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CYCLIC PEPTIDE FROM PLANT BIOMASS: CHEMICAL FEATURES AND DIVERSITY, BIOSYNTHESIS AND BIOLOGICAL
ACTIVITIES. Natural peptides are outstanding as the most promising macromolecules in the search for new drugs, especially those

of cyclic nature. The higher plants revealed a very peculiar composition of their cyclic peptides, which distinguish themselves by a
“head-to-tail” cyclization. It is possible to define two groups of cyclic peptides from plant biomass. Those called in this review as
Eucyclopeptides formed by 2-12 amino acid, and Cyclotides considered as circular polypeptides, composed of 29-37 amino acid that
retain three disulfides bridges in an arrangement known as cyclic cystine knot. Searching for plant peptides should form into a subject

for scientific research in the forefront of great importance for bioprospecting natural products macromolecular.
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INTRODUCAO

“Para todos os alvos moleculares importantes no corpo humano
existem compostos naturais em outras espécies e em mais de uma
em especial”. Com essa afirmag@o Tulp & Bohlin propdem um
apropriado paradigma para a quimica de produtos naturais e para a
farmacologia.! Esses autores reconhecem que a validade desta cita¢do
depende do conhecimento dos mecanismos e fungdes moleculares
e da especificidade de cada receptor bioldgico, além da elucidacio
de todos os produtos naturais existentes. Embora a proposta possa
parecer ousada, ndo encontrou muita resisténcia da comunidade
cientifica.>® Talvez o principal alicerce desse novo paradigma seja
a similaridade genética entre as espécies. Nosso codigo genético
armazena cerca de 30.000 genes, dos quais 289 foram relacionados
a doencas humanas. Surpreendentemente, quase a metade desses
genes (ligados a doencas) tem um correspondente em Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh.*

Com as descobertas do cddigo genético humano além de outros
organismos e os tltimos desenvolvimentos sobre o estudos “-oma”
(genoma, transcriptoma, proteoma e metaboloma) e tudo que diz
respeito as reagdes bioquimicas responsaveis pela complexidade
celular, as substincias proteicas tornaram-se objeto de pesquisa
multidisciplinar envolvendo quimica e biologia, principalmente.
Dessa forma, discute-se cada vez mais a aplicacdo das ferramentas
da biologia molecular na quimica de produtos naturais, onde o es-
copo principal pode ser proteinas e peptideos.’ Acredita-se que na
era pés-gendmica a quimio-gendmica serd uma alternativa eficiente
na busca de farmacos para o tratamento de doencas de origem gené-
tica e também de medicamentos com ag¢do direta em determinados
receptores celulares.

Nesse contexto, os peptideos de origem natural destacam-se
como macromoléculas promissoras na busca de novos farmacos,
especialmente os de natureza ciclica. Nos tltimos anos as descobertas
de peptideos bioativos cresceram de forma exponencial. Newmann
et al. revelam que de um total de 868 de farmacos indicados para
uso médico entre 1981-2001, apenas 91 eram compostos macromo-
leculares, proteinas e peptideos de origem bioldgica. Embora essas
pesquisas tenham assumido uma nova conceituacéo cientifica, ind-
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meros peptideos descobertos hd décadas ja apresentavam atividade
biolégica. Vérios farmacos antiftingicos, antibacterianos e antiinfla-
matorios usados na medicina contemporanea sdo peptideos bioativos;
indimeros outros desempenham fungdes hormonais e sinalizadores
neuronais (neurotransmissores), principalmente aqueles encontrados
em vertebrados. O grande nimero de novos peptideos isolados de
vdrias matrizes revela uma extensa variedade de tipos estruturais e
de atividades bioldgicas (ver itens seguintes). Pesquisas bioguiadas
objetivando inibidores de proteases, imunossupressores, antimicro-
bianos e anticancerigenos ,entre outros, revelam um nimero crescente
de estruturas peptidicas biologicamente ativas.

Além das atividades terapéuticas atribuidas aos peptideos e
polipeptideos, estas moléculas desempenham papel importante nos
processos de defesa de animais, microrganismos e plantas. Isso de-
monstra uma relagdo evolutiva deveras interessante, considerando
que plantas, animais e microrganismos tiveram histérias evolutivas
distintas, mesmo apresentando a mesma origem (teoria heterotréfica
- todos os organismos derivam de uma mesma protefna ancestral).
Pode-se evidenciar esta origem comum a partir dos mecanismos de
defesa empregado pelos organismos, pois foi constatado que plantas
e animais possuem mecanismo molecular comum nos processos de
imunidade inata.” Neste elenco de semelhancas podemos acrescentar
os receptores moleculares de sinais de ativag@o para a transcri¢ao de
certos genes.

Embora os estudos sobre fun¢des e propriedades farmacolégicas
de peptideos de origem animal e microbiana sejam expressivos, 0s
peptideos de origem vegetal ainda sdo pouco estudados. No Brasil,
os primeiros trabalhos com peptideos ciclicos de origem vegetal
comegaram a ser desenvolvidos recentemente. Deste modo, a busca
por peptideos vegetais deve constituir-se em um tema de investigacdo
cientifica de vanguarda e de grande relevancia para pesquisas de
bioprospecg¢do de produtos naturais macromoleculares.

PEPTIDEOS EM PLANTAS SUPERIORES

Como em um laboratdrio sofisticado, as plantas sdo capazes
de produzirem centenas de micromoléculas de natureza quimica
complexa, pertencente as mais variadas classes. Estas substancias,
sem duvida, ndo s6 inspiraram e motivaram o desenvolvimento da
sintese organica moderna, como sdo responsaveis por um magnifico
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nimero de produtos farmacéuticos, cosméticos e agroquimicos, sejam
produtos isolados ou sintéticos.®

Ha pouco tempo evidenciou-se que plantas superiores acumulam
certos tipos de peptideos e, para alguns destes jd foram definidos seus
papéis biolégicos. Peptideos antimicrobianos sdo encontrados em
plantas como um elemento vital em seus processos de imunidade.”®
Assim como o0s animais, as plantas usam sinalizadores moleculares
como um modo de comunicagao intercelular (hormdnios), tais como
auxina, citocinina, giberilina, etileno, dcido abscisico e brassinoste-
réides. Entretanto, em 1991 foi isolado por Pearce e colaboradores
o primeiro peptideo hormonal em vegetais, a sistemina.’

Inicialmente isolada das folhas de tomate Lycopersicum esculen-
tum Mill. (Solanaceae), a sistemina € um polipeptideo com 18 residuos
de aminodcidos ativo em concentracdo muito baixa (femtomolar).
Para Lindsey et al., esse hormdnio-peptideo age na via sinalizadora
octadecandide que gera dcido jasmonico, um sinalizador chave para
desencadear o processo genético de defesa.!® Quando uma folha é
ferida por herbivoria ou mecanicamente, os genes codificadores de
sistemina sdo expressos, transcritos e rapidamente transportados
via floema para outras partes da planta ainda intactas. De acordo
com Matsubayashi e Sakagami a sistemina atua sobre a mitogen
activated protein - MAP - cinase levando a ativacdo da fosfolipase
e conseqiiente liberacdao do 4cido linoléico das membranas e aleno
oxido-ciclase que gera o intermedidrio do dcido jasmonico, o acido
12-oxo-fitodiendico - OPDA. Estes eventos culminam no aumento
da produc¢do de dcido jasmoOnico que regula, via feedback positivo,
a expressdo génica da prosistemina. O dcido jasmdnico produzido
move-se através do sistema vascular onde alcanca folhas intactas,
desencadeando o processo de defesa no vegetal provocando a inibicao
da herbivoria.!!

Em Lycopersicum esculentum Mill., a sistemina € a principio
transcrita como um pré-hormoénio de 200 residuos de aminodcidos.
Nas folhas de tabaco Nicotiana tabacum L. foi identificado um
propeptideo de 165 residuos com dois dominios de 18 residuos cada
(Tob Sys I e Tob Sys II) que conservam a mesma fun¢do da sistemina
do tomate (Figura 1)."

Ativacdo
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Figura 1. Modelo de resposta a ferida sistémica em tabaco. Apos a ferida,
um pré-hormonio secretado, contendo uma por¢do sinal amino terminal e
dois dominios andlogos, é clivado em Tob Sys I e Tob Sys II, os quais sdo
translocados para partes intactas (1), agindo na via sinalizadora MAP cinase
(2) que ativa a transcrigdo dos genes de defesa (3) inibindo a herbivoria.
Modificado a partir da ref. 12
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Embora semelhantes no comprimento da cadeia polipeptidica,
ha muito pouca homologia entre eles. Andlise por espectrometria de
massas desses dois hormonios indicou a presenca de pentoses anco-
radas na cadeia peptidica que sdo liberadas em condi¢des brandas
de hidrdlise, enquanto que a sistemina de tomate nao apresenta tal
padrdo de glicosilagdo. Lindsey argumenta que os agticares presentes
na estrutura de Tob Sys I e Tob Sys II sdo importantes para a atividade
destes, mas que sua presenga ndo € essencial.!> OQutros peptideos fo-
ram encontrados nas plantas superiores onde desempenham funcdes
hormonais (Tabela 1).

Tabela 1. Peptideos vegetais com fungdes sinalizadoras

Peptideo Residuos  Funcio bioldgica Ref.

Desencadeia os mecanismos de 13
defesa em plantas feridas.

Sistemina 18

Clavatale3 18 Controlam a organizacdo dos 14

meristemas apicais.

Fitosulfocina 5 Regula a divisdo e diferenciacio 15

celular (atividade mitogénica).

Enod 40 13-27 Induz a nodulacdo da raiz pré- 16
xima ao sitio de infec¢do por
Rhizobium; promove a divisdo

das células corticais da raiz.

Polaris 36 E expressa em resposta 2 in- 17
formagdo posicional; regula o

crescimento da raiz.

SCR (SP11) 74-77 Impede a polinizacdo cruzada 18
interespécies; sinaliza a auto-
compatibilidade do grdo-de-

pélen com a papila estigmatal.

IDA (gene) 77 Controle do processo de absci- 19
sdo floral.

