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RESUMO 

 

O objetivo do presente estudo foi caracterizar um rebanho de 48 novilhos Nelore, 
identificando animais resistentes, resilientes e suscetíveis a helmintos 
gastrointestinais, relacionando a metilação global do DNA com grau de 
helmintose em bovinos. Contagem individual de ovos por grama de fezes (OPG), 
coprocultura para identificação dos gêneros e coleta de sangue para extração de 
DNA e posterior análise de metilação genômica. Os dados foram submetidos à 
análise de variância (ANOVA) para agrupar os animais em resistentes, 
resilientes e suscetíveis pelo teste de Tukey (5%) no programa SISVAR. Os 
valores médios de absorbância absoluta dos grupos e as médias das variáveis 
foram submetidas à ANOVA e análise de Tukey (5%). Os resultados foram: 56% 
animais resistentes, 24% resilientes e 20% suscetíveis à infecção por helmintos 
gastrointestinais, com contagens médias de OPG de 44, 135 e 345 
respectivamente, mostrando diferença estatística entre todos os grupos. A 
quantificação da metilação do DNA foi de 0,164, 0,134 e 0,077 respectivamente 
para resistente, resiliente e suscetível. Menor metilação do DNA foi observada 
no grupo de animais suscetíveis, no qual diferiram estatisticamente dos animais 
resistentes e resiliente, que apresentaram maior quantidade de DNA metilado. 
Sendo assim, as metodologias utilizadas possibilitaram a identificação dos 
animais quanto ao grau de infecção por helmintos gastrintestinais, possibilitando 
relacionar a resistência de bovinos à helmintos com a quantidade de metilação 
global do DNA.  
 

Palavras-chave: Genética animal. Metilação de DNA. Parasitismo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



ABSTRACT 

 

The objective of the present study was to characterize a herd of 48 Nellore steers, 
identifying resistant, resilient and susceptible animals to gastrointestinal 
helminths, relating global DNA methylation with the degree of helminthosis in 
cattle. Individual count of eggs per gram of feces (OPG), fecal culture for gender 
identification and blood collection for DNA extraction and subsequent analysis of 
genomic methylation. Data were subjected to analysis of variance (ANOVA) to 
group animals into resistant, resilient and susceptible by Tukey's test (5%) in the 
SISVAR program. The mean absolute absorbance values of the groups and the 
means of the variables were submitted to ANOVA and Tukey analysis (5%). The 
results were: 56% resistant, 24% resilient and 20% susceptible to gastrointestinal 
helminth infection, with mean OPG counts of 44, 135 and 345 respectively, 
showing statistical difference between all groups. The quantification of DNA 
methylation was 0.164, 0.134 and 0.077 respectively for resistant, resilient and 
susceptible. Less DNA methylation was observed in the group of susceptible 
animals, in which they differed statistically from the resistant and resilient animals, 
which presented a greater amount of methylated DNA. Thus, the methodologies 
used made it possible to identify the animals regarding the degree of infection by 
gastrointestinal helminths, making it possible to relate the resistance of cattle to 
helminths with the amount of global DNA methylation. 
 

Keywords: Animal genetics. DNA methylation. Parasitism. 
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1 INTRODUÇÃO 

O rebanho de bovinos no Brasil é de aproximadamente 260.375.000 

cabeças, o que permite o país ocupar a 2ª posição no ranking dos países com 

maiores rebanhos, sendo o maior rebanho comercial do mundo (ANUALPEC, 

2021).  

As pastagens são a principal via de infecção dessas larvas para os 

bovinos (SHOOP; SOLL, 2002). Dessa forma, as condições ambientais são 

importantes, uma vez que influenciam as condições das pastagens, que por sua 

vez oferecem condições propícias para que os estágios de vida livre dos 

nematóides gastrintestinais alcancem o estágio infectante (AMARANTE, 2004).  

Dentre os entraves ao crescimento e produção na bovinocultura, as 

helmintoses são uma das principais causas, devido a redução da produtividade 

dos ruminantes (OLIVEIRA et al., 2017) por representarem um impacto negativo 

na criação desses animais (STOTZER et al., 2014). As infecções por 

nematódeos gastrintestinais devem ser levadas em consideração, pois agravam 

a redução dos índices produtivos, acarretando em baixa conversão alimentar, 

retardo no crescimento e menor ganho de peso dos animais (VENTURINI; 

MENEZES, 2016).  

