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Resumo

A estrongiloidíase é uma parasitose causada por helmintos do gênero 

Strongyloides. Atualmente, a ivermectina é o fármaco de escolha para o seu 

tratamento, no entanto, os casos de falha terapêutica em pacientes 

imunossuprimidos foram relatados. A busca de novos medicamentos é um tópico 

importante da pesquisa biomédica. As fosfolipases A2 (PLA2) são enzimas que 

têm demonstrado potencial farmacológico contra tumores e bactérias. Este 

estudo mostra a ação da BnSP-6, uma PLA2 derivada da peçonha de Bothrops 

pauloensis, contra Strongyloides venezuelensis empregando CdSe/CdS Magic­

Sized Quantum Dots (MSQD) como marcador de rastreamento. As células 

intestinais humanas (Caco-2), larvas infectantes e fêmeas partenogenéticas de 

S. venezuelensis foram cultivadas e tratadas por 72 h com diferentes 

concentrações de BnSP-6. A citotoxicidade foi avaliada utilizando 3-(4,5- 

dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina (MTT). A autofagia e a 

apoptose celular foram avaliadas por marcação de fluorescência com 

monodansiilcadaverina (MDC) e iodeto de propídio (PI), respectivamente. Para 

verificar a localização tecidual de ação, a BnSP-6 foi bioconjugada com 

CdSe/CdS MSQDs. As larvas infectantes foram tratadas com o bioconjugado, e 

a marcação foi monitorada por microscopia de fluorescência. A BnSP-6 mostrou 

alta citotoxicidade (70%) contra o parasito em uma concentração 12 vezes 

menor à ivermectina, e citotoxicidade de 30% contra as células intestinais 

humanas (Caco-2) na maior concentração utilizada. A autofagia e a apoptose 

tardia foram verificadas em ambas as formas evolutivas do parasito. A 

microscopia de fluorescência indicou que o bioconjugado foi localizado no
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intestino da larva infectante após 24 horas, sugerindo absorção intestinal antes 

da ação citotóxica. Em suma, foi demonstrado que a BnSP-6 apresenta baixa 

citotoxicidade contra Caco-2, e é eficaz contra S. venezuelensis, sendo 

absorvida pelo intestino, induzindo autofagia e apoptose, indicando seu potencial 

como uma nova ferramenta para o tratamento da estrongiloidíase.

Palavras-chave: Strongyloides venezuelensis, PLA2, BnSP-6, CdSe/CdS MSQD
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Abstract

BnSP-6: investigation of anthelmintic activity against Strongyloides 

venezuelensis and tracking using CdSe/CdS Magic Siized Quantum Dots

Strongyloidiasis is a neglected parasitic disease caused by helminths of 

the genus Strongyloides. Currently, ivermectin is the drug of choice for its 

treatment, however, cases of therapeutic failure in immunosuppressed patients 

were reported. The search for new drugs is an important topic in biomedical 

research. Phospholipases A2 (PLA2) are enzymes that have shown 

pharmacological potential against tumors and bacteria. This study shows the 

BnSP-6 action, a PLA2 derived from Bothrops pauloensis snake venom, against 

Strongyloides venezuelensis, employing CdSe/CdS magic-sized quantum dots 

(MSQD) as a tracking label. Human intestinal cells (Caco-2), S. venezuelensis 

infective larvae and parthenogenetic females were cultured and treated with 

different concentrations of BnSP-6. Cytotoxicity analysis was evaluated using 3- 

(4,5-dimethylthiazol-2yl) -2,5-diphenyl tetrazoline bromide (MTT). Autophagy and 

apoptosis were evaluated through fluorescence labelling with 

Monodansiylcadaverine (MDC) and Propiodium Iodide (PI) respectively. To verify 

the absorption site, BnSP-6 was bioconjugated with MSQDs. Larvae were treated 

with bioconjugate, whereas luminescence was monitored by fluorescence 

microscopy. BnSP-6 showed similar cytotoxicity at a concentration 12-fold lower 

than ivermectin. Autophagy and late apoptosis were verified in both evolutionary 

forms of the parasite. Fluorescence microscopy indicated that the bioconjugate 

was located in the infective larvae intestine after 24 hours, suggesting intestinal
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absorption before cytotoxic action. In summary, we showed that BnSP-6 does 

not demonstrate cytotoxicity against Caco-2, and is effective against S. 

venezuelensis, being absorbed through the larvae intestine, inducing autophagy 

and apoptosis, indicating its potential as a new tool for strongyloidiasis treatment.

Keywords: Strongyloides venezuelensis, PLA2, BnSP-6, CdSe/CdS MSQD



14

1. INTRODUÇÃO

O gênero Strongyloides pertence à classe Secernentea, ordem Rhabdiasoidea, 

família Strongyloididae, contém cerca de 50 espécies (DE LEY, BLAXTER, 2004) e 

são parasitos intestinais obrigatórios de vertebrados que infectam mamíferos, répteis, 

aves e anfíbios. Apenas duas espécies de Strongyloides infectam humanos, 

Strongyloides stercoralis e Strongyloides fuellebomi. A espécie S. fuelleborni, 

encontrada principalmente em primatas africanos, pode também infectar humanos 

(SADJADI, DAMODARAN, SHARIF, 2013).

Strongyloides stercoralis, foi identificado em 1876 em tropas francesas que 

retornavam da guerra no atual Vietnã. A nomenclatura (“Strongylus -  arredondado; 

oides -  semelhante; stercus -  esterco) está relacionada ao ciclo de vida do parasito 

que possui uma fase estercoral e outra fase intestinal. Esse parasito gastrointestinal 

é responsável pela geohelmintíase estrongiloidíase, que atualmente infecta cerca de 

30-100 milhões de indivíduos em 70 países (VINEY, 2017).

1.1 Modo de transmissão e ciclo biológico de Strongyloides stercoralis

Strongyloides spp., possui seis formas evolutivas com características 

morfológicas distintas: fêmeas partenogenéticas parasitas, fêmeas e machos de vida 

livre, ovos, larvas rabditoides e filarioides (COSTA-CRUZ, 2016), e apresenta ciclo de 

vida heterogênico incomum, devido à alternância entre formas parasitárias e adultos 

de vida-livre (VINEY, LOK, 2015).

