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 RESUMO 
 

 

Manha APS. Análise da expressão diferencial em três fases da esporulação de 
oocistos de Eimeria maxima. [tese (Doutorado em Biologia da Relação Patógeno-
Hospedeiro)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São 
Paulo; 2011. 
 

A coccidiose aviária é causada por protozoários do gênero Eimeria, sendo a E. 

maxima uma das espécies mais patogênicas e de larga distribuição mundial. 

Visando uma maior compreensão dos mecanismos moleculares envolvidos na 

esporulação em E. maxima, o perfil da expressão gênica foi avaliado em oocistos 

não esporulados, parcialmente esporulados e esporulados empregando a técnica 

ORESTES (Open Reading Frame Expressed Sequence Tags). Esta metodologia 

possibilita obter sequências transcritas parciais derivadas majoritariamente da 

porção central dos RNAs mensageiros, favorecendo a descoberta de novos genes. 

Foram geradas 20.149 leituras totais e após o pré-processamento, 75% das 

sequências foram aceitas. Posteriormente ao agrupamento das sequências, foram 

obtidos 1.207 contigs e 2.091 singlets. As sequências dos transcritos foram 

anotadas automaticamente utilizando a plataforma Egene (versão 2), onde 72% dos 

contigs foram anotados como proteínas hipotéticas, 20% como proteínas de função 

conhecida e 8% como proteínas hipotéticas conservadas. Dos contigs que 

apresentaram similaridade com proteínas de função conhecida ou proteínas 

hipotéticas conservadas, 74,2% eram similares a proteínas descritas para o Filo 

Apicomplexa. Após o mapeamento no genoma de Eimeria maxima, foi observado 

que cerca de 77% dos contigs ORESTES mapearam. Para avaliar o perfil de 

expressão gênica entre os diferentes estágios estudados, os transcritos obtidos 

foram submetidos à análise digital da expressão empregando o Northern Digital, 

sendo observado que 73,5% dos contigs estavam presentes em um único estágio, 

20,5% em dois estágios e 6% em três estágios, indicando um perfil de expressão 

gênica diferencial entre as três fases da esporulação. Os perfis digitais obtidos foram 

submetidos a um agrupamento hierárquico juntamente com os transcritos de 

merozoítos de E. maxima, gerados pelo grupo. Foi observado que os oocistos 

agrupavam num clado, enquanto que merozoítos agruparam num clado externo. 

Estes resultados são compatíveis com a biologia do parasita. Para classificar os 



 

contigs em diferencial ou não diferencialmente expressos foi realizada análise 

estatística empregando o programa Kemp. Cerca de 69% dos contigs foram 

classificados como não diferencialmente expressos e 31% como diferencialmente 

expressos, dos quais a maioria foi observada em somente um estágio da 

esporulação. Dos contigs diferencialmente expressos, 34% das proteínas de função 

conhecida estavam relacionadas ao metabolismo, 5% ao complexo apical e o 

restante a proteínas de diversas funções. Para validação dos dados obtidos por 

ORESTES, a transcrição de um pequeno conjunto de genes foi avaliada por RT-

qPCR. Os perfis de expresssão obtidos pelas duas ténicas foram bastante 

condizentes entre si.  
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ABSTRACT 

 

 

Manha APS. Differential expression analysis of Eimeria maxima oocysts in three 
phases of sporulation. [Ph. D. thesis (Biology of Host Pathogen Relationship)]. São 
Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo; 2011. 
 

Coccidiosis of the domestic fowl is caused by protozoan parasites of the genus 

Eimeria. E. maxima is one of the most pathogenic species and widely distributed 

worldwide. In order to obtain a better understanding of the molecular mechanisms 

involved in oocyst sporulation of E. maxima, the gene expression profiles of 

unsporulated, sporulating (sporoblast phase) and sporulated oocyst were studied 

using the ORESTES methodology. This method allows obtaining partial transcript 

sequences derived mainly from the central portion of the mRNA, facilitating the 

discovery of new genes. We generated 20,149 total readings and after pre-

processing, 75% of the sequences were accepted. Subsequent clustering of 

sequences, 1207 contigs and 2,091 singlets were obtained. The sequences of the 

transcripts were annotated automatically using the platform Egene (version 2) where 

72% of the contigs were annotated as hypothetical proteins, 20% as proteins of 

known function and 8% as conserved hypothetical proteins. Amongst contigs 

showing similarity to proteins of known function or conserved hypothetical proteins, 

74.2% protein were similar to those described for the phylum Apicomplexa. After 

mapping the genome of Eimeria maxima, it was observed that about 77% of the 

contigs ORESTES were mapped. For the evaluation of the profile of gene expression 

among different stages, the transcripts were submitted to digital analysis of 

expression using Northern Digital, and we observed that 73.5% of the contigs were 

present in a single stage, 20.5% in two internships and 6% in three stages, indicating 

a differential gene expression profiles among the three stages of sporulation. The 

digital profiles were submitted to a hierarchical clustering together with the transcripts 

of merozoites from E. maxima. It was observed that all oocysts phases clustered in a 

clade, whereas merozoites clustered in a separated clade. These results are 

consistent with the biology of the parasite. For sorting the contigs into differential or 

non-differentially expressed, a statistical analysis was performed using the program 

Kemp. About 69% of the contigs were classified as not differentially expressed and 

31% as differentially expressed, most of which was observed in only one stage of 



 

sporulation. Of the differentially expressed contigs, 34% of proteins of known function 

were related to metabolism, 5% apical complex proteins and the remaining proteins 

have various functions. To validate the data obtained by ORESTES, transcription of a 

small set of genes were assessed by RT-qPCR. The profiles obtained by two 

expression technique were quite consistent among themselves. 

 

 

Keywords: Eimeria maxima. Coccidiosis. Oocysts. Sporulation. Gene Expression. 

ORESTES.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 INTRODUÇÃO 



 

1.1 O filo Apicomplexa 

 

 

Os organismos do Filo Apicomplexa são protozoários que apresentam 

complexo apical na extremidade anterior das fases invasivas (Levine, 1973; Current 

et al., 1990; Tomley et al., 2001; Tomley e Soldati, 2001). As estruturas deste 

complexo estão associadas à motilidade, adesão e penetração dos parasitas nas 

células hospedeiras e formação do vacúolo parasitóforo (Current et al., 1990; 

Bumstead e Tomley, 2000; Morrissette e Sibley, 2002). Como se pode observar na 

Figura 1, o complexo apical é composto por um conóide, anéis polares, microtúbulos 

subpeliculares, roptrias, micronemas e grânulos densos (Dubremetz et al., 1998; 

Santos et al., 2009).  

 

 

  

Figura 1- Esquema de forma invasiva de um organismo do Filo Apicomplexa (Toxoplasma 
gondii).  
FONTE: Baum et al. (2006)  

 

 

O Filo Apicomplexa é bastante diverso, sendo composto por mais de 5.000 

espécies dentre os quais, patógenos de grande importância médica e veterinária, 



 

tais como: Toxoplasma gondii, os gêneros Plasmodium, Cryptosporidium, 

Cyclospora, Babesia, Neospora, Theileria e Eimeria (Belli et al., 2005; Hu et al., 

2006).  

A maior parte das espécies de Coccídias conhecidas pertence à família 

Eimeriidae, compreendendo mais de 1700 espécies de protozoários (Levine, 1988) 

que podem infectar diversos hospedeiros vertebrados e invertebrados (Current et al., 

1990).  

 

 

1.2 O gênero Eimeria 

 

 

O primeiro relato de protozoários do gênero Eimeria foi em 1674 por Antony 

van Leeuwenhoek após a visualização de oocistos de Eimeria stiedai na bile de um 

coelho. Entretanto, a primeira descrição destes parasitas só foi realizada cerca de 

150 anos depois, quando Hake, em 1839, observou oocistos associados a um 

carcinoma no fígado de coelhos. Em 1875, Schineider classificou estes protozoários 

como pertencentes ao gênero Eimeria (Levine, 1973). 

Parasitas do gênero Eimeria são os mais bem sucedidos da classe Coccidia, 

pois além de ter distribuição mundial e serem comumente observados (Levine, 

1973), tem a capacidade de infectar grande variedade de hospedeiros vertebrados e 

invertebrados (Current et al., 1990). Estes protozoários possuem um ciclo de vida 

monoxênico com fases de reprodução assexuada e sexuada (Hammond e Long, 

1973; Current et al., 1990). A merogonia e a gametogonia ocorrem dentro das 

células do hospedeiro e a esporogonia no meio ambiente (Levine, 1973). 

 

 

1.3 Coccidiose aviária  

 

 

Existem sete espécies de Eimeria que causam a coccidiose em galinha 

doméstica, são elas: E. acervulina, E. brunetti, E. maxima, E. mitis, E. necatrix, E. 

praecox e E. tenella (Fernando, 1990).  



 

Cada espécie se multiplica em uma região específica do trato intestinal, ou 

seja, a infecção é sítio-específica. Por exemplo, E. acervulina (Tyzzer, 1929; Levine, 

1961) e E. praecox infectam a porção superior do intestino delgado (Levine, 1961). 

