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EFEITO DO ZINCO SOBRE A RESISTENCIA DO HAEMONCHUS CONTORTUS EM TESTES IN
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RESUMO - O Zinco (Zn) é um mineral importante para o bom funcionamento do sistema
imunoldégico e a sua suplementagéo para os ovinos tém o intuito de melhorar a imunidade, visando
assim amenizar os problemas causados pelo parasitismo do Haemonchus contortus. O parasita H.
contortus é altamente prevalente em ovinos e causa severa anemia e perdas de produtividade. O Zn
administrado a ovinos infectados pode beneficiar a resisténcia do animal, no entanto, ha a
possibilidade do mesmo Zn interferir na resisténcia do parasita aos anti-helminticos. Dessa forma, o
Zn foi administrado diariamente por 5 meses para cordeiros artificialmente infectados com H.
contortus e ao final desse periodo, ovos do parasita foram coletados para testes. O efeito da
exposi¢cdo indireta do Zn-micrométrico (convencional) e Zn-Nanoparticulado (nanoparticulas de 20
um) sobre H. contortus (o parasita recebeu o Zn dos tecidos e fluidos do ovino) foi avaliado em testes
in vitro de eclodibilidade. Dessa forma, a resisténcia de ovos de H. contortus foram avaliadas com
desafio ao anti-helmintico Albendazol. O Albendazol foi solubilizado em agua destilada e polimero
inerte polivinilpolipirrolidona (PVPP) e avaliado nas seguintes concentragcées: 300 mcg; 150 mcg; 75
mcg; 37,6 mcg; 18,756 mcg; 9,37 mcg; 4,68 mcg; 2,34 mcg; 0,58 mcg; 0,29 mcg; 0,14 mcg/mL,
havendo 6 repeticbes para cada concentragdo de Zn-micrométrico, Zn-nanoparticulado e testados
sobre 100 ovos em placas de poliestireno de 48 pogos. Controle com PVPP também foi realizado. As
placas foram incubadas em BOD a 27°C por 24 horas. Apés a incubacdo, a eclodibilidade foi
quantificada nas larvas e ovos. Nao houve diferencas entre a resisténcia ao Albendazol entre os
tratamentos Zn micronizado, Zn nanoparticulado e Controle. Concluimos que as diferentes formas

de Zn ndo modificaram a resisténcia do parasita ao Albendazol.
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ABSTRACT - Zinc (Zn) is an important mineral for the proper functioning of the immune system and

its supplementation for sheep is intended to improve immunity, thus aiming to alleviate the problems
caused by the parasitism of Haemonchus contortus. The H. contortus parasite is highly prevalent in
sheep and causes severe anemia and productivity losses. Zn administered to infected sheep may
benefit the animal’'s resistance, however, there is a possibility that the same Zn interferes with the
parasite's resistance to anthelmintics. Thus, Zn was administered daily for 5 months to lambs
artificially infected with H. contortus and at the end of this period, eggs of the parasite were collected
for testing. The effect of indirect exposure of Zn-micrometer (conventional) and Zn-nanoparticulate
matter (20 um nanoparticles) on H. contortus (the parasite received Zn from sheep tissues and fluids)
was evaluated in in vitro hatchability tests. Thus, the resistance of H. contortus eggs was evaluated
with challenge to the anthelmintic Albendazole. Albendazole was solubilized in distilled water and inert
polymer polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) and evaluated at the following concentrations: 300 mcg; 150
mcg; 75 mcg; 37.5mcg; 18.75 mcg; 9.37 mcg; 4.68 mcg; 2.34 mcg; 0.568 mcg; 0.29 mcg; 0.14 mcg/mL,
with 6 replicates for each concentration of Zn-micrometer, Zn-nanoparticulate and tested on 100 eggs
in 48-well polystyrene plates. Control with PVPP was also performed. The plates were incubated in
BOD at 27°C for 24 hours. After incubation, hatchability was quantified in larvae and eggs. There were
no differences between Albendazole resistance between micronized Zn, nanoparticulate Zn and
Control treatments. We conclude that the different forms of Zn did not modify the parasite's resistance

to Albendazole.