De acordo com Bianchin (1996) e Soutello et al. (2001), é difícil mensurar 

as perdas causadas pelas verminoses, contudo Grisi et al. (2014) estimaram que 

altas perdas podem chegar a US$7.107,97 milhões, sendo um grande problema 

econômico no Brasil. Logo, controlar as helmintoses é um fator muito importante 

para o sucesso da pecuária bovina (SOUTELLO et al., 2001).  

O uso de antiparasitários é a forma mais utilizada de controlar as 

infecções por helmintos (BRITO et al., 2019). Contudo, o uso indiscriminado e 

recorrente de uma mesma base farmacológica leva ao aparecimento da 

resistência antiparasitária (MCVEIGH, 2020). Desta forma, a busca por 

alternativas de controle desses parasitas é fundamental, como a utilização de 

animais resistentes. Ou seja, animais que conseguem suprimir o 

estabelecimento e/ou desenvolvimento desses parasitas (UTECH et al., 1978; 

GASBARRE et al., 2001). Portanto, a seleção de animais resistentes pode ser 

altamente eficiente (BIEGELMEYER et al., 2011), já que a resistência é herdável 

(AMARANTE, 2004).  
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Segundo Li et al. (2012), a resistência está ligada a herança de 

genes/locos genômicos com papel importante na expressão de moléculas que 

regulam o sistema imunológico dos hospedeiros, tendo como intuito limitar e 

controlar a enfermidade. Portanto, a seleção de animais resistentes pode ser 

altamente eficiente (BIEGELMEYER et al., 2011), já que a resistência é uma 

característica herdável (AMARANTE, 2004).  

Por muitos anos, os genes foram considerados os únicos responsáveis 

pela passagem das características biológicas de uma geração à outra. Porém, 

variações epigenéticas também possuem essa característica, sendo a 

epigenética definida como modificações no genoma que não alteram a 

sequência de DNA (FANTAPPIE, 2013). 

Um dos mecanismos epigenéticos mais estudados é a metilação do DNA 

(NICIURA et al., 2018), que consiste basicamente na adição de um radical metil 

à uma base nitrogenada (COSTA, 2008; PORTELA, 2010), normalmente nas 

citosinas dos dinucleotídeos CpG, mais especificamente na posição carbono-5 

no anel pirimídico de uma citosina (5-metil-citosina - 5mC) (MORAES, 2019).  

As ilhas CpG (regiões com grande quantidade das bases citosinas e 

guanina), comumente presentes nas regiões promotoras dos genes, quando 

metiladas levam ao silenciamento dos mesmos, ou seja, inibição da transcrição 

gênica, e a desmetilação torna as regiões promotoras ativas, proporcionando a 

interação com vários fatores de transcrição que controlam a ativação gênica 

(REIS, 2015). Também pode ocorrer uma superexpressão dos genes 

(FANTAPPIE, 2013) quando a metilação ocorre nos éxons, ou seja, nas regiões 

codificadoras dos genes (YANG et al., 2014). Logo a alteração do padrão de 

metilação do DNA leva a criação de um novo perfil, que tem efeito significativo 

na vida e saúde do animal (FANTAPPIE, 2013).  

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 presente estudo tem como objetivo analisar o conteúdo de metilação 

global do DNA correlacionando com grau de helmintose em bovinos.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

• Mensurar o grau de infecção por nematódeos gastrintestinais de cada 

animal, a partir dos dados obtidos em avaliações durante 12 meses, por meio da 

contagem de ovos por gramas de fezes (OPG); 

• Identificar e classificar, por meio da carga parasitária, os animais em 

resistentes, resilientes e suscetíveis à nematódeos gastrintestinais;  

• Quantificar o percentual de animais resistentes, resilientes e suscetíveis 

à nematódeos gastrintestinais; 

• Analisar como o grau de infecção por nematódeos gastrintestinais pode 

influenciar no conteúdo de metilação global do DNA por meio da quantificação 

de DNA metilado. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Panorama da Bovinocultura 

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

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

reais, contribuindo de forma significativa para o desenvolvimento 

socioeconômico (MOTTES et al., 2016).  

O Brasil é possui o segundo maior rebanho do mundo com 

aproximadamente 260.375.000 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).  

O 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). 
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3.2 Parasitismo 

As helmintoses são uma das principais causas da redução de 

produtividade em ruminantes (OLIVEIRA et al., 2017) e possuem um impacto 

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 (HEINZEN et al., 2012).  

