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Resumen

En los ultimos afios, péptidos macrociclicos, de 28 a 37 residuos de aminoacidos (cicldtidos) fueron aisla-
dos de tres familias de plantas: Rubiaceae, Violaceae y Cucurbitaceae. En la familia Violaceae parecen estar
presentes en todos los géneros y especies. Los ciclotidos estan conformados por un esqueleto ciclico, forma-
do por una priodicidad continua de uniones peptidicas. Contienen 6 residuos de cisteina, que forman 3
puentes disulfuro que estabilizan la molécula. Sus propiedades fisicas, que incluyen la resistencia a la de-
gradacion térmica y enzimatica, pueden atribuirse a su esqueleto ciclico y a los puentes disulfuro que, al
formar el arreglo estructural nudo de cistina ciclico, otorgan gran estabilidad a la molécula. La funcion
natural de los ciclotidos en las plantas, teniendo en cuenta su actividad insecticida, es como moléculas de
defensa, mientras que sus otras actividades bioldgicas (que incluyen las actividades uterotdnica, anti-HIV,
antitumoral y antimicrobiana) les otorgan un gran potencial como moléculas lideres para el desarrollo de
nuevas drogas en las industrias farmacéutica y agroquimica. Es también de gran interés la potencial aplica-
cion de los ciclotidos como moldes de péptidos para la introduccidon de un amplio rango de diferentes
bioactividades.

Cyclotides: macrocyclic peptides found in plants
(Review)

Summary

Over recent years, several macrocyclic peptides (28-37 aminoacids) have been isolated from the Rubiaceae,
Violaceae and Cucurbitaceae plant families and they seem to be present in all genera and species of Violaceae
examined. This cyclotide family is characterized by a circular proteine backbone and six conserved cysteine
residues linked by three disulfide bonds. Their physical properties including resistance to thermal and enzy-
matic degradation can be attributed to this cyclic backbone and knotted arrangement of disulfide bonds,
which conform a cyclic cystine knot. These features make cyclotides attractive templates for incorporating
desired amino acid sequences, opening the possibility for future developments in drug design. They have a
diverse range of biological activities (including uterotonic, anti HI'V, antitumor and antimicrobial activities)
which make them interesting targets for both pharmaceutical and agrochemical research. Insecticidal activ-
ity suggests that natural function of cyclotides is defending their host plants from patogens and pests.
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Polipéptidos en plantas

Un vasto nimero de polipéptidos bioldgicamente
activos como hormonas, neurotransmisores y vene-
no de serpientes fueron aislados de fuentes huma-
nas y animales. Desde hace tiempo se conoce la exis-
tencia de péptidos en plantas —en la década de 1950
Samuelsson aislo las toxinas del muérdago—, sin em-
bargo, hasta hoy, fueron informados solo un niime-
ro limitado de polipéptidos de fuentes vegetales
(Claeson y col., 1998).

El interés en las plantas como fuente de nuevos
péptidos y proteinas bioldégicamente activos se
incremento en tiempos recientes y, consecuentemen-
te, también la busqueda de nuevas estructuras con
potencial biomédico y biotecnoldgico a partir de la
investigacion de las distintas especies vegetales
(Goransson y col., 2003).

Las plantas superiores producen una gran varie-
dad de polipéptidos y de proteinas biologicamente
activos de diferentes clases, por ejemplo, defensinas,
ciclotidos, lectinas (Carlini y Grossi-de-Sa, 2002;
Peumans y Van Damme, 1995) con actividades
antimicrobiana, inmunomoduladora, anti HIV y
antitumoral (O’Keefe, 2001); proteinas inac-
tivadoras de ribosomas (RIPs) con actividades RNA
N-glicosidasa y polinucleotido adenosin glicosidada
(Peumans y col., 2001). Las RIPs se han propuesto
como sustancias anticancerigenas por su toxicidad
selectiva hacia las células tumorales y también en
diversas aplicaciones, como inmunotoxinas
(Sandvig y van Deurs, 2000), abortivos (Yeung y
col., 1988) y agentes anti HIV (Mc¢ Grath y col.,
1989; Zarling y col., 1990).

A su vez, los péptidos antimicrobianos presentes
en las plantas conforman otro gran grupo de compues-
tos bioactivos clasificados en distintas familias que
incluyen las tioninas (O’Keefe, 2001), con actividad
citotoxica (Li y col., 2002) y anticancerigena
(Johansson y col., 2003); las defensinas (O’Keefe,
2001) con actividad antimicrobiana (Tang y col., 1999)
y antiviral (Tam y Lu, 1998) y también algunas
citotoxicas (Yu y col., 2000) y, finalmente, los
ciclotidos, la mayor familia de proteinas circulares,
descubierta en los ultimos afios (Trabi y Craik, 2002).

