UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA (UNESP)
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E TECNOLOGICAS
CAMPUS DE DRACENA

Caio Vinicius da Silva Teixeira

METILACAO GLOBAL GENOMICA RELACIONADA A
RESISTENCIA A HELMINTOS GASTRINTESTINAIS EM
NOVILHOS NELORE

Dracena
2022



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA (UNESP)
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E TECNOLOGICAS
CAMPUS DE DRACENA

Caio Vinicius da Silva Teixeira

METILACAO GLOBAL GENOMICA RELACIONADA A
RESISTENCIA A HELMINTOS GASTRINTESTINAIS EM
NOVILHOS NELORE

Trabalho de Concluséo de Curso apresentado a
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas
— Unesp, Campus de Dracena como parte das
exigéncias para concluséo do curso.
Orientador: Prof. Dr. Ricardo Velludo Gomes de Soutello

Co-orientadora: Isabela de Almeida Cipriano

Dracena
2022



un e s - UN’IVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA f
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
p Campus de Dracena r’ C a

FACULDADE 0F CENCIAS AGRARAS £ TECHOLOGICAS
UNESP DRACENA

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E TECNOLOGICAS
UNESP - CAMPUS DE DRACENA

CERTIFICADO DE APROVAGAO

Titulo:  Metilagdo global genémica relacionada a resisténcia a helmintos
gastrintestinais em novilhos nelore

Modalidade: Trabalho de atividades de pesquisa

Autor: Caio Vinicius da Silva Teixeira

Orientador (a): Ricardo Velludo Gomes de Soutello
Co-orientador(es): Isabela de Almeida Cipriano
Numero de Créditos: 15

Data da aprovagéo e corregéo de acordo com as sugestdes da Banca: £2/£7 14022

<:::"
B e 7 : ) ) ! { ’\W
//: & \ - . (Q\!Z’Ng;‘("v-z‘\.u:'tar AN
// Ricardp-¥élludo Gyks dﬁa{nello / Juliana Alencar Gongélves Mateus Oliveira Mena
' AR b - - — .

Faculdade de Ciéncias Agrérias e Tecnolégicas — Conselho de Curso de Graduacdo em Zootecnia
Rod. Cmte. Jo#o Ribeiro de Barros, km 651- Bairro das Antas — CEP: 17900-000 — Dracena/SP - Brasil
Tel. {18) 3821-8200 — www.dracena.unesp.br — ccgz.dracena@unesp.br



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

Caio Vinicius da Silva Teixeira, nascido em 14 de setembro de 1999, na cidade
de Americana/SP. Filho de Luiz Carlos Teixeira e Janeti da Silva Teixeira. Ingressou
no curso de graduacdo em Zootecnia na Faculdade de Ciéncias Agréarias e
Tecnoldgicas (FCAT/UNESP), campus de Dracena, em fevereiro de 2018. Durante a
graduacdo, participou de grupos de estudos, eventos cientificos, cursos, entre outros.
Em 2018, ingressou no grupo de estudos EEPPA (Equipe de Extensao e Pesquisa em
Parasitologia Animal) vindo a se interessar pelos estudos em parasitologia animal, os

guais originaram este trabalho de conclusao de curso.



DEDICATORIA

Ao meu pai Luiz Carlos Teixeira e minha mae
Janeti da Silva Teixeira, que me educaram e me
possibilitaram essa conquista, exemplos de vida
fundamentais para a minha vida pessoal e

profissional.



AGRADECIMENTOS

A Deus pelo dom da vida, pela satde e pela oportunidade de alcancar esta conquista.

Aos meus pais, por todo esfor¢co, dedicacdo e esforco incondicional para que a

realizacdo deste sonho fosse possivel.

Aos meus irmaos, Lucas e Heloisa, pelo amor, companheirismo e amizade.

Ao meu orientador, Prof® Dr Ricardo Velludo Gomes de Soutello, por sua orientacao,

ensinamentos, paciéncia, confian¢a e todo apoio necessario.

A minha co-orientadora, Isabela de Almeida Cipriano, pelos conhecimentos

compartilhados, dedicacao e entusiasmo ao ajudar e orientar.

Ao grupo EEPPA pelas amizades, ensinamentos, acolhimento e carinho.

A todos amigos e familiares, pessoas fundamentais na minha vida, que contribuiram

direta e indiretamente para a minha formacéo.



“‘Um homem que foge do seu medo pode descobrir que,
afinal, apenas enveredou por um atalho para ir ao seu
encontro.” (J.R.R. Tolkien).