E. maxima acomete a parte média do intestino, principalmente jejuno e íleo (Tyzzer, 

1929; Levine, 1961). E. necatrix inicialmente infecta a porção média do intestino 

delgado durante as duas primeiras esquizogonias, já a terceira esquizogonia e a 

formação dos gametas ocorrem nos cecos (Levine, 1961). E. tenella infecta os cecos 

(Tyzzer, 1929). E. mitis acomete a porção inferior do intestino delgado (Tyzzer, 1929; 

Levine, 1961) e em E. brunetti a infecção inicial e a primeira esquizogonia ocorrem 

ao longo do intestino delgado, porém a segunda esquizogonia e formação gametas 

são observadas na porção posterior do intestino delgado e no intestino grosso até o 

reto (Levine, 1942; Levine, 1961). 

Além de serem sítio-específicas, a patogenicidade deste protozoário também 

varia quanto à espécie, por exemplo, E. tenella e E. necatrix são as mais 

patogênicas, enquanto E. mitis provoca poucas lesões intestinais (Long e Joyner, 

1984; Shirley, 1995). No campo, E. tenella, E. maxima e E. acervulina são as 

espécies mais relevantes e frequentes.  

Estes parasitas acometem principalmente frangos de corte e matrizes 

reprodutoras (Williams, 1998), induzindo aumento da conversão alimentar, menor 

capacidade de absorção de nutrientes, menor ganho de peso e em alguns casos, 

aumento da mortalidade (Min et al., 2004).  

As infecções comumente observadas no campo são mistas (Levine, 1961), 

entretanto, a resposta imune é espécie-específica, ou seja, uma ave imune a uma 

espécie de Eimeria é suscetível às demais (Dalloul e Lillehoj, 2005).  

 

 

1.3.1 Diagnóstico 

 

 

Classicamente, a identificação das espécies de Eimeria é realizada pela 

análise de diversos parâmetros, como: espécie do hospedeiro, sítios de infecção e 

desenvolvimento do parasita, aspecto das lesões macro e microscópicas, período de 

pré-patência, período mínimo de esporulação, morfologia do oocisto, entre outros 

(Long et al., 1976; Long e Joyner, 1984; Eckert et al., 1995). Entretanto, estas 



 

características biológicas podem estar sobrepostas dificultando a diferenciação das 

espécies de Eimeria que acometem a galinha doméstica, além de necessitar de 

profissionais altamente capacitados.  

Visando a discriminação destas espécies de Eimeria, vários ensaios 

moleculares foram desenvolvidos, dentre estes, os baseados na reação em cadeia 

da polimerase (PCR) que além de outras vantagens, podem ser realizados a partir 

de pequenas quantidades de DNA sendo mais sensíveis que as técnicas que até 

então eram empregadas como, análise eletroforética de isoenzimas (Shirley, 1975; 

Shirley, 1978; Shirley, 1997), separação eletroforética de proteína 2D 

(bidimensional) (Sutton et al., 1989) e diagnóstico baseado em hibridização com 

sondas de rRNA (Ellis e Bumstead, 1990).  

A partir destes avanços, testes de alta sensibilidade e especificidade foram 

desenvolvidos, entretanto, nem todos os ensaios permitiam a detecção das sete 

espécies de Eimeria, como por exemplo, o direcionado para a região intergênica do 

gene da subunidade ribossômica 5S que era eficiente apenas para E. tenella (Stucki 

et al., 1993).  

Outra técnica que foi empregada para o diagnóstico molecular de Eimeria de 

galinha doméstica é o RAPD (polimorfismo de DNA amplificado randomicamente). 

Este método é baseado em PCR e utiliza primers arbitrários que, em condições de 

baixa estringência, resultam em um perfil específico para cada espécie. Inicialmente, 

permitia somente o diagnóstico de seis espécies (E. acervulina, E. brunetti, E. 

maxima, E. mitis, E. necatrix e E. tenella) (Procunier et al., 1993). Anos mais tarde, o 

nosso grupo desenvolveu um teste de RAPD que é capaz de diferenciar as sete 

espécies de Eimeria de galinha doméstica (Fernandez et al., 2003a). 

O primeiro ensaio molecular baseado em PCR que permitia a diferenciação 

das sete espécies de Eimeria foi direcionado para o ITS1 (espaçador interno 

transcrito 1) do cistron de RNA ribossômico (Schnitzler et al., 1998; Schnitzler et al., 

1999), entretanto este teste não é capaz de identificar simultaneamente as 

diferentes espécies, sendo necessária a realização de sete reações.  

Nosso grupo também desenvolveu um conjunto de marcadores SCAR 

(Sequence Characterized Amplified Region) específicos para as sete espécies de 

Eimeria (Fernandez et al., 2004). A partir destes marcadores, foi desenvolvido um 

ensaio de PCR multiplex que em uma única reação é capaz de detectar e identificar 

as sete espécies de Eimeria de galinha doméstica (Fernandez et al., 2003b). 



 

Para a quantificação da carga parasitária foram desenvolvidos ensaios de 

PCR em tempo real, que além de detectar e discriminar as espécies, permitem a 

quantificação do nível de infecção. O primeiro teste, direcionado para o gene 

codificador da proteína de micronema 1 e sequências espécie-específicas de 

SCARs, era capaz de discriminar e quantificar somente quatro espécies de Eimeria 

(E. acervulina, E. maxima, E. necatrix e E. tenella) (Blake et al., 2008). Logo em 

seguida, foram desenvolvidos testes baseados em marcadores SCAR que eram 

capazes de identificar cinco espécies de Eimeria (E. acervulina, E. brunetti, E. 

maxima, E. necatrix e E. tenella (Kawahara et al., 2008). Estudos mais recentes têm 

permitido a identificação, discriminação e quantificação das sete espécies de 

Eimeria que acometem a galinha doméstica (Vrba et al., 2010).  

 

 

1.3.2 Controle da doença 

 

 

Devido à alta produção de oocistos e a fácil disseminação destes parasitas 

entre as aves suscetíveis, o controle da coccidiose aviária é extremamente 

necessário, sendo realizado pelo uso de anticoccidianos e vacinas vivas.  

Desde a década de 40, a quimioterapia profilática utilizando drogas 

anticoccidianas tem sido a principal forma de controle da coccidiose aviária 

(McDonald e Shirley, 2009). Devido a vários fatores, dentre os quais, resistência 

parasitária causada pelo uso indiscriminado dos quimioterápicos (Chapman, 2003) e 

preocupação do mercado consumidor com a possibilidade de contaminação da 

carne de frango com fármacos, o uso destas drogas tem decaído bastante nos 

últimos anos (Shirley et al., 2007).  

Restrições legislativas à utilização destes fármacos têm crescido 

principalmente na Europa e Estados Unidos, inclusive, algumas drogas foram 

totalmente banidas. No Reino Unido, por exemplo, o número de anticoccidianos 

disponíveis comercialmente caiu de 17 em 2002, para apenas 10 em 2004 (Shirley 

et al., 2007).  

Por outro lado, o emprego de vacinas vivas vem aumentando, em 2002 

estavam disponíveis no mercado ou em fase de registro 13 vacinas de Eimeria de 

galinha (Chapman et al., 2002). Em áreas geográficas onde há resistência às 



 

drogas, as vacinas vivas têm sido bastante utilizadas para o controle da coccidiose 

aviária (Williams, 1998; Allen e Fetterer, 2002).  

A primeira vacina lançada no mercado foi a Coccivac® (Schering-Plough) em 

meados de 1950, sendo ainda empregada no campo (Chapman et al., 2002; 

McDonald e Shirley, 2009). A partir desta data, várias vacinas de Eimeria foram 

desenvolvidas, as quais podem ser classificadas em quatro tipos: vacinas vivas 

contendo cepas virulentas, vacinas vivas de cepas precoces, vacinas vivas de cepas 

atenuadas e as vacinas de DNA recombinante (Allen e Fetterer, 2002; McDonald e 

Shirley, 2009). Somente as vacinas vivas contendo cepas virulentas e precoces 

estão disponíveis para comercialização. 

As vacinas compostas por cepas virulentas são formuladas com suspensões 

de oocistos viáveis oriundos de espécies patogênicas. É utilizada em baixas doses, 

o suficiente para gerar resposta imune sem causar lesões intestinais significativas 

(Shirley et al., 2005). Porém, erros na administração podem induzir a doença 

propriamente dita (Shirley et al., 2007).  

Por apresentarem um menor número de ciclos de reprodução assexuada e 

consequentemente, redução do período de pré-patência, as vacinas de cepas 

precoces oferecem menos riscos de indução da doença (McDonald e Shirley, 2009). 

A desvantagem desta vacina está no seu custo de produção, já que o potencial 

reprodutivo destes parasitas é 90% menor que o das cepas originais.  

Para obtenção de vacinas com cepas atenuadas, as cepas virulentas são 

submetidas a tratamento térmico ou irradiação (x ou ) o que diminui a infectividade 

e a produção dos oocistos. Entretanto, estas cepas conferem somente resistência 

parcial às infecções (Allen e Fetterer, 2002; McDonald e Shirley, 2009).  

Estudos para o desenvolvimento de vacinas recombinantes têm aumentado 

nos últimos 10 anos, entretanto, até o momento, nenhuma destas vacinas está 

disponível para comercialização. Um dos grandes obstáculos para utilização destas 

vacinas é a falta de proteção cruzada entre as espécies de Eimeria (Allen e Fetterer, 

2002).  