A forma parasitária ocorre na mucosa do intestino delgado e apresenta 

somente fêmeas que se reproduzem por partenogênese. Larvas rabditóides
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produzidas por essas fêmeas são eliminados nas fezes e podem desenvolver-se 

diretamente em larvas infectantes ou em adultos de vida-livre, que se reproduzem 

sexualmente e sua progênie desenvolve-se em larva infectante. A larva infectante que 

resulta das formas de vida-livre persiste no meio ambiente até encontrar um 

hospedeiro (VINEY, LOK, 2015).

A infecção humana é adquirida via transcutânea pelo contato com a larva 

filarioide infectante que está presente em solo contaminado. Na via pulmonar clássica, 

a larva filarioide entra na circulação sanguínea, migra para os pulmões onde se 

transforma em L4, ascende a árvore traqueobronquial, e alcança o intestino delgado 

após a deglutição. No intestino delgado, a larva se transforma em L5, para tornar-se 

fêmea adulta, que põe ovos na mucosa intestinal. As larvas rabditoides eclodem e são 

eliminadas nas fezes, no meio ambiente podem se tornar tanto larvas filarioides (ciclo 

direto) ou adultos de vida-livre (ciclo indireto) (COSTA-CRUZ, 2016).

A autoinfecção ocorre quando a larva filariforme penetra a mucosa intestinal ou 

a pele perianal para entrar novamente na circulação e migrar para os pulmões, 

completando o ciclo de vida sem estágios externos, denominado de autoinfecção que 

pode levar à hiperinfecção. A hiperinfecção pode resultar na disseminação da larva 

infectante através de vários orgãos e tecidos do hospedeiro. Na ausência de 

tratamento, autoinfecções subsequentes são possíveis, e podem ter consequências 

fatais para o hospedeiro (RAMANATHAN, NUTMAN, 2012; VINEY, LOK, 2015).
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1.2 Epidemiologia, sintomas e diagnóstico da estrongiloidíase humana

Strongyloides stercoralis é uma geo-helmintíase classificada pela World Health 

Organization (2017) entre as doenças tropicais negligenciadas, sua prevalência global 

é diversa e heterogênea. Em países com configurações ecológicas e sócio- 

econômicas propícias à propagação de S. stercoralis, altas taxas de infecção, de até 

60%, podem ser esperadas. A ocorrência de infecção por S. stercoralis no Brasil é de 

5,5%, caracterizando o país como hiperendêmico para estrongiloidíase (PAULA, 

COSTA-CRUZ, 2011).

A maior parte dos indivíduos são assintomáticos ou apresentam sintomas 

intermitentes, atingindo o intestino, pulmões e pele (BUONFRATE et al., 2013). A 

infecção aguda é causada pela invasão larval e migração e é caracterizada por 

irritação da pele no local de penetração da larva, seguido por irritação traqueal ou 

tosse seca e sintomas gastrointestinais, podendo haver comprometimento nutricional. 

Até 75% dos indivíduos apresentam eosinofilia periférica ou aumento de IgE total 

(VINEY, LOK, 2015).

Em indivíduos imunocomprometidos, a reprodução do parasito pode exceder à 

destruição do mesmo pelo sistema imune, levando à uma alta carga parasitária no 

intestino e consequente autoinfecção do hospedeiro. A autoinfecção pode 

desencadear a síndrome da hiperinfecção por Strongyloides (SHS), cujos principais 

sintomas incluem, febre, fadiga, apatia e mialgia, podendo levar à morte do hospedeiro 

(GERI et al., 2015; TOLEDO, MUNOZ-ANTOLI, ESTEBAN, 2015). A infecção por S. 

stercoralis em indivíduos imunocomprometidos pode evoluir para estrongiloidíase 

disseminada, que ocorre quando a larva migra para outros órgãos além do pulmão e
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intestino. Bacteremia pela migração da larva atraves da mucosa intestinal é comum 

na infecção disseminada (LIM et al., 2004; COSTA-CRUZ, 2016).

O diagnóstico definitivo da estrongiloidíase human é usualmente realizado com 

base na detecção da larva nas fezes (LEVENHAGEN, COSTA-CRUZ, 2014). A 

sensibilidade do exame de fezes para parasitos depende do método utilizado, no 

entanto, testes sorológicos possuem sensibilidade de 82-95% e especificidade de 84­

92% e podem ser uma ferramenta importante no diagnóstico da estrongiloidíase (LIM 

et al., 2004). Para a detecção sorológica de anticorpos, tem sido utilizadas 

immunofluorescence antibody test (IFAT), enzyme linked immunosorbent assay 

(ELISA), western blot (WB), luciferase immunoprecipitation system (LIPS) 

(LEVENHAGEN, COSTA-CRUZ, 2014). Diagnóstico molecular como polymerase 

chain reaction (PCR) pode ser aplicado em associação com exames de fezes em 

estudos epidemiológicos para aumentar o diagnóstico de estrongiloidíase (PAULA et 

al., 2013).

1.3 Imunossupressão na estrongiloidíase

Com o uso generalizado de agentes imunossupressores e o aumento da 

migração de indivíduos provenientes de áreas endêmicas para estrongiloidíase, casos 

da síndrome de hiperinfecção tem sido relatados nos países industrializados, tornando 

necessária maior conscientização da classe médica para identificar e tratar esse 

parasito (RAMANATHAN; NUTMAN, 2012).

Por razões ainda desconhecidas, os corticosteróides têm uma associação 

relevante com o desenvolvimento da síndrome da hiperinfecção. A síndrome de 

hiperinfecção tem sido reportada independentemente da dose ou via de administração
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de corticoesteróides, que mesmo em doses menores em pacientes 

imunocompetentes levaram à síndrome da hiperinfecção e até mesmo à morte 

(GOSH; GOSH, 2007). As malignidades hematológicas como o linfoma foram 

associadas à síndrome de hiperinfecção na ausência de uso de corticosteroides. 

(KEISER; NUTMAN, 2004).

Recentemente, foi relatado por Gupta et al. (2017), um caso de síndrome de 

hiperinfecção por S. stercoralis, após tratamento de longa duração com 

corticoesteróides em portador da hanseníase multibacilar. O paciente evoluiu com 

anemia, edema generalizado e eosinofilia periférica durante o tratamento 

imunossupressor para hanseníase. O diagnóstico foi confirmado por meio do exame 

histolólógico de biópsia duodenal que revelaram presença de alta carga parasitária de 

larvas infectantes de S. stercoralis dentro das criptas mucosas. A hiperinfecção por S. 

stercoralis é raramente relatada em pacientes com hanseníase devido a negligência 

de características clínicas inespecíficas. O estudo demonstra a necessidade de alto 

nível de suspeita clínica entre clínicos e dermatologistas que com frequência 

prescrevem altas doses de corticoesteróides no tratamento da hanseníase. A 

eosinofilia periférica inexplicada em indivíduos imunossuprimidos, associada a 

sintomas abdominais ou pulmonares deve ser considerada no diagnóstico diferencial 

da estrongiloidíase.

