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RESUMO

Cianobactérias produzem varios peptideos toxicos e ndo-toxicos, alguns dos quais mostram notavel
atividade biologica, e por isto atraem a atengdo da industria farmac€utica. Os peptideos que apresentam
atividades contra proteases sdao consideravelmente estudados. As proteases estdo envolvidas em uma grande
variedade de processos fisiolégicos no corpo humano, incluindo a progressdao do ciclo celular, digestdo de
alimentos, angiogénese, coagulacdo sanguinea, regulagdo da pressdo arterial, apresentagdo do antigeno,
inflamacdo e apoptose. Assim, esfor¢os sdo feitos para caracterizar esses inibidores de proteases por meio
da identificacdo de sua estrutura, biossintese, fisiologia, bioatividade, toxicologia e fatores que levam a sua
producdo. Embora um ntimero crescente de estudos sobre cianopeptideos e suas respectivas vias biossintéticas
estejam disponibilizados, ainda sdo escassos os dados sobre suas fungdes fisiologicas ou ecoldgicas. Novos
peptideos, assim como novos congéneros de cianopeptideos, continuam sendo descobertos juntamente com
suas respectivas vias biossintéticas. Nesta revisao sdo apresentadas informagdes detalhadas da caracterizagao
quimica, biossintese ¢ genética, mecanismo de acdo, atividade bioldgica e aplicacao clinica dos peptideos
inibidores de proteases aeruginosinas, cianopeptolinas e microgininas produzidos pelas cianobactérias.
Palavras-chave: Compostos halogenados; produtos naturais; aeruginosina; cianopeptolina; microginina.

ABSTRACT

PROTEASE INHIBITORS PRODUCED BY CYANOBACTERIA: A REVIEW. Cyanobacteria
produce various toxic and non-toxic peptides, some of which show remarkable biological activity, and thus
have attracted the attention of the pharmaceutical industry. The peptides that have activities against protease
have been considerably studied. Proteases are involved in a wide variety of physiological processes in the
human body, including cell cycle progression, digesting food, angiogenesis, blood clotting, blood pressure
regulation, antigen presentation, inflammation and apoptosis. Therefore, efforts have been made to characterize
these protease inhibitors by identifying their structure, biosynthesis, physiology, bioactivity, toxicology and
factors that regulate their production. Although a growing number of studies on cyanopeptides and their
biosynthetic pathways are being made available, there are still scarce data on their physiological or ecological
functions. New peptides, as well as new congeners of cyanopeptides, are being discovered along with their
respective biosynthetic pathways. This review presents detailed information on the chemical characterization,
biosynthesis and genetic, mechanism of action, biological activity and clinical application of peptide protease
inhibitors aeruginosins, cyanopeptolins and microginins produced by cyanobacteria.
Keywords: Halogenated compounds; natural products; acruginosin; cyanopeptolin; microginin.

RESUMEN
INHIBIDORES DE PROTEASAS PRODUCIDOS POR CIANOBACTERIAS: UNA REVISION.
Las cianobacterias producen varios péptidos toxicos y no toxicos, algunos de los cuales exhiben una marcada
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actividad biologica, por esto atraen la atencion de la industria farmacéutica. Los péptidos que tienen actividad
anti proteasa han sido considerablemente estudiados. Las proteasas estan envueltas en una amplia variedad
de procesos fisiologicos en el cuerpo humano, incluyendo la progresion del ciclo celular, la inflamacion y
la apoptosis. Ademas, se han hecho esfuerzos para caracterizar estos inhibidores de proteasas por medio
de la identificacion su estructura, biosintesis, fisiologia, biactividad, toxicologia y factores que regulan su
produccion. Si bien existe un nimero creciente de estudios de cianopéptidos y sus respectivas vias biosintéticas
estan disponibles, todavia hay pocos datos sobre sus funciones fisioldgicas y ecologicas. Nuevos péptidos, asi
como también nuevos congéneres de cianopéptidos, continian siendo descubiertos junto con sus respectivas
vias biosintéticas. En esta revision se presentan informaciones detalladas de las caracteristicas quimicas,
biosintéticas y genéticas, mecanismos de accion, actividad biologica y aplicaciones clinicas de los péptidos
inhibidores de proteasas aeruginosinas, cianopeptolinas e microgininas producidas por las cianobacterias.

Palabras clave: Compuestos halogenados; productos naturales; aeruginosina; cianopeptolina; microginina.

INTRODUCAO

As cianobactérias compreendem um grupo de
micro-organismos diverso e abundante dentro do
dominio Bacteria, capazes de realizar fotossintese
oxigénica e fixar nitrogénio atmosférico (Castenholz
2001). Evidéncias paleontoldgicas, geoldgicas,
geoquimicas e isotdpicas indicam que esses
organismos ja existiam na Terra ha aproximadamente
3.500 milhdes de anos (Schopf 1996). Investigagdes
conduzidas durante a Gltima década mostraram que
as cianobactérias sdo fontes potenciais de produtos
naturais bioativos, sendo que substancias com agao
citotoxica, antifungica, antibacteriana e antiviral
foram identificadas (Burja ez al. 2001). Alguns desses
produtos naturais sdo toxinas prejudiciais a saude
de humanos, como microcistinas (Rinehart et al.
1994), saxitoxinas (Lagos et al. 1999), anatoxinas
(Namikoshi et al. 2003, Watanabe et al. 2003) e
1979), dentre
outros. Além das toxinas, diversos outros compostos

lyngbyatoxinas (Cardellina et al.

de cianobactérias possuem aplicagdes terapéuticas
com atividade anticancerigena (Gerwick et al. 1994,
Wrasidlo et al. 2008), antibiotica (Burja et al. 2001) e
anti-inflamatoria (Villa et al. 2010). A maioria dessas
moléculas bioativas € sintetizada por enzimas gigantes,
contendo multi-dominios, denominadas peptideo
sintetases ndo ribossdmicas (NRPS, do inglés Non-
Ribosomal Peptide Synthetase) e policetideo sintases
(PKS, do inglés Polyketide Synthase) (Etchegaray et
al. 2004). As NRPSs funcionam como uma linha de
montagem industrial, ou seja, os aminoacidos que
constituem a estrutura do peptideo sdo incorporados
sequencialmente, por meio de uma série de reagdes
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enzimaticas parciais e repetitivas. As NRPSs sdo
arranjadas em estrutura modular, na qual cada médulo
¢ um bloco funcional independente, que realiza um
ciclo de elongacdo peptidica. Para a incorporagdo de
um aminoacido em uma NRPS, a enzima utiliza um
modulo composto por cerca de 1.000 aminoacidos,
o qual ¢ subdividido em regides menores envolvidas
em reacdes enzimaticas especificas, denominadas
dominios. Cada dominio apresenta fungdes distintas,
tais como: adenilagdo (dominio A), tioesterificagao
(dominio T ou PCP, de proteina carreadora de
peptideos, do inglés Peptidyl Carrier Protein) e
condensagdo (dominio C) (von Ddhren et al. 1997,
Marahiel et al. 1997, Etchegaray 1998). O dominio
A incorpora um substrato de aminoacido especifico,
um aminoacil adenilato que, em seguida, ¢ ligado
covalentemente a 4’-fosfopantoteina do dominio
PCP para formar um tioéster, denominado aminoacil-
S-PCP. O dominio C, entdo, catalisa a formacao da
ligacao entre dois aminoacil-S-PCPs para produzir
um dipeptideo. Durante a elongagdo da cadeia, os
peptideosintermediarios permanecem covalentemente
ligados as PCPs. Dominios adicionais também foram
identificados como responsaveis pela modificacao da
cadeia de peptideos, como por exemplo, o dominio
de epimerizacdo (E), o qual promove a conversao
de L para D-aminoacidos. Um dominio tioesterase
(TE) ¢ usualmente encontrado ao final da NRPS
para a clivagem de peptideos da enzima ao final da
biossintese.

As PKSs tipo I, assim como as NRPSs, também
apresentam estrutura modular que funciona como
pequenos blocos de construgdo. Acetato e acidos
carboxilicos pequenos sdo substratos para as PKSs
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(ativados como o acil-S-ACP) e, assim como na
sintese de acidos graxos, sofrem condensagdes
decarboxilativas  sequenciais (Hopwood 1997,
Staunton & Weissman 2001). As PKSs tipo 1
sdo responsaveis pela biossintese de substincias
macrociclicas. Elas sdo enzimas multifuncionais
estruturalmente organizadas em moédulos e cada
modulo possui diversos sitios ativos distintos,
chamados dominios, responsaveis por cada passo
enzimatico. Nas PKSs tipo I de bactérias, um modulo
¢ geralmente responsavel por um ciclo de elongagdo
policetidica e modificagdes associadas (Staunton &
Weissman 2001). Os mddulos de PKS consistem nos
dominios B-cetoacil sintase (KS), uma aciltransferase
(AT) e uma proteina carreadora de acil (ACP, do
inglés Acyl Carrier Protein). Muitas PKSs também

