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Resumo – Na ovinocultura, são grandes os prejuízos causados tanto por Haemonchus 
contortus quanto pela resistência desse parasita aos anti-helmínticos. Assim, no 
presente trabalho, foram investigados polimorfismos associados à resistência 
ao monepantel em H. contortus após sequenciamento genômico. Com taxas de 
mapeamento de 79,12% a 79,43% e cobertura de 64,54 a 71,22X, foram detectados 
Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) em éxons e variantes de alto impacto 
nos genes codificantes para: subunidade de receptor nicotínico de acetilcolina, 
transportadores ABC, glicoproteína-P, proteínas afetadas por outros anti-helmínticos, 
proteínas de canal de íons, peptidases, kinases e genes da maquinaria epigenética 
de modificação de histonas. Em análises de enriquecimento, destacaram-se genes 
envolvidos em locomoção, atividade de peptidase, canal de íons, transportador e 
receptor acoplado à proteína-G. Ainda, por investigação in silico, foram encontradas 
evidências da ausência de metilação do DNA em H. contortus. Dessa maneira, os 
polimorfismos identificados precisam ser investigados como marcadores moleculares 
de resistência ao monepantel e, assim, contribuírem para o diagnóstico precoce da 
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resistência e monitoramento da eficácia de anti-helmínticos. Além disso, podem ser 
considerados potenciais alvos para o desenvolvimento de tratamentos alternativos ou 
de novos fármacos, incluindo os de efeito epigenético, para o controle de H. contortus 
em rebanhos ovinos.

Palavras-chave: resistência anti-helmíntica, marcador molecular, metilação de DNA, 
sequenciamento genômico, nematoide grastrintestinal de ovinos, introgressão de 
genes.

Genomic analysis of monepantel resistance and 
epigenetics in Haemonchus contortus
Abstract – Main constraints and economic losses in sheep production are caused 
by Haemonchus contortus and by anthelmintic resistance. Thus, polymorphisms 
associated with monepantel resistance in H. contortus were assessed after genomic 
sequencing, 79.18% to 79.43% of mapping rates and 64.54 to 71.22X of coverage 
after alignment. Exonic single nucleotide polymorphisms (SNP) and high impact 
variants were detected in genes coding for: nicotinic acethylcholine receptor subunit, 
ABC transporters, P-glycoprotein, anthelmintic-affected proteins, ion channel proteins, 
peptidases, kinases, and proteins of the epigenetic machinery of histone modification. 
Enrichment analyses highlighted genes involved in locomotion, peptidase activity, and 
in protein classes of ion-channel, transporter and G-protein coupled receptor. In silico 
investigation suggested lack of DNA methylation in H. contortus. Thus, the identified 
polymorphisms should be further investigated as molecular markers of monepantel 
resistance and as potential drug targets to contribute to early diagnosis and monitoring 
of anthelmintic resistance and to develop alternative treatments or new drugs, including 
the epigenetic ones, to control H. contortus in sheep. 

Index terms: anthelmintic resistance, molecular marker, DNA methylation, genome 
sequencing, gastrointestinal nematodes of sheep, gene introgression.
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Introdução 
A ovinocultura é uma atividade econômica em crescimento no Brasil, em 
função do aumento do mercado consumidor de carne ovina e da viabilização 
social e econômica de pequenas e médias propriedades rurais (GALLO, 
2007). O parasitismo por nematoides gastrintestinais é o principal obstáculo 
na produção de ovinos, por causa das perdas econômicas, produtivas e 
sanitárias provocadas por essa enfermidade, com prejuízos estimados 
em R$ 2 milhões por ano na região sul do Rio Grande do Sul, no Brasil 
(OLIVEIRA et al., 2017), 42 milhões de dólares na América do Sul (WALLER, 
2006) e 2 bilhões de dólares na América do Norte (GILLEARD, 2013). Além 
das perdas decorrentes do aumento da mortalidade dos animais e dos gastos 
com medicamentos e anti-parasitários, a utilização de anti-helmínticos com 
baixa eficácia resulta em redução na produtividade, com diminuição nas taxas 
de ganho de peso e, consequentemente, no valor das carcaças em ovinos 
(MILLER et al., 2012). 

Haemonchus contortus é a espécie mais prevalente e patogênica dentre os 
parasitas de pequenos ruminantes. Trata-se de um parasita de abomaso 
de ruminantes, com hábito alimentar hematófago, altamente prolífico (cada 
fêmea produz de três a 15 mil ovos por dia) e de curto período de pré-patência 
(18 a 21 dias) (HANSEN; PERRY, 1994). Haemonchus contortus possui 
reprodução dióica e poliândrica, em que cada fêmea se acasala com pelo 
menos quatro machos, é diplóide e apresenta composição cromossômica de 
2n = 11, XO em machos e de 2n = 12, XX em fêmeas (REDMAN et al., 2008). 

O método mais utilizado para o controle de helmintos é o tratamento dos ovinos 
com anti-helmínticos. No Brasil, as classes de anti-helmínticos comerciais 
são: benzimidazóis, imidazotiazóis, salicilanilidas, lactonas macrocíclicas e 
derivados de amino-acetonitrila (AADs), cuja base química monepantel foi 
lançada em 2009 e chegou ao mercando nacional em 2012. O monepantel 
age em um subtipo de receptor nicotínico de acetilcolina (nAChR) específico 
de nematoides, resultando em alteração no fluxo de íons e levando à paralisia 
(KAMINSKY et al., 2008; LIFSCHITZ et al., 2014).

Antes dos AADs, o estado de resistência era alarmante no mundo todo 
(KAPLAN; VIDYASHANKAR, 2012; VERÍSSIMO et al., 2012), de maneira que 
o monepantel surgiu como a única alternativa eficaz para o tratamento em 
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rebanhos com resistência aos demais grupos de anti-helmínticos (KAMINSKY 
et al., 2008; LITTLE et al., 2011). Entretanto, assim como para as antigas 
classes de anti-helmínticos, em que a resistência foi detectada após poucos 
anos de uso (JAMES; HUDSON; DAVEY, 2009), já foram relatados casos de 
resistência a campo ao monepantel em caprinos na Nova Zelândia (SCOTT 
et al., 2013),em ovinos na Holanda (VAN DEN BROM et al., 2015), no Uruguai 
(MEDEROS; RAMOS; BANCHERO, 2014), na Austrália (SALES; LOVE, 
2016; LAMB et al., 2017), no Brasil (CINTRA et al., 2016; ALBUQUERQUE 
et al., 2017; CIUFFA et al., 2017; MARTINS et al., 2017) e no Reino Unido 
(HAMER et al., 2018). Assim, é imprescindível retardar o estabelecimento 
da resistência, a fim de que os anti-helmínticos permaneçam efetivos por 
períodos mais longos, tendo em vista que o processo de desenvolvimento de 
um anti-helmíntico é muito mais demorado do que a velocidade de surgimento 
da resistência, e que a reversão da resistência é extremamente lenta ou até 
impossível (ROOS et al., 2004). 

A resistência é um processo evolutivo no qual os indivíduos que sobrevivem 
aos tratamentos se reproduzem e transmitem seus genes à próxima geração 
(BARNES; DOBSON; BARGER, 1995). Como consequência, após poucas 
gerações, a frequência de indivíduos resistentes aumenta na população 
(BLACKHALL; PRICHARD; BEECH, 2008) e leva à falha nos tratamentos 
anti-helmínticos. Assim, os testes moleculares constituem a maneira mais 
precoce de detecção da resistência, pois identificam mutações mesmo em 
baixas frequências (a partir de 1%) na população (GASSER et al., 2008). 
Esses testes baseiam-se na avaliação de genes candidatos, relacionados 
ao mecanismo de ação de cada classe de anti-helmíntico, e da validação 
dos mesmos como marcadores moleculares de resistência. Entretanto, 
considerando que a resistência é uma característica quantitativa complexa, 
na qual múltiplas mutações contribuem para o fenótipo e, em grande parte, 
de maneira aditiva (GILLEARD, 2013), os estudos em genes candidatos não 
conseguem explicar toda a variância da característica. Dessa maneira, o 
advento e a acessibilidade das novas tecnologias de avaliação em escala 
genômica e a publicação do genoma de H. contortus (LAING et al., 2013; 
SCHWARZ et al., 2013) tornaram possível o estudo dos mecanismos 
moleculares globais envolvidos na resistência anti-helmíntica nesse parasita 
de grande importância veterinária. Além disso, as informações genômicas 
podem orientar o desenvolvimento de vacinas, novos tratamentos e de 
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estratégias para o silenciamento ou a edição de genes envolvidos na 
resistência.

