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Resumo

A estrongiloidiase ¢ uma parasitose causada por helmintos do género
Strongyloides. Atualmente, a ivermectina é o farmaco de escolha para o seu
tratamento, no entanto, os casos de falha terapéutica em pacientes
imunossuprimidos foram relatados. A busca de novos medicamentos € um topico
importante da pesquisa biomédica. As fosfolipases A, (PLA2) séo enzimas que
tém demonstrado potencial farmacolégico contra tumores e bactérias. Este
estudo mostra a a¢ao da BnSP-6, uma PLA; derivada da peconha 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 fémeas partenogenéticas de
S. venezuelensis foram cultivadas e tratadas por 72 h com diferentes
concentragbes 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 marcacdo de fluorescéncia com
monodansiilcadaverina (MDC) e iodeto de propidio (Pl), respectivamente. Para
verificar a localizagdo tecidual de acdo, a BnSP-6 foi bioconjugada com
CdSe/CdS MSQPDs. As larvas infectantes foram tratadas com o bioconjugado, e
a marcacao foi monitorada por microscopia de fluorescéncia. A BnSP-6 mostrou
alta citotoxicidade (70%) contra o parasito em uma concentragdo 12 vezes
menor a ivermectina, e citotoxicidade de 30% contra as células intestinais
humanas (Caco-2) na maior concentragao utilizada. A autofagia e a apoptose
tardia foram verificadas em ambas as formas evolutivas do parasito. A

microscopia de fluorescéncia indicou que o bioconjugado foi localizado no
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intestino da larva infectante apos 24 horas, sugerindo absorc¢éo intestinal antes
da acao citotoxica. 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 estrongiloidiase.

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 A, (PLA2) are enzymes that have shown
pharmacological potential against tumors and bacteria. This study shows the
BnSP-6 action, a PLA; 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 lodide (PI) respectively. To verify
the absorption site, BhSP-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, PLAz, BnSP-6, CdSe/CdS MSQD
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1. INTRODUCAO

O género Strongyloides pertence a classe Secernentea, ordem Rhabdiasoidea,
familia Strongyloididae, contém cerca de 50 espécies (DE LEY, BLAXTER, 2004) e
s&o parasitos intestinais obrigatorios de vertebrados que infectam mamiferos, répteis,
aves e anfibios. Apenas duas espécies de Strongyloides infectam humanos,
Strongyloides stercoralis e Strongyloides fuelleborni. 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 Vietna. A nomenclatura (“Strongylus — arredondado;
oides — semelhante; stercus — esterco) esta relacionada ao ciclo de vida do parasito
que possui uma fase estercoral e outra fase intestinal. Esse parasito gastrointestinal
€ responsavel pela geohelmintiase estrongiloidiase, que atualmente infecta cerca de

30-100 milhdes de individuos em 70 paises (VINEY, 2017).

1.1 Modo de transmissao e ciclo biolégico de Strongyloides stercoralis

Strongyloides spp., possui seis formas evolutivas com caracteristicas
morfologicas distintas: fémeas partenogenéticas parasitas, fémeas e machos de vida
livre, ovos, larvas rabditoides e filarioides (COSTA-CRUZ, 2016), e apresenta ciclo de
vida heterogénico incomum, devido a alternancia entre formas parasitarias e adultos
de vida-livre (VINEY, LOK, 2015).

A forma parasitaria ocorre na mucosa do intestino delgado e apresenta

somente fémeas que se reproduzem por partenogénese. Larvas rabditoides
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produzidas por essas fémeas sdo eliminados nas fezes e podem desenvolver-se
diretamente em larvas infectantes ou em adultos de vida-livre, que se reproduzem
sexualmente e sua progénie 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 infeccdo humana é adquirida via transcutanea pelo contato com a larva
filarioide infectante que esta presente em solo contaminado. Na via pulmonar classica,
a larva filarioide entra na circulagdo sanguinea, migra para os pulmdes onde se
transforma em L4, ascende a arvore traqueobronquial, e alcanga o intestino delgado
apos a degluticdo. No intestino delgado, a larva se transforma em L5, para tornar-se
fémea adulta, que pde ovos na mucosa intestinal. As larvas rabditoides eclodem e séo
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 autoinfeccao ocorre quando a larva filariforme penetra a mucosa intestinal ou
a pele perianal para entrar novamente na circulagdo e migrar para os pulmoes,
completando o ciclo de vida sem estagios externos, denominado de autoinfec¢ao que
pode levar a hiperinfeccido. A hiperinfeccao pode resultar na disseminacao da larva
infectante através de varios orgdos e tecidos do hospedeiro. Na auséncia de
tratamento, autoinfecgdes subsequentes sdo possiveis, € podem ter consequéncias

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

Strongyloides stercoralis € uma geo-helmintiase classificada pela World Health
Organization (2017) entre as doengas tropicais negligenciadas, sua prevaléncia global
€ diversa e heterogénea. Em paises com configuragdes ecologicas e soécio-
econdmicas propicias a propagacgao de S. stercoralis, altas taxas de infec¢éo, de até
60%, podem ser esperadas. A ocorréncia de infec¢do por S. stercoralis no Brasil é de
5,5%, caracterizando o pais como hiperendémico para estrongiloidiase (PAULA,
COSTA-CRUZ, 2011).