Keywords: Haemonchus, resistance, zinc, sheep, albendazole.
1.INTRODUGAO

Haemonchus contortus € um nematéide que parasita o trato gastrointestinal de ruminantes.
Esse parasita habita no abomaso alimenta-se de sangue, causa anemia e outras complicagcées
associadas, ocasiona graves perdas de producdo e morte dos animais seriamente afetados. A
infeccdo por H. contortus ocorre por via oral através de pastagens contaminadas com a larva
infectante, que se fixa no hospedeiro, desenvolve-se para a fase adulta e se reproduz. Os ovos do
parasita sao eliminados nas fezes do hospedeiro para a pastagem e quando em condi¢des favoraveis,
eclodem larvas de primeiro estagio (L1), que posteriormente se desenvolvem para larvas de segundo
(L2) e terceiro estagio (L3) dentro de aproximadamente uma semana, quando entdo, se torna
infectante fechando o ciclo. (Amarante, 2014; Katiki, 2011; Roberto et al., 2018).
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No aparelho digestivo apds o animal ter ingerido as larvas infectantes (L3), as mesmas sofrem
mudanga para a fase L4, que se liga @ mucosa do abomaso para se alimentar do sangue do
hospedeiro pela primeira vez (Alba-Hurtado, 2013; El-Ashram, 2017) e posteriormente, alcancam a
fase de jovens adultos e adultos maduros sexualmente (entre 20 a 40 dias ap6s a ingestédo). Logo
apos a ultima mudanga cuténea, as larvas que estdo no quinto estagio completam totalmente o seu
desenvolvimento, amadurecem sexualmente, apds a copula, as fémeas dao inicio a oviposicao,
comegando o chamado periodo de patente (PP) da infeccdo, que dura cerca de 25 a 55 dias
(Amarante, 2014).

O manejo inadequado de medicamentos esta diretamente relacionado a resisténcia de anti-
helminticos. Nos ultimos anos, tem aumentado o uso intensivo de anti-helminticos pertencentes a
classe dos benzimidazois (BZs), dos imidotiazéis (levamisol) e das lactonas macrociclicas
(avermectinas e milbemicinas) que havia demonstrado um impacto positivo inicialmente, mas
atualmente a sua acgdo possui uma forma de controle (apesar de ser amplamente utilizada) nao
desejada e eficaz, pois, resulta na selegao e propagagao de nematoides gastrintestinais resistentes
(Molento et al., 2004).

O albendazol é uma droga classificada no grupo dos benzimidazéis utilizada no combate a
parasitas (Martin, 1997). Segundo Lacey (1988) esse anti-helmintico possui atividade in vitro (é
ovicida) e in vivo em modelos animais e em humanos, especialmente no combate a varias espécies
de helmintos. A forma como os benzimidazéis funcionam é através da via comum final da disrupgao
metabdlica ocasionando a inibicdo da polimerase de beta-tubulina, causando disrupgéo na formagéao
dos microtubulos citoplasmaticos, comprometendo a fungao celular do parasita. Uma outra forma de
acao desta droga é fazendo a inibicdo da enzima fumarato redutase no transporte de glicose,

modificando os mecanismos energéticos do parasito (Lanusse, 1996).

O zinco € um micromineral importante no sistema imunolégico. Sua deficiéncia em ruminantes
causa reducao na ingestdao de alimentos, crescimento e conversio alimentar, além de problemas
6sseos e diminuicdo da imunidade. Para diagnosticar a deficiéncia, o teor de zinco presente no
sangue € bastante utilizado, e os valores variam entre 0,4 e 0,6mg/kg e s&do considerados deficientes
(McDowell, 1992). Segundo Underwood (1981), os teores de zinco plasmaticos considerados dentro
da normalidade para ovinos variam de 0,61 a 0,89mg/kg, com média de 0,75mg/kg. Por outro lado,
0 excesso pode gerar supressao da resposta imune, danos hepaticos e renais, valores plasmaticos
acima de 1,2mg/kg ja € um sinal de alerta, porém nao necessariamente toxico, niveis acima de

2,5mg/kg sao considerados potencialmente toxicos e prejudiciais aos ovinos (McDowell, 1992).
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fons metalicos (como o Zinco) representam micronutrientes com mdltiplas funcées celulares
fundamentais, desempenhando papéis cruciais tanto na defesa do organismo hospedeiro quanto nas
estratégias empregadas por microorganismos patogénicos (Li et al., 2018). Por exemplo, eles
desempenham fungdes essenciais em enzimas como superodxido dismutase e metaloproteases
(Gerwin et al., 2018).