Além da genética, há outro evento molecular que participa na manifestação 
dos fenótipos: a epigenética, definida como o estudo de processos que 
produzem um fenótipo herdável, mas que não dependem estritamente da 
sequência de DNA (LIEB et al., 2006). Dentre as modificações epigenéticas, 
as mais estudadas são a metilação do DNA e as modificações de histonas. 
A metilação do DNA ocorre pela adição de um grupamento metil na citosina, 
transformando-a em 5-metil-citosina, pela ação das DNA metiltransferases 
(DNMTs). Essa modificação participa na regulação da expressão gênica, 
no silenciamento de elementos repetitivos, na estabilidade cromossômica e 
como um sinal epigenético de memória transmitido durante a replicação do 
DNA (BLOMEN; BOONSTRA, 2011). As modificações de histonas — com 
destaque à metilação, à acetilação e à fosforilação — afetam diretamente 
a estrutura da cromatina e, portanto, estão ligadas a todos os processos 
celulares que requerem o acesso ao DNA: transcrição, replicação e reparo 
(ZENTER; HENIKOFF, 2013).  

Já foi demonstrado que as mudas que ocorrem durante o ciclo de vida do 
parasita Trichinella spiralis são controladas por metilação do DNA (GAO et 
al., 2012), mas não há evidências da ocorrência desse fenômeno epigenético 
em Caenorhabditis elegans e em outros nove nematoides (GAO et al., 2012; 
PERFUS-BARBEOCH et al., 2014). Dessa maneira, a investigação da 
ocorrência de metilação em H. contortus irá permitir o avanço no conhecimento 
para posterior elucidação de sua participação no desenvolvimento de 
resistência anti-helmíntica no parasita, de maneira a permitir que eventos 
epigenéticos tornem-se alvos de novos terapêuticos, assim como tem sido 
feito para o controle da esquistossomose (PIERCE et al., 2012).

Assim, este trabalho busca avaliar os eventos genômicos envolvidos 
no estabelecimento da resistência ao anti-helmíntico monepantel em H. 
contortus, identificar os genes e as vias sob seleção e investigar a ocorrência 
de eventos epigenéticos em H. contortus. Essas informações poderão ser 
utilizadas para o diagnóstico precoce e o monitoramento da resistência 
anti-helmíntica, assim como para o desenvolvimento de fármacos ou de 
tratamentos alternativos para o controle do parasitismo por H. contortus em 
pequenos ruminantes.
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1 Material e Métodos
Os experimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais 
(CEUA) da Embrapa Pecuária Sudeste (Protocolos no. 06/2015 e 03/2017), e 
a saúde dos ovinos hospedeiros foi monitorada por médico-veterinário.

1.1 Exames parasitológicos 

Para a contagem de ovos por grama de fezes — OPG (UENO; GONÇALVES, 
1998) —, foram coletados 2 g de fezes diretamente da ampola retal dos 
ovinos, que foram diluídas em 28 mL de solução hipersaturada de cloreto de 
sódio e avaliadas em Câmara McMaster. A contagem de OPG foi obtida pela 
multiplicação do número total de ovos de H. contortus por 50.

Para a coprocultura (ROBERTS; O’SULLIVAN, 1950), as fezes recolhidas 
de bolsas coletoras foram homogeinizadas, umedecidas e cultivadas por 
sete dias em incubadora a 27ºC. A seguir, as larvas infectantes (L3) foram 
coletadas em água e armazenadas em geladeira a 4ºC.

1.2 Infecção experimental

Para a infecção experimental, foram usados 12 ovinos desmamados, machos 
e fêmeas, das raças Santa Inês e Île de France, do rebanho da Embrapa 
Pecuária Sudeste. Os animais foram mantidos em baias, sem acesso às 
pastagens, e alimentados com silagem de milho à vontade. Animais que 
apresentaram contagem de OPG superior a 2 mil foram alimentados com 
cerca de 300 g de ração concentrada, com 23% de proteína bruta e 80% 
de nutrientes digestíveis totais, como suporte para a manutenção do estado 
sanitário dos hospedeiros sem a necessidade de tratamento anti-helmíntico.  

Previamente à infecção artificial, os ovinos foram vermifugados com 10% de 
triclorfone (Neguvon solução oral; 1 mL/kg) para remoção da infecção natural 
por nematoides. Após sete e 14 dias do tratamento, amostras fecais foram 
coletadas para realização do exame de OPG e confirmação do status de 
animais livres de nematoides gastrintestinais. 
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Para o estabelecimento da infecção, os animais receberam, por via oral, 
de 4.000 L3 a 5.000 L3 de H. contortus, obtidas por coprocultura; enquanto 
os animais destinados ao abate para a recuperação de L4 foram infectados 
com 10.000 L3 (Figura 1). O OPG foi monitorado semanalmente, e as 
coproculturas foram realizadas a intervalos regulares conforme necessidades 
experimentais. 

 

1.3 Indução da resistência ao monepantel por introgressão 
gênica

Para a obtenção de um isolado de H. contortus resistente ao monepantel para 
os estudos genômicos, foi utilizada a abordagem de introgressão de genes 
de resistência e avaliação da geração F2 dos intercruzamentos (SARGISON, 
2009; REDMAN et al., 2012). Para tanto, ovinos das raças Île de France e 
Santa Inês foram utilizados como hospedeiros para o cruzamento recíproco 
entre dois isolados de H. contortus com fenótipos extremos de resistência ao 
monepantel: Resistente – Botucatu (ALBUQUERQUE et al., 2017) e Sensível 
– Embrapa2010 (CHAGAS et al., 2013), para posterior sequenciamento 
genômico (Figura 1). 

Brevemente, cada isolado foi multiplicado em hospedeiros ovinos (sensível – 
Embrapa2010, no animal identificado com o no. 392; e resistente – Botucatu, 
no animal de no. 326), e as fezes coletadas dos ovinos foram destinadas à 
coprocultura para obtenção de L3. A seguir, 10.000 L3 de cada isolado foram 
usadas para infectar dois ovinos doadores (no. 309 e no. 296, respectivamente) 
para gerar as larvas L4 para o cruzamento seguinte. Após 14 dias, os ovinos 
no. 309 e no. 296 foram eutanasiados para a recuperação de L4 tardias, nas 
quais é possível determinar o sexo dos parasitas. Assim, imediatamente após 
a eutanásia, o abomaso foi removido e aberto em sua curvatura maior, e 
seu conteúdo foi recuperado em solução de NaCl a 0,85% aquecida (40oC), 
filtrado em malha de 1 mm e transferido para placas de Petri com solução 
salina para a separação de machos e fêmeas de H. contortus, em microscópio 
estereoscópico acoplado à platina aquecedora a 37oC (Figura 2).
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Figura 1. Introgressão de genes de resistência pelo cruzamento recíproco entre isolado 
resistente (Resist.; Botucatu) e sensível (Sensív.; Embrapa2010) ao monepantel 
mantidos em ovinos hospeiros (no. 326 e no.392). Ovinos doadores (no. 309 e no. 
296) foram infectados com L3 e, após 14 dias, abatidos para a recuperação de larvas 
L4 do abomaso. As larvas L4 foram sexadas, e machos de um isolado com fêmeas do 
outro isolado (e vice-versa) foram inoculados cirurgicamente no abomaso de outros 
ovinos receptores (no. 311 e no. 299). Os descendentes dessa geração parental foram 
usados para infectar outros ovinos (no. 380 e no. 392); e os descendentes da geração 
F1 foram usados para infecção de mais dois ovinos cada (no. 383, no. 387, no. 410 
e no. 412). Assim, os quatro ovinos, parasitados pela população F2, tiveram suas 
fezes e larvas recuperadas antes (grupo controle; Contr.) e após o tratamento com 
monepantel (grupo tratado; Trat.). Ovinos em cor branca: raça Île de France; ovinos 
em cor preta: raça Santa Inês; Mr.Fs: machos do isolado resistente cruzados com 
fêmeas do isolado sensível; Ms.Fr: machos do isolado sensível cruzados com fêmeas 
do isolado resistente. Raios amarelos indicam o tratamento com monepantel. Em 
vermelho estão destacadas as amostras destinadas ao sequenciamento genômico.
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Os dois ovinos receptores (no. 311 e no. 299) receberam, por via intramuscular 
(IM), 20.000 UI/kg de penicilina benzatítica e 5 mg de dexametasona 24 horas 
antes do procedimento cirúrgico e diariamente, por cinco dias, após a cirurgia. 
Os animais foram anestesiados com uma associação de cloridrato de xilazina 
(0,2 mg/kg, via IM) e cloridrato de cetamina (3 mg/kg, via endovenosa) e 
posicionados em decúbito lateral esquerdo. Foi realizada uma incisão de 10 
cm na pele, fáscia, músculo e peritônio, no flanco direito, entre a última costela 
e a pelve, 7 cm à direita e paralela à linha alba e 2 cm ventral à última costela. 
Posteriormente, foi feita a localização e a exteriorização do abomaso com o 
auxílio de uma pinça Allis para, em seguida, com uma agulha de calibre 14G 
acoplada à seringa, proceder à inoculação de aproximadamente 50 machos 
de um isolado e 50 fêmeas de outro isolado, veiculados em volume de 20 mL 
de solução salina (Figura 2). O animal no. 299 recebeu machos (M) do isolado 
sensível (s) e fêmeas (F) do isolado resistente (r) - Ms.Fr, enquanto o animal 
no. 311 recebeu o cruzamento recíproco - Mr.Fs. 

