En el caso de T. canis los glicanos similares al grupo sanguineo se unen a
las lectinas de DC-SING, lo que hace pensar que favorecen una respuesta del tipo
regulatoria (Hewitson et al., 2009).

En los productos de secrecion de T. canis las lectinas tipo-C son particularmente
abundantes. El rol de la lectinas tipo-C no es claro, en el caso de las secretadas por T.
canis (TES-32 y TES-70) se ha visto que presentan homologia con proteinas de
mamiferos tales como CD23 vy el receptor de manosa de los macréfagos (Hewitson
etal., 2009). También se ha visto que los glicanos presentan gran importancia en la
modulacion de la respuesta inmunoldgica. Los glicanos son capaces de generar una
respuesta cruzada del Toll like- receptor (TLR) y del receptor de lectinas tipo-C en la
célula dendritica que llevan a una interferencia en la activacion clasica de esta celula,
facilitando la evasion de la respuesta inmune (Schabussova, Amer, van Die, Kosma, &
Maizels, 2007). El conocimiento del rol de estas proteinas en la respuesta del hospedero
las hace factibles de ser elegidas como un posible candidato para vacunas o desarrollo
de test de deteccidn. Lo anterior se basa en que si tiene un rol sobre la respuesta inmuno
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probablemente genere anticuerpos que la hagan detectable en un test y en el caso de la
vacuna el blogueo de su accion disminuya las posibilidades de sobrevivir del parasito.
En la Figura 7 se muestra un esquema de las funciones que se conocen para las
proteinas de excrecion-secrecion para diferentes parasitos, donde aparecen las TES
involucradas en la interaccion con los macrofagos.

Las TES fueron descriptas en primera instancia por sus pesos moleculares en un SDS-
PAGE, donde la mayoria de las bandas correspondian a 26, 32, 45, 55, 70, 120 y
400kDa. Se observo un alto grado de glicosilacion en aproximadamente un 40% de las
TES. Han sido caracterizados 3 grupos de TES y glicoproteinas (Maizels, 2013). Las
TES de mayor peso molecular descriptas presentaron en los ensayos de ELISA mayor
reactividad cruzada con otros parasitos (Smith, y otros, 2009), por otra parte en la
inmuno-precipitacion, antigenos generados comunmente por la larva presentaron
reactividad cruzada con antigenos del tipo sanguineo A (Despommier, 2003). Se han
reportado diferentes tipos de proteinas que forman parte de las TES nativas entre las que
se destacan por lo menos 6 familias de mucinas, asociadas a la cuticula del parasito,
también se han detectado 4 diferentes tipos de lectinas tipo C, 5 variedades de
superoxido dismutasa, proteinas de union a la fosfatidiletanolamina, solo 3 homologos
de ASP, entre otras (Despommier, 2003). Se ha reportado que la larva produce 2 ng de
glico-proteinas solubles por dia, como antigenos de excrecidn-secrecion que difieren de
los antigenos somaticos de la larva o del estadio adulto. Dentro de estas proteinas estan
incluidas, lectinas, mucinas y enzimas que modulan la respuesta inmune del hospedero.
La capa proteica de la larva se recambia rapidamente en un rango del 50% en 1 h y del
80% en 48 hs, de esta forma el parasito podria evadir la respuesta inmune del
hospedero. Dado la velocidad de intercambio de esta capa, los anticuerpos especificos
se unen a la superficie de la larva facilitando el ataque de los eosinofilos,
permaneciendo estos unidos incluso luego de la muda de la larva (Maizels, 2013). La
repuesta inmune generada hacia las proteinas secretadas es mas fuerte que hacia
antigenos somaticos, que solo quedan expuestos en la destruccion de la larva, gran parte
de estas proteinas estan formadas por potenciales alérgenos (Fillaux & Magnaval, 2013;
Macpherson, 2013; Magnaval et al., 2001).

En estudios moleculares se obtuvieron tres posibles candidatas para utilizar como
antigenos en el desarrollo de una ELISA. Ellas son: TES-26, TES-30 y TES-120 (Olave
AM, Mesa JA, Botero JH, Patifio EB, Garcia GM, 2016). En la utilizacion de TES-30
en forma recombinante como antigeno en el desarrollo de un inmunoblot, se reporté la
ausencia de reaccion cruzada con los sueros de pacientes con toxoplasmosis, mientras
que el ELISA con las TES nativas presento reaccion cruzada. Este resultado es de gran
importancia para el diagnostico de toxocariasis ocular, dado que permite diferenciarla
de la toxoplasmosis ocular (Olave etal., 2016). También se ha utilizado la proteina
recombinante TES-120 en el desarrollo de un test de ELISA en el que se reporto una
alta especificidad. Por otra parte la combinacion de tres proteina de excrecidn-secrecion
producidas de forma recombinante en el desarrollo de un test que detecta 1gG4 parece
poseer mayor especificidad que los anteriores (Roldan et al., 2010).
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Figura 7: Esquema de las posibles acciones de las diferentes proteinas de excrecion secrecion de los helmintos.
Tomado de Hewitson, Grainger, and Maizels 2009.

Las mucinas de T. canis son miembro de la familia de proteinas TES-120, a diferencias
de las mucinas estas no presentan dominio de unién a membrana lo cual indica que es
secretada. Son el mayor componente de la superficie larvaria, ademas estas proteinas
presentan un dominio en el C-terminal con un repetido de seis cisteinas (repetidos en
tandem de dominios en ShKT), el cual se ha visto asociado a otras proteinas de
parésitos, indicando una conservacion evolutiva del mismo (Loukas et al., 2000). La
familia de TES-120 estd formada por 5 mucinas presentes en la superficie de la larva,
que se denominada como Tc-MUC-1, Tc-MUC-2, Tc-MUC-3, Tc-MUC-4, Tc-MUC-5
y son secretadas juntos con las otras TES (Dlugosz, Wasyl, Klockiewicz, &
Wisniewski, 2015). Estas proteinas presentan un repetido de treoninas y serinas donde
ocurre la O-glicosilacién (Maizels, 2013). Dentro de las 5 mucinas descriptas la MUC-1
es uno de los mayores componentes de la superficie de la larva, y se ha visto que tiene
un muy buen potencial inmunogénico (Fong et al., 2003). Esta protege a la larva de los
anticuerpo y del ataque de los eosindfilos, este rol se da debido a su alto poder
inmunogénico. Estas proteinas son reconocidas por los anticuerpos no dejando que estos
accedan directamente a la larva disminuyendo los efectos que podrian tener estos sobre
ella. El alto poder inmunogénico se debe a tres posibles razones: (1) se ubican en la
parte méas externa de la superficie parasitaria por lo que son facilmente reconocidas por
el sistema inmune; (2) las largas cadenas de glicanos conjugadas a proteinas multiplican
los antigenos posibles; (3) la densidad antigenos glicanos puede ser mayor que la
densidad de un epitope especifico para proteinas, dado que una simple glicoproteina
tiene grandes estructuras formadas por un simple glicano (Schabussova et al., 2007). De
todas las mucinas descriptas para T. canis, Tc-MUC-5 es la mas divergente lo que
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podria indicar que no forma parte de la familia TES-120. Los pesos moleculares de
estas proteinas es menor del que se ve por SDS-PAGE dada su alta glicosilacion se ha
descripto que los pesos para Tc-MUC-1 es de 39.7kDa, Tc-MUC-2 es de 47.8kDa y Tc-
MUC-3 es de 45kDa (Dtugosz et al., 2015).

TES-26 0 Tc-PEB-1 es un homologo a la proteina de union a fosfatidiletanolamina de
mamiferos. A pesar de esta homologia, su estructura es muy diferente debido que
presenta el mismo repetido de seis cisteinas que TES-120 (Maizels, 2013). Se ha
reportado que un homologo de la TES-26 es expresada tanto en la microfilaria como en
el adulto de Brugia malayi (Hewitson et al., 2009), lo que podria llegar a pensar que
este mismo comportamiento se observaria para TES-26.

Se ha observado que antigenos como TES-120 en forma recombinante y sin glicosilar
aumenta la especificidad de la técnica y su sensibilidad. Por otro lado la proteina
recombinante TES-26, si bien se ha visto que presenta una menor sensibilidad, otorga
una mayor especificidad al diagnostico de la toxocariasis. Hay estudios en los que se ha
reporta una especificidad del 96,2% para TES-26 y del 92% para TES-120 (Mohamad,
Azmi, & Noordin, 2009). La utilizacién de los antigenos nativos en un western blot,
mostro que los antigenos de bajo peso molecular son mas especificos para la deteccion
de toxocariasis, sin embargo los de alto peso molecular muestran mas reactividad
cruzada con otras parasitosis. Esta evidencia junto con la constatacion que el antigeno
de 26kDa es el que se usa como marcador de toxocariasis, lleva a la hipotesis de que la
utilizacion de TES-26 en el desarrollo de un ensayo puede servir como buen marcador
de toxocariasis.

Los anticuerpos involucrados en el desarrollo del test:

Otro punto que se ha tenido en cuenta en la busqueda del desarrollo de un ELISA
especifico para la toxocariasis, es que isotipo de anticuerpo seria mejor detectar en el
ensayo. Hasta el momento los ensayos de ELISA comerciales que se han desarrollado
solo detectan 1gG total. En esta enfermedad la deteccion de IgM es un marcador clésico
en la fase aguda, sin embargo no es muy Util dado que es poco probable el diagnostico
de toxocariasis en fase aguda, dado que no suele haber sospecha de esta enfermedad
(Roldan et al., 2010).

El cuadro clinico de la toxocariasis implica una gran gama de sintomas, y son buenos
inductores de reacciones alérgicas lo cual se refleja en un aumento de los eosinofilos y
un aumento del nivel sérico de la IgE. El decidir que anticuerpo testear en el desarrollo
de un test inmunoldgico no es tan simple. Se han podido detectar anti cuerpos IgE, IgM
e 1gG en pacientes con toxocariasis. Los anticuerpos IgE no son tan especificos como
los 1gG, IgM, estos se detectan Unicamente en casos donde la enfermedad es aguda. Por
su parte los 1gG han sido ampliamente utilizados para la deteccion de toxocariasis y se
ha podido encontrar anticuerpos especificos en el subtipo 1gG4, que parecen favorecer
la especificidad del ensayo (Mohamad etal., 2009). Los anticuerpos 1gG4 se han
utilizado en el diagnostico de otras parasitosis como ser oncocercosis y filariasis
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(Noordin, Smith, Mohamad, Maizels, & Fong, 2005). En concreto en un estudio entre
los isotipos de 1gG el 1gG4 fue el isotipo mas sensible y especifico para la deteccion de
la toxocariasis (Mohamad et al., 2009). Otros estudios han demostrado que un 1gG-
ELISA es mas sensible que el 1gG4-ELISA mientras que este Ultimo mostré ser mas
especifico que el 1gG-ELISA (Noordin et al., 2005). La deteccion de IgE favorece la
especificidad del diagnostico, pero es menos sensible que la deteccion de IgG. Otro
inconveniente que presenta la deteccion de IgG, es que permanecen en circulacion
incluso afios después de la infeccion por Toxocara, lo que no permite distinguir entre
una infeccion activa o pasada (Roldan & Rubinsky-Elefant, 2012). Una forma de
solucionar esto seria mediante la deteccion de IgE, cuyos titulos disminuyen en el
primer afio post tratamiento con tiabendazol, este no solo permite la diferenciacion de
un caso activo de uno pasado si no también el seguimiento de un paciente ya
confirmado (Maizels, 2013; Roldan etal., 2010). Un ensayo que demostrd tener
eficiencia para facilitar la diferencia entre una infeccion pasada y una activa es el
ELISA-Avidez —1gG con proteinas nativas, este emplea urea para disociar los complejos
antigeno-anticuerpo, normalmente los anticuerpos de mayor avidez estan relacionados
con infecciones pasadas, mientras que los de menor avidez con infecciones reciente, por
lo que esta técnica es una posible estrategia para la diferenciacion de una toxocariasis,
activa de una pasada (Archelli & Kozubsky, 2008).

