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Resumo. Sete espécies de Eimeria spp. causam a coccidiose aviaria, doenca entérica responsavel
por grandes perdas econdmicas e que é controlada pelo uso de drogas anticoccidianas e/
ou vacinas vivas. Com o intuito de fazer uma breve revisdo sobre estes parasitas, este artigo
aborda aspectos gerais da biologia, do genoma, transcriptoma e proteoma de Eimeria spp. que

acometem a galinha doméstica.

Palavras-chave. Coccidiose avidria, Eimeria spp., expressdo génica, expressed sequence tags (ESTS).

Abstract. Seven species of Eimeria spp. cause avian coccidiosis, an enteric disease responsible
for high economic losses which is controlled by anticoccidial drugs and/or live vaccines. With
the purpose to set up a brief review on these parasites, general aspects of the biology, genome,
transcriptome and proteome of Eimeria spp. of domestic fowl were discussed in this article.
Keywords. Coccidiosis, Eimeria spp., gene expression, expressed sequence tags (ESTs).

Eimeria spp. e a coccidiose avidria

Parasitas do género Eimeria sido protozodrios pertencentes
ao Filo Apicomplexa, o qual compreende diversas espé-
cies de grande importincia médica e veterindria, como
os géneros Plasmodium, Toxoplasma, Cryptosporidium,
Cyclospora e Neospora (Roos, 2005; Striepen e col., 2002).
Os parasitas do género Eimeria podem ser encontrados
em diversos hospedeiros, incluindo invertebrados e verte-
brados, como aves e mamiferos.

Em galinha doméstica, a Eimeria é responsavel pela
coccidiose avidria, doenca de distribuicdo mundial que
acomete principalmente frangos de corte e matrizes repro-
dutoras (Williams, 1998). Esta parasitose pode ser causada
por sete espécies de Eimeria: E. acervulina, E. maxima, E.
tenella, E. necatrix, E. brunetti, E. praecox e E. mitis (Allen
e Fetterer, 2002; Fernando, 1990).

Apesar da grande variedade de drogas anticoccidia-
nas e vacinas utilizadas para a prevengdo (Chapman e col.,
2002; McDonald e Shirley, 2009; Williams, 2002a; Willia-
ms, 2002b), a coccidiose ainda causa grande prejuizo a in-
dustria avicola (Allen e Fetterer, 2002). Calcula-se que os
gastos mundiais com o controle desta doenga variem de
800 milhdes (Allen e Fetterer, 2002) a 3 bilhdes de ddlares
por ano (Shirley e col., 2004a).

Devido ao aumento da resisténcia parasitaria, das
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crescentes restricdes legais ao uso de aditivos em ra-
¢Oes animais e ao custo elevado das vacinas vivas, sdo
crescentes os estudos para a produc¢do de novas vacinas
(Allen e Fetterer, 2002; Brake, 2002; Chapman e col., 2002;
Williams, 2002a; Williams, 2002b), bem como de novas
estratégias para o controle desta doenca (Jenkins, 2001).

Biologia e ciclo de vida do parasita

Os parasitas do género Eimeria apresentam um ciclo
de vida monoxénico (isto é, com um unico hospedeiro)
que se inicia quando um hospedeiro susceptivel ingere
um oocisto esporulado (Current e col., 1990; McDougald
e Reid, 1995) (Figura 1). O oocisto, ao ser ingerido (1) é
rompido na moela por trituragdo mecanica, liberando os
esporocistos (2). No intestino, devido a agdo de sais bi-
liares e tripsina, os esporozoitos saem ativamente do es-
porocisto e penetram nas células epiteliais intestinais (3).
Nesta etapa ha varios ciclos intestinais endégenos nos
quais os parasitas se multiplicam por fissdo multipla (me-
rogonia ou esquizogonia) resultando na formagio de es-
quizontes, os quais contém centenas de merozoitos (4, 5
e 6). Em seguida, ha a fase sexuada do ciclo, gamogonia
ou gametogonia, onde os merozoitos diferenciam-se em
macrogametocito, gamonte feminino (7) ou microgame-
tdcito, gamonte masculino (8). Apds a fecundagéo do ma-
crogameta pelo microgameta (9) ha a formagéo do oocisto
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(10) que é liberado no ambiente juntamente com as fezes
(11). Sob condigdes favoraveis de temperatura, oxigénio
e umidade, o oocisto sofre um processo de esporogonia
ou esporulagdo envolvendo meiose e mitose resultando
na formagio do oocisto esporulado que contém quatro
esporocistos com dois esporozoitos em cada (1) (Can-
ning e Anwar, 1968; Ferguson e col., 1978a; Ferguson e
col., 1978b).

