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Resumo

No presente estudo, através do uso de phage display, foram selecionados
peptideos com afinidade pela superficie de esporozoitos vivos de Eimeria
acervulina, protozoario do filo Apicomplexa e agente causador da coccidiose
aviaria. Apos trés ciclos de selecdo utilizando trés diferentes bibliotecas de “phage
display” em ensaios independentes, o sequenciamento dos fagos revelou uma
forte convergéncia para motivos contendo dois residuos de triptofano
acompanhados de uma arginina ou lisina (WWR ou WWK). A seqléncia
HPLKQYWWRPSI, proveniente da biblioteca de phage display de 12 residuos, foi
a mais frequente, sendo escolhida, portanto, para estudos mais aprofundados.

Este peptideo foi sintetizado quimicamente e nomeado PW2.

PW2 demonstrou possuir elevada atividade inibitéria na invasao celular de
esporozoitos de Eimeria acervulina e Eimeria tenella in vitro. Estudos de citometria
de fluxo, vazamento de calceina e microscopia eletronica de varredura indicaram
que o peptideo age permeabilizando a membrana externa do parasito. Este modo
de acdo é comum entre diversos peptideos antimicrobianos naturais ja descritos
na literatura. PW2 apresentou atividade antifungica de amplo espectro e baixa
atividade contra taquizoitos de Toxoplasma gondii. Entretanto, PW2 nao
demonstrou atividade contra bactérias e epimastigotas de Trypanosoma cruzi e
Crithidia fasciculata. Adicionalmente, PW2 nao apresentou atividade hemolitica em
ensaios com eritrocitos de mamiferos e aves. PW2 também n&o demonstrou

toxicidade a células cultivadas de rim de galinha.



PW2 possui semelhanca em composicdo com dois peptideos
antimicrobianos catidénicos ricos em triptofano encontrados em granulos de
neutréfilos de mamiferos pertencentes a familia das Catelicidinas. Estes peptideos
(indolicidina e ftritripticina) sdo componentes do sistema de defesa imune
inespecifico de mamiferos, responsavel pelas primeiras etapas na defesa contra
patégenos. PW2 tabém apresenta similaridade com peptideos antimicrobianos
catibnicos ricos em triptofano obtidos a partir de bibliotecas combinatorias
artificiais. O duplo triptofano presente em PW2 ainda pode ser encontrado nos
dominios inddlicos de trés proteinas de plantas pertencentes a classe das tioninas
(puroindolina-a, puroindolina-b e Ace-AMP1) que apresentam atividade
antimicrobiana in vitro, estando possivelmente envolvidas na defesa das sementes

contra o ataque de patégenos.

Estudos espectroscopicos revelaram que PW2 apresenta afinidade por
micelas membranomiméticas de SDS e lipossomos de carga negativa. De acordo
com a estrutura de PW2 em solugdo determinada por RMN, os aminoacidos com
maior envolvimento no processo de interagcdo com micelas de SDS séo K4, Y6,
W7, W8 e R9. A regido central da estrutura é composta por W7, P2 e P10,
enquanto que as cadeias laterais dos residuos K4, Y6, W8 e R9 encontram-se
voltados para o mesmo lado da superficie da estrutura, compondo o provavel

dominio de contato entre o peptideo e as micelas de SDS.

A atividade contra esporozoitos de Eimernia associada & auséncia de efeitos
adversos sobre as células do hospedeiro indicam que PW2 pode ser utilizado

como modelo na geragdo de novas drogas anticoccidianas, sejam peptideos ou



analogos quimicos sintéticos. Devido & sua atividade antifingica, PW2 também
apresenta potencial de aplicagdo na producéo de plantas transgénicas resistentes
ao ataque por fungos. A produgdo de sementes de milho transgénico expressando
PW2 pode resultar em eventuais melhorias na qualidade da ragéo de frango,
propiciando um método de controle da coccidiose avidria e incluindo o

enriquecimento no aminoacido essencial triptofano.



Summary

in the present work we describe the selection of a novel anticoccidial
peptide through the use of the phage display technique by using an alternative
method of biopanning by using living Eimeria acervulina sporozoites as selection
target. After three rounds of selection using three distinct phage display libraries
the recovered phage DNA sequencing revealed a strong convergence to peptides
bearing a double triptophan folowed by a positively charged residue (WWR or
WWK). The peptide HPLKQYWWRPSI, obtained from the 12-residue library
showed the highest occurrence. This peptide was chemically synthesized and

named PW?2 for further studies.

PW2 showed a strong in vitro inhibitory effect in the invasion of Eimeria
acervulina and Eimeria tenella sporozoites. According to flow cytometry, electron
scaning microscopy and cell-constrained calcein leakage experiments the peptide
acts through permeabilization of the outer membrane of the sporozoites pellicle.
Membrane permeabilization has been reported as the mechanism of action of
several natural antimicrobial peptides. PW2 also showed broad-spectrum
antifungal activity and low activity against the related protozoa Toxoplasma gondii
but had no effect over bacteria or unrelated protozoa like Trypanosoma cruzi or
Crithidia fasciculata. The peptide showed no toxicity to avian and mammalian

erythrocytes or chicken kidney cultured cells.



PW2 presents composition similarities with two cathelin-derived indolic
peptides with antimicrobial activity found in neutrophil granules. These peptides
(indolicidin and tritrpticin) are components of the inate immune system of mamals
being part of the initial steps of defense against infection. PW2 also shows
similarities with tryptophan rich cationic peptides with antimicrobial activity obtained
from chemical combinatorial libraries. The double tryptophan motif present in PW2
can be also found in the tryptophan-rich domain of three plant thionins
(puroindoline-a, puroindoline-b and Ace-AMP1) with antimicrobial activity possibly

involved in the defence of seeds against pathogens.

According to spectroscopic studies, PW2 has affinity to SDS
membranomimetic micelles and negatively charged lipossomes. The solution
structure of PW2 bound to SDS micelles was obtained through NMR. Structural
calculation showed that W7 is important for the peptide folding, forming the
hydrophobic core together with P2 and P10 while K4, Y6, W8 and R9 side chains

are in the same surface, possibly facing the micelle interface.

The anticoccidial activity and low toxicity against host cells in vitro sugest
that PW2 is a candidate model in the generation of new anticoccidial drugs, which
may be modified peptides or chemical analogs. Furthermore, the antifungal activity
of PW2 may be used in the generation of transgenic plants with resistance against
fungal pathogens. The production of transgenic corn seeds expressing PW2 may
also represent possible advantages in the production of chicken food like

enrichment in tryptophan and anticoccidial activity.



1- Introducao

O frango € uma das principais fontes de proteina do mundo moderno
representando aproximadamente 30% de toda a carne consumida atualmente
(revisto por Ruff, 1999). O melhoramento genético, bem como melhorias no
manejo das aves, tém conseguido resultados fantasticos em termos de tempo de
crescimento e eficiéncia na conversao de alimento em peso vivo. Entretanto, a
pratica intensiva de produgdo em larga escala resultou em um aumento do
estresse das aves com o concomitante aumento da incidéncia de doengas
intestinais como a Criptosporidiose, a Salmonelose e a Coccidiose. Estas
infecgdes prejudicam a taxa de conversao alimentar das aves causando prejuizos

severos ao setor produtivo da industria avicola (revisto por Yun et al. 2000).

A coccidiose aviaria representa, atualmente, uma das maiores causas de
perdas econdmicas na industria avicola, tanto em frangos de corte como em
reprodutoras pesadas. Seus efeitos adversos sdo: perda de pigmento nas penas,
reducdo de ganho de peso e, em casos mais severos, mortalidade. As galinhas
consomem mais racdo, engordam mais lentamente e sofrem uma redugdo no seu
peso final (Long, 1987). A taxa de converséo alimentar é tdo importante que um
aumento de seu valor em 1% (ou seja, as galinhas precisariam comer 10 gramas a
menos de racgio para engordarem 1 Kg), representaria aos E.U.A. um ganho de 70
milhdes de dolares de acordo com a producdo anual de 1996 (Ruff & Danforth,

1996).



Estimativas recentes revelam que os Estados Unidos perdem
aproximadamente 1,5 bilhdes de ddlares anualmente devido a coccidiose aviaria
(revisto por Ruff, 1999 e Yun et al., 2000). De acordo com estimativas de 1994, o
tratamento com anticoccidianos representava para os E.U.A., um gasto adicional
de mais de 100 milhdes de dolares/ano (Danforth et al. 1994). Também estima-se
que, atuaimente, o mercado mundial de vacinas para a coccidiose supera a marca

de 300 milhdes de ddlares (revisto por Dalton & Mulcahy, 2001).

Castro (1994) realizou uma analise baseando-se na estimativa de que o
Brasil aloja 185 milhbes de frangos de corte por més com uma mortalidade média
de 4% e peso final para abate de 2 Kg. Supondo que 10% deste plantel fosse
afetado por coccidiose subclinica, com uma redu¢ao de 100 g no peso vivo e um
aumento no consumo de racdo em 100 g por Kg de frango produzido, teriamos
como resultado uma perda anual de 21.312 toneladas de carne mais um consumo

adicional de 42.624 toneladas de ragao.

As previsbes para o futuro da coccidiose aviaria no Brasil ndo sao
animadoras. Levantamentos revelaram que a incidéncia da doenga no pais antes
de 1970 era de 35%, diminuiu para menos de 10% na década de 80 (devido ao
advento dos medicamentos anticoccidianos) e posteriormente voltou a subir,
atingindo uma incidéncia de 40% em 1994. Estudos sobre o impacto da doenca na
economia revelaram que 65% das empresas avicolas brasileiras ja tiveram
problemas com coccidiose clinica e subclinica. Segundo estes estudos, as
espécies com maior incidéncia foram Eimena maxima e Eimerna acervulina

(Castro, 1994).



Estes dados combinados indicam a importancia da busca de métodos
alternativos de controle da coccidiose aviaria. Os métodos atuais além de
dispendiosos nao tém sido capazes de erradicar a doenga que se encontra em
expansdo devido, principalmente, @ emergéncia de linhagens de parasitos
resistentes aos medicamentos disponiveis no mercado (revisto por Sangster,

2001).



2- Revisao bibliografica

2.1- O agente causador da coccidiose aviaria

O agente causador da coccidiose aviaria € um protozodrio do Filo
Apicomplexa, que € caracterizado por um complexo de organelas na regido apical,
sendo este o responsavel pela capacidade destes parasitos invadirem as células
de seus hospedeiros (Dubremetz, 1993). A coccidiose em galinhas é causada por
sete espécies descritas dentro do género Eimeria, que pertence ao grupo dos
Coccidia, junto com outros parasitos importantes de animais e seres humanos
(Toxoplasma gondii, Isospora spp., Cryptosporidium spp., Sarcocystis spp.,
Plasmodium spp., entre outros). Estas espécies apresentam uma grande
especificidade ao hospedeiro, 0 que indica provavel coevolugdo do parasito. O
local de infecgdo no intestino também é preferencial e varia de acordo com as
espécies. Eimeria acervulina e Eimeria praecox ocupam a por¢do anterior do
intestino, Eimeria maxima ocupa as por¢des anterior € média, Eimenia brunetti e
Eimeria mitis a porgao posterior, Eimeria necatrix a por¢gao posterior € o ceco e

Eimeria tenella o ceco (Long, 1987, Kawazoe, 1994).

O ciclo de vida completo de parasitos do género Eimeira causadores da
coccidiose aviaria encontra-se esquematizado na Figura 1. A infecgdo ocorre via
oral, através de oocistos esporulados ingeridos pelas aves, que durante seu
processo de digestdo, estimulam a excistagdo. Cada oocisto esporulado possui

em seu interior quatro esporocistos que por sua vez possuem dois esporozoitos



em seu interior. A parede dos oocistos é rompida pela agdo mecanica da moela
liberando os esporocistos. Os esporocistos contém uma abertura denominada
corpo de Stieda, que é degradado pela tripsina. A motilidade do parasito é
estimulada por sais biliares e pela temperatura interna da galinha. Sob estes
estimulos os esporozoitos completam a excistagdo e penetram ativamente nas
células do epitélio intestinal (Dubremetz, 1993). Dentro da célula alvo do
hospedeiro, em uma estrutura denominada vacuolo parasitéforo, o esporozoito
torna-se arredondado transformando-se num trofozoito ou meronte uninucleado.
Apés sucessivas divisdes mitdticas, em um processo denominado merogonia (ou
esquizogonia), os diversos nucleos individualizam-se em células alongadas,
similares aos esporozoitos, denominados merozoitos. Os merozoitos s&o
liberados e reinfectam o hospedeiro penetrando em outras células epiteliais
intestinais, assim como os esporozoitos, amplificando muitas vezes a infecgao. Os
merozoitos podem reiniciar um novo processo de merogonia, por um numero

variavel de vezes, gerando uma ou mais geragdes de merontes.

Apos a Uitima geragéo de merogonia os merozoitos liberados penetram em
novas células e iniciam a fase denominada gamogonia (ou gametogonia) que € a
fase sexuada do ciclo de vida dos parasitos. Os merozoitos diferenciam-se em
microgamontes (gamontes masculinos) e macrogamontes (gamontes femininos).
Os microgamontes sofrem sucessivas divisdées nucleares dando origem a muitos
microgametas flagelados enquanto os macrogamontes apenas aumentam em

tamanho, sem passar por divisbes nucleares, dando origem aos macrogametas.
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Os microgametas s&o liberados e procuram ativamente 0s macrogametas
através de quimiotaxia. Os macrogametas fertilizados dao origem aos zigotos que
elaboram uma parede cistica tornando-se finalmente oocistos que serdo liberados

nas fezes aonde irdo esporular para recomegar o ciclo de vida do parasito.

Merogonia

1 Merogonia .
H{v) ey Un d’,_\
Meragonia 3 X ! 2 e P
I Ciclo de Vida O WA i '-,_Jil
de a ) Ty 3 7 é_?—f
H = amogonia i N
Infecgio  EIMeria sp. 210 O

5

\ e

7 T
\ R o
‘-.’},\" : By ._., e —

Esporogonia ) ‘-13". B/ (4

Figura 1: Ciclo de vida de Eimeria spp. A- Ciclo exdgeno, B- Ciclo endogeno.
1- penetragdo do esporozoito; 2- meronte imaturo de 1% gerac&o;
3-meronte maduro de 12 geragdo; 4- liberagdo e penetracdo de
merozoito de 1? geracgéo; 5- meronte maduro de 2° geracao; 6- meronte
maduro de 3* geragdo; 7- microgamonte; 8- macrogamonte;
9- microgameta flagelado; 10- fertilizagdo do macrogameta; 11- zigoto,
12- oocisto imaturo; 13- oocisto esporulado.
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2.2- Formas de controle da doenc¢a (anticoccidianos e vacinas)

Duas formas de controle da coccidiose aviaria sdo utilizadas em larga
escala: o tratamento com anticoccidianos sintéticos e iondforos (revisto por
Jeffers, 1989), e o uso de vacinas vivas virulentas e atenuadas (revisto por Shirley

& Long, 1990).

2.2.1- Medicamentos anticoccidianos

Os anticoccidianos mais usados no controle da coccidiose em granjas
comerciais s3o os iondforos poliéter. Estas substancias formam complexos
lipofilicos neutros com cations e sdo capazes de transportar ions através da
membrana celular destruindo o equilibrio osmédtico das fases extracelulares do
parasito (esporozoitos e merozoitos). Na tentativa de reaver o equilibrio osmético,
0s parasitos incham, principalmente na porcao anterior, e gastam reservas de
glicogénio com o uso da bomba de sbédio. A maioria consegue penetrar nas
células mas muitos falnam em se desenvolver pois consumiram reservas
energéticas essenciais para esta finalidade (Pressman, 1976; Long, 1987,
Stallbaumer & Daisy, 1988). Além dos ionéforos sdo utilizados Sulfonamidas,
Quinolonas (ex: Decoquinato), Piridonas (ex: Clopidol), mimicos de Tiamina (ex:
Amprolium, Halofuginona) e Guanidina (Diclazuril, Toltazuril, Nicarbazina) (revisto

por Sangster, 2001).

Os anticoccidianos, entretanto, ndo sdo totalmente eficazes, de modo que
os parasitos mais resistentes sobreviventes completam o ciclo de vida. Desta

maneira aparecem novos isolados resistentes conforme a sele¢do imposta pela
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administracdo extensiva destes compostos. Os anticoccidianos possuem uma vida
atil imitada no mercado, devido, principaimente, ao sucessivo aparecimento de
cepas resistentes aos seus mecanismos de acdo. O combate ao parasito requer
langamento constante de novos compostos anticoccidianos. Além disso, 0 nimero
de empresas interessadas tém diminuido devido aos altos custos para o
desenvolvimento de novos produtos (15 a 20 milhdes de ddlares nos EUA) e ao
investimento de longo prazo até a liberagdo no mercado e o seu retorno (8 a 10
anos) (Long, 1987). As empresas temem pela baixa lucratividade do produto pois
seu tempo util no mercado pode ser reduzido devido ao aparecimento de cepas
resistentes (Kawazoe & diFabio, 1994). De fato, ja foi reportada resisténcia a todos
os medicamentos anticoccidianos disponiveis no mercado atualmente (revisto por

Sangster, 2001).

2.2.2- Imunidade e Vacinas

A imunidade a coccidiose manifesta-se de duas formas: a forma inata e a
adquirida. A imunidade inata est4 ligada a especificidade dos parasitos em relacao
ao hospedeiro. Os parasitos que infectam determinada espécie coevoluiram com a
mesma, criando mecanismos de evasdo para as barreiras iniciais de defesa do
hospedeiro. Em outras palavras, espécies de Eimeria que infectam coelhos, por
exemplo, nao podem infectar galinhas. Por outro lado, a imunidade adquirida &
obtida apés uma infecgdo prévia do hospedeiro e persiste por algumas semanas,
sendo espécie especifica (Long, 1987) ou adquirida da mée, persistindo nos

animais por uma ou duas semanas apds o nascimento (Smith et al., 1994).
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As diferentes espécies de Eimeria sdo imunogénicas, porém a protecdo
adquirida ndo é absoluta. Em geral, a imunizacdo minimiza a mortalidade ou os
efeitos clinicos severos, mas ndo é capaz de evitar totaimente a reinfeccao
(revisto por Augustine, 2001). Deste modo, a imunizagdo apenas reduz o impacto
da doencga no hospedeiro, o que diminui, mas nao anula as perdas econémicas

(Long, 1987).

A infecgdo de galinhas com um numero reduzido de oocistos por duas ou
trés vezes consecutivas (em geral com um intervalo de sete dias entre os
inbculos) é capaz de produzir protecdo imune ap0ds a terceira ou quarta semana.
Todas as vacinas disponiveis no mercado atualmente baseiam-se neste principio.
As vacinas podem ser divididas em trés grupos: vacinas vivas compostas por
linhagens virulentas, vacinas vivas compostas por linhagens atenuadas, e vacinas
vivas compostas por linhagens resistentes a acdo de ionéforos (revisto por

Vermeulen et al., 2001).

Para que seja garantida sua eficacia, a vacina viva deve conter oocistos de
todas as espécies e/ou cepas que ocorrem com frequéncia em galinhas de uma
determinada regido, pois galinhas imunes & uma espécie de Eimeria sé&o
suscetiveis a outras, e galinhas imunes a determinada cepa de Eimeira podem ser
suscetiveis a outras cepas da mesma espécie (Long, 1987). Um problema
encontrado neste tipo de vacina, composta por oocistos esporulados, é o fato de
existir um continuo contagio nos galpdes das granjas propagado pelos préprios
criadores, através da disseminacao dos oocistos no ambiente. O desenvolvimento

de vacinas a partir de linhagens atenuadas ou precoces (Shirley & Bedrnik, 1997)
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reduziu os problemas de ocorréncia de coccidiose apos administragdo de vacinas.
As linhagens atenuadas s&o obtidas através de selecdo repetitiva de oocistos
precoces que passaram por um numero menor de ciclos de merogonia. Uma
reducdo no numero de ciclos de merogonia de determinada linhagem significa
uma infeccao intestinal menos abrangente e, portanto, de menor impacto.
Entretanto, na auséncia de selegdo imposta pelo homem, estas linhagens podem
sofrer mutagdes reversas ou recombinagdo genética com linhagens selvagens

restaurando assim a sua viruléncia (revisto por Vermeulen et al., 2001).