A pesar de haberse desarrollado distintas formas de realizar los ensayos de ELISA
especifico para toxocariasis, ya sea mediante el cambio de anticuerpos a detectar o la
forma que se presentan las proteinas, en la mayoria se ha fracasado en su
implementacién en zonas donde hay poli-parasitosis. La reaccion cruzada con otros
parasitos como Ascaris sp., Schistosoma, entre otros, no se ha podido eliminar. Si bien
se ha visto una mejora en los resultados mediante la combinacion de algunos antigenos
y la deteccion de determinado isotipo e anticuerpo. A pesar de ello los ensayos
realizados hasta el momento no han sido estandarizados, ni se ha podido eliminar las
reacciones cruzadas en zona de poli parasitismo y por lo tanto no se pueden utilizar en
un estudio epidemioldgico.

Diagndstico molecular:

En el diagnostico cada vez se apunta méas a la utilizacion de las técnicas de biologia
molecular que favorecen la especificidad. Dentro de estas herramientas las mas
utilizadas son; la PCR de punto final, nested PCR y el real time PCR. Dentro de las
ventajas de esta técnica, se encuentra la facil aplicacién en los diferentes tipos de
muestras, desde sangre hasta tierra. La realizacion de varias muestras a la vez es muy
sencilla, siendo Gtil en un rastreo para estudios epidemioldgicos. Es una técnica
econdémica, cada vez mas utilizada en el diagnostico tanto de cancer, enfermedades
hereditarias y parasitosis. En particular en los parésitos que se han disefiado PCRs de
diagnostico son Toxoplasma gondi, enfermedad de chagas, Leishmaniasis, entre otros
(Jeon et al., 2009; Silva de Morais et al., 2016; Thiong’o et al., 2016). El desarrollo de
técnicas moleculares que permitan conocer la biologia, diagnosticar y controlar la
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toxocariasis y el rol de otros Ascarideos en la epidemiologia de Toxocara spp. son de
gran importancia para nuevas actividades de investigacion (Macpherson, 2013).

En el caso de T. canis y T. cati esta técnica ha sido utilizada para la deteccion de huevos
en suelo y heces de perros y gatos respectivamente. A lo largo de los afios se han
desarrollado diferentes protocolos de PCR en los que se describen diferentes juegos de
cebadores, pero en todos los casos se ha elegido amplificar diferentes regiones del
internal transcribed spacer-2 (ITS-2) del ADN ribosomal, ver Figura 8. También
encontramos reportes del uso de real time PCR para la deteccion de T. canis y T. cati en
suelo y heces. En este trabajo se describen cebadores que amplifican parte del ITS-2
uno igual para ambos parésitos y otros dos especificos para cada uno (Durant et al.,
2012). La utilizacion de PCR de suelo para detectar Toxocara es ampliamente utilizada,
con la gran ventaja de que mediante secuenciacion se puede distinguir entre los
diferentes paréasitos. También se ha usado PCR para la deteccidén de Toxocara en leche
de vacas (Pereira, Santarém, Batista, Merigueti, & Bin, 2016).

.‘ 185 ARNF ms1 5.85 ARNr ms-2 m

Figura 8: Esquema de la ubicacion de los ITS de ARN ribosomal.

Se desarrollo una técnica de PCR para la deteccidon de Toxocara en la biopsia de higado
de animales infectados experimentalmente tanto con Toxocara como con Ascaris summ,
teniendo solo resultados positivos para Toxocara (Rai, Uga, Wu, Takahashi, &
Matsumura, 1997). Se han desarrollado PCR que permiten la deteccion de ADN de
Toxocara en el lavado bronquial de animales de experimentacion dado que este es mas
accesible, sin embargo parece ser poco sensible (Roldan et al., 2010). Si bien en la
mayoria de los casos los parasitos que se detectan mediante PCR directa en muestras de
sangre son protozoarios, cuyo ciclo implica un pasaje por la sangre, o su estadia en la
misma. Existen estudios recientes que muestran que los parasito secretan exosomas con
micro ARN que son capaces de regular la respuesta inmunolégica del hospedador (Buck
et al., 2014; Siles-Lucas, Morchon, Simon, & Manzano-Roman, 2015) siendo probable
gue estos también contengan ADN del paréasito haciendo posible la identificacion del
mismo mediante PCR. El desarrollo de una técnica molecular favoreceria el desarrollo
del conocimiento etioldgico de la enfermedad, dado que aun no se sabe que tanto esta
involucrado T. cati en esta.

Se han disefiado diferentes pares de cebadores, de estos se eligieron los cebadores Tcan
(especifico para T. canis), NC2 (revers que sirve tanto para T. canis como T. cati) y
YY1 (permite diferenciar mediante secuenciacion entre T. canis y T. cati) (Jacobs, Zhu,
Gasser, & Chilton, 1997; Li et al., 2007).
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Hipoétesis de trabajo:

Las proteinas TES (excrecion — secrecion) del parésito purificadas de forma nativa a
partir de estos organismos son usadas desde hace afios en el diagnostico. A pesar de los
resultados disimiles en los kit comerciales son candidatos factibles de ser usadas para la
elaboracion de un test inmunoldgico, si son producidas de forma recombinante. La
utilizacion de proteinas recombinantes puede favorecer la especificidad y sensibilidad
de los ELISAs u otros test inmunoldgicos para la deteccion de la toxocariasis. La
combinacion de dos proteinas para el desarrollo del test favorecera tanto la
especificidad como la sensibilidad de este.

La toxocariasis es una parasitosis tesidual con migracién larvaria. Esta caracteristica
hace posible el uso de una herramienta molecular basada en la PCR para su
diagnostico. Para el desarrollo de PCR de diagndstico se utilizaran cebadores
especificos para genes son los méas utilizados tanto para la deteccion de huevos como
para diagndstico en otros parasitos .

Objetivos:

Objetivo general: Elaborar un test de diagndstico para Toxocara canis en humanos,
utilizando estrategias inmunoldgicas y moleculares.

Objetivos especificos:

1) Producir en forma soluble en E. coli y purificar las proteinas TES-26 y TES-120.
2) Optimizar el inmunoensayo para deteccién de T. canis.

3) Determinar el limite de deteccion para el diagnostico por PCR con los genes COX1 e
ITS-2

4) Optimizar las condiciones del PCR para la deteccion de T. canis en sangre.
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Materiales vy métodos

Proteinas:

Expresion de proteinas:

Las secuencias codificantes de las proteinas estaban previamente clonadas en el vector
pET41a (Novagen). Este vector presenta dos colas de histidinas, una en el N-terminal y
otra en el C-terminal. También cuenta con un GST en el extremo N-terminal, que estaria
favoreciendo la expresion en forma soluble de las proteinas. Las construcciones de las
proteinas se realizaron entre los sitios de restriccion para las enzimas BamHI y Xhol
tanto para TES-26 como para TES-120. El peso teérico para TES-26 con GST es de 55
kDay sin GST es de 29 kDa, para TES-120 es peso tedrico con GST es de 46 kDa y sin
GST 19 kDa. En la Figura 9 se representa de forma grafica como queda la construccion
de las proteinas TES-26 y TES-120 en el vector de expresion pET41.

S %@ [ et | @ D

Figura 9: Representacion gréafica de la construccion para las proteinas TES-26 y TES-120. Donde la tijera
sefiala el sitio de corte para la trombina, His-Tag hace referencia a la cola de histidinas, GST hace referencia a
la secuencia de la proteina GST, Inserto refiere a la porcion donde se colocan las secuencias de TES-26 y TES-
120y “Stop” refiere al codon de finalizacion de la traduccion.

Para la expresion de proteinas se probaron dos cepas diferentes de E. coli, la cepa
SHuffle y la cepa BL21 STAR. Se eligieron estas cepas dado que; en el caso de SHuffle
su citoplasma esta modificado de forma que la formacién de los puentes disulfuros se
vea favorecida. Mientras que en la cepa BL21 STAR la degradacién de los ARNm se ve

disminuida favoreciendo su traduccion.

Todas las expresiones se realizaron en el medio TB (terrific broth) conteniendo
diferentes concentraciones de Kanamicina, fueron inducidas con IPTG (BioRon). En la
Tabla 5 de la seccion resultados y discusion, se resumen todas las condiciones que se
probaron para las expresiones.

Lisis de células:

1. Se recuperaron las células mediante centrifugacion a 14000 rpm, el pellet
obtenido se peso.

2. Se resuspendié agregando 5 mL del buffer de lisis* por cada gramo de pellet

obtenido.

Se dej6 en agitacion por 1 ha RT.

Se centrifugaron a 14000 rpm por 30 min

Se recupero el sobrenadante, que corresponde a la fraccion soluble.

Se lavo el pellet con buffer fosfato 20 mM pH 7,4

o ks w
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7. Se centrifugd a maxima por 20 min
8. Se resuspendid la fraccion insoluble en un buffer desnaturalizante.

*Buffer de lisis estd compuesto por: 0,5 M NaCl,, 20 mM de buffer fosfato de sodio
pH=7,4, 1 mM MgCl,, 5 mM DTT, inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich) en una
relacion de 1 mL por cada 20 g de células, 20 pg/mL DNasa, 1 mg/mL Lisozima
(Sigma-Aldrich).

Visualizacion de proteinas:

La visualizacion de las proteinas obtenidas en el proceso se realizO mediante
electroforesis desnaturalizantes en geles de poliacrilamida al 15% (SDS-PAGE), estos
se tifieron con Coomassie Blue o nitrato de plata (Wray, Boulikas, Wray, & Hancock,
1981) segun fuera necesario. Los diferentes marcadores de peso molecular se
encuentran en el ANEXOI.

También se realizaron western blots con anticuerpo anti-histidinas (Novex®,
LifeTechnology™) para constatar que las bandas de expresién correspondian a las
proteinas de interés. Para ello se siguio el protocolo que se describe a continuacion:

1. Se corrio un SDS-PAGE al 15%.

2. Se realiz6 la transferencia en un sistema humedo de las proteinas a una
membrana de nitrocelulosa (#88018, ThermoScientific) por 2 hs a 200 mA a 4°C.

3. Lamembrana se dejé blogueando toda la noche en solucién de blogueo.

Se incubo por 2 hs con anticuerpo anti-histidinas en una dilucion de 1/1000

5. Se realizaron 6 lavados con TBST (10 mL de 1 M Tris-HCI pH= 7,5, 30 mL de
NaCl 5 M, Tween 20 al 0,1%, H,O destilada c.s.p. 1 L)

6. Se incubd por 1 h con anticuerpo anti- IgG de raton (Novex®, LifeTechnology)
conjugado a peroxidasa en una dilucion 1/1000

7. Se realizaron 6 lavados con TBST

8. Se revel6 con un reactivo quimioluminiscente (Novex® ECL HRP
Chemiluminescentsubstratereagent kit - Invitrogen)

9. Se visualizé mediante el sistema G:Box, SYNGENE

B

Las diluciones de los anticuerpos fueron realizadas en solucion de bloqueo (TBST, 5%
leche descremada en polvo, 2% glicina). La transferencia se realizo en buffer: Tris Base
1,51 g, Glicina 7,21 g agua destilada c.s.p. 100 mL, SDS 0,037%, 100 mL de Etanol y
300 mL de agua destilada.

Purificacion de proteinas:

La purificacién de las proteinas se realizé en columnas HisTrap™HP de 1 mL en el
equipo AKTA™System (GE Healthcare).