As espécies de Eimeria sdo identificadas com base
na dimensao, morfologia e tempo minimo de esporulagdo
dos oocistos, especificidade do hospedeiro (sdo parasitas
espécie-especificos), sitios de colonizagao, caracteristicas
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Figura 1 - Ciclo de vida de Eimeria spp. {Fonte - Poster de divul-
gagdo: “Entendendo e Controlando a Coccidiose avidria’, Texto:
Arthur Gruber, Arte grafica: Helton Barreiro, Patrocinio Biovet.
Edigéo geral: Gessulli Agribusiness}.

das lesdes, periodo pré-patente e especificidade imunolé-
gica (Long e Joyner, 1984; Long e col., 1976).

Estes pardmetros analisados de forma conjunta
permitem a distingdo das espécies de Eimeria, entretan-
to, nem sempre o diagnostico é confiavel; principalmente
quando ha infec¢es mistas. Desta forma, técnicas base-
adas em métodos moleculares também tém sido utiliza-
das. Nosso grupo desenvolveu um método de diagndstico
de espécies por PCR multiplex baseado num conjunto de
marcadores moleculares denominados SCARs (Sequence-
-Characterized Amplified Regions), os quais permitem a
diferenciacéo e o diagndstico das sete espécies simultane-
amente (Fernandez e col., 2003).

Genoma

O genoma de Eimeria spp. possui 55 milhdes de
pares de bases, conteudo GC de 53% (Ling e col., 2007;
Shirley, 2000) e esta organizado em 14 cromossomos, que
variam de tamanho entre 1 a mais de 7 Mpb (Shirley, 1994;
Shirley, 2000). O genoma de E. tenella cepa H foi sequen-
ciado e esta disponivel no sitio do Instituto Sanger (http://
www.sanger.ac.uk/ Projects/E_tenella/). Além do geno-
ma, o cromossomo 1 desta espécie foi totalmente seqiien-
ciado (Ling e col., 2007). Este cromossomo possui uma
organizagdo gendmica incomum segmentada em regides
R (feature-rich), que sdo ricas em repeti¢des, apresentan-

do elementos similares a transposons e repeti¢des telo-
méricas (Shirley, 2000; Shirley e col., 2004b), além disso,
apresenta segmentos livre de repeti¢cdes P (feature-poor)
(Ling e col., 2007).

Estes organismos também apresentam dois genomas
extracromossdmicos: o genoma mitocondrial que é cons-
tituido de segmentos de DNA lineares contendo unidades
repetitivas de 6kb (Chapman e Shirley, 2003; Romano,
2004) e o genoma do apicoplasto (organela exclusiva dos
organismos do Filo Apicomplexa) que ¢é circular, rico em
conteudo AT e em Eimeria tenella, contém cerca de 35 kb
(Cai e col., 2003).

Transcriptoma

Para um melhor entendimento da biologia deste pa-
rasita, diversos projetos de geragio e analise de ESTs (Ex-
pressed sequence tags) de Eimeria spp. tém sido realizados
(Li e col., 2003; Miska e col., 2004; Miska e col., 2008; Ng
e col.,, 2002; Schwarz e col., 2010 ; Wan e col.,, 1999). O
nosso grupo coordenado pelos professores Arthur Gruber
(ICB/USP) e Alda Maria B. N. Madeira (ICB/USP) como
parte integrante do Consoércio Internacional do Genoma
de E. tenella (http://www.sanger.ac.uk/Projects/E_tenella/
consortium.shtml), gerou um conjunto de cerca de 15.000
leituras do tipo ORESTES (Open Reading Frame ESTSs) de
E. tenella, E. acervulina e E. maxima (Shirley e col., 2004a;
Shirley e col., 2004b). Varios estagios como esporozoitos,
merozoitos de segunda gerac¢ao, oocistos nio esporulados,
parcialmente esporulados e esporulados foram estudados.
Para E. tenella, adicionamos aos nossos dados, cerca de
35.000 ESTs disponiveis em bancos internacionais. Além
disso, com a finalidade de obter um perfil de expressdo
quantitativo, o nosso grupo também gerou mais de 35.000
tags (etiquetas) provenientes de bibliotecas de LongSAGE
(Serial Analysis of Gene Expression) ou seja, analise seriada
da expressdo génica, de dois estagios invasivos (merozoi-
tos de segunda geracéo e esporozoitos) de Eimeria tenella
(Novaes, 2009). A anotagido das sequéncias montadas foi
realizada em um pipeline automatico de anotagdo que uti-
liza o sistema EGene (Durham e col., 2005), desenvolvido
pelo nosso grupo de bioinformética.

Apds a anotagdo automatica foi observado para am-
bas as técnicas, que grande parte dos transcritos obtidos
era desconhecida. De fato, cerca de 50 a 65% dos genes
sequenciados em Eimeria e de outros organismos do Filo
Apicomplexa ainda ndo possuem uma fun¢io conhecida.
(Gardner e col., 2002; Miska e col., 2004; Wan e col., 1999).