DVL 51 Controla a proliferacdo celular 20
no eixo longitudinal de folhas,
peciolos e alguns frutos.

ROT4 53 Controla a proliferagdo celular 21

no eixo longitudinal de folhas e
6rgaos florais.

Peptideos com cadeias lineares exibem caracteristicas fisico-
quimicas muito distintas quando comparados com os seus andlogos
ciclizados. Bogdanowich-Knipp et al. mostraram que o peptideo
ciclico RGD (Arg-Gly-Asp) € mais estdvel na faixa de pH entre 3-7
que seu andlogo linear.”? Diferente dos peptideos de cadeia aberta
que apresentam livre rota¢do em torno da ligagdo amidica, os pep-
tideos ciclicos sdo rigidos e estdveis, tanto a degradagdo térmica
quanto a enzimdtica.”® A ciclizacdo pode reduzir a flexibilidade
de peptideos e proteinas, o que confere a esses compostos uma
maior afinidade na ligagdo com receptores,? e podem eliminar as
extremidades N- e C- terminal que atuam como pontos de reco-
nhecimento para o ataque de enzimas proteoliticas.?>?¢ De fato, os
farmacos desenvolvidos a partir de peptideos lineares requerem em
suas formulagdes, inibidores de proteases ou entdo modificacdes na
composi¢do de aminodcidos a fim de ndo serem reconhecidos por
estas enzimas.® Tais caracteristicas sustentam a hipStese de que a
dimensdo da degradacdo desses compostos € dependente do grau
de flexibilidade inerente a sua estrutura.

O comportamento dos peptideos frente a membranas bioldgicas
também varia bastante, dado constatado pela avaliacdo da permea-
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bilidade da encefalina — peptideo opioide ciclico — e seu andlogo
aciclico. Estes resultados revelaram que a forma linear € cerca de
6 vezes mais permedvel, pois sua maior liberdade conformacional
possibilita a interagdo com a membrana e seu transporte através desta.
Esses liberam mais facilmente a 4gua de hidratacao e com isso, reque-
rem menos energia livre para permearem por membrana. A interagao
de um peptideo linear com a membrana € um processo exotérmico
guiado pela entalpia do sistema, onde a mudanca conformacional do
peptideo permite a interagdo lipideo-peptideo. J4 para os peptideos
ciclicos (andlogos), essa interacdo com a membrana € um processo
entropicamente guiado e controlado pela ressolvataciao do peptideo
conformacionalmente restrito.?’

Os procedimentos de isolamento dos peptideos vegetais sido
muito diferentes dos empregados para outras matrizes bioldgicas,
pois a biomassa vegetal é complexa, composta por muitas outras
classes de substancias (pigmentos, a¢icares, gorduras, taninos etc).
Para Claeson et al. existem trés razdes para se intensificarem estu-
dos sobre procedimentos de extracdo e purificagdo de peptideos de
biomassa vegetal: as plantas acumulam peptideos tnicos e de reco-
nhecido interesse farmacoldgico; usam peptideos como moléculas
sinalizadoras; as ferramentas da biologia molecular sdo disponiveis
para manipulagdo desses compostos.?

Poucos peptideos de natureza ciclica em plantas superiores sdo
descritos na literatura, sendo numerosos os ja descritos para animais
e microrganismos. Algumas familias de angiospermas se destacam
por acumularem tais peptideos como: Annonaceae, Caryophyllaceae,
Euphorbiaceae, Rubiaceae e Violaceae. Provavelmente, devido as
crescentes publicagdes sobre essa temdtica, uma grande variedade
estrutural e funcional de peptideos vegetais ciclicos serdo evidencia-
das em pouco tempo.

DIVERSIDADE QUIMICA E SISTEMA DE
CLASSIFICACAO

O desenvolvimento crescente das pesquisas com peptideos
vegetais ciclicos demonstram a grande diversidade estrutural des-
sa classe, principalmente no cerne da estrutura tercidria, quando
presente. A complexidade exige niveis de classificacdo e nomen-
clatura adequadas para subdividir os peptideos de acordo com as
caracteristicas estruturais, biossintéticas e conformacionais. As
plantas superiores revelaram uma composi¢ao muito peculiar de seus
peptideos ciclicos e lineares. Desta forma, estabelecer pardmetros
para classificar essas macromoléculas torna-se imperativo, dado
o nimero de peptideos ciclicos descritos dentro da taxonomia de
peptideos vegetais.

A primeira tentativa de se uniformizar a classifica¢do dos pep-
tideos vegetais foi feita por Zhou & Tan, pois até entdo a literatura
tratava esses compostos isoladamente, como peptideos alcaloidicos,
depsiciclopeptideos e ciclopeptideos.?” No entanto, 0 esquema propos-
to revela uma evidente auséncia de dados taxondmicos tornando esta
classificagdo dificil de ser compreendida (Figura 2). Além disso, esse
esquema primdrio foi posteriormente revisto pelos mesmos autores
a fim de contemplar compostos, que de inicio foram excluidos da
proposta original resultando na completa revisdo sobre compostos
peptidicos de natureza ciclica.*® Esses autores compilaram todos os
dados descritos apds o ciclolinopeptideo A.*!

Com isso, essa revisdo agrupou 455 compostos isolados de 120
espécies distribuidas em 26 familias botanicas distintas. Tal variedade
numérica revelou uma ampla diversidade estrutural que foi organi-
zada por esses autores em oito grupos: ciclopeptideos alcaloidicos,
depsiciclopeptideos, ciclopeptideos tipo-Solanaceae, tipo-Urticaceae,
tipo-Compositae, tipo-Rubiaceae, tipo-Caryophyllaceae e os Ciclo-
tideos (Figura 3).
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Figura 2. Niveis taxonémicos atribuidos de acordo com o delineamento de

cada grupo; esquema de classificacdo dos peptideos vegetais de natureza
ciclica proposto por Zhou e Tan®
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Figura 3. Niveis taxonémicos atribuidos de acordo com o delineamento de

cada grupo; esquema de classificacdo dos peptideos vegetais de natureza
ciclica proposto por Zhou e Tan*

Dois dados apresentados nessa nova proposta devem ser dis-
cutidos. O primeiro e mais evidente, ¢ ndo incluir em seu quadro
geral os peptideos de natureza linear, que embora néo sejam tio
abundantes ou extensivamente estudados, desempenham papel chave
nos processos de regulagdo do crescimento e desenvolvimento de um
vegetal. O segundo e talvez o mais grave seja o uso inapropriado de
uma nomenclatura baseada nas familias botanicas, levando a uma
generalizac@o e a inferéncias pouco elucidativas quanto a filogenia
dos grupos taxondmicos referenciados.

Nomear um grupo, por exemplo, como “Tipo Rubiaceae” leva
a concluir que todos os peptideos descritos nessa familia botanica
ocorrem exclusivamente nesse taxon. No entanto, existem peptideos
ciclicos de Rubiaceae que ndo se enquadram nas caracteristicas
delimitadas para este tipo, como o caso da palicoureina (Palicou-
rea condensata Standl.) e kalata B1 (Oldenlandia affinis (Roem.
& Schult.) DC.). Na verdade, Craik et al. denominaram esses dois
peptideos ciclicos e alguns outros como ciclotideos, evidenciando
uma familia de peptideos de 29-37 residuos de aminodcidos en-
cerrados na estrutura ciclica “cabeca-cauda” e com trés ligacdes
dissulfeto.

Além disso, foram isolados de biomassa vegetal outros compos-
tos protéicos cuja natureza ciclica € mantida por meio de ligacdes
dissulfeto, mas que apresentam extremidades N- e C- livres. Esta ca-
racteristica estrutural difere das jd descritas para os peptideos vegetais
devendo, portanto, serem incluidos numa nova classe. Os peptideos
antifiingicos EAFP1 e EAFP2 isolados de Eucommia ulmoides Oliv.
(Eucommiaceae) sdo exemplos deste tipo estrutural contendo 41
residuos de aminodcidos em uma cadeia ciclica, mantida por cinco
ligacdes dissulfeto com padrio de conectividade complexa e tnica.*
Outros dois exemplos vém de duas espécies de Moraceae, das quais
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foram isolados peptideos capazes de se ligar as proteinas virais gp41 e
gp120 impedindo a infec¢@o da célula hospedeira, sendo um farmaco
anti-HIV.** Contrajervina, um peptideo de 46 residuos de aminoécidos
isolado de Dorstenia contrajerva L. tem sua natureza ciclica mantida
por oito ligagdes dissulfeto, enquanto que a treculavirina, isolada de
Treculia obovoidea N. E. Br. apresenta estrutura dimérica, onde cada
monomero € formado por uma cadeia polipeptidica de 50 residuos de
aminodcidos sendo que vinte sdo residuos de cisteina envolvidos na
formagao de dez ligagdes dissulfeto. Desta forma, a natureza dimérica
de treculavirina € mantida por, pelo menos, uma ligagao dissulfeto
entre os mondmeros.>*

O caso mais interessante € o dos peptideos inibidores de tripsina
MCoTI-I1 e MCoTI-II, isolados de Momordica cochinchinensis (Lour.)
Spreng. (Cucurbitaceae).’>* Esses peptideos estdo agrupados aos
ciclotideos, mas algumas evidéncias estruturais tornam essa abor-
dagem contraditdria, gerando discussdes sobre esta classificagdo.
Peptideos inibidores de tripsina e sua correlagdo com os ciclotideos
serdo discutidos adiante em maiores detalhes. A adogdo de critérios
quimicos e filogenéticos adequados tornaria o sistema de classificagdo
de peptideos menos sujeito a equivocos.

Laskowiski & Kato sugeriram que para os peptideos inibidores de
proteases fossem usados pardmetros como a homologia das estruturas
primadrias, a localizacdo do sitio ativo e o padrao de conectividade das
ligagdes dissulfeto (cystine knot) para classificar familias distintas de
inibidores de proteases.’’ Tradicionalmente, a quimica de produtos
naturais hd muito percebeu que um parametro adequado e real para
classificacéo dos milhares de compostos isolados de fontes bioldgicas
€ a informacao sobre suas biossinteses. De fato, dados sobre as rotas
biossintéticas dos produtos naturais tornam a classifica¢do mais pro-
xima da organizagdo natural. Entretanto, poucas informagdes sobre a
biossintese da maior parte desses peptideos de origem vegetal estdo
descritos na literatura.

