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Impacto potencial desta pesquisa

Esta pesquisa beneficia a sociedade ao promover uma pecuaria mais sustentavel e
produtiva. O estudo de genes de resisténcia a babesiose fornece bases para o
melhoramento genético assistido, visando reduzir a necessidade de tratamentos e a
mortalidade animal. Resultando em alimentos mais seguros, maior bem-estar animal

e eficiéncia no setor.

Potential Impact of this Research

This research benefits society by promoting more sustainable and productive
livestock farming. Studying genes related to babesiosis resistance provides the
foundation for future genetic breeding, aiming to reduce the need for chemical
treatments and prevent animal loss. This results in safer food, improved animal

welfare, and greater efficiency in the sector.
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INFLUENCIA DA COMPOSIGAO GENETICA E DOS PERFIS .
MOLECULARES EM BOVINOS ANGUS E MESTICOS NA RESISTENCIA A
INFECCAO NATURAL POR Babesia spp.

RESUMO - A babesiose, causada principalmente por Babesia bovis e Babesia
bigemina, representa um desafio significativo para a pecuaria, especialmente
considerando que a maioria dos bovinos em regides tropicais e subtropicais
esta constantemente exposta a infeccdo por esses parasitas por meio da
presenca de carrapatos Rhipicephalus microplus. A utilizacao de racas taurinas
nessas regides enfrenta o desafio da alta suscetibilidade desses animais as
doengas transmitidas por carrapatos, logo, programas de cruzamento entre
racas zebuinas e taurinas buscam aumentar a heterose, favorecendo
resisténcia a parasitas e adaptacao a climas tropicais. Diante disso, o presente
estudo teve como objetivos principais avaliar o impacto de uma pequena
proporcdo de genética zebuina na resisténcia dos animais mestigos
(Ultrablack) e analisar o perfil transcricional do sangue de bezerros Angus
puros e mesticos naturalmente infectados, identificando genes e vias bioldgicas
associadas a diferentes niveis de resisténcia. E como objetivos especificos
analisar os niveis de infeccdo por Babesia spp. utilizando gPCR, a infestacéo
por carrapatos, os titulos de anticorpos especificos contra B. bovis e B.
bigemina em bezerros Angus e Ultrablack criados em ambiente tropical no
Brasil, utilizando ELISA. No capitulo 2 foram estudados os niveis de infeccao
em bezerros Angus (100% taurinos, n = 17) e Ultrablack (~82% taurinos e 18%
zebuinos, n = 14) avaliando-se a influéncia da composi¢cdo genética na
resisténcia de bovinos frente a infecgdo natural por Babesia spp. Durante 13
avaliagdes realizadas entre novembro de 2021 e abril de 2022, foram
analisadas as cargas de DNA de B. bovis e B. bigemina e os niveis de
anticorpos 1gG especificos. Os resultados mostraram que, embora n&o
houvesse diferengas significativas nos titulos de IgG entre os grupos, os
bezerros Ultrablack apresentaram niveis de DNA significativamente maiores,
indicando que a baixa proporgcdo de genética zebuina nao foi suficiente para
conferir maior resisténcia a babesiose. Esses achados sugerem que maiores
propor¢cdes de genética zebuina ou outros fatores podem ser necessarios para
reduzir a suscetibilidade a infecgcado, fornecendo base para futuras pesquisas
sobre melhoramento genético visando resisténcia a babesiose bovina. No
capitulo 3 foram utilizados dez bezerros, sendo cinco Angus (100% taurino) e
cinco mestigos (~82% Angus e 18% Zebu). Em dois momentos distintos, foram
coletadas amostras de sangue para posterior extragdo de DNA e RNA de
animais sem infeccdo por B. bovis (numero de copias (NC) de DNAlog, NC = 0)
e com infeccdo (NC = 2), onde as amostras de DNA foram utilizadas para
quantificacdo do numero de copias de B. bovis por PCR quantitativo,
permitindo a identificacdo de animais infectados e nao infectados e as
amostras de RNA provenientes de 10 animais (numero total de amostras
coletadas em dois momentos, n= 20; 10 no momento sem infeccédo e 10 no
momento pos-infecgao) foram analisadas por RNA-Seq. Devido a diferenca de
idade entre os grupos, cada grupo genético foi analisado separadamente. No
grupo mestico, foram identificados 40 genes diferencialmente expressos (FDR



< 0,05; fold change log < -2,0 ou = 2,0), sendo 24 super expressos e 16 menos
expressos apos a infecgdo. A analise de anotac&o génica revelou diversas vias
biolégicas, incluindo interacbes de proteinas virais com citocinas e seus
receptores, interagbes citocina-receptor (reguladas negativamente) e
sinalizagdo de IL-17 e quimiocinas (reguladas positivamente). Os resultados
fornecem uma visédo exploratéria dos mecanismos transcricionais envolvidos na
resposta a babesiose bovina em animais mesticos Angus x Zebu. A
identificacdo de vias imunoldgicas, especialmente IL-17 e sinalizagdo de
quimiocina, destaca potenciais alvos para estudos futuros sobre resisténcia a
B. bovis e contribui para investigacbes voltadas a compreenséo da interagéo
hospedeiro-parasita.

Palavras-chave: hemoparasitose, infec¢ao, perfil transcricional, Riphicepalus
microplus, Taurino
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INFLUENCE OF GENETIC COMPOSITION AND MOLECULAR
PROFILES IN ANGUS AND CROSSBRED CATTLE ON RESISTANCE TO
NATURAL INFECTION BY Babesia spp.

ABSTRACT - Babesiosis, primarily caused by Babesia bovis and Babesia
bigemina, represents a significant challenge for the livestock industry, especially
considering that most cattle in tropical and subtropical regions are constantly
exposed to infection by these parasites through the presence of Rhipicephalus
microplus ticks. The use of taurine breeds in these regions faces the challenge
of high susceptibility to tick-borne diseases; therefore, crossbreeding programs
between Zebu and Taurine breeds aim to increase heterosis, favoring parasite
resistance and adaptation to tropical climates. In this context, the primary
objectives of this study were to evaluate the impact of a small proportion of
Zebu genetics on the resistance of crossbred animals (Ultrablack) and to
analyze the blood transcriptional profile of naturally infected purebred Angus
and crossbred calves, identifying genes and biological pathways associated
with different resistance levels. Specific objectives included analyzing Babesia
spp. infection levels using qPCR, tick infestation, and specific antibody titers
against B. bovis and B. bigemina in Angus and Ultrablack calves raised in a
tropical environment in Brazil using ELISA. In Chapter 2, infection levels were
studied in Angus (100% taurine, n = 17) and Ultrablack (~82% taurine and 18%
zebu, n = 14) calves, evaluating the influence of genetic composition on bovine
resistance to natural infection by Babesia spp. During 13 evaluations conducted
between November 2021 and April 2022, B. bovis and B. bigemina DNA loads
and specific IgG antibody levels were analyzed. The results showed that,
although there were no significant differences in IgG titers between the groups,
the Ultrablack calves presented significantly higher DNA levels, indicating that
the low proportion of Zebu genetics was not sufficient to confer greater
resistance to babesiosis. These findings suggest that higher proportions of
Zebu genetics or other factors may be necessary to reduce susceptibility to
infection, providing a basis for future research on genetic improvement aimed at
resistance to bovine babesiosis. In Chapter 3, ten calves were used: five Angus
(100% taurine) and five crossbred (~82% Angus and 18% Zebu). At two distinct
time points, blood samples were collected for subsequent DNA and RNA
extraction from animals without B. bovis infection (DNA copy number (CN) log,
CN = 0) and with infection (CN = 2). DNA samples were used to quantify the
number of B. bovis copies via quantitative PCR to identify infected and
uninfected animals. RNA samples from 10 animals (totaling 20 samples
collected across two time points: 10 at the uninfected stage and 10 at the post-
infection stage) were analyzed by RNA-Seq. Due to the age difference between
the groups, each genetic group was analyzed separately. In the crossbred
group, 40 differentially expressed genes (FDR < 0.05; log fold change < -2.0 or
= 2.0) were identified, with 24 upregulated and 16 downregulated after infection.
Gene annotation analysis revealed several biological pathways, including viral
protein interactions with cytokines and their receptors, cytokine-cytokine
receptor interactions (downregulated), and IL-17 and chemokine signaling
(upregulated). These results provide an exploratory view of the transcriptional
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mechanisms involved in the response to bovine babesiosis in Angus x Zebu
crossbred animals. The identification of immunological pathways, especially IL-
17 and chemokine signaling, highlights potential targets for future studies on
resistance to B. bovis and contributes to investigations aimed at understanding
host-parasite interactions.

Keywords: Hemoparasitosis, infection, transcriptional profile, Rhipicephalus
microplus, taurine



CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

1. INTRODUGAO

As doencgas infecciosas podem representar uma grande ameaga a
pecuaria em todo o mundo (Doeschl-Wilson et al., 2021). O desenvolvimento e
a transmissdao de hemoparasitas por carrapatos vetores € um fendmeno que
ocorre juntamente com o ciclo de alimentagdo do carrapato. A infec¢ao inicial
no carrapato ocorre nas células epiteliais do seu intestino médio e apds o
desenvolvimento e multiplicagdo dos parasitas nas glandulas salivares pode
ocorrer a transmissdo quando este se alimenta (Kocan, 1995).

A Tristeza Parasitaria Bovina (TPB) € um complexo de doengas formado
pelos protozoarios Babesia bovis e B. bigemina e a rickettsia Anaplasma
marginale. Nos bovinos, ambas as espécies de babésias sdo transmitidas
exclusivamente pelo carrapato Rhipicephalus microplus, sendo, portanto,
consideradas doengas endémicas em regides onde o carrapato bovino esta
presente (Bock et al., 2004). No Brasil a babesiose ocorre em grande parte do
territorio nacional (Pupin et al., 2019; Henker et al., 2020) sendo relatado na
literatura diversos surtos da doenga em determinadas épocas do ano (Canever
et al., 2014).

Os prejuizos econdémicos gerados pelos agentes infecciosos causadores
da TPB, sdo de grande importancia para a industria pecuaria de regides
tropicais e subtropicais do mundo (Barros et al., 2005). Grisi et al. (2014),
relataram que os prejuizos diretos e indiretos causados pelas infestagdes por
R. microplus foram estimados em 3.24 bilhdes de ddlares. Sendo os custos
referentes as babesioses e anaplasmose ndo apenas a mortalidade de
animais, abortos, perda na producéo de leite/carne, mas também nas medidas
de controle como: tratamentos acaricidas, compra de vacinas e protocolos
terapéuticos para tratamento dos animais doentes (Bock et al., 2004).

Segundo Waal e Combrick (2006), em areas endémicas, o carrapato é
mais dificil de ser controlado, além do custo elevado empregado nos métodos
de seu controle. De acordo com esses autores, a TPB pode ser controlada pela
erradicacao de carrapatos ou pela manutencdo de seus numeros baixos para

que grandes surtos ndo ocorram. Contudo, estudos mais recentes realizados



por Giglioti et al. (2016; 2018) demonstraram que a variagdo dos niveis de
infeccdo por hemoparasitas ndo dependem dos niveis de infestacdo de
carrapatos nos bovinos. Além disso, um manejo intensivo do carrapato para o
controle indireto da doenca podera promover o desenvolvimento da resisténcia
parasitaria desse vetor (Jonsson et al., 2000; Mekonnen et al., 2002).

