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RESUMO - O Zinco (Zn) na suplementagcdo dos animais esta sendo estudado a fim de
potencializar o sistema imunologico na tentativa de amenizar os problemas advindos do
Haemonchus contortus. O objetivo do trabalho foi avaliar o Zn em diferentes concentracdes e
apresentagdes moleculares e estruturais: ZnO (Oxido de Zinco), ZnSO4. 7H20 (Sulfato de Zinco),
ZnO 20 (Oxido de Zinco nanoparticulado a 20 micrémetros) e ZnO 40 (Oxido de Zinco
nanoparticulado a 40 micrometros) em diferentes concentragdes 0.5; 0.1; 0.01; 0.001 mg/mL em
testes in vitro de eclodibilidade de ovos e motilidade de adultos de H. contortus. A expressdo
génica da glicoproteina P-9 (PGP-9) de fémeas adultas de H. contortus submetidas ao efeito direto
do Zn também foi avaliada, uma vez que a PGP-9 foi associada a resisténcia anti-helmintica. O
ZnS04 apresentou CL50 de 0.48 mg/mL e as demais formulagbes ndo apresentaram toxicidade no
teste de eclodibilidade. No teste de motilidade ndo houve toxicidade para nenhuma das
formulagbes. Todas as formulagdes na concentragdo 0,5 mg/mL apresentaram maior expresséao do
gene PGP-9 (P < 0,01). ZNO40 e ZnS04.7H20 na dose 0,1 mg/mL, e ZnO na dose 0,01 mg/mL
apresentaram maior expressdo da PGP-9 (P < 0,05) comparados ao controle. Concluimos a baixa
toxicidade do Zn em testes in vitro e que o contato direto do Zn sob fémeas adultas de H. contortus

resultam na maior expressao génica da PGP-9, sugerindo indugao da resisténcia anti-helmintica.
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ABSTRACT - Zinc (Zn) in animal supplementation is being studied in order to potentiate the
immune system in an attempt to alleviate the problems arising from Haemonchus contortus. The
objective of this work was to evaluate Zn in different concentrations and molecular and structural
presentations: ZnO (Zinc Oxide), ZnS0O4. 7H20 (Zinc Sulfate), ZnO 20 (Nanopatrticulate Zinc Oxide
at 20 micrometers) and ZnO (Nanoparticulate Zinc Oxide at 40 micrometers) in different
concentrations 0.5; 0.1; 0.01; 0.001 mg/mL in in vitro tests of eqgg hatchability and adult motility of H.
contortus. The gene expression of P-9 glycoprotein (PGP-9) from adult females of H. contortus
subjected to the direct effect of Zn was also evaluated, since PGP-9 was associated with
anthelmintic resistance. ZnSO4 presented an LC50 of 0.48 mg/mL and the other formulations did
not show ftoxicity in the hatchability test. In the motility test there was no toxicity for any of the
formulations. All formulations at the concentration of 0.5 mg/mL showed higher expression of the
PGP-9 gene (P < 0.01). ZNO40 and ZnS04.7H20 at a dose of 0.1 mg/mL, and macrometric ZnO at
a dose of 0.01 mg/mL showed higher expression of PGP-9 (P < 0.05) compared to the control. We
concluded the low toxicity of Zn in in vitro tests and that the direct contact of Zn with adult females of

H. contortus results in higher gene expression of PGP-9, suggesting higher anthelmintic resistance.

Keywords: Zinc, nanotechnology, sheep, parasitism, gene expression, glycoprotein.
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1. INTRODUGAO

Um grande desafio da producdo de ovinos sdo as doencgas parasitarias, que afetam o
aparelho digestivo e a integridade fisiolégica do animal. Algumas consequéncias dessa
adversidade sdo a perda de peso, problemas na reproducgao, reducédo da qualidade e quantidade
de leite produzido, afetando também a qualidade da 1a em alguns casos. Algumas infestagdes mais
graves sao capazes de levar animais a morte, principalmente os mais suscetiveis que sdo os mais
jovens (QUINTAS E CARDOSO, 2012). Os ovinos normalmente sdo hospedeiros de parasitas,
porém, a quantidade presente, depende de alguns fatores como o local em que vivem, 0 manejo, o
clima e as proprias variagdes de cada organismo. Este obstaculo na produgédo de ovinos pode
acarretar muitas perdas econbémicas aos pecuaristas, tanto nos casos clinicos, quanto nos
subclinicos, os quais os animais ndao apresentam sintomas evidentes. O parasitismo em ovinos é
de dificil eliminagao, e seu controle ainda necessita ser explorado (QUINTAS E CARDOSO, 2012).