A vacina composta por linhagens com resisténcia a ionéforos foi
recentemente introduzida no mercado. A vantagem deste tipo de vacina é a
possibilidade de administracdo de ionéforos durante as 3 ou 4 primeiras semanas
de tratamento. Neste periodo as galinhas ainda ndo possuem imunidade
completa, estando suscetiveis a infec¢do por linhagens selvagens de Eimeria

(revisto por Vermeulen et al., 2001).

As vacinas sdo recomendadas no controle preventivo, especiaimente em
galinhas poedeiras, pois os anticoccidianos acumulam-se nos fluidos corporais
dos animais contaminando, consequentemente, os ovos produzidos, inviabilizando
seu consumo e comercializacdo. Na auséncia de reinfeccdo, a duragdo da
imunidade é baixa, em torno de 4 a 6 semanas variando de acordo com a espécie
(Long, 1987). A imunizacdo € mais eficiente quando as pequenas doses de
oocistos sdo administradas por um longo periodo de tempo, em geral superior a 1

més (Long, 1987; Joyner & Norton, 1976).
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Os estagios mais imunogénicos do parasito sdo os intracelulares, e a
imunidade adquirida € do tipo celular, existindo pouca ou nenhuma participacdo de
imunidade humoral (Danforth et al., 1994). Este fato foi confirmado através do
tratamento de galinhas imunizadas com ciclosporina A (inibidor da imunidade
celular), as quais tornaram-se altamente suscetiveis a doenca (Lillehoj, 1987;

Danforth et al., 1994).

A imunizacdo tem pouca ou nenhuma influéncia sobre as etapas
extracelulares devido a varios fatores. Em experimentos com Eimeria tenella, a
imunizagéo inibiu 50% da penetragcdo dos esporozoitos enquanto com Eimeria
acervulina a taxa de penetracdo aumentou 11% ap6és a imunizagdo (revisto por
Lillehoj & Trout, 1993). A baixa eficiéncia deve-se, principaimente, a rapidez com
que o parasito excista e invade a célula, protegendo-se assim do sistema imune
do hospedeiro, ndo permitindo uma exposi¢éo adequada de antigenos especificos

das formas invasivas (Dubremetz, 1993).

No entanto, a incubagdo de esporozoitos e merozoitos com
imunoglobulinas presentes no epitélio intestinal das galinhas (IgM e IgA) resuilta
em uma reducdo da taxa de penetracdo dos mesmos (Lillehoj, 1993). Da mesma
forma, o anti-soro especifico e os anticorpos monoclonais produzidos contra
espécies de Eimeria sao capazes de inibir a penetragdo e o desenvolvimento dos
esporozoitos. Os anticorpos monocionais direcionados contra as proteinas de
superficie dos parasitos sdo os mais efetivos na prevencéo da invas&o. A maioria

destes anticorpos monoclonais reconhece proteinas com peso molecular aparente
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em torno de 23-24 kDa em analise de Western Blot (Danforth et al., 1994; Sasai et

al., 1996).

Estes dados estimularam diversas tentativas de se criar uma vacina
composta por antigenos do parasito. Foram descritas recentemente as
caracteristicas antigénicas de diferentes organelas de Eimeria tenella separadas
por fracionamento em gradiente de sacarose. Os micronemas, as roptrias e as
fracdes da membrana foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida.
Realizou-se em seguida uma analise através de Western Blot com anti-soro de
coelhos imunizados com esporozoitos e merozoitos. O anti-soro contra
esporozoitos reconheceu 8 antigenos de membrana dos quais 7 também foram
reconhecidos pelo anti-soro contra merozoitos (Kawazoe et al., 1992). Antigenos
obtidos a partir de extratos de corpos refrateis de esporozoitos de Eimeria tenella
também foram capazes de induzir protecéo parcial contra infecgio oral (Karkhanis
et al., 1991). A analise cromatografica destes extratos revelou que os antigenos
responsaveis pela protecdo estavam numa unica fragdo, denominada fragédo V,
compreendida por proteinas de 20 a 30 kDa. A analise posterior identificou um

polipeptideo de 26 kDa como responsavel pela indug&o de protecéo.

Muitos esforgos foram realizados na tentativa do uso eficaz de produzir
antigenos recombinantes originados de bibliotecas de cDNA de Eimeria. A partir
de um clone proveniente de bibliotecas de cDNA de merozoitos de Eimeria tenella,
foi obtido um antigeno recombinante capaz de induzir protecdo cruzada contra
quatro diferentes espécies de Eimeria (Crane et al. 1991). Este antigeno também

estava presente na mesma fragéo V descrita por Karkhanis et al. (1991). Frangos
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de corte com 2 a 4 dias de idade foram imunizados, via intramuscular, com uma
injecdo deste antigeno purificado (0,1 a 10 ug por ave) e, apdés 3 semanas, foram
desafiados oralmente com E. acervulina, E. maxima, E. necatrix ou E. tenella.
Entretanto, a prote¢do nao foi completa e os escores de lesdo ainda foram altos,
impossibilitando a competicdo com a quimioterapia usada atualmente. Bhogal et
al. (1992) também utilizaram um antigeno recombinante da fragdo V descrita por
Crane et al. (1991) denominado antigeno 3262, o qual foi capaz de induzir
protecdo parcial em desafios contra E. fenella e E. acervulina. Este antigeno foi
identificado em bibliotecas de cDNA de oocistos esporulados utilizando-se um
anticorpo monocional capaz de reconhecer antigenos da mesma fragdo V dos
corpos refrateis de E. tenella. Este antigeno apresenta reagao cruzada com todas
as espécies de Eimeria de peru e galinha. Este mesmo anticorpo monoclonal foi
capaz de inibir o desenvolvimento de esquizontes de E. tenella in vitro, em até

100% (Danforth & Augustine, 1989).

Danforth et al. (1989) expressaram os antigenos recombinantes 3262 ou
3264 em Escherichia coli. Estas bactérias (vivas ou mortas por calor) foram
injetadas subcutaneamente em aves de 2 dias (10, 25 ou 100 ug por ave) e foram
capazes de induzir protegdo parcial em desafio contra E. tenella ou E. acervulina,

21-22 dias ap0s a imunizagao.

Foram realizados também estudos similares com antigenos de merozoitos
(Jenkins & Dame, 1987; Jenkins et al., 1988; Jenkins ef al., 1990, Ko ef al., 1990;

Castle et al., 1991) mas apenas a imunizagao parcial foi obtida.
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Altos niveis de protegdo contra Eimeria acervulina foram obtidos em um
estudo de imunizag@o oral com E. coli recombinante expressando um antigeno
presente na fragdo V descrita por Crane ef al. (1991) fusionado a $-galactosidase
(Jenkins et al., 1991). Foram inoculadas 10° bactérias em frangos de 7 dias de
idade. Uma reducao deste numero em 10 vezes resultou em perda da protegéo,
indicando que a dose de bactérias era critica para uma imunizacao eficiente.
Portanto, o uso desta técnica em larga escala torna-se inviavel pela necessidade

de se produzir uma quantidade muito grande de bactérias recombinantes.

Estudos com antigenos de gametécitos foram realizados com Eimeria
maxima visando uma reducdo no numero de oocistos liberados nas fezes
(Mencher et al., 1989 & Wallach ef al., 1989). Trés antigenos imunodominantes
descritos nestes estudos foram utilizados por Wallach et al., (1992) para imunizar
galinhas contra infecgdo com E. maxima, atingindo uma redugdo de 83% na

producéo de oocistos em relagao aos controles.

Muitos antigenos de Eimeria spp. foram caracterizados e muitas
investigacdes tém sido realizadas nesta area. Entretanto, poucos antigenos foram
produzidos em quantidade suficiente para ensaios de imunizacdo. Resultados
obtidos em desafios indicaram que os métodos utilizados nesta linha de pesquisa
foram capazes apenas de gerar protecéo parcial contra os parasitos (Danforth et
al., 1994), o que indica que ainda ha espacgo para o estudo de novas estratégias

no combate a coccidiose aviaria.
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2.3- “Phage display”: um método alternativo para identificagdo de

peptideos com atividade anticoccidiana

A descoberta de novas drogas envolve, na maioria dos casos, a busca de
substancias ativas dentre milhares de componentes provenientes de misturas
complexas utilizando-se métodos de selegéo in vitro. Os candidatos selecionados
nos testes in vitro sdo entdo submetidos a testes in vivo onde espera-se que
produzam a atividade desejada para a nova droga, com o minimo de efeitos

colaterais (revisto por Benhar, 2001).

Atualmente existem métodos artificiais capazes de gerar um grande numero
de moléculas distintas para depois selecionar dentre elas os melhores candidatos
com relagéo & atividade desejada para novos compostos. Estas tecnologias, em
sua maioria, envolvem a producdo e apresentacdo de grandes colegbes de
peptideos ou proteinas que sdo selecionados por afinidade e atividade em relagao
a um ligante especifico. O principio baseia-se na geragdo de uma biblioteca
envolvendo um conjunto de variantes que envolvam todas as possiveis
combinagdes dos peptideos ou proteinas de interesse. Dentre estas metodologias,
encontramos as bibliotecas combinatérias de peptideos sintéticos (revisto por Al-
Obeidi et al., 1998 e Lohner & Blondelle, 2000), e a expressdo na superficie de
bactérias (bacterial surface display) ou bacteriéfagos (phage display) (revisto por

Benhar, 2001).

O processo de selecdo de peptideos com determinadas propriedades de

ligacdo (biopanning) através da expresséo no capsidio do bacteriéfago filamentoso
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M13 foi desenvolvido pelos pesquisadores Stephen F. Parmley e George P. Smith
(1988). Neste estudo, que deu origem a técnica de phage display, foram utilizados
anticorpos imobilizados em coluna para selecionar e recuperar fagos que
expressavam um determinante antigénico dentro de uma populagdo excedente
10° vezes maior de particulas selvagens que ndo continham o inserto.
Posteriormente, a técnica foi aprimorada e foram criadas as bibliotecas de phage
display com insertos aleat6rios (Scott & Smith, 1990; Cwirla et al., 1990). Nestas
bibliotecas a insercdo de pequenas sequéncias aleatérias de aminoacidos na
extremidade de proteinas do capsidio € capaz de gerar uma “biblioteca de
epitopos”. Esta biblioteca engloba um numero suficiente de variantes para que
seja possivel a rapida selecao de peptideos com certas propriedades de ligacao.
O processo de selecido nao afeta a infectividade das particulas virais, capazes de
suportar grandes variagdes de pH e solugbes tamponantes. A identidade dos
peptideos selecionados é revelada através de propagacéo e sequenciamento do

DNA do bacteriéfago (Scott & Smith, 1990; Cwirla et al., 1990).

As bibliotecas de phage display com uso mais difundido sdo as baseadas
no fago filamentoso M13. No entanto, também foram desenvolvidos sistemas de
expressdo em cabecgas e caudas do fago A, assim como nos capsideos dos virus
T7, T4, P4 e MS2. Dentre as sequéncias ja expressas em bibliotecas de phage
display encontramos pequenos peptideos, anticorpos ou fragmentos de
anticorpos, citocinas, receptores ou dominios isolados de receptores, enzimas,
substratosfinibidores de enzimas e proteinas de ligagdo ao DNA (revisto por

Benhar, 2001).

21



Na maioria das bibliotecas de phage disp/ay em bacteriéfagos M13, a fusado
do inserto ocorre na extremidade N-terminal do gene Il (que codifica uma
pequena proteina do capsidio, plll). Entretanto, também foram desenvolvidos
sistemas onde o inserto encontra-se incorporado as extremidades de plV, pVl e
pVHI (revisto por Benhar, 2001). Durante a formag¢do das particulas virais a
proteina quimérica é exposta na superficie dos capsidios, ocasionando a
exposigdo (display) do inserto. Estes bacteriéfagos podem ser selecionados dentro
de uma grande populagdo de virus por afinidade protéica entre a sequéncia de

amino&acidos exposta no capsidio do virion e uma determinada proteina alvo.

A selecdo repetida em ciclos consecutivos promove uma competicdo entre
as particulas virais pela maior especificidade/afinidade pelo alvo. Este método
torna possivel, inclusive, a selecéo de peptideos com afinidades e/ou atividades
maiores que os ligantes naturais de receptores, enzimas ou anticorpos (Doorbar &

Winter, 1994; Koivunem ef al., 1993).

2.4- Peptideos antimicrobianos: fungéo e distribuigao

A emergéncia de microbios resistentes aos antibiéticos convencionais gerou
um crescente interesse no estudo de peptideos naturais com atividade antibiotica.
Tais peptideos, denominados peptideos antimicrobianos, participam do sistema
inato de defesa de animais e plantas. Atualmente, existem mais de 500 peptideos
antimicrobianos isolados e estudados. A produgcdo de peptideos antimicrobianos
faz parte dos mecanismos de defesa do hospedeiro durante as etapas inicias de

infecgdo e sua importancia na protecdo contra patégenos foi reconhecida apenas
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na ultima década (revisto por Hancock & Lehrer, 1998, Hancock & Scott, 2000 e

Zasloff, 2002).

Nos animais superiores, 0s sistemas de defesa imunologica do tipo celular
e do tipo humoral ndo sdo acionados de forma rapida o suficiente para evitar a
exposicao inicial do organismo aos agentes patogénicos. Os locais onde o
primeiro encontro com micrébios ocorre com mais frequéncia sdo as superficies
epiteliais (pele, olhos, vias aéreas, trato digestivo, vias urinarias e reprodutivas).
Em mamiferos, por exemplo, estas superficies secretam uma diversidade de
peptideos antimicrobianos, chamados defensinas, que formam uma barreira
protetora contra infecgdo. As células fagocitarias também contém em seu
citoplasma diversos gréanulos de armazenamento repletos de peptideos
antimicrobianos e enzimas digestivas. Estes granulos esvaziam seu contetido em
vacuolos fagocitarios gerando altas concentragcbes de enzimas e peptideos
microbicidas, enquanto alguns tipos de granulos secretam seu conteddo de
peptideos para o fluido extracelular onde matam ou impedem o crescimento de

micrébios (Ganz & Lehrer, 2001).

O epitélio dos invertebrados, especialmente o trato digestivo dos insetos,
secreta peptideos antimicrobianos que sao importantes na defesa contra infecgdo
por patogenos. Os artrépodes também possuem peptideos antimicrobianos que
podem ser secretados e dissolvidos na hemolinfa apds uma infeccéo, assim como
outros peptideos produzidos constitutivamente e armazenados em granulos
presentes no interior dos hemocitos. Os hemdcitos podem secretar na linfa os

peptideos armazenados em seu interior em resposta a uma infecgdo ou utiliza-los
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internamente para matar microbios fagocitados. Nas plantas, os peptideos
antimicrobianos estdo presentes em diversas estruturas, especiaimente nas
sementes que sdo vulneraveis durante o periodo de germinagéo (Schroder, 1999;

Ganz & Lehrer, 2001).

Diversos peptideos antimicrobianos (isolados a partir de fontes naturais ou
mesmo provenientes de bibliotecas combinatorias sintéticas) possuem atividade
contra protozoarios parasitas como Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi,
Cryptosporidium parvum, Giardia lamblia e Leishmania amazonensis (Jaynes et
al., 1988; Arrowood et al., 1991; Aley et al., 1994; Barry ef al., 1995, Silva Jr. et al.,
2000). Também foi demonstrado que andlogos quimicos sintéticos de peptideos
antimicrobianos naturais (Peptidyl-MIMs, Demeter Biotechnologies, Ltd.) sao
capazes de induzir efeito protetor parcial contra infeccdes por Eimeria ssp.,

reduzindo os escores de les&o das galinhas tratadas (Martin et al., 1999).

2.5- Composicao e classificacdo dos peptideos antimicrobianos

Os peptideos antimicrobianos naturais, em geral, possuem menos de 100
residuos de aminoacidos, sdo codificados por um unico gene e,
consequentemente, sintetizados por ribossomos. Podem ser expressos tanto na
forma ativa quanto ligados a precursores. Tal definigdo os distingue da maioria dos
peptideos com atividade antibidtica produzidos por bactérias e fungos, que sao
sintetizados por rotas metabélicas distintas e possuem, em sua maioria, residuos

exoticos (revisto por Hancock & Scott, 2000).
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A grande maioria dos peptideos antimicrobianos possui de 12 a 45
aminoacidos, dentre os quais aproximadamente 50% sao hidrofébicos e, em geral,
apresentam estrutura tridimensional anfipatica. Sao catiénicos devido ao excesso
de arginina, lisina e histidina em relagdo aos aminoacidos de carga negativa, com
uma carga total variando entre +2 e +7 (revisto por Hancock & Diamond, 2000).
Apesar da grande diversidade, a maioria dos peptideos antimicrobianos esta
distribuida em basicamente trés classes principais de acordo com suas estruturas
tridimensionais: 1- a-hélices; 2- folhas e grampos B; 3- estruturas extendidas (com
frequéncia sao ricos em um determinado aminoacido) (revisto por Hancock &

Lehrer, 1998 e Hancock & Diamond, 2000).

2.5.1- Peptideos antimicrobianos com estrutura do tipo a-hélice

Estes peptideos apresentam exclusivamente estrutura em a-hélice, sendo
que esta conformacdo ocorre especialmente na presenga de biomembranas
anidnicas e solventes indutores de estruturagdo secundaria como o trifluoroetanol.
Os exemplos mais conhecidos destes peptideos com pronunciada (mas néo
exclusiva) atividade antibacteriana sdo: as magaininas (peptideos de 23 residuos
encontrados na pele de anfibios), as cecropinas (possuem em torno de 33
residuos sendo encontradas principalmente na hemolinfa de insetos) e as
catelicidinas do tipo o-hélice (familia de peptideos de 23 a 38 residuos
encontrados em células brancas de mamiferos). Encontram-se armazenados em

granulos, ligados a um precursor N-terminal conservado (Catelina), que possui
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aproximadamente 100 residuos (revisto por Hancock & Lehrer, 1998 e Ganz &

Lehrer, 2001).

2.5.2- Peptideos antimicrobianos com estrutura do tipo folha ou

grampo [

Peptideos antimicrobianos com estrutura do tipo folha ou grampo B s&o os
mais comuns na natureza sendo produzidos em animais e plantas. Esta classe é
composta por peptideos com estrutura exclusiva do tipo folha ou
grampo B (por exemplo: a-defensinas, B-defensinas, protegrinas, taquilepsinas,
polifemusinas) e por peptideos de estrura hibrida, que possuem dominios do tipo
a-hélice fundidos a dominios do tipo folha ou grampo B (por exemplo: y tioninas,
defensinas de insetos, drosomicina). Os peptideos desta classe apresentam sua
estrutura estabilizada por 2 a 4 pontes dissulfeto intramoleculares (revisto por

Hancock & Lehrer, 1998 e Ganz & Lehrer, 2001).

As a-defensinas e p-defensinas s&o produzidas em neutréfilos e no epitélio
de vertebrados. Possuem de 29 a 40 residuos com estrutura estabilizada por trés
pontes dissulfeto conservadas. Sao efetivas contra bactérias, fungos e virus

envelopados (revisto por Hancock & Lehrer, 1998 e Ganz & Lehrer, 2001).

As protegrinas (encontradas em neutréfilos de porco) e taquilepsinas
(encontradas em hemécitos de Limulus) possuem de 16 a 18 residuos (2 KDa).