RESUMO

A helmintose é responsavel por causar queda na produtividade de ruminantes. O
controle dos helmintos baseia-se principalmente no uso de drogas anti-helminticas.
Contudo, com o0 avanco da resisténcia anti-helmintica faz-se necessaria a busca por
novas alternativas de controle. Uma alternativa € o uso de animais resistentes aos
nematodeos gastrintestinais e da diversidade genética do genoma do hospedeiro. O
objetivo do trabalho foi caracterizar um rebanho de 55 novilhos Nelore, identificando
0s animais resistentes, resilientes e suscetiveis a endoparasitas, correlacionando a
metilacao 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
andlise de variancia (ANOVA) para agrupamento em resistentes, resilientes e
suscetiveis pelo teste Scott-Knott (p<0,05) no programa SISVAR. O contetudo de
metilacdo foi analisado a partir do DNA extraido do sangue dos novilhos, por meio de
kit de metilacdo, e a quantificacdo feita por leitora de microplacas. Os valores
absolutos médios de absorbancia dos trés grupos foram submetidos a ANOVA e
analises pelo teste de Tukey (p<0,05). Observou-se 47,3% de animais resistentes,
34,5% de animais resilientes e 18,2% de animais suscetiveis a infeccdo 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 relagdo entre a resisténcia a
parasitas e o conteddo da metilacdo do DNA. Assim, as metodologias utilizadas
possibilitaram a identificacdo dos 55 novilhos quanto ao grau de infeccdo por
helmintos gastrintestinais e posterior classificacdo quanto a resisténcia dos animais a
esses endoparasitas. Também foi possivel observar uma relagéo entre a resisténcia
a parasitas e o conteudo de metilacao 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 INTRODUCAO

A helmintose € uma das principais causas da queda na produtividade de
ruminantes (OLIVEIRA et al., 2017), sendo causada por helmintos de diferentes
filos, classes, géneros e espécies (SOUTELLO et al., 2018). Esses
endoparasitas sdo responsaveis por causar queda no desempenho produtivo e
econdbmico na pecuaria (CARREIRA, 2013). Em bovinos, as infec¢cdes por
nematddeos gastrintestinais possuem destaque, pois agravam a reducdo dos
indices produtivos, acarretando baixa conversdo alimentar, retardo no
crescimento, menor ganho de peso dos animais redugdo da performance
reprodutiva, menor qualidade de carcaca e alteracbes no sistema imunologico
(VENTURINI; MENEZES, 2016).

Dessa forma, o controle desses endoparasitas é de extrema importancia
para a producdo animal e baseia-se principalmente no uso de drogas anti-
helminticas (SOUTELLO et al., 2018). Contudo, com o avanco da resisténcia
anti-helmintica, causada pelo uso excessivo e irracional desses farmacos
(KAPLAN; VIDYASHANKAR, 2012), ha necessidade de se buscar alternativas
de controle afim de reduzir a selecdo de helmintos resistentes as principais
drogas utilizadas. Uma alternativa € o0 uso de animais resistentes aos
nematddeos gastrintestinais e da diversidade genética do genoma do hospedeiro
(SONSTERGARD; GASBARRE, 2001). No entanto, os mecanismos envolvidos
no processo de resisténcia parasitaria de um animal ndo sao totalmente claros
(SANTOS et al., 2015) principalmente devido a dependéncia de um grande
namero de células, citocinas e genes (TIZARD, 2009).

Sabe-se que, provavelmente, a resisténcia esta ligada a heranca de
genes ou locos gendmicos (LI et al., 2012). Entretanto, 0 genoma nao € o unico
responsavel pela passagem de caracteristicas de uma geracdo a outra
(FANTAPPIE, 2013). Ha também a chamada epigenética, que estuda processos
herdaveis, mas que ndo dependem estritamente da sequéncia do DNA (Acido
desoxirribonucleico) (LIEB et al., 2006), sendo as variacfes epigenéticas

responsaveis por modularem a expressao dos genes (BIRD, 2007).

A metilacdo do DNA é um dos mecanismos mais estudados

(TCHURIKOV, 2005) e consiste na adicdo de um radical metil & uma base
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nitrogenada (PORTELA; ESTELLER, 2010), mais especificamente na posicao
carbono-5 do anel de citosina (5mC) situada nos dinucleotideos CpG
(TCHURIKOV, 2005). Normalmente essa metilacdo ocorre nas ilhas CpG
(sequéncias de DNA com alta densidade de bases citosinas e guaninas) (PAIVA
et al., 2019). Neste mecanismo, a localizacédo que a adicdo ocorre no gene pode
silencia-lo, ativa-lo ou provocar a sua superexpressao (FANTAPPIE, 2013; REIS,
2015; RIVAS; TEIXEIRA; KREPISCHI, 2019).

Tendo em vista a importancia do controle dos nematddeos gastrintestinais
em bovinos, se faz necessario a busca por alternativas como o0 uso de animais
resistentes aos mesmos. Assim, as pesquisas sobre mecanismos epigenéticos
podem ser utilizadas como uma ferramenta para a identificacdo e possivel

selecao de animais resistentes.



17

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi classificar um rebanho de 55 novilhos
Nelore quanto a resisténcia a nematddeos gastrintestinais e analisar o contetdo
de metilacdo global do DNA desses animais, identificando os individuos
resistentes, resilientes e suscetiveis, relacionando a metilacdo com o grau de
helmintose e o desempenho, avaliados durante o periodo de 12 meses.

2.1 Objetivos Especificos

* Classificar os animais em resistentes, resilientes e suscetiveis aos nematédeos
gastrintestinais por meio do programa SISVAR;

* Avaliar o desempenho dos animais classificados em resistentes, resilientes e
suscetiveis;

* Avaliar o conteudo de metilagcéo global do DNA de 55 novilhos e a relacao entre
o DNA metilado e os grupos e categorias de animais conforme o grau de infeccéo
por helmintos e desempenho.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Atual situacao da bovinocultura de corte no Brasil

A atividade pecuaria no Brasil é responsavel por gerar em torno de 7,5
milhdes de empregos e por um faturamento anual de aproximadamente 5 bilhdes
de reais, contribuindo de forma significativa para o desenvolvimento
socioecon6mico (MOTTES et al., 2011).