Os endoparasitas, em específico os helmintos, 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 
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ruminantes, de forma geral, são hospedeiros de diversas espécies do Filo 

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 à 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; 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 (BOIUX et al., 1998).  

Esses endoparasitas geralmente estão associados com animais a pasto, 

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., 1998). 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, 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). 

Santos (1973), avaliando os malefícios causados por essas helmintoses 

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

Considerando a resistência aos anti-helmínticos pelos nematódeos, na 

literatura existem mais estudos para ovinos e caprinos, nos quais se observa até 

mesmo resistência simultânea a várias classes de drogas (BORSTEEDE, 1990; 

VAN WYK, 1990; ROTHWELL; SANGSTER, 1993; YADAV et al., 1993; 

D’ASSONVILLE et al., 1996; WALLER, 1986; COLES, 1997). No Brasil, a 

princípio, a resistência a esse tipo de drogas foi constatada em ovinos na região 

sul com as principais classes de anti-helmínticos: benzimidazóis, levamisóis e 

ivermectinas (AMARAL, 1985; ECHEVARRIA, 1995; ECHEVARRIA et al., 1996; 

FARIAS et al., 1997).  

O primeiro relato  de resistência em bovinos no Brasil, foi feito por Pinheiro 

e Echevarria (1990), no Rio Grande do Sul, que verificaram resistência do H. 

contortus ao oxfendazole e ao albendazole. Souza et al. (2001), em Santa 

Catarina, publicaram resultados parciais sobre a resistência de Trichostrongylus 

spp e Ostertagia spp ao levamisole, Haemonchus spp e Cooperia spp à 

ivermectina e Cooperia spp ao sulfóxido de albendazole. Mais recentemente, a 

resistência também foi demonstrada por Paiva et al. (2001) e Costa et al. (2004) 

em São Paulo e por Borges et al. (2004) e Rangel et al. (2005) em Minas Gerais.  

Segundo Paiva et al. (2001) a resistência ocorre pelo uso frequente e 

continuado de uma mesma base farmacológica destinada ao controle dos 
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parasitas e esta pressão de seleção é gradativa e silenciosa, caso não 

diagnosticada precocemente somente foi detectada quando atingir níveis com 

danos aos animais. 

De modo geral, a possibilidade de aparecimento de populações de 

parasitas resistentes é desprezada, não só pelos produtores, mas também pelos 

profissionais da área, pois a eficiência dos anti-helmínticos não é clinicamente 

óbvia e só pode ser observada, se especificamente investigada (PRICHARD, 

1994; WALLER, 1994). Entretanto, uma vez instalada, não foi revertida, mesmo 

após a descontinuação do uso da classe de anti-helmínticos que lhes deram 

origem (MARTIN et al., 1998); dado que os genes da resistência estão presentes 

em frequência muito alta nos parasitas e isto lhes proporcionam mecanismos 

metabólicos que inibem ou evitam os efeitos críticos ou letais das drogas (GILL; 

LACEY, 1998). Em bovinos, o gênero predominante nos registros de resistência 

é Cooperia spp. (JACKSON et al., 1987; VERMUNT et al., 1995; WILLIAMS, 

1997; ANZIANI et al., 2000) sendo estas descrições feitas na Austrália, Nova 

Zelândia e Argentina. Outra espécie citada é Trichostrongylus axei, na Austrália, 

resistente a oxfendazole e benzimidazol (EAGLESON; BOWIE, 1986;  

EAGLESON et al., 1992). 

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 à 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).  
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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., 2010; PACHECO, 2015; PASSAFARO et al., 2015; NEVES et al., 

2016). 

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 pouco 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 
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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 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., 2011), 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).  
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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 

que pode ativar genes que deveriam permanecer silenciados e ter um efeito 

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

Sendo assim, a possibilidade de haver uma relação entre o grau de 

resistência dos animais a parasitas e o conteúdo global de metilação do DNA, 

pôde ser evidênciado em um recente estudo realizado por Soutello et al. (2022), 

no qual foram avaliados bovinos ½ Angus x ½ Nelore com o objetivo relacionar 

a metilação global do DNA a endo e ectoparasitas. Permitindo assim estabelecer 

uma ligação entre a resistência parasitária e o conteúdo de metilação global do 

DNA, com os animais resistentes exibindo maiores quantificações de DNA 

metilado, enquanto que os animais suscetíveis apresentam teores mais baixos. 