contém dominios adicionais, como [-cetoacil
redutase (KR), desidratase (DH), enoil redutase (ER)
e metiltransferase (MT) (Figura 1). A elongacao
de policetideos intermediarios esta relacionada a
ligacdo do substrato ao dominio ACP via cofator
4’-fosfopantotenil (Lambalot et al. 1996, Walsh et al.
1997), similar as NRPSs. Normalmente, o dominio da
TE esta localizado no ultimo mddulo e é responsavel
pela liberagdo da substincia sintetizada. Reagdes
quimicas semelhantes ocorrem na elongacao tanto de
cadeias de peptideo (produzidas por NRPSs), como de
policetideo (produzidas por PKSs). Ainda, modulos
de PKS podem integrar-se com moddulos de NRPS
formando sistemas hibridos (NRPS/PKS). Nestes
sistemas a condensagdo ocorre através do dominio
de cetossintase da PKS, entre um acido carboxilico e
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Figura 1. Organizagdo modular de peptideo sintetases. Modulos em NRPSs possuem como estrutura basica os dominios de adenilagdo (A),
tioesterificagdo (P ou PCP, proteina carreadora de peptideos) e condensagdo (C). Outros dominios incluem o de condensagdo (C), epimerizagao
(E), tioesterase (TE) e de N-metiltransferase (M). Sequéncias conservadas dos dominios A, PCP e C estdo indicadas, por exemplo, de Al a A10.
Conforme indicado, quando presente, o dominio M esta inserido entre os dominios A e PCP. Sitios de sequéncia conservada no dominio M estdo
indicados pelos nimeros 1 a 6. Representando a familia de peptideo sintetases, tem-se a organizagdo modular das enzimas ACVS (8-L-a-aminoadipil-
L-cisteinil-D-valina sintetase), ES (eniatina sintetase), Ent (enterobactina sintetase), Srf (surfactina sintetase), onde estdo indicados os modulos e os
aminoacidos que sdo incorporados na estrutura dos peptideos pela atividade enzimatica de cada modulo (Figura adaptada de von Déhren et al. 1997).
Figure 1. Modular organization of peptide synthases. NRPS modules have its minimal architecture composed by domains such as adenylation (A),
thioesterification (P or PCP, peptidyl carrier protein) and condensation (C). Other domains include condensation (C), epimerization (E), thioesterase
(TE) and N-methyl-transferase (M). Conserved sequences of the A, PCP and C domains are indicated, for exemple, in Al to A10. As indicated,
when present, the M domain is inserted between the A and PCP domains. Sites of conserved sequences within the M domain are indicated by
numbers 1 to 6. The peptide synthetase family represented here are the modular organization of ACVS (0-L-a-aminoadipyl-L-cysteinyl-D-valine
synthetase) enzymes, ES (enniatin synthetase), Ent (enterobactin synthetase), Stf (surfactin synthetase), where modules and the aminoacids that
are incorporated in the peptide structure by the enzymatic activity of each module are indicated (Figure adapted from von Déhren et al. 1997).
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um aminoacido. No entanto, a condensacao entre um
aminoacido e um acido carboxilico é realizada pelo
modulo da NRPS.

Existem algumas ocorréncias unicas envolvidas
no metabolismo secundario de cianobactérias. Essas
puderam ser descritas devido a eficacia de técnicas
como isdtopos estaveis e ensaios bioquimicos, sendo
confirmadas por ferramentas de bioinformatica
e sequenciamento de genomas. Dentre essas
transformacdes unicas, pode-se citar a halogenacéo,
que ¢ uma reagdo quimica onde um atomo de
hidrogénio ¢ substituido por um atomo do grupo dos
halogénios. Mais de um atomo de halogénio pode ser
incorporado na mesma molécula, como por exemplo,
a adicdo de um, dois ou trés atomos de cloro,
denominada mono, di ou tricloragdo, respectivamente.
A halogenagdo de compostos organicos pode
ocorrer a partir da haloperoxidase (via peroxido de
hidrogénio-dependente) ou halogenase (enzima
oxigénio-dependente) por meio de hipohaleto reativo.
Ainda, carbonos ndo ativados podem também ser
halogenados por enzimas que realizam a incorporagao
direta de anions haleto (Hopwood 1997, Perrin et al.
2007, Eustaquio et al. 2008).

Dominios responsaveis pela monocloracao das
moléculas hibridas de NRPS/PKS curacina Al e
jamaicamida 2 sdo codificados pelos genes curd
e jamE, respectivamente (Gu et al. 2009). Ja na
formac¢do de hectoclorina 3, um diclorinato hibrido
de NRPS/PKS, produzido por Lyngbya majuscula,
ocorre o processo de dicloragdo (Marquez et al. 2002).
Tricloragdo foi observada na formacao da barbamida
4, produto natural também produzido por L.
majuscula. Nesse caso, o inicio da biossintese ocorre
pela incorporacdo de uma unidade do aminoécido
leucina (Sitachita et al. 2000) e o composto formado
possui trés atomos de cloro em um tnico atomo de
carbono, produzindo um grupo triclorometil (Chang
et al. 2002). A L. majuscula produz jamaicamida A,
a qual passa por um processo de bromagdo. Esse
composto, além de uma molécula de cloreto de vinila,
também possui um atomo de halogénio na forma
incomum de um brometo de alquila (Edwards ef al.
2004). Outra modificagdo estrutural em produtos
naturais de cianobactérias diz respeito a incorporagao
de grupos metila. Exemplos desta variacdo podem

ser encontrados nos produtos da L. majuscula, como
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curacina Al e barbamida 4. A metilagdo mais comum é
a N-metila¢do de aminoacidos, encontrada em 17% de
todos os produtos naturais de cianobactérias marinhas
e de agua doce (Tidgewell et al. 2010), sendo que esta
reacdo pode ocorrer pela via S-adenosil metionina em
cianobactérias.

Os peptideos produzidos por cianobactérias
podem ser classificados conforme suas estruturas
quimicas e, desta forma, encontram-se divididos em
classes de acordo com suas propriedades estruturais.
Dentre essas se encontram os inibidores de proteases
como: aeruginosinas (46 variantes), cianopeptolinas
(129 variantes) e microgininas (36 variantes). A
terminologia desses peptideos ¢ bastante diversa em
decorréncia da publicacdo quase simultdnea de varios
estudos conduzidos no mesmo ano por diferentes
autores. Além disso, muitos utilizam designagoes
tanto do taxon do qual o peptideo foi isolado (por ex.
micro-, anabaeno-), como da localizacdo geografica
na qual a amostra foi coletada, em associagdo a
sufixos que se referem a propriedades estruturais
do composto isolado (por ex. -peptina, -peptilida,
-ciclina, -ciclamida). Os sufixos desses termos, em
geral, se referem ao nimero da linhagem, por ex.
anabaenopeptilida 90-A, isolada de Anabaena 90
(Fujii et al. 1996); a origem de uma amostra, por
ex. micropeptina T, do lago Teganuma (Kodani et
al. 1999); ou a massa, por ex. micropeptina SF995
(Banker & Carmeli 1999), onde as letras SF se
referem a lagoa central do Parque Safari de Tel Aviv,
e 995 a massa em Dalton.

Novos peptideos vém sendo descobertos com o
avango das pesquisas. No entanto, a denominagao
dessas moléculas ndo segue um sistema de
nomenclatura, e assim muitos peptideos similares
apresentam nomes que ndo conferem similaridade,
ou ainda nomes semelhantes sdo dados para
estruturas diferentes, por exemplo: microcina
SF608, uma aeruginosina isolada de uma floragao de
Microcystis (Banker & Carmeli 1999) e microcina
J25, um residuo de um antibidtico de Escherichia
coli (Blond et al. 1999). Em outro exemplo, tem-se
a aeruginosina A, descrita como um pigmento de
Pseudomonas aeruginosa (Holliman 1969) e também
descrita como um tetrapetideo linear, inibidor de
protease e produzido por cianobactéria (Murakami et

al. 1995).
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AERUGINOSINAS

Aeruginosina foi primeiramente isolada de
Microcystis aeruginosa por Murakami et al. (1994).
As aeruginosinas sdo peptideos lineares naturais,
caracterizados estruturalmente, em sua maioria,
pela presenca de quatro subunidades: um grupo
aminoacido N-terminal (acido 3-4 hidroxifenil latico
— Hpla), um aminoacido hidrofobico, um residuo
central 2-carboxi-6-hidroxioctahidroindol (Choi) e
um grupo com uma guanidina C-terminal (Hanessian
et al. 2006, Ersmark ef al. 2008, Nie & Wang 2008,
Ishida et al. 2009) (Figura 2A). Modificagdes podem
ocorrer subunidades Hpla (monocloracio,
dicloragdo e sulfatagdo) e Choi (sulfatagdo,
glicosilag@o e cloragdo). Sendo assim, o numero de

nas

variantes possiveis de serem encontradas seria cerca
de 500, no entanto, apenas uma pequena fracio ¢
conhecida até o momento.

Os derivados da arginina C-terminal sdo: agmatina,
proveniente deargininapor descarboxilagio; argininol,
originado da arginina pela redugdo do grupo carboxi
em um alcool; ou argininal, derivado de um argininol
por uma ciclizagdao (Matsuda et al. 1996, Banker &
Carmeli 1999, Ishida ef al. 1999). A unidade Hpla ¢
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um composto prontamente disponivel para NRPS a
partir do metabolismo da tirosina, e ¢ encontrado na
configuracdo D na maioria dos congéneros. A por¢ao
Choi tem sido sintetizada in vitro a partir da tirosina,
no entanto, nao foi ainda demonstrado que a tirosina
¢ o precursor na biossintese do peptideo (Valls et al.
2001).

O arranjo estrutural desse peptideo, bem como
suas caracteristicas funcionais, € responsavel pela
afinidade desta molécula pelo sitio catalitico de
enzimas serina proteases como, por exemplo, tripsina,
trombina e outras serina proteases envolvidas na
cadeia de reacdes da coagulacao sanguinea (Ersmark
et al. 2008), fato este que demonstra a importancia dos
estudos desta molécula. A maioria das aeruginosinas
compartilha a mesma esterecoquimica e padrdo de
substituicdo, embora existam relatos de algumas
excegoes (Ishida et al. 2009).