Por sua vez, a estrongiloidíase pode facilitar a replicação do vírus HTLV-1, 

como demonstrado por Ratner et al. (2007), houve um declínio considerável de RNA 

do HTLV-1 em um paciente tratado com ivermectina. A reinfecção por S. stercoralis 

após o tratamento indica provável infecção por HTLV-1 (HIRATA et al., 2006). O 

HTLV-1 aumenta a suscetibilidade à infecção por S. stercoralis como resultado de
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níveis de IgE diminuídos e imunomodulação para resposta Th1, como observado em 

indivíduos imunocompetentes (SATOH et al., 2002).

Guillamet et al. (2017), relata o caso de um paciente portador do vírus da 

imunodeficiência humana (HIV), que apresentou diarreia crônica e eosinofilia 

persistentes ao tratamento com antibióticos. Biópsias intestinais revelaram 

fragmentos de larvas infectantes de S. stercoralis dentro das criptas mucosas. Os 

autores apontam para o subdiagnóstico da estrongiloidíase em pacientes infectados 

pelo HIV com diarréia persistente e eosinofilia.

Embora a estrongiloidíase seja comumente uma infecção crônica e 

clinicamente assintomática, a imunossupressão farmacológica ou patológica pode 

aumentar consideravelmente a carga parasitária, levando à síndrome da 

hiperinfecção e disseminação, podendo ser letal quando não identificada. Para evitar 

esses agravos, todas as pessoas infectadas cronicamente devem ser tratadas. 

(RAMANATHAN; NUTMAN, 2012).

1.4 Tratamento da estrongiloidíase humana

O tiabendazol foi, por muito tempo, o medicamento de escolha para tratar a 

estrongiloidíase. No entanto, não se encontra disponível devido aos fortes efeitos 

colaterais causados. O albendazol, um agente antihelmíntico de amplo espectro 

possui baixa eficácia contra S. stercoralis. Atualmente, a ivermectina é a melhor opção 

terapêutica para o tratamento da estrongiloidíase, com taxas de cura de 70% a 85% 

de pacientes cronicamente infectados (IGUAL-ADELL et al., 2004; LUVIRA, 

WATTHANAKULPANICH, PITTISUTTITHUM, 2014; PANIC et al., 2014).

A ivermectina pertence à família das lactonas macrocíclicas descoberta na
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década de 1970 e utilizada no tratamento de nematódeos e artrópodes em animais. 

Possui ação contra endoparasitos e ectoparasitos. Seu mecanismo de ação se dá 

pela inibição de neurotransmissores através da potencialização da ação do ácido 

gama-aminobutírico (GABA) e permeabilidade da membrana ao cloro, provocando 

ataxia e morte do parasito (MEREDITH e DULL, 1998)

O tratamento de pacientes é obrigatório na fase crônica, antes das formas SHS 

e disseminada se desenvolverem. Pacientes com possibilidade de exposição prévia 

ao parasito, oriundos de áreas endêmicas ou em situações de higiene e saneamento 

precárias, devem ser triados antes do tratamento com corticóides, quimioterapia ou 

transplante (BUONFRATE et al., 2013).

No entanto, a ivermectina não se encontra disponível em todos os países em 

que a doença tem altas taxas de prevalência (STUART et al., 2009), e tem 

apresentado graves efeitos adversos, como por exemplo, encefalopatia em indíviduos 

susceptíveis (BOURGUINAT et al., 2010; MENDES et al, 2017).

Uma pesquisa realizada na República Democrática do Congo, abrangendo os 

anos de 2009 a 2013, avaliou a ocorrência de efeitos adversos no sistema nervoso 

central e periférico após a administração em massa de ivermectina no tratamento da 

oncocercose e loíase. Os dados do sistema de farmacovigilância foram analisados e 

sugerem que a ivermectina tenha sido responsável por estes efeitos adversos em 52 

pacientes tratados (NZOLO et al., 2017)

Além disso, tem sido reportado falhas terapêuticas em pacientes co-infectados 

com vírus linfotrópico de células T humano tipo -1 (HTLV-1) devido a alterações na 

resposta imune, diminuindo o nível de citocinas e imunoglobulinas responsáveis pelo 

perfil de resposta imunológica Th2 contra S. stercoralis. Nestes casos, o uso da 

ivermectina não é o suficiente para manter as taxas de cura em pacientes crônicos,
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tornando-os ainda mais susceptíveis às formas mais graves da doença (CARVALHO, 

DA FONSECA PORTO, 2004; BOURGUINAT et al., 2010; MENDES et al, 2017).

Cepas de geohelmintos resistentes à medicamentos antihelmínticos foram 

identificadas após anos de tratamento em massa para o controle de parasitoses 

(VERCRUYSSE et al., 2011). Um estudo realizado entre Novembro de 2015 e Abril 

de 2016 na Etiópia, utilizando equinos infectados com Strongyloides sp. demonstrou 

alta susceptibilidade à resistência à ivermectina. Os autores relataram que a 

resistência se deve à sobrevivência de larvas rabditoides no intestino grosso após o 

tratamento (SEYOUM et al., 2017). Outro fator importante para o aumento da 

resistência à ivermectina, é sua liberação nas fezes de animais tratados, mantendo 

contato contínuo com geo-helmintos liberados no solo, os quais, tornam-se mais 

resistentes à sua ação farmacológica.

Pesquisas tem sido conduzidas para avaliar a eficácia e segurança da 

ivermectina em comparação a outros anti-helmínticos. Barda et al. (2017), realizou 

testes in vitro comparando a ivermectina e miodexina no tratamento contra S. 

stercoralis. Não foi observada diferença significativa no potencial de ação anti- 

helmíntico de ambos os fármacos, no entanto, a miodexina apresentou-se como 

alternativa mais segura em relação à ivermectina, sendo potencial terapêutico para 

estrongiloidíase.