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 uso de animais foi aprovado pelo Comitê de Ética e Uso de Animais da 

Faculdade de Engenharia da UNESP/Dracena, de acordo com as normas 

internacionais de uso de animais em pesquisa (certificado de autorização 

númeroº09/2011.SP2 – CEUA). 

O estudo foi realizado na Fazenda Córrego Seco, localizada no município 

de Castilho – SP (latitude 20°52'09.0" sul, longitude 51°29'22.9"oeste), 

conveniada com a Faculdade de Ciências Agrárias e Tecnológicas (FCAT), 

UNESP - Campus de Dracena. 

Foram avaliados 48 novilhos contemporâneos da raça Nelore, oriundos 

do mesmo rebanho, com aproximadamente 18±2 meses. Os animais receberam 

tratamento antiparasitário três 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  

Avaliou-se o grau de parasitismo dos animais por meio de coletas de fezes 

realizadas a cada 28 dias durante 12 meses, para posteriormente identificar os 

animais resistentes, resilientes e suscetíveis de acordo com os resultados 

obtidos por meio da contagem de ovos por grama de fezes (OPG). As amostras 

de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal para realização das 

análises de OPG, utilizando-se câmara de McMaster (GORDON; WHITLOCK, 

1939). Em seguida, foi realizado o cultivo de fezes (coprocultura) para extração 

e identificação das larvas infectantes pelo método de Roberts e O’Sullivan 

(1950), e posteriormente a identificação dos gêneros presentes pela chave de 

Keih (1953). 

 

4.3 Coleta de Sangue  

A coleta de sangue foi realizada individualmente, utilizando agulha 0,40 x 

12mm e seringa de 5 ml descartáveis. As amostras sanguíneas foram colocadas 
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em tubos eppendorf previamente identificadas com o número de cada animal e 

coletados cinco mililitros de sangue por punção da veia jugular, para posterior 

extração do DNA dos animais e análise de metilação. Após a coleta, as amostras 

sanguíneas foram acondicionadas em geladeira de transporte a 4°C até chegar 

ao laboratório de Parasitologia e Sanidade Animal (FCAT/UNESP), sendo 

armazenado em freezer (-20°C). 

 

4.4 Extração do DNA 

A extração de DNA total genômico foi realizada pelo EasyPureBlood® 

Genomic DNA Kit (Transgen). Foi adicionado 250μL de sangue, 20μL de 

proteinase K e 500 μL de BB3 (Binding Buffer 3) em um tubo de microcentrífuga, 

sendo misturado por 15 segundos em vortex. Em seguida foi incubado por 10 

minutos em temperatura ambiente. Após o preparo do material, o tubo foi 

brevemente centrifugado e o lisado transferido para uma coluna de centrifugação 

(12.000xg por um minuto), descartando o sobrenadante. Ao final da 

centrifugação adicionou-se 500 μL de CB3 (Clean Buffer 3) e o material foi 

novamente centrifugado (12.000xg por 30 segundos), também com descarte do 

sobrenadante. Na etapa seguinte, que ocorreu duas vezes, foi adicionado 500μL 

de WB3 (Wash Buffer 3), e novamente o material foi centrifugado (12.000xg por 

30 segundos), descartando o sobrenadante. Ao final, a coluna foi centrifugada 

(12.000xg por dois minutos) para remoção do WB3 residual.  

Posteriormente, a coluna de centrifugação foi colocada em um tubo estéril 

de microcentrífuga de 1,5mL e foi adicionado 50 – 200 μL de Tampão de Eluição 

à matriz da coluna. Após essa etapa, o material foi centrifugado (12.000xg por 

um minuto) para eluir o DNA genômico isolado. Esse DNA eluido foi armazenado 

a -20°C.  

Para quantificar e qualificar as amostras de DNA, utilizou-se o 

espectrofotômetro (NanoDrop2000 – ThermoScientific), medindo a absorbância 

de cada amostra em contraste com uma amostra de tampão, nos comprimentos 

de onda de 260 e 280nm (SAMBROOK et al., 1989). A razão entre 1,8 e 2,0 é 

considerada ideal, sendo que valores inferiores a 1,8 indica excesso de proteínas 

e valores superiores a 2,0 indica excesso de solventes orgânicos (FERREIRA; 

GRATTAPAGLIA, 1998). 
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4.5 Metilação Global do DNA 

A metilação foi analisada por meio do Imprint DNA Methylation 

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

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

um anticorpo de detecção, permitindo a detecção colorimétrica da quantidade 

relativa de metilação do DNA em relação ao controle positivo. Utilizou-se água 

ultrapura para o controle negativo e DNA 100% metilado para o controle positivo, 

fornecido pelo kit.  