Nessa revisdo consideraremos somente os peptideos que retém em
sua estrutura, somente residuos de aminodcidos (proteinogénicos ou
nao-proteinogénicos) e, cuja estrutura ciclica € mantida pela formagao
de uma ligacao peptidica entre o grupo o-amino terminal com o grupo

-carboxila terminal.*® Esse modo de ciclizagio é chamado “cabega-
cauda”, diferente de muitos peptideos de natureza ciclica encontrados
em animais, microrganismos e até mesmo em muitos vegetais. Como
resultado dessa restri¢@o, apenas dois grupos de peptideos descritos na
revisdo publicada por Tan & Zhou serdo apresentados: os ciclotideos e
os ciclopeptideos tipo-Caryophyllaceae. ** Esses tltimos denominados
por nés como euciclopeptideos.

Potencial biologico de euciclopeptideos: peptideos constituidos
por ciclos de 2-12 residuos de aminoacidos

O primeiro euciclopeptideo descrito na literatura foi o ciclo-
linopeptideo A, um nonapeptideo isolado das sementes de Linum
usitatissimum L. (Linaceae) em 1959 e que apresenta atividade
imunossupressora (Quadro 1).3'3 Assim como o ciclolinopeptideo
A, muitos outros incluidos nesta classe foram isolados de biomassa
vegetal e apresentam importantes atividades farmacolégicas. Podemos
defini-los como compostos peptidicos ciclizados via “cabega-cauda”
formados por 2-12 residuos de aminodcidos. Aparentemente, 0s
euciclopeptideos encerram em sua estrutura apenas o--aminoacidos,
os quais podem sofrem modificagdes (metilacdo, hidroxilagdo e
epimeriza¢do) ao longo da via biossintética. No entanto, o completo
desconhecimento da biossintese desses compostos € um complicador
para as tentativas de classificagdo dos peptideos ciclicos vegetais e
também para estudos de manipulacio genética.

De acordo com a revisao de Tan & Zhou esses peptideos ciclicos
sdo denominados “tipo-Caryophyllaceae” e os autores identificaram
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168 compostos pertencentes a esse grupo.*’ Considerando as interre-
gimidas isoladas posteriormente e o peptideo bioboleina ndo incluido
na reviséo, o nimero descrito é, na verdade, 171 euciclopeptideos.®
Desse total, 51,5% (88) estdo distribuidos na familia Caryophyllaceae,
12,3% (21) na familia Annonaceae, 10,5% (18) na familia Euphorbia-
ceae e 0s 25,7% restantes (44) distribuem-se nas familias Araliaceae,
Lamiaceae, Linaceae, Phytolaccaceae, Rutaceae, Schizadraceae e
Verbenaceae. As tabelas a seguir mostram somente 0s compostos que
foram encontrados na literatura pelas ferramentas usuais de busca
(consulta de acervo bibliogréifico e pesquisa na web).

Quadro 1. Ciclolinopeptideo A - o primeiro euciclopeptideo isolado

Familia: Linaceae

Espécie: Linum usitatissimum L.

Fonte: ¢leo das sementes Pro

t Pro,
N e
N Val,
. N NH ] Hy
Estrutura/Conformacio: Phe, C
composto  por L-aminoacidos: o 5 cm
S - NH
dobra-f? (-Phe-Pro-Pro-Val-) e
Hy
dobra-y (-Leu-Ile-Ile-).3 Leu,
Phe,
Atividade Biologica
Imunossupressor. liga-se de modo
especifico a ciclofilina A bovina Leu, T, e
s
mibindo a  isomerase  cis-trans "
peptidil-prolil 3 = e
— 7

A estrutura dos euciclopeptideos € responsdvel pela variedade
de bioatividades exibidas por esses compostos e pelas propriedades
fisico-quimicas muito peculiares. A andlise conformacional de alguns
euciclopeptideos de sete residuos (heptaciclopeptideos) mostra que
suas estruturas encerram duas dobras- 3 e, um bulge-B onde, no mini-
mo, um residuo de prolina estd presente.* Tal estrutura é responsdvel
por conferir uma maior restri¢do conformacional a molécula, devido
as ligacdes de hidrogénio intramoleculares que estabilizam o anel
ciclico.* No entanto, se os prétons amidicos da prolina ndo estiverem
envolvidos na ligacdo de hidrogénio, o composto pode assumir outras
conformagdes, principalmente decorrente da isomerizagao cis-trans
da ligagéo amidica do residuo de prolina.*! Mas a estabiliza¢do do
anel ciclico pode ser observada mesmo quando o residuo de prolina
estd ausente, como no caso da mahafaciclina A, o primeiro euciclo-
peptideo que exibe um bulge-B sem a prolina.** Nesse caso, a liga¢do
de hidrogénio intramolecular ocorre entre a Val-NH e Ile*-CO e entre
a Phe’-NH e Ile’-CO.

Virios euciclopeptideos foram submetidos a ensaios bioldgicos
e, alguns resultados foram interessantes, sendo possivel se tragar
um perfil do potencial desses compostos para o desenvolvimento
de novos farmacos (Tabela 2). A maior parte dos euciclopeptideos
testados apresenta acdo citotdxica em algumas linhagens de células
tumorais como, por exemplo, o glaucaciclopeptideo A que inibiu o
crescimento da cultura de células KB com IC_ de 0,73 uM.* Outros
como querimolaciclopeptideo A e B,* diantina E* e segetalina C*
também apresentaram acdo citotoxica. Os peptideos isolados de Eu-
phorbiaceae, exclusivamente do género Jatropha, sdo notérios pela
atividade antiproliferativa do parasita Plasmodium falciparum, como
por exemplo, quevalierina A,*” mahafaciclina A* e B e polianina A,
B e C.* Além das atividades citotéxica e antimaldrica, outros euciclo-
peptideos exibiram atividade inibidora de proteases,’*>? inibidora da
cicloxigenase,’*** imunomodulador,’¢ imunossupressor* e mimético
de hormdnios estrogénicos®’ (Figura 4).

A natureza ciclica desses peptideos apresenta duas importantes
caracteristicas desejadas para um protétipo de farmaco: primeira-
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Tabela 2. Atividades bioldgicas dos euciclopeptideos
Euciclopeptideo Espécie Vegetal F! aa’ Massa® Atividade Poténcia Ref.
Curcaciclina A Jatropha curcas L. E 8 766 Imunomodulador ND 55
In/1b1dor da proliferacdo de ND 55
células T humanas
Ativador da atividade ro-
Curcaciclina B Jatropha curcas L. E 9 863 tamase da ciclofilina A hu- AE 60% (30 uM) 66
mana
. . L Inibidor da agregagdo pla-
Diandrina A Drymaria diandra Blume C 5 747 . AP21,5% 67
quetdria
Diantina E Dianthus superbus L. C 7 600 Citot6xico IC,;2,4 pg/mL 45
Dicotomina A-Ce E Srelwria dichotoma L.var. s ¢ 509 680 Citotéxico IC. 2,0-5,0 pg/mL 53
lanceolata Bge. %0
Dicotomina D e -G Sretluria dichotoma L.var. . ciq1q 636/1011/1065 Inibidor da COX AE62,6-72,6% 53,54
lanceolata Bge.
. . Annona glauca Thonn. in L.
Glaucaciclopeptideo A A 7 593 Citotéxico IC_ 0,73 uM 43
Schum. 0
Inibidor do desenvolvi-
Integerrimida A-B Jatropha integerrima Jacq. E 11 780/766  mento de células neuronais IC50 uM 68
humanas
Antitumoral IC50 uyM 68
Labaditina e Bioboleina Jatropha multifida L. E 10/9 1071/869  Imunomodulador ND 56
Mahafaciclina A- B Jatropha mahafal.ensls Jum. E 777 687/303  Antimaldrico IC_1622uM 42,48
& H. Perrier 50
Pohlianina A-C Jatropha p:g’“”“ MUl g 978 755769792 Antimaldrico IC,16-57yM 49
Pseudoestelarina A-G Pseudostellqna heterophylla C 5.9 501-895  Inibidor de tirosinase IC. 50-187 uM 50, 52
(Migq.) Pax 30
Querimolaciclopeptideo  Annona cherimola Mill. A 6-9 634-959  Citotéxico IC.0,017-45 M 44,
A-F 50 69-71
Quevalierina A Jatropha chevalieri Beille E 8 808 Antimalarico IC,,8,9 uM 47
Segetalina G-H Vaccaria segetalis (Neck.) o .
Garcke ex Asch. C 5 518/610  Mimético de Estrégeno 2,5 mg/kg 57
Yunanina C Stellaria yunnanensis 4 721 IC.22ug/mL 72

Franch

50

! Familias Boténicas, sendo A - Annonaceae; C - Caryophyllaceae; E - Euphorbiaceae. > Tamanho da cadeia polipeptidica (n° de residuos de
aminodcidos). * Massa molecular (Daltons). AP — Agregacio plaquetdria; AE— Aumento da atividade enzimética; IC, — Concentragio inibitdria
requerida para inibi¢do de 50% do crescimento de linhagens tumorais; ND — ndo determinado
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Figura 4. Estrutura molecular de alguns euciclopeptideos bioativos distribuidos em Familias de Angiospermae
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mente as interagdes ligante-receptor devem ser favorecidas pela
estrutura ciclica e, a0 mesmo tempo, sdo mais estdveis a degradacio
enzimdtica.®® Peptideos ciclicos pequenos sdo amplamente usados
como ligantes de receptores e duas abordagens sdo possiveis para
tal propdsito. A primeira envolve o design de peptideos ciclicos
baseados na estrutura-atividade e na andlise conformacional do li-
gante. A segunda focaliza o receptor, onde a modelagem molecular
dos sitios mutantes sdo usados para o reconhecimento da estrutura
do receptor mais adequado. Aliadas, tais abordagens compdem
relevante ferramenta para o desenvolvimento racional de farmacos
com agdo em receptores especificos, como os opidides que servem
de alvo para quase 50% dos farmacos analgésicos comercializados.*
Przydzial et al. em seus trabalhos com tais receptores encontraram
que o tetrapeptideo ciclico Tyr-c[D-Cys-Phe-D-Cys]-NH, (ciclizagdo
via ligagdo dissulfeto) exibiu alta afinidade por todos os receptores
opidides.®