 

 

 

 

 



 

1.3.3 Importância econômica 

 

 

Apesar de grandes avanços na pesquisa de quimioterápicos, vacinas e 

nutrição, a coccidiose aviária é umas das parasitoses mais importantes do ponto de 

vista econômico, causando grande prejuízo à indústria avícola (McDougald e Reid, 

1995), seja, por custos diretos como menor ganho de peso, aumento de mortalidade, 

susceptibilidade a infecções secundárias e tratamento com quimioterápicos, ou por 

custos indiretos como uso de drogas e/ou vacinas para a prevenção da infecção 

(Shirley et al., 2005).  

Calcula-se que os gastos mundiais relacionados ao controle desta doença 

variem de 800 milhões (Allen e Fetterer, 2002) a três bilhões de dólares por ano 

(Shirley et al., 2004b).  

A indústria avícola tem um papel fundamental na economia brasileira. O Brasil 

é o primeiro maior exportador e o terceiro maior produtor de carne de frango do 

mundo (Figura 2). Em 2009 foram produzidas mais de 11 milhões de toneladas de 

carne de frango, das quais, 67% foram consumidas pelo mercado interno e a 

exportação deste produto resultou em uma receita cambial de quase 5,86 bilhões de 

dólares (Associação Brasileira dos Produtores e Exportadores de Frangos, Relatório 

Anual 2009-10 http://www.abef.com.br/Relatorios_Anuais.php). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Figura 2- Produção e exportação mundial de carne de frango. Número (em milhões de 
toneladas) referente ao ano de 2009. 
FONTE: ABEF (2009).  

 

 

1.3.4 Ciclo de vida  

 

 

O ciclo de vida de parasitas do gênero Eimeria está representado na Figura 3. 

A infecção das aves se inicia pela ingestão de um oocisto esporulado (Etapa 1). Em 

aves como a galinha doméstica (Gallus gallus), a parede do oocisto é rompida 

mecanicamente na moela por ação da musculatura e abrasão provocada por detritos 

ingeridos. Uma vez no intestino delgado, na presença de tripsina e sais biliares, 

ocorre a excistação, na qual os esporozoítos saem ativamente dos esporocistos 

(Etapa 2). Assim que liberados, os esporozoítos invadem as células epiteliais do 

intestino (Etapa 3), onde se multiplicam por fissão múltipla (reprodução assexuada) 

formando os esquizontes ou merontes (Etapa 4). Após o amadurecimento e ruptura 

dos esquizontes há liberação dos merozoítos (Etapa 5), os quais podem infectar 



 

novas células intestinais por uma ou mais gerações, na dependência da espécie de 

Eimeria (Etapa 6). Após a esquizogonia, os parasitas se diferenciam em 

macrogametócito (Etapa 7) ou microgametócito (Etapa 8). Os microgametócitos se 

rompem e liberam os microgametas (Etapa 8), que por possuir dois flagelos são 

capazes de se locomover até os macrogametas (Etapa 9) fecundando-os e 

produzindo o zigoto (Etapa 10). O zigoto pode ser produto da fertilização de gametas 

da mesma cepa (autofertilização) ou de cepas diferentes (fertilização cruzada) 

(Shirley e Harvey, 1996). O zigoto maduro origina o oocisto (Etapa 10), único estágio 

diplóide, o qual é liberado no ambiente juntamente com as fezes sob a forma de 

oocisto não esporulado. Em condições adequadas de temperatura, umidade e 

oxigenação, o oocisto sofre uma meiose seguida de uma mitose formando os 

esporoblastos (Etapa 11). Cada esporoblasto sofre uma segunda mitose originando 

os esporocistos os quais contém dois esporozoítos (Etapa 1). O ciclo de vida é 

completado quando o oocisto esporulado é ingerido por um hospedeiro susceptível 

(Hammond e Long, 1973; McDougald e Reid, 1995; Min et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3- Ciclo de vida de Eimeria. 
FONTE: Pôster de divulgação: “Entendendo e Controlando a Coccidiose aviária”, 
Arte gráfica: Helton Barreiro, Patrocínio Biovet, Edição geral Oswaldo Gessulli 
Neto (Gessulli Agribusiness), com permissão.  

 

 

1.3.5 Oocistos e esporulação 

 

 

Por ser uma fase exógena do ciclo de vida dos Coccidias (Current et al., 

1990), o oocisto é o estágio mais acessível para a realização de estudos biológicos. 

A morfologia típica de oocisto de Eimeria spp. é mostrada na Figura 4.  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4- Estrutura típica de oocistos esporulados de Eimeria spp.  
FONTE: adaptado de Levine (1961). 

 

 

A cor, o tamanho (área e diâmetro), o formato (elíptico, ovóide ou circular), a 

textura da superfície, a estrutura interna (presença ou ausência de grânulo polar, 

corpos residuais, corpúsculo de Stieda e micrópilo visível) e diversidade no formato 

dos esporocistos são características que podem variar de espécie para espécie 

(Joyner, 1982; Castañón et al., 2007). A Figura 5 apresenta fotomicrografias de 

oocistos das sete espécies de Eimeria que infectam a galinha doméstica. Como 

podemos observar os oocistos apresentam características morfológicas comuns e 

particulares de cada espécie. Por exemplo, os oocistos de E. acervulina têm 

tamanho similar ao de E. mitis, já oocistos de E. maxima são maiores que os 

demais. Em relação à forma, oocistos de E. praecox e E. mitis são circulares, os de 

E. maxima e E. brunetti tem forma ovóide e os de E. acervulina e E. necatrix são 

elípticos (Castañón, 2006).  

 

 



 

 

Figura 5- Fotomicrografias de oocistos esporulados das sete espécies de Eimeria de 
galinha doméstica. (a) E. maxima, (b) E. brunetti, (c) E. tenella, (d) E. necatrix, 
(e) E. praecox, (f) E. acervulina e (g) E. mitis.  
FONTE: Castañón (2006). 

 

 

A parede do oocisto é extremamente robusta (Mai et al., 2009) sendo 

resistente a proteólise, além de ser impermeável a várias soluções como por 

exemplo, detergentes e desinfetantes. Entretanto, é permeável à amônia, ao 

bromometano, a determinadas moléculas e substâncias lipossolúveis (Monné e 

Hönig, 1954; Ryley, 1973; Mai et al., 2009).  

A parede dos oocistos contém camadas multilamelares sendo composta por 

lipídeos, carboidratos e proteínas. Dentre os lipídeos, são descritos esteróides, 

ácidos graxos (docosanol, tetracosanol, hexacosanol, miristato, palmitato, estearato, 

oleato, linolato e fosfolipídios) e alcoóis graxos (Stotish et al., 1978). Em relação aos 

carboidratos, são observados manose, galactose, glicose e hexosamina (Stotish et 

al., 1978).  

Há diversas proteínas envolvidas na formação da parede do oocisto, GAM56 

e GAM82 são as mais estudadas e foram identificadas em oocistos de E. acervulina, 

E. maxima e E. tenella. Estas proteínas têm importante papel na maturação da 

parede do oocisto (Belli et al., 2009). 

A parede dos oocistos é formada a partir do conteúdo de organelas 

encontradas exclusivamente em macrogametas, corpos específicos do tipo 1 

(WFB1) e do tipo 2 (WFB2) (Pittilo e Ball, 1980), cujos tamanhos variam de acordo 

com a espécie de Eimeria (Mai et al., 2009). 

Uma vez no ambiente, os oocistos passam por um processo denominado de 

esporulação ou esporogonia, tornando-se infectantes. Para tanto, são necessárias 



 

condições ideais de temperatura, umidade e oxigenação (Fayer, 1980; Graat et al., 

1994; Waldenstedt et al., 2001), sendo esta última, indispensável para o 

desencadeamento da esporulação (Wilson e Fairbairn, 1961).  

O período de esporulação pode variar de espécie para espécie (Norton e 

Chard, 1983). Sob condições ideais (oxigenação, umidade relativa entre 40 e 80% e 

temperatura entre 28 ºC a 30 ºC) a esporulação é completada de um modo geral, 

entre 24 a 48 horas (Edgar, 1955; Fernando, 1990; Graat et al., 1994). Em Eimeria 

maxima, após 48h do início da esporulação já é possível observar oocistos 

totalmente esporulados (Edgar, 1955; Waldenstedt et al., 2001).  

A esporulação é um processo aeróbico e o consumo de oxigênio varia ao 

longo da esporulação, principalmente durante a divisão nuclear (Wagenbach e 

Burns, 1969).  

Uma grande quantidade de energia é consumida durante a esporulação e 

como o oocisto está em meio extracelular, esta é gerada à custa de carboidratos 

armazenados durante o ciclo intracelular (Edgar et al., 1944; Ryley, 1973; Wang et 

al., 1975). O acúmulo dos grânulos de polissacarídeos nos coccídeos ocorre durante 

a formação do zigoto e maturação do oocisto. Estima-se que em cada oocisto não 

esporulado são estocados aproximadamente 5 x 10-13 mol de resíduos de glicose 

(Wang, 1982). Durante a esporulação, inicialmente há utilização dos grânulos de 

polissacarídeos, seguida pelo metabolismo de lipídeos (Wilson e Fairbairn, 1961; 

Joyner, 1982). Em E. acervulina, estima-se que durante as primeiras 10 horas de 

esporulação o nível de polissacarídeo estocado decresce de 83 para 46 μg/106 

oocistos (Wilson e Fairbairn, 1961).  