Segundo Lacerda et al. (2010), para controlar as parasitoses gastrintestinais, o uso de
anti-helminticos é a alternativa mais utilizada nos rebanhos. Mas existe um contratempo nesta
opgao de tratamento, uma vez que, a dose usada com maior frequéncia e mesmo doses superiores
nao tém apresentado a eficacia esperada (MOLENTO, 2004, ROCCO. et al., 2012). Estudos
mostram que a melhor medida profilatica para o problema é a nutricdo correta, pois exerce grande
influéncia na diminuicdo do parasitismo. Animais que recebem dieta de alta qualidade mostram
mais resisténcia aos sintomas causados pelos parasitos e seu organismo é capaz de limitar o
desenvolvimento e estabelecimento de larvas infectantes (MELO et al., 2017), através do sistema

imunolégico adquirido e potencializado (MCRAE et al., 2015).

Um patdgeno gastrintestinal de grande importancia econdmica que afeta globalmente os
pequenos ruminantes € o Haemonchus contortus. Este parasita se tornou modelo de nematdide
para estudar a resisténcia anti-helmintica no tratamento das verminoses mais relevantes para a
producdo de ruminantes (DOYLE, TRACEY e COTTON, 2020) O nematoide H. contortus, é
responsavel pela doenca de centenas de milhdes de ovelhas e cabras pelo mundo, causando
perdas econdmicas, estimadas em dezenas de bilhdes de ddlares por ano. Sua alimentagao se da
pelo consumo de sangue dos capilares da mucosa intestinal dos animais, resultando em
complicagdes como gastrite hemorragica, anemia, edemas e em alguns casos graves podem levar
o animal a 6bito (NIKOLAOU E GASSER, 2006).

A grande dificuldade para controlar a proliferagdo e desenvolvimento destes parasitas nos

animais, € sua capacidade de resisténcia aos farmacos utilizados, cenario que prejudica a
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ovinocultura em praticamente todos os paises do mundo (KAPLAN & VIDYASHANKAR, 2012).
Segundo Traversa e Von Samson-Himmelstjerna (2016), a ocorréncia de nematoides
gastrintestinais resistentes a anti-helminticos tem crescido, e com isso, a necessidade de estudar
cada vez mais o0 assunto para estabelecer testes padronizados que possam auxiliar na diminuicéo

deste revés, e aprimorar os conhecimentos sobre alternativas mais eficazes na alimentacao.

As glicoproteinas-P (PGP) pertencem a familia dos transportadores ABC (ATP-binding
cassete) que atuam na remocgdo de moléculas toxicas presentes na superficie da mucosa do trato
gastrintestinal do parasita e as modificagdes no gene que codifica esta proteina foram associadas a
resisténcia anti-helmintica de H. contortus (ALBERTS. et al., 2007, apud, MELLO, 2014). Estas
modificagdes no gene da PgP nao altera o alvo das drogas (BLACKHALL, et al. 2008, apud,
MELLO, 2014), mas é capaz de reduzir a quantidade de farmacos que atinge o sitio alvo (JAMES,
HUDSON e DAVEY, 2009, apud, MELLO, 2014). E estudos mostraram que grande parte dos
anti-helminticos utilizados contra H. contortus interagem com a PgP (KERBOEUF E GUEGNARD,
2011, apud, MELLO, 2014).