Aspectos sobre a biossintese dos euciclopeptideos

Até o momento, ndo se conhece como os euciclopeptideos sdo
sintetizados nos vegetais. De fato, a literatura ndo apresenta nenhuma
informagao sobre a biossintese desses compostos, sendo essa temdtica
uma abordagem prioritdria para o conhecimento dessa classe, sua im-
portancia ecolégica e aplicacdo biotecnolégica. Uma racionalizagdo
para a compreensio das vias biossintéticas que levam aos euciclo-
peptideos pode ser encontrada na elucidagdo dos passos metabdlicos
envolvidos na biossintese de peptideos ciclicos de origem microbiana
como a gramicidina S e tirocidina de bactérias do género Bacillus, da
ciclosporina produzida pelo fungo Tolypocladium inflatum™7® e da
microcistina, nodularina e cilindrospirina biossintetizadas por algas
azuis (cianobactérias). E evidente que qualquer inferéncia feita deve
considerar as diferengas no processamento das informagdes genéticas
de cada organismo para a sintese de seus compostos. Entretanto, foi
demonstrado que a sintese de peptideos apresenta diversas simi-
laridades em organismos procariontes e eucariontes.”’’® Algumas
das caracteristicas quimicas dos euciclopeptideos, como tamanho
da cadeia peptidica, alguns residuos modificados e sua distribuicio
nas familias vegetais, indicam que a sua sintese segue o esquema
ndo-ribossomal, ou seja, ocorre via um complexo multienzimdtico
com dominios distintos para cada residuo da cadeia peptidica a ser
formada.

Sintese ndo-ribossomal dos euciclopeptideos

Um vasto nimero de peptideos de diferentes tipos € conhecido e
suas composi¢oes sugerem que ndo sao oriundos de um sistema ri-
bossomal de sintese. Esse sistema ndo-ribossomal de sintese pode ser
visualizado em quase todos os organismos protistas, sendo observado
também em alguns eucariotos (algas, plantas e alguns animais). Antes
da década de 60 a sintese enzimética de peptideos como a glutationa
e panteteino jd era conhecida.”

As primeiras tentativas para a elucidagdo da sintese enzimatica
de peptideos foram dadas em 1954 por Frits Lipmann demonstrando
que os peptideos gramicidina S e tirocidina eram sintetizados por um
complexo enzimdtico em que as liga¢des peptidicas eram formadas
por meio de aminoécidos ligados aos grupos tiois da enzima. Com
base nas similaridades desse sistema e da via de biossintese dos
dcidos graxos, foi delineado o esquema dessa rota biossintética.’-?
Outra evidéncia de que a sintese desses compostos ndo ocorre por
meio da via classica (ribossomal), veio dos estudos com extratos
livres de células. Observou-se que, mesmo com a administracdo de
RNAses e inibidores de sintese ribossomal, havia a produc@o de novos
compostos proteicos.® Ficou evidente que hd uma rota enzimatica
para a sintese de peptideos e que essa se desenrola através de um
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complexo enzimatco modular chamado ndo-ribossomal peptideo
sintetase (NRPS).

Os peptideos formados pelas NRPS contém de 3 a 15 aminodcidos
e sua diversidade estrutural pode ser até mesmo superior a qualquer
possibilidade criada por um sistema ribossomal dependente de dcido
nucleico. Essa diversidade € decorrente da incorporagdo tanto de
aminodcidos proteinogénicos quanto de nao-proteinogénicos, além
de outros blocos construtores nio usuais, como -hidroxi-acidos e
carboxi-dcidos.®?> Até o momento, foram identificados mais de 300
blocos construtores para a biossintese dos euciclopeptideos e depsi-
peptideos o que na realidade € uma biblioteca muito mais extensa do
que os 20 L-aminoécidos essenciais da biossintese ribossomal.”"

Desde as primeiras observagdes de Lipmann, intimeros outros
peptideos foram associados com esse sistema enzimdtico complexo,
no qual os peptideos sdo inicialmente sintetizados como precursores
lineares mantidos ligados a NRPS por meio de ligacdes tioéster. No
final do processo de elongacdo da cadeia peptidica, o produto final
pode ser liberado na sua forma linear ou sofrer uma etapa adicional
de ciclizagao.

As NRPS sdo gigantescos complexos enzimaticos que podem che-
gar até mesmo a massa de 16MDa no caso da ciclosporina sintetase.®
A maior parte das NRPS conhecidas para fungos apresentam-se como
complexos modulares formados por uma tinica cadeia polipetidica (ci-
closporina sintetase),* enquanto que aquelas descritas para bactérias e
cianobactérias se organizam em pequenas subunidades que interagem
entre si, formando uma tinica NRPS (tirocidina sintetase).®

Os moédulos de uma NRPS sdo pequenas unidades funcionais
responsdveis pela introducio de um substrato especifico na estrutura
do peptideo. Em suma, cada médulo corresponde a um ciclo completo
para a extensdo da cadeia peptidica.’?* Dessa forma, cada médulo
deve conter um minimo de sitios cataliticos basicos para que a NRPS
desempenhe sua funcio, onde cada sitio € responsdvel por uma etapa
especifica da incorporagao do substrato, conhecidos como dominios.
Os dominios bdsicos de um médulo s@o:

Dominio de Adenilacio (Dominio A). Formado por cerca de
550 aminodcidos, responsavel pelo reconhecimento de seu subs-
trato e sua consequente ativagdo com a formagdo de um aminoacil
adenilato.”%

Dominio de Tiolaciao (Dominio T ou PCP — peptidyl carrier pro-
tein). Geralmente constituido por cerca de 80 aminodcidos, o domino
T contém ainda o grupo prostético 4’-fosfopanteteina (4’PP) adicio-
nado pos translacionalmente em um residuo conservado de serina em
cada mddulo pela agio da 4’-fosfopantateina transferase.”*

Dominio de Condensacgao (Dominio C). Entre os consecutivos
dominios A e T de cada médulo hd um dominio C que € formado por
cerca de 450 aminodcidos. E no dominio C que ocorre a formagdo da
ligacdo peptidica entre os substratos de médulos adjacentes. Sitios
doadores e aceptores no cerne do dominio C sdo, na verdade, os
direcionadores da elongacdo da cadeia peptidica por meio do ataque
nucleofilico do grupo o-amino livre de um substrato no sitio aceptor
a ligagdo tioéster de um substrato vizinho (aminoécido ou peptideo)
no sitio doador.”#2

Todo o processo € energeticamente custoso sendo que nas etapas
de adenilacdo, tiolagdo e epimerizacdo hd o requerimento de ATP.
Analogamente a sistemas ribossomais de sintese, a elongacdo da
cadeia ocorre via “crescimento da cabega” (Figura 5).%° O conjunto
desses dominios bdsicos € suficiente para a formacdo de uma cadeia
peptidica que permance ligada a enzima por meio do dltimo dominio
T. Para que o peptideo seja liberado da enzima, um dominio adicional
estd presente na por¢do C-terminal da NRPS. O dominio de tioes-
terificagdo ou clivagem (Dominio TE ou CV) € crucial para a fun-
cionalidade da NRPS e € formado por cerca de 280 aminodcidos.”s%
Baseado no ataque nucleofilico de um sitio com serina ao peptidil-



Vol. 32, No. 5

tioéster preso no ultimo dominio T, o peptideo pode ser liberado ou
por hidrdlise na forma de um peptideo linear ou ainda sofrer uma
reagdo intramolecular originando um peptideo ciclico (Figura 6). O
modo de liberagdo de cada peptideo depende da organiza¢do modular
de cada NRPS. No caso de peptideos ciclicos, nos quais a formacao

Reconhecimento e ativagdio de um 2
ino4cido R1 pelo dominio de Adenilag g
SH \\
e
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2 ptaque  nucleofilico do
grupo tiol com a formagéo do
tioéster e liberagdo do AMP

Elongagédo da cadeia peptidica no
dominio de Condensagéo (C)

3 Ataque nucleofilico da amina
do aceptor em diregdo ao doador HN R,
tioéster elétrofilico Ry
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Figura 5. Mecanismo quimico envolvido na ativagdo, tiolagdo e formagdo
da ligagdo peptidica de dois mddulos iniciais da peptideo sintetase. De
inicio, hd a formag¢do do aminoacil adenilato com posterior transferéncia
deste para o grupo sulfidrila do 4’-fosfopanteteino e liberagido de AMP. A
ligagdo peptidica ocorre entre dois aminodcidos tioesterificados no dominio
de condensagdo (sitios aceptor - a - e doador - d) com resultante formagdo
de um dipeptideo que permanece ligado ao PCP, até o processo de estdgio
de condensag¢do com o mddulo seguinte, enquanto o PCP, fica livre para
receber outro aminoacil adenilato
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Figura 6. Esquema de uma tripeptideo sintetase hipotética. Apos o carrega-
mento dos dominios de adenilagdo com os aminoacil adenilatos, os mesmos sdo
transferidos para o grupo tiol do 4’-fosfopanteteino adjacente ao dominio A. Em
seguida, ocorre a elongagdo da cadeia peptidica nos dominios de condensagao.
No médulo 2 é representado um dominio de epimerizagdo (E), convertendo o
L-aminodcido na forma D. No dominio de clivagem (CV) o tripeptideo formado
é liberado da multienzima ou pela hidrélise, liberando um peptideo linear, ou
por um processo de ciclizagdo, gerando um andlogo ciclico
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da estrutura ciclica envolve a reagdo “cabega-cauda”, o processo de
ciclizagdo pode ocorrer no dominio C com base na ocupacdo adequada
de seus sitios doadores e aceptores.”