A maior parte dos individuos sao assintomaticos ou apresentam sintomas
intermitentes, atingindo o intestino, pulmdes e pele (BUONFRATE et al., 2013). A
infeccdo aguda é causada pela invaséo larval e migragdo e € caracterizada por
irritagdo da pele no local de penetragédo da larva, seguido por irritagdo traqueal ou
tosse seca e sintomas gastrointestinais, podendo haver comprometimento nutricional.
Até 75% dos individuos apresentam eosinofilia periférica ou aumento de IgE total
(VINEY, LOK, 2015).

Em individuos imunocomprometidos, a reproduc¢ao do parasito pode exceder a
destruicdo do mesmo pelo sistema imune, levando a uma alta carga parasitaria no
intestino e consequente autoinfeccdo do hospedeiro. A autoinfeccdo pode
desencadear a sindrome da hiperinfecgao por Strongyloides (SHS), cujos principais
sintomas incluem, febre, fadiga, apatia e mialgia, podendo levar a morte do hospedeiro
(GERI et al., 2015; TOLEDO, MUNOZ-ANTOLI, ESTEBAN, 2015). A infecg&o por S.
stercoralis em individuos imunocomprometidos pode evoluir para estrongiloidiase

disseminada, que ocorre quando a larva migra para outros 6rgaos além do pulmao e
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intestino. Bacteremia pela migracéo da larva atraves da mucosa intestinal € comum
na infecgéo disseminada (LIM et al., 2004; COSTA-CRUZ, 2016).

O diagnostico definitivo da estrongiloidiase human é usualmente realizado com
base na deteccdo da larva nas fezes (LEVENHAGEN, COSTA-CRUZ, 2014). A
sensibilidade do exame de fezes para parasitos depende do método utilizado, no
entanto, testes sorologicos possuem sensibilidade de 82-95% e especificidade de 84-
92% e podem ser uma ferramenta importante no diagnostico da estrongiloidiase (LIM
et al.,, 2004). Para a detecgdo soroldgica 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). Diagnostico molecular como polymerase
chain reaction (PCR) pode ser aplicado em associagdo com exames de fezes em
estudos epidemioldgicos para aumentar o diagnostico de estrongiloidiase (PAULA et

al., 2013).

1.3 Imunossupressao na estrongiloidiase

Com o uso generalizado de agentes imunossupressores e o0 aumento da
migracgéo de individuos provenientes de areas endémicas para estrongiloidiase, casos
da sindrome de hiperinfec¢ao tem sido relatados nos paises industrializados, tornando
necessaria maior conscientizacdo da classe médica para identificar e tratar esse
parasito (RAMANATHAN; NUTMAN, 2012).

Por razdes ainda desconhecidas, os corticosterdides tém uma associacao
relevante com o desenvolvimento da sindrome da hiperinfecgdo. A sindrome de

hiperinfecgao tem sido reportada independentemente da dose ou via de administragéao
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de corticoesterdides, que mesmo em doses menores em pacientes
imunocompetentes levaram a sindrome da hiperinfeccédo e até mesmo a morte
(GOSH; GOSH, 2007). As malignidades hematolégicas como o linfoma foram
associadas a sindrome de hiperinfeccdo na auséncia de uso de corticosteroides.
(KEISER; NUTMAN, 2004).

Recentemente, foi relatado por Gupta et al. (2017), um caso de sindrome de
hiperinfecgdo por S. stercoralis, apos tratamento de longa duragdo com
corticoesterdides em portador da hanseniase multibacilar. O paciente evoluiu com
anemia, edema generalizado e eosinofilia periférica durante o tratamento
imunossupressor para hanseniase. O diagnaostico foi confirmado por meio do exame
histoldlogico de biopsia duodenal que revelaram presenca de alta carga parasitaria de
larvas infectantes de S. stercoralis dentro das criptas mucosas. A hiperinfec¢ao por S.
stercoralis € raramente relatada em pacientes com hanseniase devido a negligéncia
de caracteristicas clinicas inespecificas. O estudo demonstra a necessidade de alto
nivel de suspeita clinica entre clinicos e dermatologistas que com frequéncia
prescrevem altas doses de corticoesterdides no tratamento da hanseniase. A
eosinofilia periférica inexplicada em individuos imunossuprimidos, associada a
sintomas abdominais ou pulmonares deve ser considerada no diagnostico diferencial
da estrongiloidiase.

Por sua vez, a estrongiloidiase pode facilitar a replicagao do virus HTLV-1,
como demonstrado por Ratner et al. (2007), houve um declinio consideravel de RNA
do HTLV-1 em um paciente tratado com ivermectina. A reinfeccéo por S. stercoralis
apos o tratamento indica provavel infec¢ado por HTLV-1 (HIRATA et al., 2006). O

HTLV-1 aumenta a suscetibilidade a infec¢ao por S. stercoralis como resultado de
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niveis de IgE diminuidos e imunomodulag&o para resposta Th1, como observado em
individuos imunocompetentes (SATOH et al., 2002).

Guillamet et al. (2017), relata o caso de um paciente portador do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), que apresentou diarreia crbnica e eosinofilia
persistentes ao tratamento com antibioticos. Biopsias intestinais revelaram
fragmentos de larvas infectantes de S. stercoralis dentro das criptas mucosas. Os
autores apontam para o subdiagnoéstico da estrongiloidiase em pacientes infectados
pelo HIV com diarréia persistente e eosinofilia.

