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RESUMO 

A helmintose é responsável por causar queda na produtividade de ruminantes. O 
controle dos helmintos baseia-se principalmente no uso de drogas anti-helmínticas. 
Contudo, com o avanço da resistência anti-helmíntica faz-se necessária a busca por 
novas alternativas de controle. Uma alternativa é o uso de animais resistentes aos 
nematódeos gastrintestinais e da diversidade genética do genoma do hospedeiro. O 
objetivo do trabalho foi caracterizar um rebanho de 55 novilhos Nelore, identificando 
os animais resistentes, resilientes e suscetíveis a endoparasitas, correlacionando a 
metilação global do DNA desses animais com o grau de parasitismo, avaliado pela da 
contagem de ovos por grama de fezes (OPG). Essas contagens foram submetidas a 
análise de variância (ANOVA) para agrupamento em resistentes, resilientes e 
suscetíveis pelo teste Scott-Knott (p<0,05) no programa SISVAR. O conteúdo de 
metilação foi analisado a partir do DNA extraído do sangue dos novilhos, por meio de 
kit de metilação, e a quantificação feita por leitora de microplacas. Os valores 
absolutos médios de absorbância dos três grupos foram submetidos à ANOVA e 
análises pelo teste de Tukey (p<0,05). Observou-se 47,3% de animais resistentes, 
34,5% de animais resilientes e 18,2% de animais suscetíveis a infecção por helmintos 
gastrintestinais, com contagens de 36, 134 e 419 OPG, e 0,115, 0,123 e 0,123 do 
DNA metilado, respectivamente. Observou-se uma relação entre a resistência à 
parasitas e o conteúdo da metilação do DNA. Assim, as metodologias utilizadas 
possibilitaram a identificação dos 55 novilhos quanto ao grau de infecção por 
helmintos gastrintestinais e posterior classificação quanto a resistência dos animais a 
esses endoparasitas. Também foi possível observar uma relação entre a resistência 
à parasitas e o conteúdo de metilação global do DNA. 
 
Palavras-Chave: bovinos; epigenética; OPG  
 

  



ABSTRACT 
 
Helminthiasis is responsible for causing a drop in ruminant productivity. The control of 
helminths is mainly based on the use of anthelmintic drugs. However, with the 
advancement of anthelmintic resistance, it is necessary to search for new control 
alternatives. An alternative is the use of animals resistant to gastrointestinal 
nematodes and the genetic diversity of the host genome. The objective of this work 
was to characterize a herd of 55 Nellore steers, identifying resistant, resilient and 
susceptible animals to endoparasites, correlating the global DNA methylation of these 
animals with the degree of parasitism, evaluated by the egg count per gram of feces 
(OPG). These counts were submitted to analysis of variance (ANOVA) for grouping 
into resistant, resilient and susceptible by the Scott-Knott test (p<0.05) in the SISVAR 
program. The methylation content was analyzed from the DNA extracted from the 
blood of the steers, using a methylation kit, and the quantification was performed using 
a microplate reader. The mean absolute values of absorbance of the three groups were 
submitted to ANOVA and analysis by Tukey's test (p<0.05). It was observed 47.3% of 
resistant animals, 34.5% of resilient animals and 18.2% of animals susceptible to 
infection by gastrointestinal helminths, with counts of 36, 134 and 419 OPG, and 0.115, 
0.123 and 0.123 of DNA methylated, respectively. A relationship was observed 
between parasite resistance and DNA methylation content. Thus, the methodologies 
used allowed the identification of 55 steers regarding the degree of infection by 
gastrointestinal helminths and subsequent classification regarding the animals' 
resistance to these endoparasites. It was also possible to observe a relationship 
between resistance to parasites and the global methylation content of DNA. 
 
Keywords: cattle; epigenetics; OPG 
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1 INTRODUÇÃO 

A helmintose é uma das principais causas da queda na produtividade de 

ruminantes (OLIVEIRA et al., 2017), sendo causada por helmintos de diferentes 

filos, classes, gêneros e espécies (SOUTELLO et al., 2018). Esses 

endoparasitas são responsáveis por causar queda no desempenho produtivo e 

econômico na pecuária (CARREIRA, 2013). Em bovinos, as infecções por 

nematódeos gastrintestinais possuem destaque, pois agravam a redução dos 

índices produtivos, acarretando baixa conversão alimentar, retardo no 

crescimento, menor ganho de peso dos animais redução da performance 

reprodutiva, menor qualidade de carcaça e alterações no sistema imunológico 

(VENTURINI; MENEZES, 2016). 

Dessa forma, o controle desses endoparasitas é de extrema importância 

para a produção animal e baseia-se principalmente no uso de drogas anti-

helmínticas (SOUTELLO et al., 2018).  Contudo, com o avanço da resistência 

anti-helmíntica, causada pelo uso excessivo e irracional desses fármacos 

(KAPLAN; VIDYASHANKAR, 2012), há necessidade de se buscar alternativas 

de controle afim de reduzir a seleção de helmintos resistentes às principais 

drogas utilizadas. Uma alternativa é o uso de animais resistentes aos 

nematódeos gastrintestinais e da diversidade genética do genoma do hospedeiro 

(SONSTERGARD; GASBARRE, 2001). No entanto, os mecanismos envolvidos 

no processo de resistência parasitária de um animal não são totalmente claros 

(SANTOS et al., 2015) principalmente devido à dependência de um grande 

número de células, citocinas e genes (TIZARD, 2009). 