O efeito do zinco sobre os parasitas foi avaliado em teste in vitro. O teste da eclodibilidade de

ovos é utilizado em primeira instancia (Katiki, 2011).

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local: O estudo foi realizado no Laboratério de Parasitologia do Instituto de Zootecnia em Nova
Odessa-SP.

2.2 Animais: Ovinos da raca Santa Inés, aos 2 meses, apds a desmama, livres de parasitas, foram
separados por grupos homogéneos em sexo e idade: controle (n=10), Zn-nanoparticulado (n=10) e
Zn-micrométrico (n=10) e receberam capsulas contendo 50 mg via oral (VO) diariamente e
individualmente de acordo com o tratamento. O grupo controle recebeu uma capsula contendo feno
moido. Os animais ficaram em baias coletivas (de acordo com cada tratamento), a alimentagédo dos
animais era de volumoso (feno) e concentrado. Cada animal recebeu oralmente semanalmente cerca

de 1.200 larvas L3 (infectante) de H. contortus

2.3. Coleta de material para teste de eclodibilidade: Os ovos de Haemonchus contortus utilizados
para o presente estudo foram coletados diretamente da ampola retal de animais. Foi coletado cerca
de 5g de fezes de 5 animais de cada tratamento (pool de fezes), as fezes foram levadas até o

laboratério e homogeneizadas e solubilizadas em agua.

2.4. Teste in vitro de eclodibilidade dos ovos de H. contortus: Para o teste foram retirados cerca
de 59 de fezes diretamente do reto do animal de cada grupo. As fezes foram levadas ao laboratério
e homogeneizadas e solubilizadas em agua. Em seguida, filtradas com auxilio de peneira de 1,00
mm, passando pelas peneiras de 105 uym, 55 um e 25 uym. Nessa Ultima, os ovos ficam retidos e em
seguida foram transferidos para tubo de polietileno tipo Falcon de 50mL e completados com agua
destilada. Os tubos contendo ovos foram levados para a centrifugacdo a g = 2.950 (4000 RPM —
Kindly KC5), com o valor da forga centrifuga relativa em durante trés minutos. O sobrenadante foi
descartado e os ovos ficaram retidos no fundo do tubo. Na sequéncia, foi adicionada uma solugao

hipersaturada de NaCl e uma nova centrifugacdo realizada, por trés minutos. Ao final da
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centrifugacéo os ovos ficaram na superficie. O sobrenadante juntamente com os ovos foi transferido
para uma peneira de 25 ym e lavados com agua destilada em abundéancia para a realizagdo da
retirada do sal. A solugdo contendo ovos foi mantida em tubo tipo Falcon (Jackson; Hoste, 2010).
Dez aliquotas de 20 pL dessa solugao contendo ovos foram quantificadas por meio de microscépio
6tico a fim de determinar a concentragao média de ovos. O teste foi realizado em placas de cultura

de poliestireno contendo 48 pogos K12-048.

2.5. Diluigcao do Albendazol:O Albendazol foi solubilizado juntamente com polivinilpolipirrolidona
(PVPP) e agua destilada de modo que a maxima concentracéo a ser testada foi de 300 mcg/mL;
posteriormente as diluigdes tiveram decaimento pela metade: 150 mcg/mL; 75 meg/mL; 37,5 meg/mL;
18,75 mcg/mL; 9,37 mcg/mL; 4,68 mcg/mL; 2,34 mcg/mL e depois para 0,58 mcg/mL; 0,29 mcg/mL;
0,14 mcg/mL. Para cada concentragao foram realizadas 6 repeti¢cdes contendo 100 ovos e 0,5mL de
solugdo de Albendazol em cada pogo. Concomitantemente, foi realizado testes controle com agua
destilada e PVPP e ovos. As placas foram incubadas a 27 °C por 24 horas e a contagem dos ovos e

das larvas (L1) realizada para determinag¢ao da CL50 (figura 1).