O processo de esporulação inclui três divisões nucleares (uma meiose e duas 

mitoses) (Vetterling e Doran, 1969; Hammond, 1973; Ryley, 1973) e está 

exemplificado na Figura 6. O oocisto não esporulado apresenta um citoplasma que 

preenche totalmente o zigoto, o núcleo é arredondado e ocupa a região central do 

citoplasma (etapa 1). No primeiro dia da esporogonia o citoplasma dos oocistos 

condensa adquirindo o formato de uma massa esférica irregular, a qual é separada 

da parede do oocisto por um espaço preenchido por líquido (etapa 2). Logo em 

seguida, os grânulos citoplasmáticos agregam-se conferindo ao citoplasma uma 

aparência reticular (etapa 3). À medida que o citoplasma vai se contraíndo, o núcleo 

adquiride um formato fusiforme e projeções nucleares podem ser visualizadas nas 

extremidades do eixo nuclear (etapa 4). O núcleo move-se para a região periférica 



 

do oocisto (etapa 5) e ocorre a meiose (etapas 6 e 7). No início desta divisão os 

grânulos centriolares são visualizados no sentido oposto à membrana do núcleo, a 

membrana nuclear é rompida e o nucléolo desaparece (Canning e Anwar, 1968; 

Hammond, 1973). A seguir ocorre a primeira divisão mitótica (etapa 8), há citocinese 

formando quatro esporoblastos (etapas 9 a 10), geralmente esferoidais. Em seguida 

os esporoblastos se agrupam assumindo uma forma piramidal (etapa 11). Cada 

esporoblasto (etapa 12) irá sofrer uma segunda divisão mitótica, originando 

esporocisto com dois esporozoítos (etapa 13). Após esta etapa, o oocisto está 

totalmente esporulado.  

A esporulação não é sincronizada (Vetterling e Doran, 1969; Hammond, 1973; 

Ryley, 1973) e nem todos os oocistos esporulam completamente. Em alguns 

oocistos não há a condensação do citoplasma (Levine, 1973), em outros, a 

esporulação cessa na fase de esporoblastos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6- Eventos presentes na esporulação de oocistos de E. tenella. (1) oocisto não 
esporulado; (2) contração completa do citoplasma, forma irregular do citoplasma; 
(3) citoplasma reticulado; (4) projeção do eixo nuclear; (5) vesículas presentes na 
superfície citoplasmática e núcleo próximo à região periférica; (6) inicio da meiose; 
(7) divisão meiótica completada; (8) início da mitose; (9) início da citocinese; (10) e 
(11) citocinese completada; (11) aspecto piramidal dos esporoblastos; (12) 
esporoblastos maduros e (13) oocisto esporulado. 
 FONTE: adaptado de Wagenbach e Burns (1969).  

 

 

Em E. maxima, após 3 horas do início da esporulação o citoplasma começa a 

contrair. Às 12 horas inicia-se a formação dos esporoblastos e entre 21 e 30 horas 

de esporulação há maturação do esporocisto e formação do esporozoíto (Pittilo e 

Ball, 1985).  



 

As variações fenotípicas das amostras estão intimamente relacionadas à 

variabilidade genética decorrente da divisão meiótica que ocorre durante a 

esporulação. Esta divisão permite a recombinação dos cromossomos homólogos e a 

divisão reducional para formar os esporozoítos haplóides (Del Cacho et al., 2010).  

Em Eimeria spp, os estudos relacionados a este processo são extremamente 

limitados, uma vez que a meiose ocorre exclusivamente nos oocistos (Canning e 

Anwar, 1968; Del Cacho et al., 2005). Inicialmente, acreditava-se que não ocorria a 

recombinação gênica, de forma que a meiose em Eimeria spp. poderia ser o 

resultado do pareamento dos cromossomos homólogos não duplicados e a variação 

individual era devido à combinação aleatória dos cromossomos (Canning e Anwar, 

1968). Porém mais tarde, após o mapeamento de ligação gênica em E. tenella foi 

demonstrado que há recombinação durante a meiose (Shirley e Harvey, 2000; 

Shirley et al., 2004a).  

Recentemente, descrições da dinâmica e comportamento dos cromossomos 

durante a prófase I da meiose de E. tenella têm sido realizadas, contribuindo para o 

entendimento da biologia do parasita (Del Cacho et al., 2008; Del Cacho et al., 

2010).  

Apesar dos oocistos serem fundamentais para a ocorrência da coccidiose 

aviária, os mecanismos moleculares envolvidos no processo de esporulação, bem 

como o perfil da expressão gênica durante este processo são pouco estudados e 

conhecidos. A esporogonia é uma interessante fase do ciclo de vida para o estudo 

da expressão gênica, pois além de ocorrer in vitro, sem a interferência do 

hospedeiro, pode ser realizada sob condições controladas, diferentes amostras 

podem ser retiradas e analisadas a qualquer momento da esporulação e além disso, 

RNAm e proteínas podem ser extraídos sem contaminação com debris ou material 

proveniente das células hospedeiras.  

Estudos moleculares em E. maxima e E. tenella têm demonstrado variações 

na transcrição gênica ao longo da esporulação (Wang e Stotish, 1975; Ellis e 

Thurlby, 1991).  

Até o momento, vários genes foram descritos em oocistos de Eimeria spp. 

nas diferentes fases da esporulação: MOP, proteína de oocisto (Fetterer e Barfield, 

2003); eimepsina (Laurent et al., 1993; Jean et al., 2001a; Miska et al., 2004); 

profilina (Fetterer et al., 2004); proteína quinase dependente de ciclina de E. tenella, 

EtCRK2 (Kinnaird et al., 2004); aminopeptidase N (Miska et al., 2004; Fetterer et al., 



 

2005); serino proteases (Fetterer et al., 2007b); serpina (Miska et al., 2004; Fetterer 

et al., 2008); antígeno SO7 (Fetterer et al., 2007a); proteína associada ao corpo 

refrátil (Abrahamsen et al., 1994); proteína de choque térmico 70, HSP70 (Del Cacho 

et al., 2001); proteína de choque térmico 90, HSP90 (Clark et al., 1996; Miska et al., 

2005; Péroval et al., 2006); proteínas de micronema (Ryan et al., 2000; Miska et al., 

2004); proteínas rombóides; prolil endopeptidase; transhidrogenase; proteína 

quinase, (Miska et al., 2004); manitol-1-fosfato-desidrogenase (Schmatz, 1997; 

Allocco et al., 1999); manitol-fosfatase (Liberator et al., 1998), fator depolimerizante 

de actina; actina (Xu et al., 2008) e lactato desidrogenase (Schaap et al., 2004).  

 

 

1.4 Eimeria maxima  

 

 

Eimeria maxima é uma das espécies de Eimeria de galinha doméstica mais 

patogênicas que, além de ser comumente observada, apresenta ampla distribuição 

mundial (Schwarz et al., 2010). Foi descrita pela primeira vez por Tyzzer em 1929, 

quando estudava isolados do intestino delgado de galinhas domésticas com enterite.  

Os parasitas da espécie E. maxima infectam a porção média do intestino 

delgado, principalmente jejuno e íleo. As infecções podem causar distensão das 

alças intestinais, má absorção de carotenóides e lesões do tipo petéquias na 

mucosa intestinal (Gregory, 1990; Shirley, 1995), Figura 7 A e B.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 7- Eimeria maxima: sítio da lesão intestinal, lesão macroscópica e oocisto. (A) O 
intestino delgado, destacado em vermelho representa o sítio de colonização 
desta espécie, (B) lesões petequiais podem ser visualizadas na mucosa, (C) 
oocisto de E. maxima, com as medidas de tamanho referentes ao diâmetro maior 
e menor e a razão entre eles que está entre parênteses. 

 FONTE: Pôster de divulgação: “Entendendo e Controlando a Coccidiose aviária”, 
Fotografia: Arthur Gruber. Patrocínio Biovet. Edição geral Oswaldo Gessulli Neto 
(Gessulli Agribusiness), com permissão.  

 

 

A E. maxima apresenta grande variabilidade imunogênica entre cepas o que 

muitas vezes não confere proteção cruzada (Long e Millard, 1979; Fitz-Coy, 1992; 

Martin et al., 1997; Barta et al., 1998; Allen et al., 2005; Blake et al., 2005). Desta 

forma, para conferir uma boa proteção, algumas vacinas produzidas contra Eimeria 

contém mais de uma cepa de E. maxima (Long e Millard, 1979; Barta et al., 1998).  

O ciclo de vida desta espécie foi primeiramente estudado por Tyzzer (1929). 

O período de pré-patência é de 5 a 6 dias. Após a infecção, os esporozoítos 

infectam as células epiteliais das vilosidades do duodeno e do íleo e após 4 a 5 dias, 

os esquizontes podem ser visualizados na mucosa intestinal. Os esquizontes 

localizam-se ao redor do núcleo da célula hospedeira, são pequenos (10 µm de 

comprimento por 8 µm de largura) e contém de 8 a 16 merozoítos. Após o 

rompimento dos esquizontes e lise celular há liberação dos merozoítos de primeira 

geração que infectam novas células intestinais. Em E. maxima há duas gerações de 

esquizontes. Os merozoítos de segunda geração invadem células intestinais da 

zona subepitelial e diferenciam-se em macro ou microgametócitos, os quais, são 

encontrados abaixo do núcleo da célula hospedeira. Os microgametócitos medem 

entre 30 e 39 µm por 22 e 33 µm e contém um grande número de microgametas 
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biflagelados. Os macrogametas são menores medindo em média 19 por 15 µm 

(Long, 1959). Após a fertilização dos macrogametas há a produção do zigoto e 

formação dos oocistos.  