Sabe-se que, provavelmente, a resistência está ligada a herança de 

genes ou locos genômicos (LI et al., 2012). Entretanto, o genoma não é o único 

responsável pela passagem de características de uma geração à outra 

(FANTAPPIE, 2013). Há também a chamada epigenética, que estuda processos 

herdáveis, mas que não dependem estritamente da sequência do DNA (Ácido 

desoxirribonucleico) (LIEB et al., 2006), sendo as variações epigenéticas 

responsáveis por modularem a expressão dos genes (BIRD, 2007).  

A metilação do DNA é um dos mecanismos mais estudados 

(TCHURIKOV, 2005) e consiste na adição de um radical metil à uma base 
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nitrogenada (PORTELA; ESTELLER, 2010), mais especificamente na posição 

carbono-5 do anel de citosina (5mC) situada nos dinucleotídeos CpG 

(TCHURIKOV, 2005). Normalmente essa metilação ocorre nas ilhas CpG 

(sequências de DNA com alta densidade de bases citosinas e guaninas) (PAIVA 

et al., 2019). Neste mecanismo, a localização que a adição ocorre no gene pode 

silenciá-lo, ativá-lo ou provocar a sua superexpressão (FANTAPPIE, 2013; REIS, 

2015; RIVAS; TEIXEIRA; KREPISCHI, 2019).  

Tendo em vista a importância do controle dos nematódeos gastrintestinais 

em bovinos, se faz necessário a busca por alternativas como o uso de animais 

resistentes aos mesmos. Assim, as pesquisas sobre mecanismos epigenéticos 

podem ser utilizadas como uma ferramenta para a identificação e possível 

seleção de animais resistentes.  
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

O objetivo do presente trabalho foi classificar um rebanho de 55 novilhos 

Nelore quanto a resistência a nematódeos gastrintestinais e analisar o conteúdo 

de metilação global do DNA desses animais, identificando os indivíduos 

resistentes, resilientes e suscetíveis, relacionando a metilação com o grau de 

helmintose e o desempenho, avaliados durante o período de 12 meses. 

 

2.1 Objetivos Específicos 

• Classificar os animais em resistentes, resilientes e suscetíveis aos nematódeos 

gastrintestinais por meio do programa SISVAR; 

• Avaliar o desempenho dos animais classificados em resistentes, resilientes e 

suscetíveis; 

• Avaliar o conteúdo de metilação global do DNA de 55 novilhos e a relação entre 

o DNA metilado e os grupos e categorias de animais conforme o grau de infecção 

por helmintos e desempenho.  
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 3.1 Atual situação da bovinocultura de corte no Brasil 

A atividade pecuária no Brasil é responsável por gerar em torno de 7,5 

milhões de empregos e por um faturamento anual de aproximadamente 5 bilhões 

de reais, contribuindo de forma significativa para o desenvolvimento 

socioeconômico (MOTTES et al., 2011). 

O Brasil é possuidor do segundo maior rebanho do mundo com 

aproximadamente 260 milhões de cabeças (ANUALPEC, 2021). Por esse motivo 

é extremamente importante buscar por novas tecnologias que possibilitem o 

sucesso da exploração do gado de corte, como por exemplo: cruzamentos 

industriais, exigências nutricionais e alimentação mais adequada às realidades 

de campo, e a uma condição sanitária satisfatória do rebanho (BASTOS et al., 

2018).  

Nosso rebanho nacional é composto em sua maioria por zebuínos e 

mestiços, principalmente, para a produção de carne (SIQUEIRA et al., 2012). A 

base da bovinocultura de corte é formada, em sua maioria, pela raça zebuína 

nelore devido a sua ótima adaptação as condições tropicais, que incluem 

tolerância ao calor, resistência parasitária, capacidade de aproveitar pastagens 

com baixo valor nutricional e maior rusticidade do bezerro (ALBUQUERQUE; 

MERCADANTE; ELER, 2007).  

O rebanho de corte tem como principal característica o sistema de criação 

a pasto, e dentre os fatores que contribuem para o declínio na produção e 

produtividade da pecuária de corte estão a alta incidência de parasitas, doenças 

e deficiências minerais, manejo inadequado e flutuações sazonais contínuas na 

disponibilidade e qualidade dos alimentos (BIANCHIN, 1987). 

Com a expansão intensiva da pecuária bovina há um aumento da lotação 

das pastagens que juntamente com o método de pastejo contínuo, acarreta o 

aumento de problemas sanitários, como as helmintoses (VENTURINI; 

MENEZES, 2016). 

3.2 Parasitoses 

As parasitoses são uma das principais causas da redução de 

produtividade em ruminantes (OLIVEIRA et al., 2017) e possuem um impacto 
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negativo significativo no potencial da atividade pecuária, comprometendo os 

investimentos em genética do rebanho e insumos utilizados, além de reduzir o 

desempenho produtivo e reprodutivo dos animais, levar a um possível descarte 

involuntário e até mesmo morte dos mesmos (STOTZER et al., 2014).  

A predominância de climas tropicais e subtropicais no Brasil favorece a 

ocorrência de parasitas internos e externos em bovinos (GRISI et al., 2014) por 

conta disso, o controle desses patógenos em bovinos é crucial para a pecuária, 

pois estes resultam em perdas econômicas significativas devido à diminuição do 

ganho de peso e rendimento da carcaça, custos associados a antiparasitários e 

mão de obra, transmissão de patógenos, redução na produtividade e até mesmo 

mortalidade (DELGADO et al., 2009; HEINZEN et al., 2012). 