As Babesias podem causar infecgdes agudas e persistentes em bovinos
adultos sem exposicao prévia ao agente infeccioso, sendo a doenga em forma
mais grave e maior taxa de mortalidade associada a infecgdo por B. bovis. No
caso de animais jovens ja foi verificado que estes apresentam maior resisténcia
a infecgao por B. bovis quando comparados a bovinos adultos, estando essa
resisténcia relacionada ao sistema imunolégico desses animais (Brown et al.
2006).

Dentre os fatores que estdo associados aos surtos dessa doencga séo o
desenvolvimento crescente da resisténcia a acaricidas, assim como a
disseminagao de carrapatos infectados e as condi¢des climaticas favoraveis
em areas que normalmente sdo livres desses hemoparasitas (Waal &
Combrick, 2006).

Estudos referentes a resisténcia ou suscetibilidade de bovinos a
babesiose tem sido relatados em literatura. Em relagao a infeccéo por B. bovis,
0s animais zebuinos se mostraram mais resistentes quando comparados aos
animais taurinos (Zwart e Brocklesby, 1979; Bock et al. 1997; Bock et al.,1999).
Benavides e Sacco (2007) identificaram trés fenotipos: resistente, intermediario
€ animais suscetiveis ao desafiar bovinos sem contato prévio com B. bovis,
contudo, 0s genes responsaveis por essa variagdo nado sao conhecidos.
Embora, estudos ja tenham avaliado a possibilidade de realizagdo de selegao
fenotipica, e mais recentemente, de selecdo genbémica para resisténcia de
carrapatos (Porto-Neto et al., 2011; Cardoso et al. 2015; Mapholi et al., 2016),
nao ha estudos focados para selecao de resisténcia a babesiose.

O sequenciamento total do RNA (RNA-Seq) € uma ferramenta de
analise precisa e abrangente de loci expressos dentro de células e tecidos
(Mortazavi et al., 2008), fornecendo uma imensa quantidade de novas
informagdes sobre expressdo génica, estrutura de transcricdo, funcdo e
regulacdo em nivel de todo transcriptoma (Weikard et al., 2015). Em relagao ao

uso do RNA-seq para estudos de transcriptoma utilizando amostras de RNA de



sangue de bovinos relacionados as infestagdes por carrapatos e infec¢des
causadas por este carrapato vetor, ndo ha em literatura trabalhos envolvidos
nessa linha de pesquisa. Diante disso, por meio dos dados obtidos pelo
transcriptoma de amostras de RNA extraidas do sangue de bovinos infectados
naturalmente por B. bovis, espera-se identificar genes diferencialmente
expressos relacionados a resisténcia a infeccbes por esse hemoparasita.
Nesse contexto, a hipotese central é que a pequena proporgdo de genética
zebuina proporcione um aumento na resisténcia dos animais mesticos; assim,
bezerros Ultrablack apresentariam menores niveis de infestagao por carrapatos
e menor carga parasitaria de B. bovis (detectada via gqPCR) do que bezerros
Angus. Adicionalmente, espera-se que existam diferengas significativas no
perfil de expressao génica entre os dois grupos, permitindo a identificacao de
genes e vias biolégicas especificas ligadas a resposta frente a infecgdo desses
animais.

Com a possibilidade da selecdo de bovinos de racgas taurinas ou
cruzamentos para a resisténcia a babesiose, sera possivel facilitar o controle
desta doenca, e consequentemente, estimular criadores a aumentarem a

produgao dos seus rebanhos ao utilizarem animais mais produtivos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Resisténcia dos bovinos a babesiose

Com ampla distribuigdo geografica, a Babesia bigemina e a B. bovis s&o
detectadas em paises de regides tropicais e subtropicais, como Ameérica
Central e do Sul, Australia, Asia, Africa e sul da Europa, apresentando
prevaléncia elevada, estimada em 22% e 20%, respectivamente (Jacob et al.,
2020).

Todos os parasitas do género Babesia podem levar a um quadro de
anemia, porém a Babesia bovis possui inicio rapido e as infec¢des primarias
geralmente s&o fatais, isso em razdo de seu potencial de viruléncia ser maior
em comparacdo as demais espécies, sendo resultante do sequestro de
eritrocitos infectados para o endotélio dos microcapilares de o6rgaos vitais,

podendo levar a uma sindrome de choque hipotensivo, disfuncdo ou



insuficiéncia cerebral, renal e pulmonar (Wright e Goodger, 1988; Clark e
Jacobson, 1998; Schetters e Eling, 1999; Brown et al., 2006).

A intensidade com que a babesiose bovina se manifesta pode depender
de alguns fatores, como idade, genética e condigdo imunoldgica dos animais,
além da viruléncia especifica das cepas de Babesia envolvidas (Bock et al.,
2004 ; Schnittger et al., 2012 ).

Do ponto de vista do sistema imunoldgico, a resposta adaptativa contra
as babesias é subdividida em imunidade celular e humoral (Benavides et al.,
2006). Como as babesias infectam apenas eritrécitos, a resposta imune
adaptativa a infecgdo subsequente e protecdo contra doenca clinica é
dependente da apresentacdo de antigenos do parasita por células
apresentadoras de antigeno para linfécitos T CD4 +.

Os animais que sobrevivem a infeccdo por B. bovis, naturalmente ou
apés o tratamento medicamentoso, podem permanecer persistentemente
infectados e resistentes a doenga clinica (Brown et al., 2006). Além disso, os
animais jovens sao mais resistentes ao desenvolvimento da forma clinica grave
da doenga em comparagado aos animais adultos (Trueman e Blight, 1978; Goff
et al., 2001). Isso em razado dos animais jovens resistentes a infecgao por B.
Bovis expressarem anteriormente e em niveis superiores a Interleucina 12 (IL-
12), IFN-y e ON (6xido nitrico), quando comparados com bovinos adultos
infectados (Goff et al., 2001; Brown et al. 2006). A interleucina IL-12 é
sintetizada por macrofagos, células dendriticas e células B, na qual estimula a
atividade de células com perfil Th1, por meio da sintese de IL-2 e do Fator de
Necrose Tumoral alfa (IFN-a), potencializando a proliferagdo e a citotoxicidade
das células T e Natural Killer (NK) (Tizard, 2008). Assim, a IL-12 atua como
fator de diferenciacdo sobre as células T CD4+ para um padrdo de resposta
imunoldgica do tipo Th1.

O uso de animais Bos taurus taurus e seus cruzamentos com Bos taurus
indicus, esta cada vez mais frequente no Brasil. Alguns estudos realizados
(Wheeler, Cundiff e Koch 1994; Lages et al., 2012) demonstraram que algumas
caracteristicas relacionadas a qualidade de carne, como maciez e grau de
marmoreio, sao superiores em animais B. t. taurus e suas cruzas com B. t.
indicus, quando comparados com animais B. t. indicus puros. Animais zebuinos

sao mais resistentes a infestagdes por R. microplus quando comparados aos



bovinos taurinos (Wambura et al., 1998; Porto-Neto et al., 2011; Jonsson et al.,
2000; Biegelmeyer et al., 2015). Diante disso, o cruzamento entre zebuinos e
taurinos visa melhorar a produtividade e a eficiéncia dos rebanhos.

Com base em dados fenotipicos, Benavides e Sacco (2007) utilizaram
animais provenientes de uma regidao considerada livre de carrapatos e os
avaliaram quanto ao comportamento frente a infeccao artificial por B. bovis. Os
resultados obtidos demonstraram a existéncia de variacdo fenotipica para B.
bovis nos animais estudados (suscetiveis, intermediarios e resistentes);

contudo, o estudo utilizou apenas animais B. t. taurus e dados fenotipicos.

2.2. Métodos para deteccao e quantificagao de hemoparasitas

Um método direto, considerado de baixo custo e de facil execucao para
a identificacdo do hemoparasita nos eritrocitos é o esfregaco de sangue, sendo
a amostra colhida de capilares presentes em ponta de orelhas ou cauda e
posteriormente corado com Giemsa (Bock et al., 2004), contudo esse método
apresenta baixa sensibilidade.

Estudos envolvendo a associagdo de testes imunoldgicos e deteccao
molecular dos agentes da TPB também vém sendo conduzidos (Ramos et al.,
2011; Shebish et al., 2012; Machado et al., 2012; Mousa et al., 2013; Ibrahim et
al., 2013; Hue et al., 2013; Rosales et al.,, 2013). Os métodos soroldgicos
constituem métodos indiretos de diagnostico, que detectam anticorpos
sintetizados pelo organismo dos bovinos contra os agentes infecciosos. Em
destaque, o ELISA fornece um resultado quantitativo (Bése et al., 1990).
Estudos conduzidos por Giglioti et al. (2016) observaram, ao utilizarem o
método ELISA, que animais com altos titulos de IgG anti-B. bovis apresentaram
baixos niveis de infec¢ao por esse patdgeno (previamente avaliados por g°PCR
em tempo real). Verificou-se, assim, uma baixa correlagdo entre o nivel de
infeccdo e os niveis de anticorpos especificos. Um dos principais problemas
associados ao uso do ELISA para a deteccdo da babesiose bovina é a
ocorréncia de reagdes cruzadas entre B. bovis e B. bigemina mesmo usando
proteinas recombinantes com sequéncias heterdlogas entre as espécies
(Boonchit et al., 2002; Ortiz et al., 2018).



Os ensaios de reagdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR)
apresentam diversas vantagens em relagcdo a PCR convencional: além de
serem mais sensiveis, permitem a quantificacdo da carga parasitaria e
reduzem o risco de contaminacido, uma vez que a detecgao e a quantificagcao
ocorrem em um unico tubo durante o processo de amplificagao, eliminando a
necessidade de manipulagbes p6s-PCR (Byaruhanga et al., 2023).

Técnicas de qPCR sdo usadas atualmente para detectar e quantificar
Babesia spp. e Anaplasma spp. em amostras de sangue (BULING et al., 2007;
CARELLI et al., 2007).Giglioti et al. (2016) utilizaram a qPCR afim de estimar
os niveis de infecgao por B. bovis e B. bigemina em amostras de sangue de
bovinos Angus criados em area endémica do estado de S&o Paulo, na regido
sudeste do Brasil. Os autores encontraram baixos valores de repetibilidade
para niveis de infeccdo nesses animais em duas avaliagdes consecutivas. Em
estudos posteriores, Giglioti et al. (2018) usaram a qPCR para monitorar os
niveis de infecgao por B. bovis e B. bigemina em gado Canchim (5/8 Charolés /
Zebu) e concluiram que a idade pode influenciar na repetibilidade dessas
caracteristicas.

Byaruhanga et al. (2023) analisaram as sequéncias de B. bovis presente
no sul do Africa com o intuito da identificacdo de possiveis variacdes em
relagao as sequéncias de referéncia. Os autores indentificaram alta diversidade
de cepas de B. bovis na regido e posteriormente realizaram ensaios de qPCR
(18S rRNA) os quais conseguiram determinar os niveis de infecgdo do parasita
em amostras coletadas a campo.

