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RESUMO

Policetidios sdo uma classe de produtos naturais complexos produzidos por diversos
tipos de organismos e agrupados de acordo com sua origem biossintética. Eles sdo
biologicamente produzidos a partir de acetilCoA como precursor, na presenca de uma enzima
chamada policetideo sintase (PKS). Do ponto de vista farmacoldgico, policetidios sdo uma
importante fonte terapéutica, uma vez que eles tém sido utilizados como agentes
antiparasitarios, antibioticos, imunossupressores, agentes citotoxicos e redutores de colesterol.
Em 2016, um representante dessa classe foi isolado e identificado a partir do cultivo de uma
bactéria de origem marinha, isolado na praia de Sdo Sebastido, S&o Paulo. Essa substancia foi
nomeada de Fosdiecina A. Em 2019, uma rota de sintese com 13 etapas foi desenvolvida para
a Fosdiecina A na Universidade do Texas. Entretanto, é dificil prever corretamente qual seria a
forma mais lucrativa e econdémica de se obter essa substancia de acordo com a rota de sintese
apresentada. Frente a isso, o objetivo do presente trabalho foi fazer uma proposta de
retrobiogénese da Fosdiecina A, discutindo detalhadamente qual seria o mecanismo de
formacdo dessa substancia pela bactéria. Espera-se com esse trabalho, elucidar o mecanismo de
formacdo da substancia entendendo quais sdo 0s materiais de partida utilizados na biossintese
do composto, caso a obtengdo por vias bioquimicas seja mais vantajosa do que a sintese.

Palavras-chaves: Fosdiecina A, Policetideos, Streptomyces, Antitumoral, biossintese



ABSTRACT

Polyketides are a class of complex natural products produced by several types of
organisms and grouped according to their biosynthetic origin. They are biologically produced
from acetylCoA as a precursor, in the presence of an enzyme called polyketide synthetaze
(PKSs). From a pharmacological point of view, polyketides are an important therapeutic source,
since they have been used as antiparasitic agents, antibiotics, immunosuppressants, cytotoxic
agents and cholesterol reducers. In 2016, a representative of this class was isolated and
identified from the cultivation of a bacterium of marine origin, isolated on the beach of S&o
Sebastido, Sdo Paulo. This substance was named Phosdiecin A. In 2019, a 13-step synthesis
route was developed for Phosdiecin A at the University of Texas. However, it is difficult to
predict correctly which would be the most profitable and economical way to obtain this
substance according to the synthesis route presented. In view of this, the objective of the present
work was to make a proposal for the retrobiogenesis of Phosdiecin A, discussing in detail what
would be the mechanism of formation of this substance by the bacteria. It is hoped that this
work will elucidate the mechanism of formation of the substance, understanding what are the
starting materials used in the biosynthesis of the compound, if obtaining it through biochemical
routes is more advantageous than synthesis.

Keywords: Phosdiecin A, Polyketides, Streptomyces, Antitumor, biosynthesis
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1. INTRODUCAO

A sintese organica é uma ferramenta que permite a construcdo de moléculas organicas das
mais simples as mais complexas, partindo de precursores mais simples. E uma area essencial
em diversos &mbitos da sociedade, dentre eles o farmacéutico. Antes de se produzir um farmaco
em larga escala, inicialmente sdo feitas sinteses em nivel laboratorial para descobrir
caracteristicas estruturais que elevem efeitos medicinais ou diminuam indesejaveis efeitos
colaterais de um novo farmaco ou até mesmo para exercer aprimoramento em um ja existente
(SOLOMONS, 2012a).

Policetideos ¢ uma classe muito importante de produtos naturais com grande potencial
farmacéutico. Sdo complexos metabdlitos secundarios biossintetizados por fungos, bactérias,
plantas, insetos, esponjas, algas e outros seres, tendo funcGes de defesa contra patégenos,
interaces simbidticas, resposta a exposicdo de luz UV, pigmentacdo, dentre outras. Sua
biossintese se da pela via do acetato, através de sucessivas condensacdes de Claisen entre
unidades de acetilcoenzima A. E também por essa via que sdo formados &cidos graxos,

poliacetilenos, prostaglandinas, compostos aromaticos, dentre outros.

As atividades farmacoldgicas desses compostos sdo vastas, vao desde acao antiflingica,
antibidtica, redutora de colesterol, anti-parasitaria, imunossupressora, antitumoral e outras.
Bactérias do género Streptomyces produzem metabdlitos com grande potencial antitumoral, os
compostos possuem alta capacidade de inibicdo da enzima serina/treonina proteina fosfatase

2A (PP2A), responsavel por funcdes bioldgicas essenciais, como divisao celular.

Alguns dos policetideos com acdo citotdxica produzidos por esses actinomicetos sdo
Fostriecina, Sultriecina, Citostatina, Fosfolina, Leustroducsina, Foslactomicinas e mais
recentemente descoberto em 2014, a Fosdiecina A. Essa Ultima foi sintetizada pela primeira vez
em 2019 na Universidade do Texas com uma rota sintética contendo 13 etapas, contudo cabe
analisar a viabilidade econdmica de sua sintese, seja em rendimento, tempo de producéo,

geracdo de residuos e outros fatores cabiveis.