Além dos dominios A, T, C e TE bdsicos para todas as NRPS,
outros dominios adicionais podem compor a estrutura de um ou mais
mdédulos de acordo com o produto final.®” O dominio de Epimerizagao
(Dominio E) com cerca de 450 aminodcidos catalisa a racemizagio
dos L-aminoécidos, permitindo a presenca de D-aminodcidos nos
peptideos formados. Adicionalmente, um peptideo pode sofrer
metilacdes ao longo de sua formacdo auxiliada pela NRPS, o que ¢
conhecido por dominios de metilacdo (Dominio Mt) formados por
cerca de 420 aminoécidos. Ha nesse dominio outra particularidade que
envolve o ponto onde ocorrerd a metilagdo, podendo o grupo metila ser
introduzido no grupo amino (N-metilagio) ou carboxi (C-metilacdo),
ambas dependentes de S-adenosilmetionina (SAM).78828387

A estrutura e a organizagdo de uma dada NRPS pode ser predita,
com ressalvas, a partir de seu produto final, pois na maior parte dos
mecanismos conhecidos o processo ocorre de modo colinear.** No
entanto, o seqiienciamento do genoma de muitos organismos facili-
tou a identificagio ou até mesmo a revisdo da estrutura de NRPS. A
abordagem gendmica € possivel gracas a existéncia de seqiiéncias
altamente conservadas no arcabouco das NRPS como aquelas para
os dominios A, T e C.38%

A caracteristica de sintese modular dos peptideos nao-ribosso-
micos confere a vantagem de se empregar esses compostos como
candidatos para abordagens de biossintese combinatdria de rearranjos
ou simples substitui¢do dos médulos. De fato, a manipulacio genética
das NRPS configura-se em uma estratégia promissora para a obtencao
de novos produtos com aplica¢des farmacéutica, agricola e industrial.
Cada médulo, bem como cada dominio de uma NRPS mantém sua ati-
vidade catalitica mesmo se separada do seu complexo multimodular,
deixando claro que cada mddulo € uma subunidade semiautdnoma de
sintese.® O funcionamento dessas “biofdbricas” vem sendo bastante
lteis em biotecnologia tendo como base a manipulagdo das NRPS.#
Acredita-se que somente pela alteracdo da especificidade do Domi-
nio A para substratos distintos seja possivel criar novas alternativas
para a producdo de peptideos inéditos e, baseado em ensaios com
receptores moleculares especificos, planejar, de forma racional, o
desenvolvimento de novas estruturas bioativas.

Ferra et al. deletaram os dominios TE da por¢do C-terminal da
surfactina sintetase, e obtiveram colonias que produziam a surfac-
tina.”* A realocagdo desses dominios em outra por¢do da enzima
resultou na sintese de peptideos com comprimentos reduzidos, de-
monstrando a importancia da organizag¢do dos dominios das NRPS.
Mootz et al. usaram uma estratégia distinta onde construiram um
hibrido trimodular a partir dos dois primeiros médulos da tirocidina
sintetase formando o peptideo planejado.’’ Uma conclusio relevante
desses experimentos € que a natureza pode ter gerado, de modo muito
semelhante ao evidenciado nesses exemplos, a diversidade de NRPS
a partir da manipulagdo de genes.

Aliado com a expansdo dos conhecimentos sobre a biologia
molecular e os mecanismos genéticos de sua biossintese, acredita-
se que seja possivel obter um nimero quase ilimitado de peptideos
altamente ativos.”” A reprogramacdo de sequéncias de NRPS para
a produgdo de compostos novos com aplicac¢do tecnoldgica de im-
portantes peptideos hormonais de vertebrados € certamente uma das
dreas mais promissoras da quimica de produtos naturais, mas também
um grande desafio.

Ciclotideos: peptideos macrociclicos

Proteinas ciclicas estdo distribuidas nos mais variados grupos
de seres vivos, desde microrganismos até os vertebrados e plantas
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superiores, e estdo envolvidos nos processos fisioldgicos desses orga-
nismos, e marcadamente nos mecanismos de defesa de plantas.” Tais
moléculas apresentam em sua cadeia polipeptidica 14-78 residuos de
aminodcidos e podem ser claramente distinguidos de acordo com sua
estrutura tridimensional (Figura 7). H4 pouco mais do que cinco anos,
pequenas proteinas circulares foram reconhecidas nos vegetais devido
a sua importincia para o desenvolvimento de novos farmacos, princi-
palmente devido as suas caracteristicas fisico-quimicas e estruturais
muito peculiares. Esses compostos macrociclicos reservam em sua
cadeia polipeptidica 29-37 residuos de aminodcidos proteinogénicos
sendo seis deles, residuos de cisteina altamente conservados e envol-
vidos em trés ligagdes dissulfeto, além de apresentarem a ciclizagio
“cabega-cauda”. Na natureza, nenhuma outra proteina ciclica exibe
tais configuragdes estruturais, de modo que compdem uma nova classe
de substancias, encontradas exclusivamente na biomassa vegetal.
Craik et al. nomearam essa nova classe de substancias protéicas como
ciclotideos (ciclo-peptideos).>

Kalata B1 foi o primeiro peptideo macrociclico vegetal a ter sua
estrutura completamente elucidada (Quadro 2). A partir de entdo,
outros foram isolados da biomassa vegetal e a comparacdo com
o protdtipo kalata B1 revelou as semelhangas estruturais dessas
moléculas.

Subtilosina A (32 aa) %697
Bacillus subtilis

&

Bacteriocina AS-48 (70 aa) %3
Enterococcus faecalis

RTD-1 (18 aa)
Macaca mulatta

%

Kalata B1 (29 aa) %8¢
Oldenlandia affinis

A

STFI-1(14 aa) 100101

3595
MCoTl-11(34 aa) Helianthus annus

Momordica cochinchinensis

Figura 7. Estrutura tridimensional de seis mini-proteinas circulares de ocor-
réncia natural (moléculas foram manipuladas a partir dos arquivos obtidos
do site RCSB Protein Data Bank)”

Inicialmente, pensou-se que os ciclotideos fossem uma variagao
das defensinas vegetais devido as semelhancas estruturais observadas.
As defensinas sdo pequenas proteinas (45-54 residuos de amino4ci-
dos) que retém em sua estrutura oito residuos de cisteina altamente
conservados e que formam quatro ligagdes dissulfeto, responsdveis
pela estabilizacdo de sua estrutura tridimensional.!®® O conjunto dos
residuos de cisteina, bem como a organizacio das ligacdes dissul-
feto formada € conhecida como “né de cistina” (Cystine Knot-CK),
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Quadro 2. Kalata Bl - do conhecimento popular a descoberta
cientifica

Gau identificou nesse cha um

composto protéico com 29
residuos de aminodcidos que
recebeu o nome kalata BI,
responsavel pela agdo
uterotonica do cha.

/’\1 década de 70, voluntarios

da Cruz Vermelha na atual
Republica do Congo (antigo
Zaire) registraram uma alta
taxa de complicagdes no parto
de mulheres da tribo Lulua,
fazendo-se necessarias
intervengdes cirirgicas.
Lorents Gran, um médico
noruegués, notou que essas
mulheres preparavam um cha
com as folhas de uma planta
chamada kalata-kalata na
lingua Tsjiluba

Gran também notou que as
partes aéreas de O. affinis
eram coletadas na estagdo
chuvosa e entdo seca para o
uso posterior. Essa foi a
primeira informagdo sobre a
sazonalidade da expressao dos
ciclotideos.?d Porém, tanto a
seqiiéncia polipeptidica
quanto a natureza ciclica
dessa molécula permanecia
desconhecida. Somente 25
anos depois, Seather et al.
descreveram completamente a
estrutura de kalata Bl, bem
como seu arranjo

Qbalho de parto.” / Q’idimensional1'1111co.93579 /

presente ndo somente nas defensinas, mas também em fatores de
crescimento, inibidores de tripsina (MCoTIs)*¢ e inibidores de
carboxipeptidase A de batata.'* Distribuidas desde moluscos, insetos,
vertebrados e vegetais, as defensinas sdo moléculas envolvidas na
resposta imune inata, um sistema de defesa primitivo no combate as
infecgdes microbianas.!® Verificou-se ainda que os genes codifica-
dores para algumas defensinas sofrem mutacdes muito rapidamente
a fim de se manter o fenétipo adaptativo do organismo.'®

A similaridade estrutural dos ciclotideos com as defensinas
vegetais associada com a acdo antimicrobiana e inseticida de certos
ciclotideos levou a construcdo da hipétese na qual os ciclotideos
se configurariam como moléculas chave do sistema de imunidade
inata dos vegetais. No entanto, algumas diferencas entre defensinas
e ciclotideos possibilitaram caracterizd-los como grupos distintos,
embora envolvidos no mesmo conjunto de reacdes fisioldgicas.
O primeiro ponto de distingdo pode ser encontrado no cerne das
atividades bioldgicas. Defensinas vegetais sdo incapazes de inibir
a infeccdo bacteriana, exibindo essencialmente agdo antiftingica e
inibidora de enzimas digestivas (o-amilase).!”> Em contrapartida, os
ciclotideos sdo ativos contra um amplo espectro de microrganismos,
bactérias ou fungos, e sdo capazes até mesmo de inibir proteinases
digestivas (inseticida).!” Para o organismo vegetal, o conjunto
defensina-ciclotideo varre quase a totalidade dos mecanismos de
defesa inata, cada qual agindo sobre alvos especificos. Por fim, a
diferenca mais marcante entre tais grupos reside nas caracteristicas
estruturais dnicas dos ciclotideos.

Nas defensinas, o “n6 de cistina” formado por quatro ligagdes dis-
sulfeto € o principal responsavel pela manutencio da estrutura ciclica
e defini¢do do arranjo 3-D da cadeia polipeptidica. Para as defensinas
vegetais de Raphanus sativus L. - Rs-AFP-1 e Rs-AFP2!"71% _ duas
ligagdes dissulfeto estabilizam uma porcéo o-hélice/conformacéo-f3,

landia affinis (Roem. & Schult) DC

O cha era ingerido a fim de
aumentar  as contragdes
uterinas e com isso acelerar o
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onde dois residuos de cisteina estdo na o-hélice (separadas por duas
voltas completas da hélice), que formam a ligacdo com dois residuos
de cistefna presentes na conformagao-f3 mais posterior (separados por
um tnico residuo de aminoécido) (Figura 8).!%

O alinhamento dos residuos de todas as defensinas vegetais ja des-
critas na literatura (referenciados pelos residuos de cisteina altamente
conservados) revela um grau de similaridade de 25% na seqiiéncia
peptidica.'® Esse dado comprova a presenca de residuos de cisteina
na estrutura peptidica e a homologia dessas defensinas.