A identificacdo do nivel de infecgao por Anaplasma marginale também
foi possivel em ensaios de qPCR realizados por Carelli et al. (2007), onde os
autores concluiram que tal ferramenta possibilita a deteccéo e quantificagéo de
riquetsemia em bovinos infectados, a avaliagado da correlagao precisa entre os
niveis de riquetsemia e a ocorréncia de sinais clinicos, a avaliacdo da eficacia
de vacinas e a possibilidade do acompanhamento apés o tratamento com

medicamentos especificos.

2.3. Avaliagao da expressao génica utilizando RNA-seq



O RNA-Seq apresenta vantagens relevantes na analise do
transcriptoma, possibilitando a identificacdo de transcritos inéditos, isoformas
resultantes de splicing alternativo e a quantificagdo da expressao génica
especifica de alelos e isoformas (Zhao et al., 2014).

Ueti et al. (2021) realizaram uma comparagdao entre hospedeiros
artrépodes e vertebrados utilizando o RNA-Seq para avaliar possiveis
diferengas entre os perfis de expressao desses organismos frente as infec¢des
por B. bovis. Os pesquisadores verificaram que o parasita apresenta perfis de
expressao distintos entre esses hospedeiros, concluindo que tais resultados
reforcam a hipotese de que genes diferencialmente expressos possam atuar
em fung¢des-chave do patégeno

A fim de compreender a regulagcéo génica da Babesia durante a infecgéo
em hospedeiros mamiferos e carrapatos, Capelli-Peixoto et al. (2022) utilizaram
o RNA-Seq em amostras de bezerros e carrapatos R. microplus infectados por
B. bigemina e identificaram genes diferencialmente expressos tanto em kinetes
presentes no carrapato vetor quanto em estagios sanguineos em hemacias
bovinas, destacando potenciais genes essenciais para o desenvolvimento do
parasita em hospedeiros invertebrados e mamiferos.

Vimonish et al. (2025) utilizaram o RNA-Seq para analisar hemocitos de
Rhipicephalus microplus infectados por B. bovis e B. bigemina. Os autores
identificaram diversos genes diferencialmente expressos relacionados a vias
metabdlicas, ao sistema imunoldgico inato e ao rearranjo do citoesqueleto,

evidenciando respostas especificas frente a infeccéo.
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ABSTRACT

The main objective of cattle breeders in tropical and subtropical regions
is to acquire animals with taurine- productive traits adapted to the broad
weather range of these regions. However, one of the main challenges on using
taurine genetics in these areas is the high susceptibility of these animals to tick-
borne diseases. Consequently, the present study evaluated from 10 November
2021-19 April 2022, the over 13 assessments, the Babesia bovis and Babesia
bigemina DNA loads and the IgG anti-B. bovis and anti-B. bigemina levels in
Angus (n = 17, 100% Taurine) and Ultrablack (n = 14, ~82% taurine and 18%
Zebu) calves. Data were analyzed using a multivariate mixed model with
repeated measures of the same animal including the fixed effects of evaluation,
genetic group, sex, Babesia spp., and their interactions. The repeatability
values were estimated from the (co) variances matrix and expressed for each
species. The correlations between the DNA loads (CNlog) and IgG titers (S/P)
values for the two species were also estimated using the same model.
Regarding the specific IgG antibody titers for both Babesia spp., no significant
differences were observed between the two genetic groups. However, for B.
bovis and B. bigemina DNA loads, Ultrablack calves presented significantly
higher values than Angus calves. Under the conditions evaluated in this study,
our findings suggest that the low percentage of Zebu genetic in the Ultrablack
breed was insufficient to improve resistance against babesiosis. Further studies
must demonstrate if the low percentages of Zebu genetics in Taurine breeds
can modify the susceptibility to babesiosis infections.

Keywords: Antibody; Babesiosis; Bovine resistance; Genetic group; Parasite
load

! Este capitulo corresponde ao artigo cientifico publicado na revista Veterinary Parasitology v. 328, p.
110165, 2024 (https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2024.110165).
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1. Introduction

Cattle producers utilize crosses between Bos faurus taurus and Bos
taurus indicus as a strategy to achieve greater productive capacity. F1
crossbred cattle between Zebu x taurine cattle exhibit an increase in heterosis
related to resistance to parasites and increased productivity, presenting better
traits than the zebuine or taurine pure breeds (Seifert, 1971; Peacock et al.,
1981). However, one of the main obstacles to using cattle with a high degree of
taurine genetic is the higher susceptibility of these animals to parasites. Ticks
and tick-borne agents are responsible for one of the main diseases that affect
cattle herds and cause substantial economic losses in the livestock industry in
tropical and subtropical regions (Barros et al., 2005). The direct and indirect
losses caused by infestations with Rhipicephalus microplus were estimated at
3.24 billion dollars (Grisi et al., 2014).

In Brazil, bovine babesiosis is caused by Babesia bovis and Babesia
bigemina, which are exclusively transmitted by the one host tick R. microplus
(Guglielmone, 1995; Oliveira-Sequeira et al., 2005). The most common
manifestations of acute cases of babesiosis include fever, hemolytic anemia,
icterus, weakness and haemoglobinuria, whereas chronic infections are usually
subclinical (Bock et al., 2004; Schnittger et al., 2012). The most significant
losses are attributed to B. bovis due to its higher pathogenicity than B.
bigemina. Erythrocytes infected by B. bovis accumulate in the capillaries of
various organs, including the brain and lungs, leading to often fatal clinical
complications such as cerebral babesiosis, respiratory distress and multi organ
failure (Gohil et al., 2013).

The occurrence of these hemoparasites in cattle usually depends on the
tick’s population dynamics, which require favorable climatic conditions. Most
Brazilian regions are predominantly tropical, with a small proportion subtropical,
favoring the vector ticks’ development and consequently blood parasite
infections (Frabetti et al., 2023).

The use of quantitative PCR (qPCR) may provide an estimate of the
quantification of bovine Babesia spp. DNA levels, and the obtained results are
frequently used to indicate the resistance/susceptibility of cattle from different

genetic groups to these infections (Bilhassi et al., 2014; Giglioti et al. 2016,
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2018, 2020). Furthermore, several studies have combined immune responses
and molecular tests to detect Babesia spp., aiming to better elucidate the
mechanisms of host-parasite interactions involved in the resistant phenotype
(Jaffer et al., 2010; Ramos et al., 2011; Machado et al., 2012; Shebish et al.,
2012; Hle et al., 2013; Ibrahim et al., 2013; Rosales et al., 2013; Giglioti et al.,
2017).

The inclusion of Zebu breeds in breeding programs with taurine breeds
has been applied to increase heterosis, especially regarding traits associated to
enhanced parasitic resistance and adaptability to tropical climates. According to
the Australian Brangus Cattle Association (ABCA), "Ultrablack" or "Ultrared"
cattle were developed by crossing Brangus (Brahman x Angus) with Angus
breeds that are black or red, respectively. To be eligible for registration in the
Ultra Register, these cattle breeds must have Brahman genetic content ranging
from 8% to 25%. According to the International Brangus Breeders Association
(IBBA), the small proportion of Zebu cattle genetics in the Ultra breed can
enhance the slicking hair ability of the animals, improve the environmental
adaptability and reproductive performance of the resulting offspring.
Additionally, this breed combines the environmental adaptability and maternal
excellence of the Brangus breed with exceptional meat marbling and calving
ease.

Therefore, the present study evaluated the levels of Babesia spp.
infection, tick loads, and specific antibody titers for B. bovis and B. bigemina in
Angus and Ultrablack calves raised under tropical conditions in Brazil, using
gPCR and ELISA assays, and verified the effect of a small amount of Zebu

genetics on Ultrablack resistance to these parasites.

2. Material and methods

2.1. Experimental animals

Thirty-one calves, from the municipality of José Bonifacio (Sdo Paulo,
Brazil; coordinates 21- 2' 23" S, 49- 41" 28" W) and representing two breeds,
were used: Angus (n=17; 12 females and five males) and Ultrablack (n=14; six
females and eight males). At the beginning of the experiment, the average ages

of calves from the Angus and Ultrablack genetic groups were 2.8 + 1.6 months
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and 2.1 £ 1.3 months, respectively. In the same order, the Angus group had
maximum and minimum ages of 150 days and 13 days, while the Ultrablack
group had maximum and minimum ages of 137 days and 13 days, respectively.
According to the breeder’s records, the Ultrablack breed was produced by
crossing Brangus (3/8 Zebuine and 5/8 Angus), resulting in a zebu genetic
composition representing approximately half of that of the Brangus breed
parents (approximately 18%). Thirteen samplings were conducted at average
intervals of 12 days between 10 November 2021 and 19 April 2022 (1st to 13th:
10-Nov-21, 17-Nov-21, 24-Nov-21, 8-Dez-21, 21-Dez- 21, 5-Jan-22, 19-Jan-22,
31-Jan-22, 15-Fev-22, 2-Mar-22, 16-Mar-22, 30-Mar-22, 19-Abr-22), resulting in
a total of 403 observations. Previous studies have confirmed that this region
evaluated was considered endemic for babesiosis (Bilhassi et al., 2014; Giglioti
et al., 2018). During the experimental period, the animals were constantly
exposed to natural infestation by the tick vector R. microplus, and at all
evaluations, the animals presented a score of tick infestations = 1 (Frabetti et
al., 2023). The mean rainfall levels for the six months of the experimental period
were 2.9, 2.8, 9.1, 10.2, and 2.7 mm, respectively (National Institute of
Meteorology - INMET, José Bonifécio station, Sdo Paulo). The calves were kept
in rotated paddocks comprising coast-cross grass (Cynodon dactylon (L.) Pers).
Tick controls were performed every 21 days by the application of fipronil pour-
on (Topline®). Hemoparasite controls were performed when animals presented
clinical signs. This experiment adhered to the ethical principles of animal
experimentation of the Instituto de Zootecnia Ethics Committee on Animal
Experimentation (Protocol Nr. 328—-2021).

2.1.1. Tick counts and sample processing

For each animal, R. microplus counts were based on the tick infestation
scores (IS), which were assigned for all stages of parasite development,
including adult females. This methodology was originally developed by Fraga et
al. (2003) and subsequently modified by Frabetti et al. (2023): 1S=0 (no visible
tick instars), 1IS=1 (up to 20 ticks), 1IS=2 (20-60 ticks), 1S=3 (60—100 ticks), and
IS=4 (>100 ticks). At the time of each tick count, two blood samples were

collected from the jugular vein of each animal using a vacuum system
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(Vacutainer®, Becton Dickinson), one containing the anticoagulant EDTA for
DNA extraction, and the other, without anticoagulant, for serum separation.
Blood samples with EDTA underwent DNA extraction using the Wizard®
Genomic DNA Purification Kit, following the protocol for isolating genomic DNA
from 300 uL of whole blood (cat. No. A1620, Promega®, Madison, WI, USA).
The DNA samples were assessed for purity and concentration using a BioDrop
spectrophotometer (BioDrop uLITE, Biochrom Ltd, UK) and then diluted in TE
buffer (Tris-EDTA, pH 7.8) at a ratio of 1:4 (DNA: TE). The serum from blood
samples without anticoagulant was transferred into microtubes. Both DNA and

serum samples were frozen at — 20> C until analysis.

2.2. gPCR assays

The DNA copy number (CNlog) of B. bovis and B. bigemina was
estimated by absolute quantification as described by Okino et al. (2018), using
primers and probes that flank a 98 nucleotide fragment located in the gene
encoding the cytochrome b mitochondrial gene (cybmt).