A partir da analise comparativa dos genes diferen-
cialmente expressos foi observado que para as trés espé-
cies de Eimeria um pequeno conjunto de genes é altamen-
te expresso em cada fase do ciclo de vida, e que menos
de 20% dos genes sio compartilhados entre os estagios
estudados (Novaes, 2009; Novaes e col., 2005). Em Toxo-
plasma gondii e Plasmodium falciparum a analise do perfil
de transcri¢do em diferentes estdgios evolutivos também
revelou a predominéncia de grupos de genes diferencial-
mente expressos de forma estagio-especifica (Bozdech
e col., 2003; Cleary e col., 2002; Duncan, 2004; Li e col,,
2003; Llinas e DeRisi, 2004).
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Nossos estudos evidenciaram que em Eimeria te-
nella, para merozoitos, muitos dos produtos protéicos
diferencialmente expressos estdo relacionados a tradugao,
modificagdo e manuten¢ao da conformagio das proteinas
e processos de ligacdo. Em esporozoitos, o perfil transcri-
cional obtido ¢ distinto, j4 que muitos transcritos nao sio
conhecidos e alguns dos produtos protéicos identificados
sdo histonas, proteinas associadas ao transporte e ativida-
de catalitica (Novaes, 2009).

De modo semelhante, vérios trabalhos tém relatado
um maior niumero de transcritos associados com cresci-
mento e divisdo celular e sintese de DNA em esporozoi-
tos de Eimeria tenella (Ng e col., 2002; Wan e col., 1999).
Ja para merozoitos, ha predominéncia de transcritos en-
volvidos com a expressdo de genes e proteinas, tanto em
E. tenella (Schaap e col,, 2005), quanto em E. acervulina
(Miska e col., 2008) e E.maxima (Schwarz e col., 2010).

Este padrao diferencial da expressdo génica em Ei-
meria spp pode estar relacionado as diferencas funcionais
entre estes estagios invasivos. Enquanto os esporozoitos
sdo responsaveis pelo inicio da replicagio enddgena do
parasita sendo alvo preferencial da resposta imune prote-
tora do hospedeiro (Lillehoj e Lillehoj, 2000), os merozoi-
tos estao relacionados a patogenia da doenga propriamen-
te dita (Ng e col., 2002), sendo responséveis por conside-
raveis danos a8 mucosa e submucosa intestinais (Schmatz,
1997).

Apds a fase de proliferagdo, critica para a patogé-
nese, ocorre o ciclo sexual, importante para a geracdo da
diversidade genética. Os oocistos de Eimeria sao respon-
saveis pela transmissdo e dispersdo da doenga para novos
hospedeiros e sdo capazes de permanecer viaveis no am-
biente por longos periodos de tempo (Belli e col., 2005;
Schmatz, 1997).

A esporulagdo é um processo dinadmico e ainda
pouco estudado. Sabe-se que determinados genes, como
de proteinas de micronema (Ryan e col., 2000), organela
presente no complexo apical de parasitas do Filo Apicom-
plexa e que tem grande importincia no processo de ade-
sdo e invasdo; EtCRK2 (Kinnaird e col., 2004); eimepsina
(Jean e col., 2001); MOP (major oocyst protein) (Fetterer
e Barfield, 2003; Fetterer e col., 2007); antigeno SO7 (Fet-
terer e col., 2007); proteina associada ao corpo refratil dos
esporozoitos (Abrahamsen e col., 1994) e proteinas de
choque térmico tais como Hsp70 (del Cacho e col., 2001) e
Hsp90 (Miska e col., 2005) sdo diferencialmente expressos
durante a esporulacdo. Miska e colaboradores (2004) ao
analisarem ESTs de oocistos esporulados e nao esporula-
dos obtidos por hibridiza¢io subtrativa também verifica-
ram este perfil de expressdo diferencial entre tais estagios.

Proteoma

Os primeiros estudos de mapeamento de proteinas
foram realizados por eletroforese bi-dimensional a partir
de esporozoitos das sete espécies de Eimeria que infectam
galinhas (Sutton e col., 1989). Com o avango dos estudos
gendmicos, novas proteinas puderam ser identificadas
como as do micronema (Bromley e col.,, 2003), do corpo
refratil (de Venevelles e col., 2004; de Venevelles e col.,

2006), proteases, enzimas glicoliticas e proteinas de cho-
que térmico (Belli e col., 2005). Recentemente Lal e cola-
boradores (2009) realizaram um estudo do proteoma de
quatro estagios do ciclo de vida de E. tenella. Estes autores
também observaram que em merozoitos, ha uma maior
abundéancia de proteinas relacionadas a transcrigéo, sinte-
se protéica e ao ciclo celular do que em esporozoitos.

Finalmente, apesar do parasita e de seu ciclo de vida
ja serem conhecidos, poucos processos bioquimicos em
Eimeria foram descritos até o momento.

Estudos do genoma, proteoma, expressio génica, e
outras abordagens como ribonoma, metaboloma, ORFe-
oma, interatoma, entre outros, poderdo no futuro, permi-
tir a elucidacio de varios mecanismos moleculares ainda
desconhecidos possibilitando desta forma, a proposi¢do
de novas estratégias de controle da coccidiose avidria.
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