Os endoparasitas, em específico, causam alterações metabólicas que 

podem comprometer o desempenho do hospedeiro (SYKES; COOP, 1979), 

prejudicando o crescimento ósseo por conta da perda de minerais (como por 

exemplo: cálcio, fósforo e magnésio) nas fezes e urina (PEREIRA; LEITE; 

BIANCHIN, 2004) reduzindo a disponibilidade de nutrientes no organismo dos 

animais por conta da diminuição do apetite e da ingestão voluntária, e 

consequentemente digestão e absorção, ocasionando infecção do trato digestivo 

e comprometendo a absorção dos alimentos pelos bovinos; provocando a perda 

de proteínas endógenas no trato gastrintestinal, responsáveis pelas atividades 

do sistema imunológico e reparação dos tecidos (VENTURINI; MENEZES, 

2016). Logo, bovinos com infecções parasitárias apresentam crescimento 

atrofiado, produção reduzida de leite e carne, e desempenho reprodutivo 

reduzido, e como consequência causam prejuízos aos produtores 

(STROMBERG et al., 2012), por conta do menor ganho de peso e rendimento 

de carcaça (HEINZEN et al., 2012), morbidade, mortalidade, custos com 

profilaxia e/ou tratamento e redução da produtividade em interação com estresse 

nutricional, ambiente, manejo e outros aspectos sanitários (LIMA, 2004).  

As espécies de nematódeos gastrintestinais e suas prevalências variam 

muito de acordo com fatores topográficos, temperatura, precipitação 

pluviométrica, pastagem, entre outros fatores (UENO; GONÇALVES, 1998). Os 

ruminantes, de forma geral, são hospedeiros de diversas espécies do Filo 
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Nematoda (VENTURINI; MENEZES, 2016), mais especificamente da ordem 

Strongylida (SEQUEIRA; AMARANTE, 2001). Essa ordem é dividida em quatro 

superfamílias, sendo a Trichostrongyloidea a superfamília que contém os 

nematódeos mais comuns e patogênicos para ruminantes mantidos a pasto, eles 

são encontrados principalmente no abomaso e no intestino desses animais, 

compreendendo os seguintes gêneros: Trichostrongylus, Haemonchus, 

Cooperia, Nematodirus, Dictyocaulus, Ostertagia, Oesophagostomum e 

Hyostrongylus (BOWMAN, 2010). No Brasil, diversos estudos com bovinos 

indicam que os principais gêneros encontrados são Cooperia spp., Haemonchus 

spp., Oesophagostomum spp. e Trichostrongylus spp. (GUIMARÃES, 1977; 

LIMA; GUIMARÃES; LEITE, 1985; ARAÚJO et al., 1992; LIMA, 1998; 

GUIMARÃES et al., 2000; SOUTELLO et al., 2007; FACHIOLLI et al., 2017; 

SOUTELLO et al., 2018), sendo as infecções causadas pelas espécies de 

Haemonchus consideradas as mais patogênicas, pois são parasitas 

hematófagos que causam debilitação no animal (BALIC; BOWLES; MEEUSEN, 

2002).  

Esses endoparasitas geralmente estão associados com animais a pasto 

(ANZIANI; FIEL, 2005), pois os fatores edáficos e as condições climáticas de alta 

temperatura e umidade das pastagens brasileiras são favoráveis ao parasitismo 

(MENDONÇA et al., 2014), propiciando, portanto, que a maioria dos bovinos seja 

parasitada durante todo o ano por helmintos gastrintestinais (VENTURINI; 

MENEZES, 2016).  

As pastagens também fornecem a ligação entre as fases de vida livre e 

parasitária dos parasitas gastrintestinais dos animais em pastejo (WALLER, 

2006). O ciclo de vida dos nematódeos é definido por mudas de cutícula antes 

da fase adulta, sendo elas os estágios L1, L2, L3, L4, e por fim a larva adulta 

imatura (URQUHART et al., 1996). Esse ciclo pode ser dividido em ciclo de vida 

direto, no interior do hospedeiro e outra externa, no ambiente, nas áreas fecais 

e de forragem (FIEL et al., 2012), tendo início pela ingestão do parasita (L3 ou 

forma infectante) ou pela penetração ativa através da pele, sendo que esses 

endoparasitas chegam ao meio exterior por meio das fezes, urina e até 

expectoração brônquica em alguns animais, e a eclosão pode ocorrer no 

ambiente ou após a ingestão pelo hospedeiro (SEQUEIRA; AMARANTE, 2001).  
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Santos (1973), avaliando os malefícios causados por essas helmintoses 

em bovinos de duas propriedades com criação extensiva na Depressão Central, 

constatou que os animais parasitados perderam 36,7 kg de peso vivo, 

significando que a incidência de helmintoses resultou em uma perda de 32% do 

ganho total. Grisi et al. (2014) estimaram os prejuízos devido a nematódeos 

gastrintestinais em bovinos chegaram aos US$7.107,97 milhões, portanto esse 

parasitismo representa um problema econômico significativamente impactante 

no Brasil. Dessa forma, o controle das helmintoses é de grande importância para 

o sucesso da pecuária bovina. 

3.3 Controle parasitário e resistência anti-helmíntica  

O principal método de controle de helmintos é a utilização de drogas anti-

helmínticas. No entanto, o uso desses produtos químicos, além do alto custo, 

pode prejudicar o controle futuro desses parasitas por conta do uso em grande 

escala que leva ao desenvolvimento da resistência aos princípios ativos 

utilizados (FRAGA et al., 2003). Os nematódeos gastrintestinais desenvolvem 

resistência aos fármacos disponíveis no mercado de forma muito rápida 

(MOLENTO, 2005), se tornando um problema crescente. 