Nesse contexto, Mendes et al. (2017), destacaram os desafios encontrados na 

busca de novos fármacos contra S. stercoralis, apresentando os compostos e 

metodologias recentemente utilizados em estudos in vitro e in vivo. Os autores 

referiram taxas irregulares de cura em pacientes tratados com ivermectina e ausência 

de consenso quanto à dosagem e duração do tratamento, apontando para a
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necessidade urgente do desenvolvimento de novas alternativas terapêuticas para 

estrongiloidíase.

1.5 Fosfolipase A2 derivada da peçonha de Bothrops pauloensis

Peçonhas de serpentes são um recurso natural biológico que têm sido 

utilizados para a pesquisa de novos fármacos, uma vez que contêm diferentes 

compostos ativos representados por metaloproteinases, fosfolipases A2, 

hialuronidases, serina proteinases e outros (RODRIGUES et al., 2004; ZOUARI- 

KESSENTINI et al. 2013; AZEVEDO et al., 2016).

Um exemplo clássico de fármaco derivado de peçonhas, é o captopril, um dos 

medicamentos mais utilizados no manejo clínico da hipertensão que atua como 

inibidor da enzima conversora de angiotensina. Foi isolado da peçonha de Bothrops 

jararaca, em 1960 (HAYASHI, CAMARGO, 2005).

As fosfolipases A2 (PLA2) (EC 3.1.1.4) pertencem à superfamília PLA2 estão

+2distribuídas em 15 grupos e diversos subgrupos, incluindo enzimas Ca 2 dependentes, 

estimuladoras do fator de ativação plaquetária, lisossomais, citosólicas e secretadas 

(SCHALOSKE, DENNIS, 2006).

As PLA2 secretadas e compreendem uma classe de enzimas capazes de 

hidrolisar substratos específicos, como fosfolípidos. Estas enzimas são proteínas 

pequenas com peso molecular que varia de aproximadamente 13-18 kDa, têm 119 a 

143 resíduos de aminoácidos, contendo de 5 a 8 pontes dissulfureto e apresentam 

estruturas que são parcialmente conservadas (DENNIS et al., 2011; ZOUARI- 

KESSENTINI et al., 2013; RODRIGUES et al., 2015).

As PLA2 secretadas são moléculas muito interessantes tanto do ponto de vista
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biológico como estrutural, e são responsáveis por alguns efeitos tóxicos e /ou 

farmacológicos incluindo efeitos miotóxicos, neurotóxicos, anticoagulantes, 

antiplaquetários, hipotensivos, hemolíticos e outros, contudo, baixas concentrações 

de suas isoformas têm sido eficazes contra bactérias, parasitas e tumores (TEIXEIRA 

et al., 2003; RODRIGUES et al., 2004; NUNES et al., 2013; AZEVEDO et al., 2016).

Nunes et al. (2013), relataram os efeitos antiparasitários da BnSP-7, uma PLA2 

homologa da peçonha de Bothrops pauloensis, contra Leishmania (Leishmania) 

amazonensis, apresentando ação citotóxica contra as formas promastigotas, com IC5o 

de 59,7 |jg/mL. Houve inibição da proliferação de 60-70% do parasito nas 

concentrações de 50-100 jg /m L da toxina após 96 horas de tratamento.

Outro estudo realizado por Borges et al. (2016) reportaram os efeitos anti­

parasitários da BnSP-7 contra Toxoplasma gondii. Os resultados demonstraram 

efeitos anti-toxoplasma com baixas doses da PLA2 (1,56 a 25 jg /m L) sugerindo o 

potencial desse recurso biológico como nova ferramenta terapêutica para a 

toxoplasmose. Considera-se, portanto, essa PLA2 como ferramenta importante no 

desenvolvimento de novos fármacos anti-parasitários.

Aproximadamente 27% da peçonha de serpente de B. pauloensis consiste em 

PLA2 de acordo com estudos proteômicos, representados por diferentes isoformas 

(RODRIGUES et al., 2012). As isoformas Lys49 e Asp49-PLA2 foram isoladas e 

analisadas bioquimicamente e estruturalmente como descrito por Rodrigues et al. 

(1998).

As evidências bibliográficas indicam que BnSP-6, uma PLA2-Lys-49, exerce 

uma atividade antitumoral com ação citotóxica e inibição da adesão celular em células 

de tumor de mama (MDA-MB-231) e baixa citotoxicidade em células de mama não
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cancerígenas (MCF10-A), sugerindo preferência por alvos em células cancerosas 

(AZEVEDO et al., 2016).

A BnSP-6 atua estimulando o processo de autofagia e apoptose celular, além 

de causar aumento na expressão gênica de supressores de tumor (BRCA2 e TP53), 

sugerindo um potencial anti-metastático. Esses resultados mostram que a BnSP-6 

apresenta potencial para desenvolvimento de novas terapias contra o câncer 

(AZEVEDO et al., 2016).

Portanto, considera-se que as isoformas de PLA2 secretadas derivadas de 

peçonhas, tem potencial farmacológico em concentrações subtóxicas, e novos 

estudos devem ser realizados utilizando diferentes microorganismos patogênicos 

como alvos.

1.6 Modelo experimental na estrongiloidíase

Strongyloides venezuelensis é um nematódeo parasito de ratos que tem sido 

utilizado como modelo experimental para estudo da relação parasito-hospedeiro em 

estrongiloidíase humana e /ou animal (MARRA et al., 2011).

O estudo das formas evolutivas do parasito no microambiente in vivo de 

roedores permanece um desafio devido à migração das larvas no organismo do 

hospedeiro (AHMED, 2014).

Estudos in vitro tem sido utilizados para drug testing e drug screening contra S. 

venezuelensis, na busca por alternativas terapêuticas para a estrongiloidíase. 

(CORDEIRO et al., 2010; LEGARDA-CEBALLOS et al., 2016a; LEGARDA- 

CEBALLOS et al., 2016b)
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2. OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo verificar a atividade in vitro da fosfolipase A2 

homóloga BnSP-6 contra Strongyloides venezuelensis.

2.1 Objetivos Específicos

ü  Realizar testes in vitro com a BnSP-6 contra larvas infectantes e fêmeas 

partenogenéticas.

ü  Avaliar a citotoxicidade pelo método quantitativo colorimétrico 3-(4,5- 

dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina (MTT) em células intestinais (Caco 

2), em larvas infectantes e fêmeas partenogenéticas de S. venezuelensis tratadas com 

diferentes concentrações BnSP-6.

