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Marcadores genéticos associados
a resisténcia aos parasitas
- 0 Projeto MERINOparasite

O projeto MERINOparasite pretende identificar marcadores genéticos associados a resisténcia
aos parasitas internos na raca Merina Branca, constituindo também uma oportunidade para
estudar as parasitoses dos ovinos em diferentes areas e a avaliar a resisténcia dos parasitas aos

anti-helminticos.
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1. A importancia dos parasitas
internos na producao ovina

Os problemas associados aos parasitas inter-
nos, particularmente aos parasitas gastroin-
testinais, podem causar danos irreversiveis
ou mesmo a morte do animal, perdas de pro-
ducao e outros prejuizos econémicos. Os ani-
mais com infe¢des massivas podem apresen-
tar diminuicdo do desempenho reprodutivo,
taxas de crescimento reduzidas e tornarem-
-se menos produtivos em geral, tanto em ter-
mos de producio de carne, como de leite e de
1a. Os ovinos sdo mais suscetiveis aos para-
sitas internos do que os outros animais, por
diversas razdes: as fezes, de pequenas dimen-
sOes, desintegram-se facilmente, promoven-
do a libertagcdo das formas parasitarias nas
pastagens. Os animais alimentam-se rente
a superficie do solo, resultando numa maior
oportunidade de ingestdo das larvas e ovos
de parasitas. Além disso, os ovinos demoram
a adquirir imunidade, sendo necessario cerca
de 10 a 12 meses para que os borregos desen-
volvam uma resposta imunitaria aos parasi-
tas. As ovelhas sofrem uma perda temporéaria
de imunidade durante a gestacdo, que s6 se
restabelece cerca de quatro semanas apés o
parto. A densidade elevada dos animais e o
repouso insuficiente dos pastos contribuem
para o aumento da incidéncia das parasito-

ses. Entre os varios parasitas que afetam os
ovinos, os nematodes (também conhecidos
como vermes redondos), sao os mais relevan-
tes. Estes vivem maioritariamente no tubo
digestivo (algumas espécies no sistema respi-
rat6rio), onde produzem ovos, que sio elimi-
nados com as fezes nas pastagens. Nos dias
ou semanas seguintes, dependendo das con-
dicGes de humidade e temperatura, os ovos
eclodem e libertam as larvas. Estas sobem
para o topo das ervas e sdo ingeridas pelos
animais. Nos climas temperados, os nemato-
des mais importantes sio Haemonchus con-
tortus (Figura 1) e Teladorsagia circumcinc-
ta (Figura 2). H. contortus vive no abomaso,
onde se alimenta do sangue do hospedeiro.
Para tal, perfura a parede do abomaso, cau-
sando perda de plasma e proteinas. Os sinais
clinicos mais comuns s3o anemia, particular-
mente visivel na palpebra inferior e papada
inchada (edema submandibular). A diarreia é
rara. A hemoncose é dificil de controlar, de-
vido ao ciclo de vida curto do parasita, aliado
a uma elevada prolificidade das fémeas, que
podem produzir até 10 00oo ovos por dia. A
patologia de T. circumcincta (teladorsagiose)
deve-se a resposta imunitaria desencadeada
pela presenca e desenvolvimento das larvas
nas glandulas do abomaso. Os sinais clinicos
incluem perda de peso, desidratacdo e diar-
reia intermitente. O sucesso deste parasita
esta relacionado com a capacidade de as suas
fases de vida livre se desenvolverem a baixas
temperaturas e o facto de as larvas poderem
passar o inverno no hospedeiro num estado
de dorméncia (hipobiose). O diagndstico dos
parasitas internos baseia-se em diferentes
métodos coproldgicos, que detetam fases es-
pecificas do ciclo de vida destes parasitas. A
contagem de ovos nas fezes (FEC - Fecal Egg
count) é o método mais utilizado para medir
a resisténcia/suscetibilidade aos parasitas
internos em ovinos. Animais com FEC mais
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Figura1- Haemonchus contortus na parede do abomaso
baixos sao considerados mais resistentes e ha
evidéncias que comprovam que esta caracte-
ristica é hereditaria.