A resistência antiparasitária é desenvolvida pelo uso frequente de uma 

mesma base farmacológica (BASTOS et al., 2018), ocasionando a sobrevivência 

dos parasitas que deveriam ser eliminados pelo anti-helmíntico (GRAEF et al., 

2013). A resistência é um fator herdado, progredindo devido à pressão de 

seleção e ao potencial de indivíduos resistentes se reproduzirem e produzirem 

indivíduos naturalmente resistentes (SOUTELLO et al., 2018).  

Casos de resistência de helmintos de bovinos a anti-helmínticos não são 

tão comuns como ocorre com outros ruminantes, como ovinos e caprinos 

(SOUZA et al., 2008), no entanto, diversos estudos relatam a presença da 

resistência às drogas anti-helmínticas (PINHEIRO; ECHEVARRIA. 1990; PAIVA 

et al., 2001; COSTA et al., 2004; RANGEL et al., 2005; SOUTELLO; SENO, 

2007; SOUZA et al., 2008; BORGES et al., 2013). 

Um dos grandes problemas da produção animal é a resistência anti-

helmíntica, uma vez que pode impedir o desenvolvimento de uma opção de 

tratamento farmacêutico eficaz para helmintoses em animais criados do sistema 
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de pastejo (GASBARRE et al., 2001; SONSTEGARD; GASBARRE, 2001; 

WOLSTENHOLME et al., 2004). Além da resistência aos antiparasitários, há 

também o alto custo proveniente dos programas de controle e insumos, 

diminuindo a lucratividade e a produtividade do produtor (OLIVEIRA; ALENCAR, 

1990; GASBARRE; LEIGHTON; SONSTERGARD, 2001), além disso os 

resíduos são um grande problema para o meio ambiente e para a saúde pública 

(OLIVEIRA et al., 2012). Por isso, há uma busca contínua de métodos de 

controle a esses parasitas (LI et al., 2012), como a utilização de animais 

resistentes aos mesmos e de diversidade do genoma do hospedeiro 

(SONSTEGARD; GASBARRE, 2001). 

Dessa forma, é extremamente importante buscar por novas alternativas 

no controle de parasitas. No Brasil, há um grande interesse na utilização de 

animais resistentes à parasitas e melhor adaptados às condições climáticas 

tropicais, portanto a seleção de animais geneticamente resistentes é uma 

estratégia de controle promissora, que pode ajudar a reduzir a necessidade de 

medicamentos antiparasitários, amenizar os prejuízos provocado pelos 

helmintos e os altos custos de tratamento (OLIVEIRA et al., 2012). 

3.4 Resistência a parasitas e epigenética 

É possível definir resistência como a capacidade de suprimir o 

estabelecimento e/ou desenvolvimento de uma infecção provocada por 

helmintos (SUAREZ; BUSETTI; LORENZO, 1995; GASBARRE; LEIGHTON; 

SONSTERGERD, 2001) e/ou a infestação causada por ectoparasitas 

(Rhipicephalus microplus e Haematobia irritans) (UTECH; WHARTON; KERR, 

1978). 

Diversos fatores podem influenciar a resistência dos animais aos 

parasitas, fatores tais como: condições climáticas, raça, idade, sexo, 

características da pelagem, imunidade e genética dos animais (BURROW; 

SEIFERT; HETZEL, 1991; STEELMAN et al. 1991; LIMA; PRADO; PERRI, 2002; 

ALENCAR; FRAGA; SILVA, 2005; OLIVEIRA et al., 2009; PRAYAGA et al., 2009; 

SILVA et al., 2010a; OLIVEIRA et al., 2013; PACHECO, 2015; PASSAFARO et 

al., 2015; NEVES et al., 2016).  
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Independentemente da raça, dentro de uma população de animais não 

selecionados para resistência parasitária, existem aproximadamente 10 a 20% 

de indivíduos que não precisam ou necessitam de muito pouco anti-helmíntico 

para que ocorra o controle dos parasitas, esses indivíduos são considerados 

naturalmente “resistentes”. Nessa mesma proporção existem os indivíduos que 

sempre apresentam alta carga parasitária em seu trato gastrintestinal, sendo 

eles considerados animais disseminadores de parasitas no meio ambiente, 

denominados “suscetíveis”. Existem ainda os indivíduos “resilientes”, são 

animais que não possuem resistência, mas que conseguem amenizar o efeito do 

parasitismo no seu desempenho produtivo (AMARANTE et al., 2004; ROCHA et 

al., 2004).  

Os mecanismos por trás desse processo, no entanto, são complexos e 

ainda mal compreendidos (BIEGELMEYER et al., 2012; SANTOS et al., 2015) 

uma vez que dependem de um número significativo de genes, citosinas e tipos 

de células (TIZARD, 2009). 

Sabe-se que a resistência é uma característica herdável (GASBARRE; 

LEIGHTON; SONSTEGARD, 2001; FRAGA et al., 2003; SHYMA; GUPTA; 

SINGH, 2015), mediada por grande quantidade de genes (LASELY, 1978) que 

possuem papel direto ou indireto na expressão de moléculas que regulam a 

imunidade do hospedeiro (LI et al., 2012). 