Embora a estrongiloidiase seja comumente uma infeccdo crbnica e
clinicamente assintomatica, a imunossupressao farmacoldgica ou patologica pode
aumentar consideravelmente a carga parasitaria, levando a sindrome da
hiperinfeccao e disseminacao, podendo ser letal quando nao identificada. Para evitar
esses agravos, todas as pessoas infectadas cronicamente devem ser tratadas.

(RAMANATHAN; NUTMAN, 2012).

1.4 Tratamento da estrongiloidiase humana

O tiabendazol foi, por muito tempo, o0 medicamento de escolha para tratar a
estrongiloidiase. No entanto, ndo se encontra disponivel devido aos fortes efeitos
colaterais causados. O albendazol, um agente antihelmintico de amplo espectro
possui baixa eficacia contra S. stercoralis. Atualmente, a ivermectina é a melhor op¢ao
terapéutica para o tratamento da estrongiloidiase, 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 a familia das lactonas macrociclicas descoberta na
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década de 1970 e utilizada no tratamento de nematodeos e artropodes em animais.
Possui acado contra endoparasitos e ectoparasitos. Seu mecanismo de acao se da
pela inibicdo de neurotransmissores através da potencializagdo da acado do acido
gama-aminobutirico (GABA) e permeabilidade da membrana ao cloro, provocando
ataxia e morte do parasito (MEREDITH e DULL, 1998)

O tratamento de pacientes € obrigatorio na fase cronica, antes das formas SHS
e disseminada se desenvolverem. Pacientes com possibilidade de exposicao prévia
ao parasito, oriundos de areas endémicas ou em situagdes de higiene e saneamento
precarias, devem ser triados antes do tratamento com corticoides, quimioterapia ou
transplante (BUONFRATE et al., 2013).

No entanto, a ivermectina ndo se encontra disponivel em todos os paises em
que a doenga tem altas taxas de prevaléncia (STUART et al.,, 2009), e tem
apresentado graves efeitos adversos, como por exemplo, encefalopatia em individuos
susceptiveis (BOURGUINAT et al., 2010; MENDES et al, 2017).

Uma pesquisa realizada na Republica Democratica do Congo, abrangendo os
anos de 2009 a 2013, avaliou a ocorréncia de efeitos adversos no sistema nervoso
central e periférico apds a administragdo em massa de ivermectina no tratamento da
oncocercose e loiase. Os dados do sistema de farmacovigilancia foram analisados e
sugerem que a ivermectina tenha sido responsavel por estes efeitos adversos em 52
pacientes tratados (NZOLO et al., 2017)

Além disso, tem sido reportado falhas terapéuticas em pacientes co-infectados
com virus linfotropico de células T humano tipo -1 (HTLV-1) devido a alteragdes na
resposta imune, diminuindo o nivel de citocinas e imunoglobulinas responsaveis pelo
perfil de resposta imunolégica Th2 contra S. stercoralis. Nestes casos, o uso da

ivermectina ndo é o suficiente para manter as taxas de cura em pacientes cronicos,
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tornando-os ainda mais susceptiveis as formas mais graves da doenga (CARVALHO,
DA FONSECA PORTO, 2004; BOURGUINAT et al., 2010; MENDES et al, 2017).

Cepas de geohelmintos resistentes a medicamentos antihelminticos foram
identificadas apds 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 Etiopia, utilizando equinos infectados com Strongyloides sp. demonstrou
alta susceptibilidade a resisténcia a ivermectina. Os autores relataram que a
resisténcia se deve a sobrevivéncia de larvas rabditoides no intestino grosso apoés o
tratamento (SEYOUM et al., 2017). Outro fator importante para o aumento da
resisténcia a ivermectina, € sua liberacdo nas fezes de animais tratados, mantendo
contato continuo com geo-helmintos liberados no solo, os quais, tornam-se mais
resistentes a sua a¢do farmacolodgica.

Pesquisas tem sido conduzidas para avaliar a eficacia e seguranga da
ivermectina em comparacao a outros anti-helminticos. Barda et al. (2017), realizou
testes in vifro comparando a ivermectina e miodexina no tratamento contra S.
stercoralis. Nao foi observada diferenca significativa no potencial de acg&o anti-
helmintico de ambos os farmacos, no entanto, a miodexina apresentou-se como
alternativa mais segura em relagédo a ivermectina, sendo potencial terapéutico para
estrongiloidiase.

Nesse contexto, Mendes et al. (2017), destacaram os desafios encontrados na
busca de novos farmacos 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 auséncia

de consenso quanto a dosagem e duragcdo do tratamento, apontando para a
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necessidade urgente do desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para

estrongiloidiase.

1.5 Fosfolipase A; derivada da peconha de Bothrops pauloensis

Peconhas de serpentes sdo um recurso natural biolégico que tém sido
utilizados para a pesquisa de novos farmacos, uma vez que contém diferentes
compostos ativos representados por metaloproteinases, fosfolipases Ao,
hialuronidases, serina proteinases e outros (RODRIGUES et al., 2004; ZOUARI-
KESSENTINI et al. 2013; AZEVEDO et al., 2016).