Diante disso, o objetivo dessa monografia é fazer uma proposta de retrobiogénese da
Fosdiecina A, discutindo de forma detalhada cada etapa de seu mecanismo de formagéo pela
bactéria Streptomyces cebimarensis SS99BA-2. A partir disso, pretende-se compreender quais



0s materiais de partida empregados em sua biossintese para ser capaz de obté-la por vias

bioguimicas, ou seja, pelo cultivo da bactéria, caso seja mais vantajoso do que sintetiza-la.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Policetideos e a via do acetato

Policetideos sdo metabdlitos secundarios complexos naturais biossintetizados por bactérias,
fungos, esponjas, insetos e outros seres vivos a partir da via do acetato, onde por meio de
enzimas policetideo sintases (PKS) ocorrem condensacGes sucessivas de unidades de
acetilcoenzima A, aumentando gradativamente a cadeia cetonica, advinda de derivados de
cadeias poli-B-ceto (DEWICK, 2002). Também gerados pela via do acetato encontramos acidos
graxos, poliacetilenos, antibioticos macrolidos, prostaglandinas, antraquinonas, tetraciclinas e
diversos compostos aromaticos. Na Figura 1 é possivel ver a biossintese genérica de

policetideos pela via do acetato.

Poderia ser pensada a formacdo da cadeia poli-B-ceto como uma série de reacdes de
Claisen, em que o reverso seria um conjunto de oxidacdo- p presentes na metabolizacdo de
acidos graxos. Dessa forma, para os policetideos, uma molécula de acetil-CoA se acoplaria a
uma outra por condesacdo de Claisen gerando uma acetoacetil-CoA, em que 0 processo se
repetiria até a formacgdo de um éster poli-B-ceto. Contudo, ao estudar as enzimas presentes na
biossintese de &cidos graxos notou-se ndo ser uma abordagem tdo correta. Sendo assim,
atualmente sabe-se que a biossintese de acidos graxos inicia com uma carboxilacdo de acetil-
CoA a malonil-CoA e nessa reacao estdo envolvidos ATP, CO2 na forma de bicarbonato e a
coenzima biotina para o transporte de CO». Essa conversdo torna o carbono conectado aos a-
hidrogénios um nucleofilo melhor na condensacdo de Claisen, isso devido ao aumento de sua
acidez. Seguidamente, ndo se percebe formacdo de derivados de acido malénico nem ocorre
incorporacdo de bicarbonato. A carboxilagdo promovida pelo carbono a do malonil-CoA na
carbonila da molécula de acetil-CoA ao longo da condensacdo de Claisen favorece entdo a saida
do grupo carboxila do malonil-CoA na forma de CO., formando entdo o acetoacetil-CoA. Por
fim a repeticdo de condensacdes de Claisen fornece distintos poli-p-ceto ésteres (DEWICK,
2002).
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Figura 1- Biossintese genérica de policetideos pela via do acetato.

CH;COSCoA CH3COSCoA
(0] o (0] (0]
1 \ n I E I
CH3—C—SCoA CH3—=C—CH;—C—SCoA — CH;CO —[CHZ—C]:CHZCOSCUA
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(¢] S
I reacion 92
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acetyl-CoA ﬁ) e | 0 —>  CH3—-C—CH,—C—SCoA
i
H,C—C—SCoA CH;=C—SCoA acetoacetyl-CoA
C €0 malonyl-CoA repeat of Claisen
fo \‘E)\—H 'K o reaction
nucleophilic attack on malonyl-CoA ¢
carbonyl with simultaneous ﬁ)
loss of CO; CH;CO CH,~ C}= CHy,C0SCoA

poly-B-keto ester

Fonte: (DEWICK, 2002).
A via do acetato até entdo € igual para aromaticos e acidos graxos e outros que a seguem,
contudo para os primeiros a via segue até chegar nos processos de montagem completa e
ciclizacdo de cadeia, ja para os segundos, antes de acoplar o proximo malonato ocorre reducéo

dos grupos carbonila.

A formacdo de acidos graxos comuns se da sempre em nimero par de cabonos, isso
ocorre porgue durante a condensacdo de Claisen os carbonos fornecidos pelo acetato ficam
fixados na cabeca da cadeia, demonstrado pela extremidade metil, j& 0 malonato é responsavel
por fornecer os carbonos de extensdo de cadeia e nunca pelo grupo inicial. Sendo assim, o
acetato fornece dois carbonos para formacédo inicial do acido graxo e cada malonato sempre
fornece dois carbonos para a cadeia. Os &cidos graxos mais abundantes sdo de 16 e 18 carbonos,
contudo &cidos graxos naturais podem chegar a 30 ou mais atomos de carbono. No entanto,
também existem alguns &cidos graxos com nimero impar de carbonos, isso pode se dar pela
ocorréncia de incorporacdo de unidade inicial distinta ao acetato, como a propionil-coA, ou por

perda de carbono de um &cido de cadeia com namero par de carbonos (DEWICK, 2002).