Rs- Rs-
AFP1 AFP2
Q Q
K K
L L
— C C

—OXZ2RXROPZ2Z2Z200<OVEAOLTOTD
—OXZRXROPZZZO00<OVEAOLTD

DU M<ONO—-—O0OXIPUINKC<Z2O0VLOAIIPAMr
OV MNM<O=-O0OXIPUIUNKC<ZO0LOIDIP>PAMCr

Figura 8. Estrutura das defensinas vegetais. Na por¢do superior estd re-
presentada a seqiiéncia de aminodcidos das proteinas antifiingicas 1 e 2 de
Raphanus sativus L. (Rs-AFP 1 e Rs-AFP 2 - Raphanus sativus Antifungal
Protein). Em amarelo estdo representados os residuos de cisteina altamente
conservados,; em vermelho, os residuos diferentes para esses compostos; em
marrom, as quatro ligagdes dissulfeto formadas. Na por¢do inferior estdo
representados os elementos de estrutura secunddria das Rs-AFP1 e Rs-AFP2.
A espiral indica a por¢do de a-hélice e as setas as porgoes de fita-p de Rs-
AFPI e Rs-AFP2. Adaptada da ref. 103
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O “né de cistina” nos ciclotideos € estruturado de tal modo que
um anel macrociclico € formado por duas ligagdes dissulfeto (Cys'-
Cys' e Cys'-Cys"), enquanto que a terceira ligagdo dissulfeto (Cys'-
Cys"') penetra nesse anel. Baseado na similaridade das seqiiéncias
do ciclotideos conhecidos mostrou-se que o né de cisteina (CK) €
comum a todo o grupo.** Esse modelo de CK presente nos cicloti-
deos caracteriza o grupo de CK-inibidores, diferindo daqueles onde
o anel macrociclico € penetrado pela ligacao dissulfeto Cys'-Cys'"
(CK-fatores de crescimento).'” Fica patente que a construg¢do do “né
de cistina” categoriza grupos distintos geométrica e topologicamente
que ndo sdo sobreponiveis e com atividades biolégicas distintas.''
No entanto, a peculiaridade estrutural observada nos ciclotideos pode
ser entendida com a manutengdo da estrutura baseada na ciclizagao
“cabecga-cauda” da cadeia polipeptidica, definindo o que Craik et al.
nomearam de “né de cistina ciclico” (cyclic cystine knot-CCK — Figu-
ra9).3>Tais caracteristicas conferem aos ciclotideos maior estabilidade
adegradacio térmica, quimica e enzimdtica, tornando-os uma classe
Unica e inédita na histéria da quimica de produtos naturais.

A B Cu
(2
Cy
o @
cl Cv

Figura 9. Ciclotideo modelo — Kalata B1. A — Esquema tridimensional em
Cartoon, construido com Pymol, mostrando as ligagoes dissulfeto em amarelo
(molécula manipulada a partir do banco de dados PDB);*>* B — Diagrama
esquemdtico evidenciando os residuos de aminodcido que formam os loops
(roxo) do ciclotideo kalata Bl e os residuos de cisteina envolvidos na CCK
(amarelo)

O arranjo 3-D dos ciclotideos € definido pelo CCK e apresenta
um desvio angular da geometria [3.2332%11! Interessantemente, um
novo grupo de peptideos macrociclicos parece dividir algumas ca-
racteristicas estruturais com os ciclotideos. Os peptideos MCoTI-I
e MCoTI-II isolados de sementes de M. cochinchinensis foram ini-
cialmente enquadrados como os primeiros inibidores de tripsina de
natureza ciclica. Ambos sdo constituidos por uma cadeia polipeptidica
de 34 residuos de aminodcidos e a estrutura ciclica contém tanto o
CK (formado por trés ligacdes dissulfeto com o mesmo padrdo de
conectividade dos ciclotideos) quanto a cicliza¢io “cabega-cauda”,
caracterizando assim um grupo de peptideos macrociclicos CCK.»
Entretanto, quando feito o alinhamento das seqiiéncias primarias dos
inibidores de tripsina de Cucurbitaceae com os ciclotideos conhe-
cidos, evidenciou-se pouca ou nenhuma similaridade além dos seis
residuos de cisteina altamente conservados para ambos. No entanto,
48-70% de identidade na sequéncia dos residuos foram encontrados
para outros inibidores de tripsina de Cucurbitaceae.? 336 Assim,
a relacdo evolutiva entre essas suas classes distintas de peptideos
macrociclicos ainda é obscura merecendo estudos adicionais de
biossintese.

E possivel ainda identificar na estrutura 3-D de um ciclotideo
seis loops, que sdo regides topologicamente fundamentais para as
atividades bioldgicas dos ciclotideos, nos quais as cadeias laterais
dos aminodcidos s@o expostas e modulam as atividades bioldgicas
exibidas pelos ciclotideos (Figura 9). Baseado na andlise da estrutura
primdria da cadeia polipeptidica dos ciclotideos ja descritos € possivel
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dividi-los em duas subfamilias. A presenca de uma ligagao peptidica
cis-prolina no loop 5, confere a estrutura do ciclotideo uma tor¢éo na
sua estrutura tercidria, caracterizando a subfamilia Mobius®® - kalata
B1,” violapeptideo 1! e varv peptideo A-H.">!3 A auséncia da li-
gacdo cis-prolina, ou seja, todas as ligagdes peptidicas encontram-se
na configuracdo frans, caracteriza a subfamilia Bracelet- circulinas
A-D"*15¢ ciclopsicotrideo A.''

O alinhamento dos loops dos ciclotideos conhecidos mostra graus
varidveis de homologia de seqiiéncia polipeptidica tanto dentro quanto
entre as duas subfamilias.'*>!'%!"” Quando comparadas as sequéncias
primadrias dos ciclotideos conhecidos para cada subfamilia, registra-
se 80% de identidade para os ciclotideos Mdbius, enquanto que
para o ciclotideos Bracelet a identidade da cadeia polipeptidica € de
aproximadamente 54% (Figura 10). Possivelmente, o elevado grau
de conservacido das seqiiéncias primdrias dos ciclotideos sugere o
envolvimento desses compostos nos mecanismos de defesa do vegetal
contra o ataque de patégenos.'®

Os loops 1 e 4 estdo diretamente relacionados com a conec-
tividade das ligagdes dissulfeto, de modo que os loops 1 e 4 t€m
fundamental relevancia para a construcio do anel macrociclico que

MOBIUS loop 1 loop 2 loop 3
KalataB1 CGETCVGGT-C---NTP
KalataB2 CGETCFGGT-C---NTP
KalataB3 CGETCFGGT-C---NTP
Kalata$ CGETCVGGT-C---NTP
varvpeptdeoA C GETCV G GT - C - - - NT P
varv peptideo B CGETCFGGT-C---NTP
varv peptideo C CGETCVGGT-C---NTP
varvpeptdeoD C GETCV G G S -C - - - NTP
varv peptideo E CGETCVGGT-C---NTP
violapeptideo 1 CGETCVGGT-C---NTP
vodo M CGESCFTGK-C€C---YTV
vodo N CGETCTLGK-C€C---YTA
1 1} m
BRACELET loop 1 loop 2 loop 3
circulina A CGESCVWIP-CISAA-1L
circulina B G ESEV F I P-BI STL -1
circulina C CGESCVFIP-CITSV-A
circulina D CGESCVWIP-CVTSI -F
circulina E CGESCVWIP-CLTSV-F
circulina F CGESCVWIP-C1ISAA-I
cicloviolina A CGESCVFI1P-CISAA-
cicloviolina B G ESEY VLP-BFTV - - -
cicloviolina C CGESCVFIP-CLTTV-A
cicloviolina D CGESCVF I P-C1ISAA-I
cicloviolacinha0O1 C A ESCV Y I P-CTVTALL
cicloviolacina02 € GESCVW I P-C1I SSA-I
cicloviolacna03 € GESCVW I P-CLTSA-.I
cicloviolacina0O4 € G ESCVW I P-C1 SSA-I
vhrl CAESCVWIP-CTVTALL
kalata B5 CGESCVY Il P-CISGV-
hypa A CAESCVY I P-CTITALL
ciclopsicotrideoA € G ESCV F I P - C TV TALL
palicoureina MG ETIR V I PVERTY SAAL

Quim. Nova

é penetrado pela terceira ligagdo dissulfeto. Pode-se, dessa forma,
entender os loops 1 e 4 como determinantes do CCK e, conseqiien-
temente, essas duas regides exibem alto grau de conservagdo dos
residuos, tanto em tamanho quanto em composi¢do.!?> De fato, o
residuo de dcido glutdmico (Glu®) no loop 1, altamente conservado
nos ciclotideos, parece estar envolvido na estabilizacdo do anel
ciclico pela formacao de ligagdes de hidrogénio com residuos dos
loops 2 e 3 que contém grupos carregados em suas cadeias laterais
como hidroxilas.'?

Outros residuos também sdo conservados devido a sua importan-
cia para o estabelecimento da estrutura tridimensional do ciclotideo.
O residuo de glicina (Gly') no loop 3 é bem conservado para a maior
parte dos ciclotideos. Esse residuo é flanqueador do residuo Cys'"
e acredita-se que essa localiza¢do com tal padrio de conservagio
desempenha, portanto, funcio estrutural para a manutencio do CCK.
Topologicamente, esse residuo de glicina apresenta um angulo @
crucial para o estabelecimento da liga¢do dissulfeto entre Cys'-Cys!Y
do loop 3 no motivo CCK, formando nesse ponto da molécula o seu
menor anel que somente pela presenga de um residuo compacto como
a glicina permite que a ligac@o dissulfeto penetre no nucleo ciclico
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Figura 10. Alinhamento das seqgiiéncias de residuos de aminodcidos para alguns ciclotideos. As seqiiéncias foram alinhadas com base nos residuos de cisteina.