Varios congéneros de aeruginosinas exibem
diversos niveis de atividade inibitoria contra trombina
(EC3.4.21.5),apentltima enzimana cadeia de reagdes
da coagulacdo sanguinea, que converte fibrinogénio
em monomeros de fibrinas soluveis ¢ ativa o processo
de agregacdo plaquetaria (Prager et al. 1995). Essas
moléculas também apresentam atividade inibitoria
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Figura 2. Estrutura quimica dos cianopeptideos inibidores de proteases: A) aeruginosina 98-A (Murakami ez al. 1995); B) cianopeptolina A (Martin ef al.
1993); C) microginina (Okino et al. 1993). 3-aminoetil-1-N-amidino-D-3-pirrolina (Aeap), acido acético (AA), acido butanodico (AB), acido hexanodico
(AH), 4cido octandico (AO), &cido glicérico (AG), acido formico (AF). Linhas em negrito na estrutura plana representam as partes conservadas damolécula
que podem ser encontradas em todos ou na maioria das congéneros; linhas finas referem-se as partes variaveis. Na estrutura, todos os aminoacidos e outros
residuos encontrados nas respectivas posi¢cdes da molécula estao listados juntamente com as eventuais modificagdes (CI, cloragao; Br, bromagao; Su,
sulfatagdo; Pent, glicosilagdo; M, a-aminometilagdo; m, O-metilacao). A primeira linha representa a estrutura plana. Os aminoacidos estao em codigos
de trés letras, incluindo homovariantes de aminoacidos proteinogénicos. No caso da cianopeptolina, a numeracao da cadeia lateral estd na ordem inversa
e S1 ¢ a fragdo ao lado da Thr (1). A biossintese comega a partir da cadeia lateral e termina em 6. Estruturas adaptadas de Welker & von Déhren (2006).
Figure 2. Chemical structure of cyanopeptides protease inhibitors: A) aeruginosin 98-A (Murakami et al. 1995); B) cyanopeptolin A (Martin
et al. 1993); C) microginin (Okino et al. 1993). 3-aminoethyl-1-N-amidino-D-3-pyrroline (Aeap), acetic acid (AA), butanoic acid (AB),
hexanoic acid (AH), octanoic acid (AO), glyceric acid (AG), formic acid (AF). Lines in bold in the flat structure represent the conserved parts
of the molecule that can be found in all or most congeners, thin lines refer to variable parts. In the structure, all amino acid and other residues
found in the respective positions of the molecule are listed together with any modifications (CI, chlorination; Br, bromination; Su, sulfation;
Pent, glycosylation; M, a-aminomethylation; m, O-methylation ). The first line represents the flat structure. Amino acids are in three-letter
codes, including homovariantes of proteinogenic amino acids. For cyanopeptolin, the side chain is numbered in a reverse order and Sl is the
fraction next to Thr (1). The biosynthesis starts from the side chain and ends at 6. Structures were adapted from Welker & von Dohren (2006).
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contra outros fatores de coagulagdo vitais na homeostase
(Pfau 2003). As implicagdes medicinais da identificagdo
de novas, potentes e seletivas moléculas inibidoras
de serina proteases estimulam o desenvolvimento de
metodologias eficientes para a sintese de subunidades
de aeruginosinas, bem como analogos para avaliagdes
bioldgicas por varios grupos de pesquisa (Fukuta et
al. 2004, Hanessian et al. 2005).

Mais de 20 compostos relacionados estruturalmente
e farmacologicamente com aeruginosina 298A foram
citados por Ersmark et al. (2008), sendo produzidos
por organismos de diversos biomas no globo terrestre,
além de floragdes de Microcystis (Hanessian et al.
2006). Posteriormente a descricdo de aeruginosina
isolada de M. aeruginosa, membros do género
Planktothrix e de esponjas marinhas da familia
Dysideidae mostraram-se produtoras da estrutura
nuclear cis-Choi (Ersmark et al. 2008). A sintese total
de seis aeruginosinas de cianobactérias ja foi descrita
(Valls et al. 2000, Ohshima et al. 2003), sendo que
quatro destas tiveram suas estruturas originalmente
propostas revisadas (Ersmark er al. 2008). Varios
trabalhos sobre a producdo de variantes sintéticas
desse peptideo foram publicados (Valls et al. 2000,
Ohshima et al. 2003, Radau et al. 2003, Fukuta et al.
2004, van Wagonen et al. 2006). Nie & Wang (2008)
sintetizaram dois analogos de aeruginosina 298-A,
nos quais a unidade L-Choi foi substituida por um
anel peridroindol-2-4cido carboxilico oxigenado. As
variantes de Choi foram sintetizadas a partir de D- e
L-glicose, respectivamente. Analogos de O-Choi
também foram produzidos usando D-galactose (Ella-
Menye et al. 2008).

Aeruginosinas sdo também conhecidas como
microcina (Banker & Carmeli 1999), spumigina (Fujii
et al. 1997) ou oscilarina (Hanessian et al. 2004).
Aeruginosina 298A, isolada de M. aeruginosa NIES-
298, foi a primeira molécula descrita como inibidora de
protease da classe das aeruginosinas (Murakami et al.
1995). Esse cianopeptideo contém quatro subunidades:
Hpla, leucina, Choi central e arginina reduzida (Argol).
Também foram descritas duas novas variantes de
aeruginosina (98A ¢ 98B), isoladas de M. aeruginosa
NIES-98 (Murakami et al. 1995).

Ploutno et al. (2002) descreveram o menor inibidor
de protease isolado de uma floragdo de M. aeruginosa,
a aeruginosina EI461. A biossintese dessa molécula
foi posteriormente descrita, bem como a sugestdo de
correcao da estrutura proposta (Valls ef al. 2003).

Matsuda et al. (1996) isolaram novos inibidores de
trombinas produzidos pela linhagem Microcystis viridis
NIES-102 (aeruginosinas 102A e 102B), sendo que
suas estruturas foram elucidadas e a mesma formula
H, N O

3377447 6 11
peptideos. Entretanto, a diferenca entre eles esta na

molecular (C S) foi descrita para ambos os
presenga de D-Argal para 102A e L-Argal para 102B.
Também foi isolada e caracterizada a aeruginosina
103-A, produzida por M. viridis NIES-103, com agao
inibidora de trombina (Kodani et al. 1998).

Ishida et al. (1999) descreveram cinco novos
inibidores de proteases relacionados com aeruginosina
298A: aeruginosina 98C e 101 que diferem da 298A
na unidade Hpla; aeruginosina 298B (a qual nao
possui a unidade argininol) e aeruginosina 89A e
89B, que foram observadas como tautdbmeros por
cromatografia liquida devido a presenca de formas
L- e D-argininal, respectivamente. Banker & Carmeli
(1999) reportaram a descoberta da microcina SF608
e, pela combinagdo de ressonancia magnética
nuclear em duas dimensdes (2D RMN) e analises
de cromatografia liquida, a estrutura desta molécula
foi completamente elucidada, apresentando grandes
semelhangas com aeruginosina 298A.

Trés novas variantes de aeruginosina (686, 602
e 670) foram descritas por Welker et al. (2006) em
colonias de Microcystis, originadas de reservatorios da
Republica Tcheca. Para essas mesmas colonias foram
encontradas outras dez isoformas de aeruginosina,
sendo que a variante 686 também foi relatada para M.
aeruginosa PCC7806 (Ishida et al. 2009).

Além do género Microcystis, também foi
descrita a produgdo de inibidores de proteases
aeruginosina 205A e 205B por Planktothrix. Esses
peptideos estao entre os menores produtos naturais
contendo agucar,
conhecidos como aeruginosinas glicopeptidicas
(Ersmark et al. 2008). Também para Planktothrix
aghardii foi descrita oscilarina como o terceiro

isolados de cianobactérias,

membro da classe das aeruginosinas, a qual contém
uma subunidade amidinopirrolina como residuo
no lugar de arginina. Sua estrutura foi revista por
Hanessian et al. (2004), bem como sua sintese total.
Planktothrix agardhii NIVA CYA 126-8 demonstrou
ser produtora dos peptideos 126A e B descritos por
Ishida et al. (2007). A metodologia de extracdo para
varias aeruginosinas foi detalhadamente reportada
por Ishida et al. (1999).
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Dois isomeros derivados de aeruginosina foram cianobactérias e os genes denominados de aerd-N.
caracterizados para uma linhagem brasileira, No entanto, a presenc¢a destes genes, bem como sua
Radiocystis fernandoi SPC714, que também ¢ distribuicdo dentro do agrupamento, podem variar de
produtora de hepatotoxina microcistina (Lombardo et acordo com a linhagem. O agrupamento génico aer

al. 20006). foi sequenciado em trés linhagens de Microcystis
(Kaneko et al. 2007, Frangeul et al. 2008, Ishida et al.
BIOSSINTESE E GENETICA 2009) e uma Planktothrix (Ishida et al. 2009) (Figura

3A), sendo que o seu tamanho total ¢ de 25 kb em M.
O agrupamento génico envolvido na producdo de  aeruginosa NIES-98 e NIES-843, ¢ de 27 kb em M.
aeruginosina foi descrito para quatro linhagens de aeruginosa PCC7806 (Ishida et al. 2009), enquanto
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Figura 3. A) Agrupamento génico da biossintese de aeruginosina de Planktothrix agardhii NIVA CYA 126-8 e trés linhagens de Microcystis (NIES-
98, PCC7806 e NIES-843). Os genes sdo nomeados como aecrABCDEFGHIJKLMN. Genes NRPS estdo marcados de acordo com suas fungdes. Os
dominios envolvidos sdo: adenilagdo (A), condensagdo (C), epimerizagdo (E), cetoredutase (KR) e redutase (R) (Ishida et al. 2009). B) Agrupamento

dos genes oci de Planktothrix NIVA CYA 116, mcn de Microcystis NIVA CYA 172/5 e apd de Anabaena strain 90, todos codificando cianopeptolina
sintetases. Os dominios envolvidos sdo: A, C, metiltransferase (M), sulfotransferase (S), halogenagdo (H) e tioesterase (TE). O gene para o

transportador ABC esta localizado anterior aos genes de sintetase e esta transcrito em diregdes opostas nos agrupamentos génicos oci € mcn, onde
aparece posterior ao agrupamento apd (Rounge et al. 2008). C) Agrupamento génico da biossintese de microginina de Planktothrix NIVA CYA 98
(Rounge et al. 2009). Os dominios envolvidos sdo: cetoacilssintase (KS), aciltransferase (AT), proteina carreadora de acil (ACP), glutamato semialdeido
aminotransferase (GAAT). A por¢do em preto representa dominios de tiolagdo. Os dominios estdo apresentados com abreviagdes da primeira letra.
Figure 3. A) Aeruginosin biosynthesis gene clusters from Planktothrix agardhii NIVA CYA 126-8 and three Microcystis strains (NIES-98, PCC7806 and
NIES-843). The genes are named aerABCDEFGHIJKLMN. NRPS genes are marked according to their functions. The domains are: adenylation (A),
condensation (C), epimerization (E), ketoreductase (KR) and reductase (R) (Ishida etal. 2009). B) Cluster of oci gene from Planktothrix NIVA CYA 116, mcn
from Microcystis NIVA CYA 172/5 and apd from Anabaena strain 90, all coding cyanopeptolin synthetases. The domains are: A, C, methyltransferase (M),
sulfotransferase (S), halogenation (H) and thioesterase (TE). The gene for the ABC transporter is placed before the synthetase genes and is transcribed in
the opposite direction in the oci and mcn gene clusters, where appears downstream of the apd cluster (Rounge etal. 2008). C) Microginin biosynthesis gene
clusterfromPlanktothrix NIVA CYA 98 (Roungeetal. 2009). Thedomains are: ketosynthase (KS), acyltransferase (AT), acyl carrierprotein (ACP), glutamate

semialdehyde aminotransferase (GAAT). The black portion represents thiolation domains. The domains are presented with the first letter abbreviations.
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que em P. agardhii NIVA CYA 126/8 o agrupamento
génico apresenta 35 kb (Ishida et al. 2007).