Muitos dos danos causados por E. maxima estão relacionados à uma 

localização mais profunda dos estágios sexuais (macrogametas e microgametas) na 

mucosa intestinal (Tyzzer, 1929; Brackett e Bliznick, 1950; Long, 1959; Levine, 

1961).  

Inicialmente, acreditava-se que o número máximo de oocistos produzidos 

para cada oocisto ingerido era de aproximadamente 12.000 (Brackett e Bliznick, 

1950), porém mais tarde foi observado que a taxa de produção de oocistos varia em 

função da idade da ave, da quantidade e tempo de estocagem do inóculo (Long, 

1959).  

Os oocistos de E. maxima tem forma ovóide, parede lisa ou ligeiramente 

rugosa de coloração amarelada (Levine, 1961) e tamanho médio variando entre 

30,86 a 32,1 µm de comprimento por 23,29 a 25,2 µm de largura (Tyzzer, 1929; 

Long, 1959; Castañón, 2006), Figura 7C. Os oocistos apresentam grânulos polares e 

os resíduos são ausentes. Os esporocistos são alongados, com tamanho médio 

entre 15 e 19 µm de comprimento por 8 a 9 µm de largura, apresentam corpúsculo 

de Stieda e não apresentam resíduos (Levine, 1961). Os esporozoítos têm tamanho 

médio de 19 µm de comprimento por 4 µm de largura (Long, 1959; Levine, 1961). 

O processo de esporulação de oocistos ocorre em aproximadamente 72 horas 

quando incubados a 28 oC sob oxigenação constante. Interessante notar que alguns 

oocistos já são infectivos após 30 horas de incubação (Edgar, 1955; Long, 1959).  

Os estudos relacionados à Eimeria maxima são importantes por quatro 

razões: ampla distribuição mundial, alta imunogenicidade (Rose e Long, 1962; Blake 

et al., 2005; Schwarz et al., 2010); altos níveis de variação imunogênica quando 

comparada a outras espécies de Eimeria spp. (Barta et al., 1998; Lew et al., 2003; 

Schwarz et al., 2009; Schwarz et al., 2010) e pouco se sabe sobre a expressão 

gênica em E. maxima (Smith et al., 1994; Witcombe et al., 2003; Schwarz et al., 

2010). 

 

 

 

 



 

1.5 Caracterização do genoma de Eimeria spp 

 

 

O genoma nuclear de Eimeria spp. é haplóide durante a maior parte do ciclo 

de vida deste parasita, com exceção do oocisto não esporulado que é diplóide.  

O cariótipo do genoma nuclear de E. tenella (Shirley e Harvey, 2000) e E. 

maxima (Blake et al., 2011), foram determinados por PFGE (pulsed-field gel 

electrophoresis¸ eletroforese de campo pulsado). O genoma de ambas as espécies 

apresenta uma complexidade entre 55 e 60 Mpb e está organizado em 14 

cromossomos com tamanho variando entre 1 e 7 Mpb em E. tenella (Shirley e 

Harvey, 2000) e 1,9 Mpb a >6 Mpb em E. maxima (Blake et al., 2011). Em E. tenella 

o conteúdo GC é de 53% (Shirley, 2000).  

O genoma da cepa H de E. tenella foi sequenciado empregando a abordagem 

shotgun com uma cobertura de 8,4 vezes (Ling et al., 2007). Os dados estão 

publicamente disponíveis no sítio do Instituto Sanger 

(http://www.sanger.ac.uk/resources/downloads/protozoa/eimeria-tenella.html). O 

genoma de E maxima foi sequenciado com cobertura de 12 vezes e 

aproximadamente 75% do genoma está predito. Os dados estão disponíveis no sítio 

do Instituto GENOMalaysia (http://www.genomemalaysia.gov.my/emaxdb/) 

O genoma de E. tenella contém repetições de trinucleotídeos GCA/TGC que 

podem estar presentes em sequências codificadoras e não codificadoras. A 

importância destes trinucleotídeos ainda não é conhecida (Shirley, 1994; Shirley, 

2000; Shirley et al., 2004b). Outra repetição comum é o heptâmero TTTAGGG 

encontrado frequentemente em repetições seriadas de regiões não codificantes. 

Apesar de ser semelhante a uma sequência telomérica, não há evidencias de que 

estas sequências estejam nos telômeros dos cromossomos de Eimeria spp. (Shirley, 

2000; Shirley et al., 2004b). 

Em paralelo, os cromossomos 1 e 2 de E. tenella foram totalmente 

sequenciados e apresentam uma complexidade de 1Mpb e 1,2Mpb respectivamente 

(Ling et al., 2007). O cromossomo 1 possui uma organização genômica incomum 

segmentada em regiões R (feature-rich), ricas em repetições, apresentando 

elementos similares a transposons e repetições teloméricas, confirmando estudos 

preliminares que apontavam para uma distribuição frequente de regiões repetitivas 

no genoma de Eimeria tenella (Shirley, 2000; Shirley et al., 2004a). Também 



 

apresenta segmentos livre de repetições P (feature-poor) (Ling et al., 2007). Ambos 

os segmentos P e R podem ser identificados no genoma de E. maxima, embora 

sejam menos distintos do que os encontrados no cromossomo 1 de E. tenella (Blake 

et al., 2011).  

A análise do mapa de ligação gênica em E. maxima mostrou que a 

distribuição das repetições dos trinucleotídeos CAG e seus isômeros associados é 

altamente relacionada aos segmentos R. Nestes segmentos o conteúdo AT é maior 

e há um maior nível de variação das repetições (Blake et al., 2011).  

Além do genoma nuclear, estão presentes nestes parasitas dois genomas 

extracromossômicos: o mitocondrial e o do apicoplasto ou plastídeo.  

O genoma mitocondrial tem alta composição de bases A/T, cerca de 65%, é 

constituído de concatâmeros lineares contendo unidades repetitivas de 6kb, sendo 

composto apenas de três genes estruturais: citocromo b, citocromo oxidase 1 e 

citocromo oxidase 3 e oito fragmentos de RNA ribossômico, os quais apresentam-se 

truncados e espalhados ao longo do genoma (Chapman e Shirley, 2003; Romano, 

2004). 

O apicoplasto, organela exclusiva dos organismos do Filo Apicomplexa, 

possui um genoma circular de aproximadamente 35 kb (Cai et al., 2003) e tem alta 

composição de bases A/T, cerca de 79,4% (Cai et al., 2003). O genoma contém 

entre 30 e 50 genes constitutivamente expressos que são geralmente relacionados à 

transcrição e tradução (Wilson et al., 1996; Fleige et al., 2010).  

 

 

1.6 Transcriptoma  

 

 

Há muitas décadas, o estudo da correlação entre a função gênica e seus 

padrões de expressão têm sido de grande interesse para diferentes ramos da 

biologia (Morozova et al., 2009).  

Um dos pontos mais intrigantes da biologia molecular está relacionado ao fato 

de que células com mesmo mapa genético conseguem desempenhar funções 

distintas. Esta diversidade fenotípica tem sido associada à expressão de conjuntos 

de genes de diferentes funções (Morozova et al., 2009). 



 

Os primeiros estudos de expressão gênica eram realizados em várias etapas, 

as quais compreendiam identificação das unidades transcricionais, mensuração dos 

níveis de expressão, estudo da diversidade transcricional (isoformas, transcrição 

alternativa, códon de iniciação e sítios de poliadelinação) e os fatores envolvidos na 

transcrição (Liu, 2005).  

O advento de novas técnicas de estudo da expressão gênica iniciou uma 

nova era na biologia, pois ao invés de avaliar os genes individualmente, estas 

técnicas analisam o transcriptoma como um todo, o que tem permitido conhecer as 

alterações gênicas que ocorrem em diferentes condições biológicas ou mesmo 

patológicas, como os mecanismos moleculares envolvidos na relação entre o 

patógeno e o hospedeiro (Brady et al., 2006).  

 

 

1.6.1 Metodologias utilizadas para a análise do transcriptoma 

 

 

Os métodos para análise da expressão gênica evoluíram rapidamente em 

poucos anos (Morozova et al., 2009), Tabela 1.  

 

 

Tabela 1- Registro dos principais marcos para o estudo do transcriptoma  

Fonte: Adaptada de Morozova et al. (2009). 

Ano Registro  

1965 Primeiro sequenciamento da molécula de RNA 

1977 
Desenvolvimento da técnica de Northern blot e do método de sequenciamento 
de Sanger.  

1989 Relatos da técnica RT-PCR para análise do transcriptoma 

1991 Sequenciamento de EST em larga escala  

1992 
Introdução da técnica de Differential Display (DD) para a descoberta de genes 
diferencialmente expressos. 

1995 
Relatos das técnicas de microarray e de SAGE (Serial Analysis of Gene 
Expression) 

2005 
Primeira técnica de sequenciamento de nova geração (454/Roche) disponível 
no mercado 

2006 
Primeiro estudo de sequenciamento do transcriptoma utilizando 
sequenciadores de nova geração (454/Roche) 



 

O primeiro estudo do transcriptoma em larga escala foi publicado em 1991. 