A habilidade do animal em expressar resistência e adquirir uma 

autoimunidade varia muito de acordo com as espécies, provando que esses 

fatores são um controle genético, sendo comprovado em diversos estudos tendo 

como parâmetro examinador o OPG (ovos por grama de fezes) (GASBARRE et 

al., 2001). Diversos resultados de pesquisas demonstram que é possível realizar 

a seleção através do OPG de hospedeiros resistentes aos nematódeos 

gastrintestinais, além disso, esta técnica pode levar a uma diminuição 

significativa de larvas infectantes presente no ambiente a longo prazo, 

proporcionando uma menor infecção dos animais (BASSETTO et al., 2009).  

A grande evidência que se tem a respeito deste controle genético pode 

ser demonstrada através dos valores de herdabilidade para resistência 

parasitária, ou seja, o quanto desta característica é herdada e transmitida para 



24 
 

a progênie. Em bovinos essa herdabilidade é estimada em cerca de 0,30 

(GASBARRE et al., 2001). Desta forma, a seleção de bovinos resistentes a 

helmintoses demonstram ser a melhor alternativa para aumentar a habilidade do 

animal em amenizar o grau de infecção parasitária, e consequentemente, a uma 

redução de custos no controle antiparasitário, resultando em um maior retorno 

econômico na atividade pecuária.  

Considerando que a herança dos genes que possuem importância na 

expressão de moléculas que regulam a imunidade do hospedeiro e controlam a 

patologia está ligada a resistência (LI et al., 2012), a seleção de animais 

resistentes pode ser uma alternativa eficiente (BIEGELMEYER et al.,2012), visto 

que a resistência é uma característica herdável (AMARANTE, 2004), além de 

diminuir expressivamente os picos sazonais na carga parasitária e no número de 

larvas no pasto após a seleção (PACHECO, 2015). 

Por um longo período os genes foram considerados como os únicos 

responsáveis por transmitir as características biológicas entre gerações, no 

entanto, foi descoberto que variações epigenéticas também podem ser passadas 

a prole (FANTAPPIE, 2013). 

Essas variações podem ser definidas como alterações no genoma 

hereditárias e reversíveis, por meio da memória celular, (TSAI; BAYLIN, 2011) 

que não modificam a sequência de DNA (BAKUSIC et al., 2017), representando 

um conjunto de eventos moleculares moduladores da expressão dos genes 

(BIRD, 2007). Essas modificações incluem o surgimento de metilação do DNA, 

alterações das histonas, entre outros mecanismos, tais como a inativação da 

cromatina (BRÄUTIGAM; CRONK, 2018). A metilação do DNA está entre os 

mecanismos mais estudados da epigenética, consistindo basicamente na adição 

de um radical metil à uma base nitrogenada (COSTA, 2008; PORTELA; 

ESTELLER, 2010). Usualmente a metilação ocorre em uma ilha CpG, que 

consiste em um sítio dinucleotídeo (PORTEN, 2018), particularmente, na 

posição carbono-5 no anel de citosina, 5mC (TCHURIKOV, 2005).  

A adição de um grupo metila a uma molécula de DNA pode provocar o 

completo silenciamento até a superexpressão de diversos genes, sendo que a 

modificação do padrão da metilação do DNA leva a criação de um perfil novo 
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que pode ativar genes que deveriam permanecer silenciados e ter um efeito 

significativo na vida e na saúde de um organismo (FANTAPPIE, 2013). 

Tendo em vista a importância do controle dos parasitas em bovinos, se 

faz necessário a busca por novas alternativas para o controle de helmintos, como 

por exemplo, o uso de animais resistentes e o estudo da diversidade genética do 

genoma do hospedeiro. Dessa forma, as pesquisas sobre mecanismos 

epigenéticos podem ser utilizadas como uma ferramenta para a identificação e 

possível seleção de animais resistentes.   
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Local e animais 

O experimento foi realizado no Laboratório de Parasitologia e Sanidade 

Animal da Faculdade de Ciências Agrárias e Tecnológicas (UNESP/Câmpus de 

Dracena), sendo protocolado na Comissão de Ética em Uso de Animais sob o 

número 26/2014 na Universidade Estadual Paulista (UNESP), Câmpus de 

Dracena.  

Foram avaliados 55 machos bovinos da raça Nelore, com 

aproximadamente 18 meses de idade, com peso inicial médio de 267 kg. Os 

animais receberam tratamento antiparasitário seis meses antes do início das 

avaliações, com Fosfato de Levamisol 18,8% (Ripercol®, Zoetis), seguindo as 

recomendações do fabricante, para o controle de helmintos gastrintestinais e 

depois permaneceram sem tratamento antiparasitário até o final do experimento.    

 

4.2 Avaliação do parasitismo e delineamento experimental 

 O grau de parasitismo individual dos animais foi avaliado com base em 

dados já coletados durante o período de um ano. O delineamento experimental 

utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) contendo 55 tratamentos, sendo 

considerado cada animal como um tratamento e 13 repetições referentes aos 

números de coletas realizadas. Os dados utilizados para a avaliação de 

helmintos gastrintestinais foram coletados a cada 28 dias, sendo as contagens 

de ovos por grama de fezes (OPG) obtidas de acordo com a metodologia de 

Gordon e Whitlock, (1939) e a identificação das larvas infectantes (L3) pela 

técnica de Robert e O’ Sullivan (1950). As larvas infectantes (L3) foram extraídas 

segundo Baermann (1917) e diferenciação dos gêneros feitas por meio da chave 

de identificação (KEITH, 1953). Simultaneamente a coleta de fezes, a cada 28 

dias, todos os animais foram pesados individualmente em uma balança 

eletrônica digital para a avaliação do ganho de peso.   
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Fonte: MOLENTO; NICIURA; CHAGAS, 2011, p. 120.  

