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Introduccién

Los ciclopéptidos son compuestos de interés debido a su bioactividad y al desafio
que plantean su aislamiento, purificacion, y en especial, su elucidacion estructural. Se
han descripto en animales, plantas, hongos, bacterias, insectos y seres humanos, con
una variedad de actividades, como: citotdxica, citostatica, antifingica, antiviral,
antibacteriana, estimulante de las plantas, insecticida, anti-malarica, estrogénica,
sedante, nematicida, inmunosupresora e inhibidora enzimatica.

Los ciclopéptidos pueden estar formados por L-a-aminoacidos proteinogénicos y
también por isomeros D y amino&cidos no proteinicos. En la naturaleza, los
ciclopéptidos y un gran niumero de péptidos lineales que contienen aminoacidos no
proteinogénicos no son sintetizados dentro de los ribosomas mediante la biosintesis
de proteinas, sino mas bien mediante complejos multi-enzimaticos, que activan a los
aminoacidos como tiolésteres.

En trabajos anteriores [1], hemos destacado la presencia, las estructuras y la
bioactividad de los ciclopéptidos en plantas superiores y en hongos superiores.
Asimismo, la actividad antimicrobiana que los ubica como potenciales agentes
terapéuticos antimicrobianos, cuyos QSARs son de interés para el disefio de nuevas
estructuras bioactivas [2]. Estos péptidos presentan generalmente actividad de amplio
espectro contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, levaduras, hongos y virus.

Mas aun, la demostracion experimental de la presencia de péptidos antimicrobianos
en varios trastornos humanos inflamatorios inexplicables puede proporcionar nuevos
enfoques terapéuticos para el tratamiento de la enfermedad.

Si bien hemos estudiado, y continuamos en ello, los ciclopéptidos presentes en
hongos superiores como los Basidiomycetes [3,4], en esta oportunidad resultaron de
nuesto interés los presentes en el género Linum (familia: Linaceae), que ha sido objeto
de investigaciones quimicas y bioquimicas de otros autores centradas en la semilla
oleaginosa comun y en los lignanos [5,6,7] para uso en terapia potencial farmacéutica
o nutracéutica para algunas formas de cancer, diabetes, enfermedades
cardiovasculares y nefritis IGpica [8,9].

El género Linum comprende alrededor de 200 especies de hierbas anuales o
perennes o subarbustos, de las cuales hemos seleccionado Linum usitatissimum, dado
gue esta especie esta muy difundida en Argentina y es utilizada como fuente del aceite
de lino, cuya caracteristica distintiva es su alta concentracion de acido a-linolénico
(18:3 n-3), y para obtener las fibras para el hilado de lino [9].

El presente trabajo tiene como objetivo analizar los péptidos ciclicos mas importantes
aislados de semillas de Linum usitatissimum (Linaceae), centrando la atencion en sus
estructuras, estudios espectrales, configuracionales y conformacionales, asi como en
la bioactividad.



Metodologia

Extraccion de los péptidos. Se utilizaron dos métodos de extraccion, cuyos
resultados fueron comparados. En una de ellas las semillas se extrajeron con MeOH
en caliente. El extracto metandlico fue purificado por cromatografia.

En el otro método de extraccion, las semillas se extrajeron con 100 ml de acetona a
temperatura ambiente durante toda la noche. Después de concentrar la mezcla al
vacio, se la disolvié en metanol y se la hidrolizé con NaOH 10%. Después de
evaporarla a presién reducida, la fraccion que contenia péptidos fue aislada por
extraccién con acetato de etilo, evaporada y usada en la purificacion.

Purificacién y obtencién de los ciclopéptidos: El extracto obtenido fue sometido
a cromatografia en columna de resina poliaromatica polimérica (tipo poliestireno)
adecuada para compuestos hidrofébicos: Diaion HP-20 o equibvalente, con un sistema
de gradientes de agua-MeOH. Las fracciones eluidas con MeOH 100% fueron
purificadas una vez mas mediante cromatografia en columna de silicagel utilizando un
sistema de gradientes de CHCI;-MeOH. La fraccion eluida con MeOH 10%, fue
purificada por HPLC en fase reversa con una columna C18 y con los sistemas de
solventes de MeOH 70-80% y CHsCN 40-60% para dar los ciclopéptidos: A (0,0070%),
B (0,0004%), C (0,0030%), D (0,0012%) y E (0,0002%), como agujas incoloras o polvo
incoloro, segun el caso.

Identificacion de los ciclopéptidos: Se analizo cada uno de los ciclopéptidos por
técnicas espectroscopicas: *H- y **C-RMN mono y bidimensional y aplicacion de
distintas técnicas de espectrometria de masa (EM).