O Zinco (Zn) é um micromineral de grande importédncia no organismo dos animais, pois
possui papel significativo nos processos bioquimicos. A falta de Zn é responsavel por problemas
fisioldgicos ao animal, destacando a diminuicdo de peso e o subdesenvolvimento neuroldgico e
imunolégico. Para Wintergerst, Maggini e Hornig (2006), existe outra complicacao resultante da
caréncia de Zn em nivel celular, que € o comprometimento dos macréfagos e neutrdfilos,
enfraquecendo suas capacidades de fagocitose. Este mineral atua como antioxidante, é capaz de
agir nas fungbes enzimaticas, na sintese de proteinas, no sistema de regulagdo hormonal e na
potencializacdo da imunidade (CRUZ et al., 2011). Esta suplementagcdo apresenta também
reducdo na incidéncia de infecgcbes (MAGGINI, et al. 2017). De acordo com Carciofi (2008), o

sulfato de Zn (ZnSO4) é uma das formas mais comuns a ser oferecido na nutricdo dos animais.

Contudo, é preciso entender a biodisponibilidade do Zn na forma em que esta sendo
ofertado, pois, a nutrigdo com alimentos que contém o mineral, ndo garante sua absorc¢ao pelo
sistema sanguineo, e compromete seu uso nas fungdes fisioldgicas do organismo. (CRUZ et al.,
2011). O Zn possui baixa toxicidade, se manejado de forma correta, com doses certas, pois a
ingestdo de doses superiores as indicadas pode ocasionar a intoxicagado, apesar de ser muito rara.
Alguns sintomas deste tipo de intoxicagao sao diarreias, ulceragdes gastricas, leséo renal, podendo
afetar também o sistema imunoldgico negativamente (SANTOS e FONSECA, 2012). Desta forma,
a nanotecnologia busca construir estruturas moleculares em escala atdémica, também podendo ser

definida como manejo de estruturas de 1 a 100 nanémetros que €& um bilionésimo de metro

4
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(NEVES, 2013). As nanoparticulas de 6xido de zinco (NP-ZnO) sao utilizadas em diversas areas
como cosméticos, alimenticios, biosensores, e até mesmo no tratamento de doencas (THEODORE,
2006). As nanoparticulas podem apresentar caracteristicas ampliadas, modificadas ou até mesmo
novas caracteristicas diferentes de sua forma habitual. Ao reduzir o tamanho da particula, sua
reatividade se eleva, pois, aumenta sua area de superficie e unidade de peso, este fator pode levar
um aumento de biodisponibilidade do elemento, de modo que, esta estratégia tem sido empregada
na alimentagdo animal, a fim de otimizar o uso dos micronutrientes (GERN, et al. 2014). Atualmente
ha muitos estudos sobre o efeito do Zn no organismo animal, porém ha poucos estudos sobre o

efeito do Zn sobre o proprio H. contortus.

O objetivo do trabalho foi avaliar o zinco em diferentes apresentacées moleculares e
estruturais: ZnO (Oxido de Zinco), ZnSO4. 7H20 (Sulfato de Zinco), ZnO 20 (Oxido de Zinco
nanoparticulado a 20 micrémetros) e ZnO 40 (Oxido de Zinco nanoparticulado a 40 micrometros) e
concentragdes 1; 0.5; 0.1; 0.01; 0.001 mg/mL, em testes in vitro de eclodibilidade de ovos e
motilidade de adultos de H. contortus. Objetivou-se avaliar também a expressao génica da PGP-9
sobre fémeas adultas de H. contortus submetidas ao efeito direto do zinco nas diferentes

concentragdes e formulagdes.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local: A pesquisa foi desenvolvida no Instituto de Zootecnia (IZ) de Nova Odessa — SP, no

Laboratério de Biotecnologia do Centro de Pesquisa em Genética e Reproducio Animal.

2.2 Animais (Doadores de ovos): O estudo foi aprovado pela CEUA (CEUA-IZ 337-2021). Trés
cordeiros da raga Santa Inés de aproximadamente 18 Kg de peso corporal cada um, receberam
Zolvix® (Monepantel) e Ripercol® (Levamisol), para remover os parasitas presentes. Quinze dias
ap6s os cordeiros terem recebido os farmacos, foram coletadas fezes diretamente do reto dos
animais para se realizar a contagem fecal de ovos (FEC) de acordo com Ueno e Gongalves (1998),
protocolo que foi realizado para conferir se os animais estavam livres de parasitas, entdo, a partir
deste resultado, os animais foram infectados com H. contortus. Os animais receberam 6.000 larvas
L3 (larvas infectantes) de H. contortus de cepa reconhecidamente resistente (Almeida et al., 2010),
de modo artificial, sendo as larvas, administradas oralmente. Diante disso, os animais foram

alimentados com concentrado comercial, composto por 16% de proteina bruta (250g. / animal /
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dia), feno e agua ad libitum, oferecida em bebedouros automaticos. Apds o periodo de 21 dias,
chamado periodo pré-patente, os ovos de H. contortus foram coletados das fezes para realizagao

dos testes in vitro.