Um exemplo classico de farmaco derivado de peconhas, € o captopril, um dos
medicamentos mais utilizados no manejo clinico da hipertensdo que atua como
inibidor da enzima conversora de angiotensina. Foi isolado da pegonha de Bothrops
Jararaca, em 1960 (HAYASHI, CAMARGO, 2005).

As fosfolipases A (PLAz) (EC 3.1.1.4) pertencem a superfamilia PLA; estédo
distribuidas em 15 grupos e diversos subgrupos, incluindo enzimas Ca*?dependentes,
estimuladoras do fator de ativacao plaguetaria, lisossomais, citosolicas e secretadas
(SCHALOSKE, DENNIS, 20086).

As PLA; secretadas e compreendem uma classe de enzimas capazes de
hidrolisar substratos especificos, como fosfolipidos. Estas enzimas s&o proteinas
pequenas com peso molecular que varia de aproximadamente 13-18 kDa, tém 119 a
143 residuos de aminoacidos, contendo de 5 a 8 pontes dissulfureto e apresentam
estruturas que sdo parcialmente conservadas (DENNIS et al., 2011; ZOUARI-
KESSENTINI et al., 2013; RODRIGUES et al., 2015).

As PLA; secretadas sdo moléculas muito interessantes tanto do ponto de vista
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biologico como estrutural, e s&o responsaveis por alguns efeitos toxicos e /ou
farmacoldgicos incluindo efeitos miotdxicos, neurotoxicos, anticoagulantes,
antiplaquetarios, hipotensivos, hemoliticos e outros, contudo, baixas concentragbes
de suas isoformas tém 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 antiparasitarios da BnSP-7, uma PLA,
homologa da peconha de Bothrops pauloensis, contra Leishmania (Leishmania)
amazonensis, apresentando agéo citotoxica contra as formas promastigotas, com |1Csg
de 59,7 pg/mL. Houve inibicdo da proliferacdo de 60-70% do parasito nas
concentragdes de 50-100 ug/mL da toxina apds 96 horas de tratamento.

Outro estudo realizado por Borges et al. (2016) reportaram os efeitos anti-
parasitarios da BnSP-7 contra Toxoplasma gondii. Os resultados demonstraram
efeitos anti-toxoplasma com baixas doses da PLA; (1,56 a 25 pg/mL) sugerindo o
potencial desse recurso bioldogico como nova ferramenta terapéutica para a
toxoplasmose. Considera-se, portanto, essa PLA; como ferramenta importante no
desenvolvimento de novos farmacos anti-parasitarios.

Aproximadamente 27% da peconha de serpente de B. pauloensis consiste em
PLA; de acordo com estudos protedmicos, representados por diferentes isoformas
(RODRIGUES et al., 2012). As isoformas Lys49 e Asp49-PLA; foram isoladas e
analisadas bioquimicamente e estruturalmente como descrito por Rodrigues et al.
(1998).

As evidéncias bibliograficas indicam que BnSP-6, uma PLA;-Lys-49, exerce
uma atividade antitumoral com acao citotdxica e inibicao da adesao celular em células

de tumor de mama (MDA-MB-231) e baixa citotoxicidade em células de mama nao
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cancerigenas (MCF10-A), sugerindo preferéncia 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 expressao génica de supressores de tumor (BRCA2 e TP53),
sugerindo um potencial anti-metastatico. Esses resultados mostram que a BnSP-6
apresenta potencial para desenvolvimento de novas terapias contra o cancer
(AZEVEDO et al., 2016).

Portanto, considera-se que as isoformas de PLA; secretadas derivadas de
peconhas, tem potencial farmacologico em concentragbes subtoxicas, e novos
estudos devem ser realizados utilizando diferentes microorganismos patogénicos

como alvos.

1.6 Modelo experimental na estrongiloidiase

Strongyloides venezuelensis ¢ um nematodeo parasito de ratos que tem sido
utilizado como modelo experimental para estudo da relacao parasito-hospedeiro em
estrongiloidiase 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 a migragdo 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 terapéuticas para a estrongiloidiase.
(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 obijetivo verificar a atividade in vitro da fosfolipase Az

homologa BnSP-6 contra Strongyloides venezuelensis.

2.1 Objetivos Especificos

v' Realizar testes in vitro com a BnSP-6 contra larvas infectantes e fémeas
partenogenéticas.

v' 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 fémeas partenogenéticas de S. venezuelensis tratadas com
diferentes concentracoes BnSP-6.

v' Avaliar mecanismos de morte celular utilizando marcadores de autofagia
(MDC) e de necrose celular (Pl).

v' Realizar a bioconjugagao da BnSP-6 com CdSe/CdS MSQD.

v Verificar o local de acdo da BnsP-6 por fotoluminescéncia através da marcacao

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

3.1 Aspectos Eticos

A manutencgao da cepa de S. venezuelensis em Rattus novergicus Wistar foi
aprovada pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal
de Uberlandia (UFU-Brasil) sob o protocolo de registro 075/08 (CEUA/UFU). Todos os
experimentos foram conduzidos de acordo com os padrées recomendados pela

CEUA/UFU.

3.2 Obtencao de larvas filarioides e fémeas 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 Laboratorio de Diagnostico de Parasitoses - UFU,
Minas Gerais, Brasil.