ü  Avaliar mecanismos de morte celular utilizando marcadores de autofagia 

(MDC) e de necrose celular (PI).

ü  Realizar a bioconjugação da BnSP-6 com CdSe/CdS MSQD.

ü  Verificar o local de ação da BnsP-6 por fotoluminescência através da marcação 

da fosfolipase com CdSe/CdS MSQD.
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3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Aspectos Éticos

A manutenção da cepa de S. venezuelensis em Rattus novergicus Wistar foi 

aprovada pelo Comitê de Ética em Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal 

de Uberlândia (UFU-Brasil) sob o protocolo de registro 075/08 (CEUA/UFU). Todos os 

experimentos foram conduzidos de acordo com os padrões recomendados pela 

CEUA/UFU.

3.2 Obtenção de larvas filarioides e fêmeas partenogenéticas de S. venezuelensis

A cepa de S. venezuelensis (Brumpt) foi isolada do roedor selvagem Bolomys 

lasiurus (Abril 1986). Esta linhagem foi mantida em Rattus novergicus Wistar, 

experimentalmente infectado, no Laboratório de Diagnóstico de Parasitoses - UFU, 

Minas Gerais, Brasil.

As fezes obtidas de ratos Wistar infectados com S. venezuelensis foram 

homogeneizadas em carvão animal e mantidas em cultura por 3 dias a 28°C. Em 

seguida, as larvas filaróides foram recuperadas pelo método de Rugai et al. (1954) e 

lavadas 3 vezes com solução salina tamponada com fosfato (Phosphate Buffer Saline 

- PBS) contendo 100 U/mL de penicilina (Sigma-Aldrich Co., São Paulo, Brasil) e 100 

^g/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich Co., São Paulo, Brasil).

Após a eutanásia dos animais infectados, o intestino delgado foi coletado para 

a recuperação de fêmeas partenogenéticas. O tecido foi lavado com PBS, cortado 

transversalmente e colocado, com auxílio de uma peneira, sobre o cálice de
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sedimentação contendo PBS aquecido a 45°C e incubado durante 3 h a 37°C. As 

fêmeas e as larvas foram lavadas 3 vezes com PBS contendo 100 U/mL de penicilina 

e 100 jg /m L de estreptomicina.

As larvas infectantes e as fêmeas partenogenéticas foram mantidas 

separadamente em meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com 100 U/mL 

de penicilina e 100 |jg/mL de estreptomicina em condições de cultura padrão (37°C, 

95% de ar umidificado e 5% de CO2) em placa de 96 poços (100 larvas/poço e 50 

fêmeas/poço).

3.3 Obtenção da PLA2 BnSP-6

As amostras de peçonha de serpente de B. pauloensis foram coletadas no 

estado de São Paulo e purificadas no Laboratório de Bioquímica e Toxinas da UFU e 

cedidas para esta pesquisa.

Resumidamente, foi realizada cromatografia de troca iônica, identificando 

diferentes pontos isoelétricos, um dos quais denominado Lys-49-BnSP-6, foi 

recromatografado em cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) de fase reversa 

e analisados por SDS-PAGE. O grau de pureza da amostra foi confirmada por 

espectrometria de massas conforme (AZEVEDO et al., 2016).

3.4 Cultivo de células Caco-2

A linhagem celular epitelial de cólon humano (Caco-2) foi adquirida do Banco 

de Células do Rio de Janeiro (UFRJ, Brasil). As células foram mantidas em meio de 

Eagle modificado por Dulbecco (Gibco, Thermo Fisher, São Paulo, Brasil),
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suplementado com soro fetal bovino a 10% (Cultilab, Campinas, Brasil) e gentamicina 

a 1% (Sigma-Aldrich), 95% de ar humidificado e 5% de CO2 até à confluência.

Após 80% de confluência as células foram plaqueadas em placas de 96 poços 

(1x104 células/poço) em triplicata e mantidas overnight para adesão nas mesmas 

condições de cultura.

3.5 Ensaio de citotoxicidade

As células foram tratadas com BnSP-6 a 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 e 1,56 

jg/m L, em triplicata, durante 72 h. Larvas infectantes foram tratadas com BnSP-6 nas 

concentrações de 50, 25 e 12,5 |jg/mL e as fêmeas partenogenéticas nas 

concentrações de 100, 50, 25 jg /m L por 72 h como teste de screening. Para controle 

positivo, foi utilizada ivermectina diluída em água destilada (316 jg /m L) de acordo 

com a descrição de Rebollo, Taira e Ura (2003).

Após o tratamento das células e das formas evolutivas do parasito foi 

adicionado 20 jL  de solução de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de 

tetrazolina (MTT) a 5 mg/ml (Sigma-Aldrich Co., São Paulo, Brasil) e incubado durante 

4 h a 37°C. Posteriormente, foi adicionado em cada poço 100 jL  de PBS contendo 

dodecil sulfato de sódio (SDS) a 10% e 0,01N de ácido clorídrico (HCl), e incubado 

por 18 h a 37°C. Os valores de absorbância foram obtidos na leitora de microplacas a 

570 nm (Multiskan GO Thermo Scientific, São Paulo, Brasil).

A citotoxicidade foi expressa em % de células ou parasitos mortos em relação 

ao controle não tratado. Após os testes de citotoxicidade foram escolhidas as 

concentrações de BnSP-6 a serem utilizadas nos demais testes, sendo, 25 ^g/mL 

para as larvas infectantes e 50 ^g/mL para fêmeas partenogenéticas.
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Calculou-se o valor de concentração inibitória (IC50) para as células Caco-2 e 

a dose letal para as larvas infectantes (LD50) por análise de regressão sigmoidal. 

Calculou-se o índice de Seletividade (IS) para comparar a atividade anti-helmíntica e 

a citotoxicidade celular:

IS = IC50 da célula de mamífero 

LD50 do parasite

3.6 Ensaio de autofagia e de apoptose celular

Os vacúolos autofágicos foram marcados com monodansilcadaverina (MDC, 

Sigma-Aldrich Co., São Paulo, Brasil) e os núcleos das células apoptóticas foram 

marcados com iodeto de propídio (PI, Sigma-Aldrich Co., São Paulo, Brasil).