Em cada poço da placa do kit, utilizou-se 180 ng de DNA diluídos de cada 

animal para um total de 30µL em solução fixadora de DNA metilado (Binding 

Solution). Após 60 minutos de incubação a 37°C, foi adicionado150µL de solução 

bloqueadora (Block Solution) e os poços foram incubados por mais 30 minutos 

a 37°C. Ao final, as soluções, juntamente com o DNA, foram removidas e cada 

poço foi lavado três vezes com solução de lavagem diluída em água ultrapura 

(Wash Buffer 10x) para 1x.  

Cada poço então, recebeu 50µl de anticorpo de captura, diluído em uma 

concentração de 1:1000, e ficaram incubados por 60 minutos a temperatura 

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

lavado com 150µl de solução de lavagem diluída, por quatro vezes, e foi 

adicionado 50µl de anticorpo de detecção, diluído em uma concentração de 

1:1000, incubando-se novamente à temperatura ambiente, por 30 minutos em 

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

cada poço lavado, novamente por cinco vezes. Posteriormente, no escuro, cada 

poço receberá 100µl de solução reveladora, ficando incubado por 1-10 minutos, 

antes de adicionar 50µl da solução de parada (Stop Solution). A absorbância da 

solução contida nos poços, ou seja, a leitura dos valores, foi realizada em um 

comprimento de onda de 450nm em 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.  

Para a análise de metilação global, em delineamento inteiramente 

casualizado, foram utilizados os valores de absorbância corrigidos 

individualmente para cada animal, que foram agrupados de acordo com as 

categorias dentro dos tratamentos, definidos de acordo com o grau de 

parasitismo. 
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5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

5.1 Classificação dos Animais Mediante o Grau de Parasitismo 

A distribuição das contagens de OPG foi verificada pelo teste de Análise 

de Variância, por meio do programa SISVAR 5.4 (FERREIRA, 2014) e os dados 

transformados em  √𝑛 + 0,5
2

,  em que o n é o valor das contagens. A 

transformação nesta fórmula foi utilizada uma vez que as variáveis se tratam de 

contagens, anulando assim a interferência de valores iguais ou menores a zero 

na análise estatística.  

A partir das contagens de OPG em delineamento inteiramente 

casualizado, contendo 48 tratamentos e 13 repetições referentes à cada coleta, 

as médias de cada variável foram submetidas à Análise de Variância (ANOVA) 

e posterior análise estatística de agrupamento pelo teste de Tukey (5%), pelo 

programa computacional SISVAR 5.4. Assim, os animais do rebanho foram, de 

acordo com o grau de parasitismo, agrupados em três categorias: resistentes, 

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

animais de cada grupo também foi submetida a ANOVA, sendo considerado três 

tratamentos (classificação de acordo com a resistência) e 48 repetições (cada 

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

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

A análise estatística de metilação global do DNA, em delineamento 

inteiramente casualizado, 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, a fim de se 

verificar a significância estatística entre os diferentes valores dos grupos 

resistentes, resilientes e suscetíveis a helmintos gastrintestinais pelo teste Tukey 

(5%).  
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6 RESULTADOS  

A dinâmica do grau de infecção por helmintos, avaliada pela contagem de 

OPG durante o período experimental (Figura 1), aponta que o OPG inicial dos 

animais demonstra uma diferença no grau de infecção entre os grupos desde o 

início do experimento. Quando observado o OPG médio geral, nota-se que o 

animais suscetíveis apresentaram um perfil característico com maiores 

contagens de OPG em todo o período experimental, seguido dos animais 

resilientes, com médias intermediárias e os animais resistentes sempre com 

médias inferiores de OPG.  

No primeiro mês de avaliação, foi observado OPG de 50, 304 e 665, 

respectivamente, para os animais resistentes, resilientes e suscetíveis. Sendo 

observadas médias superiores de OPG nos animais suscetíveis, que se 

mantiveram em níveis altos até os animais atingirem 24 meses de idade. 