As fezes obtidas de ratos Wistar infectados com S. venezuelensis foram
homogeneizadas em carvao animal e mantidas em cultura por 3 dias a 28°C. Em
seguida, as larvas filardides foram recuperadas pelo método de Rugai et al. (1954) e
lavadas 3 vezes com solugao salina tamponada com fosfato (Phosphate Buffer Saline
- PBS) contendo 100 U/mL de penicilina (Sigma-Aldrich Co., Sdo Paulo, Brasil) e 100
hug/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich Co., S&o Paulo, Brasil).

Apos a eutanasia dos animais infectados, o intestino delgado foi coletado para
a recuperacao de fémeas partenogenéticas. O tecido foi lavado com PBS, cortado

transversalmente e colocado, com auxilio de uma peneira, sobre o calice de
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sedimentacao contendo PBS aquecido a 45°C e incubado durante 3 h a 37°C. As
fémeas e as larvas foram lavadas 3 vezes com PBS contendo 100 U/mL de penicilina
e 100 ug/mL de estreptomicina.

As larvas infectantes e as fémeas partenogenéticas foram mantidas
separadamente em meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com 100 U/mL
de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina em condi¢gdes de cultura padréao (37°C,
95% de ar umidificado e 5% de CO,) em placa de 96 pogos (100 larvas/pogo e 50

fémeas/pogo).

3.3 Obtencao da PLA, BnSP-6

As amostras de peconha de serpente de B. pauloensis foram coletadas no
estado de Sao Paulo e purificadas no Laboratorio de Bioquimica e Toxinas da UFU e
cedidas para esta pesquisa.

Resumidamente, foi realizada cromatografia de troca ibnica, identificando
diferentes pontos isoelétricos, um dos quais denominado Lys-49-BnSP-6, foi
recromatografado em cromatografia liquida de alta eficiéncia (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 célon 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, Sao 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 CO, até a confluéncia.

Apos 80% de confluéncia as células foram plaqueadas em placas de 96 pocos
(1x104 células/pogo) em triplicata e mantidas overnight para adesdo nas mesmas

condicoes 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
hug/mL, em triplicata, durante 72 h. Larvas infectantes foram tratadas com BnSP-6 nas
concentragbes de 50, 25 e 12,5 ug/mL e as fémeas partenogenéticas nas
concentragdes de 100, 50, 25 ug/mL por 72 h como teste de screening. Para controle
positivo, foi utilizada ivermectina diluida em agua destilada (316 ug/mL) de acordo
com a descri¢do de Rebollo, Taira e Ura (2003).

Apos o tratamento das células e das formas evolutivas do parasito foi
adicionado 20 yL de solugdo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina (MTT) a 5 mg/ml (Sigma-Aldrich Co., Sao Paulo, Brasil) e incubado durante
4 h a 37°C. Posteriormente, foi adicionado em cada po¢o 100 uL de PBS contendo
dodecil sulfato de sodio (SDS) a 10% e 0,01N de acido cloridrico (HCI), e incubado
por 18 h a 37°C. Os valores de absorbancia foram obtidos na leitora de microplacas a
570 nm (Multiskan GO Thermo Scientific, S&do Paulo, Brasil).

A citotoxicidade foi expressa em % de células ou parasitos mortos em relagao
ao controle nao tratado. Apds os testes de citotoxicidade foram escolhidas as
concentracbes de BnSP-6 a serem utilizadas nos demais testes, sendo, 25 pg/mL

para as larvas infectantes e 50 ug/mL para fémeas partenogenéticas.
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Calculou-se o valor de concentracgao inibitéria (IC50) para as células Caco-2 e
a dose letal para as larvas infectantes (LD50) por analise de regresséo sigmoidal.
Calculou-se o indice de Seletividade (IS) para comparar a atividade anti-helmintica e

a citotoxicidade celular:

IS = IC50 da célula de mamifero

LD50 do parasite

3.6 Ensaio de autofagia e de apoptose celular

Os vacuolos autofagicos foram marcados com monodansilcadaverina (MDC,
Sigma-Aldrich Co., Sao Paulo, Brasil) e os nucleos das células apoptéticas foram
marcados com iodeto de propidio (PI, Sigma-Aldrich Co., Sao Paulo, Brasil).

Larvas infectantes e fémeas partenogenéticas foram tratadas com 25 ug/mL e
50 ug/mL de BnSP-6, respectivamente, conforme padronizagdo descrita. Apos o
tratamento as larvas infectantes foram lavadas com PBS e centrifugadas a 3600 rpm
durante 5 min a temperatura ambiente, e, as fémeas partenogenéticas foram lavadas
com PBS e centrifugadas a temperatura ambiente a 1000 rpm durante 1 min.