Se probaron varias condiciones en las que se varié la composicion de los diferentes
buffers tanto de union como de elucion pero siempre siguiendo el protocolo descripto a
continuacion:
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Se lavé la columna con 5 volumenes de H,O filtrada

Se equilibro la columna con 10 volumenes de buffer binding

Se carga la muestraa 1 mL/min

Se lava con buffer de union con 10 a 15 volumenes, hasta estabilizar la

absorbancia.

5. Se inyectdé 100 pL de trombina 100 unidades/mL (Sigma-Aldrich) diluida en
buffer binding, se dejo 2 hs a 4°C u ON a temperatura ambiente.

6. Se lavo con 5 volimenes de buffer de unién

7. Por ultimo se eluyo la proteina en un gradiente continuo de 25 volimenes con
buffer elucion.

8. Se lavo la columna con H,O

9. Se dejo en etanol 20% y se guarda a 4°C para futuras purificaciones.

E A

Tanto el buffer de unién como el de elucion se prepararon segun lo sugiere el manual de
la columna. Exceptuando el contenido de imidazol que para el buffer de unién se
probaron de 20 a 40 mM, segun indica el fabricante de la columna. En el caso del
buffer de elucion se probd con 250 a 500 mM de imidazol (Sigma-Aldrich).

Inmunoensayos:

Para la realizacion de los inmunoensayos se cont6 en primera instancia con 16 sueros
positivos para toxocariasis y un suero negativo. También con dos pooles de sueros uno
positivo y otro negativo. Estos sueros provienen de una seroteca existente en el Dpto. de
Parasitologia, Instituto de Higiene, Facultad de Medicina. El criterio utilizado por esta
seroteca para definir que sean positivos o no, es que el ensayo de ELISA que se utiliza
actualmente tenga un resultado positivo para toxocariasis y que esto concuerde con la
clinica del paciente.

Para los ensayos se realizo la cuantificacion de las proteinas purificadas, utilizando el kit
Qubit® ProteinAssay Kit de LifeTechnology™ (Ref. Q33212) seglin indicaciones del
fabricante.

Western blot:

Se realizaron en una primera instancia western blot de las fracciones soluble de TES-26,
fraccion soluble e insoluble de TES-120. Como control positivo se reveld con
anticuerpo anti-histidinas al igual que se describié anteriormente. Se probaron algunos
de los sueros positivos en una dilucién 1/100 y como secundario se utilizé un anti-1gG
humano conjugada a peroxidasa (Sigma A0170) en una dilucion 1/3000.

Por otra parte se realizaron western blots con las proteinas TES-26 y TES-120 puras,
para estos se utilizo el pool de sueros positivos en una dilucion 1/100, como secundario
un anti-lgG humano sin conjugar hecho en cabra (Novex®, LifeTechnology™) en una
dilucion 1/3000 y un anti- IgG de cabra conjugado a peroxidasa (Novex®,
LifeTechnology™) en una dilucién 1/1000
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Dot blot:

Se armaron tiritas de nitrocelulosa donde se colocaron gotas de las proteinas purificadas
y solubles. El protocolo que se siguidé para este ensayo es igual que el descrito
anteriormente para los western blot, pero en lugar de utilizar una unica diluciéon de
sueros de pacientes se probaron diferentes diluciones. Se revelaron con 1/3000 de anti-
IgG humana hecho en cabra sin conjugar (Novex®, LifeTechnology™) y 1/1000 de anti-
IgG de cabra conjugada a peroxidasa (Novex®, LifeTechnology™). Los dot blot fueron
revelados o con reactivo  quimioluminicente  (Novex® ECL  HRP
Chemiluminescentsubstratereagent kit - Invitrogen) o con desarrollo de color (AEC, 3-
amino-9-etilcarbazol).

A
TES26 TES120

20ng 60ng 100ng§ 20ng 60ng 100n;

TES26 TES120
N DMIN D M

Figura 10: Esquema de las tiritas utilizadas para el dot blot. Donde N hace referencia a la proteina pura en
forma nativa, D a la proteina pura desnaturalizada y D a la mezcla de ambas formas.

Se realizaron diferentes pruebas en las que se vario el armado de las tiritas (Figura 10)
en dos formas distintas:

1. Las tiritas que denominaremos como A se disefiaron con diferentes cantidades
de proteinas (20 ng, 60 ng y 100 ng).

2. Las tiritas que denominaremos B se disefiaron con 60 ng de proteina en forma
nativa (N), 30 ng de proteina desnaturalizada (D) y una mezcla de ambas formas
(M).

En la Tabla 1 se resumen las distintas diluciones de sueros utilizadas en los ensayos de
dot blot.

Tabla 1: Resumen de los diferentes ensayos realizados para dot blot.

Tiritas Dilucion de sueros Revelado

| |

B Vw0 Desarrollode color
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Test de saturacion con anticuerpo conjugado a peroxidasa:

Este test se realizo para probar la maxima cantidad de proteina que se podria utilizar en
la sensibilizacion de la placa. Se realiz6 con ambas proteinas puras y por duplicado.

El protocolo seguido se describe a continuacion:

1. Se sensibilizo la placa con 100 pL de diferentes cantidades de proteinas (Tabla
2) diluidas en buffer carbonato 0,05 M pH=9,6

Se incubo toda la noche a 4°C.

Se descarto el liquido

Se enjuagod con H,0O destilada

Se coloco 100 pL de anti- IgG de cabra conjugada a peroxidasa

Se incubd por 1 h a 37°C

Se lavo 3 veces con PBS/T

Se agregd 50 pL de TMB (3,3’, 5, 5’ tetrametylbenzidina de Sigma-Aldrich)
fresco, preparado segun instrucciones de fabricante.

9. Se incubo por 20 min

10. La reaccion se detuvo con 25 pL de acido sulfurico 2 N

11. Se leyd la absorbancia a 420 nm en un lector de placa de ELISA

O NG WD

Tabla 2: Diferentes cantidades de proteina colocada en la placa de ELISA.

Cantidad de proteina

20ng

40ng

100ng

200ng

500ng

mim o0 m >

1000ng

ELISA:

Antes de comenzar con el desarrollo del ELISA, se decidié probar los sueros con un kit
de ELISA comercial de Abcam, se realiz6 segun las instrucciones del fabricante. El kit
fue utilizado con fines comparativos.

Para el desarrollo del ELISA se utilizaron el pool de sueros positivos y el pool de sueros
negativos, que fueron utilizados como estandar. Esta primera prueba se realizd en
Microplate, 96 well, PS F-Bottonclear, Microlon®, High binding de Greinerbio-one
(Ref. 655061)

Se probd el siguiente protocolo:

1. Se sensibilizo la placa con 100 pL de xng de proteinas diluidas en buffer
carbonato 0,05 M pH=9,6
2. Se incubo toda la noche a 4°C.
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18.
19.
20.

Se descarto el liquido

Se enjuago con H,0O destilada

Se blogueo con 100 pL de PBS 5% leche descremada y 0,05% de Tweeen?20.
Se incubd por 2 hs a 37°C.

Se descarto la solucion de bloqueo.

Se coloc6 100 pL de la dilucion de los pool de sueros

Se incubd por 2 hs a 37°C

. Se lavo 3 veces con PBS/T (PBS con 0,05% de Tween20)

. Se coloc6 100 pL de anti-lIgG humana hecho en cabra a la dilucion de trabajo

. Se incubd por 1 h a 37°C

. Se lavé 3 veces con PBS/T

. Se coloco 100 pL de anti-1gG de cabra conjugada a peroxidasa

. Seincubd por 1 ha 37°C

. Se lavo 3 veces con PBS/T

.Se agregaron 50 pL de TMB (Sigma-Aldrich) fresco, preparado segun

instrucciones del fabricante.

Se incubd por 20 min

La reaccion se detuvo con 25 pL de acido sulfarico 2 N

Se ley6 la absorbancia a 420nm en un lector de placa de ELISA
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PCR para diagnéstico:

Extraccion de ADN de sueros:

La extraccion del ADN de los sueros se realizd6 con ZRGENOMIC DNA™- Tissue
Micro Prep de ZymoResearch. Siguiendo las instrucciones del fabricante.

La visualizacion del ADN obtenido se realiz6 mediante gel de agarosa al 1% a 80 mA
en buffer TAE (Tris Acetato-EDTA). Se visualizé utilizando SYBR® Safe DNA Gel
Stain de Invitrogen y exponiéndolo al UV. Las muestras obtenidas fueron cuantificadas
por nanodrop.

Diserio de PCR:

Luego de la extraccion del ADN de los sueros se procedié a realizar un PCR con
cebadores que amplifican una porcion del 18S humano descriptos por Chang et al. 2009
(18sFw. GTAACCCGTTGAACCCCATT, 18sRv. CCATCCAATCGGTAGTAGCG),
de forma de verificar la ausencia de inhibidores de la reaccién de PCR. El producto
esperado para estos cebadores es de 120pb.

Para el desarrollo de esta técnica se probaron dos estrategias; una de ellas involucra dos
juegos de cebadores que amplifican parte de la COX (Citocromoxidasa) y otros dos
juegos de cebadores que amplifican una parte del 1TS2 (internaltranscribedspacer2) del
genoma de Toxocara canis. Estos ultimos los forward se denominan Tcan y YY1,
mientras que el reverse se denomina NC2, estos cebadores provienen de la bibliografia
y fueron descriptos por Jacobs etal. 1997; Li etal. 2007. El producto esperado para
Tcan-NC2 es de 380 pb y para YY1-NC2 de 400 pb aproximadamente.

Como alternativa a la primera estrategia se disefiaron cebadores para amplificar
fragmentos de COX1. Como cebadores forward se disefiaron a

Tx1 (TATAAGTATCAGGGGGGCC, Tm=57,3°C) y
Tx3 (AGGAGAGTGGACTTGGCT, Tm=56,1°C),

y los cebadores revers disefiados fueron

Tx2 (CATACCAAAAAGAGTGGCT, Tm=53°C) y
Tx4 (AATCCAAATCCATGCCCACC, Tm= 58,4°C).

El fragmento esperado para Tx1-Tx2 es de 999pb, y para Tx3-Tx4 es de 486pb. En la
Figura 11 se muestra un esquema del disefio de los cebadores. Los programas utilizados
se resumen en la Tabla 3. Como control positivo de las PCR con los cebadores
disefiados se utilizo ADNg de T. canis. Una de las razones por la que se decidi6 trabajar
con la COX1 es que el genoma mitocondrial de T. canis es conocido y fue descripto en
la bibliografia (Jex, Waeschenbach, Littlewood, Hu, & Gasser, 2008).
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Figura 11: Esquema de los cebadores disefiados para COX1.

Tabla 3: Programas utilizados en el desarrollo del PCR de diagndstico.

Temperatura 94°C 94°C 55°C 72°C 72°C
Tiempo 5min 30s 30s 30s 7min
Temperatura 94°C 94°C 55°C 72°C 72°C
Tiempo 5min 30s 30s 30s 7min
Temperatura 94°C 94°C 52°C 72°C 72°C
Tiempo 5min 30s 30s 30s 7min

94°C 94°C 52°C 72°C 72°C
5min 45s 45s 1min 7min

Temperatura
Tiempo

94°C 94°C 52°C 72°C 72°C
5min 45s 45s 1min 7min

Temperatura
Tiempo

Temperatura 94°C 94°C 50 a 60°C 72°C 72°C
Tiempo 5min 45s 45s 1min 7min

Para la reacciéon de PCR se utilizaron las enzimas por kit KAPPABIO y U-Taq (SBS),
para las que se realizé la mezcla de reaccién segun las instrucciones del fabricante. En
la Tabla 4 se resumen las pruebas que se realizaron para el desarrollo de la PCR de
diagndstico.
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Tabla 4: Pruebas realizadas para el desarrollo del PCR de diagnéstico.

uL de

Pruebas
molde

Cebadores Programa | Enzima utilizada Observaciones

| |
2 | 3 | TenNoYiNo | B | SBSUTa | SeayeoDMSOalSoalmoide |

| |
~ 4 | 5 | TenNoWNo | C | KeATa |
5|

6 | 5 | TuToyTete | b | kAt [

| |
e | 5 T, Ty T T
o |  Umiededetecoior

BB R o | RmATq [

Tcan-Nc,, YY1-NC, TX3-TX; Y TXs. TX; KAPA Taq Cantidad de ADN 40ng
Nota 1: * Para el limite de deteccion se probo desde 3.98 ng a 1.90 pg de ADNg de T. canis diluido en H,O mQ. ** El gradiente se realizé entre los 50 a 60°C.
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Resultados v discusion

Expresion y evaluacion de la solubilidad de TES-26 y TES-120 en
diferentes cepas de E. coli

El primer ensayo de expresion de estas proteinas se realizd utilizando la cepa SHuffle.
Debido a la presencia de muchas cisteinas en estas proteinas, la cepa SHuffle presenta la
ventaja de tener modificado el citoplasma favoreciendo la formacion de los enlaces
disulfuro. Las expresiones se realizaron en medio TB tal como se describid previamente
en materiales y métodos.