Figura 2. Procedimento de abertura e lavagem do abomaso, recuperação do conteúdo 
abomasal, separação e sexagem de larvas L4 de H. contortus sob microscópio 
estereoscópico em platina aquecedora; e inoculação cirúrgica das larvas L4 em 
abomaso ovino.
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1.4 Análises genômicas de H. contortus no modelo de 
resistência ao monepantel

1.4.1Extração de DNA 

Foram recuperadas larvas L3 de H. contortus após cultura de fezes do 
animal hospedeiro do isolado parental resistente (Par._326R) e dos animais 
hospedeiros da geração F2 dos cruzamentos recíprocos (Mr.Fs: 383; Ms.Fr: 
410 e 412) do grupo controle (Contr.), antes do tratamento (larvas resistentes 
e sensíveis), e do grupo tratado (Trat.), após o tratamento (larvas resistentes) 
com monepantel. Dessa maneira, seis amostras foram submetidas à extração 
de DNA para posterior sequenciamento genômico: Par._326R, Contr._383, 
Contr._412, Trat._383, Trat._410 e Trat._412 (em vermelho na Figura 1). 

Para a extração de DNA, pools de 30.000 L3 de H. contortus foram submetidas 
à remoção da cutícula com água sanitária, à congelação em nitrogênio 
líquido por cinco vezes e à extração de DNA com solvente orgânico, segundo 
protocolo previamente descrito (NICIURA et al., 2012). 

A qualidade e a quantidade do DNA foram avaliadas por eletroforese em gel 
de agarose 1% em tampão TAE a 100V por 40 minutos e mensuração em 
NanoDrop e Qubit. O DNA foi congelado e enviado, em gelo seco via Fedex, 
para a empresa Novogene Corporation, nos Estados Unidos, local em que foi 
o realizado o sequenciamento genômico.

1.5 Sequenciamento genômico do pool de larvas 

A primeira etapa na construção de bibliotecas para o sequenciamento de 
reads curtas consiste na fragmentação, enzimática ou física, do DNA. Assim, 
o DNA foi fragmentado aleatoriamente por sonicação em sequências de 
350 bp de tamanho e destinado ao NEBNext DNA Library Prep Kit. Após 
reparo das extremidades, fosforilação da extremidade 5’, ligação de cauda 
A à extremidade 3’ e ligação dos adaptadores NEBNext, os fragmentos 
foram enriquecidos por PCR com o oligonucleotídeo P7 indexado e com 
o oligonucleotídeo P5. Para o controle de qualidade, as bibliotecas foram 
quantificadas em Qubit, diluídas para 1 ng/µL e avaliadas quanto ao tamanho 
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do inserto em Bioanalyzer. A seguir, a concentração efetiva das bibliotecas, 
que deve ser superior a 2 nM, foi determinada por qPCR. 

Posteriormente, as bibliotecas indexadas de cada amostra foram agrupadas 
em pools, de acordo com a concentração efetiva e a produção esperada de 
dados, e destinadas ao sequenciamento paired-end PE 150 bp em plataforma 
Illumina HiSeq X.

1.6 Mapeamento e análises de bioinformática

Os dados brutos de sequenciamento foram convertidos de arquivos de 
imagem para reads de sequência por base calling com o software CASAVA 
(Illumina), e as sequências e as informações de qualidade de sequenciamento 
foram armazenadas em arquivo FASTQ. 

Após o sequenciamento, as sequências brutas foram submetidas ao controle 
de qualidade pela determinação do score Phred e da distribuição dos erros 
de sequenciamento. Além disso, foi feita a filtragem dos dados brutos para 
a obtenção das sequências limpas por meio do descarte de reads quando 
contaminadas por adaptador; quando os nucleotídeos incertos (N) constituíam 
mais de 10% de cada read; e quando os nucleotídeos de baixa qualidade (Q 
≤ 5) constituíam mais de 50% de cada read.

A seguir, as reads limpas foram mapeadas na sequência de referência de H. 
contortus com o software BWA (LI; DURBIN, 2009), com os parâmetros “mem 
–t 4 –k 32 –M”; e as duplicatas foram removidas por SAMtools (LI et al., 2009) 
e agrupadas por Picard. Inicialmente, foi feito o mapeamento na sequência 
de referência de H. contortus do isolado australiano McMaster (SCHWARZ et 
al., 2013)1. Em seguida, realizou-se o mapeamento na sequência do isolado 
endogâmico HMco3, versão 3, de Edimburgo, UK (LAING et al., 2013)2. 
Como as taxas de mapeamento obtidas com o isolado HMco3 foram mais 
altas, esses dados foram utilizados nas etapas posteriores. 

1 BioProject PRJNA205202 -<ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS10/species/
haemonchus_contortus/PRJNA205202/haemonchus_contortus.PRJNA205202.WBPS10.genomic.fa.gz>.

2 BioProject PRJEB506 - <ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS10/species/
haemonchus_contortus/PRJEB506/haemonchus_contortus.PRJEB506.WBPS10.genomic.fa.gz>.
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A anotação, a partir do arquivo GFF3 do isolado MHco3 de H. contortus3, 
versão 3, foi feita com o uso de ANNOVAR (WANG; HAKONARSON, 2010). 

A detecção de polimorfismos do tipo Single Nucleotide Polymorphism (SNP) 
e InDel (inserção ou deleção de sequência com até 50 bp) foi realizada por 
FreeBayes (GARRISON; MARTH, 2012), com os parâmetros “-0 -u -=”; 
qualidade de base superior a 20; e qualidade de mapeamento maior que 30. A 
detecção de variantes estruturais (SV; que consistem de deleção, duplicação, 
inserção, inversão e translocação com mais de 50 bp) foi feita por DELLY 
(RAUSCH et al., 2012); e de Copy Nnumber Variation (CNV) por CNVnator 
(ABYZOV et al., 2011), com o parâmetro “-call 100”.

Os dados genômicos obtidos para as amostras Par._326R e Trat._410 serão 
utilizados em análises futuras de validação e busca por assinaturas de seleção. 
Dessa maneira, as análises descritas a seguir tratam da comparação feita 
entre duas amostras dos cruzamentos recíprocos (Mr.Fs e Ms.Fr) da geração 
F2 (Figura 1) do grupo controle e tratado com monepantel: 383 (Contr._383 
vs. Trat._383) e 412 (Contr._412 vs. Trat._412).