Posteriormente, foram incubados em 100 yL de PBS contendo 0,05 mmol/L de
MDC e 2 yL/mL de Pl a temperatura ambiente durante 1 hora. Apos a incubagao, os
parasitos foram novamente lavados com PBS e as microplacas foram analisadas por
microscopia de fluorescéncia (EVOS FI Imaging System, Thermo Fisher, S&o Paulo,

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

Os CdSe/CdS MSQD foram sintetizados no Laboratério de Novos Materiais
Isolantes e Semicondutores do Instituto de Fisica da UFU, de acordo com a

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

3.7 Bioconjugagao BnSP-6-CdSe/CdS MSQD

A bioconjugacéo foi realizada como descrito por Malgorzata et al. (2013) com
modifica¢des. Foram adicionados 0,5 mg de CdSe/CdS MSQDs e 450 uL de BnSP-6
(1500 pg/mL) em 1 mL de tampao borato contendo 50 uL de solugédo de Hidrocloreto
de N-(3-dimetilaminopropil )-N'-etilcarbodiimida (EDC) (2,05 mmol) e 50 uL de N-
hidroxissuccinimida (NHS) (0,24 mg). A solugdo resultante foi entdo incubada

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

3.8 Analise FT-IR

A bioconjugacao foi confirmada com base nos espectros infravermelhos (IR)
registrados a temperatura ambiente utilizando um espectrofotometro IR Fourier
Transform (FT-IR) (Vertex 70, Bruker Optik, Atibaia, Brasil). A amostra foi depositada
no interferofotdmetro e apds a leitura, os espectros foram obtidos pelo calculo da

transformada de Fourier entre 800 e 2000 cm™".
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3.9 Deteccao da BnSP-6

Para investigar a localizag&o tecidual da toxina, as larvas infectantes foram
incubadas com o bioconjugado CdSe/CdS MSQD-BnSP-6 na concentragao de 25
ug/mL, em estufa de CO, a 37°C e analisadas apds 24 h, enquanto ainda estavam
viaveis, utilizando microscopio de fluorescéncia (EVOS Fl Imaging Sistem, Thermo

Fisher, S&o Paulo, Brasil).

3.10 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software estatistico GraphPad
Prism versédo 5.0 (GraphPad Software, Inc., EUA). O teste paramétrico utilizado foi
One-way ANOVA com comparag¢des multiplas. Para corregéo, o pos-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 concentra¢des de BnSP-6. O resultado encontrado foi de aproximadamente
30% de citotoxicidade em células colorretais epiteliais humanas (Caco-2) na maior
concentracgdo utilizada (100 yg/mL) e, o IC50 para Caco-2 foi de 270,8 ug/mL (Figura
1A). Para larvas infectantes, obteve-se 60% de citotoxicidade na concentracéo de 25
hug/mL, sendo a DL50 de 13,91 uyg/mL para larvas (Figura 1B). Entre as fémeas
partenogenéticas a citotoxicidade foi de cerca de 40% a 50 yg/mL (Figura 1C). Nao
houve diferenca estatistica significativa quando se compararam diferentes
concentracdes de BnSP-6 com a dose padrdo de ivermectina. O indice de
Seletividade para BnSP-6 foi de 19,46.

Para os demais testes foram escolhidas as concentra¢des que apresentaram
menor citotoxicidade para a célula Caco-2. Observou-se que para as larvas
infectantes, n&o houve diferenca estatistica significativa entre as concentragdes de 25
e 50 ug/mL, no entanto, houve diferenga significativa para a célula Caco-2 entre as
mesmas, assim, a concentracao de escolha foi de 25 uyg/mL. O mesmo é observado
para fémeas partenogenéticas referente as concentra¢gdes de 50 e 100 pg/mL,

portanto, foi escolhida a concentracéo de 50 pg/mL.
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Figura 1. Efeito citotéxico 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 fémeas nao tratadas. Os valores dos eixos X representam concentragdes em pg/mL.
*Diferenca estatisticamente significativa entre os grupos tratados e o controle. Nao houve diferenca
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 marcagao de fluorescéncia com MDC e PI
tanto em larvas quanto em fémeas tratadas com BnSP-6 em concentragdes
padronizadas previamente.

Na marcag¢ao com MDC, observou-se a formagao de vacuolos autofagicos, que
atuam digerindo estruturas celulares no processo de morte celular.

A apoptose tardia foi detectada pelo marcador nuclear fluorescente PI,
sugerindo alteragdes nucleares caracteristicas dos estagios tardios de apoptose
celular.

Os controles nao apresentaram marcacao de fluorescéncia, visto que, nao
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) Fémeas partenogenéticas de S. venezuelensis
tratadas com BnSP-6 a 50 pg/mL. DIC, contraste de interferéncia diferencial; MDC, marcagdo com
monodansilcadaverina; Pl, marcagdo com iodeto de propidio. Controle: parasito nao tratado.
Ampliacao: 200x.
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4.3 Bioconjugacao 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 identificagdo de uma banda adicional a
1360 cm™, a qual nao apareceu nos espectros dos MSQD ou da BnSP-6, indicando a
ligac@o entre as moléculas.

De acordo com Colthup, Daly e Wiberley (1990), esta banda é caracteristica da
vibragdo de alongamento O-N. Este resultado confirma que os grupos hidroxila de
CdSe/CdS MSQD foram acoplados a BnSP-6 por ligagao covalente estavel.

Além disso, também foi observado que os modos vibratérios de bandas C-H e
C-C correspondentes a BnSP-6 permaneceram semelhantes no bioconjugado,
demonstrando que o acoplamento ndo 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 & temperatura ambiente.
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4.4 Localizacao da BnSP-6 em larvas infectantes de S. venezuelensis

Para investigar a localiza¢do 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. Apos 24 h de incubacédo, as imagens de microscopia
de fluorecéncia indicaram que o bioconjugado estava localizado no intestino das
larvas ainda viaveis.