2. A resisténcia aos anti-helminticos
Os anti-helminticos, utilizados na profila-
xia e tratamento das parasitoses, sio um dos
grupos de medicamentos veterindrios mais
utilizados a nivel mundial. No entanto, o fa-
cil acesso e a falta de orientagio adequada
levaram ao uso indiscriminado destes far-
macos, desfasado em relagdo as necessidades
reais. Os resultados das desparasitagdes sio
frequentemente parciais ou insuficientes,
obrigando a mais e novos tratamentos, o que,
a uma escala mundial, contribuiu para o de-
senvolvimento de resisténcias. Nos pequenos
ruminantes, a resisténcia anti-helmintica nos
nematodes ji é considerada um problema sé-
rio, estando documentada em todas as clas-
ses de anti-helminticos disponiveis no mer-
cado (benzimidazdis, imidazotiazdis e lacto-
nas macrociclicas). A utilizacdo massiva dos
anti-helminticos aumenta também o risco de
exposicio dos consumidores aos residuos po-
tencialmente nocivos destes medicamentos
nos alimentos de origem animal (carne, leite
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Figura 2 - Teladorsagia circumcincta. A - extremidade anterior, B — extremidade posterior (macho)

e derivados). As implicacoes deste problema
para a saide sdo pouco conhecidas.

3. Mudanca no paradigma

no controlo das parasitoses

— a selecao genética como
estratégia a longo prazo

A preocupacao com a resisténcia aos anti-hel-
minticos, os residuos nos produtos animais e
no solo e as restri¢des ao uso de firmacos nas
exploracdes organicas criaram a necessidade
de op¢des de controlo mais sustentaveis e es-
timularam a procura de alternativas. Presen-
temente, o controlo integrado dos parasitas
baseado na combinacgio estratégica de méto-
dos quimicos e ndao quimicos é considerado a
forma mais eficiente de controlar os parasitas
nos rebanhos. A selecdo genética dos ovinos
para uma maior resisténcia aos parasitas é
uma peca inovadora e fundamental neste con-
trolo e, provavelmente, a melhor estratégia a
longo prazo. Sabe-se hoje que algumas racas
de ovinos sio naturalmente mais resistentes
e resilientes aos parasitas internos do que ou-
tras e que, mesmo dentro da mesma raga, esta
caracteristica é mais evidente nuns animais
do que noutros. Sendo a resisténcia aos para-
sitas hereditaria, é expectavel que os efeitos
da selecido genética sejam permanentes. A
selecdo genética pode ser realizada de forma
classica, através do refugo dos animais per-
sistentemente mais parasitados e utilizagcao
dos machos e fémeas mais resistentes para

a reproducdo. A resisténcia pode ser medida
com ajuda de algumas caracteristicas obser-
vaveis nos animais, que se traduzem nos cha-
mados marcadores fenotipicos. O marcador
mais utilizado é a contagem de ovos nas fezes
(FEQ), esperando-se que a reproducao seleti-
va de animais com FEC mais baixos aumente
aresisténcia do hospedeiro nas geracdes sub-
sequentes (Saddiqi et al., 2012). No entanto, a
selecao classica para esta caracteristica é de-
morada e s30 necessarios niveis significativos
de infecdo para detetar diferencas. Acresce
que a FEC nio deve ser utilizada como tnica
medida, uma vez que nao representa todas as
vias envolvidas na resisténcia. A falta de da-
dos fidveis de pedigree dificulta os métodos
classicos de selecao nos sistemas de producio
de ovinos, especialmente em exploracdes de
baixos recursos, com cobri¢dao natural utili-
zando varios machos e partos durante todo o
ano. Por outro lado, existem outras variaveis,
incluindo as diferentes espécies de parasitas,
fatores individuais e ambientais, que podem
influenciar a resisténcia em condigdes de
campo e que, idealmente, deveriam ser con-
siderados na analise dos dados. A informagao
epidemioldgica sobre as espécies de parasitas
em ovinos em Portugal é, no entanto, limita-
da. Considerando estas dificuldades, a sele-
¢3o de animais resistentes seria muito mais
facil de realizar se baseada em estimativas
indiretas, tais como marcadores genéticos
associados com a resisténcia ao parasitismo.
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4. A importancia