Em amarelo estdo representados os residuos de cisteina altamente conservados; em verde, regides conservadas e que estdo associadas com a conectividade

do “nd de cistina ciclico” ou com a estabilizagdo da estrutura ciclica; em azul, seqiiéncia conservada que caracteriza o sitio de processamento do precursor

biossintético; em vermelho, residuo de cis-Prolina determinante da subfamilia Mobius; em marrom, as ligagdes dissulfeto do “né de cistina ciclico”
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da molécula.’” Os residuos Gly, e Gly,, presentes nos loops 1 e 6,
respectivamente, também sdo conservados e aqueles presentes no loop
2 (Gly’ e Gly®) parecem ser conservados somente para a subfamilia
Mobius e alguns ciclotideos Bracelet.''

Com exce¢ao da palicoureina (5 residuos), o loop 2 é composto
sempre por 4 residuos com seqiiéncias homoélogas bem conservadas
dentro de cada subfamilia. No entanto, as maiores variagdes sio
observadas no corpo do loop 6, onde na subfamilia Bracelet pode
variar de 5-8 residuos, enquanto que para a subfamilia Mobius é
composto por 7 residuos. 328 E justamente no loop 6 que se conserva
a sequéncia RNG(/L)P, a qual pode ser identificada no precursor
biossintético do ciclotideo como uma sequéncia flanqueadora do
sitio de processamento e ciclizagdo.”!% Acredita-se que o residuo
de asparagina (N) seja essencial para as alteragdes pds-traducionais
responsdveis pela clivagem e cicliza¢do do ciclotideo.''®

O conjunto das caracteristicas que formam a estrutura ciclica
destes compostos, ou seja, o CK, as liga¢des de hidrogénio intramo-
leculares e a ciclizacdo cabeca-cauda sdo fatores determinantes de
suas propriedades fisico-quimicas tnicas e que € responsavel pelas
atividades bioldgicas desses compostos. Colgrave & Craik, conclu-
fram em seus estudos com o ciclotideo kalata B1, que a auséncia de
extremidades N- e C-terminal dificulta o seu reconhecimento pelas
proteases o que estd de acordo com a alta estabilidade exibida pelos
ciclotideos frente a degradagdo quimica e enzimatica.'” O CK estd
diretamente envolvido com a estabilidade térmica dos ciclotideos,
mantendo sua estrutura tridimensional intacta mesmo ap6s condi¢des
de fervura, evitando a desnaturagao total ou parcial do ciclotideo. Isto
explica a reten¢do da atividade bioldgica, mesmo apds o tratamento
térmico dréstico.'*

Tabela 3. Atividades bioldgicas dos ciclotideos

Peptideos ciclicos de biomassa vegetal 1273

A prospec¢do de compostos naturais baseados no screnning bio-
guiado identificou alguns outros ciclotideos revelando uma gama diver-
sa de atividades bioldgicas onde os ciclotideos figuravam com agentes
ativos. Desse modo, encontramos ciclotideos como a palicoureina e as
circulinas com acdo anti-HIV; violapeptideo I com agdo hemolitica;
ciclopsicotrideo A e as circulinas (A, B) agindo como antagonista da
neurotensina e kalata B1 com potencial citotéxico (Tabela 3).

Tam et al. sugerem que tal intera¢@o pode ser eletrostdtica, uma
vez que os ciclotideos testados perderam a atividade em condi¢des
salinas drdsticas (100 mM NaCl).'” Essa hipétese também € sus-
tentada pelos experimentos de interagdo com membranas artificiais
feitas por Kamomori et al.'® Os ciclotideos kalata B1 e B6 intera-
giram preferencialmente com membranas lipossomicas contendo
dimiristoil-L-o-fosfatidiletanolamina — DMPE, indicando que esses
ciclotideos interagiram seletivamente com membranas bacterianas.
A interagdo de kalata B1 frente a membranas artificiais construidas
com dodecilfosfocolina foi monitorada usando a Ressondncia Mag-
nética Nuclear (RMN) onde se evidenciou os loops hidrofébicos
como sendo os sitios preferenciais de interagdo com a membrana. Os
residuos carregados Glu e Arg nos loops 1 e 6, respectivamente, sdo
segregados do lado oposto da molécula e, em contato com a cabeca
polar do lipideo e durante a incorpora¢@o na membrana, hd uma ligeira
alteragdio na conformagdo tridimensional de kalata B1.1%’

Embora os mecanismos de agdo dos ciclotideos sob seus alvos
moleculares ndo sejam ainda bem conhecidos, o conjunto das ativida-
des bioldgicas reportadas até o momento e os dados sobre a interacio
com membranas parecem indicar para um modo de a¢io no qual os
ciclotideos se associam com as membranas plasmdticas promovendo
a ruptura da membrana celular.

Ciclotideo Espécie Vegetal F! aa’ Massa® Atividade Poténcia Ref.
Ciclopsicotrideo A Psychotria longipes R 31 3229,5 Antagonista da IC,;3 uM 116
Muell. Arg. neurotensina

Antimicrobiano MIC 1,55 uM 125

Cicloviolacinas A-D  Leonia cymosa Mart. \Y 28-31 2886-3212 Anti-HIV EC,,130 nM 120

Cicloviolacina O2 Viola odorata L. v 30 3141,0 Citotéxico IC,, 0,1-0,3 yM 128

CirculinaA e B Chasalia parvifolia R 30/31 3152/3284 Anti-HIV EC,,40-275 nM 117

Schum. Antimicrobiano ~ MIC0,19¢ 0,41 yM 125

Kalata B1 Oldenlandia affinis R 29 2892,0 Anti-HIV EC,,140 nM 117

(Roem. & Schuld.) DC. Uterot6nico ND 129

Antimicrobiano MIC 0,26 uM 125

Inseticida 0,8 uM/g 106

Hemolitico ND 130

Palicoureina Palicourea condensata R 37 3904,1 Anti-HIV EC,,100 nM 122
Standl.

Varv peptideo A Viola arvensis Murr. v 29 2877.9 Citotéxico IC,,3-6 uM 131

Varv peptideo E Viola arvensis Murr. v 29 28922 Citotéxico IC, 4 uM 131

Varv peptideo F Viola arvensis Murr. \% 29 2959,4 Citotoxico IC,,2,6-7,4 uM 128

Vitri A Viola tricolor L. A% 30 3152,8 Citotéxico IC,,0,6-1 uM 131

! Familias Boténicas, sendo R — Rubiaceae e V — Violaceae. 2 Tamanho da cadeia polipeptidica (n° de residuos de aminoécidos). > Massa
molecular (Daltons). MIC - Minimum Inhibitory Concentration (Concentragio Inibit6ria Minima); ND — ndo determinado; IC, — Concen-

tracdo inibitdria requerida para inibicdo de 50% da liga¢do da neurotensina a membrana celular ou para agentes citot6xicos, a concentragdo

que inibe o crescimento de linhagens tumorais em 50%; EC, — Concentragdo molar de um agonista, ou seja, que prové 50% de protegdo

celular
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ASPECTOS SOBRE A BIOSSINTESE DOS CICLOTIDEOS

As rotas de biossintese que levam aos ciclotideos ainda perma-
necem em grande parte incompreendidas. Questdes fundamentais,
como a localizag@o intracelular do processamento desses compostos,
bem como os fatores que controlam a sua produgio e, principalmen-
te, como procede a ciclizacdo da cadeia polipeptidica, precisam ser
entendidas. A parte de tais lacunas, para o entendimento da bios-
sintese dos ciclotideos, sabe-se que esses compostos protéicos sao
origindrios de um sistema ribossomal de sintese, onde os aminodcidos
sdo ativados pela aminoacil-tRNA sintetase como ésteres de tRNA e
formacéo da ligacdo peptidica nos sitios do ribossomo, ou seja, sdo
produtos génicos verdadeiros.'*>!** Essa via ribossomal € apresentada
em maiores detalhes a seguir, a despeito dos poucos estudos sobre os
mecanismos que regem esse sistema biossintético.

Sintese ribossomal de peptideos

O grande interesse pela busca por novos ciclotideos vegetais
com a expansdo do entendimento de seu papel biolégico e modos
de ac¢do em alvos moleculares ndo reside unicamente nas suas pe-
culiaridades estruturais. O potencial destes ciclopeptideos para o
desenvolvimento de farmacos, creditado aos ciclotideos, € o que
realmente desperta a atencdo tanto da comunidade cientifica quanto
da industria farmac@utica."*!!® Invariavelmente, para que toda a sorte
de possibilidades para a exploragdo do potencial dos ciclotideos
como protdtipos de fadrmacos seja acessivel a criatividade cientifica,
torna-se imperioso o entendimento dos mecanismos moleculares que
regem a sua biossintese.

Assim como as proteinas, os ciclotideos compostos por L-ami-
nodcidos estio sobre o controle direto do genoma do organismo; sdo
produtos da expressdo gé€nica e com isso os mecanismos de regulacio
e sintese podem ser modificados pelas técnicas da biotecnologia/
biologia molecular.'* A identificacdo dos genes que expressam esses
compostos € uma etapa essencial para construcdo de bibliotecas de
peptideos bioativos. E com esse interesse que se propde nio apenas
a bioprospeccao dos constituintes peptidicos, mas também dos genes
envolvidos na sua formacio.'*

Grande parte dos genes responsdveis pela expressdo de pro-
tefnas circulares de micro-organismos, como a micromicina, ja
é conhecida. No entanto, apenas recentemente foram descritos
alguns dos genes que direcionam para a sintese dos ciclotideos
vegetais.” Os ciclotideos vegetais podem ser considerados como
mini-proteinas e todo conjunto de caracteristicas fisico-quimicas
define essa nova classe de substancias como excelentes protétipos
moleculares para desenvolvimento de firmacos proteicos.'* Esses
compostos proteicos sdo produtos genéticos, cujas sequéncias sao
codificadas no genoma do organismo e, embora muito pouco seja
conhecido sobre os mecanismos de sintese e regulagdo desses
compostos, acredita-se que todos sejam derivados de precursores
protéicos extensos com posterior clivagem e ciclizagdo da cadeia
peptidica. Grande parte dos genes responsdveis pela expressdo de
proteinas circulares e alguns ciclotideos ¢ conhecida, mas até o
momento nao foi identificada nenhuma enzima responsavel pela
clivagem e ciclizagdo do polipeptideo. O estudo mais detalhado
das estruturas dos precursores biossintéticos lineares pode revelar
algumas caracteristicas essenciais sobre o processamento dessa
longa cadeia polipeptidica que leva ao ciclotideo.?