O Brasil é possuidor do segundo maior rebanho do mundo com
aproximadamente 260 milhdes de cabecas (ANUALPEC, 2021). Por esse motivo
€ extremamente importante buscar por novas tecnologias que possibilitem o
sucesso da exploracdo do gado de corte, como por exemplo: cruzamentos
industriais, exigéncias nutricionais e alimentacdo mais adequada as realidades
de campo, e a uma condigdo sanitéria satisfatoria do rebanho (BASTOS et al.,
2018).

Nosso rebanho nacional é composto em sua maioria por zebuinos e
mesticos, principalmente, para a producao de carne (SIQUEIRA et al., 2012). A
base da bovinocultura de corte € formada, em sua maioria, pela ragca zebuina
nelore devido a sua Otima adaptacdo as condi¢cdes tropicais, que incluem
tolerancia ao calor, resisténcia parasitaria, capacidade de aproveitar pastagens
com baixo valor nutricional e maior rusticidade do bezerro (ALBUQUERQUE;
MERCADANTE; ELER, 2007).

O rebanho de corte tem como principal caracteristica o sistema de criacéo
a pasto, e dentre os fatores que contribuem para o declinio na producédo e
produtividade da pecuéria de corte estao a alta incidéncia de parasitas, doencas
e deficiéncias minerais, manejo inadequado e flutuac6es sazonais continuas na
disponibilidade e qualidade dos alimentos (BIANCHIN, 1987).

Com a expansao intensiva da pecuaria bovina ha um aumento da lotacéo
das pastagens que juntamente com o método de pastejo continuo, acarreta o
aumento de problemas sanitarios, como as helmintoses (VENTURINI;
MENEZES, 2016).

3.2 Parasitoses

As parasitoses sdo uma das principais causas da reducdo de

produtividade em ruminantes (OLIVEIRA et al., 2017) e possuem um impacto
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negativo significativo no potencial da atividade pecuaria, comprometendo 0s
investimentos em genética do rebanho e insumos utilizados, além de reduzir o
desempenho produtivo e reprodutivo dos animais, levar a um possivel descarte

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

A predominancia de climas tropicais e subtropicais no Brasil favorece a
ocorréncia de parasitas internos e externos em bovinos (GRISI et al., 2014) por
conta disso, o controle desses patbgenos em bovinos é crucial para a pecuaria,
pois estes resultam em perdas econémicas significativas devido a diminuicdo do
ganho de peso e rendimento da carcaca, custos associados a antiparasitarios e
mao de obra, transmissédo de patégenos, reducao na produtividade e até mesmo
mortalidade (DELGADO et al., 2009; HEINZEN et al., 2012).

Os endoparasitas, em especifico, causam alteracdes metabodlicas que
podem comprometer o desempenho do hospedeiro (SYKES; COOP, 1979),
prejudicando o crescimento 6sseo por conta da perda de minerais (como por
exemplo: célcio, fésforo e magnésio) nas fezes e urina (PEREIRA; LEITE;
BIANCHIN, 2004) reduzindo a disponibilidade de nutrientes no organismo dos
animais por conta da diminuicdo do apetite e da ingestdo voluntaria, e
consequentemente digestao e absorc¢ao, ocasionando infec¢do do trato digestivo
e comprometendo a absorgéo dos alimentos pelos bovinos; provocando a perda
de proteinas enddgenas no trato gastrintestinal, responsaveis pelas atividades
do sistema imunolégico e reparacdo dos tecidos (VENTURINI; MENEZES,
2016). Logo, bovinos com infec¢des parasitarias apresentam crescimento
atrofiado, producédo reduzida de leite e carne, e desempenho reprodutivo
reduzido, e como consequéncia causam prejuizos aos produtores
(STROMBERG et al., 2012), por conta do menor ganho de peso e rendimento
de carcaca (HEINZEN et al., 2012), morbidade, mortalidade, custos com
profilaxia e/ou tratamento e reducgéo da produtividade em interagdo com estresse

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

As espécies de nematddeos gastrintestinais e suas prevaléncias variam
muito de acordo com fatores topograficos, temperatura, precipitacdo
pluviométrica, pastagem, entre outros fatores (UENO; GONCALVES, 1998). Os

ruminantes, de forma geral, sdo 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
superfamilias, sendo a Trichostrongyloidea a superfamilia que contém os
nematddeos mais comuns e patogénicos para ruminantes mantidos a pasto, eles
sdo encontrados principalmente no abomaso e no intestino desses animais,
compreendendo 0s seguintes géneros: Trichostrongylus, Haemonchus,
Cooperia, Nematodirus, Dictyocaulus, Ostertagia, Oesophagostomum e
Hyostrongylus (BOWMAN, 2010). No Brasil, diversos estudos com bovinos
indicam que os principais géneros encontrados sao Cooperia spp., Haemonchus
spp., Oesophagostomum spp. e Trichostrongylus spp. (GUIMARAES, 1977;
LIMA; GUIMARAES; LEITE, 1985, ARAUJO et al., 1992; LIMA, 1998;
GUIMARAES et al., 2000; SOUTELLO et al., 2007; FACHIOLLI et al., 2017;
SOUTELLO et al., 2018), sendo as infeccbes causadas pelas espécies de
Haemonchus consideradas as mais patogénicas, pois s&o parasitas
hematofagos que causam debilitagdo no animal (BALIC; BOWLES; MEEUSEN,
2002).