A presenga do agrupamento génico aer em
linhagens  distantes filogeneticamente, como
Microcystis ¢ Planktothrix, indica que ele possa ter
origem em um ancestral comum. O polimorfismo
dos genes homologos desse agrupamento génico nas
quatro linhagens de cianobactéria demonstra que eles
evoluiram independentemente. Ainda, ¢ verificada
uma maior similaridade entre as sequéncias génicas
das linhagens de Microcystis do que com Planktothrix.
Entretanto, foi verificado que alguns isolados destes
géneros nao produzem este peptideo, sugerindo a
ocorréncia de repetidas perdas génicas (Rantala et al.
2004) ou ainda inativagcdo dos genes envolvidos na
sintese de aeruginosina (Christiansen et al. 2000).

Em todos os agrupamentos gé€nicos de Microcystis,
oprimeiro gene aerA codifica paraum sistema hibrido
(NRPS/PKS) e os genes aerB e aerGl codificam
para moédulos de NRPS. Esses genes também estao
presentes em Planktothrix, sendo que o gene aerGl
corresponde a porg¢do 5’ do aerG. Microcystis
aeruginosa NIES-98 apresenta o gene aerG2, em
homologia a por¢do final de aerG de Planktothrix
(Ishida et al. 2009) (Figura 3). Foram encontrados
genes para halogenases, glicosiltransferases e
sulfotransferases (Cadel-Six et al. 2008). Esses
mesmos autores, ao avaliarem 28 linhagens de
Microcystis, encontraram genes aer para 22 dessas
linhagens. Outra evidéncia da presenga desses
genes foi pela detec¢do dos peptideos, nas formas
cloradas ou ndo, por analise em espectrometria de
massas, indicando que esse agrupamento génico esta
bastante distribuido dentro do género Microcystis.

Posterior ao gene aerB, somente nos isolados
de Microcystis, encontra-se o gene aerK. Entre os
genes aerA e aerB, nas linhagens M. aeruginosa
NIES-98 ¢ PCC7806, existe um gene que codifica
uma halogenase putativa, aerJ (Cadel-Six et al
2008), sendo que este gene estd ausente na M.
aeruginosa NIES-843 e na P. agardhii NIVA CYA
126-8. As regides intergénicas anterior e posterior
ao gene aer.J apresentam mais de 90% de identidade
mesmo em linhagens onde este gene ndo esta
presente. O gene aerJ em Microcystis apresenta
conteudo GC pouco menor do que o encontrado
no genoma total. Assim, € sugerido que esse gene
tenha sido adquirido pelas linhagens de Microcystis

também por transferéncia lateral de genes (Ishida
et al. 2009). Uma clara correlacao entre a presenca
desse gene com a producdo de variantes contendo
cloro foi encontrada; no entanto, pequenas excegdes
foram observadas. Welker et al. (2006) observaram
em amostras ambientais a presenca de congéneros
com variagoes no namero de cloro nas moléculas de
aeruginosinas encontradas.

Os genes aerDEF sao comuns aos agrupamentos
génicos de M. aeruginosa e P. agardhii NIVA-CYA
126-8 ¢ foi demonstrado que estes genes estdo
envolvidos na formagdo da por¢do Choi do peptideo
(Ishida et al. 2007). Posteriormente a esses genes,
foram encontrados quadros abertos de leitura (ORFs,
do inglés Open Reading Frames) em Microcystis.

MECANISMO DE ACAO

A trombina tornou-se um alvo especial no
isolamento de agentes naturais antitrombdticos, bem
como no desenvolvimento de produtos sintéticos com
este fim (Toyota et al. 2005, Ella-Menye ef al. 2008).
Ela ¢ o principal fator na coagulacdo sanguinea, pois
converte fibrinogénio em fibrina, ativa outros fatores
de coagulacdo, como fatores V, VIII, XIII, e proteina
C. Também ativa plaquetas e atua como indutor de
mitose para varios tipos celulares. Sendo assim, como
as aeruginosinas sdo inibidoras de trombina, elas
tornaram-se moléculas atrativas na busca de novos
anticoagulantes (Ersmark et al. 2008).

A coagulag@o sanguinea ¢ uma sequéncia complexa
de reagdes quimicas que resulta na formagdo de um
coagulo de fibrina. Assim que um vaso ¢ lesado ocorre
vasoconstri¢do ¢ formagdo de tampao plaquetario,
pelo acumulo de plaquetas. Logo em seguida,
moléculas sinalizadoras provindas da lesdo do vaso
ou das plaquetas ativam enzimas que desencadeiam
uma complexa rede de reagdes, ocorrendo ao final
da cascata a ativagdo da trombina (Guyton & Hall
1996). Essa serina protease, por sua vez, converte
o fibrinogénio em fibrina formando uma rede de
filamentos que retém plaquetas, células sanguineas
e plasma, formando o coagulo. Existem mais de 12
fatores de coagulagdo do sangue que se apresentam
como formas inativas de enzimas proteoliticas.
Quando convertidas nas suas formas ativas, suas
reacdes enzimaticas causam as sucessivas reacoes
em cascata do processo de coagulacao (Guyton &
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Hall 1996). Em condigdes fisiologicas normais, existe
um balango entre os sistemas de coagulagdo e de
fibrinolise. A alteragdo em um desses sistemas pode
acarretar processos hemorragicos ou de formagao de
coagulos, fator causador de trombose em humanos.

A atividade contra tripsina (EC 3.4.21.4) também
foi verificada para moléculas desse grupo, como a
aeruginosina 98B, onde observou-se que a seletividade
pode ser devida a posi¢ao do grupo sulfato da tripsina
(Sandler et al. 1998). Sendo a tripsina uma enzima
serina protease digestiva liberada pelo pancreas no
duodeno durante o processo de digestdo (Guyton
& Hall 1996), processos de inibi¢ao dessa enzima
sdo considerados de interesse para o tratamento de
desordem pancredtica, como pancreatite (Ersmark
et al. 2008). A ligagdo da aeruginosina a tripsina ¢
semelhante aquela demonstrada para a trombina.
Em geral, o grupo P1 da tripsina (os aminoacidos na
por¢do N-terminal da ligagdo peptidica clivada pela
protease sao enumerados de acordo com sua posi¢ao
na cadeia iniciando-se por P1, P2, P3 e assim por
diante) mostra-se critico para a formagao do complexo
e inibicao da enzima (Schechter & Berger 1967).

A agdo das aeruginosinas como inibidoras de
outras enzimas serina proteases tem sido avaliada,
como por exemplo, a plasmina (Murakami et al.
1995), envolvida no sistema da quebra de fibrinas.
Essa enzima também esta envolvida nos processos
de angiogénese e metastase do cancer, apresentando
potencial de aplicacdo no desenvolvimento de
drogas contra esta doencga. A aeruginosina inibidora
de plasmina mais potente encontrada até o momento
¢ aeruginosina 89A. Também possui a¢do contra
papaina conforme verificado por Ishida et al. (1999),
porém com baixa atividade. Microcina SF608 foi a
Unica aeruginosina testada contra a metaloprotease
neprilisina; no entanto, ndo foi encontrada atividade
inibitoria (Banker & Carmeli 1999).

Atividade biologica associada com a classe das
aeruginosinas tem sido avaliada principalmente
por estudos in vitro, na tentativa de elucidar suas
atividades inibitérias contra serina proteases
(Ersmark et al. 2008). Aeruginosina 298A mostrou-
se potente inibidora de trombina e tripsina em CI;
(concentragdo inibitéria para 50% das moléculas
enzimaticas) de 0,3 e 1,0ug.mL"!, respectivamente;
porém nao apresentou atividade contra papaina (EC
3.4.22.4), quimotripsina (EC 3.4.21.1), elastase (EC
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3.4.21.36) e plasmina (EC 3.4.21.7) (Murakami et
al. 1994). Quatro anos mais tarde, foi publicada
a estrutura por cristalografia de raio-X para o
complexo aeruginosina 298A/hirugen-trombina
(Steiner et al. 1998), confirmando a sua configuragao
estereoquimica. As variantes 98A e 98B apresentaram
potente agdo inibitoria contra tripsina a uma CI
de 0,6pug.mL"! (Murakami et al. 1995). Quando a
atividade de inibicdo de protease foi testada para os
peptideos isolados de M. viridis (102A e B), os autores
verificaram que estes foram potentes inibidores de
trombina, tripsina e plasmina, mostrando a¢do maior
do que os peptideos 98A e B e 298A, anteriormente
descritos. Ainda, 102A, a qual possui D-argal, teve
acdo mais forte do que 102B (Matsuda et al. 1996).

