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RESUMEN

Los ciclotidos son proteinas circulares de alrededor de 28 a 37 residuos de
aminoacidos, poseen una marcada importancia biolégica gracias a su estructura
ciclica que le proporciona estabilidad. En este estudio se realizé una busqueda
bibliografica en las bases de datos EBSCOHOST, Science Direct, Pubmed y ACS
publication. Los articulos seleccionados entre los afios 2010 a 2014 contenian las
palabras claves cyclotides, cyclic peptides, macrocyclic peptides y drugs, se
seleccionaron teniendo en cuenta como criterios de inclusion articulos con texto
completo en ingles, de investigaciones experimentales originales, relacionadas con
el uso de ciclétidos para el disefio de farmacos. Mediante el analisis de los articulos
se encontrd que los ciclétidos tienen un amplio rango de bioactividades tales como
insecticida, uteroténica, antimicrobiana, antiVIH, anticancer, hemolitica,
antagonista de la neurotensina e inhibidora de la tripsina por lo cual se pueden
emplear como bases para la elaboracién de nuevos farmacos que puedan ser
aplicados al tratamiento de distintas enfermedades.

Palabras clave: ciclétidos, proteinas circulares, farmacos, estructura, actividad
bioldgica.
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ABSTRACT

The ciclotydes are circular proteins of 28 to 37 aminoacid that have a unique and
strong cyclic structural motif which confers stability and relevant biological
activities. In this study we searched in data bases EBSCOHOST, Science Direct,
Pubmed and ACS publication to identify relevant studies considering inclusion
criteria such as full-text articles in English, original experimental research related to
the use of cyclotides in drug design. The biological activities of the cyclotides have
been reported as insecticide, uterotonic, antimicrobial, antiHIV, anticancer,
hemolytic, neurotensin antagonist and inhibitor of trypsin which can be used as
basis for the development of new drugs that can be applied to the treatment of
various diseases.

Keywords: ciclotydes, circular peptides, drugs, structure, biological activity.

INTRODUCCION

Los ciclotidos son péptidos aislados a partir de plantas que presentan un esqueleto
ciclico continuo de uniones peptidicas con seis residuos de cisteina que forman
puentes disulfuro para estabilizar la molécula. Esta caracteristica estructural
conocida como el nudo ciclico de cisteina le proporciona a los ciclétidos alta
estabilidad a la degradaciéon térmica, enzimatica y quimica. Esto permite su
intervenciéon en los mecanismos de defensa de las plantas contra el ataque de
microorganismos e insectos. Los bucles del esqueleto del ciclétido corresponden a
las regiones entre los residuos de cisteina que estan constituidas por una diversidad
de aminoé&cidos que podrian ser intercambiados por nuevos aminoéacidos y asi
constituir nuevas estructuras con mejores actividades bioldgica.*

Los ciclétidos se han estudiado ampliamente en especies vegetales, como por
ejemplo, las familias de plantas: Rubiacea y Violaceae, comportandose como
moléculas de defensa contra los depredadores. De igual forma, también presentan
importancia biolégica por poseer actividad uterotonica, antiVIH, antitumoral y
antimicrobiana, por lo que se consideran con potencial farmacoldgico promisorio.?

Debido a la combinacién del nudo de cistina y el esqueleto circular que contienen
los ciclotidos son susceptibles de sintesis quimica, lo cual los hacen mas tolerantes
a una amplia gama de sustituciones de los residuos de aminoacidos; por este
motivo, son efectivos como moldes de péptidos para la introduccion de un amplio
rango de diferentes bioactividades.? En definitiva, el estudio de los ciclétidos ha
generado nuevas posibilidades para la ingenieria de péptidos bioactivos y el
desarrollo de estrategias que permitan sintetizar productos quimicos que
contribuyan al disefio y obtencidon de novedosos farmacos o el disefio de nuevos
ciclétidos mejorados con aplicaciones farmacéuticas.! El estudio se realizé para
lograr la respuesta a la pregunta ¢Cudl es el potencial farmacolégico que presentan
los ciclotidos en la actualidad, de acuerdo a la literatura disponible en las bases de
datos?
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METODOS