A identificação de polimorfismos candidatos à resistência ao monepantel foi 
realizada por meio da comparação entre as amostras controle e tratadas 
quanto às diferenças encontradas por FreeBayes para os SNPs em cada 
sítio polimórfico. Posteriormente, para a redução de mutações candidatas, 
foi utilizado o SnpEff versão 4.3 (CINGOLANI et al., 2012), que determina 
potenciais efeitos das variantes em genes, transcritos, regiões regulatórias 
e consequências para as proteínas codificadas, e foram selecionadas as 
variantes assinaladas como de alto impacto.

Para os genes em que foram encontrados polimorfismos e diferenças entre os 
grupos controle e tratado, foram identificadas as proteínas codificadas (www.
ncbi.nlm.nih.gov/genome/proteins/16936?genome_assembly_id=46408), 
os genes ortólogos em C. elegans no WormBase (https://wormbase.
org) e WormBase ParaSite (http://parasite.wormbase.org) e as proteínas 
ortólogas em outras espécies por similaridade de sequência em alinhamento 
BLASTp (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para sequências proteicas 
não-redundantes.

3 <ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS10/species/haemonchus_contortus/
PRJEB506/haemonchus_contortus.PRJEB506.WBPS10.annotations.gff3.gz>.
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Análises de enriquecimento e gene ontology para os genes com ortólogos em 
C. elegans foram realizadas por termos mais representados no WormBase 
(https://wormbase.org/tools/enrichment/tea/tea.cgi) e por teste de super-
representação no Panther 13.1 (geneontology.org) para C. elegans, com o 
uso de teste exato de Fisher e correção False Discovery Rate (FDR) para 
testes múltiplos.

1.7 Identificação de diferenciação genética entre as 
populações

SNPs foram identificados com SAMtools - mpileup (LI et al., 2009) e 
sincronizados com o script perl mpileup2sync.pl de PoPoolation2 (KOFLER; 
PANDEY; SCHLÖTTERER, 2011). A contagem mínima do alelo menor foi 
definida como 6, e as coberturas mínima e máxima foram definidas como 20 
e 200 por população, respectivamente. Frequências alélicas foram estimadas 
com snp-frequency-diff.pl em PoPoolation2. SNPs altamente diferenciados 
entre as populações do grupo controle e tratado foram identificados pelo cálculo 
da diferenciação genética (FST) pelo script fst-sliding.pl em PoPoolation2 
de acordo com Hartl; Clark (2007). SNPs fortemente diferenciados foram 
inspecionados com o teste Cochran-Mantel-Haenszel (https://sourceforge.
net/p/popoolation2/wiki/Tutorial/), que detecta mudanças consistentes 
nas frequências alélicas em várias réplicas biológicas, que, no caso deste 
trabalho, constituem as duas amostras (383 e 412).

O Pool-hmm (BOITARD et al., 2013) não pôde ser usado para a avaliação da 
diferenciação genética entre as populações de H. contortus em estudo, pois, 
apesar de o nematoide possuir 12 pares de cromossomos (REDMAN et al., 
2008), seu genoma de referência está montado em 23.862 Scaffolds.

1.8 Investigação in silico de metilação do DNA

A investigação da ocorrência de metilação do DNA em H. contortus foi 
realizada de acordo com as metodologias descritas por Gao et al. (2012) e 
Perfus-Barbeoch et al. (2014).
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Inicialmente, foi feita a busca in silico, por bioinformática, de genes ortólogos 
às DNA metiltransferases (DNMT) 1, 2 e 3 no genoma de H. contortus 
(taxid:6289), por meio de BLAST recíproco (BLASTp), para sequências 
proteicas não redundantes, considerando E-value < 10-5 e alinhamento de, 
no mínimo, 30% do tamanho da sequência. Para tanto, foram utilizados os 
IDs das sequências de DNMTs (Enter Query Sequence) descritas por Gao 
et al. (2012) e Perfus-Barbeoch et al. (2014) e também aquelas obtidas no 
UniProtKB (http://www.uniprot.org/) para outras espécies. 

A seguir, o grau de metilação do DNA em H. contortus foi calculado pela 
determinação da distribuição da razão CpG observada/esperada (CpGo/e) 
no transcriptoma. Para tanto, no banco público de expressed sequenced tags 
(EST) do NCBI (NCBI-dbEST) para H. contortus (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/nucest/?term=haemonchus+contortus), foram identificadas as ESTs do 
parasita que, em seguida, foram filtradas para as sequências com tamanho 
≥ 500 bp (500:5000[Sequence Length]; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/?
term=(Haemonchus+contortus%5BOrganism%5D)+AND+500%3A5000%5B
Sequence+Length%5D). A razão CpGo/e nessas sequências foi determinada 
no CpG Island Promoter Detection (CpGProD; http://doua.prabi.fr/software/
cpgprod). Para sequências maiores de 1.000 bp, o cálculo da razão CpGo/e 
foi feito no Sequence Manipulation Suite (http://www.bioinformatics.org/sms2/
cpg_islands.html), no EMBOSS Newcpgreport (http://www.ebi.ac.uk/Tools/
seqstats/emboss_newcpgreport/) e por meio da fórmula descrita por Shimizy; 
Takahashi; Tomita (1996), em que W corresponde ao número de nucleotídeos:

A distribuição das razões CpGo/e no transcriptoma de H. contortus foram 
analisadas no SAS por meio dos testes de normalidade e de Kolmogorov – 
Smirnov (K-S).
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2 Resultados e Discussão

2.1 Indução da resistência ao monepantel por introgressão 
gênica

Os resultados semanais de OPG para cada ovino hospedeiro das gerações 
de H. contortus durante a introgressão de genes de resistência ao monepantel 
estão apresentados na Figura 3. 

Figura 3. Contagem semanal de OPG nos ovinos hospedeiros das gerações (Isol. 
– isolado, Par. - parental, F1 e F2) de Haemonchus contortus durante a introgressão 
de genes de resistência ao monepantel. Resist.: isolado resistente: Sensiv.: isolado 
sensível; M: tratamento com monepantel; C: tratamento com closantel; *: coprocultura 
para obtenção de larvas L3 utilizadas nas etapas experimentais seguintes; Mr.Fs: 
machos do isolado resistente cruzados com fêmeas do isolado sensível; Ms.Fr: 
machos do isolado sensível cruzados com fêmeas do isolado resistente.

O procedimento para a introgressão de genes de resistência ao monepantel 
(Figura 3) levou 125 dias, contados a partir da data da infecção artificial dos 
animais destinados ao abate (07/06/2017) até a coleta de fezes dos animais 
sete dias após o tratamento com monepantel para a obtenção de larvas da 
população F2 do grupo tratado (10/10/2017), para posterior sequenciamento 
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genômico. Assim, trata-se de um procedimento demorado e trabalhoso, 
que requer abate e cirurgia de ovinos hospedeiros e, portanto, a busca por 
estratégias de substituição dessa metodologia por técnicas in vitro deve ser 
incentivada.

Como esperado, os valores de OPG começaram a aumentar na segunda 
semana após a infecção artificial por via oral com larvas L3 de H. contortus 
(Figura 3 – Isol., F1 e F2); e na primeira semana após a inoculação cirúrgica 
abomasal de larvas L4 (Figura 3 – Par.). 

O status de resistência ao monepantel do isolado Resistente Botucatu foi 
comprovado com a eficácia de 0% observada sete e 15 dias após o tratamento 
do animal 326 com Zolvix (Figura 3 – Isol.). Considerando que valores de 
eficácia abaixo de 90% indicam resistência anti-helmíntica (VERÍSSIMO et 
al., 2012), o sucesso da introgressão de genes de resistência ao monepantel 
em isolado susceptível e, por consequência, a viabilidade de utilização da 
geração F2 dos intercruzamentos para a detecção dos genes de resistência, 
foi comprovado pela reduzida eficácia observada para o monepantel sete 
dias após tratamento dos animais 383 (28,6% de eficácia), 387 (53,1%), 410 
(27,5%) e 412 (0%) (Figura 3 – F2). Essa variação fenotípica observada entre 
as populações de parasitas sugerem herança poligênica para a característica 
de resistência ao monepantel.