The PCR assays were performed using the CFX™ Real-Time PCR
Detection System (BioRad, Hercules, CA, USA), with a reaction volume of 10
pML: 2 pL 5x HOT FIREPol Probe Universal gPCR Mix (Solis BioDyne, Tartu,
Estonia), 0.5 uL of each primer (10 uM), 0.5 pL of probe (2.5 uM), 4.0 uL of
nuclease-free water, and 2.0 yL of the DNA sample. The thermal conditions
were set to 10 minutes at 95° C, followed by 40 cycles of 95° C (denaturation)
for 15 seconds and 60- C (annealing/extension) for 1 minute. The samples were
analysed in duplicates, including positive and negative controls. The calibration
curve for the quantification of B. bovis and B. bigemina DNA was constructed
using synthetic DNA, gBlocks® gene fragments (IDT, IA, USA). The gBlocks®
fragments representing each target sequence of B. bovis and B. bigemina

cybmt were subjected to 10-fold serial dilutions (10— 1 to 10— 10).

2.3. Recombinant indirect ELISA assays

Serum samples were analysed by the recombinant indirect ELISA assay

following the methodology described by Terkawi et al. (2011) and modified by
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Okino et al. (2020). In brief, polystyrene high-bind microplates (Cat. CLS3590,
Sigma, St. Louis, USA) were coated overnight at four -C with 0.19 pg of
recombinant protein BbSBP4 (B. bovis) or Bbi- gRAP (B. bigemina) (Terkawi et
al., 2011) (Genscript, USA synthesized both proteins), using delimited protein
sequences diluted in 50 mM carbonate-bicarbonate buffer pH 9.6. The plates
were washed (all washing steps were performed using 0.05% Tween 20 PBS,
repeated six times) and incubated with 100 pL of blocking solution (3%
skimmed milk in PBS) at 37- C for 1 hour. After that, the plates were washed
and incubated with 50 pL of serum samples (diluted 1:100 in a blocking
solution) at 37> C for 1 hour, followed by washing and incubating with sheep
anti-lgG bovine antibody conjugated to horseradish peroxidase (HRP)
(Cat.AAI23P, Bio-rad) diluted at 1: 4000 in a blocking solution. After this, the
plates were washed and incubated with 100 yL of SIG- MAFAST OPD (Cat.
P9187, Sigma) at room temperature (20-25- C) for 15 min. The enzymatic
reaction was blocked by adding 50 yL of 1 M HCI solution. All samples were
tested in duplicates, and standard controls (positive and negative serum) were
included in each plate. Optical density (OD) at 490 nm was measured using
Model 550 of the micro- plate reader (Biorad). The (OD) values were
transformed into sample/positive (S/P) using the following equation: (OD of the
sample — OD of negative control serum)/(OD of positive control serum — OD of

negative control serum).

2.4. Statistical analysis

The CNlog and S/P values were analyzed using mixed model methods,
employing two different models: (i) to estimate repeatability and compare
means, and (ii) to estimate associations between variables (CNlog, S/P, and IS
values). Model (i) was applied to each variable separately and included
repeated measurements of the same animal. The effects of evaluation (EV),
genetic group (GG), sex, and the interaction between EV and GG were
considered as fixed effects. The covariance matrix assumed a first-order
autoregressive structure (AR (1)). The repeatability levels were estimated from
the (co) variance matrix, expressed for each species as the correlation between

measures taken from the same individual across evaluations. Model (ii) was
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multivariate with repeated measurements in the same animal, including the
fixed effects of EV, GG, variable analysis (VA) (CN log and S/P values for each
Babesia spp., and tick score values), sex, and the interactions between EV x
GG and EV x GG x VA. This model used a structure for the (co) variance matrix
of direct product structures (UN@CS) designed for multivariate repeated
measures. For both models, all analyzed variables were precorrected for the
animal’'s age effect for each evaluation, using the fixed effects of GG and sex in
the model. A p-value < 0.05 was considered statistically significant for both

models.

3. Results

For all analyzed variables (CNlog, S/P, and IS), the evaluation effect (EV)
was significant (p < 0.001), whereas the sex effect was not sig- nificant (p >
0.05), except for IS, where males presented higher infestation than females.

For IS, there was no significant effect of GG (p = 0.8157). However,
significant effects of the interaction between GG and EV (p < 0.0001) were
observed. The distribution of mean scores along with their standard errors for
each assessment is shown in Fig. 1. The average IS in females (1.65 + 0.06)
was significantly lower (p = 0.0379) than males (1.85 £ 0.07).

Regarding the general means of DNA loads (CNlog), the Ultrablack
group showed significantly higher values compared to Angus for both B. bovis
(p = 0.0174) and B. bigemina (p < 0.001). The CNlog means, followed by
standard errors for B. bovis and B. bigemina and for Angus and Ultrablack
breeds, were 143 £+ 0.09, 1.76 £ 0.09, 3.18 + 0.11, and 4.10 + 0.11,
respectively. The interaction effect of EV x GG was also significant (p < 0.01) for
both Babesia spp. However, only one evaluation (8-Dec-21) showed
significantly higher levels of B. bovis DNA in the Ultrablack group, while during
the first five evaluations (10-Nov-20, 17- Nov-20, 24-Nov-20, 8-Dec-20, and 21-
Dec-20), the levels of B. bigemina DNA were significantly higher in this group

(Fig. 1).
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Fig. 1. Means (+ error standard) of DNA copy number (CNlog) of
Babesia bovis (blue and red lines) and Babesia bigemina (black and green
lines), as well as the tick score (gray and orange bars) in Angus and Ultrablack
calves for 13 evaluations (1st to 13th: 10-Nov-21, 17-Nov-21, 24-Nov-21, 8-
Dez-21, 21-Dez-21, 5-dJan-22, 19- Jan-22, 31-Jan-22, 15-Fev-22, 2-Mar-22, 16-
Mar-22, 30-Mar-22, 19-Abr-22) and general means. Triangles indicate
significant differences (p < 0.05): The black triangle represents the CN of B.
bigemina between Angus and Ultrablack; the blue triangle represents the CN of
B. bovis between Angus and Ultrablack; and the orangetriangle represents the
tick score between Angus and Ultrablack.

There were no significant differences (p > 0.05) in the general mean of
specific IgG antibody titers between the two genetic groups for both Babesia
spp. However, the interaction EV x GG was significant (p < 0.01). At the 2nd
and 3rd samplings for anti-B. bovis titer levels, and from the 2nd to the 6th
samplings for anti-B. bigemina, the Ultrablack calves exhibited significantly
higher levels than the Angus calves (Fig. 2). At no point in the evaluations did
the Angus calves exhibit anti- Babesia spp. titers higher than those observed in

Ultrablack calves.
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Fig. 2. Means (+ SE) of specific 1gG titers (S/P), anti-Babesia bovis (red and
blue lines) and anti-Babesia bigemina (black and green lines) in Angus and
Ultrablack calves for 13 evaluations (1st to 13th: 10-Nov-21, 17-Nov-21, 24-
Nov-21, 8-Dez-21, 21-Dez-21, 5-Jan-22, 19-Jan-22, 31-Jan-22, 15-Fev-22, 2-
Mar-22, 16-Mar-22, 30- Mar-22, 19-Abr-22). Triangles indicate significant
differences (p < 0.05): The black triangle represents the S/P of B. bigemina
between Angus and Ultrablack; the blue triangle represents the S/P of B. bovis
between Angus and Ultrablack.

The positive frequencies for the CNlog and S/P values for B. bovis and B.
bigemina did not differ among the genetic groups (p > 0.05), although there was
a significant (p < 0.05) effect of EV for both species. For the CNlog data, the
positive frequencies of B. bigemina started lower in the initial evaluations and
increased over time, while the positive frequencies of B. bovis also showed the
lowest frequency in the initial evaluations, with variable increases and
decreases throughout the evaluations. The frequencies of B. bovis and B.
bigemina positive values were initially high, above 80%, in the first evaluations

but declined from evaluation 11 onwards (Fig. 3).



23

A- B. Bovis B- B. bigemina

100

i

Positive Frequencies (%)
Positive Frequencies (%)

IRXE]

teid

0

1st 2nd 3rd 4th Sth 6th 7th 8th Sth 10th 11th 12th 13th 1st 2nd 3rd 4th Sth 6th 7th 8th 9th 10th 11th 12th 13th
Evaluation Evaluation

Fig. 3. Distribution of positive frequencies of gPCR (CN — DNA copy number)
and ELISA (S/P- sample/positive) values for Babesia bovis (A) and Babesia
bigemina (B) in Angus and Ultrablack calves for 13 evaluations (1st to 13th: 10-
Nov-21, 17-Nov-21, 24-Nov-21, 8-Dez-21, 21-Dez-21, 5-Jan-22, 19-Jan-22, 31-
Jan-22, 15-Fev-22, 2-Mar-22, 16-Mar-22, 30-Mar-22, 19-Abr-22).

The estimated repeatabilities for the CNlog and S/P values of B. bovis
and B. bigemina were 0.21 and 0.31, and 0.71 and 0.82, respectively (Table 1).
The correlation between the CNlog and S/P values of B. bovis and B. bigemina

was low, 0.05 and 0.14, respectively, as were other associations (Table 1).

Table 1. Estimated repeatabilities and correlations of the CN and S/P values for
B. bigemina, B. bovis. Repeatabilities are in diagonals (in bold), and correlations
are above the diagonals.

Species Copy number (CN)_ Antipody titers (S_IP) _
B. bovis B. bigemina B. bovis B. Bigemina
CN B. bovis 0.21
B. bigemina 0.06 0.31
S/P  B. bovis 0.02 0.03 0.71
B.bigemina 0.05 0.00 0.11 0.82
Tick Score -0.09 0.08 0.03 0.00

4. Discussion

Babesiosis monitoring by quantitative PCR may be utilized to
characterize phenotypic or genetic resistance in cattle and can be implemented

in a selection system. The present study compared babesiosis DNA loads in
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calves from two genetic groups: Angus (100% Taurine) and Ultrablack (~18%
Zebuine, according to the breeder's records). Our results showed that
Ultrablack calves had higher DNA loads of both B. bovis and B. bigemina than
Angus calves. During the experimental period, all animals presented tick
infestations with a score = 1 (= 20 tick counts), which allowed the frequent
inoculation of tick fever agents. Moreover, throughout the study, all animals
shared the same paddocks, ensuring uniformity in tick infestations and,
consequently, in babesiosis inoculations. Here, the 31 calves were monitored
through 13 consecutive evaluations, with repeated measures over time (mean
interval of 12 days). According to Vickers (2003), several studies estimate a
continuous endpoint repeatedly over time since researchers aim to observe the
time course of a clinical sign or evaluate how the effect of a treatment evolves
over time.