Mediante las bases de datos EBSCOHOST, Science Direct, Pubmed, ACS publication,
se realizo la busqueda de articulos de alto rigor cientifico, desde los afios 2010 a
2014, se emplea como palabras clave cyclotides, cyclic peptides, macrocyclic
peptides y drugs. La busqueda se realiz6 limitada a articulos en ingles con los
siguientes requisitos de inclusion: articulos originales con texto completo en ingles,
estudios experimentales con metodologias relacionadas al uso de ciclétidos con
potencialidades orientadas al disefio de farmacos para el tratamiento de diferentes
enfermedades.

RESULTADOS

En las bases de datos consultadas se hallaron en total 2 832 332 articulos, con las
palabras claves escogidas y sus combinaciones (tabla). De los cuales se
seleccionaron 20 referencias que cumplieron con los criterios de inclusion. De igual
forma fue tenida en cuenta la relevancia del estudio y su marcada relaciéon con el
tema. Para desarrollar de forma acertada el andlisis de los articulos concernientes
al uso de la estructura rigida de los ciclétidos como plataformas para el
mejoramiento de farmacos.

Tabla. Resultados del ndmero de articulos hallados en las bdsquedas
en las bases de datos

Palabras clave Ebscohost Sg.{?nce Pubmed Scopus Totales
irect
1. Cyclotides 30 226 273 5 534
2. Macrociclic 19 6 226 2 090 10 8 345
peptides

3. Cyclic peptides 1025 112 719 1 10 113 755
4. Drugs 533 464 1 986 349 109 438 1 970 26321 221
1y 2 3 a0 44 ] 137
1y 3 12 157 244 1 414
1y 4 16 172 44 4 236
2y 3 2 3 512 452 2 3 968
2y 4 10 3 929 197 2 4 138
3y4 320 5 7667 11 585 12 69 584
Totales 534 901 2171 047 124 368 2 016 2 B32 332

PROTEINAS CIRCULARES

Las proteinas son moléculas formadas por una cadena lineal de aminoacidos que se
pliega en el espacio, adoptando una configuracion tridimensional determinada que
define su funcion biolégica. Sin embargo, este caracter lineal de las proteinas
convencionales resta estabilidad a las moléculas, pues sus extremos, muchas veces
flexibles, sirven de diana para numerosas enzimas proteoliticas. Para evitar esta
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situacion, algunas proteinas presentan modificaciones postraduccionales tales como
acetilaciones, hidroxilaciones o glicosilaciones, que las hace resistentes a las
exoproteasas.®

En los hongos y las bacterias se describe la produccion de moléculas denominadas
péptidas ciclicas (menos de 12 aminoacidos) de sintesis no ribosémica, que son
sintetizados gracias a la existencia de enzimas con actividad péptido sintasa. Estos
péptidos resultan menos sensibles a las proteasas ya que presentan aminoacidos
modificados mediante metilaciones, cambios en la quiralidad y enlaces no
peptidicos, ademas, algunos de ellos para aumentar su estabilidad, establecen
conexiones intramoleculares mediante puentes disulfuro, que hacen que, al menos,
parte de la molécula adopte una estructura ciclica.*

Hasta el momento no existen mecanismos que expliquen que los extremos de las
proteinas no puedan estar unidos por enlaces peptidicos al igual que el resto de la
cadena, por lo cual, se admite la existencia de proteinas circulares de sintesis
ribosémica descritas en microorganismos, plantas y animales. Se trata de
moléculas constituidas por ciclos continuos de uniones peptidicas, por tanto,
carentes de extremos amino o carboxilo y con estructura tridimensional definida.
Son moléculas bien diferenciadas de los péptidos ciclicos de sintesis no ribosémica
descritos previamente.* Actualmente las proteinas circulares se convierten en
blanco de primera linea de investigacion, debido a sus ya comprobadas ventajas e
interés biotecnoldgico.