Este trabalho avaliou um subconjunto de ESTs (Expressed Sequence Tags) 

provenientes de genes expressos de cérebro humano (Adams et al., 1991). Desde 

então, milhares de sequências de ESTs têm sido geradas para diferentes células, 

tecidos ou estágios de diversos organismos (Nagaraj et al., 2007). Estes estudos 

têm contribuído significativamente para a identificação de novos genes, 

determinação de regiões codificadoras de sequências genômicas, mapeamento 

físico, bem como análise do perfil de expressão gênica (Sterky e Lundeberg, 2000).  

Para a construção das bibliotecas de ESTs, os cDNA são selecionados 

randomicamente e submetidos a um sequenciamento de uma única fita, gerando 

sequências curtas de aproximadamente 100-700 pb que podem ser obtidas a partir 

de um tecido ou estágio específico de desenvolvimento de um organismo. Para a 

construção de bibliotecas convencionais, as ESTs são obtidas a partir da região 5’ 

ou 3’ dos transcritos, utilizando-se adaptadores que permitem a clonagem 

unidirecional. Em bibliotecas direcionais 5’, o sequenciamento apresenta maior 

cobertura de regiões codificadoras dos transcritos. Entretanto, as construções das 

bibliotecas direcionais 3’ geralmente resultam na identificação das porções não 

traduzidas que apresentam maior variabilidade do que as regiões codificadoras, 

permitindo a identificação inequívoca destes transcritos, facilitando a obtenção de 

um perfil de transcrição quantitativo (Gruber, 2007). 

Outra técnica também utilizada é a construção de bibliotecas de hibridização 

subtrativa. Esta metodologia permite reduzir a representatividade de transcritos já 

estudados, enriquecendo o conhecimento de padrões de expressão gênica de 

diferentes células, tecidos ou estágios (Gruber, 2007). Foi primeiramente utilizada na 

década de 80, para estudar a expressão gênica em gástrula de Xenopus laevis 

(Sargent e Dawid, 1983; Moody, 2001). Alguns anos mais tarde, esta técnica foi 

aprimorada sendo denominada de Supression Subtractive Hybridization (SSH). Além 

da subtração, esta técnica também permite a normalização da biblioteca (Diatchenko 

et al., 1996). Para a construção desta biblioteca os genes diferencialmente 

expressos são isolados após a hibridização de duas bibliotecas de cDNAs: uma 

amostra em excesso, ou seja amostra alvo da subtração (teste) e uma segunda 

amostra, que é a amostra controle. Os fragmentos semelhantes anelam-se, 

enquanto os diferencialmente expressos permanecem em fita única (single-

stranded), podendo ser identificados (Gruber, 2007). 



 

A geração de fingerprinting de RNA também foi uma das primeiras 

abordagens de estudo de genes diferencialmente expressos, incluindo o Differential 

Display (DD) (Liang e Pardee, 1992) e o RNA fingerprinting by arbitrary primed PCR 

(RAP_PCR) (Welsh et al., 1992). Ambos os métodos são baseadas na amplificação 

aleatória de subconjuntos de genes a partir de duas ou mais amostras de RNA 

(Moody, 2001).  

O DD (Differential Display) é um método baseado na transcrição do RNAm 

utilizando oligo dT primers, primers ancorados ou primers arbitrários. Os cDNAs das 

diferentes amostras são separados em gel de poliacrilamida, clonados e 

sequenciados. A intensidade das bandas indica o nível de transcrição gênica. Além 

de identificar os genes diferencialmente expressos nos tecidos, células ou estágios, 

esta metodologia permite a comparação simultânea de várias amostras. Entretanto, 

este método não é quantitativo e falsos positivos podem ocorrer (Moody, 2001).  

A avaliação da expressão gênica utilizando dados de microarray foi 

originalmente descrita da década de 90 em um estudo de transcriptoma de 

Arabidopsis thaliana (Schena et al., 1995). Um microarray é tipicamente definido 

como um arranjo pré-definido de moléculas ou fragmentos de DNA, cDNAs ou 

oligonucleotídeos quimicamente ligadas por ligações covalentes a uma superfície 

sólida ou à uma membrana (carregada positivamente). Este método baseia-se na 

hibridização entre as sondas que compõem estes microarranjos com o gene ou 

molécula de interesse. A ligação dos alvos marcados com fluoróforos permite a 

detecção e quantificação relativa das moléculas hibridizadas (Dufva, 2009). A 

expressão relativa de cada gene representado no microarray é avaliada pela 

comparação da intensidade de sinais de hibridização entre as amostras controle e 

experimental. Um dos aspectos mais interessantes é possibilidade de estudo de um 

grande conjunto de genes (3000 a 10000 genes) (Moody, 2001), no entanto, é 

necessário um conhecimento prévio das sequências a serem estudadas (Green et 

al., 2001). Por se tratar de um método de hibridização são necessárias replicatas 

experimentais, hibridizações cruzadas podem ocorrer e os dados de fluorescência 

somente detectam a presença ou ausência das moléculas hibridizadas (Dufva, 

2009). Desta forma, a escolha correta das sondas é de fundamental importância 

para o sucesso do experimento, bem como, a realização de complexa análise 

estatística para a correta interpretação dos dados (Dufva, 2009). Os microarrays 

mais conhecidos são os de cDNA (Schena et al., 1995), de oligonucleotídeos (Pease 



 

et al., 1994) e os Affymetrix chips, que são lâminas para hibridização 

comercialmente disponíveis (www.affymetrix.com/index.affx).  

Outros métodos de análise de expressão gênica construídos a partir de 

pequenas sequências (tags) foram também desenvolvidos incluindo, SAGE (Serial 

Analysis of Gene Expression), MPSS (Massive Parallel Signature Sequencing), 

PETs (Paired-end diTagging), CAGE (Cap Analysis Gene Expression), RNA-seq e 

ORESTES (Open Reading Frame Expresssed Sequence Tags).  

SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) e suas variações são 

considerados métodos de perfil de expressão digital, pois os dados de expressão 

gênica obtidos são analisados utilizando-se a contagem dos transcritos. A expressão 

dos transcritos é medida em termos absolutos, permitindo uma análise global da 

expressão gênica. Esta técnica foi criada na década de 90 (Velculescu et al., 1995) 

com a finalidade de obter perfis de expressão gênica e baseia-se no conceito de que 

pequenas tags são suficientes para identificar a transcrição de diferentes genes. 

Cada tag é gerada a partir da transcrição de RNAm, por uma digestão enzimática 

em um local pré-definido (Moody, 2001), logo após, as tags são concatenadas, 

sequenciadas e quantificadas (Tuteja e Tuteja, 2004). Cada tag representa uma 

sequência expressa e a contagem da mesma é diretamente proporcional à sua 

freqüência em uma dada população de RNAm (Dinel et al., 2005). Uma das 

vantagens desta técnica é a possibilidade de gerar dados quantitativos (Moody, 

2001), além de permitir a descoberta de novos transcritos (Rivals et al., 2007) e 

transcritos de baixa abundância (Chen et al., 2002; Kim et al., 2006). Entretanto, por 

gerar sequências curtas (entre 14 e 21pb), a identificação das tags e montagem dos 

transcritos pode ser prejudicada (Morozova et al., 2009). Além disso, devido à 

utilização de enzimas específicas para gerar as bibliotecas, alguns transcritos 

podem não estar representados (Moody, 2001). 

Similar à técnica de SAGE, a metodologia MPSS (Massive Parallel Signature 

Sequencing) (Brenner et al., 2000) é baseada na produção de sequências curtas 

(16-20 bases) adjacentes ao sítio de restrição da enzima DpnII mais próximo à 

extremidade 3’ do RNAm (Liu, 2005). Este método combina clonagem e amplificação 

de cDNA na superfície de milhares microbeads à uma alta capacidade de 

sequenciamento de DNA não baseado em gel. Cada corrida pode gerar cerca de 

250.000 – 400.000 sequências. Como esta tecnologia é baseada em instrumentos 

sofisticados e protegida por direitos autorais, seu custo é elevado, sendo disponível 



 

apenas comercialmente, inicialmente pela Lynxgxgen Therapeutica, Inc. e, 

posteriormente pela Solexa Inc. que encerrou esta prestação de serviço em 2006.  

Outra abordagem similar as descritas anteriormente é o CAGE (Cap Analysis 

Gene Expression), sendo descrita pela primeira vez em 2003 (Shiraki et al., 2003). 

Esta técnica é capaz de mensurar o nível de expressão gênica em larga escala pelo 

isolamento e sequenciamento de tags geradas a partir da extremidade 5’ dos 

transcritos de RNAm (Hoon e Hayashizaki, 2008). Além disso, este método também 

possibilita a identificação dos promotores responsáveis pela transcrição do RNAm 

(Shiraki et al., 2003).  

Na metodologia PET (Paired-End diTagging), tags pareadas são extraídas 

das extremidades dos fragmentos do cDNA, clonadas e sequenciadas em larga 

escala (Fullwood et al., 2009). A avaliação da expressão gênica é feita de forma 

digital, onde cada tag representa uma sequência expressa. Como as tags são 

pareadas, os transcritos obtidos podem ser mais facilmente mapeados (Ng et al., 

2007). 