Figura 1 - Exame de contagem de ovos por grama de fezes (OPG). 

4.3 Coleta de sangue e plasma  

Para a análise da metilação global dos animais, foi utilizado o plasma do 

sangue dos animais.  

A coleta de sangue foi realizada por venopunção, utilizando tubos 

Vacutainer® de 5 mL com EDTA (ácido etilenodiaminotetracetico potássio), 

diretamente da veia jugular esquerda dos animais. Em seguida, as amostras 

foram centrifugadas a 3.000 rpm por 5 minutos, na centrifuga Celm®, extraindo 

o plasma e congelando-os em eppendorf. 

 

4.4 Extração do DNA 

A extração de DNA total genômico foi realizada por EasyPure® Micro 

Genomic DNA Kit (Transgen), sendo adicionado 50 - 250µL de plasma e 20 µL 

de Proteinase K em tubo de microcentrífuga e misturando bem em vortex. Em 

seguida foi adicionado BB14 (Binding Buffer 14) e RNA transportador ao 

material, misturando em vortex ou pipeta, e incubando o material à 55°C em 

“banho-maria” por 10 minutos. Após o preparo do material, a mistura foi 

transferida para uma coluna de centrifugação e o tubo foi brevemente 

centrifugado, descartando o sobrenadante. Ao final da centrifugação foi 

adicionado CB14 (Clean Buffer 14) e o material foi novamente centrifugado, 

repetindo essa operação mais uma vez. Na etapa seguinte, que ocorreu duas 

vezes, foi adicionado WB14 (Wash Buffer 14) e etanol (70%), e novamente o 

material foi centrifugado, descartando o sobrenadante. Ao final, a coluna foi 

centrifugada para remoção do WB14 residual. Posteriormente, a coluna de 

centrifugação foi colocada em um tubo estéril de microcentrífuga e adicionou-se-
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à de Tampão de Eluição (pré-aquecido) à matriz da coluna. Após essa etapa, o 

material foi incubado em temperatura ambiente, e em seguida foi centrifugado 

para eluir o DNA genômico isolado. Esse DNA foi armazenado a - 20°C.  

A quantificação e a qualidade das amostras foram realizadas com o 

espectrofotômetro (NanoDrop 2000 – Thermo Scientific), de acordo com 

Sambrook et al. (1989).  

4.5 Metilação global do DNA  

A análise da metilação foi realizada por meio do Imprint DNA Methylation 

Quantification kit (Sigma), usando tiras com poços pré-tratados com reagente 

ligante de DNA metilado, e utilizando anticorpo de captura sensível a metilação 

do DNA e um anticorpo de detecção. As amostras de DNA foram diluídas 

misturando essas a uma solução fixadora de DNA metilado de cada amostra de 

DNA, gerando reações que foram transferidas para cada poço, juntamente com 

o controle negativo (água ultrapura) e controle positivo (DNA metilado fornecido 

no kit). Os poços foram submetidos a dois processos de incubação, juntamente 

com o DNA as amostras foram removidas e cada poço foi lavado com solução 

de lavagem diluída.  

Cada poço então recebeu anticorpo de captura diluído, ficando incubados 

a temperatura ambiente. Após a incubação, o anticorpo de captura foi removido, 

e cada poço foi lavado com solução de lavagem diluída, adicionando-se o 

anticorpo de detecção diluído, incubando-se novamente à temperatura 

ambiente. Após esse período o anticorpo de detecção foi removido, e cada poço 

foi lavado. Posteriormente, no escuro, cada poço recebeu solução reveladora, 

incubando antes de adicionar solução de parada. A absorbância da solução 

contida nos poços foi realizada em um comprimento de onda de 450nm em uma 

leitora de microplacas DR-200BS-NM-BI, sendo a fórmula utilizada para 

obtenção dos valores corrigidos: ([(A450 Amostra - A450 Branco) / A450 DNA 

Controle metilado - A450 Branco)]X100.  

4.6 Análise estatística  

A distribuição das contagens de OPG foi verificada pelo teste Shapiro-

Wilk por meio do programa SISVAR 5.4 (Ferreira, 2014) e as contagens foram 
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transformadas em  √𝑛 + 0,5
2

,  em que o “n” é o valor das contagens. A partir das 

contagens de OPG, em DIC, contendo 55 tratamentos e 13 repetições referentes 

à cada coleta, as médias foram submetidas à análise de variância (ANOVA) e 

posterior análise estatística de agrupamento pelo teste de Scott-Knott (5%), pelo 

programa computacional SISVAR 5.4 (Ferreira, 2014). Assim, os animais do 

rebanho foram, de acordo com o grau de parasitismo, agrupados em resistentes, 

resilientes e suscetíveis. Após tal classificação, a contagem média dos animais 

de cada grupo também foi submetida a ANOVA, sendo considerados três 

tratamentos (classificação de acordo com a resistência) e 55 repetições (cada 

animal sendo considerado uma repetição), e posterior análise estatística pelo 

programa computacional SISVAR 5.4 (Ferreira, 2014), pelo teste de Tukey (5%).  

A análise estatística de metilação global do DNA, em DIC, com três 

tratamentos (resistente, resiliente e suscetível) e 55 repetições, utilizou os 

valores absolutos de absorbância, sendo as médias das diferenças de metilação 

entre os animais transformadas em √𝑛 + 0,5
2

 e submetidas à ANOVA, pelo 

programa computacional SISVAR 5.4 (Ferreira, 2014), a fim de se verificar a 

significância estatística entre os diferentes valores dos grupos resistentes, 

resilientes e suscetíveis a nematódeos gastrintestinais. 