As aeruginosinas 98-A e B, 102-A, 89A, 205-
A e B possuem em suas estruturas uma unidade
argininal (Argal) ou agmatina (Agma), ao invés de
Argol e Hpla, com um éster de sulfato (Doi et al.
2006), sendo que estas diferengas sdo indicativas da
interacdo destes peptideos com as serina proteases.
Hanessian et al. (2006) descreveram a oscilarina,
isolada de P. aghardii com acdo de inibicdo de
trombina a uma CI,; de 28nM, relatada como a
aeruginosina mais potente.

APLICACAO CLINICA

Depois do langamento bem sucedido em 2004 do
inibidor de trombina melagatran (Gustafsson et al.
2004) ou ximelagatran, um pro-farmaco, biodisponivel
pela via oral para a trombose venosa, este teve que ser
retirado do mercado em vista de incidentes relatados
de aumento de enzimas hepaticas (FDA 2004).Ja o
medicamento argatroban, uma mistura 64:36 dos
epimeros no C-21, ndo ¢ biodisponivel pela via oral
e ¢ administrado pela via intravenosa (Moledina et
al. 2001). Hoje este medicamento estd aprovado para
o tratamento de trombose em pacientes afetados por
trombocitopenia induzida pela heparina, que ¢ o
anticoagulante mais utilizado. Algumas estratégias
utilizadas no desenho de novos inibidores diretos da
trombina s@o discutidas na revisdo de Schwienhorst
(2006). No estudo conduzido por Radau et al
(2003) foram investigadas, a partir de extratos de
cianobactérias, novas estruturas de inibidores de
trombina, com interessantes atividades bioldgicas.
A partir da aeruginosina 98-B, foram desenvolvidos
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e sintetizados novos e seletivos inibidores que agem
na trombina. Neste estudo foram desenvolvidos trés
potentes inibidores de trombina (denominados de
21, RA-1001 e RA-1002) com base na estrutura do
cianopeptideo aeruginosina 98-B. Radau et al. (2003)
reportaram a agdo de aeruginosinas implicadas nos
tromboemboliticas

tratamentos de complicagdes

como: trombose venosa e arterial, derrame,
estreitamento dos vasos sanguineos, bem como

enfartes recorrentes do miocardio.
CIANOPEPTOLINAS

As cianopeptolinas compreendem uma classe de
peptideos ciclicos de estrutura quimica altamente
variavel, sintetizadas ndo ribossomicamente (Welker
& von Dohren 2006). A produgdo de cianopeptolinas
tem sido observada principalmente em espécies
planctonicas de agua doce. Em cianobactérias, esses
compostos ja foram isolados de diversos géneros
tais como Anabaena, Microcystis, Planktothrix,
Scytonema, Symploca, Lyngbya (Welker & von
Dohren 2006) e Aphanocapsa (Choi et al. 2008).
Além disso, as cianopeptolinas também apresentam
uma impressionante semelhanca estrutural com
a dolastatina 13, peptideo linear encontrado em
pequenas quantidades no molusco Dolabella
auricularia, e que age em concentragdes picomolares
em diversos tipos de células tumorais (Pettit et al.
1989).

Diferentes géneros de cianobactérias podem
produzir cianopeptolinas, incluindo os produtores
de hepatotoxinas microcistinas, o que sugere
a coexisténcia dos dois agrupamentos génicos
envolvidos na sintese destes cianopeptideos em
um mesmo genoma (Welker & von Ddhren 20006).
Esse fato tem sido observado em varias linhagens
do género Microcystis (Birk et al. 1989, Martin et
al. 1990, Murakami et al. 1997, Yasuno et al. 1998,
Tooming-Klunderud et al. 2007). Juntamente com
as microcistinas, as cianopeptolinas parecem ser os
peptideos mais comuns produzidos por espécies do
género Microcystis. Em estudos realizados por Welker
et al. (2006), a produgdo de cianopeptolinas foi
detectadaem 60% das coloniasisoladas de Microcystis.
Os agrupamentos génicos responsaveis pela produgao
dessas duas classes de peptideos (microcistina e
cianopeptolina) também coexistem na linhagem

Anabaena 90 (Rouhiainen et al. 2004). Estudos
realizados por Straub ef al. (2011) mostraram também
que a biossintese de microcistinas e cianopeptolinas
ocorre essencialmente durante o periodo claro (luz),
sugerindo que estes metabdlitos possam interagir com
a fase diurna do metabolismo. As fungodes biologicas
de oligopeptideos produzidos por cianobactérias sdo
desconhecidas, apesar de estudos envolvendo nocaute
génico para microcistinas e cianopeptolinas ja terem
sido conduzidos (Rouhiainen et al. 2000, Tillett et al.
2000, Christiansen et al. 2003). Assim, a associagao
entre um dado oligopeptideo e o agrupamento génico
que o codifica ¢ dificil de ser estabelecida. Partindo-
se do pressuposto de que as fungdes dos peptideos
produzidos pelas cianobactérias sdo desconhecidas,
as razOes para sua vasta diversidade estrutural
(tanto dentro, como entre classes de oligopeptideos)
permanecem obscuras (Rounge et al. 2009).

Os cianopeptideos, tais como a aeruginopeptina
917S-C (Harada et al. 2001), anabaenopeptilida
90-A (Fujii et al. 1996), cianopeptolina S (Jakobi
et al. 1995), simplostatina 2 (Harrigan et al. 1999),
hofmannolina (Matern ef a/. 2003a), microcistilida
A (Tsukamoto et al. 1993), micropeptina 88-A
(Ishida et al. 1998a), nostociclina (Kaya et al.
1996), oscilapeptilida 97-B (Fujii et al. 2000),
oscilapeptina F (Itou et al. 1999), sciptolina A
(Matern et al. 2001), somamida A (Nogle et al.
2001) e tasipeptina A (Williams et al. 2003) sdo
todos depsipeptideos ciclicos pertencentes a classe
das cianopeptolinas.

As primeiras cianopeptolinas estudadas em
cianobactérias (cianopeptolinas A, B, C e D) foram
descritas por Martin et al. (1993) e isoladas de
Microcystis sp. PCC7806. Apos essa descoberta,
outras variantes foram elucidadas quimicamente,
apresentando massa molar variando de 839 a
1187Da (Czarnecki et al. 2006, Welker & Erhard
2007).

Duas cianopeptolinas, sciptolinas A e B, foram
caracterizadas a partir de culturas axénicas de
Scytonema hofmanni PCC7110 (Matern et al. 2001).
Posteriormente, Matern ef al. (2003a) descreveram
uma terceira  cianopepolina  (hofmannolina)
produzida pela mesma cultura.

A cianopeptolina CB071, um inibidor de tripsina,
foi isolada a partir da cianobactéria de agua doce
Aphanocapsa sp. (Choi et al. 2008). J& von Elert
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et al. (2005) denominaram de cianopeptolina 954
um inibidor clorado de quimotripsina, isolado de M.
aeruginosa NIVA CYA 43.

O depsipeptideo cianopeptolina 963A, isolado
da linhagem Microcystis PCC7806 produtora de
toxina, teve sua estrutura elucidada por meio de
analises quimicas e espectroscopicas, incluindo a
espectrometria de massas de ressonancia ciclotronica
de ions com transformada de Fourier (FTICR-MS)
de alta resolucdo, 2D RMN, e cromatografia gasosa
acoplada ao espectrdmetro de massas do material
hidrolisado (Bister ef al. 2004).

O isolamento e a elucidagdo da estrutura quimica
da cianopeptolina 1020 (4cido hexanoico-Glu-N[-O-
Thr-Arg-Ahp-Phe-N-Me-Tyr-Val-]) produzida pela
linhagem M. aeruginosa UV-006, foram reportados
por Gademann et al. (2010).

Quimicamente, as cianopeptolinas sdo bastante
variaveis, tanto entre géneros de cianobactérias,
como entre linhagens do mesmo género (Welker &
von Dohren 2006). A estrutura geral dessa classe de
peptideos € caracterizada por uma peptidolactona
(Figura 2B), composta por
aminoacidos, na qual seis aminoacidos C-terminal
formam um anel (Namikoshi & Rinehart 1996,
Weckesser et al. 1996). Todas as cianopeptolinas

ramificada sete

conttm o residuo 3-amino-6-hidroxi-2-piperidona
(Ahp) e a ciclizacdo do peptideo ocorre por meio de
uma ligacao éster entre o grupo f-hidroxi da treonina
e o grupo carboxila do aminoacido C-terminal
(Martin et al. 1993). Em alguns casos, a unidade de
treonina pode ser substituida por uma unidade de
prolina hidroximetil (Figura 2B) e a ligacao éster para
o fechamento do anel é formada por meio deste grupo
hidroxila como, por exemplo, em nostopeptinas
(Okino et al. 1997).

Uma cadeia lateral (Figura 2B), de comprimento
variavel, ¢ ligada através do grupo amino da unidade
treonina nessa estrutura. O acido glicérico pode ser
ligado diretamente a treonina na posi¢ao 1 ou a uma
cadeia lateral de aminoacidos (Bonjouklian et al.
1996). Sulfatagdo e O-metilagdo do acido glicérico
também ja foram relatadas em oscilapeptinas A-C
(Itou et al. 1999). Em algumas variantes, o Hpla
foi observado na cadeia lateral da microcistilida
A (Tsukamoto et al. 1993) e da aeruginopeptina
95A/B (Harada et al. 1993). Outros aminoacidos
nao proteinogénicos ou hidroxidcidos encontrados
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nas cianopeptolinas sdo: tirosina tetrahidro (H,Tyr,
também chamada de alanina hidroxi-ciclohexenil,
HcAla) na posicdo 2 em aeruginopeptina-95B
(Harada et al. 1993) e micropeptina 88-D (Ishida et
al. 1998a), quinurenina na posi¢do 5 em micropeptina
SD999 (Reshef & Carmeli 2001), acido hidroximetil
valérico na cadeia lateral em hofmannolina (Matern
et al. 2003a) e acido aminobutendico na posi¢do 2 em
somamida A (Nogle et al. 2001).