Como foi observado que os parasitas resistentes ao monepantel apresentaram 
sensibilidade ao closantel, os ovinos hospedeiros que retornaram ao rebanho 
ao final dos experimentos foram tratados com essa base química (Figura 3 – 
Par e F1) para a eliminação dos nematoides gastrintestinais resistentes. 

Antes das infecções artificiais, os hospedeiros foram tratados com triclorfone 
para a eliminação da infecção natural por nematoides gastrintestinais, que 
foi confirmada por pelo menos duas contagens de OPG. Mesmo com esse 
cuidado, dois animais apresentaram elevação de OPG antes de 18 dias 
após a infecção, ou seja, antes do tempo esperado para que as larvas L3 
atingissem a fase adulta e comecem a depositar ovos. Presumimos, então, 
que o tratamento pode não ter garantido a eliminação completa dos parasitas 
e, por esse motivo, grande atenção foi dada à classificação das larvas 
recuperadas após o abate tanto quanto ao sexo quanto ao estágio de L4, 
para posterior inoculação cirúrgica.
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2.2 Análises genômicas de H. contortus no modelo de 
resistência ao monepantel

2.2.1 Extração de DNA 

O DNA obtido de pool de 30.000 L3 de H. contortus das amostras Par._326R, 
Contr._412, Contr._383, Trat._410, Trat._412 e Trat._383 foi avaliado por 
eletroforese em gel de agarose (Figura 4) e quantificado em NanoDrop e em 
Qubit (Tabela 1). 

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etídeo de DNA 
genômico extraído de pool de 30.000 L3 de Haemonchus contortus. Amostras 1: 
Par._326R; 2: Contr._383; 3: Trat._383; 4: Contr._412; 5: Trat._412; 6: Trat._410. M: 
marcador de tamanho.
Fonte: Novogene (2018b). 
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Tabela 1. Quantificação em Qubit e avaliação de razão de absorbâncias em Nano-
Drop de amostras de DNA extraído de pool de 30.000 L3 de H. contortus.

Amostra Concentração
 (ng/µL) OD260/OD280

Par._326R 121 1,99
Contr._383 53,2 1,95
Trat._383 110 1,92

Contr._412 191 1,85
Trat._412 126 1,94
Trat._410 146 1,96

Fonte: Novogene (2018b).

O DNA para o sequenciamento genômico deve ser íntegro, puro e em 
quantidade adequada, conforme os seguintes critérios: OD260/OD280 > 1,8, 
concentração > 50 ng/mL e quantidade total de DNA > 1 µg. Apesar da leve 
contaminação proteica, em razão da extração com solvente orgânico sem 
purificação do DNA em membrana de sílica, e da moderada degradação do 
DNA na amostra Par._326R (Figura 4), as amostras passaram no controle 
de qualidade e foram consideradas adequadas para o sequenciamento. 
A extração de DNA com purificação em coluna de sílica foi testada com o 
QIAmp Mini Kit, mas não resultou em quantidade de DNA suficiente para o 
sequenciamento genômico (dados não apresentados).

2.2.2 Sequenciamento genômico do pool de larvas 

O controle de qualidade do sequenciamento evidenciou score Phred entre 
30 (Q30, taxa de erro de 0,1%) e 40 (Q40, taxa de erro de 0,01%) para as 
amostras (Figura 5).
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Figura 5. Distribuição da qualidade de sequenciamento. O eixo x mostra a posição 
da base dentro da read e o eixo y mostra o score Phred médio de todas as reads 
em cada posição. Os dados paired-end são apresentados juntos, com a primeira 
PE 150 bp para a read 1 e a seguinte para a read 2. A imagem maior refere-se à 
amostra Par._326R, e as imagens menores à direita referem-se, de cima para baixo, 
às amostras Trat._412, Trat._410, Contr._383, Trat._383 e Contr._412.
Fonte: Novogene (2018a).

Para as taxas de erro de sequenciamento, relacionadas à qualidade de 
base da sequência obtida, os valores obtidos (Figura 6) enquadram-se nas 
características esperadas para a distribuição de erros: 1) aumento da taxa de 
erro com o tamanho das reads devido ao consumo de reagentes, ao dano ao 
DNA alvo pela irradiação a laser e ao acúmulo de erros durante os ciclos de 
sequenciamento; 2) maior taxa de erro para as primeiras bases do que nas 
outras posições, refletindo os erros de leitura durantes os primeiros ciclos de 
calibração do instrumento.



24 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 43

Figura 6. Distribuição dos erros de sequenciamento. O eixo x mostra a posição da 
base dentro da read e o eixo y mostra a taxa média de erro de todas as reads em cada 
posição. Os dados paired-end são apresentados juntos, com a primeira PE 150 bp para 
a read 1 e a seguinte para a read 2. A imagem maior refere-se à amostra Par._326R, e 
as imagens menores à direita referem-se, de cima para baixo, às amostras Trat._412, 
Trat._410, Contr._383, Trat._383 e Contr._412.
Fonte: Novogene (2018a).

A filtragem dos dados brutos (223,8G) resultou em média 99,5% de dados 
limpos (222,7G; Tabela 2), indicando produção de quantidade suficiente de 
dados.
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Tabela 2. Dados de sequenciamento genômico de amostras de Haemonchus 
contortus.

Dados Par._326R Contr._383 Trat._383 Contr._412 Trat._412 Trat._410

Reads brutas 126566181 118161995 120073108 122832209 130421126 128426756

Dados brutos 38 G 35,4 G 36 G 36,8 G 39,1 G 38,5 G

Dados limpos 37,8 G 35,3 G 35,8 G 36,6 G 38,9 G 38,3 G

Cobertura 102,2 X 95,4 X 96,8 X 98,9 X 105,1 X 103,5 X

Efetivo 99,52% 99,47% 99,43% 99,43% 99,49% 99,49%

Erro 0,01% 0,01% 0,01% 0,01% 0,01% 0,01%

Q20 96,28% 96,13% 95,97% 95,92% 96,31% 96,53%

Q30 91,63% 91,19% 90,88% 90,87% 91,58% 92,02%

GC 43,33% 43,21% 43,2% 43,21% 43,25% 43,25%

Q20: porcentagem de bases com score Phred maior que 20; Q30: porcentagem de bases com score Phred 
maior que 30; GC: porcentagem de G e C no total de bases.

Fonte: Novogene (2018a).

As taxas de mapeamento na sequência de referência de H. contortus do 
isolado australiano McMaster (SCHWARZ et al., 2013) variaram de 54,95% 
a 55,49%, enquanto o mapeamento na sequência do isolado HMco3 (LAING 
et al., 2013) resultou em valores de 79,12% a 79,43% e cobertura de 64,54 a 
71,22X após alinhamento. Assim, o mapeamento na sequência de referência 
do isolado HMco3 foi utilizado nas etapas posteriores de anotação e detecção 
de polimorfismos. 

A quantidade e a anotação dos polimorfismos detectados no sequenciamento 
genômico das amostras de H. contortus estão apresentados nas Tabelas 3 
a 6. Para SNPs (Tabela 3), o número de transições variou de 6.147.368 a 
6.588.649; de transversões, de 3.258.139 a 3.521.627; a razão transição/
transversão, de 1,859 a 1,896; e a taxa de heterozigose, de 27,180% a 
29,176%. Para InDel (Tabela 4), o número total de inserções variou de 384.230 
a 406.965; de deleções, de 421.021 a 464.301; e a taxa de heterozigose, de 
2,109% a 2,164%. Para SVs (Tabela 5), nenhuma inserção foi detectada. 
Para as CNVs, que constituem um tipo de variação estrutural de deleção ou 
de duplicação no genoma, as informações estão descritas na Tabela 6.
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2.2.3 Investigação de genes associados à resistência ao monepantel

Em razão do grande volume de dados gerados e de polimorfismos identificados, 
a investigação de genes associados à resistência ao monepantel, apresentada 
no presente trabalho, foi restrita a SNPs e InDels.