Péptidos ciclicos
Pequefios péptidos ciclicos, como los antibioticos
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de origen microbiano, son comunes en la naturale-
za. Tienen mayor estabilidad y actividad bioldgica
que los no ciclicos y, en consecuencia, fueron am-
pliamente empleados en la industria farmacéutica,
como la ciclosporina (Craik y col., 1999).

Estos péptidos ciclicos clasicos contienen me-
nos de 15 residuos de aminoacidos, generalmente
sin uniones disulfuro y sin una estructura tridimen-
sional bien definida. Son tipicamente sintetizados
en microorganismos por enzimas. Se encuentran en
hongos y en bacterias ¢ incluyen la ciclosporina y la
gramicidina (Jennings y col., 2001).

Ciclotidos

En los ultimos afios se aislaron péptidos ciclicos de
mayor tamafio, de 30 residuos de aminoacidos, que
tienen estructuras semejantes a las verdaderas pro-
teinas (Craik y col., 1999). Entre ellos estan: kalata
B1, las circulinas, cyclopsychotride, varios péptidos
de Viola arvensis Murray (Violacea).

Originariamente, estos péptidos macrociclicos
fueron descubiertos en programas de screening al
azar o mediante estudios etnofarmacoldgicos de es-
pecies nativas. En el caso de kalata B1 —el primer
ciclétido descripto a principios de 1960— cabe sefia-
lar que las mujeres africanas de la tribu de Lulula
usaban un extracto acuoso de Oldenlandia affinis
(R et S) DC. (Rubiaceae) como agente uterotonico
en los partos. En 1970 se descubri6 que el principio
activo era un péptido de 29 aminoacidos, (Gran,
1973b) y Saether y col. (1995) demostraron que era
ciclico. Las circulinas, aisladas de Chassalia
parvifolia Shumann (Rubiaceae), fueron descubier-
tas a partir de un programa de screening al azar so-
bre actividad anti-HIV (Gustafson y col., 1994). El
cyclopsychotride A, presente en Psychotria longipes
Muel. Arg. (Rubiaceae), fue descubierto a partir de
un screening de inhibicion de la unién de neuro-
tensina a las membranas celulares en extractos ve-
getales (Witherup y col., 1994).

Varios péptidos de distintas especies de Viola
(Claeson y col., 1998; Goransson y col., 1999) fueron
hallados a partir de un screening de actividad
hemolitica. Palicourein fue aislado de Palicourea
condensata Standl (Rubiaceae) a partir de un screening
de actividad anti-HIV (Bokesch y col., 2001).

Asi, todos los péptidos macrociclicos conocidos
tienen distintas actividades bioldgicas. Tam y col.
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(1999) informaron que kalata B1, cyclopsychotride
A y circulinas A y B inhiben el crecimiento de
microorganismos y, por su parte, Jennings y col.
(2001), descubrieron la actividad insecticida de
kalata B1.

Estas actividades sugieren que los ciclotidos in-
tervienen en los mecanismos de defensa contra
microorganismos y en la defensa de las plantas con-
tra insectos (Jennings y col., 2005), dado que se
encuentran en cantidades considerables en las espe-
cies vegetales que los contienen (mas de 1 g/kg en
hojas) (Craik y col., 1999). Todas sus actividades
bioldgicas en los sistemas celulares de los mamife-
ros parecen estar relacionadas de una manera u otra
con la interaccidn con las membranas, una caracte-
ristica comun a las moléculas de defensa de las plan-
tas (Felizmenio-Quimio y col., 2001).

Estructura de los ciclotidos

Los ciclotidos presentes en las plantas son péptidos
macrociclicos, de 28 a 37 aminoacidos, con esque-
leto ciclico (de ahi el nombre ciclo-péptidos:
ciclotidos), es decir, un ciclo continuo de uniones
peptidicas (uniones amida) que conforman ese es-
queleto. Contienen 6 residuos de cisteina (Cys), for-
mando 3 puentes disulfuro que estabilizan la molé-
cula (Craik y col., 1999). Debido a su estructura bien
definida y a sus potentes actividades biologicas, es-
tas moléculas pueden ser consideradas como
miniproteinas (Felizmenio-Quimio y col., 2001).
Sus propiedades fisicas, que incluyen la resis-
tencia a la degradacidon térmica y enzimatica
(Colgrave y Craik, 2004), pueden atribuirse a su
esqueleto ciclico y a los puentes disulfuro que, al
formar el arreglo estructural nudo de cistina ciclico,
otorgan gran estabilidad a la molécula (Daly y col.,
1999b; Craik y col., 2002; Barry y col., 2003). Ac-
tualmente, el nudo de cistina ciclico (CCK) es un
motivo estructural perfectamente establecido en un
amplio rango de polipéptidos y proteinas, presentes
en especies tan diversas como microorganismos,
insectos, plantas y animales (Craik y col., 2001).