Larvas infectantes e fêmeas partenogenéticas foram tratadas com 25 pg/mL e 

50 pg/mL de BnSP-6, respectivamente, conforme padronização descrita. Após o 

tratamento as larvas infectantes foram lavadas com PBS e centrifugadas a 3600 rpm 

durante 5 min à temperatura ambiente, e, as fêmeas partenogenéticas foram lavadas 

com PBS e centrifugadas à temperatura ambiente a 1000 rpm durante 1 min.

Posteriormente, foram incubados em 100 pL de PBS contendo 0,05 mmol/L de 

MDC e 2 pL/mL de PI à temperatura ambiente durante 1 hora. Após a incubação, os 

parasitos foram novamente lavados com PBS e as microplacas foram analisadas por 

microscopia de fluorescência (EVOS Fl Imaging System, Thermo Fisher, São Paulo, 

Brasil).
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3.7 Síntese dos CdSe/CdSe Magic-sized Quantum Dots (MSQD)

Os CdSe/CdS MSQD foram sintetizados no Laboratório de Novos Materiais 

Isolantes e Semicondutores do Instituto de Física da UFU, de acordo com a 

metodologia descrita por Silva et al. (2014) e cedidos para esta pesquisa.

3.7 Bioconjugação BnSP-6-CdSe/CdS MSQD

A bioconjugação foi realizada como descrito por Malgorzata et al. (2013) com 

modificações. Foram adicionados 0,5 mg de CdSe/CdS MSQDs e 450 |jL de BnSP-6 

(1500 jg /m L) em 1 mL de tampão borato contendo 50 jL  de solução de Hidrocloreto 

de N-(3-dimetilaminopropil )-N'-etilcarbodiimida (EDC) (2,05 mmol) e 50 jL  de N- 

hidroxissuccinimida (NHS) (0,24 mg). A solução resultante foi então incubada 

overnight no escuro, depois, foi centrifugada duas vezes a 3600 rpm por 5 minutos.

3.8 Análise FT-IR

A bioconjugação foi confirmada com base nos espectros infravermelhos (IR) 

registrados à temperatura ambiente utilizando um espectrofotometro IR Fourier 

Transform (FT-IR) (Vertex 70, Bruker Optik, Atibaia, Brasil). A amostra foi depositada 

no interferofotômetro e após a leitura, os espectros foram obtidos pelo cálculo da 

transformada de Fourier entre 800 e 2000 cm-1.
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3.9 Detecção da BnSP-6

Para investigar a localização tecidual da toxina, as larvas infectantes foram 

incubadas com o bioconjugado CdSe/CdS MSQD-BnSP-6 na concentração de 25 

|jg/mL, em estufa de CO2 a 37oC e analisadas após 24 h, enquanto ainda estavam 

viáveis, utilizando microscópio de fluorescência (EVOS Fl Imaging Sistem, Thermo 

Fisher, São Paulo, Brasil).

3.10 Análise estatística

A análise estatística foi realizada utilizando o software estatístico GraphPad 

Prism versão 5.0 (GraphPad Software, Inc., EUA). O teste paramétrico utilizado foi 

One-way ANOVA com comparações múltiplas. Para correção, o pós-teste de Geisser- 

Greenhouse foi utilizado. Os dados foram considerados significativos quando o valor 

de p era inferior a 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Citotoxicidade da BnSP-6 contra S. venezuelensis

O ensaio de citotoxicidade foi realizado como um teste de screening com 

diferentes concentrações de BnSP-6. O resultado encontrado foi de aproximadamente 

30% de citotoxicidade em células colorretais epiteliais humanas (Caco-2) na maior 

concentração utilizada (100 |jg/mL) e, o IC50 para Caco-2 foi de 270,8 |jg/mL (Figura 

1A). Para larvas infectantes, obteve-se 60% de citotoxicidade na concentração de 25 

jg/m L, sendo a DL50 de 13,91 jg /m L para larvas (Figura 1B). Entre as fêmeas 

partenogenéticas a citotoxicidade foi de cerca de 40% a 50 jg /m L (Figura 1C). Não 

houve diferença estatística significativa quando se compararam diferentes 

concentrações de BnSP-6 com a dose padrão de ivermectina. O Índice de 

Seletividade para BnSP-6 foi de 19,46.

Para os demais testes foram escolhidas as concentrações que apresentaram 

menor citotoxicidade para a célula Caco-2. Observou-se que para as larvas 

infectantes, não houve diferença estatistica significativa entre as concentrações de 25 

e 50 jg/m L, no entanto, houve diferença significativa para a célula Caco-2 entre as 

mesmas, assim, a concentração de escolha foi de 25 jg/m L. O mesmo é observado 

para fêmeas partenogenéticas referente às concentrações de 50 e 100 jg/m L, 

portanto, foi escolhida a concentração de 50 jg/m L.
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Figura 1. Efeito citotóxico da BnSP-6 na linhagem de célula intestinal humana, Caco-2 (A), larvas 
infetantes de S. venezuelensis (B) e femeas partenogenéticas de S. venezuelensis (C). Controle: 
células, larvas e fêmeas não tratadas. Os valores dos eixos X representam concentrações em pg/mL. 
*Diferença estatisticamente significativa entre os grupos tratados e o controle. Não houve diferença 
estatisticamente significativa entre os tratamentos com BnSP-6 e ivermectina.
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4.2 BnSP-6 induz autofagia e apoptose celular em S. venezuelensis

A Figura 2 demonstra que houve marcação de fluorescência com MDC e PI 

tanto em larvas quanto em fêmeas tratadas com BnSP-6 em concentrações 

padronizadas previamente.

Na marcação com MDC, observou-se a formação de vacúolos autofágicos, que 

atuam digerindo estruturas celulares no processo de morte celular.

A apoptose tardia foi detectada pelo marcador nuclear fluorescente PI, 

sugerindo alterações nucleares características dos estágios tardios de apoptose 

celular.

Os controles não apresentaram marcação de fluorescência, visto que, não 

houve morte do parasito. Estes resultados indicam que a BnSP-6 induz os 

mecanismos de morte por meio de autofagia e apoptose celular tardia em S.

venezuelensis.
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Figura 2. Autofagia e apoptose induzida por BnSP-6 em S. venezuelensis. (A) Larvas infectantes de S. 
venezuelensis tratadas com BnSP-6 a 25 pg/mL. (B) Fêmeas partenogenéticas de S. venezuelensis 
tratadas com BnSP-6 a 50 pg/mL. DIC, contraste de interferência diferencial; MDC, marcação com 
monodansilcadaverina; PI, marcação com iodeto de propídio. Controle: parasito não tratado. 
Ampliação: 200x.