As expected, significant effects of evaluation on tick scores and levels of
babesiosis infection were identified. It is well-established that climatic conditions
influence the development of free-living tick stages in pastures, indirectly
affecting the transmission dynamics of babesiosis, as reported by Jongejan and
Uilenberg (2004). The study area’s tropical climate, with hot and humid
summers and moderately cool and dry winters, supports the tick life cycle in
pastures throughout the year, including the drier months. This area has been
studied three times and is recognized as endemic for babesiosis (Bilhassi et al.,
2014, Giglioti et al., 2016, Frabetti et al., 2023). The prevalence of
hemoparasites in cattle is largely determined by the dynamics of the tick
population, which thrives under favorable climatic conditions (Mahoney and
Ross, 1972) have noted. Areas with constant tick occurrences are defined as
regions of endemic stability, a term initially coined by Mahoney (1962) and
further detailed by Mahoney and Ross (1972). In such environments, cattle are
constantly exposed to these pathogens, leading to the development of
enhanced immunity and the emergence of healthy, asymptomatic carriers (Bock
et al., 2004).

This study was the first to compare Babesia spp. infection levels between
Angus and Ultrablack animals. We initially hypothesized that even a small
proportion of Zebu genetics added to Taurine animals could enhance resistance

against babesiosis. Contrary to our expectations, for both Babesia spp. the
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general mean of the 13 evaluations showed higher infection rates in Ultrablack
calves. However, for B. bovis, only one evaluation revealed a higher infection
rate in Ultrablack, indicating that both Angus and Ultrablack breeds exhibited
similar resistance levels to B. bovis infections. The interaction effect between
genetic group and evaluation was more pronounced for B. bigemina, where, in
the first five evaluations, Ultrablack calves exhibited higher infection rates than
the Angus breed. The Angus breed’s higher resistance to B. bigemina infection
may be attributed to the calves’ younger age during the initial evaluations.
According to Zintl et al. (2005), though both young and adult cattle are
susceptible to Babesia spp. infections upon first exposure, younger animals
display stronger innate resistance, also known as inverse age resistance,
wherein clinical signs are milder if the first infection occurs at a very young age;
after recovery, low levels of parasitemia persist for extended periods without
causing apparent harm to the animals (Zintl et al., 2005). This phenomenon was
not observed in Ultrablack calves, despite their younger age during the initial
evaluations.

Studies have revealed divergences in bovine resistance to hemoparasite
infections among Taurine, Zebu, and their crossbreeds using the gPCR method.
Bilhassi et al. (2014), evaluating calves and cows from the Angus, Nellore, and
Angus x Nellore genetic groups, found that only the Angus breed exhibited
higher B. bovis infection levels in both calves and cows. In this study, the
crossbred (Angus x Nellore) animals did not differ from the Nellore breed in
either calves or cows. Maiorano et al. (2018) assessed resistance to B. bovis
infection in beef heifers from Bos taurus taurus (Caracu, n = 20) and Bos taurus
indicus (Nelore, n = 20) and found no differences in resistance between the two
groups. Martins et al. (2020) examined Anaplasma marginale infection levels
between Brangus and Nelore calves aged 8-10 months and found that
infections in Brangus cattle had six times more DNA copies than in Nellore
cattle.

Significant differences were observed in some evaluations regarding the
specific antibody titers for both Babesia spp. For B. bigemina, at the 4th and 5th
evaluations, the parasite DNA loads and antibody levels were significantly
higher in the Ultrablack breed. Although antibody titers against B. bovis and B.

bigemina in calves were lower in the initial evaluations, the positive frequencies
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in the first evaluation were already high (> 80%). Moreover, during the
evaluations, no clinical cases of Babesia spp. infections were observed.
According to Perez et al. (1996), the absence of clinical cases can be explained
by a high number of seropositive animals; under these conditions, it is expected
that most animals will become seropositive over time, and clinical cases will be
rare. In the current study, as the animals were frequently exposed to R.
microplus, high inoculation for babesiosis was anticipated based on the high
antibody titers in the initial evaluations.

The correlation analysis between babesiosis infection levels determined
by gPCR and antibody levels quantified by ELISA revealed no association
between these two measures. The low correlations (or absence thereof) across
the 13 evaluations demonstrated that the variation in CNlog value was
independent of the level of antibodies; in other words, higher levels of
antibodies do not necessarily indicate a better ability to maintain low levels of
infection (Giglioti et al., 2017). As the repeatability coefficients estimated for the
S/P values for both Babesia spp. were high, it is suggested that even an animal
positive at one evaluation and negative at another by qPCR can present high
IgG anti-Babesia spp. levels at both evaluations, as antibody levels can remain
high between or during the evaluations. Although Ultrablack calves may have
exhibited an earlier immunological response compared to Angus calves, we
cannot infer that they demonstrated greater resistance to babesiosis infections.
Despite having higher anti-babesia titers, Ultrablack calves displayed a
phenotype more susceptible to babesiosis, as verified by DNA copy levels.
Thus, based on our study, the ELISA assay could not discriminate between
resistance/susceptibility to B. bovis and B. bigemina, as previously predicted by
Giglioti et al. (2017).

The low estimated correlation between the babesiosis infection levels
measured by gqPCR and tick infestation, determined by the tick score,
demonstrates that, as in other previous studies, in regions endemic to tick
occurrence, the level of babesiosis infection is independent of the tick
infestation level (Giglioti et al., 2016, 2018; Maiorano et al., 2018). The
estimated repeatability for B. bovis CNlog was low (0.21), whereas for B.
bigemina, it was moderate (0.31). The lower repeatability esti- mated for B.
bovis CNlog may explain this species’ greater fluctuation during evaluations
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compared to B. bigemina. According to Giglioti et al. (2018), lower
repeatabilities indicate that variations in parasitic loads depend more on factors
specific to each evaluation rather than on the animal’s intrinsic factors.
Consequently, the permanent environmental effect may have exerted a greater
influence on the fluctuation of B. bovis levels than on B. bigemina levels. Our
findings contrast with those by Giglioti et al. (2018), who reported repeatability
estimates for B. bovis and B. bigemina infections in Canchim calves from the
weaning phase between 0.17-0.35 and 0.04-0.32, respectively. These authors
suggested that it is possible to identify animals with the most resistant
phenotype to both hemoparasites. However, the age of the animal may be a
crucial factor in resistance against these parasites.

High values were observed for the estimated repeatabilities of the titers
of 1gG against anti-B. bovis and anti-B. bigemina (0.74 and 0.85, respectively).
However, these high values merely indicate that the higher levels of antibodies
against B. bovis and B. bigemina in one evaluation remained high in
subsequent evaluations. Therefore, the absence of a correlation between the
CNlog and S/P values indicates that high anti-B. bovis titers and anti-B.
bigemina do not determine the decrease or increase in infection by these
hemoparasites.

Ultrablack (or Ultrared) is a synthetic breed created by crossing existing
breeds, such as Brangus and Angus. This results in a 50% reduction in the
Zebu genetic composition derived from the Brangus breed. Compared to
terminal crosses, the disadvantages of synthetic breeds include a lower degree
of heterozygosity and the loss of epistatic superiority in the gametes produced
by the crossed parents (Alencar, 1997). Therefore, due to Mendelian
segregation of gametes and crossing-over processes, the estimated proportion
of Zebu genetics derived from mating between Ultrablack animals may differ
from the actual proportion (~18%). Further studies should try and establish a
threshold value for sufficient Zebu genotype to ensure a reliable degree of
babesiosis resistance. Such studies would need to increase the animal
sampling size to assess the possible genetic and environmental effects on the
herd and apply genomic and functional genetic analyses to identify genes

related to resistance to babesiosis.
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5. Conclusions

Levels of B. bigemina infection were significantly higher in Ultrablack
calves compared to Angus calves, especially in the initial evaluations. Although
B. bovis infection was also significantly higher in Ultrablack animals, the
differences between the two genetic groups across various measurements were
not pronounced. The IgG antibody titers against B. bovis and B. bigemina were
not correlated with the infection levels determined by the number of DNA copies
of each Babesia spp. Our results suggest that under the conditions of this study,
the low proportion of Zebu genetics in Ultrablack calves was insufficient to

enhance resistance against infection and reduce the parasite load.
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RESUMO

Babesia bovis € um parasita do filo Apicomplexa considerado um dos
principais agentes da tristeza parasitaria bovina (TPB), que causa a babesiose
bovina. A identificacdo de animais de ragcas puras ou cruzadas com maior
capacidade produtiva e resisténcia a babesiose é considerada um grande
desafio. Este estudo objetivou monitorar bezerros naturalmente infectados por
B. bovis para correlacionar a dindamica da infecgao com o perfil transcriptémico
dos animais. Foram utilizados dez bezerros (cinco Angus (100% taurino) e
cinco mesticos (~82% Angus e 18% Zebu)). Em dois momentos distintos,
amostras de animais sem infec¢ao por B. bovis (numero de cépias de DNAIlog
(NC) = 0) e com infecgao (NC = 2) foram analisadas por RNAseq. Amostras de
sangue foram coletadas de cada animal em tubos contendo EDTA e
submetidas as extracdes de DNA e RNA. As amostras de DNA foram utilizadas
para quantificar o numero de cépias de DNA de B. bovis por PCR quantitativo,
permitindo a identificacdo de animais infectados e nao infectados. As amostras
de RNA (n = 20, sendo 10 sem infecg&o e 10 pos-infecgao) foram submetidas a
analise por RNAseq. Devido a diferenga de idade entre os grupos, os dois
grupos genéticos foram analisados separadamente. Foram identificados
apenas para o grupo genético mestico, 40 genes diferencialmente expressos
(DE) pela analise de RNAseq (FDR =< 0,05, fold change log < 2,0 e = 2,0), dos
quais 24 estavam super expressos e 16 menos expressos apos a infeccao.
Apoés analises de anotagao génica, diversas vias bioldgicas identificadas, entre
elas: interagao de proteinas virais com citocinas e seus receptores e interacao
citocina-receptor de citocina (reguladas negativamente); e vias de sinalizag&o
de IL-17 e quimiocinas (reguladas positivamente). Os resultados fornecem uma
visdo exploratéria dos mecanismos transcricionais associados a resposta a
babesiose bovina em animais mesticos Angus x Zebu. A identificacdo de vias
imunologicas, especialmente IL-17 e sinalizagdo de quimiocina, destaca alvos
potenciais para estudos futuros sobre resisténcia a B. bovis e pode contribuir
para estudos futuros voltados a investigagao de eventos especificos na relagéo
hospedeiro-parasita.
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1. Introdugao

A babesiose bovina € causada por parasitas Apicomplexa, do género
Babesia, e figura entre as enfermidades parasitarias de maior impacto na
pecuaria mundial. Entre as duas espécies causadoras da babesiose bovina,
Babesia bovis esta associada aos sinais clinicos mais graves da doencga e
causadora dos maiores prejuizos econémicos (Cuy-Chaparro et al., 2023). No
Brasil, a babesiose bovina ¢é transmitida pelo carrapato Rhipicephalus
microplus, causando grandes prejuizos a pecuadria nacional e ainda
representam um obstaculo a expansao do uso de racas taurinas devido a sua
maior sensibilidade a carrapatos e hemoparasitas em comparacdo as ragas
zebuinas (Giglioti et al., 2018). Estimativas de Grisi et al. (2014) indicam que os
prejuizos diretos e indiretos, incluindo os decorrentes de babesiose,
provocados pelas infestagcbes por R. microplus chegam a 3,24 bilhdes de
ddlares.