TES120 TES 26

Figura 12: Expresion de TES en la cepa SHuffle. Gel de poliacrilamida al 15%, tenido con Coomassie blue. Se
observan diferentes tiempos de induccion de la fraccion soluble de las proteinas. Con la flecha naranja se
indica la altura a la que se aprecia TES-26 unida a GST. Marcador de peso N P7710S (Figura 35).

En la Figura 12 se muestra la expresion de las proteinas luego de inducir con 3 mM de
IPTG en diferentes tiempos, esta prueba se realiz6 dado que en una prueba previa con 1
mM de IPTG a 30°C, no se logré obtener cantidades significativas de proteinas de
forma soluble. Como se puede ver en la figura la cantidad de proteina obtenida tampoco
mejord. Por este motivo se procedi6 a realizar diferentes pruebas en paralelo para buscar
una forma de mejorar la expresion de las proteinas en forma soluble.

En procura de obtener cantidades considerables de proteina en forma soluble, se
decidio realizar las expresiones a diferentes temperaturas y con distintas cantidades de
IPTG, eligiéndose probar la expresién a RT y a 30 °C con 1 y 3 mM de IPTG. Los
resultados se pueden observar en la Figura 13. Se define como condicion 1; 30 °C y 1
mM de IPTG, condicion 2; RT y 1 mM, condicién 3; 30°Cy 3 mM vy 4; RT y 3 mM
IPTG
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TES120 TES26

Figura 13: Pruebas de expresion en diferentes condiciones de las TES. Gel de poliacrilamida al 15% tenido con
Coomassie blue. Orden: 1_ FS condicién 1, 2_ FI condicién 1, 3_ FS condicién 3, 4_ FI condicion 3, 5_ FS
condicion 2, 6_ FI condicién 2, 7_ FS condicién 4, 8_ FI condicién 4, 9_ FS condicién 1, 10_ FI condicion 1.
Donde FS refiere a las fracciones solubles y FI a las fracciones insolubles. Marcador de peso N P7710S (Figura
35).

Como se puede observar en la Figura 13 no fue posible mejorar la expresiéon de forma
soluble de las proteinas. Si podemos observar que el aumento de la cantidad de
proteinas va acompariado de una mayor produccion de proteina en forma insoluble. Esto
se observa més claramente en el caso de la TES-120, donde en la condicién 1 se obtiene
gran cantidad de proteina, pero toda esta en forma insoluble.

Estos resultados nos motivaron a realizar nuevos ensayos. En los primeros ensayos
todas las expresiones se realizaron con una aeracion de 1/5. Segun la bibliografia la
aeracion en la expresion de proteinas unidas a GST es de suma importancia por lo que
se procedio a realizar diferentes pruebas con una aeracion de 1/10. Al igual que en los
ensayos anteriores no se obtuvo proteina soluble en cantidades importantes.

Ninguna de las pruebas anteriores mejor6 en forma significativa la expresion de
proteinas en forma soluble. Antecedentes anteriores en la expresion de estas proteinas
describen la obtencion de TES-26 en forma soluble utilizando la cepa BL21 START
(Mohamad et al., 2009). Por ese motivo procedimos a realizar un nuevo ensayo de
expresion con las condiciones descriptas en ese articulo, donde no solo variaba la cepa
de E. coli si no también la cantidad de antibiotico en el medio de expresion. Los
resultados de este ensayo se observa en la Figura 14. Si bien la Figura 14 no permite
visualizarlo se obtuvo una mejora en la expresion de proteina en forma soluble.
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50kDa

25kDa

FS FIL FS FL FS FIL FS FL

TES26B TES120B TES26 C TES120C
Figura 14: Pruebas de expresion de las TES en BL21 START. Gel de poliacrilamida al 15%, tenido con
Coomassie blue. FI hace referencia a las fracciones insolubles, FS a las fracciones solubles, No corresponde a
las fracciones no inducidas, 4hs refiere al tiempo de induccién. Las letras C y B hacen referencia a las
condiciones descriptas en la Tabla 5. Con las flechas naranjas se marca las bandas correspondientes a las
proteinas. Marcador de peso N P7710S (Figura 35)

La mejora en la expresion de las proteinas en estos ensayos nos estimulé a seguir
trabajando en la cepa BL21 STAR expresando las proteinas en la condicién que se
denomina C. En la Tabla 5 se muestra un resumen de todas las condiciones de expresién
ensayadas para estas proteinas y sus resultados. Se decidio trabajar con la condicién C
en la cepa BL21 STAR, por ser la que presentaba un mejor balance en la expresién de
ambas proteinas de forma soluble.

proteinas TES.

Aireacion 1/5 Aireacion 1/10 Aireacion 1/10

Tabla 5: Diferentes condiciones de expresion ensayadas para la produccion de las

Condiciones | A |B|A|B|C | C|D|A|C[D| C | B |
| N

TES 120

Nota 2:A 3mM IPTG, 30pug/mL Kanamicina, B_ 1mM IPTG, 30pg/mL Kanamicina, C_ 1mM IPTG, 50pg/mL
Kanamicina, D 3mM IPTG, 50ug/mL Kanamicina. Nota 3: Sh- Soluble expresion baja, N- no hay expresion, S/I-

repartido soluble insoluble, I- insoluble, S+- mas soluble

Este resultado no era esperable ya que pensabamos que la mayor cantidad de proteina
fuera obtenida en la cepa SHuffle, por su capacidad para favorecer la formacién de los
enlaces disulfuro, y por lo tanto la estabilidad de la proteina. Es probable que la
expresion de estas proteinas sea mas dependiente de la estabilidad del ARNm que de la
proteina en si misma. Esto se puede asociar al hecho de que la cepa BL21 STAR ha sido
modificada de forma tal que la vida media del ARNm sea mayor, y en esta cepa se
obtiene mayor cantidad de proteina de forma soluble.
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Logro: Expresion de proteinas TES en forma soluble e insoluble en la cepa
BL21 START a 30 °C 1/10 de aireaciéon 1 mM IPTG y 50 pug/mL de
Kanamicina.

Purificacion de proteinas TES-26 v TES-120:

Las dificultades para obtener grandes cantidades de proteinas de forma soluble, nos
impusieron realizar pequefias pruebas de purificacion en paralelo a los ensayos de
mejora de la expresion de las proteinas. En las primeras pruebas de purificacion se
utilizé poco volumen de partida por lo que la cantidad de proteina obtenida era baja.

Se comenzd realizando la purificacién como se describe en el manual de la columna de
purificacion, eluyendo la proteina en un gradiente contindo de imidazol de 25
volumenes con un buffer fosfato de 500 mM imidazol. En este primer ensayo se obtuvo
la proteina con alta cantidad de impurezas, para el lavado de la columna se utilizd un
buffer fosfato con 20 mM imidazol. Para esta prueba se utilizé la fraccién soluble de la
proteina TES-26, dado que la TES-120 s6lo se obtenia de forma insoluble en las
primeras pruebas de expresion. En la Figura 15 se observa el gel de plata obtenido para
la primera prueba de purificacion de TES-26, como se puede observar la proteina eluye
con otros contaminantes. Con la flecha violeta se sefiala la proteina sin GST y con la
flecha roja la proteina entera.

sP Lavadss Gradiente de Fmidazel

Figura 15: Purificacion de TES-26 en columna HisTrap™HP. Gel de poliacrilamida al 15%, tenido con
nitrato de plata. S/P- refiere a proteina sin purificar, FT- flow through es la fraccion de la carga de la columna,
Lavados- fracciones donde se paso buffer binding, Gradiente de imidazol- fracciones con concentraciones de
imidazol ascendentes. Con la flecha roja se sefiala la proteina entera (TES-26 con GST) y con la flecha violeta
la proteina sin GST. Marcador de peso molecular N P7702S (Figura 36)

Durante la purificaciéon se observo que la proteina se separa de GST sin necesidad de
proteolisis (Figura 15) pero no lo hace totalmente. Como la separacion no es completa
en las préximas purificaciones se agregd un paso de digestion de la proteina con
trombina en la misma columna.

34




Hacia la elaboracion de un test de diagndstico para la deteccion de Toxocariasis
en humanos

Para la segunda prueba se juntaron varias fracciones solubles de la proteina TES-120 y
se realizé la purificacion de la misma en una columna HisTrap ™HP con buffer fosfato
40 mM imidazol para lavar, una incubacion ON a RT con trombina y la elucion se
realizd en gradiente continuo de 25 volimenes con buffer 500 mM de imidazol. Como
se puede observar en la Figura 16 se obtuvo la proteina mas pura que en la primera
purificacion, es decir con menor contaminacion. Con la flecha negra se sefiala la banda
que corresponderia a TES-120 sin GST. Si bien aun se observan proteinas
contaminantes estas disminuyeron en gran medida en comparacion con la primera
prueba. Las proteinas de bajo peso molecular que se observa en el entorno a los 10 kDa
podria ser Lisozima, que al utilizarse en el procesado de las células haya quedado restos
de ellas en la columna de purificacion.

MP S/P

- e e vz

Lavades Gradiente de imidazel

Figura 16: Purificacién de TES 120 en columna HisTrap ™HP y digestién con trombina. Gel de poliacrilamida
al 15%, tefiido con nitrato de plata. S/P- proteina sin purificar, Flow through- fraccion que sale de la columna
mientras se carga, Lavados- fracciones en las que se pasa buffer de binding a través de la columna, Gradiente
de imidazol- fracciones con concentraciones de imidazol ascendentes. Con la flecha negra se sefiala la banda
gue corresponde a la proteina pura sin GST. Marcador de peso N26616 (Figura 34).

Aunque es importante destacar que también se tiene menos cantidad de proteinas total
desde el comienzo.

Una vez encontrada las mejores condiciones se procedid a realizar una expresion de 1L
de medio para purificar las proteinas. Estas se purificaron siguiendo las mismas
condiciones que la anterior. Para esta nueva purificacion se obtuvo lo que se observa en
la Figura 17. A pesar de la incubacion con trombina ain se puede observar proteina
unida a GST, aungue si bien se ven otras proteinas contaminantes la que se encuentra en
mayor proporcion en la proteina de interés.
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Figura 17: Purificacion de TES-26 y TES-120. Gel de poliacrilamida al 15%, tenido con coomassie blue. A)
Purificacion de TES-26, 1 al 5 son diferentes puntos de la elucién de la columna mediante gradiente de
imidazol. B) Purificacion de TES-120, 1 al 6 son diferentes puntos de la elucién de la columna mediante
gradiente de imidazol. Con la flecha naranja se sefiala la banda correspondiente a las proteinas TES-26 y TES-
120 sin GST. Marcador de peso molecular N P7702S (Figura 36)

Con este Gltimo protocolo es que se continud trabajando para la obtencion de las
proteinas puras que se utilizaran en los inmunoensayos. Se confirmo mediante western
blot que las banda que se observan a la altura de 27kDa corresponden tanto a TES-12
como a TES-26 y no a GST (no se muestra).La concentracion de proteinas obtenida
luego de la purificacion de la fraccion soluble fue de 3.3 mg/L de medio de cultivo para
TES-26 y 2.4 mg/L de medio de cultivo para TES-120. Las cantidades obtenidas para
las proteinas son semejantes a las encontradas en la bibliografia (Olave et al., 2016).