2.3 Material teste: Foram avaliados: ZnO (Oxido de Zinco), ZnSO4. 7H20 (Sulfato de Zinco), ZnO
20 (Oxido de Zinco nanoparticulado a 20 micrémetros) e ZnO 40 (Oxido de Zinco nanoparticulado a
40 micrémetros). As nanoparticulas (NP) utilizadas nesse estudo foram adquiridas na forma de pé,

marca MKNano e (Figura 1).

O Zn nanoparticulado foi preparado previamente por outro grupo de trabalho deste projeto.
Esse material tem a capacidade de atravessar todas as barreiras digestivas, ter distribuicdo
sanguinea e ter baixa toxicidade. As doses de Zn nanoparticulado foram quantificadas por
espectrometria de massa. Diferentes concentracbes desse Zn nanoparticulado foram testados

sobre o H. contortus para se avaliar a possivel atividade direta sobre o parasita.

2.4 Teste de eclosao de ovos: Foram coletadas aproximadamente 5 g. de fezes dos animais para
o desenvolvimento do teste. Direcionado através da técnica exposta por Bizimenyera et al. (2006),
as fezes coletadas foram levadas ao laboratério e colocadas em agua para homogeneizacao.
Posteriormente filtradas em peneiras com as seguintes medidas: 1 mm, 105 pm, 55 ym e 25 ym.
Os ovos ficaram retidos na peneira de medida 25 uym, apos a filtragao, lavados com agua destilada,
e passaram por um processo de centrifugacdo em tubos de polietileno de 50 mL. a 3.000 RPM
durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e ressuspenso com uma solugao salina
hipertdnica (NaCl). A amostra foi centrifugada novamente, e entdo, o sobrenadante e os ovos
transferidos para a peneira de 25 pym e lavados com agua destilada para retirada do sal. Ocorreu
entdo, a contagem dos ovos em 5 aliquotas de 20 pL da solugdo de ovos. Em torno de 100 ovos de
H. contortus foram colocados em pogos de placa de poliestireno com 48 pogos, e assim,
preenchidos com até 500 pL de diferentes concentracdes de Zn (1; 0.5; 0.1; 0.01 € 0.001 mg/mL),
em 6 repeticdes para cada uma delas (Figura 2). As placas foram incubadas por 24 horas a 27°C e

foi utilizado um microscopio para contar os ovos nao eclodidos e as larvas
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Figura 1. Nanoparticulas de Zn Figura 2. Placa de poliestireno com 48 pocos, contendo 6 repeticdes de
500uL de solugdo controle (agua destilada) e 6 repeticbes para cada concentragdo amostra de zinco
solubilizada em agua.

2.5 Teste de motilidade: Dois ovinos experimentalmente infectados com H. contortus foram
eutanasiados para recuperagao dos parasitas do abomaso. Os parasitas (somente fémeas adultas)
foram recuperadas uma a uma e colocadas em um meio de cultura contendo anfotericina, penicilina
e estreptomicina (RPMI 1640 + 0.8% glucose + 20% soro fetal bovino + 0.25 mg/mL anfotericina +
10 U/mL penicilina + 10 mg/mL de estreptomicina + 10 nMol Hepes buffer para pH 6.8 a 37 °C). As
diferentes formulagdes contendo zinco foram solubilizadas no meio de cultura nas concentragées 1;
0.5; 0.1; 0.01 € 0.001 mg/mL (Figura 3 e 4). Grupos de 5 fémeas foram colocadas em 1 pogo com 1
mL de meio de incubagdo em placas de cultivo de 48 pogos. Cada concentragédo testada foi
realizada em 6 repeticdes. As placas foram mantidas em estufas incubadoras em temperatura de
37 °C. A motilidade dos nematoides foi avaliada depois de 24 horas através do auxilio de uma lupa

de aumento (40X) para a verificagdo da mobilidade e sobrevivéncia pela observagao individual.