da raca Merina Branca

Com a tomada de consciéncia dos varios pro-
blemas que podem influenciar a qualidade e
seguranca dos produtos alimentares, os con-
sumidores passaram a ser mais exigentes, va-
lorizando hoje produtos cuja origem e modo
de producio sao conhecidos. Cada vez mais,
os modos de producio tradicionais, com ali-
mentacio natural, livre de quimicos e respei-
tando o bem-estar animal, sio sinénimos de
qualidade e os produtos obtidos desta forma
sdo considerados mais saudaveis. Neste con-
texto, as racas autdctones ganharam relevo
e passaram a ser promovidas no quadro das
politicas de desenvolvimento rural. A raca
Merina Branca (Figura 3) é a raga ovina au-
toctone mais representativa em Portugal. Es-
tes animais sdo conhecidos pelo seu notavel
potencial de producio de carne, excelente
adaptacio, longevidade e resisténcia natural
as doengas. O seu modo de producio susten-
tavel, com uma utilizacio eficiente das forra-
gens, proporciona uma melhor nutricio aos
borregos, fortalecendo o seu sistema imunita-
rio e contribuindo para a resisténcia natural
aos parasitas e outros agentes patogénicos. O
projeto MERINOparasite pretende tirar par-
tido das caracteristicas da raca, pesquisando a
presenca de marcadores genéticos com poten-
cial uso na reproducio seletiva dos animais
mais resistentes aos parasitas. A identificacao
destes marcadores permitird criar animais
mais resistentes e saudaveis, reduzindo a ne-
cessidade de anti-helminticos e outros inputs
externos, contribuindo assim para uma pro-
ducio mais sustentavel e competitiva.

5. O projeto MERINOparasite

AMe O projeto MERINO-
, s parasite, constitui uma
g Parasite parceria entre o Insti-
tuto Nacional de Investigacio Agraria e Veteri-
naria (INTAV), a Faculdade de Medicina Vete-
rinaria da Universidade de Lisboa (FMV-UL) e
a Associacao Nacional de Criadores de Ovinos
da Raca Merina (ANCORME). O projeto rece-
beu a aprovagao da Fundacao para a Ciéncia e
Tecnologia (PTDC/CVT-CVT/28798/2017) e
iniciou-se em outubro de 2018.

5.1. Ambito e objetivos do projeto
Identificacdo de marcadores genéticos
associados a resisténcia aos parasitas
internos

O principal objetivo do projeto é identificar
marcadores genéticos associados a resistén-
cia aos parasitas internos na raca Merina
Branca com potencial aplicacio no melho-
ramento genético. Pretende-se comparar os
gendtipos de animais resistentes e susceti-
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Figura 3 - Ovinos da raga Merina Branc:

veis, para identificar variantes genéticas que
estio associadas a resisténcia e que poderao
ser utilizadas em futuros programas de sele-
¢ao gendmica, aplicados numa o4tica de me-
lhoramento animal de precisdao. Dado que
multiplos genes poderio estar envolvidos no
mecanismo de resisténcia, os estudos de as-
sociacao genética requerem a analise de um
grande nimero de marcadores genéticos e a
avaliacdo de vérias caracteristicas fenotipi-
cas. Contudo, é aqui que muitos dos estudos
prévios apresentam falhas, ao considerarem
apenas um ndmero reduzido de marcadores
genéticos e a sua possivel associacio com ca-
racteristicas de resisténcia. Para ultrapassar
estas limitacGes, propomos uma metodologia
inovadora, baseada na tecnologia Illumina
OvineHD BeadChip recentemente disponi-
vel, que permite analisar a variacio genética
em mais de 600 0oo marcadores SNP (varia-
¢oes na sequéncia de DNA que afetam uma
Unica base, do inglés Single Nucleotide Poly-
morphism) no genoma ovino. A associagio
entre o fen6tipo e gendtipo serd determinada
através de estudos de associagdo do genoma
inteiro, conhecidos como estudos GWAS (do
inglés Genome-Wide Association Studies) e
utilizarda um amplo conjunto de marcadores
fenotipicos, nomeadamente a FEC, indices de
anemia medidos com a escala de cor FAMA-
CHAZ®, peso corporal e parimetros hematold-
gicos e bioquimicos (hemograma, proteinas
totais, albumina, AST, ALT).