Secuencia y estructura 3D de los ciclotidos

Los ciclotidos conocidos se alinean en funcion de
los 6 residuos de Cys conservados (nombrados de I

a VI). Los loops (vueltas o rulos) del esqueleto del
ciclotido que corresponden a las regiones entre los
residuos de Cys estan numerados de 1 a 6.

En los loops estan expuestas las cadenas de
aminoacidos responsables de las diversas activida-
des de los ciclétidos. La excepcional estabilidad de
la estructura del nudo de cistina ciclico lo convierte
en una excelente plantilla sobre la cual podrian
injertarse un amplio rango de actividades biologi-
cas (Craik, 2001).

La mayoria de los cicldtidos descriptos en plan-
tas de las familias Violaceae y Rubiaceae tienen se-
cuencias que les permiten su clasificacion en dos
subgrupos o familias principales, conocidas como
brazalete y Moé&bius. Como indican Craik y colabo-
radores (2002) esta nomenclatura se basa en la pre-
sencia o la ausencia de un residuo cis-prolina en el
loop 5, que introduciria una torsion (¢wist) en el es-
queleto circular del péptido, y constituyen asi, el
ciclétido Moebius (Rosengren y col., 2003). El
ciclotido kalata B8, recientemente descubierto, pa-
receria ser un hibrido de estas dos principales fami-
lias y presentaria flexibilidad conformacional en el
nudo de cistina (Daly y col., 2006).

Un analisis de los residuos conservados y de las
variables de los 6 loops de la secuencia de los
ciclotidos da idea de las variaciones estructurales
que podrian ser posibles en el disefio de nuevos
ciclétidos con aplicaciones farmacéuticas (Craik y
col., 2002).

Figura 1.- Esquema de los residuos variables y los conserva-
dos en los cicldtidos conocidos

Los residuos conservados estan indicados por su letra abrevia-
da; coloreados en amarillo para las 6 cisteinas conservadas y en
verde, para los demds aminoacidos conservados. Los residuos
variables estan coloreados en azul y las uniones disulfuro, en
rojo (Craik y col., 1999).
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A semejanza de las proteinas, estos péptidos
adoptan una compacta estructura tridimensional
(3D) (Chen y col., 2006). La estructura 3D de cua-
tro miembros de la familia de los ciclotidos —kalata
B1 (Saether y col., 1995), circulina A (Daly y col.,
1999a), cicloviolacina O1 (Craik y col., 1999) y
MCoTI-II (Hernandez y col., 2000; Felizmenio-
Quimio y col., 2001)- fue determinada por espec-
troscopia de resonancia magnética nuclear (RMN).
Estos estudios revelaron que los cuatro ciclotidos
tienen plegamientos similares (Craik y col., 1999).
En general, el interior del cicldtido esta conservado
en su estructura, y las mayores variaciones ocurren
fuera de la region del nudo de cistina (Craik y col.,
2002).

Distribucion taxonomica

En la actualidad se han descripto mas de 50
cicldtidos en solo tres familias de plantas: Rubiaceae,
Violaceae y, mas recientemente, Cucurbitaceae. En
la familia Violaceae estos péptidos macrociclicos
parecen estar presentes en todos los géneros y las
especies estudiados hasta ahora (Géransson y col.,
2003; Svangird y col., 2003; Trabi y Craick, 2004;
Trabi y col., 2005; Simonsen y col., 2005).

Flora argentina

Conrespecto a la flora argentina, el estudio fitoquimico
de Hybanthus parviflorus (Lf) Baill. (Violacea), con-
dujo al aislamiento y a la determinacién de la estruc-
tura primaria del ciclétido hypa A, descripto por pri-
mera vez por Broussalis y col. (2001). Por otra parte,
se simplificd la metodologia original para la extrac-
cién y la purificacion de ciclétidos mediante una par-
ticién butanol/agua. Asimismo, es la primera vez que
se describe un ciclétido en una especie vegetal argen-
tina (Broussalis y col., 2001).