Estas moléculas adotam estrutura do tipo folha B antiparalela estabilizada por
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duas pontes dissulfeto. Sdo ativos contra bactérias, fungos e virus envelopados

(revisto por Hancock & Lehrer, 1998 e Ganz & Lehrer, 2001).

As a-, B- e y-tioninas sdo peptideos de 45 a 54 residuos (aproximadamente
5 KDa) produzidos em plantas. Possuem estrutura compacta em forma de "L"
onde o braco longo é composto de duas o-hélices unidas por duas pontes
dissulfeto e o brago curto composto por trés folhas f antiparalelas unidas por duas
pontes dissulfeto. O peptideo antifungico drosomicina, encontrado na hemolinfa da
mosca da fruta D. melanogasrter, possui 44 residuos e 4 pontes dissulfeto,
apresentando estrutura tridimensional similar as y-tioninas (revisto por Hancock &

Lehrer, 1998 e Ganz & Lehrer, 2001).

2.5.3- Peptideos antimicrobianos de estrutura extendida

Os principais representantes desta classe de peptideos sao os peptideos
ricos em prolina encontrados em leucdcitos de mamiferos, hemdcitos de
invertebrados marinhos e na linfa de insetos, com tamanho variando de 15 a 39
residuos. A prolina corresponde a aproximadamente 25% da composigcéo de
residuos nestes peptideos, ocorrendo com frequéncia associada em dubletes ou
tripletes acompanhados de lisina ou arginina (revisto por Hancock & Lehrer, 1998,

Bulet et al., 1999 e Ganz & Lehrer, 2001).

A familia de peptideos ricos em glicina também pertence a esta categoria.
Estes peptideos variam em tamanho de 8 a 30 kDa tendo sido isolados a partir da

hemolinfa de diversos insetos (revisto por Bulet ef al., 1999).
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Nesta categoria também sado encontrados peptideos ricos em residuos de
triptofano. Os peptideos indolicidina e tritripticina, isolados a partir de granulos de
neutréfilos bovinos, pertencem a familia das Catelicidinas (Selsted et al., 1992;

Lawyer et al., 1996).

2.6- Mecanismo e espectro de agdo dos peptideos antimicrobianos

Apesar das diferengcas, os modos de acdo dos diversos peptideos
antimicrobianos envolvem, em geral, associacdo com os lipidios da membrana
plasmatica microbiana provocando aumento de sua permeabilidade. Em um
primeiro momento ocorre uma atragdo eletrostatica entre as moléculas de
peptideo (que possuem carga positiva) e lipidios anidnicos presentes na
membrana. Em seguida, a estrutura anfipatica dos peptideos antimicrobianos
desempenha seu papel, promovendo a interagdo dos peptideos antimicrobianos
com a interface hidrofilica/hidrofébica presente na superficie das biomembranas
(revisto por Maget-Dana, 1999). Os diversos mecanismos propostos para o
aumento na permeabilidade de biomembranas devido a interagdo com peptideos
antimicrobianos foram revistos pelos autores Schreier et al., (2000); Ladokhin &
White, (2001); Lohner, (2001); Zasloff, (2002). Estes mecanismos podem ser

resumidos em trés modelos:

1- Formacgédo de poros organizados compostos por multiplas unidades de
peptideo organizadas em forma de um barril (barrel stave model) ou tordide

(wormhole model) que atravessa a bicamada lipidica.
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2- Os peptideos comportam-se como detergentes, provocando alteragdes
estruturais na membrana, deslocando lipidios e causando a formagao de poros

temporarios ou mesmo lisando completamente a membrana (carpet like mode).

3- A interacdo dos peptideos com a superficie das biomembranas provoca
disturbios fisico-quimicos. O acumulo de moléculas de peptideo (muitas vezes
envolvendo a formagido de agregados) ocasiona flutuagcbes e instabilidades
estruturais locais na bicamada lipidica que resultam na formacéo de poros

transientes.

Existem duas hipoteses para explicar como a permeabilizaggdo da
membrana afeta a viabilidade dos microbios. Uma baseia-se na perda de energia
provocada pelo desequilibrio e consequente destruicdo do potencial eletroquimico
devido a formacgdo de poros. A outra hipdtese seria de que o peptideo, apés
danificar a membrana, pode atravessa-la e interferir com fungdes intracelulares,
através de interagcdo com macromoléculas como proteinas e acidos nucléicos. Em
alguns casos ainda, foi demonstrada a ligagdo do peptideo antimicrobiano com
receptores de membrana (revisto por Andreu & Rivas, 1999, Wu et al., 1999 e
Ganz & Lehrer, 2001). Entretanto, ainda existe muita discussdo sobre o

mecanismo de agao dos peptideos antimicrobianos.

Apesar das discordancias sobre o modo de agdo dos peptideos
antimicrobianos, existe um consenso de que, na grande maioria dos casos, a
membrana esta diretamente envolvida. Os peptideos antimicrobianos sao ativos

contra alvos que possuem membrana plasmatica, como bactérias, fungos,
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protozoarios, células tumorais e virus envelopados (gripe e HIV, por exemplo)

(revisto por Hancock & Diamond, 2000).

O efeito generalizado destes peptideos sobre a membrana dificulta o
desenvolvimento de resisténcia por parte dos patdégenos, tendo em vista a
improbabilidade da ocorréncia de mutagdes capazes de produzir grandes
alteracbes no componente lipidico da membrana dos microbios. Como a
composic¢do lipidica das biomembranas € muito similar entre os seres vivos, os
peptideos antimicrobianos possuem, em geral, amplo espectro de agao.
Entretanto, esta acéo inespecifica torna grande parte destes peptideos toxicos as
préprias células do hospedeiro, 0 que dificulta seu uso clinico (revisto por Andreu

& Rivas, 1999 e Zasloff, 2002).
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3- Objetivo e justificativa

O uso de peptideos ativos no combate de infecgbes por agentes
patogénicos € comum na natureza. A selegcdo de peptideos com atividade
anticoccidiana a partir de bibliotecas de peptideos aleatérios pode ser uma
alternativa interessante na busca de novos métodos de controle da coccidiose
aviaria. A grande variabilidade dos peptideos apresentados nestas bibliotecas,
aliada a plasticidade dos métodos de selecdo, permite a busca de novos
compostos que apresentam outras caracteristicas além da atividade

anticoccidiana, como especificidade de acao e baixa toxicidade.

Levando-se em conta o fato da invasao celular de Eimeria ser um processo
ativo que envolve reconhecimento e adesdo na célula hospedeira (Dubremetz,
1993; revisto por Augustine, 2001), a técnica de phage display foi utilizada no
presente trabalho com o intuito de selecionar peptideos com alta afinidade por
alvos na superficie das formas invasivas do parasito Eimeria acervulina
(esporozoitos). O principal objetivo foi a identificagdo de peptideos com eventual
atividade inibitéria no processo de invasdo celular de esporozoitos e merozoitos.
Tais peptideos poderiam agir inibindo a fungdo de proteinas envolvidas no
processo de invasdo, ou reduzindo a viabilidade das formas invasivas dos
parasitos. Posteriormente, os peptideos poderiam ser testados como candidatos a
novos compostos anticoccidianos ou mesmo utilizados como modelos estruturais

para o desenho de analogos quimicos sintéticos.
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4- Apresentacao dos artigos cientificos

Os resultados obtidos durante o desenvolvimento do projeto de Tese
resultaram na publicacgo de dois artigos cientificos. O método utilizado, assim
como os resultados obtidos encontram-se descritos nos artigos cientificos em
anexo. O primeiro artigo, intitulado "Avian anticoccidial activity of a novel
tryptophan-rich membrane-interactive peptide selected from phage display
libraries”", descreve a identificacdo e caracterizagdo do peptidio anticoccidiano
PW2. O artigo foi publicado em Margo de 2002 na revista Molecular and

Biochemical Parasitology, volume 120, paginas 53-60 (Anexo 1).

A publicagdo deste artigo foi precedida do pedido de deposito de uma
patente pela FAPESP, no “U.S. Patent and Trademark Office”, EUA, em primeiro
de julho de 2001, intitulada "Antimicrobial peptides and methods for identifying and
using such peptides", tendo como inventores Adilson Leite, Urara Kawazoe, Paulo

Arruda e Amaldo da Silva Jr. O depésito recebeu o nimero de série 09/870,498.

O segundo artigo intitulado "NMR structure of PW2 bound to SDS micelles:
A tryptophan-rich anticoccidial peptide selected from phage display libraries",
descreve os resultados visando a elucidacdo da estrutura tridimensional de PW2
realizados em colaboragdo com o grupo do Prof. Dr. Fabio Aimeida do Centro
Nacional de Ressonancia Magnética Nuclear localizado no Departamento de
Bioquimica Médica da UFRJ. Este artigo foi aceito para publicagdo no periddico

Journal of Biological Chemistry e encontra-se em fase de impresséo (Anexo 2).
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5- Resultados adicionais nao publicados

5.1- Testes de atividade de PW2 contra fungos fitopatogénicos

As espécies de fungos fitopatogénicos de importancia econémica no Brasil
utilizadas (Galli et al., 1980) foram gentilmente cedidas pela Dra. Wanda Malavolta

do Laboratério de Fitopatologia do Instituto Bioldgico de Sao Paulo, Campinas-SP.

A concentragdo minima inibitéria (MIC) do peptideo PW2 contra fungos
fitopatogénicos foi determinada em ensaios de inibicdo de crescimento em meio
liquido utilizando-se diluicbes seriadas 1:2 de peptideo conforme descrito em
Ehret-Sabatier et al., (1996). Os esporos foram incubados em placas de cultura de
células de 96 pocgos de fundo plano (Comning), utilizando meio Potato Dextrose
Broth (Sigma) 1,2%. Os esporos de fungos foram coletados através de lavagem
dos micélios esporulados com agua Milii-Q estéril e filtrados em 1a de vidro. Como
inoculo foram utilizadas 107 células por ml. O crescimento foi avaliado através da
leitura da absorbancia a 600 nm das placas (Microplate Reader Model 450, Bio-
Rad). Para realizacdo de testes com o fungo Rhizoctonia solani, que n&o produz
esporos, foram cortadas pequenas fatias do meio de cultura sélido na regido da
extremidade de crescimento do micélio com a finalidade de selecionar as hifas
mais jovens. Em seguida as fatias foram mergulhadas em 1 mi de meio PDB
1,2 % contendo as diferentes concentragdes de peptideo. Todos os fungos foram

incubados a temperatura ambiente por 72 horas no escuro.
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Os testes de atividade antifingica revelaram que PW2 possui atividade

inibitéria de crescimento in vitro contra diversos fungos causadores de doengas

em plantas cultivadas no Brasil (Galli et al., 1980). Na Tabela | séo apresentadas

as concentra¢des inibitérias minimas de PW2 ("MIC") obtidas para cada um dos

fungos testados.

Tabela I: Atividade de PW2 (MIC) contra fungos fitopatogénicos in vitro

fungos MiCc* planta hospedeira
Colletotrichum gossypii var. 50-100 pg/ml (31-62uM) algodao
cephalosporioides
Alternaria macrospora 12,5-25 pg/ml (7,75-15,5 uM) algodéo
Bipolaris sorokiniana 50-100 pg/mi (31-62uM) trigo
Dreschslera tritici 50-100 pg/ml (31-62uM) trigo
Phoma sorghina 50-100 pg/ml (31-62uM) arroz
Microdochium oryzae 50-100 pg/ml (31-62uM) arroz
Bipolaris oryzae 25-50 pg/mi (15,5-31 uM) arroz
Pyricularia grisea 50-100 pg/mi (31-62uM) arroz
Colletotrichum 50-100 pg/mi (31-62uM) manga, abacate, alho, cebola,
gloeosporioides citricos, figo, goiaba, mamao,

mandioca, seringueira, jild,
pimentao e berinjela

Rhizoctonia solani

100-200pg/mi(62-124 pM)

alface

Fusanium solani

25-50 pg/ml (15,5-31 uM)

feijao

* As concentragées inibitorias minimas de PW2 (MIC) foram expressas como um intervalo

[a]-]b] de concentragbes, onde [a] representa a maior concentragdo onde foi observado

crescimento e [b] representa a menor concentragdo com 100% de inibigéo (Ehret-Sabatier

et al., 1996).
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5.2- Estudo da fluorescéncia do aminoacido triptofano de PW2 na

presenca de lipossomos

A fluorescéncia do aminoéacido triptofano foi monitorada em
espectrofluorimetro Hitachi F-2000 com excitagdo a 295 nm e emissdo analisada
no intervalo de 310 a 450 nm. As leituras foram realizadas com uma largura de
banda de emissao/excitacdo de 10 nm a uma velocidade de 40 nm/s. Foi utilizada
a concentragido de 10 ug/ml de peptideo na presenca e auséncia de 2,9 mM de
lipossomos de DMPC (DMPC: 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina, SIGMA)
ou DMPC:DMPG a uma razdo molar 7:3 (DMPG: 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-

fosfatidilglicerol, SIGMA).

Lipossomos muitilamelares foram preparados através de hidratacdo de
fimes de DMPC ou DMPC:DMPG com tampdo HSBS a 60° C por 1 minuto
seguida de agitacdo vigorosa e ciclos sucessivos de  congelamento e
descongelamento em nitrogénio liquido (total de 10) como descrito previamente
por Mayer et al. (1985). Para obtencao de lipossomos unilamelares a suspenséo
foi submetida a 10 passagens sucessivas por filtros de 0,22 um (Millipore) (Ahmad

etal., 1995).

A andlise comparativa do espectro de fluorescéncia dos triptofanos
presentes no peptideo PW2 quando livre em solugdo ou na presenca de
lipossomos de DMPC ou DMPC:DMPG 7:3 revelou um desvio para o azul do pico

de emissdo de fluorescéncia de PW2 quando na presenga de lipossomos de
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DMPC:DMPG. O pico de emissdo de fluorescéncia de triptofano de PW2 foi de
351 nm quando livre em solucéo; e 347 nm na presenca de 2,9 mM de lipossomos
de DMPC:DMPG (Figura 2), o que corresponde a um desvio 4 nm. Lipossomos
compostos por apenas DMPC n&o produziram alteragéo no pico de fluorescéncia
de PW2 sendo observada apenas uma pequena reducdo na intensidade de
fluorescéncia devida, possivelmente, ao espalhamento de luz provocado pelos
lipossomos. Este desvio para o azul indica o deslocamento de parte dos
triptofanos para uma regido mais hidrofébica que pode ser encontrada entre as

cadeias de carbono da micela

Com o intuito de confirmar este deslocamento dos triptofanos para uma
regiao de maior hidrofobicidade foram realizados experimentos de "quenching"
com acrilamida. Como a acrilamida fica restrita ao meio aquoso, as regides
hidrofébicas dos lipossomos de DMPC:DMPG oferecem protegdo as cadeias
laterais dos ftriptofanos. Nos experimentos de "quenching" a acrilamida foi
adicionada a partir de uma solugdo estoque a 8 M sendo considerados os fatores
de diluicdo no calculo a cada adigao. Foi utilizada a concentragao de 10 ug/ml de
PW2 em 1 ml de tampao HSBS. As emissdes de PW2 foram analisadas a 347 nm
na presenca de 2,9 mM de lipossomos de DMPC:DMPG e a 351 nm quando livre
em solucdo. Estes valores de comprimento de onda correspondem aos picos
maximos de emissdo de fluorescéncia de ftriptofano para cada condic&o
(Figura 2). As constantes de "quenching" para acrilamida (Ksy) foram

determinadas através da equacgio de Stern-Volmer (Eftink & Ghiron, 1976).
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6- Discussao

6.1- Obtenc¢ao e caracterizagao do peptideo anticoccidiano PW2

6.1.1- Selecdo de peptideos com afinidade pela superficie de

esporozoitos vivos de Eimeria acervulina

Apods trés ciclos de “biopanning” contra esporozoitos vivos de E. acervulina
com trés bibliotecas distintas de “phage display’, o sequenciamento dos clones
selecionados revelou uma forte convergéncia para motivos que possuem em
comum a presenca de um duplo triptofano acompanhado de um aminoacido de
carga positiva (WWR ou WWK). Este motivo (WW+) esta presente em 82,14% do
total de clones sequenciados a partir das trés bibliotecas. A convergéncia para
este motivo foi especialmente marcante na biblioteca Ph.D.-12 onde, dos 26
clones sequenciados, 23 apresentaram o motivo WWR e 1 apresentou 0 motivo
WWK. A sequéncia HPLKQYWWRPSI foi a mais fortemente selecionada
apresentando 22 repeticdes (84,6% do numero total de clones sequenciados a

partir da biblioteca Ph-D12) (vide Figura 1 em Anexo 1).

O fato de esta convergéncia ter ocorrido em trés ensaios independentes
utilizando trés bibliotecas de phage display distintas indica a provavel auséncia de
ocorréncia de artefato durante a selegcdo. Adicionalmente, de acordo com ensaios

de ELISA, o bacteriéfago proveniente da biblioteca de 12 residuos expressando a
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sequéncia de residuos de PW2 nao apresentou afinidade pelo plastico dos tubos

utilizados durante as etapas de sele¢ao (dados n&o apresentados).

O peptideo de maior ocorréncia (HPLKQYWWRPSI), nomeado PW2, que,
aparentemente, apresentou maior afinidade pelo alvo, foi sintetizado visando

estudos de atividade e caracterizagéo fisico-quimica.

6.1.2- Semelhanca de PW2 com peptideos antimicrobianos ricos em

triptofano

Existem descritos na literatura hexapeptideos obtidos a partir de bibliotecas
combinatérias sintéticas que apresentam semelhangas com PW2. Estes
hexapeptideos séo catidnicos e ricos em triptofano (RRRWWCR, RRRWWRF e
RRRWWRR), apresentando atividade antimicrobiana contra Staphilocococos
aureus, Escherichia coli e Candida albicans (revisto por Blondelle & Houghten,

1996 e Al-Obeidi et al., 1998).

PW2 também apresenta similaridade em composicdo com peptideos
antimicrobianos inddlicos derivados de granulos de neutréfilos, membros da
familia das catelicidinas: a indolicidina (ILPWLWPWWPWRR) e a fritripticina
(VRRFPWWWPFLRR) (Selsted et al., 1992; Lawyer et al., 1996). Estes peptideos
antimicrobianos, componentes do sistema de defesa do hospedeiro contra
infecgbes, possuem um amplo espectro de agdo, sendo efetivos contra diversas
espécies de bactérias, fungos e protozoarios. Os mecanismos de agao propostos

para estes peptideos envolvem a interagdo com a membrana plasmatica

39



microbiana, onde provocam a formagdo de poros e lise celular. No entanto, esta
afinidade por biomembranas e alta hidrofobicidade torma tais peptideos
hemoliticos e, portanto, toxicos para as células do hospedeiro. Tal toxicidade
dificulta o uso clinico destes peptideos. A indolicidina e a tritripticina n&o s&o
secretadas para o meio extracelular do hospedeiro por esta mesma razéo, agindo
sempre confinadas nos fagossomos das células fagocitarias (Aley et al., 1994;
Ahmad et al., 1995; Falla et al., 1996; Subbalakshmi et al., 1996; Schibli et al.,

1999).