Esses endoparasitas geralmente estdo associados com animais a pasto
(ANZIANI; FIEL, 2005), pois os fatores edaficos e as condigdes climaticas de alta
temperatura e umidade das pastagens brasileiras sdo favoraveis ao parasitismo
(MENDONCGCA 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 ligacao entre as fases de vida livre e
parasitaria dos parasitas gastrintestinais dos animais em pastejo (WALLER,
2006). O ciclo de vida dos nematdédeos é definido por mudas de cuticula antes
da fase adulta, sendo elas os estagios 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 areas fecais
e de forragem (FIEL et al., 2012), tendo inicio pela ingestdo do parasita (L3 ou
forma infectante) ou pela penetracdo ativa através da pele, sendo que esses
endoparasitas chegam ao meio exterior por meio das fezes, urina e até
expectoracdo brénquica em alguns animais, e a eclosdo pode ocorrer no
ambiente ou apos a ingestéo pelo hospedeiro (SEQUEIRA; AMARANTE, 2001).
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Santos (1973), avaliando os maleficios causados por essas helmintoses
em bovinos de duas propriedades com criacdo extensiva na Depresséao Central,
constatou que os animais parasitados perderam 36,7 kg de peso vivo,
significando que a incidéncia de helmintoses resultou em uma perda de 32% do
ganho total. Grisi et al. (2014) estimaram o0s prejuizos devido a nematddeos
gastrintestinais em bovinos chegaram aos US$7.107,97 milhdes, portanto esse
parasitismo representa um problema econémico significativamente impactante
no Brasil. Dessa forma, o controle das helmintoses é de grande importancia para

0 sucesso da pecuéaria bovina.
3.3 Controle parasitario e resisténcia anti-helmintica

O principal método de controle de helmintos é a utilizacdo de drogas anti-
helminticas. No entanto, o uso desses produtos quimicos, além do alto custo,
pode prejudicar o controle futuro desses parasitas por conta do uso em grande
escala que leva ao desenvolvimento da resisténcia aos principios ativos
utilizados (FRAGA et al., 2003). Os nematddeos gastrintestinais desenvolvem
resisténcia aos farmacos disponiveis no mercado de forma muito rapida

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

A resisténcia antiparasitaria é desenvolvida pelo uso frequente de uma
mesma base farmacolégica (BASTOS et al., 2018), ocasionando a sobrevivéncia
dos parasitas que deveriam ser eliminados pelo anti-helmintico (GRAEF et al.,
2013). A resisténcia é um fator herdado, progredindo devido a pressao de
selecdo e ao potencial de individuos resistentes se reproduzirem e produzirem
individuos naturalmente resistentes (SOUTELLO et al., 2018).

Casos de resisténcia de helmintos de bovinos a anti-helminticos ndo sao
tdo comuns como ocorre com outros ruminantes, como 0vinos e caprinos
(SOUZA et al., 2008), no entanto, diversos estudos relatam a presenca da
resisténcia as drogas anti-helminticas (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 producdo animal € a resisténcia anti-
helmintica, uma vez que pode impedir o desenvolvimento de uma opc¢éao de

tratamento farmacéutico 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 resisténcia aos antiparasitarios, ha
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
residuos sdo um grande problema para o meio ambiente e para a saude publica
(OLIVEIRA et al., 2012). Por isso, ha uma busca continua de métodos de
controle a esses parasitas (LI et al., 2012), como a utilizacdo de animais
resistentes aos mesmos e de diversidade do genoma do hospedeiro
(SONSTEGARD; GASBARRE, 2001).

Dessa forma, € extremamente importante buscar por novas alternativas
no controle de parasitas. No Brasil, ha um grande interesse na utilizacdo de
animais resistentes a parasitas e melhor adaptados as condi¢cdes climaticas
tropicais, portanto a selecdo de animais geneticamente resistentes é uma
estratégia de controle promissora, que pode ajudar a reduzir a necessidade de
medicamentos antiparasitarios, amenizar 0s prejuizos provocado pelos

helmintos e os altos custos de tratamento (OLIVEIRA et al., 2012).
3.4 Resisténcia a parasitas e epigenética

E possivel definir resisténcia como a capacidade de suprimir o
estabelecimento e/ou desenvolvimento de uma infeccdo provocada por
helmintos (SUAREZ; BUSETTI; LORENZO, 1995; GASBARRE; LEIGHTON;
SONSTERGERD, 2001) e/ou a infestacdo causada por ectoparasitas
(Rhipicephalus microplus e Haematobia irritans) (UTECH; WHARTON; KERR,
1978).

Diversos fatores podem influenciar a resisténcia dos animais aos
parasitas, fatores tais como: condi¢cdes climaticas, raca, idade, sexo,
caracteristicas 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).