Existen diversidad de proteinas circulares de origen natural con una estructura
tridimensional bien definida y motivos que se repiten regularmente en su estructura
secundaria, sin diferencias notables con los que aparecen en las proteinas lineales;
dentro de este vasto grupo de proteinas, se encuentran las producidas por plantas,
denominadas también ciclotidos, las cuales constituyen el grupo mas abundante de
proteinas circulares. El descubrimiento de estas proteinas macrociclicas bioactivas
se produjo en la década de los afios setenta con la busqueda de nuevos
compuestos para aplicacion en medicina natural.*

CICLOTIDOS: proteinas circulares producidas por plantas

Los ciclotidos conforman una familia de miniproteinas circulares, aislados de varias
especies pertenecientes principalmente a tres familias de plantas Rubiaceae,
Violaceae y Cucurbitaceae, con un amplio rango de bioactividades; son proteinas
ciclicas con 28 a 37 residuos de aminoécidos, la diferencia fundamental con las
proteinas tradicionales, es que estan constituidas por un ciclo continuo con uniones
peptidicas y ademéas poseen tres puentes disulfuro que enlazan los seis residuos de
cisteina formando de esta manera un nudo ciclico de cistina (NCC). Este nudo de
cistina se forma cuando los dos puentes disulfuro enlazan extremos opuestos de
segmentos peptidicos del anillo, los cuales a su vez estan atravesados por un tercer
puente disulfuro, de esta manera, la combinacion del nudo de cistina y el esqueleto
ciclico forman el nudo ciclico de cistina (NCC).5

El NCC, también denominado como motivo CCK (Cyclic-Cystine-Knot) es la
responsable de la gran rigidez estructural y notable estabilidad térmica, quimica y
enzimética, caracteristicas que los diferencian de los péptidos lineales; puesto que
la estructura lineal le resta estabilidad a la molécula y son mas susceptibles a
transformaciones enzimaticas o quimicas. Razo6n por la cual, los ciclétidos se
convierten en objeto de investigacion e interés para las industrias farmacéutica y
agricola en general.®
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A pesar del pequefio nimero de aminoacidos existentes en la molécula y la
presencia de residuos muy conservados, los ciclotidos muestran un grado de
diversidad que permite su division en dos subfamilias (Mobius y Bracelet) de
acuerdo con la similitud en la secuencia, tamano de las asas, estructuras e incluso
mecanismo de accidn.* Los ciclotidos en general se nombran con base a los seis
residuos de cisteina enumerados con nimeros romanos de uno a seis en el orden
en el cual se encuentran en la linea precursora (Fig.). En los bucles (vueltas) del
esqueleto del ciclétido estan representadas las cadenas de aminoéacidos
responsables de las diversas actividades que presentan los mismos.5

Bucle 6

Bucle 5

Bucle 3

Bucle 2

Fig. Estructura de los ciclétidos. Ilustracion tridimensional de la estructura del
cicldtido mostrando el motive CCK (cisteinas etiquetados I-1V), y de los lazos
inter-cisteina (con la etiqueta 1-6). El motive de CCK se caracteriza por una
cadena principal de péptido ciclico y puentes disulfure (I-IV, II-V, III-VI}, que
se indica mediante barras gruesas de color azul. La estructura general contiene
pliegues beta antiparalelos (indicadas por flechas grandes de color naranja).

Fuente: propia de los autores.