Estudos recentes indicam que diversos peptideos antimicrobianos exercem
sua atividade através de mecanismos que envolvem outras etapas além da
permebilizagdo da membrana microbiana. Existem evidéncias de que tais
peptideos, ap6s passarem pela membrana plasmatica, agem interagindo com
alvos intracelulares, como proteinas, ribossomos e DNA (Matsuzaki, 2001; Yang et
al., 2000; Westerhoff et al., 1989; Bierbaum & Sahi, 1985; Kragol, 2001). De
acordo com um estudo realizado por Subbalakshimi et al. (1996), existem
evidéncias de que a indolicidina n&o exerce sua atividade antibacteriana através
da permeabilizagdo da membrana. Neste mesmo estudo foi demonstrado que a
substituicdo dos triptofanos por fenilalaninas reduziu a atividade hemolitica da
indolicidina, retendo, porém a atividade antimicrobiana do peptideo. Foi sugerido
que a indolicidina, devido a presenca de residuos aromaticos e carga positiva,
pode interagir com &cidos nucleicos, exercendo sua atividade através da

interferéncia com as etapas de replicacéo e transcrig&o.
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6.1.3- Semelhanca de PW2 com dominios ricos em triptofano
presentes em proteinas de plantas com atividade

antimicrobiana

A sequéncia consenso WW+ (WWR ou WWK), presente entre os peptideos
selecionados contra esporozoitos de E. acervulina por “phage display’, pode ser
observada no dominio rico em triptofano da regido C-terminal da puroindolina-a
(WRWWKWWK), da puroindolina-b (WPTKWWK), ambas isoladas a partir de
sementes de trigo, e da proteina Ace-AMP1(TFVRPFWWRPRI) isolada a partir de
sementes de alho. Estas proteinas (puroindolinas e Ace-AMP1) apresentam
similaridade em sequéncia e estrutura tridimensional com a familia das proteinas
conhecidas por nsLTPs ("nonspecific lipid transport proteins"), porém néao
apresentam a capacidade de transferir fosfolipidios entre vesiculas ou organelas in
vitro como as nsLTPs (Blochet et al., 1993; Cammue ef al., 1995). No entanto foi
demonstrado que, assim como o0s peptideos antimicrobianos indolicidina e
tritripticina (Ahmad et al., 1995; Robinson et al., 1998; Schibli et al., 1999), estas
proteinas possuem a capacidade de se ligar a fosfolipidios, aumentando, inclusive,
a permeabilidade de membranas modelo. Uma caracteristica em comum entre
estas proteinas e os peptideos antimicrobianos ricos em triptofano é a presencga
de residuos de triptofano expostos ao solvente, que podem estar envolvidos na
capacidade destas moléculas de se ligarem a lipidios (Gautier et al., 1993; Le

Bihan et al., 1996, Cammue ef al., 1995, Tassin ef al., 1998, Blochet ef al., 1993).

A fungao das puroindolinas e de Ace-AMP1 in vivo ainda € desconhecida,

entretanto suas atividades antifungica e antibacteriana in vitro sugerem o seu
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envolvimento na protecéo das sementes contra o ataque de patégenos (Blochet et
al., 1993; Cammue et al., 1995). Estudos com anticorpos policlonais indicam que
as puroindolinas localizam-se na aleurona das sementes de trigo, uma posigéo

favoravel para defesa do endosperma (Le Bihan ef al., 1996).

6.2- Atividade do peptideo PW2

6.2.1- PW2 permeabiliza a membrana externa de esporozoitos de

Eimeria acervulina e Eimeria tenella

Os ensaios de citometria de fluxo demonstraram que 15 minutos de
exposicdo a uma concentragdo de 100 ug/mi de PW2 provocaram danos na
membrana dos esporozoitos de Eimeria acervulina e Eimeria tenella de acordo
com a captagdo da sonda fluoescente Sytox Green. Esta sonda somente penetra
em células com membrana danificada, se acumulando no nucleo, principalmente.
A populacdo de epimastigotas de Crithidia fasciculata ndo sofreu nenhum efeito
dada a auséncia de marcacdo fluorescente ou alteragbes de volume nas
incubagdes com PW2 em relagdo a populagdo controle (vide Figura 2 em

Anexo 1).

Nos ensaios com esporozoitos de Eimeria foi observado o aparecimento de
detritos de pequeno tamanho apds adicdo de PW2. Este efeito esta provavelmente
associado a perda de material celular e lise. A populagéo de células fluorescentes

também demonstrou uma reducdo em seu volume, corroborando com esta
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hipétese. Uma populagcdo de células com reducdo de volume, porém com
auséncia de fluorescéncia, também foi observada. Estas células provavelmente
nao tiveram tempo suficiente para acumular a sonda fluorescente, visto que esta
necessita de pelo menos 10 minutos apds ocorrido o dano a membrana para ser
detectada pelo aparelho (Dr. Robert Ivan Schumacher, informagao pessoal) (vide

Figura 2 em Anexo 1).

A porcentagem de esporozoitos danificados, antes e depois do tratamento,
foi de 20 e 62% para E. acervulina e 10 e 82% para E. tenella, respectivamente.
Estes resultados indicam que os esporozoitos de E. tenella sdo mais sensiveis a
PW2. Este comportamento também foi observado em estudos com analogos
sintéticos de peptideos antimicrobianos naturais (Peptidyl-MIMs, Demeter
Biotechnologies, Ltd.) (Martin et al., 1999). Uma possivel explicacao para este
comportamento reside na diferenga entre o local de infecgéo das duas espécies no
intestino das aves. Os esporozoitos de E. acervulina infectam a porgao inicial do
intestino das aves e possuem o menor tempo de excistacao entre as espécies de
Eimeria que parasitam o frango (aproximadamente 10 minutos). Entretanto, E.
tenella infecta o ceco das aves, possuindo tempo de excistacdo de
aproximadamente 1 hora. Desta maneira, os esporozoitos de E. acervulina sofrem
maior exposi¢cdo ao pH acido e enzimas digestivas (Long, 1987; Kawazoe, 1994).
Os esporozoitos de E. acervulina durante a evoiugdo podem ter desenvolvido
alguma resisténcia aos danos em sua superficie, enquanto os esporozoitos das
espécias que infectam regiGes posteriores a porgao inicial do intestino das aves

permanecem protegidas dentro da parede esporocistica.

43




6.2.2- PW2 provoca danos visiveis em microscopia eletrénica de

varredura na superficie de esporozoitos de Eimeria acervulina

As imagens de microscopia eletrénica de varredura demonstraram que os
esporozoitos de E. acervulina sofrem danos em suas superficies apds incubagao
com PW2. Foram observados o aparecimento de micelas destacadas da
membrana e a formacao de poros que resultaram em extravazamento de material
citoplasmatico quando foram utilizadas concentragées entre 50 e 100 ug/mi. As
células danificadas também demonstraram tendéncia a formar agregados (vide
Figura 4 em Anexo 1). Um efeito semelhante foi observado em imagens obtidas a
partir de microscopia eletrénica de varredura de bactérias (E. coli e S. aureus)
tratadas com 10 uM de PGYa, um peptideo antimicrobiano sintético desenhado a
partir de sequéncia consenso de diversos peptideos antimicrobianos naturais
pertencentes a classe das catelicidinas com estrutura em a-hélice (Tiozzo et al.,

1998).

6.2.3- PW?2 induz vazamento de calceina confinada no interior de

esporozoitos de Eimeria acervulina e Eimeria tenella

Os testes de vazamento de calceina confinada indicaram que o efeito
anticoccidiano de PW2 envolve a permebilizagdo da membrana do parasito
conforme observado em esporozoitos de E. acervulina e E. tenella. A incubacéo
com 100ug/ml de PW2 por uma hora produziu, em esporozoitos de Eimeria, o

mesmo efeito de vazamento de Calceina que a lise com Triton X-100. Em



epimastigotas de C. fasciculata e T. cruzi o efeito de PW2 foi reduzido. Em
taquizoitos de T. gondii observou-se efeito moderado (38%). As cinéticas de
vazamento de calceina de esporozoitos de E. acervulina e E. tenella indicaram
que os danos ocorreram mais rapidamente em esporozoitos de E. acervulina (vide

Figura 3 em Anexo 1).

Os dados obtidos nos testes de vazamento de calceina confinada indicam
uma provavel baixa toxicidade de PW2 as células do hospedeiro. A incubagio
com o peptideo ndo produziu efeito em células primarias de rim de galinha. Em
células THP1 (derivadas de linfoma humano) o efeito de PW2 foi relativamente
baixo, mas significativo (18%) (vide Figura 3 em Anexo 1). Isto talvez esteja
relacionado com o fato de alguns peptideos antimicrobianos catiénicos como as
magaininas (presente na pele de anfibios), as melitinas e as cecropinas (isolados
de insetos) possuirem atividade contra células derivadas de tumores de
mamiferos. Acredita-se que esta atividade antitumoral deve-se a maior presencga
de &cido fosfatidico nestas células, um intermediario na via de sintese de
fosfolipidios que posui carga negativa. O acido fosfatidico se acumula devido a
alteracdes no metabolismo das células tumorais que podem ter suas vias de

sintese afetadas (Jaynes ef al., 1989; Moore ef al., 1994; Winder et al., 1998).

6.2.4- PW2 inibe a invasdo celular de esporozoitos de Eimeria

acervulina e Eimeria tenella

Os testes de invasao in vitro indicaram que o peptideo PW2 foi capaz de

inibir significativamente a penetragcdo de esporozoitos de Eimeria acervulina e
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Eimeria tenella em células primarias de rim de galinha. A incubagdo com
concentragdes baixas de PW2 (1 ug/ml ou 0,63 uM) provocou uma inibicdo na
taxa de invasao celular de 72,4% para E. acervulina e 77,5% para E. tenella (vide
Tabela 1 em Anexo 1). Entretanto, os esporozoitos de Eimeria acervulina
incubados com 1 pug/ml de PW2 ndo apresentavam danos visiveis na sua
superficie de acordo com as imagens de microscopia eletronica de varredura (vide
Figura 4 em Anexo 1). O aparecimento de grandes poros e vesiculas na
superficie dos esporozoitos foi observado apenas nas incubagbes com 50 e 100

ug/ml de PW2.

A incubacdo com 100 pg/ml (ou 63 pM) ndo produziu efeitos inibitorios
superiores a um valor méaximo de 80,8% para E. acervulina e 90,8% para E.
tenella. Aparentemente, existe um limite maximo de dosagem efetiva para PW2,
mas ndao podemos precisar se este comportamento deve-se a presenca de
parasitos resistentes ou & agregagdo das unidades de peptideo em altas
concentragbes. Martin ef al. (1999) ao realizarem estudos com peptideos
sintéticos analogos a peptideos antimicrobianos que interagem com membranas
observaram um efeito semelhante. O aumento da concentracdo a partir de um
certo limite era incapaz de produzir aumento na protecdo. No entanto, o motivo

deste comportamento nao foi elucidado.
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6.2.5- PW2 nao possui atividade antibacteriana, mas apresenta

atividade antifungica

A toxicidade de PW2 contra bactérias foi testada utilizando Micrococos
luteus (Gram +) e E. coli (Gram -) como modelos através da andlise de seu efeito
antibacteriano em ensaios de crescimento bacteriano em meio liquido. Altas
concentracdes de peptideo (200 pg/mi ou 68 uM) ndo produziram efeito inibitério

sobre estas bactérias (vide Anexo 1).

De acordo com os resultados negativos com relagéo a atividade de PW2
contra bactérias ou parasitos nao relacionados, era esperado que PW2
apresentasse especificidade para espécies de Eimeria. No entanto PW2
demonstrou atividade antifUngica em ensaios similares aos realizados com
bactérias. PW2 demonstrou possuir concentragao inibitéria de 25-50 ug/ml contra
as leveduras Candida albicans e Candida parapsilopsis. PW2 também demonstrou

atividade contra o fungo filamentoso Aspergillus nidulans (vide Anexo 1).

Devido ao crescente interesse na expressao de peptideos antimicrobianos
em plantas transgénicas resistentes a patégenos (Takaichi & Oeda, 2000; Sharma
et al., 2000; Osusky ef al., 2000; Cary et al., 2000) o efeito do peptideo PW2 em
fungos fitopatogénicos foi estudado. Os resultados obtidos nos ensaios confirmam
a acdo antifingica de PW2 (Capitulo 6; Tabela ). Tais resultados indicam a
possibilidade de sua utilizagdo na obtencao de plantas transgénicas resistentes ao

ataque por fungos.
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Dado que PW?2 foi selecionado por “phage display” contra esporozoitos de
E. acervulina, a atividade antifiingica cruzada de PW2 pode sugerir a existéncia de
alguma similaridade na composigdo de superficie entre esporozoitos de Eimeria e
fungos. Esta similaridade pode estar relacionada com indicios de proximidade
filogenética entre protozoarios do filo Apicomplexa e fungos, como revelado em
estudos de homologia de rRNA (Edman et al, 1988). Vale ressaltar que as
tioninas Ace-AMP1 e puroindolinas, encontradas em sementes de alho e trigo,
respectivamente, possuem dominios ricos em triptofano com caracteristicas
semelhantes @ PW2 (principaimente a presenca do consenso de selegdo WW+) e
apresentam atividade antifingica in vitro (Blochet et al, 1993; Cammue et al,
1995: Le Bihan et al, 1996; Tassin et al., 1998). A atividade contra fungos
fitopatogénicos pode ser um indicio de que o modo de acéo do peptideo PW2 e
das proteinas de plantas mencionadas envolvem vias comuns. No entanto, o
exato mecanismo de acdo das puroindolinas e de Ace-AMP1 ainda n&o foi
elucidado. Infelizmente, a literatura também ndo apresenta testes envolvendo a

atividade das puroindolinas e de Ace-AMP1 contra protozoarios.

6.2.6- PW2 nao apresenta atividade hemolitica

A toxicidade de PW2 foi avaliada em ensaios de hemdlise realizados com
hemécias humanas, de galinha e de coelho. PW2 ndo demonstrou atividade
hemolitica apés 6 horas de incubag&o mesmo em altas concentragdes (100 pg/mi)
(vide Tabela 2 em Anexo 1). Provavelmente, PW2 n&o possui afinidade por

membranas de eucariotos superiores. Esta propriedade indica uma provavel baixa
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toxicidade de PW2 para aves e mamiferos. As chances de efeitos colaterais
danosos provocados pelo peptideo em galinhas sdo ainda mais reduzidas se

considerarmos que a administragéo de compostos anticoccidianos ocorre via oral.

6.3- Analise sobre o possivel mecanismo de agdao de PW2

6.3.1- PW2 apresenta afinidade por lipossomos e micelas

membranomiméticas de carga negativa

A analise do espectro de fluorescéncia de triptofano de PW2 indica um
desvio do pico de emiss&o para o azul quando s&o adicionadas a solugéo micelas
de SDS (8 nm de desvio) (vide Figura 5 em Anexo 1) ou lipossomos de
DMPC:DMPG 7:3 (4 nm de desvio) (Capitulo 6; Figura 2). Este desvio para o
azul indica que parte dos triptofanos € deslocada para um ambiente mais
hidrofobico. Isto pode ser explicado pela insercdo das cadeias laterais dos
triptofanos em regides de maior hidrofobicidade presentes nas micelas de SDS e
nos lipossomos de DMPC:DMPG. Nao foi observado desvio na presenca de

lipossomos de DMPC, cuja carga total € neutra.

No intuito de confirmar esta interacdo foram realizados experimentos de
"quenching” com acrilamida. Como a acrilamida fica restrita & fase aquosa da
solugéo, os triptofanos imersos por particdo na regido hidrofébica das micelas ou
dos lipossomos serdo protegidos. Desta forma ao adicionarmos determinada

quantidade de acrilamida a uma solucdo de peptideo associado a micelas ou
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lipossomos teremos uma menor reducdo na intensidade de emissao de

fluorescéncia de triptofano em relagd@o aos valores obtidos com o peptideo livre.

Esta diferenca foi evidenciada através das constantes Ksv obtidas atraves
da equacdo de Stern-Volmer que realaciona a fluorescéncia de PW2 nas
diferentes condicbes em relagdo ao “quencher” acrilamida. PW2 apresentou
constantes Ksv diferentes quando se encontrava livre em solugéao (10,8 M), na
presengca de micelas de SDS (6,8 M?') (vide Figura 5 em Anexo 1), ou
lipossomos de DMPC:DMPG 7:3 (2,74 M) (Capitulo 6; Figura 3). Nao é possivel
determinar se o maior grau de protegdo dos residuos de triptofano, observado nos
ensaios com lipossomos de DMPC:DMPG, se deve a uma maior interagdo com os
lipossomos em relagéo ao SDS, ou a diferengas conformacionais induzidas pelos
dois sistemas. Estes resultados demonstraram que PW2 possui a capacidade de
interagir com micelas membranomiméticas de SDS e com lipossomos de
DMPC:DMPG, corroborando com a hipotese de que PW2 age diretamente na
membrana dos esporozoitos de Eimeria. Como o SDS e o DMPG apresentam
carga negativa, podemos concluir que, possiveimente, a carga seria um fator
relevante na interacdo de PW2 com biomembranas. N&o existem informacbes na
literatura sobre a composicio exata da membrana externa de esporozoitos de
Eimeria. Nossos resultados indicam a possibilidade da existéncia de componentes
de carga negativa na superficie de esporozoitos de Eimeria. A afinidade da
membrana de esporozoitos de Eimeria meleagrimitis por ferritina catibnica descrita
por Augustine & Danforth (1984) corrobora com a presenga de cargas negativas

na superficie de esporozoitos de Eimeria. Entretanto, formas epimastigotas de

50



Trypanosoma cruzi, que, de acordo com os testes de vazamento de calceina, ndo
sdo afetadas por PW2, também apresentam afinidade por ferritina cationizada
(revisto por De Souza, 1995). Assim sendo conclui-se que a afinidade e atividade

de PW2 nao dependem exclusivamente da carga da membrana alvo.

6.3.2- Analise da estrutura tridimensional de PW2 ligado a micelas

membranomiméticas de SDS

A estrutura tridimensional de PW2 ligado a micelas de SDS possui
semelhancas com as estruturas tridimensionais dos peptideos antimicrobianos
indolicidina (Rozek et al., 2000) e tritripticina (Schibli et al.,1999) (vide Figura 3

em Anexo 2).

A comparagao entre as estruturas de PW2, da indolicidina e da tritripticina
revela, no entanto, diferencas na distribuicdo das cargas positivas ao longo da
cadeia polipeptidica. Na tritripticina as cargas positivas estdo nas extremidades do
peptideo (Tassin et al., 1998), na indolicidina existem duas cargas positivas na
extremidade C-terminal e uma no centro da cadeia polipeptidica (Rozek et al.,
2000), enquanto em PW2 as cargas positivas (K4 e R9) estdo juntas a regiao
aromatica no centro do peptideo (YQWW). Esta distribuicdo de cargas pode estar
relacionada com as difencas observadas no espectro de atividade destes

peptideos.

Entretanto, apesar das diferengas, as estruturas tridimensionas destes

peptideos possuem uma caracteristica em comum. A indolicidina, a tritripticina e
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PW?2 tendem a adotar estruturas tridimensionais onde um dos triptofanos faz parte
do centro hidrofébico da estrutura enquanto os triptofanos restantes encontram-se
expostos ao solvente na superficie. Estes residuos aromaticos expostos sdo o
provavel sitio de interagdo com biomembranas. De fato, o triptofano possui
tendéncia natural a particionar em biomembranas (Wimley & White, 1996), sendo
um residuo essencial para a atividade de toxinas presentes em venenos de
animais que agem sobre a membrana plasmatica das céluas da vitima (Gatineau

et al., 1987).

Existem proteinas de plantas com atividade antimicrobiana que possuem
dominios ricos em triptofano que apresentam esta mesma caracteristica estrutural.
As estruturas tridimensionais das puroindolinas (sementes de trigo) e da proteina
antimicrobiana de sementes de alho Ace-AMP1 também apresentam triptofanos
expostos em suas superficies, sendo provaveis agentes efetores na atividade
destas proteinas (Le Bihan et al, 1996; Tassin ef al, 1998). A existéncia de
triptofanos expostos tanto em PW2 como em peptideos ou proteinas ricas em
triptofano com atividade antimicrobiana pode estar relacionada com o
envolvimento de mecanismos de acgdo semelhantes para estes compostos.
Aparentemente, os residuos de triptofano séo responsaveis pela afinidade por
biomembranas em geral, enquanto os outros residuos modulam a atividade

antimicrobiana.