Jennings et al. identificaram quatro genes (Oakl-4) para a
expressdo dos ciclotideos kalata B de O. affinis (Roem. & Schult.)
D.C.!""Todos os genes caracterizados codificam um precursor linear
longo contendo 1-3 dominios para o ciclotideo (Figura 11). Ademais,
cada precursor carrega uma por¢io sinalizadora (20 aminodcidos)
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que o direciona para o reticulo endoplasmatico. Dessa forma, os
precursores entram na via secretora da célula, sendo que o processa-
mento posterior do precursor ocorre no interior dos compartimentos
membranosos.

Oak 1
(s B1
-20 1 4 a7 69 98 104
Oak 2 * '
) B6 B3
-20 1 25 47 80 102 132 138
A ¥ A
Oak 3
B7
-20 1 34 56 8591
+
Oak 4
S B2 B2 B2
-20 1 25 a7 79 101 133 155 184 190
roo T

Figura 11. Esquema dos precursores protéicos codificados pelos clones
OaK1-4. Verde - seqiiéncia sinal para reticulo endoplasmdtico; Vermelho -
regioes correspondentes aos peptideos kalata maduros; Azul — segiiéncias de
separagdo entre os dominios dos ciclotideos — N-terminal repetida (NTR);
Bege — seqiiéncias N-terminais pro-dominio (NTPD); Marrom — cauda hidro-

fobica. As setas indicam as posigoes onde ocorre a clivagem dos ciclotideos

do propeptideo. Adaptado da ref. 106

Os dominios para um ciclotideo s@o separados por regides alta-
mente conservadas com 25 aminodcidos, chamados de N-terminal
repetido (NTR). Cada precursor contém ainda uma regidio N-terminal
pro-dominio (NTPD) com extensdo varidvel. Existe somente uma
NTPD por precursor e aparentemente nio desempenha qualquer
funcdo no processo de maturagdo do ciclotideo. Diferentemente,
as NTR conservam uma sequéncia de 25 aminodcidos que formam
uma o-hélice que além de um provavel papel no processamento dos
ciclotideos, estaria diretamente ligado ao transporte do ciclotideos
pela via secretora.'3" 138

De acordo com as observagdes obtidas a partir da andlise da
estrutura e organizacio dos precursores dos ciclotideos kalata B ¢
possivel inferir sobre os sitios de processamento e sua comparti-
mentalizacdo. As ligagdes dissulfeto seriam assim formadas ainda
no cerne do precursor no interior do reticulo endoplasmatico e ap6s
essa etapa os precursores seriam levados ao Complexo de Golgi,
onde acredita-se que ocorra a clivagem e a cicliza¢do do peptideo.'*
O estabelecimento das liga¢des dissulfeto tornaria as por¢des N- e
C-terminais do dominio de um ciclotideo préximas o suficiente
para que ocorra a clivagem e a ciclizagdo. Nesse momento, parece
ser crucial a presenga de um residuo de Asn ou Asp na porgdo C-
terminal que, assim como a N-terminal, € flanqueado por uma triade
de aminodcidos conservados, usualmente Gly-Leu-Pro (Figura 12).
O ciclotideo retém uma c6pia da sequéncia flanqueadora e assim cor-
robora a hipétese de que esse seja o verdadeiro sitio de clivagem.!*
No caso do clone Oak4, com trés copias de kalata B2, a regido
C-terminal € flanqueada pela triade Ser-Leu-Pro e a retencdo da
sequéncia Gly-Leu-Pro no ciclotideo indica que o sitio de clivagem
para kalata B2 ocorra nas ligagdes peptidicas anteriores aos residuos
de Gly N-terminal e Ser C-terminal.'® Muitas proteinases poderiam
catalisar a clivagem do ciclotideo, no entanto, nenhuma enzima que
acomode o residuo de Asn ou Asp na posi¢ao P1 foi encontrada em
vegetais. Contudo, asparaginil endoproteinases isoladas de Canava-
lia ensiformis (L.) DC. sugerem a possibilidade de que a clivagem
bem como a ciclizac@o sejam eventos enzimaticos, mas nao descarta
a possibilidade desses eventos serem autocataliticos.!33!
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Figura 12. Sitios de clivagem e ciclizagdo dos ciclotideos kalata B. O peptideo
retém uma copia das seqiiéncias flanqueadoras. No box azul estdo delineados
os possiveis sitios de clivagem para kalata B1, B3, B6 e B7 e o sitio de clivagem
para kalata B2 com a seqiiéncia SLP, com a clivagem ocorrendo antes dos
residuos G e S. Modificado a partir das refs. 106 e 142

De acordo com a hipdtese acima exposta e aceita atualmente para
descrever alguns pontos cruciais na ordem de desencadeamento dos
eventos que ocorrem na via biossintética dos ciclotideos, acredita-se
que a formagdo das ligacdes dissulfeto seja anterior a clivagem dos
ciclotideos da preproteina precursora e da cicliza¢do.”® %110 Entretanto,
ambos 0s processos, excisdo e ciclizac¢do, e as enzimas envolvidas em
cada passo biossintéticos ndo foram, até o momento, identificados.

Embora se tenha comprovado que a expressdo dos ciclotideos ¢é
mais acentuada nas folhas jovens do que em outras partes da planta,
alguns ciclotideos de Violaceae foram isolados das partes subterra-
neas (raizes) e com composi¢do um tanto quanto distinta daqueles
encontrados em partes aéreas.'% Tal distribuigdo ao longo do corpo
vegetal sugere que certos ciclotideos possam ter acdo direcionada
para determinados patégenos.'!°

A distribui¢do dos ciclotideos, embora restrita a duas familias
de Angiospermae (Violaceae e Rubiaceae) — filogeneticamente
distantes'? — apresentam os genes que os codificam altamente
conservados.'* Entretanto, hd pouco tempo foram identificados, em
algumas espécies de Poaceae, seqiiéncias de DNA para a expressao
de protefnas circulares com altas taxas de identidade com os ciclo-
tideos.?* Essa constata¢@o cria um novo cendrio para a distribui¢do
e evolugdo dos ciclotideos nas plantas superiores. Virtualmente, os
ciclotideos (ou seus genes codificadores) podem estar distribuidos de
modo mais amplo do que originalmente previsto, sendo que abrange
classes tao distintas e evolutivamente divergentes quanto dicotiledd-
neas e monocotiledoneas. Certamente, os genes codificadores para
os ciclotideos devem ter evoluido anteriormente a ciso e entre essas
classes de angiospermas,'*® hd mais de 150 milhdes de anos na era
Mesozdica, a partir de um gene ancestral em comum.*

Atualmente a perspectiva de manipulagdo genética a luz da mo-
derna biologia molecular inspira a construcdo de bibliotecas de genes
para a prospeccdo de novos ciclotideos planejados especificamente
para certos receptores bioldgicos, seja com aplica¢do farmacéutica,
agroquimica ou industrial. A relativa incompreensido dos mecanismos
moleculares in vivo, durante a biossintese dos ciclotideos, torna a
abordagem biotecnoldgica ainda incipiente. Alternativamente, a
sintese em fase sélida avancou muito em relacdo a construciio de
novos compostos peptidicos. A partir da quimica combinatdria,
com relativa facilidade na cicliza¢do da cadeia polipeptidica e no
estabelecimento das ligagdes dissulfeto € possivel sintetizar qualquer
estrutura peptidica. ¥ 14!

A producdo de ciclotideos e a ativacdo de sua expressao empre-
gando-se condigdes controladas em suspensdo de cultura de células
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¢ uma promissora tentativa a fim de se reconhecer os mecanismos
envolvidos na regulacio de etapas metabdlicas.'*> A expressio heterd-
loga, usando microrganismos como células hospedeiras, configura-se
na alternativa mais atrativa para a manipulagao dos genes dos ciclo-
tideos. Entretanto, a expressdao heter6loga completa serd possivel
somente apds a identificagdo de todos os genes e conjuntos génicos
envolvidos na biossintese, inclusive os responsdveis por possiveis
enzimas de clivagem e ciclizacdo. Mesmo na auséncia de uma com-
pleta compreensdo dos passos biossintéticos, kalata B1 e MCoTI-II
foram expressos em c€lulas procaridticas, baseando-se em etapas de
ciclizagdo in vivo por meio de uma versdo intra-molecular da ligacio
quimica nativa (Native Chemical Ligation — NCL).13136.143

De qualquer forma, as miniproteinas circulares, em especial os
ciclotideos, representam uma fabulosa fonte de novos farmacos e as
ferramentas disponiveis para a manipulagdo biotecnoldgica tornam
seu potencial quase ilimitado.

CONSIDERACOES FINAIS

A quimica de produtos naturais até pouco tempo focalizou fun-
damentalmente metabdlitos secunddrios. Com advento da biologia
molecular e de novas ferramentas de andlise de substancias em
matrizes complexas assim como o mapeamento metabolomico de
grupos vegetais, as macromoléculas de plantas e grupos de pepti-
deos de interesse bioldgico passaram a ocupar espaco nos estudos
da fitoquimica praticada nos paises ditos centrais. O fato de termos
uma riqueza bioldgica fantdstica a ser desvendada abre caminhos
alternativos e inovadores para a quimica de produtos naturais que
se faz no Brasil, e os peptideos de plantas assumem importancia
impar neste contexto de novas tendéncias da fitoquimica moderna.
A presente revisdo tem como objetivo instigar a comunidade bra-
sileira que estuda plantas dos vdrios biomas a olhar os peptideos
como uma fonte valiosa de estudo, principalmente de espécies tro-
picais onde muito pouco se sabe sobre suas fungdes de regulagdo,
adaptacgdo e defesa.
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