Inicialmente, foram analisados os SNPs, detectados por FreeBayes, que 
apresentaram diferenças na base do alelo entre os grupos Controle e Tratado, 
resultando em 642.268 SNPs diferentes entre Contr._383 e Trat._383 e em 
686.157 SNPs diferentes entre Contr._412 e Trat._412, dos quais foram 
selecionados os 35.829 SNPs comuns a ambas as comparações (Tabela 7). 

Tabela 7. Número e anotação de SNPs diferentes entre grupos controle e tratado com 
monepantel nas amostras de Haemonchus contortus.

Anotação Contr. e
Trat._383

Contr. e
Trat._412

Contr. e Trat._
383 e 412

Upstream 32.846 35.489 3.923

Éxon 33.595 31.187 3.915

Íntron 211.945 225.809 24.291

Éxon/Splicing 2 5 1

Splicing 69 56 1

Downstream 30.052 30.495 3.389

Upstream/Downstream 2.347 2.471 309

Intergênico 331.412 360.645 38.874
Total 642.268 686.157 35.829

 Fonte: Novogene (2018a).

Para a análise de mutações candidatas funcionais, os 3.915 SNPs, comuns 
às comparações, detectados em éxons (Tabela 7) foram classificados em 
sinônimos (2.884), não sinônimos (845), stop gain (13), stop loss (7) e 
desconhecidos (166). Como os SNPs não sinônimos promovem modificação 
de aminoácidos nas proteínas, e os SNPs do tipo stop loss e stop gain alteram 
a terminação da transcrição e, portanto, o produto proteico, tais SNPs (865) 
foram considerados as potenciais mutações causais candidatas à resistência 
ao monepantel em H. contortus. Para esses SNPs, foram identificadas as 
proteínas codificadas e os genes ortólogos em C. elegans descritos no 
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WormBase, e foram excluídos os SNPs sem informações sobre proteínas 
(unknown, unnamed, predicted e hypotetical proteins) ou sem ortólogos, 
resultando em 576 SNPs (Tabela 8). 

Vale destacar o caráter multialélico dos SNPs em H. contortus (Tabela 8), 
pois muitos deles possuem até três diferentes alelos para o mesmo sítio 
polimórfico.
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A partir dos dados apresentados na Tabela 8, foram elencados como 
candidatos funcionais, SNPs em genes cujo mecanismo de ação já foi 
reportado como associado à resistência anti-helmíntica: transportadores ABC 
(Scaffold 956_posição 19519, 989_20813 e 2910_1978) e glicoproteína-P 
(Scaffold 7470_3293) (KERBOEUF et al., 2003; BLACKHALL; PRICHARD; 
BEECH, 2008; JAMES; HUDSON; DAVEY, 2009); além de proteínas que 
foram descritas no WormBase como afetadas por ivermectina (Scaffold 
249_139737), levamisol (Scaffold 5264_9552) e organofosforado (Scaffolds 
45_248916 e 250261, 65_68417, 68_70974, 260_87080, 546_50638 e 
50641, 948_22182, 1023_64045, 2825_33235, 4338_11670, 5264_9552 e 
7941_61). 

Além desses, foram detectados polimorfismos em genes codificadores de:

- Peptidases: A1 (Scaffolds 163_5518, 460_19929 e 21458, 692_12870 e 
12874, 771_99429 e 3467_2682), A22 (Scaffold 1540_16911), C1A (Scaffolds 
152_116179 e 534_53911), C13 (Scaffolds 33_86595 e 1037_71185), 
M1 (Scaffolds 160_171693 e 413_86571), M12A (Scaffolds 666_42601, 
1181_40152 e 1594_5495 e 5578), M13 (Scaffold 73_299842), M24 (Scaffolds 
540_109014 e 1540_35445 e 40968), M41 (Scaffold 2187_14778), S10 
(Scaffold 2933_8132 e 8141), S28 (Scaffold 1491_66092) e Serina (Scaffold 
3489_1305);

- Kinases (Scaffolds 94_60115, 138_13832 e 2296_4594), Serina/Treonina 
kinase (Scaffolds 331_123766, 1076_61293, 1918_45710, 3100_3041 e 
4053_16557), Tau-tubulina kinase (Scaffold 5409_9836) e Tirosina kinase 
(Scaffolds 104_69781, 842_35051 e 3197_3896);

- Fosfatases (Scaffolds 43_168868, 120_195543, 564_39249 e 39280, 
624_13736, 621_45404 e 3422_14469);

- Proteínas de canal: de cálcio (Scaffold 80_283126), sódio (Scaffolds 
1803_46807, 53429, 56813 e 57018 e 1922_1750), íon (Scaffold 321_52548) 
e cátion (Scaffold 2323_41148). 

Segundo Jex et al. (2011), as peptidases dos parasitas estão associadas à 
invasão ou degradação tecidual nos hospedeiros e à evasão ou modulação 
da resposta imune. Assim, essas proteínas em conjunto com as kinases, 
fosfatases, GTPases, transportadores e proteínas de canal, são alvos 



56 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 43

interessantes para drogas anti-helmínticas (JEX et al., 2011). Em relação 
aos canais de íons, polimorfismos em genes de canais de cloro direcionados 
por glutamato e por ácido gama-aminobutírico (GABA) já foram associados 
à resistência às lactonas macrocíclicas (BLACKHALL; PRICHARD; BEECH, 
2008; BEECH et al., 2011).

Além disso, em atenção ao objetivo deste trabalho de estudar a ocorrência 
de eventos epigenéticos em H. contortus e de sua relação com a resistência 
anti-helmíntica, destacam-se, dentre os polimorfismos identificados, SNPs 
em histona metiltransferase de lisina (Scaffold 2249_8494 e 8527), histona 
desmetilase (Scaffold 435_12807) e histona desacetilase (Scaffold 3171_9720 
e 9742) (Tabela 8).

Em razão da grande quantidade de SNPs identificados, foi utilizado o SnpEff 
para a redução do número de mutações candidatas e seleção das variantes 
de alto impacto. Foram identificadas 224 variantes de alto impacto na 
comparação entre Contr._383 e Trat._383; 240 variantes na comparação entre 
Contr._412 e Trat._412; e 24 variantes em comum nas duas comparações, 
para as quais foram buscados ortólogos em C. elegans no WormBase e para 
outras espécies por BLASTp (Tabela 9). 

Das 24 variantes detectadas no SnpEFF (Tabela 9), 10 já haviam sido 
descritas na Tabela 8; 10 haviam sido detectadas pela abordagem anterior, 
mas eliminadas da Tabela 9 por não haver descrição da proteína ou presença 
de ortólogos em C. elegans; e quatro são novas variantes. Dentre as 14 
variantes que não haviam sido elencadas anteriormente, destacam-se genes 
que codificam proteína transportadora de membrana do tipo ABC (Scaffold 
298_51551) e kinases (Scaffolds 797_75421 e 2632_2022) (Tabela 9), 
o que reforça os resultados obtidos anteriormente. Por outro lado, foram 
identificadas oito variantes de alto impacto em regiões para as quais não 
existem informações sobre as proteínas codificadas ou sobre os ortólogos 
em outras espécies (Tabela 9).
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2.2.4 Análises de enriquecimento

Análises de enriquecimento foram realizadas para os 327 ortólogos em C. 
elegans descritos na Tabela 8. Essas informações podem ser utilizadas para 
a compreensão dos mecanismos e das vias que o parasita H. contortus usa 
em resposta ao tratamento com monepantel e, assim, podem orientar a busca 
por novos alvos de fármacos.

Na análise de termos anotados mais representados no WormBase, em 
relação ao enriquecimento para tecidos, a partir de 297 genes válidos, 
o termo significativo (p<0,05) foi AVA (classe de neurônios dos corpos 
celulares situados no gânglio lateral adjacente ao neuropilo do anel nervoso), 
relacionado por gene ontology à regulação da locomoção. Esses achados são 
condizentes aos reportados por Kaminsky et al. (2008), de que os derivados 
AADs, incluindo o monepantel, afetam o movimento, além de afetarem o 
crescimento e a viabilidade em C. elegans, e promoverem defeitos durante 
as mudas e parada no crescimento em H. contortus. Ainda no WormBase, 
para gene ontology com 270 genes válidos, dentre os 8 termos significativos, 
destacou-se a atividade de peptidase (GO:0008233). Não foram encontrados 
termos enriquecidos para fenótipos com resultados significativos.