Racas zebuinas sdo amplamente utilizadas em regides tropicais devido a
maior resisténcia que apresentam a carrapatos e as doencgas transmitidas por
esses ectoparasitas. Ha evidéncias de que bovinos Bos taurus indicus sao
relativamente mais resistentes as infeccbes por B. bovis e B. bigemina
(Johnston & Sinclair, 1980; Bock et al., 1997; 1999; Jonsson et al., 2008). Em
desafios experimentais, animais Hereford e Droughtmaster, ambas racas
taurinas exibiram respostas clinicas semelhantes, enquanto zebuinos Brahman
apresentaram resisténcia significativamente superior (Johnston & Sinclair,
1980). Corroborando esses achados, Bock et al. (1997) demonstraram que
zebuinos puros toleram melhor a infecgao por B. bovis e alertaram para o risco
elevado de mortalidade caso rebanhos cruzados sejam expostos a cepas
virulentas. Em estudo subsequente, o mesmo grupo confirmou o alto grau de
resisténcia dos B. indicus puros, ao passo que mesticos Bos indicus x Bos
taurus permaneceram suscetiveis (Bock et al., 1999). O cruzamento entre
racas taurinas e zebuinas, adotado para elevar a produtividade, tem atraido o

interesse de produtores brasileiros que buscam maior eficiéncia em seus
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rebanhos (lbelli et al., 2012). No entanto, perdas causadas por infecgbes por
hemoparasitas e infestacbes por carrapatos Ilimitam o aumento da
produtividade por meio da introdu¢ao de ragas taurinas e seus cruzamentos em
sistemas de criagdo de gado de corte (Oliveira et al., 2014). Estudos ja
demonstraram a viabilidade tanto da selecao fenotipica para resisténcia a
carrapatos (Fraga et al., 2003) quanto da selecdo genb6mica voltada para esse
mesmo objetivo (Porto-Neto et al., 2011; Cardoso et al. 2015; Mapholi et al.,
2016). E mais recente, alguns estudos mostraram que é possivel identificar
animais que apresentam fendtipo mais resistente a infeccdo tanto por
hemoparasitas quanto por carrapatos (Giglioti et al., 2018; Frabetti et al., 2023).
Em relagdo a estudos gendmicos Cavani et al. (2020) estimaram a correlagéo
genética entre a infecgdo por Babesia bovis e a contagem de carrapatos e
estimaram herdabilidade e correlagdo genética baixas para as infec¢des por B.
bovis, 0,10 e 0,15, respectivamente. Além, disso, os autores encontraram 10
polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) mais relevantes identificados no
GWAS que explicaram 5,04 % da variancia genética total para a infecgdo por
B. bovis.

No que se diz respeito as infecgbes causadas pelos agentes da Tristeza
Parasitaria Bovina (TPB), ainda n&o existem estudos que identifiquem genes
ou regides cromossdmicas associadas a resisténcia em bovinos; além disso,
trabalhos recentes mostraram que o nivel de infestacao por carrapatos nao se
correlaciona diretamente com a intensidade da infecgdo por esses agentes
(Giglioti et al., 2016; Giglioti et al., 2018), ressaltando a necessidade de
pesquisas voltadas a descoberta de genes ou SNPs envolvidos na resisténcia
a tais doencas. Diante desse cenario, evidencia-se uma lacuna no
conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos na resposta do
hospedeiro a infeccido natural por B. bovis. Estudos anteriores concentraram-se
em desafios experimentais ou em analises genémicas de resisténcia, mas, até
onde sabemos, este € o primeiro a caracterizar o transcriptoma de bovinos
naturalmente infectados por B. bovis por meio de analise de sequenciamento
de RNA. Assim, o objetivo deste estudo foi utilizar essa abordagem para avaliar
o perfil transcricional de bezerros Angus e mestigos (Ultrablack) naturalmente
infectados, visando identificar genes e vias biologicas associados a diferentes

niveis de resisténcia.
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2. Material e Métodos

2.1. Animais experimentais

A selecdo dos animais utilizados na analise de RNAseq compreendeu
parte daqueles envolvidos no estudo conduzido por Azevedo et al. (2024).
Desse estudo, foram selecionados dez bezerros de dois grupos genéticos
(cinco fémeas Angus (100% taurinas) e cinco mestigcos (~82% Angus e 18%
Zebu). As amostras animais foram selecionadas da seguinte forma: nas
avaliagdes iniciais, os bezerros que apresentaram nivel de infeccao por B.
bovis (numero de copias de DNAlog — NClog) igual a zero foram selecionados
como grupo nao infectado; posteriormente, 0s mesmos animais que
apresentaram NClog = 2,0 (1024 cépias/uL) foram selecionados como grupo
infectado. No total, foram selecionadas 20 amostras (cinco de cada grupo
genético no momento pré-infecgdo e cinco no pés-infeccédo). O CNlog de B.
bovis foi estimado conforme descrito por Azevedo et al. (2024). As idades
médias dos animais selecionados no inicio do experimento foram de 151 + 24
dias para os Angus e 49 * 20 dias para os mesti¢os. Estudos prévios sugeriram
que a regiao avaliada é considerada endémica para babesiose, anaplasmose e
Rhipicephalus microplus (Frabetti et al., 2023; Azevedo et al., 2024). Por se
tratar de um cenario de infeccdo natural, os animais permaneceram sob as
condigbes usuais de manejo da propriedade, o que impds limitagdes ao
controle integral de fatores ambientais e sanitarios. Consequentemente, nao foi
possivel controlar a ocorréncia de infecgdes concomitantes por hemoparasitas,
como B. bigemina e Anaplasma marginale, nem de infestagdes por
ectoparasitas, como Rhipicephalus microplus e a mosca-dos-chifres
(Haematobia irritans).

De cada animal, foram colhidas duas amostras de sangue em tubos a
vacuo contendo anticoagulante EDTA, sendo uma destinada a extragdo de
DNA e a outra a extracdo de RNA. Este experimento foi conduzido em
conformidade com os principios éticos de experimentacdo animal, conforme
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Instituto de
Zootecnia (Protocolo n° 328—-2021).
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2.2. Extragcao de DNA e RNA

A extracdo de DNA a partir de amostras de sangue total foi realizada
empregando-se o kit Wizard Genomic DNA Purification Kit, seguindo o
protocolo para isolamento de DNA gendmico a partir de 300 yL de sangue total
(Promega, EUA). As amostras de DNA foram avaliadas quanto a pureza e
concentragdo utilizando um espectrofotdmetro BioDrop (BioDrop uLITE,
Biochrom Ltd, Reino Unido) e, em seguida, diluidas em tamp&o TE (Tris-EDTA,
pH 7.8) na concentracao de 20ng/uL.

A extracao de RNA total das amostras de sangue foi realizada utilizando
o protocolo descrito por Giglioti et al. (2022), e em seguida, foi purificada com o
RNeasy Protect Animal Blood Kit (Qiagen, Holanda) de acordo com as
recomendacgdes do fabricante. A concentracdo e pureza das amostras de RNA
foram determinadas utilizando um espectrofotdmetro BioDrop, enquanto que a
integridade do RNA foi verificada com o Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent
Technologies) em um instrumento Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies) para determinacéo do RIN (RNA Integrity Number) e por analise

de RNA em eletroforese em gel de 2%.

2.3. PCR quantitativa para a sele¢ao dos grupos animais

A selecdo dos animais nao infectados e infectados foi realizada por meio
de ensaios de PCR quantitativa (qQPCR), que determinaram a infec¢ao por B.
bovis com base na quantificacdo absoluta do numero de coépias de DNA
(NClog). A metodologia utilizada seguiu o protocolo descrito por Okino et al.
(2018), empregando primers e sondas que flanqueiam um fragmento de 98
nucleotideos localizado no gene mitocondrial que codifica o citocromo b de B.
bovis. Os ensaios foram conduzidos no sistema CFX Real-Time PCR Detection
System (BioRad, Hercules, EUA), em um volume de reagdo de 10 pL,
contendo: 2 uL de 5x HOT FIREPol Probe Universal gPCR Mix (Solis BioDyne,
Tartu, Estbnia), 0,5 yL de cada primer (10 uyM), 0,5 pL da sonda (2,5 pM), 4,0
ML de agua livre de nucleases e 2,0 pyL da amostra de DNA (20 ng/uL). A
condigao térmica consistiu em uma etapa inicial de 10 minutos a 95 °C, seguida

de 40 ciclos de desnaturagao a 95 °C por 15 segundos e anexagao/extensao a
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60 °C por 1 minuto. As amostras foram analisadas em duplicata, com inclusao
de controles positivos e negativos. A curva de calibragado para quantificagdo do
DNA de B. bovis foi elaborada utilizando DNA sintético, por meio de fragmentos
génicos gBlocks® (IDT, IA, EUA).

2.4. Preparacao da Biblioteca de RNA e Sequenciamento por RNA-Seq

Apds passarem pelo controle de qualidade, as amostras de RNAs foram
submetidas para a construcdo de bibliotecas usando o kit lllumina TruSeq
Stranded mRNA (lllumina, San Diego, EUA). Apés a validagao das bibliotecas
usando o Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) e Qubit (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA), as bibliotecas foram sequenciadas na
plataforma NextSeq2000, utilizando um fluxo P3 com 200 ciclos, produzindo
leituras pareadas de 101 pb e gerando aproximadamente 50 milhdes de

leituras para cada amostra sequenciada.

2.5. Controle de Qualidade e Identificacdo de Genes Diferencialmente

Expressos

O pipeline de analise dos dados brutos de RNA-Seq alinhados ao
genoma de referéncia seguiu os seguintes passos: remogado de sequéncias e
nucleotideos de baixa qualidade, alinhamento com o genoma de referéncia,
mapeamento e contagem das leituras, normalizacdo da contagem e
identificacdo de genes diferencialmente expressos. Os dados de RNA-Seq

foram analisados utilizando a plataforma publica Galaxy (usegalaxy.org), que

contém todas as ferramentas necessarias para o processamento de dados
brutos de RNA-Seq, conforme descrito a seguir.

A qualidade dos dados (FASTQ) de cada amostra sequenciada (paired-
end) foi avaliada com o software FastQC, tanto antes quanto apos o processo
de filtragem dos dados. Para o controle de qualidade, a ferramenta
Trimmomatic foi utilizada para remover leituras de baixa qualidade (qualidade
meédia exigida < 20), bem como sequéncias de adaptadores. As sequéncias
filtradas foram entdo alinhadas ao genoma de referéncia bovino (Bos taurus,
montagem do genoma: ARS-UCD1.2 (GCA_002263795.2), disponivel no
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Ensembl 96) utilizando a ferramenta STAR (Versao Galaxy 2.7.8a+galaxy1). As
leituras mapeadas foram quantificadas com o Htseg-count (Versdo Galaxy
0.9.1+galaxy1), que utiliza arquivos no formato BAM gerados pelo STAR e o
arquivo de anotagao do genoma de referéncia no formato GTF.

Devido a diferenca de idade entre os dois grupos genéticos, cada grupo
foi analisado separadamente. Os genes diferencialmente expressos (DE) foram
identificados utilizando a ferramenta limma (Versdo Galaxy 3.50.1+galaxy0),
aplicando o método de expressdo diferencial limma-voom. As analises de
contrastes foram realizadas separadamente para cada grupo genético: pré-
infeccdo vs. pods-infecgdo. Para cada contraste, os genes foram considerados
diferencialmente expressos quando um valor de p ajustado para a taxa de
descoberta falsa (FDR) < 0,05, conforme o método de Benjamini-Hochberg, e
um log da razdo de mudanga de expressao (logFC) = 2,0 (baixa regulagédo na

pos-infeccdo) ou < -2,0 (super expresso na pos-infecgéo).