2.2 Producéo de policetideos em seres vivos e suas funcdes

Nas plantas a producéo de policetideos, os flavondides, esta relacionados a muitos
fatores como resposta a exposi¢do de luz UV, pigmentacéo de flores, defesa contra patdégenos
e interacBes simbidticas planta-patégeno (SCHRODER et al., 1998; WINKEL-SHIRLEY,
2002).
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Em seres marinhos, algas unicelulares dinoflagelados, macro-algas, esponjas e
moluscos, a producdo de policetideos tende a ser na forma de compostos toxicos a serem
utilizados como mecanismos de defesa contra predadores, como é o caso das brevetoxinas
produzidas pelo dinoflagelado Gymnodinium breve. Ja em um estudo bioguimico no ourigo-do-
mar feito por Salaque et al. (SALAQUE et al., 1967) percebeu-se o uso de moléculas de acido
acético na biossintese do policetideo equinocromo A, um pigmento presente em células
pigmentares embrionarias. Apesar de ndo se compreender totalmente a funcéo dessas células
que ficam embutidas no epitélio larval, com base na acdo fotoativa ja observada nos
policetideos ha hipoteses e observacGes de mudangas na forma da célula de pigmento e
deslocacdo do granulo de pigmento dentro dos pseuddpodes do ouri¢co do mar Centrostephanus
longispinus (WEBER E DAMBACH, 1974; GRAS E WEBER, 1977; WEBER E GRAS,
1980). Essas observacdes também foram vistas em fotorreceptores dérmicos, melanéforos, de
anfibios e peixes (WISE, 1969; SCHLIWA E BEREITER-HAHN, 1973).

Apesar de se conhecerem muitos policetideos advindos de fungos e bactérias, pouco se
sabe do real potencial biossintético desses compostos. Muitos deles sdo produzidos como sinal
quimico, seja para defesa de habitat ou associacdo interespécies. Sobre a Ultima j& é fato a
diversidade de compostos gerados dessa interacédo e reforcando isso, Schroeckh et al. em seu
trabalno monitorou o comportamento do fungo Aspergillus nidulans e a bactéria S.
hygroscopicus em um mesmo habitat e descobriram de forma inédita uma resposta metabélica
especifica, produziram novos metabolitos, advindos de sua interacdo direta, o que ndo foi
observado quando estavam em habitats distintos (SCHROECKH, 2009). Anteriormente,
Siemieniewicz e Schrempf (SIEMIENIEWICZ E SCHREMPF, 2007), ao observarem a
bactéria Streptomyces olivaceoviridis junto ao fungo Aspergillus proliferans notaram que redes

de hifas da bacteéria se estendiam numerosamente devido as hifas do fungo.

Esses compostos possuem atividades farmacoldgicas amplas, podendo apresentar agdo
como antifingicos, antibidticos, antitumorais, imunossupressores, agentes redutores de
colesterol, dentre outros. A lovastatina atua reduzindo niveis de colesterol, eritromicina como
antibiotico, avermectina como anti-parasitario, anfotericina como antifungico, doxorubicina e
salinomicina como antineoplasicos (GOKHALE, 2007; DEWICK, 2002; PAULO, 2019). Os

compostos citados podem ser vistos na Figura 2.
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Figura 2 — Policetideos com amplas atividades farmacoldgicas.
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Fonte: Do Autor (2023).
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2.3 Policetideos produzidos por bactérias do género Streptomyces

Em 1983, foi isolado o primeiro metabolito da classe de substancias biossintetizadas por
estreptomicetos, a Fostriecina (7). Foi isolada a partir de uma cultura de Streptomyces
pulveraceus subsp. fostreus ATCC 31906. Assim como 0s outros metabolitos biossintetizados
por estreptomicetos, a Fostriecina promove inibicdo da enzima serina/treonina proteina
fosfatase 2A (EC 3.1.3.16), enzima responsavel por atividades bioldgicas essenciais, como
divisdo celular. Sendo assim, essa ac¢do inibitdria a torna um agente antitumoral. Esse composto
apresentou atividade citotoxica contra varios tipos de canceres, como cancer de ovario, de
mama, leucemia (TUNAC, 1983; TROST, 2016). Na Figura 3 € possivel ver a enzima
serina/treonina proteina fosfatase 2A (PP2A).

Figura 3 — Estrutura cristalina da PP2A.

Fonte: RCSB PDB Protein Data Bank (2012).
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Seguidamente em 1992, foi isolada a molécula Sultriecina (8), ela é a Unica dentre sua classe
que possui um grupo funcional sulfato ao invés de um fosfato, além disso ha em sua estrutura
um trieno conjugado ¢ uma d-lactona a, 3 insaturada. Foi isolada a partir de uma cultura de
Streptomyces roseiscleroticus L827-2 (ATCC 53903). Sua atividade antitumoral também advém
da inibicdo da enzima serina/treonina proteina fosfatase 2A (PP2A). Em testes in vitro a
molécula apresentou atividade antifingica e in vivo atividade antitumoral potente contra L1210
leucemias, B16 melanoma e P388. (OHKUMA, 1992; TROST, 2016).