23

Independentemente da raca, dentro de uma populacdo de animais nao
selecionados para resisténcia parasitaria, existem aproximadamente 10 a 20%
de individuos que ndo precisam ou necessitam de muito pouco anti-helmintico
para gue ocorra o controle dos parasitas, esses individuos sdo considerados
naturalmente “resistentes”. Nessa mesma proporg¢ao existem os individuos que
sempre apresentam alta carga parasitaria em seu trato gastrintestinal, sendo
eles considerados animais disseminadores de parasitas no meio ambiente,
denominados “suscetiveis”. Existem ainda os individuos “resilientes”, s&o
animais que nao possuem resisténcia, mas que conseguem amenizar o efeito do
parasitismo no seu desempenho produtivo (AMARANTE et al., 2004; ROCHA et
al., 2004).

Os mecanismos por tras desse processo, no entanto, sdo complexos e
ainda mal compreendidos (BIEGELMEYER et al., 2012; SANTOS et al., 2015)
uma vez que dependem de um numero significativo de genes, citosinas e tipos
de células (TIZARD, 2009).

Sabe-se que a resisténcia € uma caracteristica herdavel (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 expressao de moléculas que regulam a

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

A habilidade do animal em expressar resisténcia e adquirir uma
autoimunidade varia muito de acordo com as espécies, provando que esses
fatores sdo um controle genético, sendo comprovado em diversos estudos tendo
como parametro examinador o OPG (ovos por grama de fezes) (GASBARRE et
al., 2001). Diversos resultados de pesquisas demonstram que € possivel realizar
a selecdo através do OPG de hospedeiros resistentes aos nematdédeos
gastrintestinais, além disso, esta técnica pode levar a uma diminuicédo
significativa de larvas infectantes presente no ambiente a longo prazo,

proporcionando uma menor infec¢cdo dos animais (BASSETTO et al., 2009).

A grande evidéncia que se tem a respeito deste controle genético pode
ser demonstrada através dos valores de herdabilidade para resisténcia

parasitaria, ou seja, 0 quanto desta caracteristica é herdada e transmitida para
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a progénie. Em bovinos essa herdabilidade é estimada em cerca de 0,30
(GASBARRE et al., 2001). Desta forma, a selecdo de bovinos resistentes a
helmintoses demonstram ser a melhor alternativa para aumentar a habilidade do
animal em amenizar o grau de infeccdo parasitaria, e consequentemente, a uma
reducdo de custos no controle antiparasitario, resultando em um maior retorno

econdmico na atividade pecuaria.

Considerando que a heranca dos genes que possuem importancia na
expressao de moléculas que regulam a imunidade do hospedeiro e controlam a
patologia esta ligada a resisténcia (LI et al., 2012), a selecdo de animais
resistentes pode ser uma alternativa eficiente (BIEGELMEYER et al.,2012), visto
que a resisténcia € uma caracteristica herdavel (AMARANTE, 2004), além de
diminuir expressivamente 0s picos sazonais ha carga parasitaria e no numero de

larvas no pasto apoés a selecdo (PACHECO, 2015).

Por um longo periodo os genes foram considerados como 0s Unicos
responsaveis por transmitir as caracteristicas biolégicas entre geracfes, no
entanto, foi descoberto que variacfes epigenéticas também podem ser passadas
a prole (FANTAPPIE, 2013).

Essas variacbes podem ser definidas como alteracbes no genoma
hereditarias e reversiveis, por meio da memoaria celular, (TSAI; BAYLIN, 2011)
gue ndo modificam a sequéncia de DNA (BAKUSIC et al., 2017), representando
um conjunto de eventos moleculares moduladores da expressdo dos genes
(BIRD, 2007). Essas modificaces incluem o surgimento de metilacdo do DNA,
alteracOes das histonas, entre outros mecanismos, tais como a inativacao da
cromatina (BRAUTIGAM; CRONK, 2018). A metilacdo do DNA esta entre os
mecanismos mais estudados da epigenética, consistindo basicamente na adicédo
de um radical metil a uma base nitrogenada (COSTA, 2008; PORTELA;
ESTELLER, 2010). Usualmente a metilacdo ocorre em uma ilha CpG, que
consiste em um sitio dinucleotideo (PORTEN, 2018), particularmente, na
posigéo carbono-5 no anel de citosina, 5mC (TCHURIKOV, 2005).

A adi¢do de um grupo metila a uma molécula de DNA pode provocar o
completo silenciamento até a superexpressao de diversos genes, sendo que a

modificacdo do padrdo da metilacdo do DNA leva a criacdo de um perfil novo
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gue pode ativar genes que deveriam permanecer silenciados e ter um efeito

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

Tendo em vista a importancia do controle dos parasitas em bovinos, se
faz necessario 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 identificacao e

possivel selecdo de animais resistentes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local e animais

O experimento foi realizado no Laboratério de Parasitologia e Sanidade
Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas (UNESP/Campus de
Dracena), sendo protocolado na Comissdo de Etica em Uso de Animais sob o
namero 26/2014 na Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de
Dracena.