A técnica de RNAseq é baseada no sequenciamento massivo de bibliotecas 

de pequenos ESTs, sendo possível gerar milhões de sequências de 30 a 400 

nucleotídeos, dependendo da tecnologia de sequenciamento utilizada (Wang et al., 

2009). Para tanto, uma população de RNA (total ou poliA+) é convertida numa 

biblioteca de fragmentos de cDNA empregando adaptadores que se ligam à uma ou 

ambas as extremidades. Cada molécula com ou sem etapa de amplificação é 

sequenciada em sequenciadores de última geração de forma a se obter pequenas 

sequências de uma extremidade (single-end sequencing) ou das duas extremidades 

(pair-end sequencing). As leituras são mapeadas contra o genoma ou transcriptoma 

e o nível de transcrição pode ser deduzido a partir do número de leituras 

encontradas para cada gene (Wang et al., 2009). Porém, nesta metodologia, as 

informações sobre o direcionamento das fitas podem se perdidas prejudicando o 

mapeamento das sequências geradas, principalmente quando os transcritos sense e 

antisense estão sobrepostos. Além disso, para o correto mapeamento das leituras é 

necessário um conhecimento prévio do genoma ou do transcriptoma (Cloonan e 

Grimmond, 2008).  

Outra metodologia, também, aplicável para obtenção de um transcriptoma é o 

ORESTES (Open Reading Frame ESTs) a qual foi utilizada neste trabalho. 



 

A técnica de ORESTES (Open Reading Frame ESTs) baseia-se na 

construção de mini bibliotecas utilizando primers arbitrários e PCR de baixa 

estringência para amplificação dos cDNA, gerando perfis de expressão gênica (Dias 

Neto et al., 2000). Como cada primer atua tanto como primer forward e reverse, há 

uma maior cobertura da região central da sequência dos RNAs mensageiros, a qual 

contém a maior parte da porção codificadora dos genes. Como estas bibliotecas são 

normalizadas, aumenta-se a probabilidade de detecção de transcritos raros (Gruber, 

2007).  

O primeiro trabalho utilizando esta metodologia foi realizado em 2000. Foram 

geradas 10.000 sequências do tipo ORESTES provenientes de tumor de mama 

humano. Além de contribuir com a descoberta de novas sequências, os resultados 

mostraram que a maior parte (71%) dos transcritos era de baixa abundância sendo 

encontrados preferencialmente na região codificante do gene (Dias Neto et al., 

2000). 

Após este estudo, diversos trabalhos visando a detecção de novos genes ou 

o estudo da expressão gênica diferencial em diversos tecidos (normais ou tumorais) 

ou em células de humanos foram realizados. Dentre estes podemos citar a 

identificação de genes presentes no cromossomo 22 de células provenientes de 

vários tumores humanos (de Souza et al., 2000); estudos comparativos da 

expressão gênica em células normais e tumorais da próstata (Sarkis, 2000; Fonseca 

et al., 2006), de mama (Leerkes et al., 2002; Nagai et al., 2004; Fonseca et al., 

2006), da tireóide (Arnaldi et al., 2005) e de diferentes tecidos (Camargo et al., 2001; 

Brentani et al., 2003; Mello et al., 2009); identificação de genes relacionados à 

síndrome tricorrinofalangiana do tipo I em pacientes com câncer de mama (Radvanyi 

et al., 2005); estudos comparativos da expressão gênica obtida por ESTs e 

ORESTES em células humanas (Sakabe et al., 2003), bem como identificação em 

larga escala de genes presentes em queratinócitos granulares humanos (Toulza et 

al., 2007).  

Estudos do transcriptoma utilizando a metodologia ORESTES foram também 

realizados para outros organismos, como Bos indicus e Bos taurus (da Mota et al., 

2004); Apis mellifera (Nunes et al., 2004); Drosophila melanogaster (Maia et al., 

2007), em ratos como modelo de estudo da epilepsia (Avedissian et al., 2007) e em 

Biomphalaria glabrata (Lockyer et al., 2007; Hanelt et al., 2008; Lockyer et al., 2008).  



 

A expressão gênica empregando ORESTES também foi estudada em larga 

escala para parasitas como Paracoccidioides brasiliensis (Garcia et al., 2010); 

Trypanosoma rangeli (Snoeijer et al., 2004; Grisard et al., 2010); Taenia solium 

(Almeida et al., 2009) e Schistosoma mansoni (Fietto et al., 2002; Verjovski-Almeida 

et al., 2003).  

 

 

1.6.2 Transcriptoma de Apicomplexa 

 

 

Há uma grande quantidade de estudos do transcriptoma de diferentes 

estágios evolutivos de parasitas do filo Apicomplexa (Wastling et al., 2009).  

Os bancos de dados dbEST (Boguski et al., 1993), EuPathDB (Aurrecoechea 

et al., 2007), NCBI dbEST, ApiEST-DB (Li et al., 2004b) e Full-Parasires 

(http://fullmal.hgc.jp/) (Tuda et al., 2010) tem uma grande quantidade de sequências 

ESTs relacionadas à expressão gênica de parasitas do Filo Apicomplexa, dentre 

estes, Babesia bovis, Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium muris, Neospora 

caninum, Plasmodium berguei, Plasmodium falciparum, Plasmodium yoelli, 

Plasmodium vivax, Sarcocystis neurona, Toxoplasma gondii, Eimeria acervulina, 

Eimeria brunetti, Eimeria maxima e Eimeria tenella.  

A análise do transcriptoma de parasitas do Filo Apicomplexa tem sido 

realizada empregando várias metodologias, tais como SAGE (Serial Analysis of 

Gene Expression) para P. falciparum (Munasinghe et al., 2001), T. gondii (Radke et 

al., 2005) e Eimeria tenella (Novaes, 2009); microarray para P. falciparum, P. berguei 

e T. gondii (EuPathDB - http://eupathdb.org) e MPSS (Massively Parallel Signature 

Sequencing) para Theileria annulata (Bishop et al., 2005) e Theileria parva (Shah et 

al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 



 

1.6.3 Transcriptoma de Eimeria spp. 

 

 

A Eimeria apresenta um ciclo de vida complexo, envolvendo vários estágios 

de desenvolvimento, tais como, fases de proliferação que são críticas para a 

patogênese no hospedeiro e o ciclo sexual que é de suma importância para a 

transmissão, dispersão e geração da diversidade genética (Schmatz, 1997; Belli et 

al., 2005). Entretanto, pouco se sabe sobre os conjuntos de genes mais importantes 

e expressos nestes estágios do ciclo evolutivo.  

Vários projetos para geração de ESTs de Eimeria de galinha doméstica 

abordando diferentes estágios do ciclo de vida destes parasitas foram realizados. 

Até o momento foram depositadas no GenBank aproximadamente 39.454 

sequências ESTs (Expressed Sequence Tags), das quais cerca de 88,7% são de E. 

tenella, 6,9% de E. maxima e 3,6% são de E. acervulina. Dentre os estágios 

evolutivos estudados, os merozoítos e esporozoítos são os mais freqüentes, 

representando quase 75% do total de sequências ESTs depositadas até o momento.  

Grande parte das sequências ESTs disponíveis são provenientes da parceria 

WashU-Merck estabelecida entre a Washington University e a Merck que produziu 

27,500 ESTs de E. tenella. Cerca de 1.000 sequências foram produzidas pela 

University Kebangsann Malaysia (Wan et al., 1999; Ng et al., 2002) e 499 ESTs 

foram geradas a partir de oocistos esporulados e não esporulados pelo USDA 

(United States Departamento of Agriculture) (Miska et al., 2004). Welcome Trust 

Sanger Institute gerou mais de 8.000 ESTs de oocistos não esporulados, 

esporozoítos e merozoítos de primeira geração (dados não publicados).  

Além destas ESTs convencionais, o nosso grupo, como parte integrante do 

Consórcio Internacional do Genoma de E. tenella foi responsável pelo 

sequenciamento de mais de 15.000 ESTs do tipo ORESTES (Open Reading Frame 

EST) para cada uma das três principais espécies de Eimeria de galinha doméstica: 

E. acervulina, E. maxima e E. tenella.  

O primeiro estudo de expressão gênica em larga escala de Eimeria de galinha 

doméstica foi realizado na década de 90. Foram analisados cerca de 500 ESTs 

provenientes de merozoítos de segunda geração de E. tenella. Observou-se que 

47,7% das proteínas eram similares a proteínas encontradas na base de dados, 

entre as quais, proteínas de ribossomo, quinases, oxidases, desidrogenases, 



 

sintetases, entre outras, e um grupo remanescente de ESTs de proteínas putativas 

de funções diversas. Das sequências geradas, 14,3% eram semelhantes a genes 

previamente identificados em E. tenella. As sequências mais abundantes eram 

similares a proteínas envolvidas com o processo invasivo (Wan et al., 1999). 

Estudo muito similar foi realizado pelo mesmo grupo, onde foram analisados 

556 ESTs provenientes de esporozoítos de E. tenella. Apenas 27,3% das 

sequências obtidas apresentaram resultados de BLAST positivo, dentre estas, 

22,5% eram genes nunca relatados em E. tenella. Após busca por similaridade por 

BLAST foi observado que esporozoítos e merozoítos apresentavam padrões 

distintos, denotando transcrição estágio específica. A maior parte dos transcritos de 

esporozoítos era associada ao crescimento celular, divisão celular e síntese de 

DNA, enquanto que, os transcritos de merozoítos estavam envolvidos com a 

expressão de genes e proteínas (Ng et al., 2002). 

Padrão semelhante foi observado por Li et al. (2003), após a análise de mais 

de 55.000 ESTs de organismos do Filo Apicomplexa incluindo cerca de 13.500 ESTs 

provenientes de Eimeria tenella depositadas no banco de dados dbEST/GenBank. 