Os dados dos testes in vitro foram analisados para estabelecer a concentragéo letal que
mata 50% dos ovos e concentracdo que mata 50% das larvas (LC50) dentro dos limites confiaveis,
estimados em 95% por uma curva de regressao estabelecida pelo programa SAS® probit (SAS v.
9.2 ® Cary, NC). para classificar a atuagéo anti-helmintica das diferentes formulagdes contendo Zn

nos testes in vitro

Figura 3. Preparo das concentragbes de Zinco solubilizadas em meio RPMI para cada tratamento.
Figura 4. Larvas adultas de H. contortus sendo recuperadas e colocadas em placas de 48 pocos contendo
zinco solubilizado em meio RPMI em diferentes concentracgdes.

2.6 Expressao génica: Para teste de expressao génica, as amostras de RNA de 10 fémeas
adultas de H. contortus de cada tratamento foram extraidas usando Trizol e em seguida, foram
tratadas com DNase para digestdo do DNA residual, e entdo submetidas a sintese de cDNA. A

expressao relativa do gene da PGP-9 foi analisada por meio de RT-qPCR, cujos valores de fold
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change foram obtidos usando a média geométrica de trés genes de referéncia considerados mais
estaveis (GPl, GPDH e B-ACTIN). Os valores de fold change foram submetidos ao teste
comparacado nao parametrico Kruskal-Wallis entre os tratamentos e ao respectivo grupo controle

(sem tratamento), e foram comparados usando o nivel de significancia de 5%.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 apresenta os resultados dos testes in vitro de eclodibilidade e motilidade para os
diferentes tipos de formulagées contendo zinco. O Zn nas mais diferentes formulagdes apresentou
baixa toxicidade embora a dose considerada téxica para ruminantes tenha sido relatada de 500
mg/kg da dieta segundo National Research Concil (1980) e vacas de leite toleram até 1000 mg/kg
na dieta (MC DOWEL, 1992). Maiores concentragbes nao foram testadas pelo fato de que a
solugdo ficava muito turva o que dificultava a visualizagdo e contagem dos parasitas nos testes. A
unica formulagdo que apresentou certa toxicidade foi 0 ZnSO4 com CL50 de 0.48 mg/mL no teste
de eclodibilidade (Tabela 1). Ainda assim, bem superior a dose de 150 ug/mL de ZnSO, que causou
diminuicao de atividade de bactérias celuloliticas do rimen como observado por Eryavuz e Dehority
(2009) em estudos de fermentacao ruminal in vitro. No teste de motilidade ndo houve mortalidade

para nenhuma das formulagdes. Inclusive apds 24 horas de incubagao com as formulagdes de Zn.

Segundo Pivoto (2014) o papel nutracéutico dos microminerais e seus efeitos em
ruminantes infectados por parasitas ainda possui poucos relatos. Seu estudo demonstrou que o
edetato de zinco, como outra formulagdo, também ndo reduz a carga parasitaria de forma
significativa, mas auxilia na reducéo do estresse oxidativo causado por H. contortus em cordeiros.
Resultado de grande importancia, pois, as células fagociticas, produzem espécies reativas de
oxigénio (ERO) para tentativa de eliminagado dos parasitas (RINALDI et al, 2007, apud, SCHAFER,
2019). Mas estas ERO nao tém agéo especifica contra o patdgeno podendo gerar lesbes em
células da mucosa do abomaso de cordeiros infectados por H. contortus (MACHADO et al, 2014,
apud, SCHAFER, 2019), e o Zn tem potencial antioxidante no organismo do animal, capaz de
amenizar os efeitos que estas espécies reativas de oxigénio podem causar. Em nosso estudo

concluimos que o Zn também nao interferiu no ciclo biolégico do parasita.