Em PW2 (HPLKQYWWRPSI) os residuos que apresentam maiores
deslocamentos quimicos em espectros de RMN quando da adi¢do de micelas de

SDS sdo K4, Y6, W7, W8, R9 ‘e 112 (vide Figura 4 em Anexo 2). De acordo com
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os calculos da estrutura através de RMN, o residuo W7 é importante para
estabilizacdo da estrutura compondo o centro hidrofébico junto as prolinas
enquanto os residuos K4, Y6, W8 e R9 estédo orientados para a mesma superficie,
compondo o provavel dominio de contato entre o peptideo e a micela de SDS
(vide Figura 3 em Anexo 2). O desvio para o azul na fluorescéncia dos
triptofanos também indica que estes aminoacidos se encontram em ambiente mais
hidrofébico na presencga de SDS. isto poderia ser explicado pela acomodagédo de
W7 como nucleo hidrofébico da estrutura de PW2 associada & inser¢cao de W8 na
regido hidrofobica entre as cadeias de carbono das moléculas de detergente da
micela. Entretanto ainda s&o necessarios experimentos que demonstrem
precisamente a insercdo de W8, bem como sua profundidade na regido

hidrofobica da micela.

Os residuos W7, W8 e R9 além de serem importantes na interagdo com
micelas de SDS também compdem o consenso WW+ de PW2. Este consenso foi
observado entre os peptideos selecionados contra Eimeria acervulina (vide
Figura 1 em Anexo 1), 0 que indica que esta regido também é de grande
importancia para interacdo do peptideo com a membrana do parasito.
Possivelmente, PW2 adota estruturas similares quando ligado a micelas de SDS
ou a superficie de esporozoitos de Eimeria. No entanto, ainda s&o necessarios
estudos mais aprofundados acerca do mecanismo de interagdo de PW2 com

esporozoitos de Eimeria para confirmar esta hipétese.
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6.3.3- PW2 forma agregados em solugao

Os experimentos de espalhamento de luz indicaram que as moléculas de
PW2 associam-se formando agregados em concentragbes acima de 50 ug/mi
(vide Figura 5 em Anexo 1). A partir desta concentragcdo PW2 produziu danos a
superficie de esporozoitos de E. acervulina de acordo com as imagens de
microscopia eletronica de varredura, o que indica que o efeito litico de PW2 pode
estar envolvido com a formacéo de agregados de peptideo na membrana dos
esporozoitos. Entretanto, nos experimentos de invaséo de esporozoitos in vitro
PW2 mostrou-se efetivo mesmo a concentragdes baixas (1 pg/ml) onde ndo foram
observados danos a superficie dos esporozoitos nas imagens de microscopia
eletrbnica de varredura. Provavelmente, os esporozoitos perdem a viabilidade
mesmo em concentragbes onde nido se observam danos visiveis na membrana

dos esporozoitos.

PW2 nao provoca hemélise mesmo em concentragdes onde foi observada a
formacao de agregados. A indolicidina, no entanto, possui comportamento oposto,
apresentando uma correlagéo direta entre a capacidade de formar agregados e a
atividade hemolitica (Subbalakshmi et al., 1996). Interessantemente, neste estudo
foi demonstrado que um peptideo analogo a indolicidina onde os triptofanos foram
substituidos por fenilalaninas perdeu drasticamente a atividade hemolitica,
mantendo, porém, a atividade antimicrobiana. Neste trabalho também foi
demonstrado que a indolicidina ndo permeabiliza a membrana interna de bactérias
Gram(-), apenas a membrana externa. O autor sugere que o0 modo de ag&do da

indolicidina envolveria a penetracé@o no interior da célula e ligagdo do peptideo ao
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DNA (devido a hidrofobicidade e carga positiva do peptideo) inibindo a replicagéo
e a transcricdo (Subbalakshmi ef al., 1996). Entretanto, no caso de PW2 este
modo de acdo é improvavel pois 0 peptideo foi selecionado por “phage dispiay”
contra esporozoitos vivos em metodologia direcionada a recuperar apenas as
particulas virais ligadas a superficie dos parasitos. Os fagos que eventuaimente
penetraram nos esporozoitos e se ligaram ao DNA (por exemplo) foram
descartados junto ao sedimento de células, de modo que os peptideos

selecionados devem interagir, provavelmente, com a superficie do parasito.

6.3.4- Anélise geral sobre a atividade anticoccidiana de PW2

O peptideo PW2 apresenta semelhangas em composi¢ao de aminoacidos e
estruturais com os peptideos antimicrobianos de neutréfilos indolicidina e
tritripticina. Entretanto, estes peptideos apresentam grandes diferencas nas suas
atividades antimicrobianas. A indolicidina possui um amplo espectro de atividade,
sendo ativa contra bactérias (Selsted ef al., 1992), protozoarios (Aley et al., 1994),
fungos (Ahmad et al., 1995) e virus envelopados como o HPV-1 (Robinson et al.,
1998). A tritripticina apresenta atividade contra bactérias e fungos (Nagpal et al.,
1999) enquanto PW2 apresenta uma atividade mais especifica, sendo efetivo
contra esporozoitos de Eimeria em concentracdes baixas (0,63 uM) e efetivo
contra fungos em concentracoes mais altas (em torno de 15 uM), néo possuindo
atividade antibacteriana ou hemolitica. Esta especificidade pode ser uma
consequéncia do processo de selegdo de PW2 por “phage display’, que tende a

otimizar a interacdo do peptideo selecionado com o alvo escolhido, no caso
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esporozoitos de E. acervulina. Entretanto, a razdo para a especificidade de PW2

bem como para a atividade antifingica inesperada nao esta clara.

De acordo com os estudo de RMN, os residuos W7, W8 e R9, que
compdem o consenso de selecdo WW+ de PW2, estdo entre os residuos que
apresentam maior deslocamento quimico devido a alteragbes estruturais
provocadas pela presenca de SDS em relagdo ao peptideo livre em solucdo. Este
deslocamento indica que estes residuos sdo importantes para a interacdo de PW2
com a superficie das micelas. Provavelmente, estes mesmos residuos estéo
diretamente envolvidos na interagdo de PW2 com os esporozoitos de Eimeria. Isto
também nos leva a crer que PW2, quando ligado a superficie do parasito, deve
apresentar estrutura tridimensional semelhante aquela adotada quando o peptideo
estd ligado a micelas membranomiméticas de SDS. Este resuitado também
reforca a hipotese de que o sitio de ligacdo de PW2 encontra-se na camada
lipidica da membrana externa da pelicula dos esporozoitos de Eimeria. Isto condiz
com o método de selecao empregado, onde as particulas virais das bibliotecas de
"phage display" foram postas em contato direto com a superficie de esporozoitos

vivos, tendo acesso, portanto, & camada lipidica da membrana externa dos

parasitos.

Os estudos espectroscopicos demonstraram que PW2 possui afinidade por
micelas membranomiméticas e lipossomos de carga negativa. Os ensaios com
ferritina cationizada realizados por Augustine & Danforth (1984) demonstram que
os esporozoitos de Eimeria possuem cargas negativas em sua superficie. Estas

cargas podem estar envolvidas no mecanismo de interagdo de PW2 com o
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parasito. Entretanto, a carga somente ndo € determinante, visto PW2 nao
demonstrar atividade contra 7. cruzi que também possui afinidade por ferritina
cationizada, contendo, portanto, cargas negativas em sua superficie (De Souza,
1995). Os resultados indicam a possivel participagdo de um componente comum,
presente na superficie de esporozoitos de Eimeria e fungos, que seria o alvo

hipotético de PW2 responsavel pela agao seletiva do peptideo.

Os testes de citometria de fluxo e vazamento de caiceina confinada
demonstraram que PW2 é capaz de aumentar a permeabilidade da membrana de
esporozoitos de Eimeria. Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura
revelam que PW2 em altas concentracdes (50 e 100 ug/ml) provoca danos na
superficie de esporozoitos de Eimeria acervulina. Ensaios de espalhamento de luz
indicaram que PW2 forma agregados em solugdo a partir de 50 ug/mi. O efeito
litico observado em esporozoitos de Eimeria nestas concentragdes pode estar
relacionado com a formagdo de agregados de peptideo na membrana dos

parasitos.

Os testes de invasdo in vitro indicaram que a incubacdo com apenas
1 ng/mi de PW2 reduziu a taxa de penetragdo de esporozoitos de E. acervulina e
E. tenella em aproximadamente 75%. Nesta concentracdo nao foram observados
danos visiveis a superficie de esporozoitos de E. acervulina em imagens de
microscopia eletronica de varredura. Aparentemente, os esporozoitos perdem a
viabilidade em concentracbes de peptideo onde ndo sdo observados poros. O

efeito litico observado na membrana dos esporozoitos de acordo com as imagens
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de microscopia eletronica de varredura ocorreu apenas nas incubacdes com 50 e
100 ug/ml de peptideo. Como PW2 apresentou atividade inibitéria na invasao
celular dos parasitos em concentragdes muito menores (1 pg/ml), seu modo de
acdo envolve, provavelmente, outros mecanismos além da permeabilizacdo da
membrana. Ndo podemos descartar a hipotese de PW2 penetrar no interior dos
esporozoitos e interferir com macromoléculas como proposto para diversos
peptideos antimicrobianos, incluindo a indolicidina. No entanto, o método de
selecdo utilizado visou selecionar e recuperar particulas virais aderidas na
superficie de esporozoitos intactos de Eimeria, onde n&o teriam a oportunidade de
entrar em contato com macromoléculas intracelulares durante os ciclos de
“biopanning”. Os fagos que eventualmente foram internalizados pelos
esporozoitos foram provavelmente descartados junto ao sedimento de células

ap6s a eluicdo das particulas aderidas a superficie e centrifugagéo dos parasitos.

6.3.5- A maquinaria motora dos esporozoitos de Eimeria,
responsdvel pelo processo de invasdo, poderia estar sendo

direta ou indiretamente afetada pelo peptideo PW2?

Os peptideos antimicrobianos em geral provocam desorganizag&o estrutural
e espacial em biomembranas (Shai, 1999). Esta desorganizacao foi evidenciada
através de indugdo de efeito 'flip-flop” e aumento na permeabilidade e
translocagdo de moléculas de peptideo e lipidio pelos folhetos da bicamada
lipidica (Mol et al, 1998; El Jastimi ef al, 1999; Zhang et al, 2001). Em

biomembranas existem diferentes componentes lipidicos que se organizam em
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grupos gerando dominios com caracteristicas especificas em determinadas
regides dos folhetos. Estas caracteristicas sao importantes, por exemplo, nos
processos de fusdo de membranas durante internalizacédo ou secrecdo de
substancias. Os peptideos antimicrobianos também provocam desorganizacéo
lateral dos fosfolipidios, interferindo com estes agrupamentos (Polozov et al.,

1997).

De acordo com White et al. (2001) a composicao lipidica da membrana
assim como suas caracteristicas fisico-quimicas sdo extremamente importantes
para o enovelamento correto de proteinas ligadas a membrana. Desta forma, as
alteracbes provocadas pela interagdo com peptideos antimicrobianos podem
interferir com o estado estrutural de proteinas imersas ou ligadas a superficie da
membrana plasmatica. Como a estrutura de uma proteina é fundamental para que
esta execute suas fungdes, podemos concluir que os peptideos antimicrobianos

podem prejudicar a atividade de proteinas de membrana de uma maneira indireta.

A regidao de interface hidrofilica/hidrofébica da membrana apresenta
elevada importancia na estruturacéo das proteinas que estejam ligadas a mesma,
sendo responsavel, por exemplo, pelo correto enderecamento de moléculas e/ou
processos de sinalizagdo celular envolvendo proteinas que contém dominios com
afinidade pela membrana. Existem evidéncias de que residuos aromaticos e
residuos carregados presentes nestas proteinas desempenham papel importante
no processo de interacdo com as interfaces das biomembranas (White et al,
2001). PW2 é rico em residuos aromaticos e carregados que podem interagir com

a regido de interface hidrofilica/hidrofébica da membrana externa de esporozoitos
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de FEimeria. Estes residuos podem teoricamente provocar alteragcOes
fisico-quimicas capazes de interferir com a interagéo entre a membrana e as
proteinas do parasito. Esta interferéncia pode ser prejudicial a funcéo das
proteinas de superficie dos esporozoitos de Eimeria, 0 que prejudicaria diversos
processos como, por exemplo, motilidade e invasdo. Em concentragbes altas de
peptideo as alteragbes acumulam-se provocando permeabilizacdo e eventual
rompimento da membrana externa, mas mesmo em concentragGes baixas estas
alteracdes seriam suficientes para prejudicar o processo de invas&o do parasito
devido a interferéncia com as proteinas de membrana. Isto possivelmente
explicaria a atividade inibitéria de 1 ug/mi de PW2 (0,63 uM) nos ensaios de
invasdo celular in vitro com esporozoitos de E. acervulina e E. tenella (vide
Tabela 1 em Anexo 1). Esta concentragdo ndo produziu danos visiveis a
superficie de esporozoitos de E. acervulina em imagens de microscopia eletronica

de varredura (vide Figura 4 em Anexo 1).

A forma caracteristica, bem como a rigidez das formas invasivas dos
parasitos do filo Apicomplexa, resulta da existéncia de uma pelicula composta por
trés bicamadas lipidicas que esta associada a componentes de citoesqueleto que
se encontram ao redor do parasito em contato com as membranas meédia e
interna. A rigidez e morfologia do parasito estariam intimamente associados com o
processo de invasao celular, caracteristico do filo, onde os parasitos necessitam
do emprego de forca motriz, passando por severas deformacdes durante a
penetracdo na célula hospedeira (Hettmann et al., 2000). Existe um modelo

proposto para a invasdo celular dos parasitos do filo Apicomplexa ("capping
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model") onde determinadas proteinas que sdo secretadas pelos micronemas e
roptrias na porgéo anterior do parasito sdo movidas para a por¢ao posterior da
superficie do parasito através do sistema motor subpelicular. Algumas destas
proteinas secretadas por micronemas, possuem sitios de ades&o responsaveis
pela interagdo entre a membrana do parasito e a superficie da célula hospedeira
(Hettmann et al, 2000). Assim sendo, logo que a regido apical das formas
invasivas dos coccidios reconhece a célula a ser invadida, ocorre a secrecéo de
proteinas adesivas. Estas proteinas formam uma jungdo que se move da regiao
anterior até a porcéo posterior do parasito gracas a interagcdo com os complexos
de actina e miosina. O parasito penetra na célula hospedeira invaginando-se
através desta juncado, formando, em seguida, o vacuolo parasitéforo (Mordue et

al., 1999).

Foi demonstrado recentemente que, em Eimeria tenella, as proteinas
provenientes dos micronemas sao secretadas e se movem da regido anterior para
a porcao posterior da superficie do parasito (Bumstead & Tomley, 2000). Este
comportamento esta de acordo com o modelo proposto (“capping model”) para
explicitar 0 mecanismo motor (“gliding motility”) responsavel pela capacidade de
locomogao e penetracdo dos parasitos do filo Apicomplexa (Hettmann et al.,
2000). Este processo foi induzido durante a penetragcdo de esporozoitos de E.
tenella quando adicionados a uma cultura de células MDBK (“Mardin Darby Bovine
Kidney cells”). O processo de “capping” também foi induzido pela adi¢cdo de soro
fetal bovino e albumina, sendo inibido pela adi¢éo de citocalasina-D, um inibidor

de polimerizagdo de actina. Nestas condi¢des as proteinas dos micronemas foram
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secretadas, mas n&o foram movidas para a por¢ao posterior dos parasitos. Esta
inibicdo € um indicativo do envolvimento de um sistema motor baseado em actina

e miosina no processo de invasao e motilidade (Bumstead & Tomley, 2000).

Em Toxoplasma gondii, existem moléculas de miosina associadas a
membrana externa da pelicula do parasito. Junto as moléculas de miosina
encontram-se filamentos de actina ligados as membranas média e interna. Este
sistema seria responsavel pela motilidade ("gliding motility") e consequentemente
pela capacidade de invasao celular do parasito. Também foi demonstrado que a
motilidade, bem como a taxa de invasao celular dos parasitos, foram reduzidas
apos incubacgdo com inibidores de atividade de miosina (Dobrowoiski et al., 1997;

Hettmann ef al., 2000).

As miosinas de T. gondii TgM-A e TgM-D, pertencentes ao grupo de
miosinas classe XIV, encontram-se ligadas fortemente @ membrana plasmatica
dos parasitos. Os dominios N-terminais destas miosinas efetuam a atividade
motora enquanto suas caudas C-terminais sdo responsaveis pela ligacdo com a
membrana plasmatica (Hettmann et al., 2000). Foi demonstrado, através de
mutacoes e delecées, que um par de argininas (RR) presente na extremidade C-
terminal é essencial para a localizagao periférica destas miosinas. A fusdo de GFP
("Green Fluorescent Protein") com a cauda C-terminal destas proteinas foi
suficiente para conferir localizagdo junto &8 membrana de taquizoitos de T. gondii.
Entretanto, a quimera de GFP nao se localizou na periferia de células Hela, o que
indica o possivel envolvimento de um receptor protéico especifico presente em T.

gondii, mas ausente nas células Hela. Aparentemente, a interagdo destas
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miosinas com a membrana € saturavel, o que também pode ser interpretado como

indicio do envolvimento de um receptor (Hettmann et al., 2000).

Como o peptideo PW2 apresenta duas cargas positivas, sendo uma delas
(R9) extremamente conservada durante a selecdo por “phage display’, existe a
possibilidade do peptideo estar interagindo com estes receptores hipotéticos
possivelmente presentes na membrana externa dos esporozoitos de Eimeria.
Possivelmente, PW2 age saturando este receptor hipotético, impedindo sua
interagdo com as moléculas de miosina do sistema motor do parasito. A existéncia
deste receptor poderia explicar a seletividade da acao antimicrobiana de PW2 bem
como a sua atividade inibitéria no processo de invasado celular de esporozoitos
mesmo em concentracdes baixas onde ndo foram observados danos visiveis a
superficie da membrana dos esporozoitos. Outra hipétese seria a de que o
peptideo PW2 quando ligado a membrana do parasito prejudicaria indiretamente a
interacdo das miosinas por repulsao de cargas. Em ambos os casos, a conexao
entre a maquinaria motora associada ao sistema de membranas do parasito e as
proteinas adesivas secretadas em sua superficie seria prejudicada, impedindo a
transferéncia da forca motriz gerada pelas moléculas de miosina, reduzindo

portanto a eficiéncia do processo de invaséo celular dos parasitos.

Em estudo recente também foi demonstrado que o parasito Toxoplasma
gondii possui um citoesqueleto extra associado 4 membrana interna da pelicula,
aparentemente sendo responsavel pela manutencdo da forma e resisténcia
mecanica da célula. Esta estrutura ("subpellicular network") composta por duas

proteinas; TgIMC1 e TgIMC2 cerca o citoesqueleto de microtubulos do parasito. A
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existéncia de uma proteina homoéloga & TgIMC1 em Plasmodium falciparum & um
indicativo de que este componente extra de citoesqueleto esteja presente em
todos os parasitos do filo Apicomplexa. A rigidez e morfologia dos parasitos seriam
muito importantes para garantir a transferéncia e orientagdo adequadas da forca
motriz gerada pela maquinaria de actina e miosina que se encontra associada ao
sistema de membranas da pelicula das formas invasivas dos parasitos (Mann &
Beckers, 2001). A interagdo de PW2 com a membrana externa de esporozoitos de
Eimeria pode estar prejudicando a integracdo entre este citoesqueleto
membranoso e a membrana externa, seja por acao indireta devido a alteragbes
fisico-quimicas na membrana devido & interagdo do peptideo com os lipidios, ou
por ligagdo a um eventual receptor protéico responsavel pela conexao entre a

camada lipidica e os filamentos do citoesqueleto do parasito.