Estudo epidemioldgico das parasitoses

na raca Merina Branca

Este projeto constitui uma excelente oportu-
nidade para estudar as espécies parasitarias

que afetam os ovinos em diferentes areas
agroclimaticas. O conhecimento da epide-
miologia das diferentes parasitoses, em parti-
cular a sua prevaléncia, distribuicdo geogra-
fica, fatores de risco associados a exploragao
e a condicdes edafoclimaticas, permitird mo-
delar espacialmente as zonas de risco para a
ocorréncia de determinados parasitas. Esta
informagao é essencial no controlo integrado
das parasitoses, ajudando a prever o melhor
momento para a administracio dos firmacos
antiparasitarios e/ou ado¢ao de medidas de
maneio, permitindo assim uma gestao mais
racional dos tratamentos antiparasitarios.

Avaliacdo da resisténcia dos parasitas

aos anti-helminticos

Apesar daresisténcia aos benzimidazdis (BZ)
ser um problema em ruminantes reconheci-
do mundialmente, sobretudo em ovinos, nao
existem dados em Portugal. A resisténcia ao
BZ em certas espécies de nematodes esta cor-
relacionada com trés SNP no gene da beta-
-tubulina (Ramiinke et al., 2016). Este projeto
permitird pesquisar a resisténcia aos BZ em
dois dos parasitas mais patogénicos em ovi-
nos, H. contortus e T. circumcincta. A deter-
minagio da resisténcia aos BZ seré feita por
pirossequenciacio do genoma parasitario,
em colaboracdo com o Instituto de Parasito-
logia e Medicina Veterinaria Tropical da Uni-
versidade de Berlim.

Equipa do projeto

Para alcangar os objetivos propostos, o pro-
jeto conta com uma equipa multidisciplinar.
No INTAYV, a equipa é composta por parasi-
tologistas e investigadores especializados em
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filogenética e genética comparativa. A equipa
da FMV-UL inclui investigadores com expe-
riéncia na identificacdo de marcadores gené-
ticos associados a caracteristicas de produ-
¢30 e qualidade e em estratégias de melhora-
mento genético em ruminantes, assim como
epidemiologistas com experiéncia em anli-
se de risco, andlise espacial e modelagem de
doencas dos animais. A ANCORME, dedica-
da ao registo e melhoramento das ragcas Me-
rina Branca e Merina Preta, ira estabelecer a
ligacdo crucial entre o laboratério e o campo,
assegurando a comunicacio dos objetivos e
atividades do projeto aos criadores e acom-
panhando a recolha de amostras.

Alinhamento com os dominios prioritarios
nacionais e regionais da estratégia

de investigacdo e inovacao parauma
especializacao inteligente

A identificacdo de marcadores genéticos de
resisténcia na raca Merino Branca e o conhe-
cimento das interacGes parasita-hospedeiro-
-ambiente contribuirdo para uma utilizacio
mais sustentidvel dos recursos naturais no
melhoramento da saide animal. Espera-se,
assim, reduzir os custos e diminuir a resistén-
cia aos medicamentos e os residuos nos pro-
dutos derivados dos animais, proporcionando
alimentos mais seguros e mais atrativos para
os consumidores. O projeto estd em linha
com os dominios prioritirios da estratégia
de investigacdo e inovagdo para uma espe-
cializacdo inteligente nacionais e regionais,
nomeadamente no que respeita a utilizacio
mais eficiente dos recursos naturais, a pro-
mocao de sistemas de producao tradicionais
relevantes para o meio ambiente, a protecio
da biodiversidade e a producdo de alimentos
mais saudaveis, seguros e sustentaveis, crian-
do condi¢des para uma maior competitivida-
de no mercado e na cadeia de valor. ©
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