A molécula Citostatina (9) foi isolada a partir de uma cultura de bactérias Streptomyces
sp. MJ654-NF4 no ano de 1994. Essa importante molécula se mostrou eficaz contra muitas
linhagens de células cancerigenas, tendo atividade citotdxica em concentracdes
submicromolares, e em testes com camundongos foi capaz de induzir a apoptose celular e de
inibir metéstase de células de melanoma B16-BL6 (SALIT, 2008).

As Foslactomicinas (10) também chamadas Fosfazomicinas ou Fosfolinas, advindas de
policetideos sdo antibidticos antifungicos produzidos por diversos Streptomyces spp. (S.
pulveraceus, S. hygroscopicus, Streptomyces sp. HK803, S. nigrescens, dentre outros). Além de
antifungica, também apresentaram atividades bioldgica, citotoxicas, inducdo de fatores
estimuladores de col6nias no estroma da medula 6ssea das células. A inibicdo de tumor
metastase recentemente se mostrou consequente dessa atuacdo das foslactomicinas (FOTSO,
2013).

Alguns anos depois, ainda durante pesquisas com indutores de fatores estimuladores de
col6nias, foram identificados trés compostos ativos a partir de culturas de Streptomyces
platenses SANK 600191, sendo denominados Leustroducsinas (LCNs) A, B e C (11)
Posteriormente foi sintetizado um anédlogo através de saponificagdo denominado
Leustroducsina H, que demonstrou atividade trombopoiética. As Leustroducsinas se mostraram
congéneres de Foslactomicinas através de estudos de determinagdo estrutural e por tamanha
semelhanca estrutural, assim como as Foslactomicinas, as Leustroducsinas também
demostraram atividade indutora de fatores estimuladores de colonias. Agentes indutores de
CSFs sdo substancias que tém sido importantes para pacientes com leucopenia advinda de
radioterapia, cAncer-quimioterapia e transplante de medula 6ssea, pois auxiliam na recuperacao
de leucaocitos do sangue periférico (KOHAMA, 1993; DRUAIS, 2010).

De estrutura muito semelhante as Foslactomicinas e Leustroducsinas, foi isolada de uma

cultura de Streptomyces hygroscopicus, a Fosfolina (12), um antibiético antitumoral que
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apresentou grande atividade contra células de leucemia murina P388, também leucemia murina
L1210 e EL-4 (THOMASI, 2016, p. 157).

2.4 I1solamento e sintese do policetideo Fosdiecina A

Em 2014, dois novos policetideos nomeados Fosdiecina A (13) e Fosdiecina B (14)
pertencentes a familia da Fostriecina foram descobertos por Thomasi ( 2014), onde o primeiro
se mostrou promissor em testes de atividade citotdxica. Foram isolados a partir de uma cultura
de Streptomyces cebimarensis SS99BA-2 encontrada em S&o Sebastido, litoral norte do estado
de Séo Paulo, em sedimentos marinhos recolhidos em 12 e 15m de profundidade. As duas
estruturas s6 se diferem devido a insaturacdo na posi¢do a-f insaturada da lactona de seis
membros da Fosdiecina A, a presenca dessa insaturacdo na lactona € um dos fatores estruturais
que colaboram para a atividade citotoxica da molécula, o que nédo é visto na Fosdiecina B.

A primeira sintese da Fosdiecina A foi feita em 2019 por Della-Felice et al. (2019), na
Universidade do Texas, em Austin nos Estados Unidos. Sua sintese foi a de menor nimero de
etapas dentre a familia da Fostriecina, totalizando 13 etapas até chegar na molécula descoberta
por Thomasi (2014). Das mais de 30 sinteses totais e formais relatadas de membros da mesma
familia, elas chegaram a ter de 19 a 34 etapas para se obter o composto de interesse.

O método usado pelos autores se baseia no acoplamento redutor de carbonila mediado
por alcool assimétrico, sendo também um modelo vidvel para a sintese de outros membros da
familia da Fostriecina, bem como auxilio no estudo da estrutura/atividade de analogos sintéticos
(DELLA-FELICE etal., 2019).

Na Figura 4 é possivel ver a molécula recentemente encontrada, Fosdiecina A e as outras

pertencentes a sua familia.
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Figura 4— Policetideos com atividades antitumorais pela inibicdo da enzima PP2A.
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Fonte: Do Autor (2023).

2.5 Partes essenciais para acao citotoxica de policetideos advindos de estreptomicetos

Segundo Burke et al. (2010), algumas partes sdo de essencial presenca nas moléculas da
classe de policetideos para apresentar acdo citotoxica, sendo elas, a lactona eletrofilica a-
insaturada, cauda hidrofobica Z,Z,E-trieno e monoéster de fosfato. Esse ultimo promove uma
inibicdo seletiva da enzima serina/treonina proteina fosfatase 2A (PP2A). No caso da
Sultriecina que ndo possui um monoéster de fosfato, mas um de sulfato, foi visto nos estudos
feitos pelos autores que apesar da acdo antitumoral potente in vivo, a molécula ndo possui
seletividade na inibicdo proteina fosfatase 2A (PP2A) como nas outras moléculas de sua classe.
Com isso constatou-se que o sulfato € um substituto pobre para o fosfato na coordenacao
bimetalica com a enzima. Em uma serie de substituicdes de partes da molécula Fostriecina foi
possivel averiguar a importancia das partes essenciais citadas anteriormente. A remoc¢éo da
cauda Z,Z,E-trieno ocasionou a perda de atividade em 200 vezes e a insercdo de PMB éter em
seu lugar resultou em perda de atividade em 100 vezes. A retirada da lactona eletrofilica a-3
insaturada causa perda de atividade em 12 vezes, ja a retirada do monoéster fosfato resulta em
perda acima de 250 vezes em atividade. Ao comparar um analogo contendo a lactona
eletrofilica a-f insaturada sem a cauda cauda Z,Z,E-trieno com um segundo sem a lactona mas