Observa-se que nos seis primeiros meses de avaliações, onde os animais 

estavam com aproximadamente dois anos de idade, as médias de OPG dos 

animais resistentes, resilientes e suscetíveis neste período, foram de, 

respectivamente, 46, 172 e 436. Após esse período, os animais suscetíveis e 

resilientes apresentaram uma queda em sua carga parasitária, já os animais 

resistentes, permaneceram com o OPG em níveis baixos em todo o período 

experimental, a partir desse período (de 24 a 30 meses de idade) não havendo 

mais diferença no grau de helmintose entre os grupos. 
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Figura 1 - Média geral da contagem de ovos por grama de fezes (OPG) e ± erro 
padrão da média dos 48 novilhos distribuídos nos grupos resistentes, resilientes 
e suscetíveis durante o período experimental. 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  

 

Na Tabela 1 são apresentadas as médias das contagens de ovos por 

grama de fezes (OPG), o conteúdo de metilação global do DNA e a quantidade 

de animais por grupo, sendo o OPG médio respectivamente de 44, 135 e 345, 

para os animais resistentes, resilientes e suscetíveis com média geral de 175 

OPG, sendo observado diferença estatística entre os grupos. Para grau de 

metilação do DNA, os animais resistentes apresentaram 0,164; os resilientes 

0,134 e os suscetíveis 0,077. Nota-se que não houve diferença significativa entre 

o conteúdo de metilação global do DNA dos animais resistentes e resilientes, os 

quais diferiram-se dos animais suscetíveis. Sendo observado que os animais 

resistentes apresentaram maior quantidade de DNA metilado e os suscetíveis 

menor quantidade. 
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Tabela 1 - Quantidade de animais por grupo (N), média de ovos por grama de 

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

absoluto de absorbância) dos novilhos distribuídos nos grupos resistentes, 

resilientes e suscetíveis. 

Classificação N OPG Médio OPG Inicial Metilação do DNA 

Resistentes 27 44 a 46 a 0,164 a 

Resilientes 11 135 b 196 b 0,134 a 

Suscetíveis 10 345 c 444 c 0,077 b 

Média  175 233 0,139 

p-valor   <0,001 0,39 0,002 

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

 

A partir dos resultados obtidos, observou-se que 27 novilhos foram 

classificados como resistentes, 11 como resilientes e 10 como suscetíveis a 

helmintos gastrintestinais, havendo diferença significativa entre a contagem 

média de OPG individual dos mesmos (Tabela 1). Dessa forma, a proporção de 

animais resistentes, resilientes e suscetíveis dentro do rebanho estudado foi de 

56%, 24% e 20%, respectivamente, sendo a maior parcela constituída por 

animais resistentes, observado na Figura 2 pela distribuição dos animais 

classificados conforme a média de OPG. 
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Figura 2 - Contagem média individual de ovos por grama de fezes (OPG) dos 

48 novilhos classificados nos grupos resistentes, resilientes e suscetíveis 

durante o período experimental. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborado pela autora. 

 

Os gêneros de helmintos encontrados por meio das coproculturas, 

apresentaram maior prevalência de Cooperia spp. (53,6%), seguidos por 

Haemonchus spp. (33,9%), Oesophagostomum spp. (12,3%) e Trichostrongylus 

spp. (0,2%).  
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7 DISCUSSÃO 

No presente estudo, pode-se observar que a contagem média de OPG 

dos animais resistentes durante o período experimental ficou próxima do 

encontrado para animais da raça Nelore, em estudo realizado por Bricarello et 

al. (2007), que observaram contagens de OPG inferiores a 50 para animais 

resistentes. 

Segundo a classificação de Ueno e Gonçalves (1998), no qual observou 

que contagens médias menores que 200 OPG representam grau leve de 

infecção, entre 200 e 700 OPG representam grau moderado e acima de 700 

OPG representam grau alto de infecção, o que se assemelha com o presente 

estudo, desde o primeiro mês de avaliação até os animais completarem 24 

meses de idade. Porém, essa característica não é mantida até o final do 

experimento, devido aos animais possivelmente adquirirem imuinidade e sua 

carga parasitária tende a ser menor. Pois há uma propensão do OPG diminuir 

nos animais à medida que se tornam adultos, visto que, segundo Bianchin et al. 

(1996) e Catto et al. (2008) os animais adquirem imunidade a partir dos 18 meses 

de idade. Estes resultados concordam com estudo realizado por Neves (2014) 

onde observou diminuição nos valores de OPG a medida que os animais vão se 

tornando adultos.  

