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Resumo- O objetivo do trabalho foi caracterizar um rebanho de 72 novilhas %2
Angus x %2 Nelore, identificando os animais resistentes, resilientes esuscetiveis a
endo e ectoparasitas, correlacionando a metilacao global do DNA desses animais e
0 grau de parasitismo, que foi avaliado a partir da contagem de ovos por grama de
fezes (OPG), moscas-dos-chifres e carrapatos. Essas contagens foram submetidas
a andlise de variancia (ANOVA) para agrupamento em resistentes, resilientes e
suscetiveis pelo teste Scott-Knott (p<0,05) noprograma SISVAR e agrupamento
hierarquico no programa GENEs. O contetudo de metilacdo foi analisado a partir do
DNA extraido do sangue das novilhas, por meio dekit de metilacéo, e a quantificacéo
feita por leitora de microplacas. Os valores absolutos médios de absorbancia dos
trés grupos foram submetidos a ANOVA e analises pelo Tukey (p<0,05). Observou-
se 36,11% de animais resistentes, 52,78% resilientese 11,11% suscetiveisa infec¢ao
por helmintos gastrintestinais, com contagens de 86, 392 e 1087 OPG, e 0,238,
0,225 e 0,197 do DNA metilado, respectivamente. Para a infestacdo por carrapatos,
26,39% dos animais foram classificados como resistentes, 59,72% resilientes e
13,98% suscetiveis, com contagensde 3, 8 e 19 carrapatos e 0,295, 0,216 e 0,151
do DNA metilado, respectivamente. E para a infestacdo por mosca-dos-chifres
observou-se 54,17% de novilhas resistentes e 45,83% suscetiveis, com
contagensde 17 e 32 moscas e 0,245 e 0,205 do DNA metilado, respectivamente.
Na classificagdo pelo programa GENEs, 33,33% dos animais foram classificados
como resistentes, 51,39% como resilientes e 15,28% como suscetiveis a parasitas,
com contagens de: 307, 205 e 988 OPG; 3, 10,4 e 10,2 carrapatos; 19, 26 e 24
moscas; e 0,247, 0,227 e 0,185 do DNA metilado. Observou-se uma ligacdo entre a
resisténcia a parasitas e o conteudo da metilacdo do DNA nas duas classificacdes.
Assim, as metodologias utilizadas possibilitaram a identificacdo das 72 novilhas
guanto ao grau de infeccdo por helmintos gastrintestinais e infestacédo por carrapatos
e mosca-dos-chifres, sendo possivel relacionar o grau de resisténcia dos bovinos a
parasitas com a quantidade de metilacdo global do DNA.

Palavras chave: Angus; epigenética; helmintos; mosca-dos-chifres; carrapato



Abstract- The objective of the work was to characterize a herd of 72 heifers ¥
Angus x %2 Nellore, identifying the resistant, resilient and susceptible animals to endo
and ectoparasites, correlating the overall DNA methylation of these animals and the
degree of parasitism, which was evaluated from the egg count per gram of feces,
horn flies and ticks.These counts were submitted to analysis of variance ANOVA for
grouping in resistant, resilient and susceptible by the Scott-Knott test (p <0.05) in
SISVAR and hierarchical grouping in the GENEs program. The methylation content
was analyzed from the DNA extracted from the blood of the heifers, using a
methylation kit and quantification by a microplate reader. The mean absolute values
of absorbance of the three groups were submitted to ANOVA and analysis by Tukey
(p <0.05). There were 36.11% of resistant animals, 52.78% resilient and 11.11%
susceptible to gastrointestinal helminth infection, with counts of 86, 392 and 1087
OPG, and 0.238, 0.225 and 0.197 of methylated DNA, respectively. For tick
infestation, 26.39% of the animals were classified as resistant, 59.72% resilient and
13.98% susceptible, with counts of 3, 8 and 19 ticks and 0.295, 0.216 and 0.151 of
methylated DNA, respectively. And for the horn fly infestation, 54.17% of resistant
and 45.83% susceptible heifers were observed, with counts of 17 and 32 flies and
0.245 and 0.205 of methylated DNA, respectively. In the second classification,
33.33% of the animals were classified as resistant, 51.39% as resilient and 15.28%
as susceptible to parasites, with counts of: 307, 205 and 988 OPG,; 3, 10.4 and 10.2
ticks; 19, 26 and 24 flies; and 0.247, 0.227 and 0.185 of methylated DNA. A link was
observed between resistance to parasites and the content of DNA methylation in the
two classifications. Thus, the methodologies used enabled the identification of 72
heifers as to the degree of infection by gastrointestinal helminths and infestation by
ticks and horn flies, making it possible to relate the degree of resistance of cattle to
parasites with the amount of overall DNA methylation..

Keywords: Angus x Nelore; epigenetics; helminths; flies; ticks.
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CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1 INTRODUCAO

As parasitoses, ocasionadas por endo e ectoparasitas, sdo uma das principais
causas de reducdo da produtividade dos ruminantes. (OLIVEIRA et al., 2017). Os
endoparasitas sdo responsaveis por reduzir o desempenho produtivo e econdmico
na producdo de bovinos (CARREIRA, 2013), sendo a helmintose um dos principais
fatores que pode interferir na producdo dos mesmos (GRAEF; CLAEREBOUT;
GELDHOF, 2013). A doenca € caracterizada como uma perturbacdo limitante
causada pelos nematddeos, que leva a quadros de perda de peso, reducédo da
converséo alimentar, performance reprodutiva, qualidade de carcaca e alteracdes no
sistema imunologico (VENTURINI; MENEZES, 2016) logo é responséavel por grande
parte do prejuizo na atividade pecuaria (ANUALPEC, 2015).