A elucidacdo dos mecanismos envolvidos tanto no processo de invasao de
parasitos do filo Apicomplexa, quanto no sitio e modo de acéo dos peptideos

antimicrobianos ainda esta em andamento.
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7- Conclusoes

- Os fagos selecionados a partir de trés bibliotecas de “phage display”
contra esporozoitos vivos de E. acervulina apresentaram em seus insertos uma
elevada convergéncia para peptideos catidnicos, tendo em comum a ocorréncia
de um duplo triptofano acompanhado de um aminoacido de carga positiva
(WWR ouWWK). O peptideo de maior ocorréncia (HPLKQYWWRPSI),
apresentando 26 repeticbes entre 56 clones sequenciados, foi obtido a partir da
biblioteca de 12 aminoacidos. Este dodecapeptideo foi sintetizado quimicamente e

nomeado PW?2.

- PW2 apresenta semelhangca em composicdo com os peptideos
antimicrobianos inddlicos derivados de neutréfilos, indolicidina e tritripticina. PW2
também apresenta semelhanca com peptideos antimicrobianos ricos em triptofano

obtidos através de bibliotecas combinatorias de peptideos sintéticos.

- O motivo WW+ (WWK ou WWR) pode ser encontrado em dominios
C-terminais de proteinas de plantas pertencentes a classe das tioninas. Estas
proteinas (puroindolinas e Ace-AMP1) apresentam atividade antifungica e

antibacteriana in vifro.

- PW2 demonstrou atividade anticoccidiana contra esporozoitos de E.
acervulina e E. tenella de acordo com os ensaios de invaséao celular in vitro. PW2
reduziu em torno de 75% a taxa de penetragdo dos esporozoitos de ambas as

espécies estudadas em baixas concentragdes (1 pg/ml ou 0,63 uM).
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- PW2 aumenta a permeabilidade da membrana dos esporozoitos de
Eimeria. O modo de agdo proposto para diversos peptideos antimicrobianos
naturais envolve a permeabiliza¢do da membrana microbiana. Assim sendo, PW2
pode ser considerado o primeiro peptideo antimicrobiano obtido por “phage

display”.

- PW2 provoca danos visiveis a superficie de esporozoitos de Eimena
acervulina em concentragdes altas (50 e 100 pg/ml). Nestas concentragdes, foram
observados a formacao de micelas e grandes poros com vazamento de material
citoplasmatico. Os esporozoitos também demonstraram tendéncia a formar

agregados de células.

- PW2 apresenta pouca ou nenhuma atividade in vitro contra células
primarias de rim de galinha ou contra os parasitos heterélogos Crithidia fasciculata

e Trypanosoma cruzi.

- PW2 n2o demonstrou atividade antibacteriana em concentragdes de até

200 pg/ml (126 uM).

- PW2 demonstrou atividade hemolitica muito reduzida apds 6 horas de
incubacdo com alta concentracdo de peptideo (100 ug/mi). A taxa de hemolise foi
muito proxima aos valores obtidos nos controles negativos com solugdo tamp&o

isotonica o que indica provavel baixa toxicidade do peptideo a aves e mamiferos.

- PW2 apresentou atividade antifungica in vitro de largo espectro em

concentragbes em torno de 25-50 ug/ml (15-31 uM).
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- PW2 possui afinidade por micelas membranomiméticas de SDS e
lipossomos de carga negativa de acordo com estudos de fluorescéncia do

triptofano, dicroismo circular e ressonancia magnética nuclear.

- Os estudos acerca da estrutura tridimensional de PW2 ligado a micelas
membranomiméticas de SDS indicaram que os aminoacidos mais importantes
para interagdo do peptideo sao K4, Y6, W7, W8 e R9. Na estrutura, as cadeias
laterais dos residuos K4, Y6, W8 e R9 estao voltadas para a mesma face sendo
esta o provavel ponto de contato entre o peptideo e a micela. W7, P2 e P10

compdem o centro hidrofobico da estrutura.

- Os dados adquiridos atravées dos diversos experimentos realizados

apontam para a membrana externa como o provavel sitio de agdo de PW2.
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8- Perspectivas para o Futuro

O peptideo PW2 demonstrou possuir elevada atividade anticoccidiana em
baixas concentragdes (menores que 1 uM) onde nao foram observados efeitos
adversos sobre células de mamiferos e aves. Os testes de toxicidade de PW2
foram realizados em concentracdo 100 vezes superior a concentracao capaz de
produzir 75% de efeito inibitério na invasao celular in vitro de esporozoitos de
Eimeria acervulina e Eimeria tenella. Esta especificidade € uma vantagem em
relacdo aos peptideos antimicrobianos naturais ricos em triptofano indolicidina e
tritripticina que séo téxicos as células do hospedeiro (Selsted et al., 1992; Lawyer

et al., 1996, Ahmad et al., 1995).

Entretanto, os resultados, até entdo, foram obtidos in vitro, fazendo-se
necessarios diversos testes in vivo que comprovem a eficacia do peptideo no
combate a coccidiose e a baixa toxicidade de PW2. Para que estes testes sejam
possiveis € necessaria a obtengio de grande quantidade do peptideo. A produgio
em larga escala de PW2 através de sintese quimica é dispendiosa, necessitando
a aplicacao de muitos recursos financeiros. Assim sendo, a evolugdo do projeto
deve envolver, no futuro, métodos de produ¢do menos dispendiosos e acessiveis

como a expressao em organismos geneticamente modificados.

Diversos peptideos antimicrobianos s&o produzidos e armazenados
fundidos a um precursor que anula o efeito toxico destes compostos, e isto &

verdade para a indolicidina por exemplo (Selsted ef al., 1992; Ahmad et al., 1995;
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Schibli). Desta forma a expressdo de PW2 pode envolver a fusdo com um
precursor, bem como estratégias de enderecamento celular e clivagem especificas

para a obteng¢ao da forma ativa do peptideo.

A eficacia dos peptideos antimicrobianos pode ser reduzida pela agdo de
proteases do hospedeiro de modo que também sdo interessantes estudos com
peptideos anaiogos a PW2, desenhados de forma a conter aminoacidos exéticos
ou modificagcées que inibam a atividade de proteases. A producgao de variantes de
PW2, como peptideos com mais carga positiva ou com maior ntimero de
aminoacidos aromaticos também seria importante na possivel obtencdo de
peptideos mais potentes, assim como na elucidacdo do mecanismo de acgdo de

PW2.

A atividade antifungica de PW2 também torna interessante a eventual
producdo de plantas transgénicas resistentes ao ataque por fungos
fitopatogénicos. A produgao de sementes de milho transgénico expressando PW2
pode possuir potencial na prevengao de ataque por fungos durante a silagem das
sementes assim como permitir a eventual producdo a baixos custos de racéo de

frango com atividade anticoccidiana e enriquecida em triptofano.

Outro possivel caminho para o uso do peptideo PW2 no combate a
coccidiose envolve a continuidade dos estudos acerca da estrutura tridimensional
do peptideo. Estes estudos podem permitir no futuro o desenho de peptideos
modificados ou andlogos quimicos sintéticos de PW2. Os analogos quimicos

sintéticos sdo imunes a degradacdo por proteases e, por serem moléculas
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menores que os peptideos, difundem-se com maior facilidade podendo apresentar

maior atividade anticoccidiana.

Além das possibilidades do uso de PW2, o presente trabalho apresenta um
método de selecdo que pode ser empregado na obtengdo de novos peptideos
antimicrobianos com atividade mais especifica utilizando-se outros agentes
patogénicos como alvo. Caso a técnica possua reprodutibilidade, o presente
trabalho pode representar um avango na obtengdo de novas drogas de atividade
especifica e que, possivelmente, possam combater o problema da emergéncia de

resisténcia aos antibidéticos convencionais.
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Abstract

In the present work, we describe the discovery of PW2, a novel peptide presenting in vitro activity against Eimeria acervulina
and E. tenella sporozoites. PW2 was sclected from phage display (Ph.D.) peptide libraries by an alternative method of panning
using living purified E. acervulina sporozoites as targets. Our results showed that the peptide disrupts the sporozoite pellicle,
resembling the effect caused by most natural antimicrobial peptides. PW2 peptide was also effective against fungi and showed low
activity against Toxoplasma gondii tachyzoites, but no activity against Trypanosoma cruzi, Crithidia fasciculata epimastigotes, and
bacteria. Additionally, the parasiticidal concentrations of PW2 produced a very low lytic effect on mammalian and avian cells.
The effectiveness against Eimeria sporozoites and the absence of adverse effects to host cells indicates that PW2 may be used as
a model to generate new drugs for the control of avian coccidiosis. © 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Anticoccidial peptide; Eimeria; Phage display

1. Introduction

Eimeria species are protozoan parasites that cause
the economically important disease coccidiosis in poul-
try. Anticoccidial compounds have kept the disease
under control in the last years. However, the extensive
use of anticoccidial compounds has led to the selection
of resistant strains against all drugs available in the
market. As it is becoming increasingly difficult to de-

Abbreviations: BSA, bovine serum albumin; Calcein-AM, calcein-
acetoxymethyl; HSBS, HEPES sucrose buffer solution; LIT, liver
infusion-triptose; MIC, minimal inhibitory concentration; PhD.,
phage display; SDS, sodium dodecyl sulphate; TBS, tris buffered
saline.

* Corresponding author. Tel.: + 55-19-3788-1138; fax: +55-19-
3788-1089.

E-mail address: aleite@unicamp.br (A. Leite).

velop new anticoccidials to replace the old ones, the
search for alternative strategies for the control of avian
coccidiosis is urgently needed [1,2].

One potential approach to improve the control of
avian coccidia is the use of antimicrobial peptides [3].
Natural antimicrobial peptides participate in innate
immune systems of animals and plants. Most of these
peptides are cationic amphipathic molecules that act on
the microbial membrane, producing permeabilization
or forming pores and eventually causing cell lysis. This
mode of action endows antimicrobial peptides with a
broad activity against several bacteria, fungi and proto-
zoal species, and restricts the development of resistance,
but usually it causes host cytotoxicity {4,5]. It has been
demonstrated that some of these peptides, as well as
synthetic ones, exhibit activity against protozoan para-
sites [3,6-9].

0166-6851/02/$ - see front matter © 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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Phage display (Ph.D.) has been used frequently for
the discovery of novel peptide ligands for receptors,
enzymes and antibodies. The fusion of a small-random-
ized peptide to the coat proteins of a filamentous phage
allows the screening of peptides in binding assays with-
out affecting phage infectivity. Furthermore, the amino
acid sequence of the selected peptide can be determined
by propagation and sequencing of the phage DNA
[10,11].

Using Ph.D. peptide libraries, we developed an alter-
native method of panning, using living sporozoites of
E. acervulina as a target. Flow cytometry and calcein
leakage assays showed that PW2, the peptide that was
selected with the highest frequency among the selected
peptides, has the ability to permeabilize the trilaminar
membrane of the sporozoites.

The effect of the peptide on the invasion of primary
chicken-kidney cultured cells by sporozoites of E.
acervulina and E. tenella was also investigated. The
visualization of its effects by scanning electron mi-
croscopy and the study of some of the peptide physico—
chemical properties provided some clues about its mode
of action.

2. Material and methods
2.1. Production of protozoan parasites

E. acervulina ‘T and E. tenella ‘Pa’ oocysts were
obtained by passage in 4—5-week-old ‘hy-line’ chickens
[12]. Sporozoites were purified using anion-exchange
chromatography [13]. Toxoplasma gondii ‘MC’ tachy-
zoites were obtained from intraperitoneal exudates of
infected white mouse Mus musculus by washing with
phosphate buffer solution, pH 7.2 [14}. Crithidia fascic-
ulata Y’ and Trypanosoma cruzi ‘CL’ epimastigotes
were cultivated at 30 °C in Liver infusion-triptose
(LIT) medium (LIT; 0.004% NaCl, 0.0004% KCl,
0.008% Na,PO,, 0.002% Glucose, 0.005% Triptose,
0.005% liver infusion) [15].

2.2. Peptide selection from Ph.D. libraries

The Ph.D. Peptide Library Kits Ph.D.-7, Ph.D.-C7C,
and Ph.D.-12 (New England Biolabs, Cambrdge,
MA) were used for peptide selection. E. acervulina
sporozoites (1 x 10® cells) were incubated for 1 h with
2 x 10" phage from each Ph.D. library in 1 m! of tris
buffered saline (TBS) buffer (50 mM Tris—HCl, 150
mM NaCl, 5 mg ml~! BSA, pH 7.5) containing 5 mg
ml~! of bovine serum albumin (BSA). The unbound
phage particles were removed by washing six times with
TBS/BSA. The specific bound phage particles were then
eluted by incubation with 1 ml of 0.2 M glycine buffer
pH 2.2, containing 1 mg ml—! BSA, for 10 min at room

temperature. The eluted fractions were neutralized with
150 Wl of 1 M Tmis, pH 9.0. The recovered pbage were
amplified in E. coli ER2537 and partially purified by
precipitation with polyethylene glycol. After titration,
the eluted phage were submitted to two additional
binding/amplification cycles. After the third cycle,
DNA of individual phage clones was sequenced (ABI
377, PE Biosystems, Foster City, CA).

2.3. Flow cytometry analysis

Cells were incubated with 100 pg ml~! (63 uM) of
PW2 for 15 min at 37 °C in 10 mM HEPES, pH 7.2
buffer containing 0.25 M sucrose (HEPES sucrose
buffer solution [HSBS]) and Sytox Green (Molecular
Probes, Eugene, OR) diluted 10000 fold. Flow cyto-
metric measurements were performed in a FacStar Plus
model (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ). The
argon laser excitation was set at 488 nm. Fluorescence
emission was determined using a 530 nm (green) band-
pass filter, and the experimental results analyzed with
CELLQUEST software (Becton-Dickinson, Franklin
Lakes, NI).

2.4. Calcein leakage

Cells were incubated with 1 puM calcein-ace-
toxymethyl (Calcein-AM) (Molecular Probes, Eugene,
OR) in HSBS for 2 h at 37 °C. The parasites, chicken
kidney cells (1 x 10° cells), and THP1 buman
lymphoma cells (1 x 10° cells) were incubated in 150 ul
HSBS containing PW2 (100 pg m1—!) for 1 h at 37 °C.
After incubation, cell suspensions were centrifuged at
low speed (1000 x g for 3 min) and 100 pl of superna-
tants were recovered and diluted to 1 ml in Milli-Q
water. The THP1 human lymphoma cells used in this
assay were cultivated in RPMI medium supplemented
with 10% foetal calf serum (FCS), in 5% CO, atmo-
sphere at 37 °C. The fluorescence of free calcein was
measured in a spectrofluorimeter set at 490 nm for
excitation and 530 nm for emission.

2.5. Hemolysis assay

The hemolytic activity of PW2 was monitored
against human, rabbit and chicken erythrocytes. The
erythrocyte suspensions (4% in HSBS) were incubated
for 6 h at 37 °C in the presence of 100 pug mli—! of
PW2. After low speed centrifugation (320 x g for 5
min) 100 ul of the supernatants were diluted to 1 ml in
Milli-Q water and the absorbance was measured at 576
nm. Incubations with HSBS and 0.2% Triton X-100
were used as negative and positive controls (0 and 100%
of lysis, respectively).
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2.6. Scanning electron microscopy

Freshly purified sporozoites of E. acervulina (10°
cells) were incubated in 50 pl HSBS, at 41 °C, for 1 h
in the absence or presence of PW2 (1, 10, 50 and 100 pg
ml~"). After incubation, 10 pl aliquots were separated
for scanning electron microscopy. Cells were attached
to cover slips with 5 min decantation and fixed for 10
min in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.6, containing
2.5% glutaraldehyde. After dehydration in alcohol, cells
were dried. Cover slips were attached with carbon tape
on stubs and gold sputtered for 2 min. Cell surface
images were obtained using a scanning electron micro-
scope JSM 5800LV (JEOL, Tokyo, Japan).

2.7. Antimicrobial assay

The minimal inhibitory concentration (MIC) of PW2
against fungi and bacteria were determined by monitor-
ing liquid growth inhibition using two times serial
dilutions of peptide [16]. MICs are expressed as the
[a] — [b] interval of concentrations, where [a] is the
highest concentration in which growth was observed
and [b] is the lowest concentration that causes 100%
growth inhibition.

2.8. In vitro cell invasion/inhibition assay

E. acervulina and E. tenella sporozoites were treated
for 1 h at 41 °C with 1, 10, 50 and 100 pg ml~' of
PW2 in 1| ml HSBS and rinsed three times for peptide
removal in HSBS. Pre-treated sporozoites of E.
acervulina (1.5 x 10° per well) and E. tenella (5 x 10°)
were added to the primary chick kidney culture cells in
six replications for E. acervulina and three replications
for E. tenella, incubated at 41 °C during 4 h with 5%
CO, for cell-invading sporozoite counting. The cover
slips were treated with methanol for 10 min and cells
stained with Giemsa solution (1:50 w/v) for 1 h. One
hundred microscopic fields ( x 1000 magnification) of
invading sporozoites into the cells were counted using a
light microscope. One-way analysis of variance was
conducted using the PROC GLM programme of SAS
Institute (1988) [17] to test for significant differences.
To obtain the primary chicken kidney cell cultures one
day-old chick kidney cells were cultivated on round
cover slips (5 x 10° cells per well) in polyethylene plates
with 24 wells in 1 ml Eagle 199 medium containing 10%
FCS and 1% penicillin/streptomycin to produce semi-
confluent monolayers within 72 h at 37 °C, 5% CO,
[18].

2.9. Spectroscopic analysis

Tryptophan fluorescence was monitored on a spec-
trofluorimeter with the excitation wavelength set at 295

nm and emission scanned from 310 to 450 nm. Scans
were taken with a 10 nm emission per excitation band-
width and a scan speed of 40 nm s~'. The PW2
concentration of 10 pg ml~'in 1 ml of HSBS was used
in the presence or absence of 25 mM sodium dodecyl
sulphate (SDS). For fluorescence quenching experi-
ments, acrylamide was added from an 8 M stock solu-
tion to final concentrations of 0.1-0.5 M. The
emissions were analyzed at 351 nm in the absence of
SDS, and at 343 nm in the presence of SDS micelles.
The fluorescence quenching constants Stern—Volmer
constants (Kgy) for acrylamide, in the presence and
absence of SDS, were determined using Stern—Volmer
equation [19]. Right angle light scattering of PW2 in
HSBS was monitored using a spectrofluorimeter by
setting both excitation and emission at 500 nm. All the
fluorescence experiments were performed on a F-2000
fluorescence spectrophotometer (Hitachi, Japan).