contendo a cauda perceberam que o segundo analogo era 15 vezes mais potente que o primeiro,
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enfatizando a importancia fundamental da cauda Z,Z,E-trieno na seletividade para PP2A e agéo

citotoxica.

3. DISCUSSAO

3.1 Proposta de rota biossintética para o policetideo Fosdiecina A

E de se supor que a cadeia carbonica hidrofdbica ao final da estrutura da fosdiecina,
contendo um grupo isopropil, seja formada a partir do aminoacido valina. A cadeia carb6nica
de policetidos é construida a partir de varias reacdes de condensacao de Claisen entre unidades
de acetilcoenzima A (DEWICK, 2002), entretanto para essa molécula em especifico isso nao
explicaria como aparece um grupamento isopropil ao final da cadeia. Assim, propde-se que na
biossintese dessa substancia, a primeira condensacdo de Claisen ocorra entre uma unidade de

acetilcoenzima A e uma unidade de isopropilcoenzima A.

Na natureza, derivados da acetilcoenzima A sdo formados a partir de aminoécidos
(MELCHIOR, 2013). Dessa forma, espera-se que nesse caso deva ocorrer 0 mesmo processo.
Em primeiro momento, a valina precisa passar por uma reacdo de transamina¢do com a
participacdo da coenzima fosfato de piridoxal (PLP). Essa reacdo produz, em um primeiro
momento, o aldeido isobutirico, que devera sofrer oxidacdo espontanea a acido isobutirico, de

acordo com a Figura 5. O &cido isobutirico € o material de partida para a isopropilcoenzima A.

Figura 5 — Esquema geral de formagéo do &cido isobutirico.
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Fonte: Do Autor (2023).

Nessa reacdo, um atomo de carbono do aminodcido valina é perdido na forma de gas
carbdnico. Isso é possivel de se entender com mais detalhes quando se analisa o provavel

mecanismo dessa reacdo. O grupo amina da valina devera reagir com o grupamento aldeido da
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coenzima PLP para dar origem & um intermediario que vamos chamar de Imina 1, devido a

formacéo da fungdo imina entre o aminoacido e a PLP, conforme pode ser visto na Figura 6.

Figura 6— Mecanismo de reacdo entre 0 aminoacido valina e a coenzima PLP.
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Fonte: Do Autor (2023).

Se o intermediario imina 1 sofrer hidrolise, volta-se a formar a valina e a coenzima PLP
na sua forma de aldeido. Entretanto, enquanto o aminoacido valina ndo se descarboxila com
facilidade, o mesmo ndo € valido para a imina 1. Isso acontece porque ao se descarboxilar, com
o0 auxilio de uma base de Lewis qualquer, o par de elétrons da ligacao carbono-carbono rompida,
pode se estabilizar por ressonancia em um longo sistema conjugado. E ainda, essa estrutura
pode se transformar em uma espécie neutra ao capturar um hidrogénio do meio, formando um

outro intermediario que iremos nomear de imina 2, de acordo com o esquema apresentado na

figura 7.

Figura 7 — Descarboxilagdo e conversdo da imina 1 em imina 2.
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Fonte: Do Autor (2023).

Por se tratar de um sistema conjugado, dificilmente a imina 2 sofre hidrélise. Entretanto, uma

base de Lewis qualquer pode catalisar a rearomatizagdo do sistema nitrogenado heterocilico da
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PLP. Quando isso acontece, forma-se uma imina ndo conjugada, que sofre hidrolise de maneira
muito mais facil e rapida. Esse intermediario sera identificado como imina 3 e seu mecanismo

de formacdo pode ser visto na Figura 8.

Figura 8 — Interversao da imina 2 em imina 3.
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Fonte: Do Autor (2023).

A imina 3 pode, facilmente, sofrer hidrolise para formar o aldeido isobutirico e a fosfato
de piridoxamina (PLA). Uma molécula de agua ataca o carbono eletrofilico do grupamento
imina para formar o intermediario aminodalcool. Esse intermediario rapidamente pode capturar
um atomo de hidrogénio pelo 4tomo de nitrogénio levando a uma clivagem da ligacao
nitrogénio-carbono para formar os dois produtos, de acordo com o esquema de reacdo que pode

ser visto na Figura 9.

Figura 9— Hidrolise da imina 3 para formar o aldeido isobutirico e o fosfato de piridoxamina

(PLA).
R N\ R N R N\
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Fonte: Do Autor (2023).