Os resultados de enriquecimento gene ontology realizados no Panther estão 
apresentados para componente celular (Figura 7), processo biológico (Figura 
8), função molecular (Figura 9) e classe de proteínas (Figura 10). 

Vale destacar as categorias de processos metabólicos e transporte, em 
processo biológico (Figura 8); ligação e atividade catalítica, em função 
molecular (Figura 9); e classe de proteínas de receptor acoplado à proteína-G 
(GPCR) (Figura 10), considerado um grupo proteico chave para ser alvo de 
novos terapêuticos anti-parasitários (JEX et al., 2011).
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Figura 7. Análise de enriquecimento gene ontology para componente celular a partir 
de genes de C. elegans ortólogos a genes associados à resistência ao monepantel 
em H. contortus.
Fonte: Panther (2018).

Figura 8. Análise de enriquecimento gene ontology para processo biológico a partir 
de genes de C. elegans ortólogos a genes associados à resistência ao monepantel 
em H. contortus.
Fonte: Panther (2018).
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Figura 9. Análise de enriquecimento gene ontology para função molecular a partir de 
genes de C. elegans ortólogos a genes associados à resistência ao monepantel em 
H. contortus.
Fonte: Panther (2018).

Figura 10. Análise de enriquecimento para classe de proteína a partir de genes de C. 
elegans ortólogos a genes associados à resistência ao monepantel em H. contortus.
Fonte: Panther (2018).
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2.2.5 Identificação de diferenciação genética entre as populações

No teste de Cochran-Mantel-Haenszel, foram identificadas 206 variantes 
significativas (P<0,001) e de alto impacto em comum nas comparações 
entre Controle e Tratado para as amostras 383 e 412. As variantes foram 
filtradas para 196 variantes em genes com descrição da proteína codificada 
e/ou da presença de ortólogos em C. elegans ou em outras espécies (Tabela 
10). Nessa análise (Tabela 10), além dos SNPs, foram detectadas InDels 
e, apesar de nenhuma das variantes ter sido identificada nas abordagens 
anteriores, algumas delas ocorreram em 13 dos genes listados previamente, 
incluindo peptidase M12A (Scaffold 666) e 7TM GPCR domain containing 
protein (Scaffold 2057).
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Como potenciais candidatos à resistência anti-helmíntica ou alvos de novas 
drogas, na abordagem diferenciação genética entre as populações (Tabela 10), 
podemos destacar: receptor nicotínico de acetilcolina, membro do grupo DEG-3 
like (Scaffold 872_63917); transportador de bicarbonato afetado pelo levamisol 
(Scaffold 86_261227); transportador de glutamato (Scaffold 143_28600); 
transportador ABC (Scaffold 281_90793); proteína afetada pelo levamisol (Scaffold 
787_55430); proteína de canal de cálcio (Scaffold 405_127586), sódio (Scaffold 
496_65407), íon (Scaffolds 2136_22309 e 3043_23789) e íon direcionado por 
neurotransmissor (Scaffold 2776_13523); proteína transmembrana (Scaffolds 
642_53564 e 2591_27892); receptor de glutamato acoplado à proteína G (Scaffold 
7264_4436); peptidases – A1 (Scaffold 614_12729), M1 (Scaffold 771_13097), 
M8 (Scaffold 66_289442), M12A (Scaffolds 453_121853 e 666_44255), M13 
(Scaffold 73_303701), M23 (Scaffold 214_125205) e S10 (Scaffold 266_150284); 
tirosina kinase (Scaffold 543_133556), hexokinase (Scaffold 1858_31210) e 
kinase de adesão focal (Scaffold 2176_42881); fosfatase (Scaffolds 86_172798, 
120_195149, 968_49816, 970_66147, 1000_10006, 1356_67688 e 67692 e 
1769_7245); e GTPase (Scaffold 102_178370).

Além das proteínas de canais, de transporte, das afetadas por anti-helmínticos, 
das kinases, das peptidases, das fosfatases e das GTPAses, cuja importância foi 
descrita previamente, o achado mais interessante nesta abordagem foi da variante 
SNP stop gain no receptor nicotínico de acetilcolina (nAChR) do grupo DEG-3 like. 
Kaminsky et al. (2008) identificaram o gene acr-23, pertencente ao grupo DEG-3 
de nAChR, como de maior contribuição para a resposta aos AADs em C. elegans; 
enquanto, para H. contortus, o gene des-2, também pertencente ao grupo DEG-
3, foi associado à resistência. Assim, descrevemos mais uma variante em gene 
do grupo DEG-3-like de receptores nicotínicos que pode estar relacionado à 
resistência ao monepantel em H. contortus. Além dessa variante, em busca por 
BLASTp, foi identificada uma variante em outro canal de íon direcionado por 
neurotransmissor (Scaffold 2776_13523).

Na base de dados de proteínas de H. contortus, também foram identificadas 
as seguintes proteínas associadas aos nAChR: Mutant acetylcholine receptor 
DES-2-like (Scaffold 1172_17733 a 24414, Gene ID HCOI00554700, Proteína 
ID CDJ84652.1) e Acetylcholine receptor monepantel-1 (Scaffold 6855_1641 a 
4240, Gene ID HCOI01754600, Proteína ID CDJ95672.1). Entretanto, em nossas 
análises, não foram identificados polimorfismos nessas regiões. Apesar disso, 
nas comparações entre polimorfismos nos grupos Controle e Tratado comuns 
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às amostras 383 e 412, foi encontrado um SNP sinônimo G>C,T no  Scaffold 
1172_23386, em região não exônica do gene DES-2-like. 

Nas análises de enriquecimento no Panther para os ortólogos em C. elegans 
apresentados na Tabela 10, destacaram-se, para função molecular, termos 
enriquecidos de atividade de canal de íon (GO:0005216), de transportador 
transmembrana (GO:0022857) e de transportador (GO:0005215); para processo 
biológico, transporte de íon (GO:0006811) e transporte (GO:0006810); para 
componente celular, membrana plasmática (GO:0005886); e para classe de 
proteína, canal de íon (PC00133) e transportador (PC00227).

Assim, houve concordância em genes, famílias proteicas e termos enriquecidos 
na comparação dos resultados obtidos entre as três abordagens (Tabelas 8 
a 10). Entretanto, nas abordagens que identificam as variantes de mais alto 
impacto (Tabelas 9 e 10), há favorecimento, principalmente, para as do tipo 
de SNP stop gain (SG), já que essas levam à terminação da transcrição e à 
formação de um produto proteico truncado ou incompleto.

2.2.6 Investigação in silico da ocorrência de eventos epigenéticos

A metilação do DNA, um dos eventos epigenéticos mais estudados, é regulada 
pela ação das enzimas DNA metiltransferases (DNMTs) dos tipos 1, 2 e 3, que 
promovem a adição de um grupamento metil à citosina, transformando-a em 
5-metil-citosina. Assim, para investigar a presença de metilação do DNA em H. 
contortus, foram feitas buscas in silico para proteínas ortólogas às DNMTs: 330 
buscas para DNMT1, 37 para DNMT2 e 34 para DNMT3. 