Logro: Proteinas TES-26 y TES-120 purificadas mediante cromatografia de
afinidad con una concentracion de 3.3mg/L de medio de cultivo y 2.4
medio de cultivo respectivamente.

36




Hacia la elaboracion de un test de diagndstico para la deteccion de Toxocariasis
en humanos

Inmunoensayos:

Para el desarrollo de los inmunoensayos se utilizaron 16 sueros de pacientes con
resultado positivo para el kit comercial de toxocariasis y uno con resultado negativo
para el kit que se considerdé como suero negativo. Estos sueros fueron brindados por el
Departamento de Parasitologia, Instituto de Higiene, Facultad de Medicina, como se
menciono previamente en la seccion Materiales y Métodos. Estos sueros forman parte
de una seroteca de este departamento y datan de los afios 1992-1993.

Western blot:

Dada la dificultad para obtener proteina de forma soluble y pura al comienzo, y que
encontrar el mejor protocolo para la expresién nos requiri6 méas tiempo del que
originalmente habiamos planificado, se decidio realizar una primera aproximacion con
las fracciones solubles e insolubles de las proteinas.

Como primera aproximacion se realizaron western blot donde se sembro la fraccion
soluble de la TES-26 y tanto la fraccién soluble como insoluble de las TES-120. Para
este ensayo se seleccionaron solo alguno de los sueros con los que se contaba. La
seleccion de qué sueros utilizar s6lo se baso en la disponibilidad de los mismos, es decir
se utilizaron solamente aquellos con los que se contaba con mayor volumen.

TES TES TES TES
MP 136 26 128 26

Anti HIS Sueres pasitives Suers
Negative

Figura 18: Foto del western blot con Sueros de pacientes. Cada tirita contiene las fracciones solubles e
insolubles de TES-120 y la fraccién insoluble de TES-26, en el orden que se marca para la tirita del suero
negativo. Con la flecha rosada se marca la banda correspondiente las proteinas obtenida con el anti.his, con la
flecha celeste se marca una sefial inespecifica para el suero negativo. Marcador de peso N 26616 (Figura 34).

Como se puede observar en la Figura 18 el control con anticuerpos anti-histidinas
reconoce las proteinas unidas a GST, en el caso particular de TES-120, el
reconocimiento se da unicamente en la fraccion insoluble, lo que indica que en estas
condiciones la proteina se encuentra expresada de forma insoluble. Con la flecha rosada
en la Figura 18 se marca las bandas pertenecientes a las proteinas (TES-26 y TES120
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con GST) y con la flecha celeste se marca una proteinas de E. coli que fue reconocida
por el suero negativo.

Los resultados del western blot mostrados en la figura indican que en lineas generales
no parece haber reconocimiento por parte de los sueros positivos de proteinas nativas de
E. coli. No cumpliéndose esto para el suero negativo en el cual se llega a apreciar
reconocimiento de proteinas de E. coli. Otros de los resultados es que tampoco se llega
a ver reconocimiento de las proteinas por los sueros positivos. Esto puede deberse a la
baja concentracion de proteina en las fracciones tanto soluble como insoluble. A pesar
de que la diluciodn de los sueros fue baja (1/50), no se pudo observar reconocimiento de
banda especifica. Igualmente es probable que la no observacion de banda sea por la baja
cantidad de proteina y no por la dilucién de los sueros.

En ensayos posteriores cuando ya se contaba con cantidad suficiente de proteinas se
realizd un western blot con la proteina pura, para este ensayo también se armé un pool
de sueros positivos (compuesto por los sueros que venimos trabajando) y un pool de
sueros negativos (proveniente del Dpto. de Parasitologia, Instituto de Higiene, Facultad
de Medicina). Como controles se revel6, una membrana con anti-histidinas, otra con
anti-GST, una con el pool de sueros positivos en una dilucion 1/100, otra con el pool de
sueros negativos con dilucion 1/100 y por altimo se realizd un blanco en el que se
revel6 sin sueros pero con los anticuerpos anti-lgG humana y anti-cabra conjugado a
peroxidasa.

TES TES TES TES TES TES TE
MP MP TES TES Svp
120 26 120 26 120 MPPC 26 120

26 120

Anti-histidinas . . .
Pool positive Pool negativo Anti-GST Control sin primario

Figura 19: Foto del western blot con proteinas puras y pooles de sueros. Con la flecha verde se sefial la banda
gue corresponde a las proteinas puras sin GST y con la flecha naranja la banda que corresponde a GST. PC
hace referencia a proteina control. Marcador de peso N26616 (Figura 34).

Como se puede observar en la Figura 19, en la membrana con anticuerpo anti-histidinas
se ve reconocimiento de banda especifica para las proteinas puras y también para una
fraccion insoluble de una proteina recombinante expresada en E. coli en nuestro
laboratorio que presenta cola de histidinas (PC). Esta proteina se incorporo como
control positivo del ensayo para comprobar la validez del anticuerpo anti-histidinas. El
revelado con anticuerpo anti-GST se realiz6 para comprobar que esta no se encontraba
con las proteinas puras, y en el caso de hacerlo no correspondia a la banda que se

38




Hacia la elaboracion de un test de diagndstico para la deteccion de Toxocariasis
en humanos

reconoce con el anticuerpo anti-histidinas. Lo que se puede observar en el revelado con
anticuerpo anti-GST es que en el carril correspondiente a TES-120 pura existen trazas
de GST, pero su tamafo es diferente al observado en el reconocimiento por el
anticuerpo anti-histidinas. En la membrana que se utiliza como blanco (control) , no se
incubd con los pooles, pero si con el anticuerpo anti-lgG humano y el anticuerpo anti-
IgG de cabra conjugado y no se observa reconocimiento inespecifico por parte del
anticuerpo anti-lgG humana, ni el anti-IgG de cabra. Con las flecha verde se marca la
banda que corresponde a las proteinas puras, con la flecha naranja se marca la banda de
GST.

Sin embargo, a pesar de esta vez estar utilizando proteina pura no se observa
reconocimiento de banda especifica por el pool de sueros positivos, ni por el pool
negativo. Es probable que la falta de reconocimiento sea por una baja cantidad de
proteina en el western blot, dado que al ser proteinas expresadas en baja concentracion y
con la limitacion del volumen de carga por los peines usados no se fue posible cargar en
el gel mucho més que 40ng de proteina total. A esto ademas debemos afiadir que la
transferencia desde el gel a la membrana pudo no haber sido completa lo que hace que
la cantidad e proteina en la membrana sea menor que la sembrada en el pocillo. Otra
dificultad es que se trata de sueros que ya tiene por lo menos 20 afios es posible que
hayan perdido parte de su sensibilidad, comprometiendo asi su capacidad para
reconocer las proteinas.

TESTES TESTES
MP120 26 MP120 26

Pool negativo Pool positivo

Figura 20: Foto del western blot para las proteinas puras frente a los pooles de sueros. Marcador de peso N
26616 (Figura 34). La flecha blanca marca la banda correspondiente a las proteinas con el pool de sueros
positivo.

Un nuevo ensayo de western blot con los pooles de los sueros, permitié observar
(Figura 20, sefialado con la flecha blanca) bandas tenues de tamario esperado para las
proteinas puras. Es probable que la falta de sefial se haya dado por la combinacion de la
poca cantidad de proteina y la baja sensibilidad de los sueros probablemente por tratarse
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de sueros guardados durante mucho tiempo. En este Gltimo ensayo lo Unico que se
modificd fue la dilucion de los pooles en lugar de ser 1/100 fue de 1/50. Esta dilucion
muy baja de sueros nos hace pensar que los pooles de los sueros han perdido parte de su
capacidad de reconocimiento de las proteinas. Se podria suponer que se puede deber a
que las proteinas simplemente no son reconocidas por los anticuerpos por no ser buenas
para el diagnostico, esta teoria quedaria descartada, dado que ambas se han reportado
como prometedoras y en particular TES-26 se utiliza en el diagnostico de rutina cuando
se realizan los western blot en el diagndstico de toxocariasis y es considerada como un
marcador especifico de la enfermedad.

Si bien el western blot (Figura 20) nos permite demostrar que los sueros reconocen a
nuestras proteinas como banda Unica, para el desarrollo de un test de diagnéstico es muy
complejo y costoso. Los ensayos de western blot nos permitieron demostrar que los
sueros no reconocen en un principio proteinas nativas de E. coli, y que las proteinas
(TES-26 y TES-120) son reconocidas por los sueros, aunque la banda sea muy tenue. Es
probable que si incrementamos la cantidad de proteina la sefial sea mas fuerte.

Logro: Reconocimiento de las proteinas recombinantes purificadas por el pool
de sueros positivos para Toxocara canis . Ausencia de reconocimiento de
proteinas de E. coli por western blot, de estos sueros.

40




Hacia la elaboracion de un test de diagndstico para la deteccion de Toxocariasis
en humanos

Dot bloi:

Luego de los western blot se procedid a realizar dot blots. Estos son una forma mas
sencilla y préactica de analizar diferentes cantidades de proteinas en una sola tirita, lo
que facilita la capacidad de reconocimiento por parte de los sueros.

s1 52 S3 N1
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- HNN NN TEREEN RNNEEN REENEN

T S e o, e e
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[ NN EEENEN RREREN AERNEEN

Figura 21: Foto de los dot blot de los diferentes sueros, en la tiritas se sembraron diferentes cantidades de
proteinas como se indica en la Figura 10. Se marcan las diferentes diluciones de los sueros que se utilizaron en
cada caso. Las S con niumeros corresponden a los sueros positivos y la N con nimero al suero negativo.

En la Figura 21 se muestra uno de los ensayos de dot blot. A diferencia de los western
blot que solo se probaron para algunos sueros con un pool de ellos, para los dot blot se
probaron los 16 sueros positivos y el suero negativo. Como se puede observar en la
Figura 21 en el suero negativo nombrado como N1 no se ve sefial en ninguna de las
tiritas. Las marcas que aparecen en cambio se deben problemas en el lavado de la tirita.
Por otra parte la mayoria de los sueros presentan sefial en la dilucion 1/20, y muy pocos
en la dilucién 1/100. Esto podria apoyar la teoria de que dado el tiempo de almacenados
de los sueros han perdido parte de su capacidad de reconocer las proteinas.

Este primer ensayo fue revelado con quimioluminiscencia, como este es un método méas
sensible que el desarrollo de color que se utiliza en los ELISA, se decidid probar
realizar la misma prueba pero revelando con reactivo de color (no se muestra). Los
resultados para este dot se resumen en la siguiente tabla.