3. Results
3.1. Sporozoite-binding peptide selection

Three different M13-derived Ph.D. peptide libraries
were used for the selection of sporozoite-binding phage.
Two of these libraries (Ph.D.-7 and Ph.D.-C7C) display
7-mer random peptides fused to the pIII MI3 coat
protein. In the C7C library the randomized sequence is
flanked by a pair of cysteine residues that allow the
display of cyclized version of the peptides. The third
Ph.D. peptide library, Ph.D.-12 displays 12-mer ran-
dom peptides. The DNA sequencing of phage recovered
after three rounds of selection revealed a strong conver-
gence to a peptide motif containing two tryptophan
residues (Fig. 1). The double tryptophan motif (WW)

Library Sequence Occurrence
Ph.D.-12 HELKQYWWRPSI----- 22126
Ph.D.-12 - ——PIWWKHSGGPIL- 1/26
PHDSIZ | ) i TWWROAPYSQCR 1/26
Ph.D.-12 SYPTDRWWIRPG———-- 1126
Ph.D.-7 — == VOWWRET-——— =~ 7M5
PR ATNE M aios=ns NWWRPLP-——~~ 1115
Ph.D.-7 — = GEKWWY F D= === =~ 1115
Ph.D.-7 —VPTREWH-====———— 1/15
PhB-CTC. === EWWKTSK-~--~ B6/15
PhD.-CFC  —=—= FWWEASS-————— 115
Ph.D.-C7C ——-TPTWWRT-—-——-- 1/15
Ph.D.-C7C == APTHAWKS === ==—— 115
P DClC s o rtn s WWTSASR-—-- 1/15
Ph.D.-C7C —==SARWW) P ——— ===~ 115

Fig. 1. Deduced amino acid sequence of the peptides displayed by the
three peptide phage libraries after three rounds of selection. Only the
sequences bearing the WW motif are presented. The peptide se-
quences are aligned preserving the refative position of the double
tryptophan motif indicated in boldface. Grey boxes indicate posi-
tively charged amino acids. The incidence column shows the fre-
quency of each individual amino acid sequence in the total sequenced
clones from each library.
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was found in 67, 73 and 92% of the sequenced phage
of Ph.D-7, -C7C and -12 libraries, respectively. Fur-
thermore, an arginine or lysine residue often succeeds
the double-tryptophan motif (WW motif.) In order to
study the interaction that drove the phage selection the
most common sequence detected in the Ph.D-12 li-
brary, HPLKQYWWRPSI, named PW2, was chosen
for further studies.

PW2 is characterized by an amino acid composition
constituted by seven hydrophobic and three basic
residues, which confers an estimated isoeletric point of
ten. This unusual amino acid composition is also
shared with two natural antimicrobial peptides, indoli-
cidin ILPWLWPWWPWRR) [20] and tritrpticin (VR-
RFPWWWPFLRR) [21].

3.2. Sporozoite membrane permeabilization activity of
PW 2 peptide

The effect of PW2 upon the membrane permeability
of Eimeria sporozoites was initially studied by flow
cytometry. The membrane integrity of the same popu-
lation was also measured by the sensitivity to Sytox
Green dye. This dye has a strong affinity for nucleic
acids, but can only penetrate cells that have a dam-
aged membrane. Cell size, measured as forward light
scatter, and membrane integrity were correlated in a
contour plot (Fig. 2). Sporozoites of E. acervulina and
E. tenella were compared with epimastigotes of an
unrelated parasite, C. fasciculata (Trypanosomatidae).
After a short exposure (15 min) significant damage was
observed on both avian parasites, while the other pro-
tozoan was not affected. The majority of both Eimeria
species sporozoites acquired fluorescence as a result of
membrane injury. The fluorescent population of sporo-
zoites also showed a reduction in volume concomitant
with an increase in the number of very small non-
fluorescent particles (Fig. 2B and D). These small par-
ticles are probably debris originated by injured
sporozoites. A population of cells with loss of volume
but without fluorescence is observed in the E.
acervulina treated sporozoites (Fig. 2B). This probably
is due to recently damaged sporozoites which have not
yet had time to accumulate the fluorescent probe. The
numeric analysis (CELLQUEST software) of the popula-
tion of sporozoites with fluorescence or size shifts
when compared with intact sporozoites showed that
the percentage of injured cells in the presence or ab-
sence of peptide was 62 and 20% for E. acervulina and
82 and 10% for E. tenella sporozoites populations,
respectively. These results indicate that the sporozoites
of E. tenella are more sensitive to PW2 than those of
E. acervulina.

Membrane permeability was also studied by means
of a calcein leakage assay based on Calcein-AM up-
take. Calcein-AM (a non-fluorescent ester) readily
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Fig. 2. Flow cytometry analysis data of PW2-treated and untreated E.
acervulina and E. tenella sporozoites and C. fasciculata epimastigotes.
Cells were incubated with the fluorescent dye Sytox Green (1:10 000)
in the absence or presence of 100 pg ml~' of PW2 peptide in HSBS
for 15 min at 41 °C. The experimental data is presented as a contour
plot where x-axis represents the forward light scatter, an indirect
measure of cell size; whereas p-axis represents the intensity of Sytox
Green fluorescence which is proportional to membrane permeability.
(A, B) E. acervulina. (C, D) E. tenella. (E, F) C. fasciculata. (A,C.E)
untreated cells. (B, D, F) PW2-treated cells.

crosses cell membranes and is processed by cytosolic
esterases, with the formation of a fluorescent product
(free calcein). As the cell membrane is impermeable to
free calcein, any treatment that affects cell integrity
releases the trapped fluorescent form of the probe.
After sedimentation of cells and debris, the probe can
be detected in the supernatant by fluorimetry. This
approach was used to evaluate the effect of PW2 upon
sporozoites of E. acervulina, E. tenella, tachyzoites of
T. gondii, and epimastigotes of C. fasciculata and T.
cruzi. Human lymphoma THPI1 and primary chicken
kidney cultured cells were also tested. The peptide-in-
duced leakage of calcein was compared with control
treatments in buffer solution and 0.2% Triton X-100 (0
and 100% of leakage effect, respectively) (Fig. 3A).
PW2 had an insignificant effect on chicken kidney cells
and upon the unrelated protozoans C. fasciculata and
T. cruzi (Mastigophora) and little effect (38.4%) on the
closely related protozoa T. gondii (Apicomplexa). The
effect of PW2 on THPI cells was also low (18%).
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However, the same treatment caused 97.4 and 100%
effect on E. acervulina and E. tenella sporozoites, re-
spectively. Kinetic assays of the calcein leakage from
sporozoites showed that the effect of the peptide de-
pends on its concentration (Fig. 3B and C). The differ-
ence in the patterns observed could reflect differences in
membrane composition between the two Eimeria
species.

The effect of PW2 peptide was visualized by scanning
electron microscopy. Images of E. acervulina sporo-
zoites treated for 1 h showed progressive surface dam-
age and cell debris as the concentration of peptide
increased (Fig. 4). At high peptide concentrations (50
and 100 pg ml—") the injured cells formed aggregates
(Fig. 4B and H) and showed partial loss of cytoplasm
(Fig. 4F and G). These results provide evidence that
PW?2 peptide is able to induce pore formation in the
pellicle.

3.3. Effect of PW 2 peptide upon sporozoite
cell-invasion

The effect of PW2-peptide upon the viability of
Eimeria sporozoites was investigated by measuring in-
vasion by sporozoites of primary chick kidney cultured
cells. Sporozoites treated with | ug ml~! of PW2
showed a significant reduction in the ability to invade
cells when compared with untreated sporozoites (Table
1). A reduction of approximately 70% of sporozoites
able to invade cells of both Eimeria species was ob-
served. Inhibition of cell invasion at higher peptide
concentrations (10, 50 and 100 pg ml~") increased to
about 80% for F. acervulina and 90% for E. renella with
no significant differences for PW2 concentrations above
10 pg ml~' in both species. These results indicate a
dose threshold, but it is not certain whether this etfect
1s due to the presence of sporozoites that are resistant

THP cells Chicken Kidney Calils Tcecrud Y T cruzi CL
4
5 24 1.6
4 3 15 12
8 3 2 12 '
c 1 08
08 04
=il (1 11 []
& .lm L M ol [ o
= 1 2 3 1 2 ] 1 2 3 1 2 3
2
s C. fasciculata T. gondii E. acervulina E. tenella
[X]
c
3 10 1.0 12 2
§ os 08 ’
g os a6 a9 04
T o4 04 06 06
02 02 rl 03 H 03
00 | — 0.0 0.0 L i 0o
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
¢ untreated C
1.5{ s PW210 g mll 15
8 | ®PW250.gmi s I
= L ¥ PW2 100 g mt* z 1
3 3 L
[l = )
1.2} 2}
5 5
2 £
] ! L
3 3 |
€ 09 € oo}
] -]
o o
2 3
=] S s
= 3
i ost @ osf

20 30 40 S50 60
Time (minutes)

] 10

0 10 20 30 40 S0 80
Time (minutes)

Fig. 3. Effect of PW?2 in calcein leakage. (A) Calcein leakage induced by incubation during 1 h at 37 °C with 100 pg ml—! of PW2. Column 1-
buffer solution (negative control); Column 2-PW2 100 pg mi ~'; Column 3-0.2% Triton X-100 (positive control). (B and C) Time course of calcein
leakage from E. acervulina and E. tenella sporozoites, respectively, induced by different concentrations of PW2 at 37 °C. All the assays were
performed as triplicates using 10® ceils. The bars represent standard deviations.
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Fig. 4. Scanning electron microscopy of PW2-treated and untreated
E. acervulina sporozoites. Sporozoites were incubated with PW2
peptide for 1 h at 41 °C in HSBS. Progressive damage of the
sporozoite surface membrane and increase in cell debris as well as cell
fusion can be observed with higher concentrations of PW2 peptide.
(A, C) untreated, (D) PW2 1 pg ml—', (E) PW2 10 nug ml !, (F)
PW2 50 pg ml—1, (B, G, H) PW2 1 pg ml—%

to PW2 or a consequence of inherent properties of the
peptide at higher concentrations.

3.4. The specificity of PW 2 activity

Antimicrobial activity of PW2 was tested against
bacteria and fungi. Concentrations up to 200 pg ml~"
had no antibacterial effect against the Gram-positive
M. luteus and S. qureus and the Gram-negative E. coli.
Surprisingly, PW2 had an inhibitory effect upon the
growth of the fungi C. albicans and A. nidulans with a
MIC of 12.5-25 and 25-50 pg ml—!, respectively.
Additionally, PW2 showed very low hemolytic activity
against human, rabbit and chicken erythrocytes in con-
centrations up to 100 ug ml~—"' (Table 2).

3.5. Mode of action of PW 2 peptide

Comparative analysis of fluorescence spectra of PW2
in the presence and absence of membrane-mimicking
SDS micelles revealed a blue shift of 8 nm in the
maximum emission peak from 351 to 343 nm (Fig. 5A).
This blue shift denotes the displacement of tryptophan
residues to the hydrophobic core of the SDS micelle.

Table 1
Inhibitory effect of PW2 peptide on the invasion of E. acervuling and
E. tenella sporozoites in chicken cultured cells

PW2 Number of intracellular sporozoites
peptide
(ug mI—YY  E. acervulina E. tenella
Mean Percentage Mean Percentage
number® number®
1 35.3° 27.6 88.8% 225
10 25.8° 20.2 84.2° 213
30 24.8¢ 19.4 63.95 ¢ 16.2
100 24.5° 19.2 36.3° 92
Untreated 127.8* 100 394.8% 100

One-way ANOVA analysis, variables followed by at least one similar
letter did not differ significantly when Duncan’s multiple range test
was used (overall error rate « = 0.03).

4 Mean number of intracellular sporozoites counted in 100 micro-
scopic fields with magnification x 1000.

The partial burial of the PW2 tryptophan residues in
the presence of SDS micelles was confirmed by acryl-
amide fluorescence quenching experiments. The Kgy for
PW2 were 10.8 and 6.8 M ! in the absence and pres-
ence of SDS, respectively (Fig. 5B). The Kgy values
indicate that tryptophan residues are more accessible to
acrylamide when PW?2 is free in the solution, in agree-
ment with the partitioning of tryptophan residues into
the hydrophobic core of micelles.

Since the activity of the antimicrobial peptide indoli-
cidin depends on self-association [22] the aggregation of
PW?2 was monitored by straight angle light scattering at
increasing concentrations of PW2 peptide. Fig. 5C
shows that the ability of PW2 to scatter 500 nm light
increases considerably when its concentration reaches
100 pg ml—".

4. Discussion

The purpose of using the Ph.D. selection method was
initially to search ligand peptides able to interfere with
cell-invasion by the Eimeria sporozoites. Nevertheless,

Table 2
Hemolytic activity of PW2 against human, rabbit and chicken ery-
throcytes

Erythrocytes HSBS (control) PW2 Triton X-100
Human 0.0046 (0.39%) 0.0187 (1.60%) 1.1677 (100%)
Rabbit 0.0038 (0.34%) 0.0173 (1.57%) 1.0992 (100%)
Chicken 0.0067 (0.52%) 0.0184 (1.42%) 1.2984 (100%)

The erythrocyte suspension supernatants absorbance was read at 576
nm after incubation for 6 h in HSBS, 100 ug ml—' PW2 or 0.2%
Triton X-100.
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Fig. 5. (A) Fluorescence spectra of PW2 peptide in the absence (full line) and presence (dashed line) of 25 mM SDS. Fluorescence emission peaks
are at 351 and 343 nm in the absence and presence of SDS, respectively; (B) Acrylamide quenching analysis of PW2 in the absence (circle) or
presence (square) of 25 mM SDS. Stern—Volmer calculated constants for PW2 are 10.8 and 6.8 M ~! in the absence and presence of 25 mM SDS,
respectively; (C) Straight angle light scattering analysis of PW2 in HSBS. The amount of light scattered was measured using a fluorescence
spectrophotometer with excitation and emission wavelengths set at 500 nm.

the composition similarity of the selected peptides to
the natural antimicrobial peptides indolicidin and
tritrpticin combined with results of flow cytometry indi-
cated that the PW2, like the natural peptides, acts
through membrane permeabilization. These indolic
peptides are accumulated in cytoplasmic granules of
neutrophils where they act killing ingested microbes
[20,21]. Despite the broad spectrum of activity against
bacteria, fungi and protozoa, their therapeutic use is
restricted by the hemolytic and cytotoxic activity [8,22—
24]. In contrast to the natural peptides, 100 pg ml ~! of
PW2 showed very low hemolytic effect in human, rab-
bit and chicken erythrocytes. Such specificity of the
PW?2 peptide may be resulted from the high selectivity
of the Ph.D. technique, since the phage particles com-
pete for targets of high affinity and specificity during
the consecutive rounds of selection.

The mechanism of action of the indolic peptides is
based on insertion into the membrane by aromatic
residues of the peptide that are stabilized by interac-
tions among basic residues of the peptide and nega-
tively charged residues of the microbial membrane [23].
The high frequency of the WW motif among the se-
lected peptides and the previous description that tryp-
tophan residues can promote partitioning into lipid
bilayer [25] indicates that this motif plays an important
role in the mechanism of antimicrobial activity. Light
scattering experiments indicate that self-association of
PW2 takes place at concentrations that induce intense
damage in the membrane of E. acervulina sporozoites
(50 and 100 pg ml —1). This suggests that the anticocci-
dial effect of PW2 is related to the formation of peptide
aggregates. But, unlike indolicidin, the microbicide con-
centration of PW2 does not produce hemolysis. In vitro
invasion experiments showed that sporozoite invasion is

inhibited at lower concentrations and this may indicate
that sporozoites gradually lose their viability before the
lytic concentration is reached.

Our results demonstrated that PW2 exhibits high
specificity and low toxicity to host cells when compared
with natural antimicrobial peptides. These characteris-
tics altogether may represent a great advantage for the
developing of a peptide-based therapy for the control of
coccidiosis in poultry. However, studies on the in vivo
effects of PW2 and on the establishment of system
delivery of the peptide are needed to assess its use as an
anticoccidial. Moreover our results clearly demon-
strated the potential use of Ph.D. libraries to select
disease pathogen-specific peptides and that this may be
exploited in the development of new antimicrobial
drugs.
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SUMMARY

PW2 (HPLKQYWWRPSI) was selected from phage display libraries through an
altemative panning method using living sporozoites of E. acervulina as target. Synthetic
PW2 shows anticoccidial activity against Eimeria acervulina and Eimeria tenella with
very low hemolytic activity. It also presents antifungal activity, but no activity against
bacteria. We present the solution structure of the PW2 bound to SDS micelles. In the
absence of interface PW2 has no structure. Structural calculation shows that W7 is
important for the peptide folding, forming the hydrophobic core. K4, Y6, W8 and R9 are
in the same surface, possibly facing the micelle interface.

The chemical shifts differences for PW2 in water when compared with PW2 in
SDS are more pronounced for residues K4, Y6, W7, W8 and R9. PW2 gains structure
being W7 the scaffold. K4, Y6, W8 and R9 bind to the micelle. W7, W8 and R9
compose a WW+ consensus found in the sequence of the peptides selected with the
phage display technique against Eimeria acervulina sporozoites. This suggests that W7,
W8 and R9 are probably key residues not only for the peptide interaction with SDS

micelles, but also for interaction with Eimeria acervulina sporozoites surface.

Keywords: Anticoccidial peptide, Eimeria, NMR structure, SDS micelles.
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INTRODUCTION

The presence of antimicrobial peptides in the animal and plant kingdoms
suggests that those peptides played a fundamental role in the successful evolution of
complex multicelular organisms. There are a large number of antimicrobial peptides with
great sequence diversity. The same peptide sequence is rarely recovered from two
different species of animals, even those closely related, like insects, frogs or mammals
(exceptions include peptides cleaved from highly conserved proteins, such as buforin i)
(1).

The novel anticoccidial peptide PW2 (HPLKQYWWRPSI) was selected from
phage display peptide libraries by an alternative method of panning using living Eimeria
acervulina sporozoites as targets. PW2 is also effective against Eimeria tenella and
several fungi. It showed low activity against Toxoplasma gondii tachyzoites, and no
activity against Trypanosoma cruzi, Crithidia fasciculata epimastigotes or bacteria.
Additionally, the parasitical concentrations of PW2 produced very low lytic effect on
mammalian and avian cells (2).

PW2 is a tryptophanrich peptide (TRP-rich) with antimicrobial activity. Several
other TRP-rich peptides presenting antimicrobial activity are described in the literature.
Indolicidin (LPWKWPWWPWRR, 3-6) and tritrpticin (VRRFPWWWPFLRR, 7) are TRP-
rich peptides obtained from neutrophils with antibacteria and antifungal activity. Their
structures were solved in solution in the presence of micellar interfaces (8,9). There are
other antimicrobials rich in tryptophan described: ACE-AMP1 (10) is a lipid transfer
protein; puroindolin A and B are plant defensins stabilized by disulfide bridges (11)

obtained from wheat.



PW2 disrupts the sporozoite pellicle, and membrane permeabilization has been
proposed as the mechanism of action (2), similarly to other tryptophan-rich peptides
with antimicrobial activity, like indolicidin (12) and tritrpticin (9). However, the detailed
mechanism of action of antimicrobial peptides remains to be elucidated. A model that
explains the activity of most antimicrobial peptides is the Shai-Matsuzaki-Huang (SMH)
model (13-15), which proposes the initial interaction of the peptide with the membrane,
followed by displacement of lipids, alteration of membrane structure, and in certain
cases entry of the peptide into the interior of the target cell.

Several studies suggested that membrane perturbation is an important, but not a
lethal event. These studies have proposed that the initial step is an electrostatic
association of the positively charged peptide with the negatively charged groups of the
membrane. This association would be followed by the peptide folding into amphipathic
structures. Consequently, this interaction would distort the outer membrane bilayer,
allowing the access to the cytoplasmatic membrane, where the peptide channel
formation has been proposed to occur (16-19). There is a growing body of evidence that
indicates that antimicrobial peptides may not solely kill by membrane disruption but may
follow various mechanisms of action, including their interaction with cellular targets (13,
14, 20-22).

In a study with indolicidin, the 13-residue TRP-rich peptide from bovine
neutrophils, it was found that antibacterial activity is not due to membrane
permeabilization (16). Proline and tryptophan residues present in neutrophils peptides
do not appear to be essential for their antimicrobial activity. The preponderance of

aromatic residues and the overall cationic nature might favor interaction with nucieic



acids. It is conceivable that indolicidin might exert its activity by interacting with nucleic
acids, thus preventing either replication or transcription (8).