Todas as posigdes no anel, com excecdo da
treonina (posi¢do 1) e Ahp (posicdo 3), podem ser
ocupadas por aminoacidos variaveis. No entanto, o
nimero de aminodcidos ja observados na estrutura
quimica das cianopeptolinas tem variado de dois na
posicao 6 anove na posicao 2 (Figura 2B). Na posi¢ao
5, um aminoacido aromatico é encontrado em todas
as variantes; a posi¢do 6 é ocupada por aminoacidos
neutros. A posi¢ao 2 do anel pode também ser ocupada
por uma ampla variedade de aminoacidos, como
0s aromaticos, basicos, alifaticos e hidroxi. Nessa
posicdo, a dehidrobutirina (Dhb) se mostrou comum
a microcistina produzida pelo género Planktothrix
(Harrigan et al. 1999).

Em
cianopeptolinas, o aminoacido na posi¢do 5 ¢

todas as variantes estruturais de
N-metilado. Monocloragao tem sido relatada na
posicao 5 apenas quando ocupada por uma tirosina
N-metilada ou homotirosina (Rouhiainen et al.
2000, von Elert et al. 2005), porém dicloragdo ndo
foi encontrada até o momento. Em muitos casos,
o tipo, niimero e posi¢do dos grupos halogénicos
em compostos organicos sdo importantes para a
atividade biologica (Nogami et al. 1990, Sancelme
et al. 1994, Otsuka et al. 2004). Estudos conduzidos
por Eustaquio ef al. (2003) envolvendo a biossintese
de clorobiocina em Streptomyces, mostraram que
a cloracdo de um pequeno peptideo foi capaz
de modificar as propriedades da molécula, com
consequéncias em sua atividade biologica. Em
relacdo as cianopeptolinas, peptideos clorados e ndo
clorados foram bastante descritos, como por exemplo,
as variantes anabaenopeptilida 90A (ndo clorada) e
90B anabaenopeptilida (clorada) (Fujii et al. 1996).
Contudo, sabe-se que a inibi¢ao de serina proteases
pelas
cloragdo por si s6, conforme mostrado em estudos de

cianopeptolinas ndo ¢ influenciada pela

raios X de uma variante clorada e outra ndo clorada,
cocristalizadas com proteases (Lee ef al. 1994, Matern



INIBIDORES DE PROTEASES PRODUZIDOS POR CIANOBACTERIAS: UMA REVISAO 195

et al. 2003a). De acordo com Cadel-Six ef al. (2008),
embora as halogenases de cianopeptolinas sejam
funcionais, aparentemente ndo sdo essenciais para a
biossintese destes peptideos, ou seja, a auséncia de
cloragdo ndo interrompe as etapas biossintéticas do
processo.

BIOSSINTESE E GENETICA

Os agrupamentos génicos da biossintese de
cianopeptolina (Figura 3B) foram, até o presente
momento, descritos para Microcystis wesenbergii
NIVA CYA-172/5 e M. aeruginosa NIES 843 (genes
mcn) (Kaneko et al. 2007, Tooming-Klunderud et
al. 2007), Anabaena 90 (genes apd) (Rouhiainen
et al. 2000) e P agardhii NIVA-CYA 116 (genes
oci) (Rounge et al. 2007), indicando o potencial de
producao desta classe de peptideos nao ribossémicos
entre as cianobactérias. Tal como ocorre com as
aeruginosinas, linhagens de uma mesma espécie de
cianobactérias podem apresentar ou ndo genes para
cianopeptolina sintetases (Welker & von Dohren
2006).

Em geral, a estrutura modular dos genes envolvidos
na biossintese de cianopeptolina contém um dominio
de condensacdo (C), um de adenilagdo (A) e um de
tiolacdo (T) (Figura 3B).

Em Microcystis, o agrupamento mcn contém
quatro genes que codificam para NRPSs (McnE,
McnC, McnB e McnA), uma proteina com fungao
desconhecida, uma transposase, McnF (uma proteina
tipo transportadora ABC) e McnG (desconhecido)
(Kaneko et al. 2007). Microcystis wesenbergii
NIVA CYA-172/5 apresenta um gene mcnD (Figura
3B) que codifica para uma halogenase, indicando
que a variante sintetizada ¢ halogenada (Tooming-
Klunderud et al. 2007). Contudo, um homologo ao
menD ndo foi identificado no genoma da linhagem M.
aeruginosa NIES 843 (Kaneko et al. 2007), sugerindo
que esta linhagem pode produzir uma variante ndo
halogenada de cianopeptolina.

O agrupamento génico da anabaenopeptilida,
produzida pela Anabaena 90, contém trés genes que
codificam para NRPSs (apdA4, B e D). Além disso,
da mesma forma que o gene mcnD no agrupamento
mcn de Microcystis NIVA-CYA-172/5, Anabaena
90 também contém um gene que codifica para uma
halogenase (apdC), que estaria envolvida na clorag@o

de um residuo de tirosina (Rouhiainen et al. 2000).
Em P agardhii NIVA-CYA 116 a halogenase esta
ausente (Cadel-Six et al. 2008), sugerindo que sua
atividade enzimatica ndo é uma caracteristica de todas
as cianopeptolinas sintetases e que a halogenagao nao
¢ essencial do ponto de vista funcional.

A comparagdo entre o0 agrupamento mcn,
descrito para M. wesenbergii NIVA CYA-172/5,
apresentou alta similaridade com o grupo de genes da
anabaenopeptilida (apd) da Anabaena 90, resultando
em 52 a 93% de similaridade entre modulos para
sequéncias de aminoacidos. Identidade elevada (80%
nas regides codificadoras de moddulos de NRPSs)
entre os agrupamentos génicos de cianopeptolinas
produzidas por Microcystis (mcn) e Planktothrix (oci)
também foram relatadas por Rounge et al. (2008).
Esses autores sugerem que, como demonstrado para
as microcistinas, € provavel que uma maior identidade
de sequéncias génicas ocorra dentro de um mesmo
género, do que entre géneros distintos. Contudo, ndo
esta clara em que proporgdo essas semelhangas sdao
conservadas em todas as cianopeptolina sintetases
(Tooming-Klunderud et al. 2007).

O arranjo dos genes e da estrutura dos peptideos
sugere que a sintese de cianopeptolinas tenha seu
inicio a partir da cadeia lateral e que a etapa final seja
o fechamento do anel entre o aminoacido na posicéo 6
e a treonina na posic¢do 1 (Figura 2B), visto que todos
os aminoacidos estdo na configuragao L em todas as
cianopeptolinas descritas até o momento (Welker &
von Dohren 2006).

Metiltransferases também estdo presentes nos trés
grupos de genes de cianopeptolinas descritos para
Anabaena, Microcystis e Planktothrix (apd, mcn e oci,
respectivamente). Além dos dominios A, C e T, varios
outros dominios foram associados as cianopeptolina
sintetases, ¢ dominios complementares, responsaveis
pela modificacdo da cadeia lateral do aminoacido
N-terminal, sdo Unicos para cada linhagem (isto
¢, formil transferase em apd, sulfotransferase e
acido glicérico transferase em oci, ausente em mcn)
(Rounge et al. 2008).

MECANISMO DE ACAO
A estrutura cristalina da elastase pancreatica de
suinos complexada com sciptolina A, uma variante de

depsipeptideos da classe da cianopeptolina, produzida
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pela cianobactéria S. hofimanni foi descrita por Matern
et al. (2003b). Elastases catalisam a degradacao da
elastina encontrada no tecido conjuntivo. A elastase
pancredtica suina estd intimamente relacionada
a elastase humana, que é alvo farmacéutico atual
para varias doengas, incluindo enfisema, artrite e
fibrose cistica. Sciptolinas A ¢ A90720A possuem
um anel com 19 ramificac¢des, contendo uma lactona
(envolvendo ahidroxila da cadeia lateral de um residuo
de treonina), cinco elos lactdmicos e um residuo Ahp
incomum. Esse ultimo ¢ composto de um glutamato
semialdeido, ligado como hemiaminal ao nitrogénio
amida do aminoacido subsequente. A seletividade
das sciptolinas e de A90720A pela elastase e tripsina,
respectivamente, provavelmente ¢ governada pelo
residuo na posicdo 4, que corresponde a posigao
P1 (sitio de ligacdo P1 da cadeia lateral) de um
substrato, ou seja, leucina na sciptolina e arginina em
A90720A. As conformagdes de ligagdo proteolitica
de sciptolinas A e A90720A sdo muito semelhantes,
e ambas as estruturas revelam ligacdo nos subsitios
S1 ao S4, como observado para substratos. Apesar do
esqueleto do grupo carbonila do residuo equivalente
de P1 se projetar para a cavidade oxianion, nenhuma
evidéncia para a hidrélise do anel macrociclico foi
observada. O residuo Ahp ocupa espago adjacente
ao His57, que esta altamente envolvido na triade
catalitica de serina proteases, ¢ a comparagdo com
complexos acil-enzima, obtidos com substratos
peptidicos indica que pode
haver interrup¢do da hidrolise, pela exclusdo da

simples/inibidores,

agua hidrolitica. Essa exclusdo tem sido proposta
para inibidores de moléculas pequenas, incluindo
B- e y-lactamicos (Firestone et al. 1990, Wilmouth
et al. 1999). Obviamente, o mecanismo de ac¢do dos
inibidores da classe das cianopeptolinas requer muito
mais do que o deslocamento da agua hidrolitica, mas
a observacgdo de que pode haver a inibi¢do de mais
de uma protease deve estimular estudos voltados para
a definicdo de componentes inibitorios essenciais,
diponibilizando um modelo acessivel e facilmente
modificavel que se liga reversivelmente (McDonough
& Schofield 2003).
A inibicdo de serina proteases (tripsina,
quimotripsina e elastase) tem sido relatada para as
variantes estruturais de cianopeptolinas em diversos
estudos (Matern et al. 2003b, Bister et al. 2004,

Welker et al. 2004, von Elert et al. 2005, Choi et al.
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2008). A cianopeptolina 954 inibiu a quimotripsina
a uma CI,, de 45nM (von Elert et al. 2005).Ja a
cianopeptolina 963A apresentou atividade inibitoria
contra quimotripsina a uma CI,; de 0,9uM (Bister et
al. 2004). Com relagdo a hofmannolina, sua interagdo
com a elastase foi demonstrada por cocristalizacdo e
espectroscopia de raio-X, revelando a importancia da
fragdo Ahp para a atividade inibitoria (Matern et al.
2003Db).