Tabla 6: Resultado del reconocimiento de las proteinas por los sueros humanos por Dot blot revelado con
anticuerpo anti-1gG de humano hecho en cabra y anticuerpo anti-IgG de cabra conjugado a peroxidasa, con
reactivo de color AEC (3-amnino-9-metil-carbazol)

TES-26 TES-120
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Como se puede ver en la Tabla 6 se obtuvo sefial para el suero negativo a diferencia del
ensayo anterior. Esto podria deberse a que entre el primer ensayo de dot blot y este se
cambid la forma de revelar dado que se utilizan dos anticuerpos secundarios, ya que no
se contaba con un anticuerpo anti-lgG humana conjugado como en el primer dot blot.
Es posible que aunque hubiera una pequefia sefial que antes no se percibia con este
nuevo sistema, donde la sefial queda amplificada, dado que para revelar se utiliza un
anti-lgG humana hecho en cabra sin conjugar y un anti-IgG cabra conjugado. Por otra
parte, a pesar de que se trate de proteinas puras, es probable que hayan trazas de
proteinas de E. coli, que no sean visibles por gel de acrilamida pero si por dot blot,
teniendo en cuenta que en el western blot de la Figura 18 (que se realizo con las
fracciones solubles e insolubles) el suero negativo reconoce proteinas nativas de E. coli,
tal vez la sefial sea producida por esas proteinas y no por las TES.

A pesar de los resultados obtenidos para el suero negativo se decidié realizar otro
ensayo con los dot blots. En este ensayo se sembrd en un pocillo proteina de forma
nativa, en otro proteina desnaturalizada (con SDS y B-mercaptoetanol) y en el tercero
una mezcla de ambas formas. Esto se realiz6 para probar si habia 0 no cambio en la
capacidad de reconocimiento por parte de los sueros ante distintas conformaciones.

Tabla 7: Resultados del reconocimiento de las proteinas en diferentes conformaciones por los sueros humanos
por Dot blot, en donde se sembré 30 ng de proteina pura.

TES-26 TES-120

Cantidad de proteinas N D N/D N D N/D

Sueros positivos 4/16 | 16/16 | 15/16 | 15/16 | 15/16 | 13/16

Suero negativo 1 1 1 1 1 0

La Tabla 7 muestra que en el caso de TES-26 como era de esperar mejoré la
sensibilidad obteniendo reconocimiento por el 100% de los sueros. Sin embargo este
resultado podria llegar a ser cuestionable dado que el suero negativo también reacciono.
La proteina TES-26 ha sido reportada como lo describimos anteriormente como
marcador de toxocariasis por western blot, en el caso de TES-120 no parece haber
diferencia entre la presentacién de esta proteina de forma nativa o desnaturalizada frente
a los sueros.

Logro: Las proteinas purificadas fueron reconocidas por los sueros de los
pacientes mediante dot blot.

La conformacion de la proteina TES-26 varia su capacidad de ser reconocida,
siendo la forma desnaturalizada la mas favorecida.
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Fuvaluacién serolégica: comparacién del inmunoblot con el ELISA comercial

Como se menciono anteriormente al no existir una forma directa de localizar la larva de
T. canis, para confirmar el diagndéstico, lo Gnico que se puede hacer es comparar los
resultados con el kit comercial de diagndstico. Los resultados que se observan en la
Tabla 8, corresponden a los que se obtuvieron para el kit comercial de ELISA. Los
resultados estan expresados en la unidad estandar que define el Kit.

En este kit se define el cut off en 10 unidades estandar, lo que indica que cualquier
resultado mayor o igual a 10 serd considerado positivo. En el caso de nuestros sueros
solo 6 de ellos resultaron positivos. El suero que definimos como negativo, segun el
criterio del test resulté negativo también.

Es probable que algunos de los sueros positivos hayan caido dentro de los valores
negativos, dado que como se discuti6 anteriormente, probablemente las
inmunoglobulinas se pueden haber afectado con el tiempo de almacenamiento,
perdiendo parte de su capacidad para reconocer estas proteinas.

A pesar de que las inmunoglobulinas podrian no estar en buen estado, si comparamos
los resultados obtenidos con el kit comercial frente a los obtenidos para los dot blot, es
posible inferir que las proteinas recombinantes puras son mas especificas, que el
conjunto de proteinas de excrecion-secrecion. Si bien estos resultados no son
definitivos, ya que seria necesario realizar la misma prueba con un mayor nimero de
sueros. También seria importante contar con muestras frescas para poder comprar la
especificidad de las proteinas puras, en comparacion a la fraccion de excrecién-
secrecion que se utiliza en los kit comerciales.

Tabla 8: Resultados para el kit comercial de los sueros de pacientes con toxocariasis
Resultados

positivos

Muestras Unidades estandar

se o
_ o~ s
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Para visualizar la diferencia entre los resultados obtenidos para el test de ELISA
comercial y los dot blots se realizo la Tabla 9.

Tabla 9: Relacién de la prueba de ELISA-TES y el dot blot de TES-26 y TES-120.

Positivos | Negativos | Porcentaje %

|
Dot blot TES-120 N/D
6 11 375%

Nota 4: N/D- corresponde a la mezcla de proteinas nativa u desnaturalizada de la Tabla 7.

Como se puede observa en la Tabla 9 las proteinas en forma recombinantes fueron
mejor reconocidas por los sueros de pacientes que en el ELISA comercial. Es probable
que la sensibilidad del dot blot sea parcialmente mayor a la del ELISA comercial, pero
para validar esto seria necesario contar con un mayor numero de Sueros.

Logro: Visualizar de forma comparativa la capacidad de ser reconocidas las
proteinas recombinantes y su potencial como antigenos, por dot blo
Elisa comercial de uso rutinario.

Test de saturacién con anticuerpo conjugado a peroxidasa:

Como primer paso para realizar el ELISA se intentd realizar el test de saturacién con el
anticuerpo anti-lgG de cabra conjugado a peroxidasa, este test es usado habitualmente
para conocer la maxima cantidad de proteina que se puede sembrar en el pocillo de la
placa.

Es un test muy simple y que podria ayudarnos a comprender si algin error o
comportamiento extrafio no se deba a estar trabajando con tanta cantidad de proteina, de
forma que este formando mas de una capa en el pocillo y bloqueando posible epitopes.

Tabla 10: Valores de absorbancia obtenidos para el test de saturacién con peroxidasa.

Cantidad de proteina cargada Promedio de absorbancias Promedio de absorbancias
por pocillo(ng) para TES-26 para TES-120

600 0.651 0.679

Como se puede observar en la Tabla 10 no se llego, con las cantidades de proteina
utilizadas al limite de saturacién. Para facilitar la visualizacion en la Figura 22 se realizo
el grafico de los valores obtenidos para ambas proteinas. Si bien algunos valores no
siguen el comportamiento esperado, en lineas generales se observa que la cantidad de
proteina no es suficiente para llegar al punto de saturacién.
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Figura 22: Grafico de los valores obtenidos para el test de saturacion

Este ensayo nos permite concluir que las cantidades utilizadas no son suficientes para
llegar al punto de saturacién. Esto reviste particular importancia dado que la mayoria de
los ensayos se realizaron dentro del rango en que se probo esta técnica.

Logro: El test de saturacion nos muestra que las cantidades de proteinas
utilizadas hasta el momento se encuentran dentro del rango ad

ELISA con TES recombinantes:

Una vez obtenidos los resultados para el kit comercial, se eligieron aquellos sueros que
fueron positivos tanto en el ELISA comercial como para los dot blots. Se decidid
realizar un ensayo de ELISA con diferentes cantidades de proteinas para ver como esto
afecta el reconocimiento de las proteinas en placa. En este ensayo se hizo un pool con
los sueros elegidos, este pool se utilizé en una dilucion de 1/100, como la que se utiliza
en el kit comercial, esta prueba se realiz6 por duplicado.

Tabla 11: Absorbancias obtenidas para ELISA con las TES recombinantes.

Cantidad de proteina | Sueros para TES- | Blancos para TES- | Sueros para TES- | Blancos para TES-
(ng) 26 26 120 120
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Los promedios de los valores obtenidos se encuentran en la Tabla 11. Esta tabla muestra
que los valores de absorbancia obtenidos para las proteinas son buenos en todos los
casos Y bien diferentes del valor del blanco. No se ve una variacion muy marcada entre
las diferentes cantidades de proteinas ensayadas. Si se ve claramente que las proteinas
estan siendo reconocidas por el pool de sueros. No es posible realizar mas conclusiones
dado que seria necesaria la utilizacion de un pool de sueros negativos para comparar.

El siguiente ensayo consistio en probar las distintas cantidades de proteinas con
diferentes diluciones de los anticuerpos, tanto del pool de sueros como el anticuerpo
anti-lgG humana. Como se puede observar en la Tabla 12 no se observo gran variacion
en los valores de absorbancia en las diferentes pruebas.

Tabla 12: Absorbancias obtenidas para ELISA con diferentes diluciones de anti-1gG y sueros, con TES-26 y
TES-120.
Cantidad
de
proteina

(ng)

TES-26 TES-120

Cantilg | UA00 (1m0 | UA0 | 1000 12000 | 1000 |
| (0307 0254 | 0875 | |
| T0304 0287 | 0647 |

| ‘0327 0253 05% | |
"0 0487 0412 0242 0244 | 058 | 0435 | 0664 | 0533 | 0500 0360 | 0,687 | 0510 |
|

Para continuar con el desarrollo de los ensayo de ELISA se consigui6 un pool de sueros
positivos y uno de sueros negativos para poder comparar los resultados obtenidos con el
pool positivo frente al negativo. Se realizdé un ensayo de ELISA con estos sueros y
diferentes cantidades de proteinas para visualizar el comportamiento de la absorbancia.
Para este ensayo la dilucion de anticuerpo anti-lgG humana fue de 1/2000 y 1/100 de
los pooles de sueros.

Tabla 13: Valores de absorbancia obtenidos para el ELISA de los pool negativo y positivo, con TES-26 y TES-
120 como antigeno.
Cantidad de proteina (ng) TES-26 TES-120

0,668 0,731 0,216 0,726 0,703 0,243

| |
| |

Como se puede observar en la Tabla 13 los valores obtenidos para el pocillo sin
proteinas es muy alto en comparacion a los obtenidos para los pocillos con proteina. Por
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otra parte el comportamiento para TES-120 y TES-26 fue similar. Para verlo de forma
mas gréafica se realiz el grafico de TES-26, con el suero positivo y negativo (Figura
23).

0,65 TES26

0,63
0,61

0,59 /\
SRR/ N

0,55 // \\

0,53

0,51 N\

0,49 h—q *

047 \ Pool
N N

positivo
0,45

0,43 \ \-.- Pool

0,41 \ negativo

0,39 m \C

0,37 u

0,35 . ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; .

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000
Cantidad de proteina

Q-0 3D T =0 w o >

Figura 23: Grafico de los valores de la Tabla 13 para TES-26

Como se puede observar en la Figura 23 los valores obtenidos para el pool positivo y
negativo son semejantes. Estos se comienzan a separar Unicamente cuando la cantidad
de proteina sembrada en el pocillo es de 3 pg. Dado el comportamiento de la
absorbancia en los pocillos sin proteina tanto para los sueros como para el blanco (el
cual se realiz6 incubando con anticuerpo anti-lgG humano hecho en cabra y anti-1gG de
cabra conjugado a peroxidasa) es probable que haya problema en el proceso de blogueo
de la placa, tanto en la composicion de buffer como en el tiempo que se deja
blogueando. Seria necesario realizar una prueba donde se deje o bien blogqueando mas
tiempo o con una solucion de blogueo de diferente composicion. También se podria
pensar que los anticuerpos secundarios estan reconociendo algun elemento del buffer de
bloqueo por lo que dan sefial incluso en ausencia de proteina. Esta teoria podria
descartarse si consideramos que en el caso del western blot cuando se realizaron los
blancos no se vié reconocimiento inespecifico por parte de los anticuerpos secundarios
en la membrana.

Para poder obtener un mejor panorama de lo que esta sucediendo seria necesario repetir
el ensayo con pooles de sueros positivos y negativos mas nuevos, de forma de poder
descartar que el reconocimiento inespecifico por parte de los mismos se pueda deber a
que se encuentren deteriorados por el tiempo de almacenamiento, y haya
reconocimiento inespecifico. También seria de interés contar con un mayor nimero de
sueros que sean confirmados para Toxocara y se tuviera la informacién de a qué tipo de
toxocariasis pertenecen. Para poder desarrollar el test y determinar su especificidad seria
de gran importancia contar con sueros confirmados para Ascaris, Strongilus,
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Toxoplasmosis y otras parasitosis para poder definir que tanto se disminuye las
reacciones cruzadas con otros parasitos.