A Figura 4 ilustra a localizag&o do bioconjugado MSQD-BnSP-6 CdSe/CdS em
relagéo as estruturas morfologicas do parasito, a seta indica o local da jun¢ao esoéfago-
intestino, demonstrando que a marcagao esta concentrada na regido intestinal da
larva infectante.

A ilustracdo também apresenta a estrutura molecular tridimensional do
bioconjugado CdSe/CdS MSQD-BnSP-6, demonstrando a composi¢cédo dos MSQD,
sendo o0 nucleo composto por CdSe e a casca composta por CdS, bem como, a
estrutura da BnSP-6 ligada covalentemente ao MSQD.

A marcacéo intestinal observada na larva infectante ainda viavel, sugere que a
atividade da toxina seja desencadeada por absorgao intestinal do parasito apos 24 h

de incubacao.
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Figura 4. Imagem de microscopia indicando a localiza¢ao tecidual do bioconjugado CdSe/CdS MSQDs-
BnSP-6 na concentracdo de 25 pg/mL em larvas infectantes de S. venezuelensis. Ampliagao: 200x.
Abaixo, esquema representando a estrutura molecular e a ligagdo covalente do bioconjugado

CdSe/CdS MSQD-BnSP-6. Seta: juncdo esdfago-intestino de larvas infectantes.
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5. DISCUSSAO

A estrongiloidiase permanece uma das helmintiases mais negligenciadas e tem
uma prevaléncia subestimada. Atualmente, a ivermectina € o farmaco de escolha, no
entanto, tem apresentado falhas terapéuticas em pacientes imunossuprimidos, bem
como em imunocompetentes (MENDES et al., 2017; OLSEN et al., 2009). As falhas
terapéuticas ocorrem devido ao ciclo de auto-infeccao do parasito associado a
condigdo imunossupressora do hospedeiro (MENDES et al., 2017).

O ciclo de autoinfeccao promove a cronicidade da doenca e a hiperinfeccao e,
se nao for devidamente diagnosticado e tratado, pode levar a disseminagao do
parasito para outros orgaos 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
orgaos além do habitat natural do intestino (MONTES et al, 2009; RODRIGUEZ,
ABRAHAM, WILLIAMS, 2015;)

Além disso, ndo ha consenso sobre a dose e a duracao do tratamento, que
apresenta taxas de cura irregulares entre 55-100%. Outros farmacos também foram
utilizados, como o tiabendazol, embora seu uso tenha sido desencorajado por
profissionais de saude devido a efeitos colaterais gastrointestinais e neurologicos
(BISOFFI et al., 2013; LUVIRA, WATTHANAKULPANICH, PITTISUTTITHUM 2014;
PANIC et al., 2014; MENDES et al., 2017).

Mendes et al. (2017) realizaram uma revisdo da literatura sobre farmacos
testados contra a estrongiloidiase. Os autores destacaram a falta de estratégias para
tratamentos mais eficientes no manejo das formas graves da doenca. Portanto, o

tratamento da estrongiloidiase continua sendo um desafio para a pratica clinica. Neste
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contexto, € notdria a necessidade de desenvolvimento de medicamentos de suporte
em novas estratégias de tratamento da doenca, como indicado por Bisoffi et al. (2013).

Estudos tém demonstrado que as toxinas de serpente possuem potencial de
acao farmacologica antitumoral, bem como, antibacteriana e antiprotozoario
(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 antihelmintico de uma toxina catiénica
derivada da peconha de cascavél proveniente da América do Sul. Dal Mas et al.
(2016), mostraram a ag¢ao da crotamina, um pequeno peptideo catidbnico derivado da
peconha de Crotalus durissus terrificus, contra o nematodeo Caenorhabditis elegans.

A BnSP-6, uma PLA; Lys-49, isolada a partir da pegonha de B. pauloensis por
Rodrigues et al. (1998), apresenta acgao citotoxica e inibicdo da adeséo celular em
células tumorais. No presente estudo foi demonstrado o efeito anti-helmintico da
BnSP-6 contra S. venezuelensis, sendo o primeiro avango quanto ao potencial uso
terapéutico de uma fosfolipase derivada de peconha de serpente contra um
nematodeo.

Conforme demonstrado, esta PLA; induz atividade citotoxica contra larvas
infectantes de S. venezuelensis e tem uma eficacia 12 vezes superior quando
comparada com a ivermectina. Sua acado contra o parasito adulto obteve eficacia
reduzida em concentracbes mais elevadas, porém nao houve diferenca
estatisticamente significativa em comparacgéo a ivermectina.

Além disso, a BnSP-6 apresentou baixa toxicidade contra células intestinais
humanas Caco-2, sugerindo que a toxina tenha agédo especifica contra o parasita.
Esta diferenca pode ser elucidada pelo mecanismo de mitose celular e o rapido

crescimento das células de tecido humano utilizadas neste estudo, enquanto que as
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larvas infectantes e as fémeas partenogenéticas tém capacidade reprodutiva limitada
e consequentemente menor resisténcia a agao citotéxica da BnSP-6.