2.6. Analises Funcionais e de Enriquecimento de Genes

Os genes DEs foram submetidos a analises funcionais e de
enriquecimento com o objetivo de elucidar os processos biologicos, fungdes
moleculares e componentes celulares associados as alteracdes
transcriptémicas decorrentes da infec¢cado por Babesia bovis. Para isso, foram
utilizadas as ferramentas DAVID Bioinformatics Resources 6.8, ShinyGO
(v0.76.3) e STRING (v11.5), considerando como referéncia o genoma de Bos
taurus (Ensembl 96, ARS-UCD1.2).

A anadlise de enriquecimento de termos da ontologia génica (GO) foi
conduzida separadamente para genes super-regulados e baixo-regulados. A
plataforma DAVID foi utilizada para a anotagao funcional e identificacdo de
termos enriquecidos nas trés categorias principais da ontologia génica:
processos bioldgicos (BP), fungdes moleculares (MF) e componentes celulares
(CC). Para todos os conjuntos de genes DEs, foram considerados significativos
os termos com p < 0,05 apds corregao por FDR (Benjamini-Hochberg). A
ferramenta ShinyGO foi empregada para visualizagdo grafica dos principais
termos GO enriquecidos, bem como para identificacdo de vias metabdlicas

associadas por meio da base de dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes
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and Genomes). Além disso, a analise de rede génica foi realizada com a
plataforma STRING, a fim de identificar interacbes génicas entre os genes
diferencialmente expressos, com base em dados experimentais, co-expressao

e predicbes computacionais.

3. Resultados
3.1. Infecgobes naturais por B. bovis

Para os bezerros Angus, as médias (x desvio-padrao) dos niveis de
infecgdes naturais foram de 39,0 + 19,0 dias até a infeccédo por B. bovis e de
3,30 + 0,57 para o numero de copias de DNA pos-infeccdo (NClog 2 2). Para
os bezerros mesticos, os valores correspondentes foram de 33,6 + 16,8 dias e
3,35 + 0,39 cépias de DNA. Nao foram observadas diferengas significativas
entre as ragas para nenhuma das duas medidas (p = 0,05; dados néo
mostrados).

3.2. RNA e controle de qualidade

Em relagao as amostras de RNA, todas as 20 apresentaram valores de RIN
entre 8,1e¢9,9, indicando RNA integro e adequado para as etapas de
construgéo de bibliotecas e sequenciamento. Em média, 21,9 milhdes de reads
foram geradas para cada amostra e, apds o controle de qualidade dos dados,
restaram uma média de 20,3 milhdes de reads. A porcentagem de alinhamento
STAR de todas as amostras ficou entre 88,3 e 92,8%. Um total de 12778 genes
foram expressos no conjunto de dados da raga Angus e 11480 para o grupo
genético cruzado.

Destes, nenhum gene foi diferencialmente expresso entre os grupos
analisados para o grupo genético Angus, enquanto 40 genes foram
diferencialmente expressos para o grupo genético Mesticos. Um total de 24
estavam super regulados (FDR < 0,05 e log2FC < -2) e 16 baixos regulados
(FDR < 0,05 e log2FC = 2) no grupo infectado comparado com o néo infectado
(Figura 1). Genes com possivel relevancia para a resposta a infecgdo por
Babesia bovis como FOSB — proto-oncogene FOSB, subunidade do fator de
transcricdo AP-1, CXCL8 (IL-8) — ligante de quimiocina CXC 8, e FOS —
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proto-oncogene FOS, entre os menos expressos, e SELP — seletina P e HBB

— subunidade beta da hemoglobina (beta-globina), entre os mais expressos no

grupo pos-infecgao.

Genes diferencialmente expressos (grupo mestico)
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Figura 1. Grafico Volcano da expressao génica diferencial no grupo mestico.
Cada ponto representa um gene analisado; o eixo x mostra o log2 fold-change
(log2FC) pés-infecgédo versus pré-infecgdo, e o eixoy mostra a significancia
estatistica  como—log10(FDR). Genes  baixo-regulados  (log2FC =2
e FDR<0,05) aparecem em azul; genes Up-regulados (log2FC<-2
e FDR £0,05) em vermelho; demais transcritos n&o-significativos, em cinza.

Um total de 34 termos de Ontologia Génica (GO) foram enriquecidos

(Figura 2). Observa-se que os termos de Processo Bioloégico (BP) associados a
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super regulagdo concentram-se em processos de ativagdo de granulécitos e
neutrofilos, regulacdo positiva da angiogénese, migracdo de leucocitos e
regulacéo positiva do desenvolvimento da vasculatura. Os principais processos
biolégicos (BP) enriquecidos para os genes baixo regulados envolveram a
regulacdo negativa da proliferacado e da ativagdo de células do sistema imune
(linfocitos, leucocitos e ceélulas T), processos do sistema imune e sua
regulacédo, a ativacdo e produgao de TGF-B, a regulagdo da proliferacdo da
populacdo celular, o transporte de glicoproteinas, a resposta a substancias
organicas e a regulacédo positiva da diferenciacdo de células-tronco. Para o
termo de Fungdo molecular (MF) os processos enriquecidos associados a
super regulagdo destacaram-se ligacdo ao receptor de citocina e quimiocina
CXCR, atividade da quimiocina, atividade reguladora da peptidase e
endopeptidase e atividade reguladora da fungdo molecular. As principais MF
enriquecidas para os genes de baixa regulacdo foram a atividade do
transportador transmembrana lipidico acoplado a ATPase, ligagao a proteina
NFAT, atividade do receptor de trombospondina e atividade da fosfatidilcolina

flopase (Figura 2).
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Figura 2. Ontologia génica (GO) dos genes diferencialmente expressos.
Termos de Processo Bioldgico (BP) e Fungdo Molecular (MF) enriquecidos
pelas ferramentas DAVID e ShinyGO. Barras azuis representam categorias
associadas a genes baixo-regulados, enquanto barras laranja indicam genes

super-regulados. O eixo x exibe o valor de enriquecimento do gene. Apds as
barras estdo presentes o numero de genes enriquecidos para cada termo.

As vias metabdlicas enriquecidas pela base de dados do KEGG foram:
trés vias ligadas a resposta inflamatéria — “Cytokine-cytokine receptor
interaction”, “Lipid and atherosclerosis” e “Viral protein interaction with cytokine
and cytokine receptor’ (Figura 3), enquanto a maior parte das vias
IL-17,
cascatas de quimiocinas, interagao citocina—receptor e diversos médulos de
(COVID-19,

inflamagéao crénica. Dessa forma, pode-se dizer que a 0s genes super-

enriquecidas para os genes down-regulados envolve sinalizagéo

infeccdo viral/bacteriana citomegalovirus, legionelose) ou

expressos estdo associados sobretudo a processos de diferenciagdo e
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regulagao negativa da proliferagdo imune, ao passo que a baixa-regulacao se

concentra em vias classicas de resposta inflamatoria e patogénica.

KEGG enriquecidos — Fold Enrichment
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Figura 3. Vias KEGG enriquecidas entre os genes diferencialmente expressos.
Caminhos metabdlicos identificados como significativamente associados a
genes baixo-regulados (barras laranja) e super-regulados (barras azuis) pelas
ferramentas DAVID e ShinyGO. O eixo x exibe o valor de enriquecimento do
gene. Apds as barras estdo presentes o numero de genes enriquecidos para
cada termo.

A analise dos genes pela ferramenta STRING revelou uma rede de
interagdes centrada em quimiocinas, seus receptores (CCR1, CCR3, CCRS,
CCL3, CXCL8, entre outros) e fatores de transcricdo (FOS, FOSB),

evidenciando papel destacado na resposta inflamatéria e imunolégica (Figura
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4). Elementos periféricos, como genes de adesao, metabolismo e organizagéo
estrutural, sugerem integragdo funcional diversificada. O conjunto indica
coordenagao entre sinalizagdo inflamatéria, migracado celular e regulagéo

génica em processos de resposta a estimulos internos ou ambientais.
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Figura 4. Rede de interacdo génica construida a partir dos genes
diferencialmente expressos, utilizando a plataforma STRING. Os nods
representam genes/proteinas, coloridos de acordo com sua alocagdao em
diferentes clusters funcionais: Cluster 1 (n6és em vermelho), referente a via de
sinalizagao mediada por quimiocinas; Cluster 2 (n6s em verde), correspondente
ao complexo do fator de transcricdo AP-1 (incluindo FOS e FOSB). As arestas
representam diferentes tipos de evidéncia de interagdo (experimental, bancos
de dados, co-expresséao, entre outros).

4. Discussao
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Nas avaliagbes genotipicas, as quantificagbes do numero de cépias de
DNA de Babesia bovis obtidas nos momentos pré e pés-infecgao e o intervalo
(dias) até a infeccdo nao diferiram entre os grupos genéticos avaliados. Essas
medidas foram suficientes para confirmar o status infeccioso e orientar a
selecdo das amostras para a posterior analise por RNA-seq. A analise
transcriptomica revelou que a infecgado natural por Babesia bovis resultou em
resposta génica diferencial apenas nos bezerros mestigos (~82% Angus x 18%
Zebu). Neste trabalho, foi possivel observar que nao houve diferenga na
expressao génica entre os grupos genéticos (Angus x Mestigos), enquanto 45
genes foram diferencialmente expressos dentro do grupo mestigo, quando
comparados nos momentos pré e poés-infeccdo. Embora alguns trabalhos
associem a presenca de componentes zebuinos a menor parasitemia clinica
em infecgdes por babesiose (Johnston & Sinclair, 1980; Bock et al., 1997;
1999; Jonsson et al., 2008), estudos recentes realizados em bovinos Angus e
Mesticos (raga composta com pequena proporgdo genética de Bos indicus)
mostraram que a fragcdo zebuina ndo resultou na menor infeccdo por
hemoparasitas, incluindo babesiose e anaplasmose (Frabetti et al., 2023;
Azevedo et al., 2024). Ainda assim, no presente estudo, os mestigos
analisados apresentaram um perfil transcricional mais modulavel frente ao
desafio infeccioso.

A maior amplitude transcricional observada nos bezerros mesticos pode
ser, em parte, atribuida a diferenca etaria em relacdo aos Angus (~50 dias
versus ~150 dias, respectivamente). Fases mais precoces do desenvolvimento
imunoldgico tendem a favorecer respostas transcriptdbmicas mais pronunciadas
e maior plasticidade frente a estimulos infecciosos (Liang et al., 2016; Surlis et
al., 2018). Bezerros jovens, por exemplo, demonstram uma forte imunidade
inata contra a infeccdo por B. bovis, capaz de controlar eficientemente a
infeccdo e prevenir quadros graves por aproximadamente seis meses apds o
nascimento (Goff et al., 2001). Estudos experimentais indicam que essa
imunidade precoce esta associada a uma inducdo mais rapida de citocinas pro-
inflamatdrias, como IL-12 e IFN-y, essenciais para o controle inicial do parasita
(Goff et al., 2001). Esses dados reforgam a hipétese de que a idade do animal
pode influenciar significativamente a capacidade de montar respostas imunes

mais rapidas e eficazes. Adicionalmente, a natureza de infeccdo natural dos
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animais neste estudo imp6s uma limitagdo no controle integral de efeitos
ambientais e da ocorréncia de infec¢gées concomitantes, como B. bigemina, A.
marginale, e infestacdes por ectoparasitas como Rhipicephalus microplus e
mosca-dos-chifres (Haematobia irritans).