Em estudo realizado por Soutello et al. (2001) na mesma região, 

observou-se que os valores encontrados para a contagem média de OPG foi de 

314 OPG. Valores maiores do que foi observado no presente estudo, não 

corroborando também com outro estudo de Soutello et al. (2022), realizado na 

também na mesma região, ambos utilizando animais ½ Angus x ½ Nelore. 

Entretanto, corrobora com estudos que utilizaram animais do mesmo grupo 

genético, observado em trabalho realizado por 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, 

condições climáticas e estações do ano de cada região (PIMENTEL NETO; 

FONSECA, 2002; OLIVEIRA et al., 2009).  

A classificação de animais em relação ao nível de suscetibilidade à 

parasitas é encontrada na literatura descrevendo uma proporcionalidade de 

animais resistentes, resilientes e suscetíveis, como exemplo a sugerida por 

Gasbarre, Leighton e Sonstergard (2001) de acordo com o grau de infecção por 
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helmintos gastrintestinais de 25% resistentes, 50% resilientes e 25% suscetíveis, 

aproximadamente. Proporcionalidade observada de forma diferente no presente 

estudo, onde aproximadamente metade dos animais avaliados foram 

classificados como resistentes, sendo observado proporções próximas para os 

animais suscetíveis e resilientes .  

A dinâmica da carga parasitária durante todo o período experimental dos 

animais resistentes foi inferior aos demais grupos, indicando possívelmente que 

a interação entre o parasita e o sistema de defesa do hospedeiro pode resultar 

na morte e eliminação dos vermes (AMARANTE, 2004). Tal fato é explicado pois, 

os animais resistentes possuem uma resposta imunológica que limita o 

estabelecimento do parasito e no caso da resiliência, os animais são capazes de 

conviver com os parasitos com redução mínima de produtividade (ALBERS et 

al., 1987).  

Analisando os dados das coproculturas, as espécies mais frequentes 

encontradas nas regiões sudeste e centro-oeste são Cooperia punctata e 

Haemonchus placei (FELIPPELLI et al., 2014). 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. 

Fato não observado em nenhum dos grupos, pois no presente estudo as culturas 

indicaram maior prevalência de larvas do gênero Cooperia spp., seguido por 

Haemonchus spp., resultado semelhante ao estudo realizado por Araujo e Lima 

(2005) e Stromberg et al. (2012), o qual além da prevalência do gênero, os dados 

obtidos sugerem que C. punctata tem um efeito deletério tanto no apetite quanto 

na absorção ou utilização de nutrientes. 

A metilação do DNA é uma importante modificação que afeta a expressão 

gênica pelas regulações epigenéticas. De acordo com Bernstein et al. (2007), 

esse tipo de variação epigenética tem sido associada à regulação da expressão 

gênica, à defesa do genoma, diferenciação celular, inativação da cromatina e 

imprinting genômico. 

Há somente um relato na literatura que relaciona a resistência parasitária 

de bovinos e a metilação global do DNA (SOUTELLO et al., 2022). Sendo 

encontrados poucos estudos com animais de produção envolvendo metilação 

global e outras características, tais como:  investigação da ocorrência de eventos 

epigenéticos envolvidos na resistência anti-helmíntica do Haemonchus contortus 
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em ovinos (NICIURA et al., 2018), relação da metilação do DNA do sangue e 

desempenho de vacas leiteiras (WANG et al., 2019) e análise do perfil de 

metilação do gene da resistência parasitária em equinos (PIRES et al., 2021).  

No entanto, no presente estudo foi possível correlacionar as 

quantificações de DNA metilado e OPG, onde animais com maior grau de 

helmintose apresentaram menor quantidade de DNA metilado, podendo 

constatar a hipótese estudada, corroborando com os resultados observados em 

estudo realizado por Soutello et al. (2022), onde foi comprovada a relação do 

grau de resistência dos animais a parasitas usando o conteúdo global de 

metilação do DNA. 

 

8 CONCLUSÃO 

As metodologias utilizadas possibilitaram a identificação dos animais 

quanto ao grau de infecção por helmintos gastrintestinais, possibilitando 

relacionar a resistência de bovinos à helmintos com a quantidade de metilação 

global do DNA. Sendo estes resultados promissores que poderão auxiliar a 

realização de mais estudos sobre os mecanismos epigenéticos, possibilitando 

tornarem-se uma ferramenta para a seleção de bovinos resistentes a parasitas. 
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