Por otra parte, se analizaron por HPLC y
espectrometria de masa tandem —por medio de una
nueva metodologia para la secuenciacién— los
ciclotidos presentes en seis especies diferentes de
Viola. Esta estrategia permiti6 secuenciar dos nue-
vos ciclétidos aislados de Viola cotyledon Ging., vico
Ay vico B (Goransson y col., 2003).
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Flecha de trazo tnico: sitio de clivaje con endoproteinasa
Glu-C ® punto de partida arbitrario para la numeracion de
los aas. Flechas punteadas: sitios de clivaje con tripsina
(Broussalis y col., 2001).
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Actividades bioldgicas y farmacoldogicas re-
gistradas para ciclotidos

Los cicldtidos tienen un amplio rango de activida-
des biologicas, algunas de las cuales permiten clasi-
ficarlos como toxinas. Estas actividades incluyen la
actividad uterotonica (Gran, 1973a; 1973b; Gran y
col., 2000), antimicrobiana (Tam y col., 1999), in-
secticida (Jennings y col., 2001; 2005), anti-HIV
(Gustafson y col., 1994; Daly y col., 1999a; Bokesch
y col., 2001; Gustafson y col., 2004; Daly y col.,
2004), antagonista de neurotensina (Witherup y col.,
1994) e inhibitoria de la tripsina (Hernandez y col.,
2000), asi como también hemolitica (Claeson y col.,
1998; Goransson y col., 1999; Chen y col., 2006),
anticancer (Lindholm y col., 2002; Goransson y col.,
2004b); Herrmann y col., 2006; Svangard y col.,
2004) y cardiotoxica (Gran, 1973c¢).

Cycloviolacin O2 demostré un efecto potente
—no téxico y reversible— contra la incrustacion
de moluscos cirropodos en las embarcaciones, lo
que permitiria evitar graves problemas técnicos
y econdmicos en la acuicultura y la navegacion
(Goransson y col., 2004a).

Todas estas actividades parecerian tener la ca-
racteristica comun de estar asociadas con la desor-
ganizacion de las membranas, aunque probablemen-
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te las membranas sean el sitio de accion de su fun-
cion natural en las plantas como moléculas de de-
fensa (Craik, 2001). Esto es consistente con los en-
sayos informados sobre la actividad antimicrobiana
de los ciclétidos (Tam y col., 1999).

Uso potencial de los ciclotidos

Los ciclotidos presentan un amplio rango de activi-
dades biologicas y tienen, debido a su estructura,
una estabilidad excepcionalmente elevada. La
aplicabilidad de los péptidos lineales, como drogas,
es potencialmente limitada por su susceptibilidad al
clivaje proteolitico y por su escasa biodisponibilidad.
La estabilidad puede aumentarse, en principio, si se
unen los extremos de los péptidos cuyos N- y C-
terminales estén relativamente proximos. La indus-
tria farmacéutica aplica comunmente la ciclacion
para estabilizar la conformacién de pequefios
péptidos lineales pero no, para polipéptidos y pro-
teinas (Craik, 2001). Estas limitaciones podrian ser
superadas con el empleo de la estructura de los
ciclotidos como andamiaje para el desarrollo de
nuevas drogas con diferentes actividades (Craik y
col., 2002).

El amplio rango de actividades bioldgicas atri-
buidas a estas compactas moléculas sugiere que la
estabilidad provista por el nudo de cistina ciclico
(CCK) las convierte en modelos promisorios para
nuevos agentes en las industrias farmacéutica
(Hernandez y col., 2000; Barry y col., 2004) y agri-
cola (Alexander, 2001). Por este motivo, se explord
en el disefio de estos polipéptidos ciclicos con el fin
de desarrollar analogos sintéticos, metabdlicamente
estables, en los que se pueda disociar la accion
farmacoldgica especifica de la citotoxicidad para
producir potenciales modelos terapéuticos (Tam y
col., 2000). Sobre esta estructura podrian injertarse
aminoacidos diferentes a los de la secuencia nativa
para obtener nuevas funcionalidades y actividades
(Craik, 2001; Simonsen y col., 2004; Craik y col.,
2006).

Dado que los ciclotidos son potentes insectici-
das y podrian servir de modelo para compuestos con
potenciales aplicaciones en agricultura, tendrian
también interesantes aplicaciones en agronomia
(Jennings y col., 2001; 2005). Por otra parte, esta
abierta la posibilidad de emplear plantas transgénicas
0 microorganismos para fabricar péptidos ciclicos

con aplicaciones farmacéuticas o agricolas (Baillie
Gerritsen, 2002).

En resumen, si se tiene en cuenta su actividad
insecticida, la funcién natural de los cicldtidos en
las plantas probablemente seria como moléculas de
defensa, mientras que sus otras actividades biologi-
cas les otorgan un gran potencial como moléculas
lideres para el desarrollo de nuevas drogas. De esta
manera presenta un gran interés la potencial aplica-
cion de los ciclotidos como moldes de péptidos para
la introduccion de un amplio rango de diferentes
bioactividades.

El potencial de los ciclotidos —por sus caracte-
risticas estructurales y a sus propiedades especifi-
cas— amplia en forma préctica la aplicacion de los
péptidos en la industria farmacéutica (Craik y col.,
2002; Vogel y Chan, 2005; Clark y col., 2006).
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