Foram avaliados 55 machos bovinos da raca Nelore, com
aproximadamente 18 meses de idade, com peso inicial médio de 267 kg. Os
animais receberam tratamento antiparasitario seis meses antes do inicio das
avaliacdes, com Fosfato de Levamisol 18,8% (Ripercol®, Zoetis), seguindo as
recomendacgdes do fabricante, para o controle de helmintos gastrintestinais e

depois permaneceram sem tratamento antiparasitario até o final do experimento.

4.2 Avaliagéo do parasitismo e delineamento experimental

O grau de parasitismo individual dos animais foi avaliado com base em
dados ja coletados durante o periodo de um ano. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) contendo 55 tratamentos, sendo
considerado cada animal como um tratamento e 13 repeticOes referentes aos
nameros de coletas realizadas. Os dados utilizados para a avaliagdo 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 identificacdo das larvas infectantes (L3) pela
técnica de Robert e O’ Sullivan (1950). As larvas infectantes (L3) foram extraidas
segundo Baermann (1917) e diferenciacéo dos géneros feitas por meio da chave
de identificacdo (KEITH, 1953). Simultaneamente a coleta de fezes, a cada 28
dias, todos os animais foram pesados individualmente em uma balanca

eletrdnica digital para a avaliagdo 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 andlise da metilacéo global dos animais, foi utilizado o plasma do

sangue dos animais.

A coleta de sangue foi realizada por venopuncéo, utilizando tubos
Vacutainer® de 5 mL com EDTA (acido etilenodiaminotetracetico potassio),
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 Extragao do DNA

A extracdo de DNA total gendmico foi realizada por EasyPure® Micro
Genomic DNA Kit (Transgen), sendo adicionado 50 - 250uL de plasma e 20 pL
de Proteinase K em tubo de microcentrifuga 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 a 55°C em
“banho-maria” por 10 minutos. Apdés o preparo do material, a mistura foi
transferida para uma coluna de centrifugacdo e o tubo foi brevemente
centrifugado, descartando o sobrenadante. Ao final da centrifugacdo foi
adicionado CB14 (Clean Buffer 14) e o material foi novamente centrifugado,
repetindo essa operacdo 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 remocédo do WB14 residual. Posteriormente, a coluna de

centrifugacéo foi colocada em um tubo estéril de microcentrifuga e adicionou-se-



28

a de Tampao de Eluicdo (pré-aquecido) a matriz da coluna. Apos essa etapa, o
material foi incubado em temperatura ambiente, e em seguida foi centrifugado

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

A quantificacdo e a qualidade das amostras foram realizadas com o
espectrofotometro (NanoDrop 2000 — Thermo Scientific), de acordo com
Sambrook et al. (1989).

4.5 Metilacéo global do DNA

A analise da metilac&o foi realizada por meio do Imprint DNA Methylation
Quantification kit (Sigma), usando tiras com pogos pré-tratados com reagente
ligante de DNA metilado, e utilizando anticorpo de captura sensivel a metilacao
do DNA e um anticorpo de deteccdo. As amostras de DNA foram diluidas
misturando essas a uma solucao fixadora de DNA metilado de cada amostra de
DNA, gerando reacdes que foram transferidas para cada pocgo, juntamente com
0 controle negativo (Agua ultrapura) e controle positivo (DNA metilado fornecido
no kit). Os pocos foram submetidos a dois processos de incubacao, juntamente
com o DNA as amostras foram removidas e cada poco foi lavado com solucéo

de lavagem diluida.

Cada poco entédo recebeu anticorpo de captura diluido, ficando incubados
a temperatura ambiente. ApGs a incubacao, o anticorpo de captura foi removido,
e cada poco foi lavado com solucdo de lavagem diluida, adicionando-se o
anticorpo de deteccdo diluido, incubando-se novamente a temperatura
ambiente. Apos esse periodo o anticorpo de deteccéo foi removido, e cada poco
foi lavado. Posteriormente, no escuro, cada poco recebeu solucao reveladora,
incubando antes de adicionar solugdo de parada. A absorbancia da solucao
contida nos pocos foi realizada em um comprimento de onda de 450nm em uma
leitora de microplacas DR-200BS-NM-BI, sendo a formula utilizada para
obtencéo dos valores corrigidos: ([(A450 Amostra - A450 Branco) / A450 DNA
Controle metilado - A450 Branco)]X100.

4.6 Analise estatistica

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

Wilk por meio do programa SISVAR 5.4 (Ferreira, 2014) e as contagens foram



29

transformadas em 3/n+ 0,5, em que o “n” é o valor das contagens. A partir das
contagens de OPG, em DIC, contendo 55 tratamentos e 13 repeti¢cdes referentes
a cada coleta, as médias foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e
posterior analise estatistica 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 suscetiveis. Apoés tal classificacdo, a contagem média dos animais
de cada grupo também foi submetida a ANOVA, sendo considerados trés
tratamentos (classificacdo de acordo com a resisténcia) e 55 repeticdes (cada
animal sendo considerado uma repeticdo), e posterior analise estatistica pelo
programa computacional SISVAR 5.4 (Ferreira, 2014), pelo teste de Tukey (5%).