Quanto aos ectoparasitas, a mosca-dos-chifres (Haematobia irritans) e o
carrapato (Rhipicephalus microplus) sdo os mais importantes para a pecuaria no
Brasil (SILVA et al., 2010a), pois causam grandes prejuizos para a atividade(GRISI
et al., 2014). A mosca-dos-chifres € um pequeno diptero hematéfago que parasita o
hospedeiro dia e noite, abandonando-o apenas no momento da oviposicéo, e esta
relacionado com a transmissdo de patégenos e ao estresse do animal, que se
debate muito na tentativa de se livrar das mesmas, gastando energia e diminuindo o
tempo de pastejo e ingestdo de agua (BIANCHIN; ALVES, 2002). O carrapato
também é um ectoparasita hematofago que, segundo Andreotti (2010), leva a perdas
na producao de leite e carne, danos no couro e transmite doencgas, como a Tristeza
Parasitaria Bovina.

A forma mais utilizada para controlar o parasitismo épor meio de produtos
guimicos, porém o0 uso excessivo e irracional dos antiparasitarios pode levar a
ineficacia dos medicamentos (KAPLAN; VIDYASHANKAR, 2012), por conta do sério
problema de resisténcia dos parasitas aos farmacos (FREITAS et al., 2005; ROCHA,
OLIVEIRA, 2006; BARROS; GOMES; KOLLER, 2007; FARIAS; LOPES RUAS;
BETTIN DOS SANTOS , 2008; SALGADO; SANTOS, 2016). Sendo assim, ha uma

busca crescente de alternativas para o controle de parasitas (LI et al., 2012)
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ediminuicdo do uso de antiparasitarios, como, por exemplo, a utilizacdo de animais
resistentes aos parasitas e pela diversidade do genoma do hospedeiro
(SONSTERGARD; GASBARRE, 2001).Contudo, os mecanismos envolvidos no
processo de resisténcia dos animais aos parasitas nao sdo muito claros (SANTOS et
al., 2015), principalmente por depender de uma grande quantidade de anticorpos,
citocinas, células e genes (TIZARD, 2009).

Sabe-se que, provavelmente, a resisténcia esta ligada a heranca de genes ou
locos gendbmicos que tém papel na expressdo de moléculas que regulam a
imunidade do hospedeiro com o objetivo de limitar e controlar a patologia (LI et al.,
2012).Dessa forma, a selecdo de animais resistentes pode ser altamente eficiente
(BIEGELMEYER et al.,2012), ja que a resisténcia é uma caracteristica herdavel
(AMARANTE, 2004) e, ha uma expressiva diminuicdo dos picos sazonais na carga
parasitaria e no numero de larvas no pasto apos a selecdo (PACHECO, 2015).

Por muitos anos os genes foram considerados 0s Unicos responsaveis pela
passagem das caracteristicas biolégicas de uma geracao a outra, porém variacoes
epigenéticas, também podem ser passadas aos seus descendentes (FANTAPPIE,
2013). Essas variacbes sdo definidas como modificacbes no genoma que nao
alteram a sequéncia de DNA (BAKUSIC et al., 2017) e séo hereditarias e reversiveis
(TSAI; BAYLIN, 2011), por meio da memoria celular. Logo, representa um conjunto
de eventos moleculares que modulam a expresséo dos genes (BIRD, 2007).

Essas modificacbes incluem o aparecimento de metilacdo do DNA,
modificacdes das histonas e outros mecanismos como a inativagcdo da cromatina
(BRAUTIGAM; CRONK, 2018). A metilagdo do DNA é um dos mecanismos mais
estudados dentre 0os mecanismos epigenéticos, consistindo basicamente na adicao
de um radical metil a uma base nitrogenada (COSTA, 2008; PORTELA; ESTELLER,
2010). Normalmente ocorre em uma ilha CpG, que é um sitio dinucleotideo
(PORTEN, 2018), mais especificamente, na posi¢cdo carbono-5 no anel de citosina,
5mC (TCHURIKQV, 2005).

A adicdo de um grupo metila a uma molécula de DNA pode levar ao
silenciamento de diversos genes ou a sua superexpressao, fazendo parte da
evolugéo de um animal, sendo que a alteracdo do padrédo da metilagdo do DNA leva

a criacdo de um novo perfil que pode ativar genes que deveriam permanecer
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silenciados e ter um efeito significativo na vida e na sadde de um organismo
(FANTAPPIE, 2013).

Tendo em vista a importancia do controle dos parasitas em bovinos, se faz
necessario a busca por alternativas como o uso de animais resistentes aos mesmos
e 0 estudo da diversidade genética do genoma do hospedeiro. Dessa forma, as
pesquisas sobre mecanismos epigenéticos podem ser utilizadas como uma
ferramenta para a identificacdo e possivel selecado de animais resistentes. Apesar de
ndo haver ainda estudos nesta area que envolvam a metilacdo global do DNA de
bovinos e o grau de parasitismo a helmintos, carrapatos e moscas.

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar um rebanho
de 72 novilhas Y2 Angus x % Nelore, identificando os animais resistentes e
suscetiveis a endo e ectoparasitas, correlacionando a metilagdo global do DNA
desses animais e o grau de parasitismo avaliado durante o periodo de um ano, sem

tratamento antiparasitario.
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