Tabela 1. Resultado dos testes de eclodibilidade e motilidade
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CL 50 teste eclodibilidade CL50 teste de motilidade

Zn0O sem toxicidade na maior sem toxicidade na maior concentragao testada **
concentragao testada*

Zn0O 20 sem toxicidade na maior sem toxicidade na maior concentracao testada**
concentragao testada*

ZnO 40 sem toxicidade na maior sem toxicidade na maior concentragao testada**
concentragao testada*

ZnS04.7H20 0.48 (0.25-2.49) sem toxicidade na maior concentragao testada**

*maior concentragéo testada no teste de eclodibilidade 1mg/mL

**maior concentracao testada no teste de motilidade 0.5 mg/mL

Na maioria dos estudos ja realizados, o Zn foi administrado oralmente, mas pesquisas com
outros elementos mostraram que a via oral pode influenciar de forma negativa sobre os efeitos dos
minerais em ovinos, uma vez que pode haver interferéncia pelos microrganismos ruminais
(ROCHA, et al. 2013, apud, ROCHA, 2017). A partir disso, os autores mencionam que mais
estudos precisam ser desenvolvidos posteriormente para determinagao de doses e frequéncia que
0 Zn pode ser administrado em ovinos de maneira adequada capaz de diminuir a ocorréncia da
hemoncose, principalmente de larvas resistente, levando em consideracdo as formas de
administracdo, as formulagdes efetivas e se o mineral deve ser associado a algum outro
componente para melhor aproveitamento. Estudos in vivo e in vitro apresentam diferencas devido a
farmacocinética. Dessa forma, nosso trabalho alcangou um resultado surpreendente ao verificar a

atividade direta do Zn sobre o vigor das larvas reconhecidamente resistentes aos anti-helminticos.

Todas as formulagdes na concentragdo 0,5 mg/mL apresentaram maior expressao do gene
PGP-9 e diferiram significativamente (P < 0,01) do grupo controle. Em concentracbes menores, as
formulagdes ZN020, ZNO40 e ZnSO4. 7H20 na dose 0,1 mg/mL, e o tratamento ZnO na dose 0,01

mg/mL apresentaram maior expressao da PGP-9 (P < 0,05) comparada ao controle (Figura 5).
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Figura 5. Média dos valores de fold change da expressao relativa do gene da glicoproteina
9 (Pgp-9) entre os tratamentos 0,5 mg/ml, 0,1 mg/ml e 0,01 mg/ml. *difere significativamente do
grupo controle (p <0,01); **difere significativamente do grupo controle (p < 0,05).

Pesquisas antecedentes mostram que a PgP esta presente em todas as fases do ciclo de
vida de H. contortus, de ovos até adultos (XU et al.,, 1998; KERBOEUF et al., 2003, apud
PACHECO, et al. 2022). E encontrada também na cuticula das larvas no primeiro e terceiro estagio,
formando um mecanismo bioquimico de proteg¢ado durante todas as fases do desenvolvimento de H.
contortus (RIOU et al., 2005, apud PACHECO, et al. 2022).

Gilleard e Beech (2007) demonstraram que o uso constante de ivermectina como
anti-helmintico também aumenta a resisténcia, outro fator existente é que o uso deste
anti-helmintico também pode modificar a frequéncia alélica funcionando como pressao seletiva
genética.

Em sintese, neste presente trabalho, foi possivel apresentar que o Zn em suas devidas
formulagdes podem aumentar a expressdo da PgP-9. Portanto, o Zn é um mineral que possui
propriedades benéficas aos ovinos, mas ndao demonstrou eficacia significativa para combate ao

parasito estudado.

4. CONCLUSAO

Os compostos testados na presente pesquisa apresentaram baixa toxicidade para H.
contortus em testes de eclodibilidade e motilidade. Apresentaram-se com melhor viabilidade e mais
motilidade do que os parasitas do grupo controle. O Zn ndo causa mortalidade do H. contortus

através de contato direto como p6de ser observado nos testes in vitro.

Ja os resultados obtidos no teste genético, foi possivel observar que o contato direto do Zn
sob fémeas adultas de H. contortus resultam na maior expressao génica da PGP-9, sugerindo que

esse composto possa estar associado e/ou contribuir para a maior resisténcia anti-helmintica.
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