ORIGENES DE LOS CICLOTIDOS

Su descubrimiento se enmarca entre 1960-1970, cuando mujeres en el Congo
(Africa) utilizaban las infusiones de la planta Oldenlandia affinis (Rubiaceae) para
acelerar el trabajo de parto, mas tarde el agente activo fue aislado y se descubrio
que el ciclétido estaba constituido con 30 residuos de aminoéacidos y se le denomio
Kalata B1.7® Originariamente, estos péptidos macrociclicos fueron descubiertos en
programas de tamizado al azar o mediante estudios etnofarmacoldgicos de especies
nativas, como fue el caso del Kalata B1. Las circulinas, aisladas de Chassalia
parvifolia Shumann (Rubiaceae) fueron descubiertas por un tamizado al azar pero
con actividad antiVIH. Varios péptidos de distintas especies de Viola fueron
descubiertos a partir de un tamizaje de actividad hemolitica.®
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SUBFAMILIAS DE LOS CICLOTIDOS

Los ciclotidos se dividen principalmente en dos subfamilias, Brazalete y Mobius,
esta clasificacion se basa en la presencia o la ausencia de un residuo de cisprolina
en el bucle5. Las subfamilias también se diferencian por el tamafio y contenido de
aminoécidos.'°

Los miembros de la subfamilia Mobius se caracterizan por la presencia de un enlace
peptidico en cis delante de una pro conservada del asa 5, que introduce un giro en
la cadena peptidica. Estos ciclotidos poseen 29 o 30 aminoacidos mayoritariamente
hidréfobos, de los cuales el 60 % estan muy conservados, por lo que la diversidad
en este grupo es limitada. A esta subfamilia pertenecen los ciclétidos Kalata B1 y
Kalata B2.2

Se han descrito méas de 60 miembros de la subfamilia Bracelet. Todos ellos carecen
del enlace peptidico en cis, por lo que se representan como un brazalete. Estas
moléculas presentan entre 28 y 31 residuos, que son s6lo 10 de los 20 aminoacidos
naturales. Ninguna de las asas de las moléculas esta conservada. Tan sélo 10
residuos estan conservados (las 6 cis responsables del motivo CCK). Pertenecen a
esta subfamilia la circulina Aty la cicloviolacina O1.%2

CICLOTIDOS EN LAS FAMILIAS DE PLANTAS CURCUBITACEAE, RUBIACEAE Y
VIOLACEAE

Méas de 160 ciclotidos se han elucidado de estas tres familias hasta ahora, y es la
familia Violaceae la que contribuye con un porcentaje mayor, dado que en ella se
han encontrado ciclotidos en todos los géneros investigados hasta el momento.®
También estan en la familia Fabaceae con uso en medicina tradicional al facilitar el
trabajo de parto, de manera similar con el primer ciclétido aislado (Kalata B1).° Los
ciclétidos se encuentran en una amplia gama de tejidos incluyendo hojas, flores,
tallos y raices.®

Kalata B1, las circulinas, cyclopsychotride, varios péptidos de Viola arvensis Murray
(Violacea) se descubrieron en programas de cribaje al azar o mediante estudios
etnofarmacolégicos de especies nativas.® Estos péptidos tienen distintas actividades
biolégicas: kalata B1, cyclopsychotride A y circulinas A y B inhiben el crecimiento de
microorganismos y la kalata B1 posee actividad insecticida.®

Pranting M y Cols!? determinaron la actividad antibacteriana del cicl6tido
Cycloviolacin de O2 (cy0O2) aislado de Viola odorata contra Salmonella entéricas
erovar Typhimurium LT2, Escherichia coli y Staphylococcus aureus; sus resultados
demostraron que CyO2 inhibia eficazmente el crecimiento de Salmonella entéricas
erovarty phimurium LT2 y Escherichia coli, mientras que contra Staphylococcus
aureus no poseia elevada actividad. Dichas conclusiones concuerdan con los
estudios de Tang y cols'* quienes indicaron que los cicldtidos aislados de las
especies Viola labridorica (Violaceae) son inactivos frente a Staphylococcus aureus.