 

5 RESULTADOS 

A tabela 1 apresenta a quantidade de animais agrupados de acordo com 

a quantidade de ovos por gramas de fezes (OPG), sendo: 26 animais resistentes 

(36 OPG), 19 resilientes (134 OPG) e 10 suscetíveis (419 OPG), com contagens 

médias de OPG de 36, 134 e 419, respectivamente. Para o conteúdo de 

metilação do DNA, os novilhos apresentaram valores médios de absorbância de 

0,115 (resistentes), 0,123 (resilientes) e 0,123 (resistentes), sem diferença 

significativa entre os três grupos. Porém, os animais resistentes apresentaram 

menor quantidade de metilação em relação aos animais resilientes e suscetíveis.   
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Tabela 1 - Quantidade de animais por grupo (N), média de ovos por grama de 

fezes (OPG), conteúdo de metilação global do DNA (valor absoluto de 

absorbância), peso inicial e final, ganho de peso, OPG inicial dos novilhos, 

distribuídos nos grupos resistentes, resilientes e suscetíveis 

As letras distintas na coluna apontam significância pelo teste de Tukey (p<0,05) entre os grupos. 

 

 

Figura 2 - Média geral da contagem de ovos por grama de fezes (OPG) durante 

todo o experimento dos novilhos, distribuídos nos grupos resistentes, resilientes 

e suscetíveis durante o período experimental. 

 

O desenvolvimento do grau de infecção por helmintos (figura 1), 

demonstra que todos os animais iniciaram o estudo com médias distintas de 

OPG, onde os suscetíveis apresentavam médias superiores; os resilientes 

médias medianas e os resistentes médias baixas para infecção por helmintos 
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Resistentes 26 36 a 0,115 285 435 150  40 a 

Resilientes 19 134 b 0,123 265 409 144  250 a 

Suscetíveis 10 419 c 0,123 278 408 130  580 b 

Média  140 0,119 266,84 417 154,89  210,81 

CV (%)  65,36 92,8 21,39 9,04 31,92  150,16 

p-valor  <0,001 0,963 0,0195 0,145 0,196  0,0001 
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gastrintestinais. Não foi observado diferença significativa entre os animais 

resistentes e resilientes, no entanto ambos apresentaram diferença em relação 

aos suscetíveis (tabela 1). Observou-se também que no decorrer do 

experimento, os suscetíveis mantiveram-se com contagens superiores de OPG 

quando comparado aos resistentes e resilientes. Ao final do período 

experimental os animais apresentaram médias semelhantes de OPG. 

Durante o período experimental, os gêneros de helmintos encontrados por 

meio das coproculturas, apresentaram maior prevalência de Haemonchus spp. 

(65%), seguido por Cooperia spp. (25%). 

 

 

Figura 3 - Média do ganho de peso durante todo o experimento, 

distribuídos nos grupos resistentes, resilientes e suscetíveis. 

 

Na figura 3 é possível observar as médias dos ganhos de peso dos grupos 

durante todo período experimental, onde os animais resilientes iniciaram o 

estudo com pesos inferiores em relação aos resistentes e suscetíveis, não 

havendo diferença significativa entre os grupos (tabela 1). Porém, ao final do 

estudo, os resistentes e resilientes apresentaram pesos finais superiores em 

relação aos suscetíveis, estes apresentando ganho de peso de 20 kg e 14 kg a 

menos quando comparado com os indivíduos resistentes e resilientes, 

respectivamente. Entretanto, os resistentes apresentaram desempenho superior 

durante todo período experimental. 
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6 DISCUSSÃO 

A classificação dos animais em relação ao grau infecção por nematódeos 

gastrintestinais está de acordo ao observado por Bricarello et al. (2007) em 

estudo realizado para animais da raça Nelore, no qual observou-se contagens 

médias de OPG inferiores a 50 para resistentes e contagens superiores a 400 

OPG para suscetíveis. Ueno e Gonçalves (1998), também observaram 

contagens inferiores a 200 OPG em animais com grau leve de infecção. O OPG 

tende a diminuir nos animais à medida que se tornam adultos, pois os animais 

adquirem imunidade ao redor dos 18 meses de idade (BIANCHIN & CATTO, 

2008). 

Para a contagem média geral de OPG, observou-se que os valores 

encontrados no presente estudo ficaram próxima da encontrada para novilhos 

(314 OPG) na mesma região do estudo (SOUTELLO et al., 2001) e acima do 

relatado para animais de mesmo grupo genético (OLIVEIRA et al., 2009). Essa 

diferença pode estar relacionada com a genética (LEIGHTON et al., 1989; 

PASSAFARO et al., 2015) e com o desafio proporcionado pelo ambiente e 

condições climáticas de cada região (PIMENTEL NETO; FONSECA, 2002; 

OLIVEIRA et al., 2009). Além disso, por se tratar de 55 animais zebuínos, 

também justifica a obtenção de baixas contagens (O’KELLY, 1980; PEÑA et al., 

2000). 

Analisando os dados das coproculturas, as espécies com maior 

prevalência foram Haemonchus spp. e Cooperia spp. Soca et al. (2007), 

estudando os nematódeos gastrintestinais, também observaram maior 

prevalência de Haemonchus spp. (60%). Soutello et al. (2002) verificaram que 

animais sem tratamento anti-helmíntico, apresentaram maior porcentagem de 

larvas do gênero Haemonchus spp., em relação ao gênero Cooperia spp.  