A oxidacdo do aldeido isobutirico & &cido isobutirico deve envolver um mecanismo
classico de reacdo radicalar envolvendo oxigénio molecular (O2), passando por um peréxido

intermediario. O mecanismo dessa reacdo ja é bem conhecido e descrito na literatura
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(SOLOMONS, 2012a). Dessa forma, propde-se que o aldeido isobutirico seja oxidado a &cido

isobutirico de acordo com 0 mecanismo apresentado na Figura 10.

Figura 10 — Mecanismo de oxidacdo do aldeido isobutirico a acido isobutirico.

O ,\ (@)
%\% — » 0-0-H H/ —» H-O- OJH/
aldeido
isobutirico
O O
H‘a@JH/ —> H-O- JH/ — HOJH/
- H,0
acido
isobutirico

Fonte: Do Autor (2023).

Para formar uma unidade de isopropilcoenzima A, o acido isobutirico precisa reagir com
a coenzima A (CoA), por uma substituicdo acilica. Entretanto, essa reacdo ndo pode acontecer
por simples contato entre esses dois compostos pois 0 grupamento -OH ndo € um bom grupo
abandonador. Dessa forma, essa reacdo precisa ser mediada por adenosina trifosfato (ATP).
Assim como ocorre na formacdo da ligacdo peptidica (NELSON, 2014), a formacdo de um
tioéster envolve o gasto de ATP. Isso porque o ATP, transfere dois grupamentos fosfato para o
acido carboxilico, fazendo do oxigénio um bom grupo abandonador e pronto para reagdes de
substituicdo acilica, conforme pode ser visto na Figura 11.

Figura 11— Transferéncia de dois grupos fosfatos a partir de ATP para o &cido isobutirico.
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Fonte: Do Autor (2023).

Uma vez que o oxigénio sp® do acido carboxilico agora se converteu em um bom grupo
abandonador, esse intermediario pode se acoplar com a coenzima A (CoA) por uma substituicdo
nucleofilica acilica para formar o tioéster isopropilcoenzima A, necessario para o inicio da
formacéo da cadeia carbonica da fosdiecina. Esse mecanismo de reagdo pode ser visto na Figura
12.
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Figura 12— Mecanismo de reagdo entre a coenzima A (CoA) e a forma fosfatada do acido

isobutirico.
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Fonte: Do Autor (2023).

Uma vez que a estrutura da coenzima A é extensa e ela aparecera em varios momentos
a partir deste ponto, essa nomenclatura (CoA) sera utilizada nas estruturas toda vez que uma

porc¢éo dessas estiver presente, de acordo com o esquema apresentado na Figura 13.

Figura 13— Representagao simplificada da “por¢ao” coenzima A em biomoléculas.
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Fonte: Do Autor (2023).

Uma vez formado o precursor inicial da fosdiecina, a isopropilcoenzima A, este devera
reagir com uma unidade de acetilcoenzima A (AcetilCoA) para dar origem ao primeiro

intermediario da biossintese, de acordo com o esquema de reacdo apresentado na Figura 14.



Figura 14— Reagé&o entre a isopropilcoenzima A e acetilcoenzima A para produzir o 1°
intermediario da biossintese.
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Fonte: Do Autor (2023).
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Essa reacdo segue um mecanismo tipico da condensacdo de Claisen (SOLOMONS,

2012b). Os hidrogénios alfa-carbonilicos do acetilCoa sdo acidos e podem, portanto, serem

removidos com o auxilio de uma base de Lewis. Essa reacdo &cido-base € favorecida pois o

anion formado pode se estabilizar por ressonancia na carbonila do tioéster, dando origem a um

anion muito conhecido na quimica organica chamado de enolato. Na sequéncia, o anion enolato

ird se acoplar ao carbono carbonilico da unidade de isopropilcoenzima A, por um mecanismo

de substituicdo acilica, a0 mesmo tempo que expulsa a coenzima A como grupo abandonador.

Essa reacdo gera o 1° intermediario, de acordo com o mecanismo descrito na Figura 15.

Figura 15— Mecanismo da condensacdo de Claisen gue ocorre entre uma unidade de acetilCoa

e a isopropilcoenzima A para produzir o 1° intermediario.

AcetilCoA
(@)

0
7\, )
CoAsJ\gH B LooasTN T CoAS)\

CoASH

J\/\ : L0
CoAS + CoAS ) COASJK/[H/

. . 0. ez
Isopropilcoenzima A 1" intermediario

Fonte: Do Autor (2023).

Enzimas da classe das policetideos sintases normalmente ja fazem todas as reagdes na

estrutura, conforme essa estrutura vai sendo formada e liberada da superficie da enzima (LI1U

et al, 2013). Dessa forma, os cinco atomos de carbono saturados sp® que aparecem na ponta da

estrutura, devem ser formados neste momento. O 1° intermediario, assim que produzido devera
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sofrer uma reducdo, com a participacao de dinucle6tido de nicotinamida e adenina na sua forma
reduzida (NADH), seguida de uma eliminacdo do tipo Eicb, conforme pode ser visto no

esquema apresentado na Figura 16.

Figura 16— Reducdo com a participacdo de NADH e elimina¢do da hidroxila de alcool para
formar o 2° intermediario.
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Fonte: Do Autor (2023).