Las anteriores evidencias sugieren que los ciclétidos intervienen en los mecanismos
de defensa contra microorganismos, debido a su presencia en todas las especies
hasta ahora examinadas de la familia Violacea, entre las cuales se destaca la
especie Psychotrial eptothyrsavar, Longicarpa (Rubiaceae).'® Sin embargo, la
distribucion de estos aun no ha sido dilucidada por completo en la familia de
plantas Rubiaceae. Por tanto, se hace necesario mas investigaciones que permitan
caracterizar e identificar los ciclétidos presentes en las especies vegetales.
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ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS CICLOTIDOS

Los ciclétidos se consideran de gran importancia en el campo medicinal y
farmacéutico, al tener gran potencial como moléculas lideres para el desarrollo de
nuevas drogas y nuevos agentes agroquimicos.'®

El descubrimiento inicial del primer ciclétido Kalata B1 fue motivado por la
observacion de las contracciones uterinas después de la ingestion de una infusion
de las hojas de la planta Oldenlandia affinis.1” La actividad anti-VIH, se observé por
primera vez y fue llevada a cabo por el Instituto Nacional del cancer en EE. UU
como resultado de un tamizaje de productos naturales a los cuales se les realiz6
analisis de RMN y se determind la presencia de dos péptidos mas resistentes que el
péptido estandar; ademas, se ejecutaron métodos de secuenciacion y se
consideraron como péptidos con actividad anti-VIH ! Sin embargo, la verdadera
razén por la cual los ciclétidos son producidos por las plantas es para intervenir en
los mecanismos de defensa contra plagas; es por esto que el papel principal de los
ciclotidos es comportarse como agentes insecticidas en los cultivos, ya que causan
un retraso marcado del crecimiento y desarrollo de los insectos.1®

Los estudios de antimicrobianos demuestran que algunos ciclétidos actian sobre
diferentes clases de bacterias; por ejemplo, el Kalata B1 presenté actividad frente a
la bacteria grampositiva Staphylococcus aureus; mientras que circulina Ay
cyclopsychotride A actuaron contra bacterias grampositivas y gramnegativas.'?

Todas estas actividades tienen la caracteristica comun de estar asociadas con la
desorganizacion de las membranas; ademas, de formar poros grandes en las
bicapas lipidicas, aunque las membranas probablemente sean el sitio de accion de
su funcién natural en las plantas como moléculas de defensa. En general, los
ciclotidos parecen tener preferencia por la fosfatidietanolamina g, la cual le da
mayor afinidad por las membranas en fase desordenada como sucede con el Kalata
Bl.18’19

DISCUSION

La aplicabilidad de los péptidos lineales, como drogas, es potencialmente limitada
por su susceptibilidad al clivaje proteolitico y por su escasa biodisponibilidad; estas
limitaciones podrian ser superadas con el empleo de la estructura de los ciclétidos
como andamiaje para el desarrollo de nuevas drogas con diferentes actividades.

El amplio rango de actividades bioldgicas atribuidas a los ciclétidos indica que la
estabilidad provista por NCC los convierte en modelos promisorios para nuevos
agentes en las industrias farmacéutica y agricola. Por esto se explora en disefiar
estas miniproteinas ciclicas, con el fin de desarrollar analogos sintéticos,
metabdlicamente estables, en los que se pueda disociar la accién farmacoldgica
especifica de la citotoxicidad para producir potenciales modelos terapéuticos.?°
Sobre esta estructura podrian injertarse aminoacidos diferentes a los de la
secuencia nativa para obtener nuevas funcionalidades y actividades.?*

En los bucles estan expuestas las cadenas de aminoacidos responsables de las
diversas actividades de los cicl6tidos, un analisis en su secuencia da idea de las
variaciones estructurales que podrian ser posibles en el disefio de nuevos ciclétidos
con aplicaciones farmacéuticas.

390
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Farmacia. 2015;49(2):384-393

Actualmente la existencia de productos farmacéuticos por descubrir es una de las
razones mas importantes para el estudio de las plantas, de las cuales provienen
unas moléculas de gran trascendencia como son los ciclétidos (miniproteinas
ciclicas). Estas moléculas son promisorias en la produccién industrial de farmacos al
ser aislados directamente de plantas o mediante su obtencion por sintesis, los
inconvenientes de los péptidos lineales se superan con el empleo de la estructura
de NCC de los cicldtidos, como base para el desarrollo de nuevos medicamentos.
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