36

4.3 Bioconjugação BnSP-6-CdSe/CdS MSQDs

A Figura 3 representa os espectros de FT-IR dos CdSe/CdS MSQDs, da BnSP- 

6 e do bioconjugado CdSe/CdS MSQDs-BnSP-6.

No espectro do bioconjugado, houve a identificação de uma banda adicional a 

1360 cm-1, a qual não apareceu nos espectros dos MSQD ou da BnSP-6, indicando a 

ligação entre as moléculas.

De acordo com Colthup, Daly e Wiberley (1990), esta banda é característica da 

vibração de alongamento O-N. Este resultado confirma que os grupos hidroxila de 

CdSe/CdS MSQD foram acoplados à BnSP-6 por ligação covalente estável.

Além disso, também foi observado que os modos vibratórios de bandas C-H e 

C-C correspondentes à BnSP-6 permaneceram semelhantes no bioconjugado, 

demonstrando que o acoplamento não afetou radicalmente a estrutura 3D da toxina,

bem como sua estabilidade.
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Figura 3. Espectroscopia infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) de MSQD CdSe/CdS, 
BnSP-6 e o bioconjugado CdSe/CdS MSQD-BnSP-6 à temperatura ambiente.
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4.4 Localização da BnSP-6 em larvas infectantes de S. venezuelensis

Para investigar a localização tecidual da BnSP-6, as larvas infectantes de S. 

venezuelensis foram incubadas com o bioconjugado MSQD-BnSP-6 CdSe/CdS e a 

luminescencia foi monitorada. Após 24 h de incubação, as imagens de microscopia 

de fluorecência indicaram que o bioconjugado estava localizado no intestino das 

larvas ainda viáveis.

A Figura 4 ilustra a localização do bioconjugado MSQD-BnSP-6 CdSe/CdS em 

relação às estruturas morfológicas do parasito, a seta indica o local da junção esôfago- 

intestino, demonstrando que a marcação está concentrada na região intestinal da 

larva infectante.

A ilustração também apresenta a estrutura molecular tridimensional do 

bioconjugado CdSe/CdS MSQD-BnSP-6, demonstrando a composição dos MSQD, 

sendo o núcleo composto por CdSe e a casca composta por CdS, bem como, a 

estrutura da BnSP-6 ligada covalentemente ao MSQD.

A marcação intestinal observada na larva infectante ainda viável, sugere que a 

atividade da toxina seja desencadeada por absorção intestinal do parasito após 24 h 

de incubação.
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Figura 4. Imagem de microscopia indicando a localização tecidual do bioconjugado CdSe/CdS MSQDs- 

BnSP-6 na concentração de 25 pg/mL em larvas infectantes de S. venezuelensis. Ampliação: 200x. 

Abaixo, esquema representando a estrutura molecular e a ligação covalente do bioconjugado 

CdSe/CdS MSQD-BnSP-6. Seta: junção esôfago-intestino de larvas infectantes.
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A estrongiloidíase permanece uma das helmintíases mais negligenciadas e tem 

uma prevalência subestimada. Atualmente, a ivermectina é o fármaco de escolha, no 

entanto, tem apresentado falhas terapêuticas em pacientes imunossuprimidos, bem 

como em imunocompetentes (MENDES et al., 2017; OLSEN et al., 2009). As falhas 

terapêuticas ocorrem devido ao ciclo de auto-infecção do parasito associado à 

condição imunossupressora do hospedeiro (MENDES et al., 2017).

O ciclo de autoinfecção promove a cronicidade da doença e a hiperinfecção e, 

se não for devidamente diagnosticado e tratado, pode levar à disseminação do 

parasito para outros órgãos do hospedeiro (BUONFRATE et al., 2013). O parasito 

disseminado pode causar bacteremia ou mesmo septicemia em pacientes 

imunossuprimidos, isso ocorre devido ao carreamento de bactérias para diferentes 

órgãos além do habitat natural do intestino (MONTES et al, 2009; RODRIGUEZ, 

ABRAHAM, WILLIAMS, 2015;)

Além disso, não há consenso sobre a dose e a duração do tratamento, que 

apresenta taxas de cura irregulares entre 55-100%. Outros fármacos também foram 

utilizados, como o tiabendazol, embora seu uso tenha sido desencorajado por 

profissionais de saúde devido a efeitos colaterais gastrointestinais e neurológicos 

(BISOFFI et al., 2013; LUVIRA, WATTHANAKULPANICH, PITTISUTTITHUM 2014; 

PANIC et al., 2014; MENDES et al., 2017).

Mendes et al. (2017) realizaram uma revisão da literatura sobre fármacos 

testados contra a estrongiloidiase. Os autores destacaram a falta de estratégias para 

tratamentos mais eficientes no manejo das formas graves da doença. Portanto, o 

tratamento da estrongiloidíase continua sendo um desafio para a prática clínica. Neste

5. DISCUSSÃO



41

contexto, é notória a necessidade de desenvolvimento de medicamentos de suporte 

em novas estratégias de tratamento da doença, como indicado por Bisoffi et al. (2013).

Estudos têm demonstrado que as toxinas de serpente possuem potencial de 

ação farmacológica antitumoral, bem como, antibacteriana e antiprotozoário 

(ZOUARI-KESSENTINI et al. 2013; NUNES et al., 2013; SUDHARSHAN, 

DHANANJAYA, 2015; CORREA et al., 2016; AZEVEDO et al., 2016).

Recentemente, demonstrou-se o efeito antihelmíntico de uma toxina catiônica 

derivada da peçonha de cascavél proveniente da América do Sul. Dal Mas et al. 

(2016), mostraram a ação da crotamina, um pequeno peptídeo catiônico derivado da 

peçonha de Crotalus durissus terrificus, contra o nematodeo Caenorhabditis elegans.

A BnSP-6, uma PLA2 Lys-49, isolada a partir da peçonha de B. pauloensis por 

Rodrigues et al. (1998), apresenta ação citotóxica e inibição da adesão celular em 

células tumorais. No presente estudo foi demonstrado o efeito anti-helmíntico da 

BnSP-6 contra S. venezuelensis, sendo o primeiro avanço quanto ao potencial uso 

terapêutico de uma fosfolipase derivada de peçonha de serpente contra um 

nematodeo.