Gademann et al. (2010) avaliaram a atividade
inibitéria da cianopeptolina 1020 contra tripsina,
quimotripsina e varias outras proteases envolvidas na
coagulagdo do sangue. O isolamento da cianopeptolina
1020, extraida de M. aeruginosa UV-006, permitiu a
verificacao de sua atividade inibitdria contra a tripsina
em escala picomolar (CL,, de 670pM), enquanto
que para o fator Xla e para calicreina humana (EC
3.4.21.35) a inibigdo ocorreu em escala nanomolar
(3,9 e 4,5nM, respectivamente). A cianopeptolina
1020 também se mostrou toxica para o crustaceo de
agua doce Thamnocephalus platyurus e sua toxicidade
(CL,, 8,8uM, concentragdo letal) foi comparavel
a de encontradas,
descritas como biotoxinas de cianobactérias. Esses

microcistinas  comumente
resultados sugerem que as cianopeptolinas podem ser
consideradas como uma segunda classe de toxinas, e
incentivam ainda mais a avaliagdo da toxicidade da
cianopeptolina 1020 em mamiferos (Gademann et al.
2010). A coexisténcia de cianopeptolina 1020 toxica
e microcistina em linhagens de Microcystis indicam
a necessidade de uma reavaliagdo das diretrizes que
visam assegurar a qualidade de agua para o consumo,
atualmente apenas focadas em microcistinas. Nesse
caso, a inclusao de outros compostos relevantes, como
a cianopeptolina, deve ser levada em consideragdo
(Gademann et al. 2010).

A diversidade estrutural das cianopeptolinas
descritas até o momento ¢ grande, mas todas podem
ser consideradas inibidoras de serina proteases de
crustaceos e mamiferos (Welker & von Dohren 2006).
Embora a inibigdo de serina proteases digestivas
de varios organismos seja conhecida, a toxicidade
aguda de algumas variantes de cianopeptolinas ainda
nao foi demonstrada. Nesse sentido, a microcistilida
A, quando aplicada por via intraperitoneal em
camundongos, e espasmos
musculares, mas nao a morte (Tsukamoto e al. 1993).
Por outro lado, a cianopeptolina SS causou a morte de

induziu convulsdes
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crustaceos (Jakobi et al. 1996), da mesma forma que
oscilapeptina J em 7. platyurus (Blom et al. 2003).

Em cianopeptolinas, a presenga ou auséncia de
um atomo de cloro na tirosina (posi¢do 5 do anel)
pode modular a atividade inibidora do peptideo, de
modo que a producdo de um conjunto de peptideos
variaveis poderia levar a inibigdo de uma selegdo
mais ampla de proteases (Tooming-Klunderud et
al. 2007). Todas as especulagdes sobre os efeitos da
cloragao dessa classe de peptideos sdo, no entanto,
dificultadas pelo fato de que suas fungdes biologicas
ndo sdo conhecidas (Cadel-Six et al. 2008). A
existéncia de cianopeptolinas halogenadas e nao
halogenadas pode, de fato, desempenhar um papel na
regulacdo da atividade bioldgica, ou sugerir multiplas
funcdes para as cianopeptolinas. Nesse aspecto,
estudos envolvendo nocaute génico direcionado para
a halogenase devem ser encorajados.

APLICACAO CLINICA

Dentre os inibidores de protease de origem
cianobacteriana, as cianopeptolinas podem ser usadas
no tratamento de asma e infecgdes virais (Singh et al.
2011).

Algumas cianopeptolinas sdo conhecidas como
inibidoras especificas de elastase. Essa protease
parece ser objeto de pesquisa bastante relevante, uma
vez que sua atividade ¢ de fundamental importancia
para uma série de doengas humanas, por exemplo,
enfisema pulmonar, que ¢ mediado pela acdo
excessiva de elastase (Mal ef al. 1999). Além disso,
tem sido proposto que niveis elevados de atividade
da elastase estdo envolvidos em danos ao miocérdio
(Zaidi et al. 1999) e podem causar uma forma
particular de psoriase (Orem et al. 1997). Assim, os
inibidores naturais de elastase podem servir como
estruturas valiosas na pesquisa farmacéutica dedicada
ao desenvolvimento de medicamentos novos e mais
eficazes (Matern et al. 2001).

Ja a simplostatina 1, isolada da cianobactéria
marinha Symploca sp. VP642 ¢ um composto analogo
a dolastatina 10, isolada do molusco D. auricularia,
que ¢ um potente agente antitumoral. A atividade
antitumoral da simplostatina 1 foi avaliada in vivo
contra varios tumores murinos. Simplostatina 1 foi
eficaz contra um tumor mamario € um tumor de
colon insensiveis as drogas; no entanto, foi apenas

ligeiramente eficaz contra dois tumores resistentes a
multiplas drogas (Luesch et al. 2001).

MICROGININAS

Microgininas pertencem a classe de peptideos
lineares, compostos de trés a seis residuos de
20).
microgininas foram caracterizadas como inibidoras

aminoacidos  (Figura Inicialmente, as
de zinco metaloproteases, tais como a enzima
conversora de angiotensina (ACE, do inglés
Angiotensin-Converting Enzyme) (EC 3.4.15.1)
e leucina aminopeptidase (LAP) (EC 3.4.11.2).
Consequentemente, esses compostos sdo de grande
interesse e sdo considerados moléculas lideres na
descoberta de novos farmacos anti-hipertensivos,
bem como tratamentos para a insuficiéncia cardiaca
congestiva.

A primeira microginina isolada de cianobactéria
foi descrita em 1993, a partir do género Microcystis
(Okinoetal. 1993).Posteriormente, foram encontradas
em floragdes de cianobactérias (Neumann et al. 1997,
Kodani et al. 1999), em M. aeruginosa (Ishida et al.
1997, Ishida et al. 1998b, Ishida et al. 2000, Welker
et al. 2006), Microcystis sp. (Reshef & Carmeli 2001,
Czarnecki et al. 2006, Welker et al. 2006, Gesner-
Apter & Carmeli 2008), Microcystis ichthyoblabe e
M. wesenbergii (Fastner et al. 2001), Planktothrix
rubescens (Rounge et al. 2009) e P. agardhii,
anteriormente denominada de Oscillatoria (Sano &
Kaya 1997).

A presenga de D-aminoacidos, aminoacidos nao-
usuais, bem como seu tamanho pequeno, sugere que
os oligopeptideos das cianobactérias mencionadas
acima sdo sintetizados pela via ndo ribossémica por
meio das NRPSs (Kleinkauf & von Déhren 1996).

As microgininas sdo também conhecidas como
cianostatina, nostoginina ou oscilaginina (Welker
& von Dohren 2006). Nostogininas produzidas por
Nostoc (Ploutno & Carmeli 2002) e oscilagininas
produzidas por Oscillatoria (agora denominadas de
Planktothrix) (Sano & Kaya 1997, Rounge et al.
2009) possuem as mesmas caracteristicas estruturais
das microgininas. Outros peptideos similares as
microgininas também ja foram encontrados em
extratos de Lyngbya (van Wagonen et al. 2006). Sua
massa molar pode variar de 574 a 930Da (Ishida et
al. 2000).
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Essa classe de peptideo linear ¢ caracterizada por
um acido decanoico derivado, o acido 3-amino-2-
hidroxi-decandico (Ahda) e um predominio de duas
unidades de tirosina C-terminal (Figura 3C) (Okino
et al. 1993). As microgininas variam em tamanho
de acordo com o numero de aminoacidos, ou seja,
de quatro (microginina 91A) (Ishida et al. 2000) a
seis (microginina 299C) (Ishida ef al. 1998b), sendo
que a variabilidade ocorre na posicao C-terminal. A
posicdo 2 ¢ a mais variavel, com sete aminoacidos
diferentes ja relatados, enquanto nas duas posigdes
seguintes, ja foram observados de trés a quatro
aminoacidos diferentes. N-metilacdo pode ocorrer
nas posicoes 1, 3 e 4 (Ishida et al. 1998b). Cloragao
alifatica foi relatada no Ahda (Kodani ef al. 1999)
e, em alguns casos, também ocorreu dicloracao na
unidade C-terminal (Ishida et al. 1998b). Cloracao
aromatica nao foi observada em nenhuma das
unidades homotirosina.

BIOSSINTESE E GENETICA

O agrupamento génico responsavel pela biossintese
da microginina em M. aeruginosa ja foi sequenciado
(Kramer 2007). O residuo Ahda ¢ gerado a partir do
acido octandico e para isso um dominio de adenilagdo
ativaesse dcidoemacil adenilato, que € entao transferido
para uma ACP. A formacao do Ahda ¢ realizada por
uma PKS e, provavelmente, ¢ a unidade inicial de
microgininas. Um moédulo de elongacao de uma PKS,
consistindo de uma KS, uma aciltransferase (AT) e uma
ACP, ¢é responsavel pela condensa¢do de um residuo
malonil-CoA com o acido octandico ativado a um
acido 3-oxodecanoico, o qual ¢ transaminado por uma
aminotransferase (AMT), produzindo o B-aminoacido.
A mono-oxigenase catalisa a hidroxilagao do f-amino
tioéster na posicdo C-2, levando ao (2S, 3R)-Ahda-
ACP. Os residuos de alanina, valina e duas tirosinas
sdo adicionados ao (2S, 3R)-Ahda pela ag¢do dos
modulos de elongacdo das NRPSs (Kramer 2007).