A anadlise estatistica de metilacdo global do DNA, em DIC, com trés
tratamentos (resistente, resiliente e suscetivel) e 55 repeticbes, utilizou os

valores absolutos de absorbancia, sendo as médias das diferencas de metilacao

entre os animais transformadas em 3/n+ 0,5 e submetidas & ANOVA, pelo
programa computacional SISVAR 5.4 (Ferreira, 2014), a fim de se verificar a
significancia estatistica entre os diferentes valores dos grupos resistentes,

resilientes e suscetiveis a nematddeos 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 suscetiveis (419 OPG), com contagens
médias de OPG de 36, 134 e 419, respectivamente. Para o conteddo de
metilacdo do DNA, os novilhos apresentaram valores médios de absorbancia de
0,115 (resistentes), 0,123 (resilientes) e 0,123 (resistentes), sem diferenca
significativa entre os trés grupos. Porém, os animais resistentes apresentaram

menor quantidade de metilacdo em relacdo aos animais resilientes e suscetiveis.
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Tabela 1 - Quantidade de animais por grupo (N), média de ovos por grama de
fezes (OPG), conteudo de metilacdo global do DNA (valor absoluto de
absorbéancia), peso inicial e final, ganho de peso, OPG inicial dos novilhos,

distribuidos nos grupos resistentes, resilientes e suscetiveis

N OPG Metilag&o Peso Peso  Ganho OPG
Classificacdo N

Médio DNA Inicial Final depeso inicial

Resistentes 26 36 a 0,115 285 435 150 40 a
Resilientes 19 134D 0,123 265 409 144 250 a
Suscetiveis 10 419c 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 0,245 0,196 0,0001

As letras distintas na coluna apontam significancia pelo teste de Tukey (p<0,05) entre os grupos.
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Figura 2 - Média geral da contagem de ovos por grama de fezes (OPG) durante
todo o experimento dos novilhos, distribuidos nos grupos resistentes, resilientes

e suscetiveis durante o periodo experimental.

O desenvolvimento do grau de infeccdo por helmintos (figura 1),
demonstra que todos 0s animais iniciaram o estudo com médias distintas de
OPG, onde os suscetiveis apresentavam médias superiores; 0s resilientes

médias medianas e os resistentes médias baixas para infeccdo por helmintos
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gastrintestinais. Ndo foi observado diferenca significativa entre os animais
resistentes e resilientes, no entanto ambos apresentaram diferenca em relacao
aos suscetiveis (tabela 1). Observou-se também que no decorrer do
experimento, 0s suscetiveis mantiveram-se com contagens superiores de OPG
guando comparado aos resistentes e resilientes. Ao final do periodo
experimental os animais apresentaram meédias semelhantes de OPG.

Durante o periodo experimental, os géneros de helmintos encontrados por
meio das coproculturas, apresentaram maior prevaléncia de Haemonchus spp.

(65%), seguido por Cooperia spp. (25%).
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Figura 3 - Média do ganho de peso durante todo o experimento,

distribuidos nos grupos resistentes, resilientes e suscetiveis.

Na figura 3 € possivel observar as médias dos ganhos de peso dos grupos
durante todo periodo experimental, onde os animais resilientes iniciaram o
estudo com pesos inferiores em relacdo aos resistentes e suscetiveis, nao
havendo diferenca significativa entre os grupos (tabela 1). Porém, ao final do
estudo, os resistentes e resilientes apresentaram pesos finais superiores em
relacdo aos suscetiveis, estes apresentando ganho de peso de 20 kg e 14 kg a
menos quando comparado com os individuos resistentes e resilientes,
respectivamente. Entretanto, os resistentes apresentaram desempenho superior

durante todo periodo experimental.
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6 DISCUSSAO

A classificacdo dos animais em relacéo ao grau infecgcao por nematdédeos
gastrintestinais esta de acordo ao observado por Bricarello et al. (2007) em
estudo realizado para animais da raga Nelore, no qual observou-se contagens
médias de OPG inferiores a 50 para resistentes e contagens superiores a 400
OPG para suscetiveis. Ueno e Gongalves (1998), também observaram
contagens inferiores a 200 OPG em animais com grau leve de infeccdo. O OPG
tende a diminuir nos animais a medida que se tornam adultos, pois 0s 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 proxima da encontrada para novilhos
(314 OPG) na mesma regiao do estudo (SOUTELLO et al., 2001) e acima do
relatado para animais de mesmo grupo genético (OLIVEIRA et al., 2009). Essa
diferenca pode estar relacionada com a genética (LEIGHTON et al., 1989;
PASSAFARO et al.,, 2015) e com o desafio proporcionado pelo ambiente e
condi¢des climaticas de cada regido (PIMENTEL NETO; FONSECA, 2002;
OLIVEIRA et al.,, 2009). Além disso, por se tratar de 55 animais zebuinos,
também justifica a obtencéo de baixas contagens (O’KELLY, 1980; PENA et al.,
2000).

Analisando os dados das coproculturas, as espécies com maior
prevaléncia foram Haemonchus spp. e Cooperia spp. Soca et al. (2007),
estudando os nematddeos gastrintestinais, também observaram maior
prevaléncia de Haemonchus spp. (60%). Soutello et al. (2002) verificaram que
animais sem tratamento anti-helmintico, apresentaram maior porcentagem de
larvas do género Haemonchus spp., em relacdo ao género Cooperia spp.