Conforme demonstrado, esta PLA2 induz atividade citotóxica contra larvas 

infectantes de S. venezuelensis e tem uma eficácia 12 vezes superior quando 

comparada com a ivermectina. Sua ação contra o parasito adulto obteve eficácia 

reduzida em concentrações mais elevadas, porém não houve diferença 

estatisticamente significativa em comparação à ivermectina.

Além disso, a BnSP-6 apresentou baixa toxicidade contra células intestinais 

humanas Caco-2, sugerindo que a toxina tenha ação específica contra o parasita. 

Esta diferença pode ser elucidada pelo mecanismo de mitose celular e o rápido 

crescimento das células de tecido humano utilizadas neste estudo, enquanto que as
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larvas infectantes e as fêmeas partenogenéticas têm capacidade reprodutiva limitada 

e consequentemente menor resistência à ação citotóxica da BnSP-6.

A pesquisa de novos fármacos contra a estrongiloidíase tem sido alvo de 

estudos recentes. Neste contexto, Legarda-Ceballos et al. (2016b), realizaram um 

estudo in vitro utilizando edelfosina, que apresentou actividade anti-helmíntica contra

S. venezuelensis a uma concentração de 24 ^g/mL. No entanto, a edelfosina 

apresentou citotoxicidade significativa em macrófagos na mesma concentração.

Legarda-Ceballos et al. (2016a), utilizando aminoálcoois e diaminas contra 

larvas de S. venezuelensis, também mostraram atividade anti-helmíntica, embora 

fosse menos eficaz que a ivermectina. No presente estudo, observou-se ação 

citotóxica da BnSP-6 na concentração de até 12,5 ^g/mL, e baixa citotoxicidade para 

as células intestinais humanas Caco-2.

Um composto bioativo derivado do latex de Carica papaya, a papaína, tem 

apresentado ação anti-helmíntica contra S. venezuelensis. A papaína purificada 

apresentou ação dose-dependente eficaz contra ovos e larvas infectantes em estudos 

in vitro, sugerindo potencial alternativa terapêutica na estrongiloidíase. No entanto, 

são necessários ensaios para avaliação da citotoxicidade da papaína em linhagens 

de células humanas (MORAES et al., 2017).

Após os testes de screening para escolha da concentração ideal de tratamento 

para o parasito, foi avaliado o potencial da toxina para induzir a morte celular por 

diferentes abordagens, tais como autofagia e apoptose.

A autofagia é um tipo de morte celular programada em que a marcação com 

MDC evidencia o processo autofágico induzido pela BnSP-6, sugerindo um papel 

significativo da autofagia no processo de morte celular do parasito. Por outro lado, a 

marcação com PI em larvas infectantes e fêmeas partenogenéticas sugere uma
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resposta tardia semelhante à apoptose no mecanismo de morte celular induzido pela 

BnSP-6 contra S. venezuelensis.

Como demonstrado por Azevedo et al. (2016), a BnSP-6 apresentou ação 

tóxica contra as células de cancer de mama e também induziu autofagia e apoptose 

celular. Além disso, Ruano et al. (2012), demonstraram que os mecanismos 

apoptóticos envolvidos na morte de S. venezuelensis são devidos à produção de óxido 

nítrico pelo parasito. Portanto, esses resultados elucidam os mecanismos de ação 

citotóxica da BnSP-6 contra S. venezuelensis.

Após verificar a ação da BnSP-6 contra S. venezuelensis, foi investigada a 

localização tecidual da BnSP-6 no parasito. Para isso, foram utilizados CdSe/CdS 

MSQD bioconjugados com a BnSP-6 como marcadores de rastreamento. A 

bioconjugação foi confirmada pela análise FT-IR, demonstrando uma ligação O-N do 

tipo covalente. Sabe-se que a BnSP-6 tem a sua atividade citotóxica na porção C- 

terminal (RODRIGUES et al., 2015), assim é possível afirmar que a bioconjugação 

não interferiu na ação citotóxica desta PLA2.

A escolha de CdSe/CdS MSQD como marcador de rastreio baseou-se na 

estabilidade da luminescência e biocompatibilidade. Silva et al. (2016) comprovaram 

a biocompatibilidade dos CdSe/CdS MSQD, tornando-os mais seguros e 

biocompatíveis.

A marcação fluorescente concentra-se na porção intestinal do parasito, que foi 

identificada por análise morfólogica de larvas viáveis 24 horas após a incubação. 

Sugere-se, portanto, que o bioconjugado tenha sido absorvido no intestino do parasito 

antes da sua ação citotóxica, que foi observada somente após 72 h de tratamento.

Os CdSe/CdS MSQDs foram recentemente utilizados na detecção de células 

de câncer de mama (SILVA et al., 2016). Os MSQD foram conjugados com um
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anticorpo Fab específico de cancer da mama para a detecção de células 

cancerígenas, sendo utilizado como uma ferramenta de diagnóstic em aplicações 

biológicas.

Este estudo apresenta a utilização dos MSQD na pesquisa de novos fármacos, 

além de demonstrar outro tipo de bioconjugação via grupos hidroxila, indicando os 

possíveis mecanismos de absorção do parasita. Este MSQD é uma ferramenta 

inovadora para auxiliar nas técnicas de imagem, e pode ser utilizado como um 

dispositivo de rastreamento para pesquisa de novos fármacos. De acordo com Biswas 

et al. (2012), as toxinas nanoconjugadas são potenciais ferramentas para o 

desenvolvimento e a liberação de fármacos, portanto, outras aplicações podem ser 

desenvolvidas utilizando a bioconjugação de BnSP-6 com CdSe/CdS MSQD.
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ü  A PLA2 derivada da peçonha de Bothrops pauloensis, BnSP-6, 

apresenta atividade anti-helmíntica contra S. venezuelensis in vitro.

ü  A BnSP-6 apresentou ação citotóxica em concentração 12 vezes menor 

que a ivermectina, e possui baixa citotoxicidade contra células intestinais humanas 

Caco-2.

ü  A morte celular do parasito foi evidenciada pela marcação de vacúolos 

autofágicos e células apoptóticas.

ü  A localização do bioconjugado da CdSe/CdS MSQDs-BnSP-6, indica 

que a toxina seja absorvida no intestino do parasito antes de sua ação tóxica.

ü  A BnSP-6 deve ser considerada como um novo potencial farmacológico 

para o tratamento da estrongiloidíase.

6. CONCLUSÕES
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