En el caso de contar con un mayor numero de sueros confirmados para toxocariasis y
otros negativos para la misma, seria de vital importancia realizar los test estadisticos
habituales para la obtencion de la sensibilidad y especificidad del test que se esta
desarrollando. En este trabajo no fue posible realizar un procesamiento estadistico de las
muestras, dado que en el ensayo de ELISA solo se trabajo con los pooles de sueros
negativo y positivo, por lo que no seria correcto aplicarlo en este caso.

En la bibliografia se ha reportado que la utilizacion de proteinas recombinantes
provenientes Unicamente de T. canis, dejarian por fuera en el diagnostico la toxocariasis
causadas por T. cati, dado que no presentarian en el suero del paciente anticuerpos
capaces de reconocer proteinas de T. canis. En particular se reporto que la utilizacion de
TES-120 de T. canis en forma recombinante deja por fuera en el diagnostico
toxocariasis causados por T. cati (Zahabiun et al., 2015). Segln esta evidencia una
forma de mejorar el test a desarrollar seria agregandole al test proteinas de T. cati, dado
gue no se conoce que tanto este podria estar involucrado en el desarrollo de la
toxocariasis y no siempre las proteinas de T. canis son reconocidas por anticuerpos
generados en una respuesta anti- T. cati.

En el caso particular de nuestros ensayos como mayor medida seria imperativa la
utilizacion de sueros frescos para poder eliminar el factor del tiempo como posible
razon de reconocimiento inespecifico. Si bien los resultados para los ELISAS ensayados
son un poco confusos, los obtenidos por western blot y dot blot nos alientan a pensar
que ambas proteinas son prometedoras para el desarrollo de una test inmunoldgico para
la toxocariasis. Es probable que sean necesarios ajustes en el disefio del test aunque en
nuestro caso apuntamos en el futuro al desarrollo de un test del tipo inmuno-
cromatografico, y este trabajo nos acerca un poco mas hacia este objetivo.

Logro: Verificar la capacidad de las proteinas recombinantes TES-26 y TES-
120 de ser reconocida por el pool de sueros positivos usando ELISA
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PCR para diagnostico:

Como estrategia paralela se planted el desarrollo de una técnica molecular, en este caso
se eligié la PCR de tiempo final. Para el desarrollo de esta PCR, como se explico
anteriormente en la seccion de Materiales y Métodos, se disefiaron pares de cebadores
capaces de amplificar parte de las COX1 (citocromo oxidasa 1) estos se denominaron
Tx1, Tx3 (forward), Tx2 y Tx4 (reverse). También se utilizaron los cebadores YY1,
Tcan y NC2, que se describen en la literatura para la deteccion de T. canis en suelo,
amplifican una porcion del ITS-2.

A su vez como control de que el material no presentaba inhibidores para la reaccion de
PCR, se utilizaron cebadores que amplifican una porcion de gen 18S humano. Estos
cebadores deben amplificar independientemente de que haya o no ADNg de parasito,
por eso se utilizan como control de que la reaccion no esté siendo inhibida.

Extraccion de ADN de sueros:

Si bien seria mejor contar con sangre para la realizacion del PCR, se decidié probar si
esta podria funcionar en los sueros. Se procedi6 a realizar la extraccion de ADN de los
sueros, mediante un kit comercial. Al igual que para las primeras pruebas de
inmunoensayos se seleccionaron solo algunos de los sueros, segun disposicion de los
mismos, para la extraccion de ADN.

La cantidad de ADN obtenida para los sueros fue muy baja, no se podian visualizar por
gel de agarosa, pero de todos modos se cuantificaron mediante nanodrop. Los valores
obtenidos se resumen en la Tabla 14, en esta se muestra que las concentraciones
obtenidas fueron muy bajas. También observa en la tabla que las relaciones entre la
absorbancia a 260 y 280 estan muy por debajo de lo esperable lo que indica que el ADN
no se obtuvo con una buena pureza.

Tabla 14: Medidas de absorbancia y concentraciones obtenidos en nanodrop para los ADN de sueros.

Concentracion
Sueros Azgo Ao Agso/Azgo

ng/uL

N1 0,177 0,187 1,06 9,3

Una vez analizados los resultados anteriores se realizd una nueva extraccion de ADN de
los diferentes sueros. Los resultados se muestran en la Tabla 15, como se puede
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observar la concentracion de los ADN obtenidos no mejoro, ni tampoco el grado de
pureza.

Tabla 15: Medidas de absorbancia y concentraciones obtenidos en nanodrop para los ADN de sueros.

Concentracion
Sueros Azgo Ao Aaso/Azgo

ng/pL

N1 0,082 0,075 091 3,7

El volumen de los sueros no era suficiente como para realizar mas extracciones por lo
que se decidi realizar las primeras pruebas con estos ADN obtenidos. Aunque podrian
no funcionar por la baja concentracién de ADN total. Hay que tener en cuenta que de
todo el ADNg el de T. canis sera una fraccion muy pequefia. Igual se decidio seguir
adelante dado que la técnica de PCR es una técnica muy sensible y capaz de amplificar
desde una cantidad muy baja de ADN.

PCR de control positivo de extraccién de ADN de pacientes:

Se realizo una PCR a tiempo final usando como molde el ADN obtenido de sueros de
pacientes y con los pares de cebadores 18S para humano. Las PCR se corrieron en un
gel de agarosa del 1% y el resultado obtenido se observa en la Figura 24.

Figura 24: Fotografia de gel de agarosa al 1% del resultado de la PCR usando cebadores para 18S, con
algunos de los ADN de los sueros. Marcador de peso molecular de 500pb N SM0242 (Figura 38)

El resultado muestra que a pesar de que tanto las concentraciones como pureza no son
buenas, fue posible amplificar la regién del ARNr 18s humano a partir de este ADN.
Luego de esto se procedio a realizar ensayos de PCR para los sueros con los cebadores
YY1-NC2 y Tcan-NC2. Se comenz6 con el programa A (ver Tabla 3 en la seccién
Materiales y Métodos) con estos cebadores.
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Logro: Obtencién de ADN desde sueros del cual fue posible amplificar una
region del gen del ARN r 18S humano mediante PCR.

Sensibilidad de la PCR__Limite de deteccion de los cebadores

Antes de continuar con el desarrollo de la PCR se procedidé a buscar el limite de
deteccion para los cebadores que se utilizan. El limite de deteccidn se realizé utilizando
el programa E y corresponde a la prueba 9 (véase Tabla 3 y Tabla 4).
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Figura 25: Fotografia del gel de agarosa al 1% para el limite de deteccidn para los pares Tx1-Tx2 y Tx3-Tx2.
Marcador de 1Kb N SM0311 (Figura 37).

En la Figura 25 se muestran los resultados obtenidos para el limite de deteccion de los
pares de cebadores Tx1-Tx2 y Tx3-Tx2. Estos resultados muestran que los cebadores
son capaces de amplificar por lo menos hasta 1.99pg de ADNg. Para el limite de
deteccidn se utiliz6 ADNg de T. canis diluido en H,O mRO. También se realizé el
mismo procedimiento para los pares de cebadores de YY1-NC2 y Tcan-NC2, con los
que se obtuvo el mismo resultado. Es decir todos los pares de cebadores disefiados para
este ensayo son capaces de amplificar hasta 1.99pg de ADNg de T. canis diluido en
agua. Seria necesario a los efectos de la utilizacion de la PCR para diagndstico, probar
el limite de deteccion con una muestra de sangre negativa, a la cual se le agregue
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determinadas cantidades de ADNg de T. canis. Con esta prueba podriamos verificar que
es posible amplificar el ADNg de T. canis en sangre humana, y a su vez buscar el limite
de deteccion para esta técnica en la matriz que se utilizara para el diagnostico.

Logro: Se determino el limite de deteccion para los diferentes cebadores en 2pg
de ADNg de T. canis.

Primeras pruebas de amplificacion con los cebadores

Se decidio realizar una primera prueba de amplificacion del ADN proveniente de los
sueros con los cebadores disefiados para el diagnostico.

Tean-NC2 YYI-NC2

N1 H;O S6 S8 11 . ) § H;O S6 S8 s MP

Figura 26: Fotografia de gel de agarosa al 1% mostrando los fragmentos amplificados de la PCR con los pares
de cebadores Tcan-NC2y YY1-NC2. N1 hace referencia al ADN del suero negativo, S con un nimero hace
referencia al ADN de suero positivo, H,O corresponde al control negativo con agua. Marcador de peso
molecular 500pb NSM0242 (Figura 38)

Como se pude observar en la Figura 26 no se obtuvo amplificacion de banda del tamafio
esperado para Tcan-NC2 (380pb), pero si se ve banda aparentemente del tamafio
esperado, unos 400pb, para el par YY1-NC2. La banda que se observa para el par YY1-
NC2, no esta solo en el ADN de los sueros positivos, sino que también en el suero
negativo (N1) y en el control negativo de reaccion. Es probable que esta banda se deba a
la contaminacion de alguno de los componentes del mix de PCR con ADNg de T. canis.

Frente al resultado negativo de las PCR se decidi6 probar la amplificacion nuevamente
de los ADN de los sueros. Con la variante de que esta vez se calentdé el ADN durante
5min a 65°C o se le agrego DMSO al 5%. Esto se realizo de forma de romper cualquier
interaccion que el ADN este pudiendo tener consigo mismo, que este impidiendo la
separacion de las hebras durante la reaccion de PCR. En este caso el programa de PCR
que se utilizo fue el B (ver Tabla 3 de seccion Materiales y Métodos).
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Figura 27: Fotografia de gel de agarosa al 1% mostrando los fragmentos amplificados de la PCR usando los
cebadores Tcan-NC2 y YY1-NC2. N1 hace referencia al ADN del suero negativo, S con un namero hace
referencia al ADN de suero positivo, H,O corresponde al control negativo con agua. Marcador de peso de
500pb N SM0242 (Figura 38)

-
-

Como se puede observar en la Figura 27, no se obtuvo banda del tamafio esperado en
ninguno de los casos para el par Tcan-NC2. Lo que si se puede observar es que, en el
caso del par YY1-NC2 para el molde proveniente de N1 existe amplificacion
inespecifica, con varios tamafios de bandas. A su vez para este par se ve amplificacion
de banda aparentemente del tamafio esperado en las PCR donde el molde fue
previamente calentado. Como esta amplificacion se observa tanto en los ADN de sueros
como en el control con agua, es probable que se deba a contaminacién de alguno de los
componentes del mix de PCR con ADN de T. canis. Para buscar de donde provenia la
contaminacion, se realizaron varias pruebas en las que se fueron cambiando los
componentes de la mix de PCR. Dentro de las pruebas realizadas estan las que se
denominan como prueba 4 y 5 de la Tabla 4 de la seccién Materiales y Métodos. Estas
pruebas nos llevaron a la conclusion de que los que estaban contaminados eran los
cebadores, por lo que los descartamos y adquirimos nuevos cebadores.

Por otra parte se comenzaron las pruebas con los cebadores para COX1. En una primera
instancia para comprobar que los cebadores eran capaces de amplificar el fragmento
para el que fueron disefiados y que el tamafio de la banda fuera el calculado de forma
teorica se realizo una PCR con los pares Tx1-Tx2 (banda esperada de 999pb) y Tx3-Tx2
(banda esperada de 570pb), en la que se us6 como molde ADNg de T. canis. Los
resultados para esta prueba se observan en la Figura 28. Para esta prueba se utilizo el
programa D, y se coloco 5uL de ADNg de T. canis como molde. Como se puede
observar en la Figura 28 las bandas obtenidas son del tamafio esperado y se ve una
importante amplificacion por parte de los cebadores.
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Figura 28: Fotografia de gel de agarosa al 1% mostrando los fragmentos amplificados para la PCR usando los
cebadores Tx1-Tx2 y Tx3-Tx2. ADNg hace referencia al ADNg de T. canis, H,O corresponde al control
negativo con agua. Marcador de 1Kb N SM0311 (Figura 37).