Essa reacdo de reducdo ocorre quando o dinucledtido de nicotinamida e adenina na sua
forma reduzida (NADH) transfere seu ion hidreto para o carbono carbonilico de cetona no 1°
intermediéario. A ligacao dupla C=0 se rompe. O oxigénio acomoda o par de elétrons da ligacdo
rompida e imediatamente captura um préton do meio para forma um alcool secundario. Ao
formar esse alcool, ele é equivalente a um aldol, que se desidrata muito facilmente para dar
origem a uma carbonila alfa, beta-insaturada presente no 2° intermediario. Esse mecanismo
detalhado pode ser visualizado na Figura 17.

Figura 17— Mecanismo de conversdo do 1° intermediario no 2° intermediario com a
participacdo de NADH.
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Fonte: Do Autor (2023).

Como néo existe uma ligacdo dupla C=C nesta posic¢do na estrutura da fosdiecina, isso
sugere que ela ja sofra uma reducdo neste momento. Essa reacdo deverd ser feita com a
participacdo de dinucleodtido de flavina e adenina (FADH2) em sua forma reduzida. Essa
proposta estd esquematizada na Figura 18.
Figura 18— Reducdo da ligacdo dupla C=C com a participacdo de dinucledtido de flavina e
adenina (FADH2) para converter o 2° intermediario no 3° intermediério.
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Fonte: Do Autor (2023).

Nessa reacdo, 0 FADH, atua de maneira muito semelhante ao NADH, transferindo um
hidreto para o carbono beta do sistema carbonilico alfa,beta-insaturado. A transferéncia de
hidreto deve ocorrer nessa posi¢do, uma vez que ao se romper a ligagdo dupla carbono —
carbono, o par de elétrons dessa ligacdo pode se estabilizar por ressonancia antes de capturar
um préton do meio. Simultaneamente, o dinucleétido de flavina e adenina (FADH2) em sua
forma reduzida se converte na sua forma oxidada (FAD"). Essa proposta de mecanismo esta

detalhada na Figura 19.



Figura 19— Reducéo da dupla C=C com a participagdo de FADH2 para converter o 2°
intermediario no 3° intermediario.
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Fonte: Do Autor (2023).

Ap0s essa etapa de reducdo da ligacao dupla C=C que forma o 3° intermediario, a cadeia

neste momento, de acordo com a proposta apresentada na Figura 20.

Figura 20— Propostas de reacOes que levariam ao 5° intermediario na biossintese.
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Fonte: Do Autor (2023).

CoAS

A partir deste ponto, a cadeia carbonica continuaria crescendo seguindo exatamente
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carbdnica deve continuar crescendo por mais uma condensacédo de Claisen com outra unidade
de AcetilCoA para dar origem ao 4° intermediario. Novamente, a carbonila de cetona do 4°
intermediario sofre reducdo com a participacdo de NADH, seguida de uma eliminacdo Elcb
que produz o 5° intermediario que possui uma ligacdo dupla C=C com estereoquimica Z. Uma

vez que essa dupla esta presente na estrutura final, nenhuma reacéo adicional de reducéo ocorre

essas mesmas etapas de reagdes. O 5° intermediario reage novamente com AcetilCoA, seguindo
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de reducdo e eliminagdo para formar a segunda dupla C=C com orientacdo também Z, dando
origem ao 7° intermediario. Por sua vez, o 7° intermediario sofre nova condensagéo de Claisen
com AcetilCoA para produzir o 8° intermediario. Toda essa série de reacOes esta apresentada

na Figura 21.

Figura 21— Série de reagdes que convertem o 5° intermediario no 8° intermediario na proposta
de biossintese da fosdiecina.
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Fonte: Do Autor (2023).

Na parte central da cadeia carbonica da fosdiecina, vemos um grupamento metil. Esse
grupamento metil deve ser inserido neste momento, ap6s a formacao do 8° intermediario. Essas
reacbes mediadas por S-adenosilmetionina (SAM), um cofator enziméatico envolvido na
transferéncia de grupos metil. A reacdo ocorre via SN2: uma base de Lewis remove facilmente
um proton do 8° intermediario, devido a relativa alta acidez dos hidrogénios entre as duas
carbonilas, e em seguida, esse anion promove um ataque nucleofilico no grupo -CHz do SAM,
conforme pode ser visto na Figura 22.
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Figura 22— Transferéncia de grupamento metil por SAM para dar origem ao 9° intermediério.
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Fonte: Do Autor (2023).

Na proxima etapa, o 9° intermediario sofre redugdo da carbonila cetbnica para dar
origem a um alcool secundario que permanece na estrutura sem desidratar por E1cb, mas sim
reagindo com uma nova unidade de acetilCoa para produzir o 10° intermediario. Esse Gltimo
intermediario também ird sofrer uma reducdo para dar origem a uma segunda hidroxila de alcool
secundario na estrutura, o 11° intermediario. O 11° intermediario devera reagir com ATP, que
ird transferir um grupo fosfato seletivamente apenas para a hidroxila posicionada a esquerda da
estrutura da cadeia carbbnica, originando o 12° intermediario. Todas essas reacdes podem ser

vistas na Figura 23.
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Figura 23— Série de reagdes que converteriam o 9° intermediario no 12° intermediario na
proposta de biossintese da fosdiecina.
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Fonte: Do Autor (2023).