O genoma da Planktothrix NIVA CYA 98 também
contém genes hibridos de NRPS/PKS (micACDE).
Este agrupamento génico codifica trés modulos de
NRPS, um moédulo de PKS e uma aminotransferase
(Figura 3C). Analises in silico do micACDE sugere
que o agrupamento génico corresponde a microginina
oscilaginina B, produzida pela Planktothrix NIVA
CYA 98. A oscilaginina A ¢ clorada e, portanto, uma

Oecol. Aust., 16(2): 183-209, 2012

halogenase parece fazer parte da via biossintética. No
entanto, o gene que codifica para a halogenase nao foi
identificado no agrupamento génico ou no genoma
desta linhagem.

MECANISMO DE ACAO

A estrutura das microgininas ¢ muito semelhante
a de peptideos como probestina e amastatina, que sao
tetrapeptideos lineares ou maiores contendo a-hidroxi-
B-aminoacido. Esses peptideos, assim como actinonina,
leuhistina ¢ bestatina ja sdo conhecidos inibidores
de LAP e aminopeptidase M (APM) (EC 3.4.11.2).
Bestatina causa uma redu¢do na taxa de infeccao
por HIV (Pulido-Cejudo ef al. 1997). Sendo assim, ¢
sugerido que as microgininas tenham mecanismo de
acdo semelhante (Ishida et al. 2000).

Microgininas 299-A, -B, -C e -D s@o inibidoras
de LAP, porém ndo inibem ACE, papaina, tripsina,
trombina, plasmina, quimotripsina e elastase (Ishida
et al. 1997, Ishida et al. 1998b). Ja as microgininas
99-A e 99-B, as quais possuem um grupamento anidro
Ahda e microgininas 478 ¢ 51-B nfo inibem LAP
a 100pug.mL" (Ishida et al 2000). Microgininas
91-A a 91-E (congéneros de microginina) mostraram
atividade mais fraca do que microgininas. A razado
pode ser que a estereoquimica do C-2 nestes
compostos possuem a configuracdo R (Ishida et
al. 2000). Microgininas T1 inibem ACE e LAP em
concentragdes de 5 e 7pug.mL!, respectivamente, e
microginina T2 inibe tanto ACE quanto LAP a uma
concentragdo de 2ug.mL! (Kodani et al 1999).
Microginina FR1 apresentou atividade inibidora para
ACE a 16pg.mL"' (Neumann et al. 1997). Microginina
inibiu a ACE a uma CI de 7,0ug.mL"', mas ndo inibiu
papaina, tripsina, quimotripsina e elastase a 100pug.mL"!
(Okino et al. 1993).

Além de cianobactérias, outros organismos siao
capazes de produzir microgininas. K-26, um inibidor da
ACE produzido por actinomicetos, tem uma estrutura
parcial de ditirosina (Kase et al. 1987, Yasuzawa et al.
1987). Outro inibidor natural da ACE, K-13, isolado
de Micromonospora halophytica, ¢ também derivado
de ditirosina. Além disso, a atividade inibitéria da
microginina contendo ditirosina ¢ aproximadamente
100 vezes maior do que microginina sem esse residuo.
(N-MeTyr-Tyr) ¢
considerada importante para a inibicdo da ACE.

A estrutura C-terminal


100mg.mL
7mg.mL
2mg.mL
16mg.mL
0mg.mL
100mg.mL
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Dipeptideos que consistem em aminoacidos C-terminal
prolina e aminoacidos aromaticos e N-terminal valina
ou isoleucina tém potente atividade inibitoria (Cheung
etal. 1980).Aatividade inibitoria do tri- e pentapeptideo
contendo valina-tirosina € considerada fraca, pois
estes peptideos sdo facilmente hidrolisados por ACE
(Opie 1992). Os resultados descritos por Ishida et al.
(2000) também relatam que os dipeptideos tirosina-
tirosina e valina-tirosina apresentaram quase a mesma
ordem de inibi¢@o da atividade da microginina, porém
os tri- ¢ tetrapeptideos alanina-valina-Me-tirosina e
alanina-tirosina-valina-Me-tirosina, respectivamente,
mostraram apenas atividade inibitéria fraca. No
entanto, os pentapeptideos microgininas, microgininas
478, T1 e T2, apresentaram atividade inibitoria em
concentracao de cerca de 10uM. Este resultado sugere
que a unidade Ahda também ¢ importante na inibi¢ao
da ACE. Ainda, confirmam que ndo somente a unidade
ditirosina, mas também os grupos amino ¢ hidroxila do
B-aminoacido lipidico Ahda desempenham um papel
importante na inibi¢do da ACE por peptideos do tipo
microginina.

APLICACAO CLINICA

ACE catalisa a conversdo da angiotensina I em
angiotensina II dentro do sistema renina-angiotensina
de mamiferos, levando a estenose arterial, que por
sua vez provoca um aumento da pressao arterial. Os
inibidores da ACE combatem esse processo e, portanto,
desempenham um papel na medicina humana como
agentes hipertensivos. A microginina ¢ uma molécula
importante e pode ser candidata ao desenvolvimento
de um medicamento para a inibi¢do da ACE. Até
2007, apenas 38 variantes estruturais de microginina
eram conhecidas, tornando sua utilizagdo clinica
dificil (Welker & von Dohren 2006, Kramer 2007). No
passado, a producdo de variantes de microgininas s
era possivel por meio da sintese quimica de o-hidroxi-3
aminoacidos (Bergmeier & Stanchina 1999).

POTENCIAL DE PRODUCAO DE
INIBIDORES DE PROTEASES EM
CIANOBACTERIAS BRASILEIRAS

O laboratorio de
Cianobactériasdo CENA/USPmantémumacolecdode
cianobactérias isoladas de diversos biomas brasileiros,

Ecologia Molecular de

tais como caatinga, Mata Atlantica e Amazodnia, bem
como varios ecossistemas: manguezais, lagos, rios,
represas, nascentes, reservatorios, além de isolados
da Antartica.
provenientes de colegdes de culturas internacionais.

Possui também varias linhagens

O Brasil, devido as suas dimensdes continentais,
possui espécies adaptadas aos diferentes microclimas
existentes e apresentam potencial para a producao de
substancias inéditas, fato que o torna uma rica fonte
de informagoes voltadas a bioprospec¢ao. Em maio de
2006, a Europa finalizou o projeto Pepcy (PEPtides
in CYanobacteria), cujo objetivo central foi o de
melhorar a avaliagdo e gestdo dos riscos voltados
as cianotoxinas. Com o apoio de varios laboratorios
europeus, foi possivel encontrar um grande niimero
de cianopeptideos, obtidos de centenas de linhagens
estudadas e mais de 3.000 metabdlitos, identificados
por espectrometria de massas em dessor¢dao a laser
assistida por matriz - tempo de véo (MALDI-TOF).
Também foi possivel evidenciar a presenga de um
grande numero de diferentes classes de peptideos
e uma grande diversidade de variantes em cada
classe (mais de 500 variantes podem existir s6 para
o cianopeptideo aeruginosina). Esse projeto permitiu
identificar os cianopeptideos mais frequentemente
encontrados na Europa, ou seja, as anabaenopeptinas,
microcistinas e aeruginosinas. Anabaenopeptinas B e
F foram encontradas em todas as amostras analisadas.
Com a colegdo brasileira de cianobactérias, esses
resultados podem ser diferentes e haver dominancia de
outros cianopeptideos. Estudos conduzidos em nosso
laboratério mostraram que diversas cianobactérias
sdo produtoras de aeruginosina (Silva-Stenico ef al.
2011, Silva-Stenico et al. 2012) e cianopeptolina
(Silva-Stenico et al. 2012), indicando o potencial
desses organismos em produzir substincias de
interesse farmacéutico e biotecnologico.

CONSIDERACOES FINAIS

Novas variantes das diferentes classes de
peptideos conhecidos, assim como novos peptideos
ainda ndo descritos, poderdo ser descobertos,
incluindo a elucida¢do de seus respectivos genes
biossintéticos. Informagdes estruturais e quimicas
irdo melhorar a nossa compreensao sobre o potencial
biossintético de cianobactérias e da distribuicdo de

peptideos nos niveis taxondmicos e geograficos.
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Estudos genéticos fornecerao dados sobre a evolugao
de agrupamentos génicos responsaveis pela producao
de cianopeptideos que, muitas vezes, sdo variagdes
de uma tnica molécula. As informagdes gerais sobre
os oligopeptideos constantes nesta revisao foram
sumarizadas na Tabela 1.

As estruturas de novos peptideos receberam
denominagdes que ndo estdo incluidas num sistema
de nomenclatura e, portanto, muitos peptideos
estruturalmente semelhantes t€ém nomes distintos.
Além da variabilidade de aminoacidos em posi¢des
especiais nos peptideos, varias modificagdes de
aminoacidos e outros acidos organicos podem ocorrer,
complicando assim a introdu¢do de um sistema de
nomenclatura. No caso de microcistinas, € comum
apenas N- ou O-metilagdo de aminoacidos, enquanto
que em aeruginosinas, pode ocorrer cloragao,
sulfatacdo e hidroxilagdo. Além disso, o numero de
acidos orgénicos ndo proteinogénicos variaveis €
elevado em cianopeptolinas.

O codigo usado de uma letra ¢ restrito a 26
aminoacidos, mas isso ndo ¢ aplicavel quando residuos
de 4acido formico, acético, glicérico, butanoico,
hexandico ou octandico precisam se encaixar no
mesmo esquema, diferente de microcistinas, onde
aminoacidos ndo proteinogé€nicos estdo em posigdes
conservadas. Dessa forma, uma nomenclatura
simples, mas com um sistema eficiente, tal como
a utilizada para microcistinas nao seria aplicavel
para a maioria das classes de peptideos, havendo a
necessidade de se desenvolver outros sistemas.

As moléculas descritas neste estudo apresentam
acdo contra enzimas causadoras de patologias
humanas. Com isso, ¢ esperado que esforgos futuros
nessa area conduzam a producdo de medicamentos
seguros ¢ efetivos para o tratamento de diversas
desordens, como exemplo, doengas cardiovasculares,
enfisema pulmonar, artrite e fibrose cistica, dentre
outras.
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