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INTRODUCAO:

Haemonchus contortus ¢ um nematoide que parasita o trato gastrointestinal de ruminantes. Esse parasita
se fixa no abomaso alimentando-se de sangue, causando anemia e outras complicagdes associadas, ocasionando
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 sdo eliminados nas fezes do hospedeiro para a pastagem e quando
em condigdes 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 entfo, se torna

infectante fechando o ciclo. (Amarante, 2014; Katiki, 2011; Roberto et al., 2018).

O zinco ¢ um micromineral essencial, com papel importante no sistema imunolédgico. Sua deficiéncia em
ruminantes estd associada a reducdo da ingestdo alimentar,conversdo alimentar, crescimento comprometido,
alteracdes dsseas e imunossupressdo (Fernandes, 2005; Cruz et al., 2011). O zinco desempenha um papel
importante na defesa do organismo, influenciando na proliferacao e maturagdo das células de defesa, sendo assim,

os individuos que possuem deficiéncia de zinco acabam sendo mais suscetiveis a infecgoes (Fernandes, 2005).

A resisténcia aos anti-helminticos ¢ uma preocupacao crescente, agravada pelo uso intensivo e frequente
desses medicamentos. Dentre os principais mecanismos envolvidos, destaca-se a superexpressdo de
glicoproteinas-P (PgPs), transportadores de efluxo celular que atuam na eliminacdo de compostos tdxicos,
incluindo farmacos (Molento et al., 2004; Jin et al., 2012). Essas proteinas utilizam a energia da hidrolise de ATP

para bombear substratos para fora da célula, contribuindo para a diminui¢do da eficacia dos tratamentos.
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Existem varias isoformas de glicoproteina P, sendo elas classificadas em classes I, II e III. As classes [ e 11
sdo referentes a resisténcia a multiplas drogas, a classe III esta relacionada ao transporte de fosfolipidios (Van

Helvoort et al. 1996; Dey 2006).

Dessa forma, as PgPs usam a energia de hidrélise do ATP para bombear o substrato através da membrana
(Jin et al., 2012). A presenca de PgP foi observada em todas as fases de vida de H. contortus, desde ovos até
parasitas adultos (Kerboeuf et al., 2003). De acordo com Riou et al. (2005) a PgP também foi verificada na
cuticula de larvas de primeiro e terceiro(L1-L3) estagios, com essa presenga de PgP constitui um mecanismo

protetor bioquimico durante todo o desenvolvimento do parasita.

Estudos sugerem que a expressdo da PgP-10 se destaca em maior expressdo nos estagios larvais,
especialmente no L4, em isolados resistentes de H. contortus. No entanto, sua participagdo na resisténcia
anti-helmintica em vermes adultos pode ser limitada, e seu papel pode ser mais relevante em fases do ciclo de vida
com menor atividade metabodlica, como nas larvas e estigios iniciais, nas quais a eficacia dos farmacos tende a ser

reduzida (Reyes-Guerrero et al., 2020; Rodrigues et al., 2024).

Diante disso, este estudo teve como objetivo avaliar a expressdo e interagdo do gene PgP-10 em H.
contortus provenientes de ovinos submetidos a diferentes formas de tratamento (Zn-Micro, Zn-NP e grupo
Placebo) e analisar as interacdes entre eles, buscando compreender os possiveis efeitos do mineral sobre a

resisténcia anti-helmintica.

METODOLOGIA:

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

Animais: Trinta ovinos da raga Santa Inés, aos 2 meses, apds a desmama, livres de parasitas, foram separados por
grupos homogéneos em sexo ¢ idade: placebo (n=10), Zn-nano (n=10) ¢ Zn-micro (n=10) e receberam capsulas
contendo 50 mg via oral (VO) diariamente e individualmente de acordo com o tratamento. O grupo controle
placebo recebeu uma cépsula contendo feno moido. Os animais ficaram em baias coletivas (de acordo com cada
tratamento), a alimentacdo dos animais era de volumoso (feno) e concentrado. Cada animal recebeu oralmente

semanalmente cerca de 1.200 larvas L3 (infectante) de H. contortus de cepa sensivel.

Eutanasia: Os animais foram eutanasiados com procedimentos aceitos CEUA CENA-USP
001-2021(insensibiliza¢do com pistola de dardo cativo e posteriormente sangria) para coleta de parasitas na regido

do abomaso.

Coleta de adultos de H. contortus: No momento do abate, aproximadamente 10 fémeas de H. contortus contidos
no abomaso de cada animal foram coletadas e congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C até a

extragdo do RNA total, de acordo com Aboshady et al. (2019).

Extracdo do RNA: Foram adicionados TRI Reagent® em amostras de aproximadamente 10 fémeas adultas de H.
contortus por animal, divididos em trés tratamentos: Placebo, Zn-Micro e Zn-NP utilizando TRI Reagent® e lise

com TissueRuptor. Apos extragdo com 1-bromo-3-cloropropano, isopropanol e lavagens com etanol, o RNA foi
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ressuspenso em agua ultrapura. A pureza foi avaliada por BioDrop e gel de agarose. As amostras de RNA foram

tratadas com DNase livre de RNase RQI.