In the present manuscript we present the solution structure of PW2 bound to
membrane-mimetic sodium dodecyl sulfate (SDS) micelles by two-dimensional NMR
methods. PW2 was also fully assigned in water, 40 mM SDS and 160 mM SDS.
Chemical shift comparison enabled us to assign the possible site of interaction with the
micelles interface. This study contributes to the elucidation of the mechanism of
peptide-membrane interactions and demonstrates several structural features that are

important for this interaction.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

CD Spectroscopy. CD measurements were taken on a Jasco J-715 CD
spectrophotometer with a 2 mm path length cell cuvette. The wavelengths, from 190 to
260 nm, were measured with a 1 nm step resolution, 50 nm/min sweep speed, 8 s
response time and a 1 nm bandwidth. All the spectra were collected and averaged over
four scans at room temperature. The samples of PW2 (63 uM) were prepared in 20 mM
sodium phosphate buffer (pH 5.0 and 7.2). SDS (2 to 40 mM) and TFE (10% to 75%)

were added to the PW2 sample.

NMR Spectroscopy. The NMR samples were prepared by adding solutions of SDS-d2s
(Cambridge Isotope Laboratories - Andover, MA) in 20 mM sodium phosphate buffer
(pH 5.0), containing 100 mM sodium chloride, 10% D20 (99,9 % - Isotec, Inc.), to

lyophilized PW2. The final samples were 4 mM in PW2, and 30 to 160 mM in SDS-dzs.



NMR spectra were recorded on a Brucker Avance DRX600 or DRX400, operating at
600.04 or 400.13 MHz, respectively. The sample temperature was maintained at 25 °C.
TOCSY spectra (spinlock time of 70 ms) were acquired using the MLEV-17 pulse
sequence (23). NOESY spectra (24) were acquired using a 75 ms mixing time. Water
suppression was achieved using the WATERGATE technique (25) and the spectra were
collected with 512 points in F1, 4K data points in F2 and 16 transients. The NMR data
were processed with NMRPIPE (26). Resolution enhancement was achieved by

apodization of the free induction decay with exponential multiplication and zero filling.

NMR Data Analysis and Structure Calculation. All NMR spectra were analyzed using
NMRVIEW, version 4.1.2 (27). NOE cross peaks were integrated in the NOESY
spectra and their volumes were converted to distances, which were calibrated using the
equations suggested by Hyberts ef al. (28). No stereospecific assignments were made.
No hydrogen bonds were applied. The structure calculations were performed using
CNS_Solve version 1.1 (29). Starting with the extended structure, 100 structures were
generated using simulated annealing protocol. This was followed by 10 000 steps of
simulated annealing at 1000 K and a subsequent decrease in the temperature in 20 000
steps in the first slow-cool annealing stage. All the structures were analyzed with the

program MOLMOL (30).



RESULTS

We selected three sample conditions to perform the resonance assignments of
PW2. The first was in water (20 mM sodium phosphate buffer pH 5.0) and was used for
comparison with the other experimental conditions, being representative of the free
state in solution. The other two conditions were with 40 and 160 mM SDS. The behavior
of PW2 in the presence of detergents is intriguing. In the absence of SDS the peptide is
highly soluble. At SDS/PW2 molar ratios lower than 7.5 PW2 precipitates. If the relative
amount of SDS is raised further, PW2 becomes soluble again. A similar behavior has
been reported for indolicidin (8). We chose to work using two SDS/PW2 molar ratios
where PW2 is soluble. At high molar ratio litle conformational exchange was observed
(Figure 1), mainly because PW2 is preferably bound to the interface. Under those
conditons we have obtained good quality spectra and the assignment was
straightforward. On the other hand, at [SDS}[PW2]=10, there was considerable
conformational exchange, as evidenced by the broader spectral lines (Figure 1), and the
TOCSY spectrum was uninformative, due to fast relaxation during the spin lock time
(small T4p).

The conformational exchange when [SDS]/[PW2]=10 could be explained by a
millisecond to microseconds timescale equilibrium between the free and micelle-bound
states of PW2. Figure 1 shows the one-dimensional hydrogen spectrum of PW2 as a
function of SDS concentration. Note that the spectrum in water shows sharp lines
(Figure 1A). Upon addition of SDS, there is an increase in line width (Figures 1B and

1C), indicating the presence conformational exchange. Ignoring the linewidth



differences, the two conditions in SDS show very similar profiles, indicating similar
structures for PW2. [SDS}[PW2]=10 is representative of an intermediate step in the

binding process, while the [SDS)[PW2]=40 was considered as the bound state.

CD Spectroscopy — The CD spectra of PW2 recorded with and without SDS and TFE
are shown in Figure 2. In aqueous solution, the spectrum presents a negative band at
200 nm (-5000 deg cm? dmol'). This is typical of unordered peptides (31) and
comroborates the data in Figure 1. The addition of 25 % TFE and SDS led to a gain of
structure. Two effects evidence this: the negative band at 200 nm becomes less
negative and a negative band between 200 and 230 nm becomes more intense. An
intense negative band at 220 nm is observed in the presence of 25% TFE (220 nm) and
4 mM SDS (228 nm). These negative bands at ~225 nm are characteristic of aromatic
bundles (31) or tums in the structure (32). The bands arising from the exciton of
aromatic rings can be either positive or negative. At 200 nm, the SDS and TFE peaks
are less negative (-900 and -1500 deg cm? d mol’, respectively). The negative band at
200 nm observed in TFE is not necessarily characteristic of helical structure because
there is no negative band at 208 nm at this condition. The CD analysis of the secondary
structures in these spectra is complex since the presence of the aromatic side chains
prevents the observation of the secondary structure characteristic bands. CD
spectroscopy is in complete agreement with Figure 1 and adds the information of the
putative formation of aromatic bundie. The two conditions in SDS present a similar CD

spectrum.



Chemical shift assignments: The chemical shift assignments of PW2 in 20 mM sodium
phosphate buffer (pH 5.0) and in SDS (40 and 160 mM) were performed by the
sequential strategy as proposed by Witrich (33). Sequential connectivities could be

observed through d(XN(i+1), dﬁ N(i+1) and dNN(i+1) NOEs.

Structure Calculation. The structure was calculated in the condition where the molar
ratio [SDS)/[PW2] is equal to 40. Structural statistics are shown in Table 1. A total of
154 NOEs were unambiguously identified, being 50 inter-residual NOEs. There are two
spin systems for Proline 2 3-hydrogens what is indicative of the existence of cis and
trans conformations for this aminoacid. We could not unambiguously identify the cis and
trans conformers for this residue. The dad+1y NOE, typical for the trans conformer of
proline, and the daag+1y NOE, typical of the cis conformer of proline were not observed
for Pro 2 (33). Probably the absence of these NOEs was due to the high fiexibility the N-
terminus of PW2. In the case of Pro 10 only dud.1) NOEs were observed, indicating
that this proline is in frans conformation. Clearly, Pro 10 is in a more sructured portion
of the polypeptide chain.

Long-range NOEs between the side chain HE3 tryptophan 7 and the 8- and y-
hydrogens of Pro 2 were observed. These non-ambiguous NOE are important in
defining the folding of the peptide. It is important to mention that both proline 2 spin
system present this long range NOE connecting to W7. Other long-range NOEs were
responsible for a well-defined three-dimensional structure of the peptide: Y6 He with L3
HS, Y6 H3 with L3 Ha, W7 He with S11 Ha, among others.

The NOESY spectrum in water presents only intra-residual and sequential NOEs,



indicating lack of structure under those conditions. The assignment was straightforward
due the sharp lines and the good quality of the spectra (not shown).

The NOESY spectrum of PW2 at a molar ratio SDS/PW2 of 10 presents three
spin systems for Leu 3 as a consequence of its vicinity to Pro 2, which undergoes slow
exchange between the cis and trans conformations. With the increase of the
[SDS])/[PW2] molar ratio to 40, the number of Leu 3 spin systems decreased to 2
indicating a conformational stabilization of the peptide. These two spin systems are
identical if we look at the NOEs in each of the spin systems. The structures calculated
using both Leu 3 spin systems are identical. The calculated structure is shown in Figure
3. Figure 3A shows the superposition of the 20 lowest energy structures and Figure 3B
shows the lowest energy structure. The peptide is folded in a way that tryptophan 7
forms a hydrophobic core along with proline 2 and proline 10. The aromatic residues
tyrosine 6 and tryptophan 8 are exposed at the surface of the peptide and could be the
responsible for the negative band at ~225 nm observed in the CD spectra, attributed to
an aromatic bundle. The presence of two tums that characterize the structure could also
give rise to the negative band observed in the CD spectra. Both aromatic residues are
in the vicinity of the positively charged aminoacids, arginine 9 and lysine 4. The close
proximity of the side chain of W9 and R9 is suggestive of a n-stacking interaction that
could contribute to the stabilization of the whole three dimensional conformation.

Figure 3C shows the electrostatic surface plot of the lowest energy structure. The
structure has a triangular shape, where the base could be postulated as the surface of
contact with the micelle interface. The solution structure suggests that the peptide folds

in a way that the aromatic residues and the positively charged aminoacids form a flat

10



surface. This surface goes from Lys4 to Arg9.

Figures 4A and 4B show the comparison of alpha and amide hydrogen chemical
shifts of PW2 in buffer, [SDS)[PW2] = 10 and [SDS}[PW2] = 40 with the random coil
values. In the absence of SDS the Ha chemical shifts are similar to the random coil
values. Whereas for HN chemical shifts the higher differences are shown for the
residues Y6, W7, W8 and R9. In the presence of SDS the chemical shifts values are
similar to each other, except for HN residues W8 and R9. The chemical shift tendency
in the three studied conditions follows a similar profile. This is important since it
indicates that, in the absence of SDS (free state), PW2 might show the same structural
tendency observed in SDS.

PW2 chemical shift also differs between the free state and the presence of
different SDS concentrations Figures 4C and 4D). The larger positive differences br
the a-hydrogens (Figura 4D) are observed for the residues K4, Q5, Y6, W7, W8 and R9.
C-terminal chemical shift shows negative differences. For the amidic hydrogens (Figure
4C), the most pronounced chemical shift differences are shown for the residues K4, Q5,
Y6, W8 and R9 and the Cteminus. The two SDS/PW2 molar ratios studied behave
similarly for most of the residues with the exception of W8 and W9 (Figure 4C).

These chemical shift differences (Figure 4C and 4D) reflect the process of
binding to the micelle interface. The residues that showed more pronounced changes in
chemical shift were K4, Q5, Y6, W7, W8, R9 and Cterminus. Residue W7 forms the
hydrophobic core of the structure, while K4, Y6, W8 and R9 are at the surface. The
differences for the amide hydrogens lead to the same conclusion, with the remark that,

for residues W8 and R9, these differences occur only at SDS/PW2 molar ratio equal to
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40. Chemical shift difference in W8 and R9 between the two conditions in SDS is
noteworthy because it is the only difference between the bound and intermediate state.
Figures 4E and 4F show the number of NOEs and the RMSD per residue,
respectively. It can be observed that there is a higher number of NOEs for residues 6, 7,
8 and 9, in accordance to the residues with higer resolution in the structure. The
residues W7, W8 and R9 have the best resolution of all (lowest RMSD). These residues
also coincide with the sequence consensus WW+ observed among the peptides
selected from phage display libraries using Eimeria acervulina sporozoites as target, as

reported by Silva Jr et al. (2).

DISCUSSION

In the present manuscript we described the solution structure of the peptide PW2
bound to a micelle interface. PW2, selected by phage display, shows anticoccidial
activity, being specific for Eimeria acervulina and Eimeria tenella. It also presents
antifungal activity. Its mode of action is still unknown, but membrane permeabilization
has been proposed as its probable mechanism of action (2), similarly to other
tryptophan-rich peptides with antimicrobial activity, like indolicidin (12) and tritrpticin (9).

PW2 presents some characteristics that are different from the other tryptophan-
rich peptides, like the absence of the antibacterial activity and its low hemolytic activity.
One possible explanation resides in the fact that PW2 presents the lowest percentage
(50%) of hydrophobic amino acids when compared to indolicin (77%) and tritrpticin

(69%). In a study with indolicidin there is a correlation between the presence of
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tryptophan residues and hemolytic activity (8). It was also noted for indolicidin that upon
substitution of tryptophans by phenylalanines the antibacterial activity does not vanish.
The lowest number of tryptophans for PW2 can explain its low hemolytic activity.

Indolicidin, tritrpticin and PW2 present different antimicrobial activity. Indolicidin
has a broad spectrum of antimicrobial activity against Gram-positive and Gram-negative
bacteria (3), protozoa (4), fungi (5), and the enveloped virus HPV-1 (6). Tritrpticin
presents activity against bacteria and fungus (7) and PW2 against Eimeria and fungus
(2). PW2 does not show antibacterial activity (2). The origin of the specificity is not yet
understood. Structural comparison shows an important difference in the positive charge
distribution along the peptide chain that might be related to the specificity. For tritrpticin
the positive charges are in the extremities of the peptide chain (9). While in PW2, the
two positive charges (K4 and R9) are within the aromatic binding region in the center of
the peptide primary structure. Indolicidin shows two positive charges in the Cterminal
and another in the middle of the chain (8).

The observed folding of PW2 is similar to indolicidin (8) and fritrpticin (9). It is
noticeable that the multiple tryptophan residues present in these structures tend to form
a common structural motif. One tryptophan always is part of a hydrophobic core in the
structure while other tryptophans are always in the surface of the peptide, being the
putative binding site. Prolines and other hydrophobic residues tend to be part of this
hydrophobic core.

For PW2, the residues presenting higher chemical shift deviation upon binding to
the micelle are K4, Y6, W7, W8 and R9 (Figure 4). Structural calculation shows that W7

is important for the peptide folding, whereas K4, Y6, W8 and RS are in the same
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surface, possibly facing the micelle interface. The residues involved in the binding
together with the structural amino acid W7 shows the lowest RMSD both the backbone
and side chain.

There is a remarkable chemical shift difference in the amidic hydrogen of residue
W8 and R9 (Figure 4C). When the SDS/PW2 molar ratio goes from 10 to 40 the
chemical shift of W8 and R9 changes in a different way from the other amide peaks.
This suggests that W8 and R9 play an important role in the binding process.
Electrostatic attraction might be the long-range force that drives PW2 to the negative
SDS micelle interface. Once the peptide is close to the micelle surface there will be an
accommodation of the peptide. Chemical shifts changes take place at this time,
affecting the residues K4, Y6, W7, W8 and R9. In the intermediate condition, where
molar ratio SDS/PW2 is 10, W8 and R9 could be jumping between the free and bound
states, which would explain the observed conformational exchange. Increasing the SDS
concentration (molar ratio SDS/PW2 = 40) conformational exchange decreases
considerably. Possibly r-stacking interaction between W8 and R9 is formed stabilizing
the peptide fold.

It is noteworthy that the positive charge at the R9 position, together with W7 and
W8, compose the consensus WW+ observed among peptides selected from phage
display libraries against living sporozoites of E. acervulina (2). This suggests that W7,
W8 and R9 are key residues not only for the interaction with SDS micelles, but also to
the interaction with Eimeria acervulina sporozoites surface.

The sequence concensus WW+, observed in PW2 selection, can be found in

three isolated cysteine-rich plant defensins (Thionins) with antifungal and antibacterial
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activity in viro. The TRP-rich domain of puroindoline-a (WRWWKWWK) and
puroindoline-b (WPTKWWK) both present the consensus WW+ and, in the case of the
antimicrobial protein ACE-AMP1 from onion seeds, the tryptophan-rich region
(TFVRPFWWRPRI) (10,34) presents high similarity with the sequence of PW2
(HPLKQYWWRPSI). These proteins (puroindolines and Ace-AMP1) found in wheat and
onion seeds show sequence and structural similarities with the family of the nonspecific
lipid transport proteins (nsLTPs), but are unable to transfer phospholipids between
vesicles or organelles in vitro. Nevertheless, these proteins are able to bind to polar
phospholipids and provoke an increase in the permeability of model membranes (10,
11, 34, 35) resembling the TRP-rich antimicrobial peptides indolicidin and tritrpticin
(5.9).

The function of puroindolines in vivo is still unknown, but their in vitro antifungal
and antibacterial activities altogether with the localization of the proteins in the aleurone
of the seeds suggests that they play an important role in the protection of the seed (11,
35). Structural studies reveal that puroindolines and Ace-AMP1 present tryptophan
residues that are exposed to the solvent, which are probable effectors in the binding
and permeabilization of membranes (34,35). In fact, exposed tryptophan residues are
important for the activity of diverse membrane-disturbing toxins present in animal
venous (36). The three dimensional structures of tryptophan-rich antimicrobial peptides
(indolicidin and tritrpticin) also present solvent exposed tryptophan residues (8,9) which

is also truth for PW2 as revealed in the present study.
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Figure Legends

Figure 1: Amidic and aromatic region of the 'H one-dimensional NMR spectra of PW2
(4mM) at 25°C: (A) 20 mM sodium phosphate buffer at pH 5.0, (B) 30 mM SDS
(ISDS)/PW2] = 7.5) , (C) 40mM SDS ([SDSYPW2] = 10), (D) 50 mM SDS ([SDS)PW2]
= 12.5), E) 80 mM SDS ([SDS}/PW2] = 20), (F) 120 mM SDS ([SDS)/PW2] = 30) and

(G) 160 mM SDS ([SDSYPW2] = 40).

Figure 2: Circular dichroism spectra of PW2 63 uM in 20 mM sodium phosphate buffer
at pH 5.0 and 25°C. ( — ) only buffer, (-----) buffer and 4 mM SDS, (——) buffer and 25%

TFE.

Figure 3: (A) 20 lowest energy structures calculated for PW2 4mM in 20 mM sodium
phosphate buffer at pH 5.0 and 25°C with 160mM SDS-d2s showing the well defined
region between residues K4 and P10. B) lowest energy structure and (C) electrostatic
surface plot of the lowest energy structure of PW2. Positive charge is colored in blue,
neutral in white and negative in red. The figure was generated using the MOLMOL

program (30).

Figure 4: Summary of chemical shifts and structure data for PW2 (A) chemical shift

differences between PW2 alpha hydrogens and the respective random coil values #

19



black — PW2 in 20 mM sodium phosphate buffer at pH 5.0, gray — SDS/PW2 molar ratio
10 and white — SDS/PW2 molar ratio 40. 8) chemical shift differences between PW2
amidic hydrogens and the respective tabled values for random coil: black — PW2 in 20
mM sodium phosphate buffer at pH 5.0, gray — SDS/PW2 molar ratio 10 and white —
SDS/PW2 molar ratio 40. (C) chemical shift differences between PW2 alpha hydrogens
in 20 mM sodium phosphate buffer at pH 5.0 and in SDS. black — SDS/PW2 molar ratio
10 and gray - SDS/PW2 molar ratio 40. @) chemical shift differences between PW2
amidic hydrogens in 20 mM sodium phosphate buffer at pH 5.0 and in SDS. black —
SDS/PW2 molar ratio 10 and gray - SDS/PW2 molar ratio 40. €) number of non-
ambiguous NOEs for residue used as distance constraints for the structure calculation
of PW2 in SDS micelles black - total and gray —inter residue. (F) RMSD for aminoacid
residues calculated for the 20 lowest energy structures using the PROCHECK program

(37). Black — backbone and gray — heavy.
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Tablk 1: Summary of Structural Statistics for PW2 in SDS Micelles

total no. of distance constraints

no. of intraresidue constraints

no. of sequential constraints

no. of medium range constraints

154

104

39

11

rms desviations from ideal geometry
covalent bonds (A?)

covalent angles (A°)

improper (deg)

dihedral (deg)

NOE

0.0024 +/- 0.00030

0.5930 +/- 0.0692

0.3932 +/- 0.1169

0.830 +/-0.01478

0.0134 +/-0.0023

Energies (Kcal/mol)

overall

bond

angle

improper

VDW

44 97 +/- 10.96

1.36 +/-0.34

23.23 +/-5.19

3.71+4/-1.93

11.59 +/-2.38
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Table 1 cont.

NOE 2.75 +/-1.43
pairwise rmsd (A°)

residue 1-12

backbone 1.58

heavy 2.32

residue 4-10

backbone 0.66

heavy 1.18
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Figure 4
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