Vérios estudos datados desde os anos 80 demonstram que uma elevada
carga parasitaria 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 suscetiveis
apresentaram menor desempenho. Esses resultados corroboram com Neves
(2010), em que a elevada carga parasitaria influenciou na média do ganho de
peso, reduzindo o desempenho dos ovinos do grupo dos suscetiveis em relacao

aos resistentes. No presente estudo, os resistentes e resilientes apresentaram
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pesos superiores, comprovando ser de suma importancia manter no rebanho
estas categorias de animais, pois além da obtencdo de um melhor desempenho
produtivo, também ocorre a reducdo dos custos de controle com o uso anti-
helminticos, desta forma, alcangando um maior retorno econémico da atividade
pecuaria (Bricarello et al. 2007).

No presente estudo, had a possibilidade do menor grau de metilacdo
encontrado no grupo dos animais resistentes estar ligada ao silenciamento dos
genes da resisténcia que poderiam ser expressos, devido a metilacdo e
desmetilacdo das regibes promotoras nas ilhas CpGs dos genes levarem ao
silenciamento dos mesmos (Reis, 2015), sendo esta hipétese podendo ser
observada também em outros estudos com bovinos (Huang et al., 2014; Osorio
et al., 2016).

Ha poucos relatos na literatura relacionando a resisténcia parasitaria de
bovinos e a metilacao global do DNA, no entanto, € possivel encontrar estudos
sobre a metilacédo global do DNA e outros mecanismos epigenéticos em bovinos
em outras areas. Wang et al. (2019) relataram correlacéo significativa entre taxas
globais de metilagdo do DNA no sangue e a producdo de leite ou proteina do
leite em vacas leiteiras, sendo a taxa de metilacdo do DNA menor no grupo de
animais com alta producéo de leite e maior nos animais com baixa producao de
leite. Entretanto, segundo os autores € necessario aprofundar mais os estudos
para averiguar se existem diferentes padrdoes de metilagdo do DNA nos diversos
tipos de células sanguineas.

A metilacdo do DNA é dinamica, sendo influenciada pelo tipo de célula ou
tecido, idade, exposicao a estimulos ambientais e inimeros outros fatores, assim
como outros mecanismos epigenéticos (FINGERMAN et al., 2013). A influéncia
da idade na metilacdo do DNA, também é relatada na literatura em outros
animais. Jin et al. (2014) mostram que o nivel de metilacdo do DNA no coracao
de porcos de meia idade € significativamente menor comparado com porcos
jovens, sendo que esse resultado, segundo os autores, pode ser decorrente dos
maiores niveis de transcricdo de mRNA do DNA metil transferases 3b, podendo
esse fato regular o padrdo de metilacdo genbémica de maneira especifica em
porcos durante o desenvolvimento. A influéncia da idade na metilacdo global
também foi observada no DNA de cdes (GRYZINSKA et al., 2016).
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Sabe-se que a metilacdo do DNA € um processo que regula a expressao
do gene, sendo a adicdo de um radical metil (-CH3) a uma base nitrogenada
(PORTELA; ESTELLER, 2010), normalmente aos nucleotideos de DNA cisteina
de dinucleotideos CpGs (GOLDBERG; ALLIS; BERNSTEIN, 2007), ou seja, em
regides do DNA ricas em nucleotideos, citosina e guaninas, que sdo agrupados
em ilhas na maioria dos genes (REIS, 2015). Essa regulacdo da expressao
génica ocorre por conta da inibicdo direta dos fatores de transcricdo em
sequéncias especificas do DNA (PAIVA et al., 2019), sendo que a localizagéo
gque o mecanismo ocorre no gene influencia o controle de sua expresséao,
podendo ser silenciado, ativado ou superexpresso (FANTAPPIE, 2013; REIS,
2015; RIVAS; TEIXEIRA; KREPISCHI, 2019).

As ilhas CpG possuem papel importante nas regides promotoras, levando
ao silenciamento de diversos genes (inibicdo da transcricdo génica) quando as
ilhas sdo metiladas, ou ativando as regides promotoras quando ocorre a
desmetilacdo das ilhas CpG (REIS, 2015). Uma superexpressao do gene
também pode ocorrer quando a metilacdo ocorre nas regides codificadoras dos
genes (éxons) (YANG et al. 2014).

Os resultados deste estudo proporcionam informacdes promissoras,
devido a possibilidade da metilacdo global do DNA sanguineo estar ligado a
expressdo de genes envolvidos na resisténcia parasitaria, impulsionando assim
a realizacao de estudos sobre a metilagéo global do DNA dos bovinos e fatores

envolvidos no processo de resisténcia aos helmintos gastrintestinais.

7 CONCLUSAO

As metodologias utilizadas possibilitaram a identificagdo dos animais quanto ao
grau de infeccdo por helmintos. Foi possivel relacionar o grau de resposta
imunolégica dos animais a esses parasitas com o conteudo de metilacéo global
do DNA, sendo estes resultados promissores, incentivando a realizacao de mais
estudos sobre o assunto e aumentando as expectativas sobre os mecanismos
epigenéticos se tornarem uma ferramenta para a selecdo de bovinos resistentes

a parasitas.
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