Foram identificadas duas sequências de DNMT2 (CDJ94056.1 e CDJ86861.1) 
em H. contortus (Tabela 11), e não foram encontrados resultados significativos 
para DNMT1 e DNMT3. Vale ressaltar que, nas buscas para DNMT1, foram 
identificadas duas sequências (CDJ97781.1 e CDJ89420.1 - Zinc finger 
domain containing protein) ortólogas a DNMT1-like em Orbicella faveolata 
(XP_020612302.1), mas com alinhamento de somente de 14% a 15% da 
sequência. Além disso, após BLASTp dessas sequências, foi observado que 
os alinhamentos com E-value mais significativos ocorreram para proteínas 
ortólogas à histona metiltransferase 2B, ou seja, uma metiltransferase de 
histonas e não de DNA. Assim, a DNMT2 parece ser a única DNA metiltransferase 
presente em H. contortus.
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O alinhamento BLASTp das duas sequências de DNMT2 detectadas em 
H. contortus (CDJ94056.1 e CDJ86861.1) às sequências disponíveis 
na base de dados levou à detecção de hits em 99 diferentes espécies 
(Figura 11). Dentre as espécies, destacam-se nematoides (Ancylostoma 
ceylanicum, A. duodenale, Ascaris suum, Brugia malayi, Necator americanus, 
Oesophagostomum dentatum, Pristionchus pacificus e Toxocara canis), 
moscas (Stomoxys calcitrans, Musca domestica, Drosophila melanogaster), 
abelhas (Apis mellifera), carrapatos (Ixodes scapularis), besouros, vespas, 
formigas, crustáceos (Daphnia pulex), borboletas, peixes (Danio rerio), fungos, 
roedores (Cavia porcellus, Octodon degus) e primatas (Homo sapiens).
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Figura 11. Blast tree gerada por BLASTp das sequências de DNMT2 CDJ94056.1 (A) 
e CDJ86861.1 (B) de Haemonchus contortus.
Fonte: árvore de distância gerada por BLASTp (2018).

(A)

(B)
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Além da busca por DNMTs ortólogas, outra abordagem in silico permite a 
determinação da ocorrência da metilação de DNA em organismos: a avaliação 
da distribuição da razão CpG observada/esperada (CpGo/e) no genoma. 
Isso se deve ao fato de que as citosinas metiladas são hipermutadas e 
desaminadas em resíduos de timina. Assim, ao longo do tempo evolutivo, 
as regiões metiladas dos DNA são depletadas em dinucleotídeos CpG de 
maneira que genomas metilados passam a apresentar distribuição bimodal 
das razões CpGo/e: com as regiões metiladas com baixa razão CpGo/e e as 
regiões não metiladas com alta razão CpGo/e (GAVERY; ROBERTS, 2010). 
Por conseguinte, em genomas não metilados, em que a desaminação de 
citosinas em timinas não ocorre, a distribuição das razões CpGo/e é unimodal.

Na literatura (GAVERY; ROBERTS, 2010; GLASTAD et al., 2011; FNEICH 
et al., 2013; PERFUS-BARBEOCH et al., 2014), essa análise da distribuição 
CpGo/e já foi utilizada para a predição, posteriormente confirmada com 
evidências experimentais, da ocorrência de metilação do DNA no genoma 
de diversas espécies. Como exemplos, podemos citar C. elegans e D. 
melanogaster que possuem genomas não metilados e conteúdo CpG 
unimodal normal; e A. mellifera, Acyrthosiphon pisum, Biomphalaria glabrata 
e Crassostrea gigas, que possuem genomas metilados e conteúdo CpG 
bimodal. 

Para a análise da distribuição CpGo/e em H. contortus, foram identificadas 
23.100 ESTs que, após filtragem para tamanho ≥ 500 bp, resultaram em 
10.940 sequências, seis dessas com tamanho superior a 1.000 bp. A análise 
da distribuição das razões CpGo/e (Figura 12) demonstrou distribuição normal 
ou unimodal das frequências, com moda de 1,207 e média de 0,912664. 
Essa distribuição unimodal do conteúdo CpGo/e sugere que o genoma de H. 
contortus é não metilado.
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Figura 12. Distribuição unimodal das razões CpG observada/esperada em 10.940 
ESTs do transcriptoma de Haemonchus contortus.

Assim, as observações obtidas no presente trabalho para H. contortus de 
ausência de DNMT1 e de DNMT3, presença exclusiva de DNMT2 e distribuição 
normal ou unimodal da razão CpGo/e no transcriptoma, são indicativas 
de que o genoma do parasita não é regulado pelo evento epigenético de 
metilação do DNA. Essas evidências in silico estão de acordo com o relato 
de que organismos que possuem somente a DNMT2, que funciona como 
metiltransferase de tRNA, possuem genomas não metilados (RADDATZ et 
al., 2013). 

Como resultados das análises in silico com o propósito de identificar DNMTs, 
também foram detectadas outras enzimas envolvidas na maquinaria de 
regulação epigenética de metilação de DNA e RNA e de modificações de 
histonas em H. contortus, como:

- DNMT4 (metiltransferase de tRNA): CDJ93297.1, CDJ89764.1 e 
CDJ87425.1.
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- Sirtuína: CDJ89623.1, CDJ96917.1 e CDJ82190.1.

- Proteínas associadas às DNMTs: CDJ96654.1, CDJ98025.1 e CDJ81806.1.

- Methyl-CpG binding domain (MBDs): CDJ84966.1.

- Histona desacetilase 1 e 2: CDJ90702.1, CDJ93182.1, CDJ90815.1, 
CDJ86287.1, CDJ92412.1 e CDJ85234.1.

- Histona metiltransferase: CDJ84092.1, CDJ88240.1 e CDJ82291.1 
(EZH2), CDJ83100.1, CDJ85784.1 e CDJ91851.1 (SETDB1), CDJ96968.1, 
CDJ91851.1, CDJ97197.1, CDJ89001.1, CDJ84839.1, CDJ84092.1, 
CDJ88240.1, CDJ80580.1 e CDJ92627.1 (SUV39H1).

- Polycomb EED: CDJ82446.1 e CDJ85044.1.

- Histona desmetilase (KDM1A): CDJ94444.1, CDJ85158.1, CDJ96928.1, 
CDJ93399.1 e CDJ97088.1.

- ATPases remodeladoras de cromatina (SWI/SNF): CDJ90060.1, 
CDJ90724.1, CDJ96560.1, CDJ96229.1, CDJ85174.1, CDJ87644.1, 
CDJ94436.1, CDJ84450.1, CDJ93575.1, CDJ93014.1, CDJ97554.1, 
CDJ98503.1, CDJ90551.1, CDJ92101.1, CDJ86552.1, CDJ84768.1, 
CDJ84646.1 e CDJ86722.1.

Apesar das evidências de ausência do mecanismo epigenético de metilação de 
DNA em H. contortus, há indícios da participação epigenética de modificações 
de histonas na regulação de eventos moleculares nesse parasita. Assim, 
apesar de o controle das mudas durante o ciclo de vida em H. contortus 
possivelmente não ser regulado por metilação de DNA, diferentemente do que 
foi reportado para T. spiralis (GAO et al., 2012), pode haver participação das 
modificações de histonas em sua regulação. Dessa maneira, novos estudos 
deverão ser realizados para elucidar o papel das modificações de histonas 
na fisiologia do parasita, assim como seu potencial como alvo terapêutico de 
drogas anti-helmínticas, como as que têm sido utilizadas para o controle da 
esquistossomose (PIERCE et al., 2012). 
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Conclusões
A investigação genômica da resistência ao monepantel em H. contortus 
permitiu a identificação, como candidatos, de genes que codificam subunidade 
de receptor nicotínico de acetilcolina, transportadores ABC, glicoproteína-P, 
proteínas afetadas por ivermectina, levamisol e organofosforado e proteínas 
de canal de íons. Além disso, foram identificadas peptidases, kinases, 
fosfatases e GTPases como potenciais alvo de drogas anti-helmínticas, 
assim como produtos de genes da maquinaria epigenética de modificações 
de histonas, incluindo metiltransferase, desmetilase e desacetilase. Em 
relação às vias sob seleção pelo monepantel, destacam-se as relacionadas 
aos processos biológicos de locomoção, atividade de peptidase, canais de 
íons, transportadores e receptores acoplados à proteína-G. Nos estudos 
de epigenética do parasita, evidências in silico da presença exclusiva de 
DNMT2 e da distribuição unimodal de conteúdo GC observado/esperado no 
transcriptoma, sugerem a ausência de metilação do DNA em H. contortus, 
no entanto, a identificação de polimorfismos gênicos e proteínas ortólogas 
evidencia a presença da maquinaria epigenética de modificação de histonas. 
Em conjunto, esses achados podem contribuir para a identificação de 
marcadores moleculares de resistência ao monepantel, assim como para a 
orientação de novos alvos de fármacos ou de genes para edição visando ao 
controle do parasita H. contortus em ovinos.
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