PCR e sequenciamento de cDNA: As sequéncias iniciadoras para o ensaio de PCR e para o sequenciamento de
c¢cDNA foram baseadas na sequéncia que flanqueiam os genes da PgP que produz cerca de 770 pares de bases
utilizando PrimerQuest e avaliados por NetPrimer, OligoAnalyzer, BLAST e Primer-Blast. O cDNA de fémeas
adultas de H. contortus foi amplificado por PCR, seguido de eletroforese em gel de agarose e purificagdo com kit
PureLink®. O sequenciamento foi feito com BigDye Terminator v3.1 e analisado no ABI Prism 3730XL. As
sequéncias foram alinhadas no CLUSTAL/W’ e comparadas via GenBank e BLAST.

Anilise da expressdo génica: Os genes Fosfoglicose isomerase (PGI), Acido graxo e proteina de ligagdo ao
retinol (FAR), Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH), Actina (ACTIN) e 18S ribossomico (18S) foram
testados como referéncia. Foram utilizadas trés ferramentas distintas: geNorm, NormFinder e BestKeeper. Além
disso, uma classificacdo final de gene mais estavel foi avaliada através da ferramenta RankAggregated. As reagoes
de RT-qPCR foram realizadas no CFX96 (BioRad), utilizando QuantiNova SYBR® Green, primers, agua
ultrapura e cDNA. A termociclagem incluiu 95 °C por 2 min, seguido de 35 ciclos, com analise de temperatura de

fusdo ao final.

Anadlise estatistica: A CL50 foi determinada no SAS Probit apds transformacdo logaritmica das doses. A
expressdo génica foi analisada por modelo misto descrito por Steibel et al. (2009), considerando os efeitos dos
tratamentos, variagdes entre amostras e erro residual. O modelo foi ajustado no SAS (SAS Institute, Cary, NC). As
comparagdes entre tratamentos foram feitas por contrastes, avaliando diferencas na expressdao do gene PgP-10

entre 0s grupos.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Em relagdo a expressao génica, ndo foram observadas diferengas significativas para o gene PgP-10 entre
os grupos. A Tabela 1 apresenta os resultados da anélise estatistica comparativa entre os tratamentos: Zn Micro vs
Placebo, Zn Nano vs Micro, Zn Nano vs Placebo e Zinco vs Placebo. Observa-se que, independentemente da
forma de suplementa¢do com o mineral, ndo houve expressdo da PgP-10 demonstrando que ndo ha resposta
diferencial frente aos tratamentos propostos para essa PgP.

Tabela 1- Valores de obtidos na comparagdo da expressdo génica da Glicoproteina-P 10 (PgP) de Haemonchus contortus

entre os tratamentos.

Zn Micro vs Zn Nano vs Zinco vs

Gene Zn nano vs Micro
Placebo Placebo Placebo
PgP-10 0,0575 0,2353 0,4256 0,0844

As nanoparticulas de zinco possuem potencial para expressar propriedades antiparasitarias. Morsy et al.

(2019) relataram efeitos de nanoparticulas de ZnO no nematoide Parascaris equorum, incluindo danos a cuticula.
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Em estudo com Haemonchus contortus, concentracdes de 1 a 16 ppm mostraram, em baixas doses, aumento da
atividade antioxidante (SOD, CAT ¢ GSH-Px), ¢ em doses altas, perda de motilidade, mortalidade e supressao
desses mecanismos, além de danos ao DNA (Esmaeilnejad et al., 2018; Do Carmo Neto et al., 2022). A eficacia
das nanoparticulas de ZnO pode ser reduzida se os sistemas antioxidantes ndo forem inibidos, possibilitando

resisténcia.

O genoma de H. contortus ja foi integralmente sequenciado, ¢ ao menos 10 genes ABC transportadores
foram identificados (Laing et al., 2013). A glicoproteina-P (PgP), um desses transportadores, esta associada a
resisténcia por promover o efluxo de substancias toxicas. Estudos apontam aumento na expressao da PgP frente a
IVM (Pacheco et al., 2022; Giglioti et al., 2022), o que dificulta a agdo dos farmacos. Alteragdes nos genes da
PgP reduzem a concentragdo do composto no alvo, favorecendo a resisténcia anti-helmintica (Reyes-Guerrero et

al., 2020; Katiki et al., 2023).

Em um isolado multirresistente Wallangra (benzimidazol, levamisol, ivermectina e moxidectina), a
PgP-10 apresentou expressdao mais de 100 vezes maior em larvas L4 quando comparado ao isolado suscetivel
Kirby, indicando forte associacdo com a resisténcia a ivermectina nesse estagio (Raza et al., 2016;
Reyes-Guerrero et al., 2020; Jakobs et al., 2024). Expressdo aumentada também foi detectada em larvas L1, L3 e
adultos de isolados resistentes (Reyes-Guerrero et al., 2020; Giglioti et al., 2022), sugerindo que PgP-10 atua de
forma continua ao longo do ciclo. Esses resultados reforcam a complexidade envolvida na regulacdo de genes de
resisténcia e indicam a necessidade de investigacdes adicionais, considerando ainda as diferentes formas de
exposi¢do ao zinco e outras fases do ciclo parasitario. Embora na literatura aponte PgP-10 como um marcador
importante na resisténcia, os achados deste estudo sugerem que a suplementagdo com zinco, nas condigdes

avaliadas, ndo foi capaz de modular significativamente a expressdo desse gene em H. contortus.

CONCLUSOES:

A auséncia de diferenca significativa na expressao do gene PgP-10 entre o grupo placebo e os tratamentos
com Zn-Micro e Zn-NP sugere que a suplementacdo com zinco, nas formas e concentragoes utilizadas, ndo

influencia a resisténcia anti-helmintica associada a PgP-10 em fémeas adultas de cepa sensivel de H. confortus.
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