Genes como FOS, FOSB e CXCL8 foram superexpressos no grupo
infectado por B. bovis. Estes genes estdao em vias associadas a quimiotaxia de
neutrofilos, sinalizagdo de IL-17 e de quimiocinas. A IL-17 é uma citocina
produzida principalmente por células T CD4, que induz a granulopoiese por
meio da producao do fator estimulador de colénias de granulécitos (G-CSF) e
também quimiocinas CXC (Ye et al.,, 2001). Muitas dessas citocinas e
quimioatraentes induzidos por IL-17 sdo importantes para estimular a
granulopoiese e o recrutamento de neutrdfilos para locais de inflamagéo
(Ghosh et al., 2017). Embora a IL-17 nao tenha sido diretamente estudada em
infeccbes por B. bovis, ja foi demonstrado que este protozoario modula
intensamente a expressdo de citocinas, como IL-10, que regula respostas
inflamatdérias mediadas por IFN-y e iINOS (Goff et al., 1998). Essa modulacéo
reforca a possibilidade de que vias relacionadas a IL-17 e a quimiotaxia de
neutrofilos também sejam recrutadas ou reguladas durante a infecgéo,
contribuindo para o controle do parasita e para a dinamica da resposta
inflamatéria.

A identificagdo das vias KEGG de "cytokine—cytokine receptor interaction"
e "malaria" sugere que a resposta imune desencadeada por parasitas
intracelulares, como no caso da babesiose. Isso se deve ao fato de que ambas
as enfermidades sao causadas por protozoarios intraeritrocitarios e envolvem
processos inflamatorios mediados por citocinas pré e anti-inflamatoérias. Em
ambas as infecgdes, a ativacdo de citocinas como IL-12, IFN-y e TNF-a é
fundamental para a ativacdo de macrofagos e o controle inicial do parasita,
enquanto citocinas regulatérias, como IL-10 e TGF-, modulam a intensidade
da resposta inflamatéria para prevenir danos teciduais excessivos (Goff et al.,
2001; Omer e Riley, 1998). Em bovinos, a infeccdo por B. bovis induz a
expressao de citocinas inflamatdrias, incluindo IL-1B, IL-12 e TNF-a, por
macrofagos estimulados por merozoitos, resultando em inibi¢do da replicagéo

parasitaria in vitro (Shoda et al., 2000). No entanto, a IL-10 pode inibir a
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producao de IFN-y, TNF-a e 6xido nitrico dependente de iINOS por macréfagos,
modulando negativamente a resposta tipo-1 (Goff et al., 1998).

A maior expressao dos genes FOS e FOSB (Tabela 2) apds a infecgao
por B. bovis sugere um papel ativo desses genes, que, como fatores de
transcricdo da familia AP-1, desempenham um papel positivo na diferenciacao
celular e na regulagdo da expressao génica (Lyu et al., 2021), sendo também
ativados em processos relacionados ao ciclo celular, fatores de crescimento e,
em condigbes patoldgicas, contribuindo para a promogao do ciclo celular e a
transformacao celular (Ashrafi et al., 2020).

Os genes CXCL8 (IL-8/NAP-1) e CCR3 também apresentaram mais
expressos no momento pos-infecgéo por B. bovis. O receptor CXCR1 (também
conhecido como /L-8RA, IL-8R-I ou IL-8R) interage com quimiocinas como
CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7 e CXCL8 e €& expresso em
granulécitos polimorfonucleares, mondcitos, astrocitos, células endoteliais e
mastoécitos. Enquanto isso, o receptor CCR3 (também conhecido como CKRS3,
CC CKR3, EotR ou CMKBR3) liga-se a CCL5, CCL7, CCL8, CCL11, CCL13,
CCL14, CCL15, CCL24 e CCL26 e atua em eosindfilos, basdfilos, células T
(Th2 > Th1), células dendriticas, plaquetas e mastdcitos. Além disso, CXCL8
(IL-8/NAP-1), € uma quimiocina inflamatoria, e induz quimiotaxia principalmente
em neutréfilos, mas também em células T, basoéfilos e células endoteliais (Le et
al., 2004; Palomino e Marti, 2015). Embora n&do haja, até o momento, relatos
sobre o0 papel de CXCL8 e CCR3 nas infecgcbes por B. bovis, evidéncias
provenientes de outros hemoparasitas como Anaplasma marginale fornecem
insights sobre mecanismos imunolégicos analogos. Ahlawat et al. (2023)
demonstraram que a infecgdo por A. marginale altera significativamente a
expressao de multiplas citocinas e quimiocinas, incluindo CXCL2 e CXCL8, que
sinalizam via CXCR1 e também foram encontradas suprarreguladas no
presente estudo. No entanto, em nossos dados, nao foi observada expressao
diferencial do gene CXCR1.

O receptor IL17REL (interleukin 17 receptor E like) apresentou menor
expressao significativa no momento pds-infeccdo por B. bovis. A menor
expressao desse receptor, que é um componente da sinalizacdo da
interleucina-17, pode ter implicagdes significativas na modulagdo da resposta

imune do hospedeiro, potencialmente atenuando vias inflamatérias especificas.
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Estudos demonstraram que a sinalizagcdo mediada por IL-17/IL-17R é crucial
para a geragcado de uma resposta polimorfonuclear eficaz, influenciando tanto a
produgédo quanto o recrutamento de neutrofilos (Ye et al.,, 2001). Kelly et al.
(2005) investigaram o papel da sinalizagdo mediada pela interleucina-17 (I1L-17)
Ireceptor de IL-17 (IL-17R) na imunidade protetora contra o Toxoplasma gondii,
e demonstraram pela primeira vez que a inducdo precoce de neutrofilos
durante a infeccdo depende da sinalizacdo mediada por IL-17. Em um estudo
recente com embrides de frango infectados com o Virus da Doenga de
Newcastle (NDV), o gene IL17REL, que pode estar envolvido nessa via, foi
encontrado baixo-regulado, corroborando a ideia de que a baixa regulagédo de
componentes da via IL-17 pode ser uma estratégia patogénica para modular a
resposta imune antiviral (Muthusamy et al., 2024). Essas evidéncias sugerem
que vias envolvendo IL-17 podem ser relevantes também em outras infecgoes
por apicomplexos, incluindo a babesiose, justificando investigagdes futuras
nessa area.

Os resultados de enriquecimento de via revelaram que a 'IL-17 signaling
pathway' estava significativamente enriquecida entre os genes diferencialmente
expressos (FDR < 0,05). Nesse contexto, observamos que os genes FOS,
FOSB e CXCL8 — todos com fungdes conhecidas na resposta inflamatéria e
recrutamento de células imunes — estavam super regulados e foram
identificados como os genes que contribuiram para o enriquecimento da via IL-
17. A maior expressdo de FOS e FOSB, que sdo componentes de fatores de
transcricdo ativados em respostas inflamatérias (Hess et al., 2004; Angel &
Karin, 1991), juntamente com o aumento de CXCL8, uma potente quimiocina
neutrofilica (Baggiolini, 2001), sugere uma ativagdo robusta de mecanismos
inflamatorios a jusante ou paralelos a via da IL-17.

O gene SELP (P-selectina) foi superexpresso no grupo pos-infecgdo. Na
literatura cientifica, o papel da SELP em infec¢des por patégenos Apicomplexa
tem sido documentado, como observado pela sua super regulagdo em
eritrocitos infectados por Plasmodium falciparum, um parasita Apicomplexa,
sugerindo um papel na patogénese microvascular (Wassmer et al., 2004). Em
contextos bacterianos em bovinos, a super-regulacédo de SELP foi reportada
em tecido mamario apos infeccdo experimental com Streptococcus uberis e

Escherichia coli (Chen et al., 2017). Contudo, a expressdo de SELP em
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resposta a infecgdes pode variar significativamente dependendo do tecido, do
tipo de patégeno e até mesmo da idade do hospedeiro (Elder et al., 2023). Um
estudo investigando a expresséo génica em leucécitos periféricos de bezerros
com Doenca Respiratoria Bovina, por exemplo, ndo detectou expressio
diferencial de SELP entre animais doentes e saudaveis, mas observou que as
variagdes na expressdo de SELP foram influenciadas pela idade dos animais,
com uma tendéncia de baixa regulacdo em individuos mais velhos (Elder et al.,
2023).

Este foi o primeiro estudo a realizar uma analise transcriptdmica de
bovinos Angus puros e mesticos naturalmente infectados por Babesia bovis,
fornecendo insights valiosos sobre os mecanismos genéticos envolvidos na
resposta imune. Nossos resultados demonstraram que a infec¢ao por B. bovis
induziu uma resposta transcricional diferencial significativa exclusivamente nos
bezerros mesticos. Essa resposta foi caracterizada pela modulagéo de genes e
vias associadas a quimiotaxia de neutrofilos, a sinalizagcéo de IL-17, a interagao
citocina-receptor, a citotoxicidade mediada por células NK e a apresentacao de
antigenos. Genes envolvidos na manutencao da integridade eritrocitaria, como
SELP e HBB, também foram ativados, indicando um esforco homeostatico
diante da infeccdo. Em contraste, os animais Angus puros nao apresentaram
alteragdes transcricionais detectaveis, o que pode sugerir um perfil de
estabilidade imune ou, possivelmente influenciado pela sua idade mais
avancada, que a janela de amostragem nado foi ideal para capturar sua
dindmica de resposta. Apesar das limitagbes relacionadas ao tamanho
amostral e a diferenga etaria entre os grupos genéticos, este trabalho
estabelece um fundamento importante para o entendimento da interacao
hospedeiro-parasita em condi¢des naturais. Os genes candidatos e as vias
bioldgicas identificadas nos bovinos mesticos sado alvos promissores para
futuras validacdes funcionais e, potencialmente, para a incorporagdo em
programas de selegcédo assistida por marcadores (MAS). Compreender esses
mecanismos transcriptomicos € fundamental para avancar no melhoramento
genético da resisténcia a babesiose bovina e para o desenvolvimento de
estratégias mais eficazes de controle e prevengao da doenga na pecuaria.
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5. Conclusao

Este estudo evidenciou uma modulag&o transcricional significativa em
resposta a infecgdo por B. bovis unicamente no grupo de animais mesticos. Em
contrapartida, os animais Angus puros nao exibiram mudangas transcricionais
mensuraveis. Esse cenario sugere uma possivel estabilidade imunoldgica ou,
alternativamente, que a janela de amostragem foi insuficiente para capturar sua
dindmica de resposta, fator possivelmente influenciado pela idade mais
avancada desses individuos. Os resultados ampliam o panorama sobre os
mecanismos genéticos associados a resisténcia a doengas parasitarias,
reforcando a necessidade de abordagens multidisciplinares para enfrentamento
de desafios sanitarios na pecuaria. O conhecimento gerado serve como base
para o desenvolvimento futuro de ferramentas de melhoramento animal e para

subsidiar politicas voltadas a sustentabilidade e saude dos rebanhos.
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