Estes autores observaram que 80% das sequências provenientes de esporozoítos e 

merozoítos de Eimeria tenella era estágio-específica. Similar proporção de 

transcritos estágio-específicos foi encontrada quando formas assexuais de 

Plasmodium falciparum foram analisadas (Li et al., 2003).  

Um estudo mais recente também relatou que a expressão dos genes de 

esporozoítos e merozoítos de E. tenella é estágio específica. Após a geração de 

35000 tags empregando SAGE foi observado que em merozoítos, grande parte dos 

produtos proteicos diferencialmente expressos estava relacionada à tradução, 

modificação e manutenção da conformação das proteínas e processos de ligação. 

Enquanto que em esporozoítos, os transcritos eram similares a histonas, proteínas 

associadas a transporte e atividade catalítica (Novaes, 2009).  

Diferentemente do relatado em E. tenella, para E. bovis um estudo 

empregando DD (Differential display) demonstrou que grande parte dos transcritos 

de esporozoítos e merozoítos de primeira geração são compartilhados entre si 

(Abrahamsen et al., 1995).  

Em E. acervulina o perfil transcricional de merozoítos de segunda geração foi 

também estudado. Após a montagem e análise de 1847 ESTs, foi observado que 

29% das sequências geradas eram semelhantes às sequências presentes na bases 



 

de dados de ESTS (dbEST). Dentre estas, a maioria era similar a proteínas 

hipotéticas, proteínas ribossômicas, proteínas envolvidas no metabolismo, 

replicação do DNA, transcritos, chaperonas e proteína de choque térmico (Miska et 

al., 2008).  

Demais trabalhos avaliando a expressão de esporozoítos e esquizontes de 

primeira geração em E. tenella (Refega et al., 2003), bem como busca de possíveis 

candidatos vacinais em ESTs de esporozoítos e merozoítos de segunda geração 

desta mesma espécie (Klotz et al., 2005) foram também realizados. Entretanto há 

poucos trabalhos que estudam a expressão gênica em outras fases do ciclo de vida, 

como por exemplo, oocistos. 

O primeiro artigo publicado sobre a expressão gênica em larga escala em 

oocistos de Eimeria foi realizado em 1993. Ao estudar E. bovis, os autores 

mostraram que o nível de transcrição de determinados genes varia ao longo da 

esporulação (Abrahamsen et al., 1993).  

Em E. tenella também foi verificado que a transcrição de genes é diferente 

entre oocistos esporulados e não esporulados. Após a análise comparativa de ESTs 

de oocistos com os provenientes de esporozoítos e merozoítos depositados no 

GenBank, foi verificado que a metade dos transcritos de oocistos esporulados era 

também expressa em esporozoítos e merozoítos, enquanto que para oocistos não 

esporulados, 79% dos transcritos não foram detectados em outros estágios de 

desenvolvimento. Segundo os autores, não é surpresa que oocistos esporulados 

compartilhem semelhanças aos estágios invasivos, já que cada oocisto esporulado 

contém 8 esporozoítos no seu interior. Após análise de similaridade empregando o 

programa BLAST foi verificado que a maioria dos transcritos de oocistos 

esporulados era codificante para proteínas de micronema (Miska et al., 2004). 

Proteínas de micronema, bem como proteína da família BT1 e proteínas 

ribossomais também foram observadas em transcritos obtidos de bibliotecas de 

cDNA de oocistos não esporulados, oocistos esporulados, esporozoítos e 

merozoítos (Wang et al., 2007).  

O perfil de expressão gênica de oocistos não esporulados, oocistos 

esporulados e esporozoítos de E. tenella também foi estudado empregando 

hibridização subtrativa (SSH) e microarray. Foi observado que a maioria dos genes 

diferencialmente expressos era relacionada ao processo de esporulação, invasão 



 

celular, interação parasita-hospedeiro, metabolismo celular, imunoregulação, 

tradução de sinal e regulação do ciclo celular (Han et al., 2010). 

 

 

1.6.4 Transcriptoma de Eimeria maxima  

 

 

Há poucos estudos sobre a expressão gênica nas diferentes fases do ciclo de 

vida de E. maxima.  

O primeiro trabalho que avaliou a expressão gênica em larga escala em 

E.maxima foi realizado em 2006 por Basak e colaboradores. Estes autores 

empregaram DD (Differencial display) com o objetivo de analisar o perfil 

transcricional de oocistos de duas cepas imunologicamente distintas, em diferentes 

fases da esporulação. Apesar de muitos transcritos estarem presentes em ambas as 

cepas e nos diferentes estágios estudados, foi verificado que um dos genes era 

transcrito somente numa das cepas independentemente da fase estudada (Basak et 

al., 2006). 

Com o objetivo de realizar estudos comparativos entre cepas precoces e 

parentais de E. maxima, foi realizada uma análise da expressão gênica de oocistos 

esporulados de ambas as linhagens utilizando Supression Subtractive Hybridization 

(SSH). Um total de 360 ESTs foi obtido, destes, 21 genes eram mais transcritos na 

linhagem parental e 11 nas linhagens precoces. A maioria dos genes 

diferencialmente expressos era similar às proteínas relacionadas com invasão, 

mudança de estagio de desenvolvimento, esporulação, infectividade, virulência e 

resistência à drogas (Dong et al., in press).  

Recentemente, o transcriptoma de E.maxima foi estudado a partir de um total 

de 3.168 ESTs de merozoítos que ao serem montados, resultoram em 416 contigs e 

964 singlets. Após a anotação automática, 48,2% dos transcritos eram semelhantes 

às proteínas já descritas para organismos do Filo Apicomplexa, principalmente 

Eimeria spp. A maioria destas proteínas era relacionada à tradução, citoesqueleto, 

glicólise, proteínas de superfície, proteínas de sinalização, transporte, dobramento 

de proteína (folding), metabolismo e proteínas de micronema. Estudos comparativos 

entre os transcriptomas das três espécies de Eimeria de galinha mais relevantes (E. 

maxima, E. acervulina e E. tenella) mostrou que há transcritos parcialmente, ou até 



 

mesmo não compartilhados entre estas espécies. Dentre os transcritos mais 

abundantes, diferentes antígenos de superfície e uma proteína hipotética foram 

detectados nas três espécies de Eimeria. Ainda dentro deste grupo, duas proteínas 

(GAPDH 1 e antígeno de superfície MZ92/120) foram observadas em duas espécies 

de Eimeria (Schwarz et al., 2010). 

Estudos comparativos do transcriptoma de E. tenella, E. maxima e E. 

acervulina foram também realizados pelo nosso grupo, a partir de sequências 

ORESTES provenientes de diversos estágios de desenvolvimento do ciclo destes 

parasitas. Dentro deste projeto, o presente trabalho foi desenvolvido com objetivo de 

se obter um perfil de expressão gênica qualitativo em larga escala de oocistos de 

Eimeria maxima em três fases da esporulação (oocistos não esporulados, 

parcialmente esporulados e esporulados). 

O estudo de genes diferencialmente expressos nas fases da esporogonia 

poderá não somente contribuir para um melhor entendimento do processo de 

formação do esporozoíto e por consequente a invasão celular, como também no 

futuro poderá ser utilizado como alvo terapêutico, permitindo assim o 

desenvolvimento de novas estratégias de controle da doença.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6 CONCLUSÃO 



 

 Foram construídas bibliotecas ORESTES, a partir de oocistos não 

esporulados, parcialmente esporulados e esporulados, o que resultou no 

sequenciamento de 20.149 leituras, as quais, após a montagem, geraram 

1.207 contigs e 2.091 singlets. 

 

 Menos de 2% dos contigs encontrados são de alta expressão (>100x), o que 

significa que um pequeno conjunto de genes é altamente expresso em cada 

fase do parasita. 

 

 A maioria (73,5%) das leituras dos contigs era proveniente de uma única fase 

da esporulação, indicando assim que a transcrição gênica é estágio- 

específica. 

 

 Os resultados obtidos pelo agrupamento dos perfis gênicos em função dos 

estágios mostraram que oocistos agrupam num único clado e merozoítos num 

clado externo, sendo condizentes com a biologia do parasita. 

 

 Após a análise estatística, foram obtidos 379 contigs diferencialmente 

expressos e 828 não diferencialmente expressos.  

 

  Menos de 30% dos transcritos anotados apresentou resultados positivos de 

BLAST, o que pode indicar que um grande número de genes de E.maxima 

ainda está por ser caracterizado. 



 O protocolo de anotação automática gerou dados consistentes, 74,2% dos 

transcritos com resultados de BLAST positivos apresentaram similaridade 

com sequências de organismos do Filo Apicomplexa. 

 

 Após análise no programa Threader 3, aproximadamente 72% das proteínas 

hipotéticas presentes entre os 100 transcritos diferencialmente expressos 

mais abundantes, apresentaram evovelamento similar com proteínas 

depositadas no banco de dados RCSB PDB.  

 

 



 

 Dentre os 100 transcritos diferencialmente expressos mais abundantes, 10 

apresentaram perfil de trasncrição gênica em oocistos semelhante à de E. 

acervulina e outras 13 à de E. tenella. 

 

 Um pequeno conjunto de genes diferencialmente expressos entre as três 

fases da esporulação foi submetido a experimentos de RT-qPCR, sendo 

observada boa concordância entre os perfis de expressão gênica obtidos por 

ORESTES e PCR em tempo real.   
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