Dado el resultado positivo para esta prueba se procedio a realizar un PCR usando como
molde ADN de pacientes. Para este ensayo se eligieron algunos de los sueros de los
cuales se realiz6 la extraccion de ADN. Para este ensayo se utilizo el programa D de la
Tabla 3, este corresponde con la prueba 6 de la Tabla 4.

$2 83 S5 S11 ADNg NP
T.canis

H,0 NI S1 $2 MP S$3 S5 §11 ADNg
T.canis

1000pb

Tx3-Tx2

Figura 29: Fotografia de gel de agarosa al 1% mostrando los fragmentos amplificados para la PCR usando los
cebadores Tx1-Tx2 y Tx3-Tx2 con los ADN de los sueros como molde. N1 hace referencia al ADN del suero
negativo, S con un namero hace referencia al ADN de suero positivo, H,O corresponde al control negativo con
agua. Marcador de 1Kb N SM0311 (Figura 37).

Como se puede observar en la Figura 29 s6lo se obtuvo bandas del tamafio esperado
para el par Tx1-Tx2. La banda de tamafio esperado se obtuvo tanto para el ADN del
suero N1 como para los ADN de los S2 y S3, se sefialan en la figura con las flechas

verde y amarilla respectivamente. Al observarse banda de tamafio esperado en N1 se
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puede suponer que esta se da por una contaminacion de las muestras con el ADNg de T.
canis, o que se estd amplificando otra cosa de forma inespecifica. Estos resultados nos
indujeron a realizar una nueva PCR del ADN de N1 para obtener méas cantidad de ADN
amplificado y para enviar a secuenciar.

De la secuenciacion de los fragmentos obtenidos para el ADN de N1 se obtuvo,
mediante blast en el NCBI, que las bandas correspondian a la amplificacion eran de
ADNg humano, mas especificamente con parte del cromosoma 19 humano. Ambas
bandas secuenciadas para el ADN de N1 dieron como resultado fragmento de 500 pb,
aunque en el gel se observa una de 500 y otra de 1000 pb.

Por otra parte se realiz6 una gradiente de temperatura para los cebadores Tx1-Tx2 y
Tx3-Tx2. Esto se hizo con el fin de buscar la mejor temperatura a utilizar en el
desarrollo de la PCR. Como se indica en la seccién Materiales y Métodos esto se realizo
utilizando el programa F y corresponde a la prueba 8. De este ensayo se decidié utilizar
como Tm 52°C, ya que es la temperatura a la que se obtuvo una banda mas visible
(datos no mostrados). Una vez definida la temperatura se realizaron unos ensayos mas
de amplificacién por PCR con los sueros. Se probo la amplificacion de los ADN de
algunos sueros usando el programa D, que se corresponde a la prueba 10. De esta
prueba se obtuvo la Figura 30.
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Figura 30: Fotografia del gel de agarosa al 1% con los resultados de PCR para los cebadores Tx1-Tx2 y Tx3-
Tx2. N1 hace referencia al ADNg del suero negativo, S con un nimero hace referencia al ADN de suero
positivo, H,O corresponde al control negativo con agua. Marcador de 1Kb N SM0311 (Figura 37).

Como se puede observar en la Figura 30, no fue posible obtener banda de tamafio
esperado para ninguno de los pares de cebadores.

En una prueba realizada para el par Tx1-Tx2, que corresponde a la prueba 7, con el
programa E, fue posible obtener banda del tamafio esperado.
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Figura 31: Fotografia del gel de agarosa al 1% con los resultados de PCR para los cebadores Tx1-Tx2. S con
namero hace referencia al ADN de suero positivo, H,O corresponde al control negativo con agua. Marcador de
1Kb N SM0311 (Figura 37).

Como se puede observar en la Figura 31 se logré obtener banda de tamafio esperado
(sefialada con la flecha violeta) en el ADN de S3. Este resultado muestra que es posible
obtener amplificacion de ADN del parésito a partir de ADN obtenido de suero. Aunque
seria necesario secuenciar el ADN de esta banda para estar seguros de que se trata de T.
canis.

Se decidio mantener la cantidad de ADN que se utilizaba como molde, para observar si
al aumentar la cantidad de ADN se obtiene amplificacion del ADN de T. canis y si esto
sucede poder ver cuél era la mayor cantidad que se podia colocar sin inhibir la reaccién
de PCR. Este ensayo se desarrollé utilizando el programa E y corresponde a la prueba
11. Las cantidades de ADN que se utilizaron fueron de 30, 40, 46, 80,90 y 100 ng.
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Figura 32: Fotografia del gel de agarosa al 1% para el resultado de PCR con diferentes cantidades de ADN del
suero S1. C+ hace referencia al control con ADN de T. canis, H,O corresponde al control negativo con agua.
Marcador de peso molecular de 1Kb N SM0311 (Figura 37) y de 500pb N SM0242 (Figura 38)

Como se puede ver en la Figura 32 no se obtuvo amplificacion de bandas de tamafio
esperado incluso con 100 ng de ADN para el S1. A pesar de esto seria necesario realizar
esta prueba con controles negativos a los que se les haya agregado ADN de T. canis, de
forma de saber si la reaccion de PCR es inhibida por la cantidad de ADN o no.

Se realiz6 una prueba con todos los pares de cebadores y algunos de los sueros. En este
caso se mantuvo la cantidad de ADN en 40 ng para los sueros (prueba 12).
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.
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Figura 33: Fotografia del gel de agarosa al 1% con los resultados de PCR para los diferentes juegos de
cebadores que se indican en la figura. N1 hace referencia al ADN del suero negativo, S2 hace referencia al

ADN de un suero positivo, H,O corresponde al control negativo con agua. Marcador de peso molecular de 1Kb
N SM0311 (Figura 37).

Como se puede observar en la Figura 33 se obtuvo banda del tamafio esperado con el
par de cebadores YY1-NC2 (sefialado con la flecha lila). También se observa que el
juego de cebadores para el 18S humano, se amplifico banda del tamafio esperado
incluso en el control con agua, es probable que esta se deba a contaminacion de la
muestra con ADN humano. En cambio estas condiciones parecen no ser favorable para
el par Tcan-NC2, en el que se observa en el control con ADNg de T. canis una banda
muy tenue.

De todos estos analisis realizados podemos decir que seria posible amplificar ADNg de
T. canis a partir de suero de pacientes infectados, si bien aun hay que confirmar que las
bandas obtenidas para los cebadores YY1-NC2 y Tx1-Tx2 correspondan a ADNg de T.
canis mediante secuenciado de las mismas. Al observar que estas bandas solo aparecen
en un par de sueros y no en todos ellos se descarta su posible origen de ADN humano.
Sin embargo, no es posible descartar que se esté amplificando otro ADN foraneo. Serian
necesarias mas pruebas con ADN de otros pacientes para poder llegar una mejor
aproximacion.

En lineas generales es importante destacar que este seria el primer reporte de
amplificacion de ADNg de T. canis en suero humano abriendo la posibilidad al
desarrollo de un test de diagnostico para la toxocariasis del tipo molecular. Si bien el
desarrollo de herramientas moleculares implica la necesidad de equipo calificado y
mano de obra especializada, desde el punto de vista epidemioldgico estas técnicas son
de mucho valor. También es un test definitivo de toxocariasis dado que mediante
secuenciacion no quedarian dudas de la entidad etiologica de la infeccion. Por otra parte
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no presentaria el problema de los test inmunoldgicos en la dificultad de discriminar
infecciones actuales de pasadas, dado que no seria de esperar encontrar ADN de un
parasito tiempo después de que este haya sido eliminado del individuo. Por su parte el
desarrollo de una inmuno cromatografia como test de diagnoéstico tiene la ventaja de la
facilidad de aplicacion incluso en areas aisladas donde no es posible transportar grandes
equipos y donde el poli parasitismo es endémico como es el caso de los paises tropicales
de bajos recursos. Siendo en ultima instancia el desarrollo de ambos tipos de test muy
importante y complementarios para el estudio y mejor conocimiento de la
epidemiologia de la toxocariasis y facilitar el reconocimiento y contribucion de los
diferentes actores etioldgicos de esta enfermedad.
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Conclusiones v perspectivas

En este trabajo se logré producir en forma recombinante en E. coli, las proteinas TES-
26 y TES-120 de T. canis. Se logro desarrollar un protocolo de purificacion eficiente
para ambas proteinas recombinantes. Las proteinas puras se utilizaron para la
realizacién de una primera prueba de su capacidad para ser reconocidas por sueros
humanos.

En lineas generales se puede concluir que las proteinas recombinantes utilizadas (TES-
120 y TES-26) pueden ser reconocidas por sueros de pacientes infectado por Toxocara.
Esto se refleja en que son reconocidas incluso por sueros que se definen como negativos
para el kit comercial de Abcam. Si bien es necesario realizar pruebas con un mayor
namero de sueros, tanto de pacientes infectados con T. canis como sanos. Es posible
considerar a las proteinas como prometedores antigenos en el desarrollo de un kit de
diagnostico para la toxocariasis.

En esta tesis también logramos amplificar ADN presumiblemente de T. canis de suero
humano, seria el primer reporte de amplificacion de ADN de T. canis en suero.
Abriendo de esta forma la posibilidad del desarrollo de una técnica molecular para el
diagnostico de este enfermedad y un mayor conocimiento de la contribucion de T. canis
0 T. cati en la toxocariasis.

Una de las primeras perspectivas planteadas es la obtencion de mayor numero de
muestras, de sueros frescos, como de sangre de pacientes infectados. Seria interesante
poder contar con sangre para asi verificar si la sensibilidad de la PCR en sangre es
mayor que en suero, dado que en teoria contariamos con mas material genémico del
parasito.

Por otra parte poder acceder a la historia clinica de los pacientes seria de mucha
importancia dado que nos permitird comparar las dificultades en el diagndstico con los
diferentes tipos de presentacion de la enfermedad. La posibilidad de poder analizar las
muestras de los mismos pacientes post-tratamiento para evaluar la capacidad de los test
desarrollados para diferenciar una toxocariasis activa de una pasada seria de gran
importancia, para el desarrollo de un kit tanto epidemioldgico, como para un kit de
seguimiento del paciente durante el tratamiento.
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Anexo 1

Marcadores de peso molecular utilizados para los geles de proteinas.
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Figura 34: Marcado de peso molecular PageRuler™ Prestained Protien ladder N 26616 Thermo
Scientific
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Figura 35: Marcado de peso molecular Unstained Protien Marker N P7710S BioLabs
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Figura 36: Marcado de peso molecular Unstained Protien Marker N P7702S BioLabs.
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Marcadores de peso utilizados para los geles de agarosa.

bp ng/0.5pg %
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70 14
30 6
30 6
30 6
70 14
25 5
25 5
25 5
60 12

5

5

25

[3)]

1% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1X TAE, 7 V/cm, 45 min

Figura 37: Gen Ruler 1kb DNA Ladder N SM0311 Thermo Scientific.

bp ng/0.5pg %

1.7% agarose

0.5 pg/ane, 8 cm length gel
1XTBE,5V/em, 1h

—100

5% polyacrylamide

0.5 pg/iane, 20 cm length gel,
1XTAE, 8Vicm, 3 h

Figura 38: Gen Ruler 100pb DNA Ladder N SM0242 Thermo Scientific.
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