A pesquisa de novos farmacos contra a estrongiloidiase tem sido alvo de
estudos recentes. Neste contexto, Legarda-Ceballos et al. (2016b), realizaram um
estudo in vitro utilizando edelfosina, que apresentou actividade anti-helmintica contra
S. venezuelensis a uma concentracdo de 24 ug/mL. No entanto, a edelfosina
apresentou citotoxicidade significativa em macréfagos na mesma concentragao.

Legarda-Ceballos et al. (2016a), utilizando aminoalcoois e diaminas contra
larvas de S. venezuelensis, também mostraram atividade anti-helmintica, embora
fosse menos eficaz que a ivermectina. No presente estudo, observou-se acao
citotoxica da BnSP-6 na concentracdo de até 12,5 ug/mL, e baixa citotoxicidade para
as ceélulas intestinais humanas Caco-2.

Um composto bioativo derivado do latex de Carica papaya, a papaina, tem
apresentado acao anti-helmintica contra S. venezuelensis. A papaina purificada
apresentou acao dose-dependente eficaz contra ovos e larvas infectantes em estudos
in vitro, sugerindo potencial alternativa terapéutica na estrongiloidiase. No entanto,
S80 necessarios ensaios para avaliagao da citotoxicidade da papaina em linhagens
de células humanas (MORAES et al., 2017).

Ap0s os testes de screening para escolha da concentracao 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 € um tipo de morte celular programada em que a marcagao com
MDC evidencia o processo autofagico induzido pela BnSP-6, sugerindo um papel
significativo da autofagia no processo de morte celular do parasito. Por outro lado, a

marcagdao com Pl em larvas infectantes e fémeas partenogenéticas sugere uma



43

resposta tardia semelhante a apoptose no mecanismo de morte celular induzido pela
BnSP-6 contra S. venezuelensis.

Como demonstrado por Azevedo et al. (2016), a BnSP-6 apresentou agao
toxica contra as células de cancer de mama e também induziu autofagia e apoptose
celular. Além disso, Ruano et al. (2012), demonstraram que 0S mecanismos
apoptoticos envolvidos na morte de S. venezuelensis sao devidos a producéo de oxido
nitrico pelo parasito. Portanto, esses resultados elucidam os mecanismos de agao
citotoxica da BnSP-6 contra S. venezuelensis.

Apos verificar a acdo da BnSP-6 contra S. venezuelensis, foi investigada a
localizagao tecidual da BnSP-6 no parasito. Para isso, foram utilizados CdSe/CdS
MSQD bioconjugados com a BnSP-6 como marcadores de rastreamento. A
bioconjugacao foi confirmada pela analise FT-IR, demonstrando uma ligagao O-N do
tipo covalente. Sabe-se que a BnSP-6 tem a sua atividade citotdxica na porgcao C-
terminal (RODRIGUES et al., 2015), assim € possivel afirmar que a bioconjugacéao
nao interferiu na acao citotoxica desta PLA,.

A escolha de CdSe/CdS MSQD como marcador de rastreio baseou-se na
estabilidade da luminescéncia e biocompatibilidade. Silva et al. (2016) comprovaram
a biocompatibilidade dos CdSe/CdS MSQD, tornando-os mais seguros e
biocompativeis.

A marcacao fluorescente concentra-se na porc¢ao intestinal do parasito, que foi
identificada por analise morfologica de larvas viaveis 24 horas apos a incubagao.
Sugere-se, portanto, que o bioconjugado tenha sido absorvido no intestino do parasito
antes da sua acio citotdxica, que foi observada somente apos 72 h de tratamento.

Os CdSe/CdS MSQDs foram recentemente utilizados na detecc¢éo de células

de céncer de mama (SILVA et al., 2016). Os MSQD foram conjugados com um
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anticorpo Fab especifico de cancer da mama para a deteccdo de células
cancerigenas, sendo utilizado como uma ferramenta de diagnostic em aplicagbes
biologicas.

Este estudo apresenta a utilizagado dos MSQD na pesquisa de novos farmacos,
além de demonstrar outro tipo de bioconjugacgéo via grupos hidroxila, indicando os
possiveis mecanismos de absorcido do parasita. Este MSQD € uma ferramenta
inovadora para auxiliar nas técnicas de imagem, e pode ser utilizado como um
dispositivo de rastreamento para pesquisa de novos farmacos. De acordo com Biswas
et al. (2012), as toxinas nanoconjugadas s&o potenciais ferramentas para o
desenvolvimento e a liberacao de farmacos, portanto, outras aplicacdes podem ser

desenvolvidas utilizando a bioconjugacgéo de BnSP-6 com CdSe/CdS MSQD.
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6. CONCLUSOES

v A PLA; derivada da pegonha de Bothrops pauloensis, BnSP-6,
apresenta atividade anti-helmintica contra S. venezuelensis in vitro.

v A BnSP-6 apresentou acgéo citotoxica em concentragdo 12 vezes menor
gue a ivermectina, e possui baixa citotoxicidade contra células intestinais humanas
Caco-2.

v A morte celular do parasito foi evidenciada pela marcagao de vacuolos
autofagicos e células apoptoticas.

v A localizacédo do bioconjugado da CdSe/CdS MSQDs-BnSP-6, indica
que a toxina seja absorvida no intestino do parasito antes de sua agao toxica.

v A BnSP-6 deve ser considerada como um novo potencial farmacologico

para o tratamento da estrongiloidiase.
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