Em seguida, a cadeia carbdnica do 12° intermediario devera continuar crescendo por
outra condensacdo de Claisen com mais uma unidade de acetilCoA, que originara o 13°
intermediéario, que, por sua vez, ira sofrer reducao e eliminacdo para formar o 14° intermediario
que, agora, forma uma dupla C=C com configuracdo E. Uma nova condensacédo de Claisen com
acetilCoa forma o 15° intermediario seguida de reducéo para originar o alcool secundério visto
no 16° intermediario. Essa hidroxila de alcool ndo sofre desidratacdo e sera necessaria para uma
etapa posterior. Por fim, outra condensacdo de Claisen com acetilCoA formara o 17°
intermediario. Todas essas propostas de reacdes que ocorreriam na biossintese da fosdiecina,

podem ser visualizadas na Figura 24.
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Figura 24 — Série de reagdes que converteriam o 12° intermediario no 17° intermediario na
proposta de biossintese da fosdiecina.
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Fonte: Do Autor (2023).

A mesma reacao de reducéo seguida de desidratacdo E1cb, converte o 17° intermediario
no 18° intermediario, formando uma nova ligacdo dupla C=C com configuracdo Z. Em seguida,
uma oxidacdo (com a participacdo de O molecular) deve ocorrer no carbono saturado sp3
vizinho a nova dupla C=C Z que acaba de ser formada. Esse processo deve ser especialmente
favoravel pois esta € uma posicao suscetivel a formacéo de radicais uma vez que eles podem
ser estabilizados por ressonancia. Na etapa final, uma dessas hidroxilas promove um ataque

nucleofilico na carbonila do tioéster presente na estrutura, promovendo uma substituicdo
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nucleofilica acilica, liberando a coenzima A e produzindo simultaneamente a fosdiecina. Essa

parte final da proposta de biossintese pode ser vista na Figura 25.

Figura 25— Proposta de série de reacdes que converteriam o 17° intermediario na
FOSDIECINA.
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Fonte: Do Autor (2023).

Diante da retrobiogénese apresentada, em que € necessario a passagem por 19
intermediarios antes de chegar ao produto final, a Fosdiecina A, e também pela anélise de sua
sintese obtida na Universidade do Texas em 13 etapas, fica claro alguns aspectos como grandes
intervalos de temperatura, variando de -78°C a 50°C, o que pode ocasionar altos custos
energéticos, ha também o aspecto de rendimento, em que chega a 99% em algumas etapas e em
outras chega a 27%, por fim, a alta demanda de tempo até chegar no composto final. Dessa
forma, a retrobiossintese sugere possiveis precursores que podem ser fornecidos a um cultivo
da cultura de bactéria Streptomyces cebimarensis SS99BA-2 caso seja mais vidvel que sintetiza-

la.
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Buscando respaldar essa opcao biossintética de gerar a Fosdiecina A vale ressaltar algumas
moléculas cléssicas, as penicilinas, que apesar de a muito tempo descobertas ainda séo
produzidas pelo cultivo da cultura de fungos do género Penicillium que as produzem
(CALIXTO E CAVALHEIRO, 2012). Sua sintese é extremamente dificultada pelo anel p-
Lactamico, tornando o meio biossintético mais viavel até nos dias atuais. Na Figura 26

encontra-se uma estrutura geral das penicilinas.
Figura 26 — Estrutura geral das penicilinas
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Fonte: Do autor (2023).

4. CONCLUSAO

Desse modo, através do trabalho em questdo fica evidente a importancia dos
policetideos produzidos pelas bactérias do género Streptomyces, principalmente por suas
multiplicidades de usos como farmacos.

A Fosdiecina A assim como outras moléculas de sua classe apresenta potencial antitumoral,
ela possui todas as partes estruturais que tiveram comprovacao de presenca necessaria para
atividade citotdxica. Ainda se faz necessario muito aprofundamento sobre sua acao biolégica
in vivo para vir a ser usada como farmaco. Contudo sua sintese ja corrobora muito para estudos
de sua atividade e caso se mostre inviavel e a molécula venha a ser de fato um farmaco
antitumoral € possivel aperfeicoar sua producéo através do cultivo da bactéria, uma vez que a
retrobiossintese sugere possiveis precursores que podem ser fornecidos a um cultivo da cultura
de bactéria Streptomyces cebimarensis SS99BA-2 dentro das condi¢fes necessérias para

obtencéo desse policetideo de maneira economicamente mais viavel.

Por fim, este trabalho abre margens futuras para comprovacgéo da veracidade dos materiais
de partida usados pela bactéria na biossintese da Fosdiecina A, que pode ser feita utilizando

reagentes marcados com hidrogénio deutério (H) ou oxigénio 17 (*’O), por exemplo, e que
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quando submetidos & Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) emitem um sinal mais intenso
em relagdo aos outros picos, 0 que provaria o uso dos materiais de partida pela bactéria se o0s

atomos marcados estivessem presentes na molécula final.
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