Determinacién de la configuracién de los aminoacidos componentes de cada
ciclopéptido:

Se utilizé el método de Marfey para determinar si la configuracion de cada
aminoacido eraD o L.

Estudio de las conformaciones: Las estructuras electronicas y el andlisis
conformacional de los ciclopéptidos se obtuvieron por primera vez a partir de
parametros moleculares sobre la base de métodos AM1 y ab initio.

Las geometrias de las moléculas fueron optimizadas a nivel AM1 con el programa
Hyperchem [10]. El gradiente de convergencia empleado fue de 0,01 kcal/A.

Los conférmeros de menor energia ademas estudiados con DFT, implementado en
el programa Gaussian [11]. Las optimizaciones de geometria se realizaron de acuerdo
al método B3LYP. Se uso el conjunto base 6-31G ** para todos los atomos. El andlisis
vibracional se realiz6 en el mismo nivel de teoria como se indicara para todas las
geometrias optimizadas a fin de verificar si eran minimos locales o puntos saddle
sobre la superficie de energia potencial de la molécula. Los mapas de energia
potencial (MEPSs) se calcularon con el programa Gaussian.

Resultados y Discusion

Los péptidos de semillas de lino fueron extraidos mediante dos métods diferentes
gue se comparan en este trabajo. El método de extraccién aplicado a pH basico
elimina todos los péptidos lineales presentes en la muestra, pero también los péptidos
ciclicos que contienen los residuos Asp o Glu.

Después de realizar una purificacion cuidadosa y controlada en cada etapa, se
obtuvieron las estructuras de los ciclopéptidos hidrofébicos de las semillas de lino, que
fueron denominados ciclolinopéptidos, en base a 2D RMN, EM y degradacion
guimica. Asi se identificaron los nonapéptidos ciclicos: A [ciclo(Pro-Pro-Phe-Phe-Leu-
lle-lle-Leu-Val)], B [ciclo(Pro-Pro-Phe-Phe-Val-lle-Met-lle-Leu)] y C [ciclo(Pro-Pro-Phe-
Phe-Val-lle-Met(O)-Leu-lle)], y los octapéptidos ciclicos: D [ciclo(Pro-Phe-Phe-Trp-lle-
Met(O)-Leu-Leu)], E [ciclo(Pro-Leu-Phe-lle-Met(O)-Leu-Val-Phe)], F [ciclo(Pro-Phe-
Phe-Trp-Val-Met-Leu-Met)] y G [ciclo(Pro-Phe-Phe-Trp-lle-Met-Leu-Met)]. Los
ciclolinopéptidos D y E se detectaron en pequefias cantidades; se caracterizaron por



poseer 0xido de metionina entre sus aminoacidos componentes. Estos péptidos
podrian resultar de la oxidacidn de sus precursores conteniendo metionina en lugar de
su oxido.

Se demostro por el método de Marfey, que todos los aminoacidos presentaban
configuracion L, menos para la configuracién del sulféxido de metionina.

Se obtuvo la conformacién de menor energia para las distintas moléculas mediante
los métodos AM1 y ab initio. Se calcularon los cambios estereoquimicos, la energia
total, los potenciales electrostaticos asignados, los calculos de orbitales moleculares y
los momentos dipolares. Se compararon ambos métodos semiempiricos y ab initio,
demostrando un buen acuerdo. Se discutieron en cada caso las limitaciones de los
métodos. Se buscaron motivos estructurales, como B- y y-turns o B-sheets.

Las principales caracteristicas de la conformacion de los ciclolinopéptidos fueron un
B-turn tipo VI centrado en Pro;-Pro,, con un enlace peptidico cis entre estos residuos
[12] y un y-turn (estructura C;) centrado en lleg. Se observaron dos puentes de
hidrégeno intramoleculares en las conformaciones de baja energia.

El ciclolinopéptido A fue uno de los primeros péptidos ciclicos descubierto de fuentes
naturales; se conoce desde 1959 [13]; el ciclolinopéptido B se encontré en 1968 [14] y
presento actividad inmunosupresora [15]. El ciclolinopéptido A y sus analogos
sintéticos mostraron actividad inmunosupresora [16], cuyo mecanismo es similar al de
ciclosporina [17]. El ciclolinopéptido A presenta ademas actividad antimalarica [18] y
propiedades hepatoprotectoras frente a la intoxicacion por las toxinas de Amanita
phaloides [19].

Conclusiones
Las estructuras se elucidaron mediante métodos quimicos y técnicas
espectroscopicas. Se discuten los analisis configuracionales y conformacionales de
algunos de estos ciclopéptidos bioactivos. Los estudios conformacionales de los
ciclopéptidos naturales y sus derivados se relacionaron con los requerimientos
estereoquimicos de estos compuestos bioactivos.
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