Vários estudos datados desde os anos 80 demonstram que uma elevada 

carga parasitária proporciona menor desempenho dos animais mantidos a pasto, 

cerca de 30-70 kg a menos por ano (PINHEIRO, 1985; ZOCOLLER et al., 1995; 

BIANCHIN, 1996). Assim como observado no estudo, visto que os suscetíveis 

apresentaram menor desempenho. Esses resultados corroboram com Neves 

(2010), em que a elevada carga parasitária influenciou na média do ganho de 

peso, reduzindo o desempenho dos ovinos do grupo dos suscetíveis em relação 

aos resistentes. No presente estudo, os resistentes e resilientes apresentaram 
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pesos superiores, comprovando ser de suma importância manter no rebanho 

estas categorias de animais, pois além da obtenção de um melhor desempenho 

produtivo, também ocorre a redução dos custos de controle com o uso anti-

helmínticos, desta forma, alcançando um maior retorno econômico da atividade 

pecuária (Bricarello et al. 2007).  

No presente estudo, há a possibilidade do menor grau de metilação 

encontrado no grupo dos animais resistentes estar ligada ao silenciamento dos 

genes da resistência que poderiam ser expressos, devido a metilação e 

desmetilação das regiões promotoras nas ilhas CpGs dos genes levarem ao 

silenciamento dos mesmos (Reis, 2015), sendo esta hipótese podendo ser 

observada também em outros estudos com bovinos (Huang et al., 2014; Osorio 

et al., 2016). 

Há poucos relatos na literatura relacionando a resistência parasitária de 

bovinos e a metilação global do DNA, no entanto, é possível encontrar estudos 

sobre a metilação global do DNA e outros mecanismos epigenéticos em bovinos 

em outras áreas. Wang et al. (2019) relataram correlação significativa entre taxas 

globais de metilação do DNA no sangue e a produção de leite ou proteína do 

leite em vacas leiteiras, sendo a taxa de metilação do DNA menor no grupo de 

animais com alta produção de leite e maior nos animais com baixa produção de 

leite. Entretanto, segundo os autores é necessário aprofundar mais os estudos 

para averiguar se existem diferentes padrões de metilação do DNA nos diversos 

tipos de células sanguíneas. 

A metilação do DNA é dinâmica, sendo influenciada pelo tipo de célula ou 

tecido, idade, exposição a estímulos ambientais e inúmeros outros fatores, assim 

como outros mecanismos epigenéticos (FINGERMAN et al., 2013). A influência 

da idade na metilação do DNA, também é relatada na literatura em outros 

animais. Jin et al. (2014) mostram que o nível de metilação do DNA no coração 

de porcos de meia idade é significativamente menor comparado com porcos 

jovens, sendo que esse resultado, segundo os autores, pode ser decorrente dos 

maiores níveis de transcrição de mRNA do DNA metil transferases 3b, podendo 

esse fato regular o padrão de metilação genômica de maneira específica em 

porcos durante o desenvolvimento. A influência da idade na metilação global 

também foi observada no DNA de cães (GRYZINSKA et al., 2016). 
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Sabe-se que a metilação do DNA é um processo que regula a expressão 

do gene, sendo a adição de um radical metil (-CH3) à uma base nitrogenada 

(PORTELA; ESTELLER, 2010), normalmente aos nucleotídeos de DNA cisteína 

de dinucleotídeos CpGs (GOLDBERG; ALLIS; BERNSTEIN, 2007), ou seja, em 

regiões do DNA ricas em nucleotídeos, citosina e guaninas, que são agrupados 

em ilhas na maioria dos genes (REIS, 2015). Essa regulação da expressão 

gênica ocorre por conta da inibição direta dos fatores de transcrição em 

sequências específicas do DNA (PAIVA et al., 2019), sendo que a localização 

que o mecanismo ocorre no gene influencia o controle de sua expressão, 

podendo ser silenciado, ativado ou superexpresso (FANTAPPIE, 2013; REIS, 

2015; RIVAS; TEIXEIRA; KREPISCHI, 2019). 

As ilhas CpG possuem papel importante nas regiões promotoras, levando 

ao silenciamento de diversos genes (inibição da transcrição gênica) quando as 

ilhas são metiladas, ou ativando as regiões promotoras quando ocorre a 

desmetilação das ilhas CpG (REIS, 2015). Uma superexpressão do gene 

também pode ocorrer quando a metilação ocorre nas regiões codificadoras dos 

genes (éxons) (YANG et al. 2014). 

Os resultados deste estudo proporcionam informações promissoras, 

devido a possibilidade da metilação global do DNA sanguíneo estar ligado a 

expressão de genes envolvidos na resistência parasitária, impulsionando assim 

a realização de estudos sobre a metilação global do DNA dos bovinos e fatores 

envolvidos no processo de resistência aos helmintos gastrintestinais. 

 

7 CONCLUSÃO 

As metodologias utilizadas possibilitaram a identificação dos animais quanto ao 

grau de infecção por helmintos. Foi possível relacionar o grau de resposta 

imunológica dos animais a esses parasitas com o conteúdo de metilação global 

do DNA, sendo estes resultados promissores, incentivando a realização de mais 

estudos sobre o assunto e aumentando as expectativas sobre os mecanismos 

epigenéticos se tornarem uma ferramenta para a seleção de bovinos resistentes 

a parasitas. 
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