Figura 1- A) Momento da preparacéo de placa para o teste de eclodibilidade em meio com Albendazol. B)

Placa do Grupo Nanoparticulado pronta com cerca de 100 ovos de H. contortus e 0,5mL de solugdo do meio

de Albendazol. Fonte: arquivo pessoal.

Os dados foram analisados pelo software estatistico SAS Probit para determinar CL50 de

cada tratamento como variaveis independentes (doses) apds transformacao logaritmica (logdose).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relagao a eclodibilidade de ovos n&o foi possivel visualizar diferengas significativas nos
testes in vitro, entre os grupos Zinco-Nanoparticulado, Zinco-Micrométrico e Controle. A tabela 1
apresenta os resultados desse teste apds incubacéo por 24h, os ovos do controle negativo evoluiram
normalmente conforme o ciclo bioldgico. Os grupos de cada tratamento se mostraram capaz de
evolugcdo do ciclo, mesmo com concentragdes maximas de Albendazol. O grupo Controle com
0.33mcg/mL seguido pelos grupos Zinco-Nanoparticulado 0.34mcg/mL que possuem praticamente a
mesma CL50 que e o grupo Zinco-Micrométrico com 0.41mcg/mL.
Tabela 1- Concentracéo letal de 50% (CL 50 mcg/mL) e limites de confidéncia dos grupos Zinco-

Micrométrico, Zinco-Nanoparticulado, Placebo em testes in vitro de eclodibilidade de ovos em meio com
Albendazol.

CL50mcg/mL
Zinco-Micrométrico 0.41(0.29-0.58)
Zinco-Nanoparticulado 0.34(0.32-0.37)
Controle 0.33(0.28-0.39)

No Brasil, apds o primeiro caso relatado de resisténcia parasitaria em ovinos no Estado do
Rio Grande do Sul (Santos; Gongalves, 1967), os relatos de isolados resistentes aos farmacos se
tornaram cada vez mais recorrentes. Estudo realizado por Cezar et al. (2010) validou por meio de
testes de eficacia anti-helmintica que nao houve a diminuicdo na contagem de OPG, constatando a
presencga da resisténcia multipla aos medicamentos levamisol, albendazol, moxidectina, ivermectina,
triclorfon e combinacao de albendazol + levamisol + ivermectina no Estado do Rio Grande do Sul.
No Estado de Sao Paulo a resisténcia multipla foi estudada por Almeida et al. (2010), foram testados
os medicamentos closantel, albendazol, ivermectina, fosfato de levamisol determinando que isolados

de H. contortus e T. colubriformis confirmam resisténcia a todos os farmacos testados.

Estudos realizados por Shakibaie et al. (2022) comparou a interagdo de nanoparticulas de
zinco com albendazol por meio de teste in vitro e in vivo em relagdo aos protoscoleces de cisto
hidatico obtidos de figado de ovinos naturalmente infectados. As nanoparticulas de zinco com
albendazol na concentragao de 200 ug/ml, matou completamente os protoscoleces ap6s 10 minutos
de exposicao em teste in vitro e em in vivo ocorreu a morte do mesmo apés 20 min de exposigao. O
resultado desse estudo ndao se assemelha com o do nosso projeto, afinal o produto comercial
albendazol que utilizamos para avaliar por meio de teste in vitro a eclodibilidade dos ovos de H.
contortus provenientes de fezes de ovinos suplementados com zinco se mostrou ineficaz, sendo
assim confirmando a presenca da resisténcia parasitaria a esse medicamento, garantindo a evolugao

do ciclo biolégico desse parasita.
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Até o presente momento, ndo ha estudos suficientes que correlacione a eclodibilidade de ovos
de Haemonchus contortus de ovinos suplementados com zinco frente a eficacia do albendazol, sendo

assim, necessario mais pesquisas para avaliar a toxicidade e eficiéncia dessa associagao.

4. CONCLUSAO

O teste in vitro de eclodibilidade de ovos de H. contortus extraidos das fezes de ovinos que
receberam suplementacdo de zinco, ndo mostraram diferencas significativas na tolerancia ao

albendazol.
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