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Sumario

Este trabalho iniciou-se no ano letivo de 2008/2009, nos laboratérios de quimica orginica da
Universidade do Minho e teve como objetivo a sintese assimétrica simplificada e mais
econémica da azalactofagomina (1). Este composto faz parte da familia dos imino-agtcares (ou
aza-agucares), alcaloides poli-hidroxilados nos quais o oxigénio endociclico foi substituido por

um atomo de azoto (Horne, G., et al. 2011).
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Figura 1 - Azalactofagomina (1).

Comega-se por uma introdugdo tedrica aos aza-aglicares, nomeadamente, ao seu estado de
desenvolvimento em termos de aplicagdes terapéuticas, seguindo-se uma parte experimental, em
que se reportou a sintese e caracterizagio de varios compostos, com o objetivo de obter a

azalactofagomina.

O passo chave foi a reagdo de Diels-Alder utilizada entre o 5-(2°,3°,4°,6’-tetra-O-acetil-B-D-
glucopiranosiloxi)-2,4-pentadienoato de etilo (18), com a acetobromoglucose (ABG) (23) como
auxiliar quiral, e o dienéfilo 4-fenil-1,2,4-triazol-3,5-diona que permitiu a obtengido do aduto
diastereoselectivo, o 8-(2°,3°,4°,6’-tetra-O-acetil-f-D-glucopiranosiloxi)-2-fenil-2,4,9-
triazabiciclo[4.3.0]-non-6-en-1,3-diona-5-carboxilato de etilo (19).

Ap6s obtengdo de 19 procedeu-se a remogio do auxiliar quiral por clivagem redutiva seguida da

osmilagdo da ligagdo dupla entre C-6 e C-7 com OsOa.

Por fim utilizou-se LiAlH4 para provocar uma redugio seletiva e obter o 6,7-di-hidroxi-5-

hidroximetil-2-fenil-2,4,9-triazabiciclo[4.3.0] nonano-1,3-diona (22) (Alves, M.J., et al. 2011).

Dada a forte probabilidade dos imino-agiicares poderem fazer parte da terapéutica para o
tratamento de certas doengas, como a diabetes Mellitus (DM) e doenga de Gaucher, este

trabalho serviu um forte propdsito, ndo s6 académico como aplicado.

Alguns obstaculos temporais fizeram com que esta colaboragéo se ficasse pela obtengdo de 22,

pelo que ndo foi possivel acompanhar todos os passos até 3 sintese da azalatofagomina (1).
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Abstract

This work took it’s first steps between 2008 and 2009, in Univerdade do Minho’s department of
organic chemistry. It’s main goal was to develop a more simplistic and economical synthetic
route for the imino-sugar azalactofagomine (1). Azalactofagomine is a poli-hydroxilated
alkaloid in which it’s endocyclic oxygen was replaced by a nitrogen atom (Horne, G., et al.,

2011)
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Figure 1 - Azalactofagomine (1).

It will be given a theoretical introduction to the imino-sugar’s family, namely it’s
pharmaceutical standpoint, followed by a presentation of the synthetic approach taken to

synthetize several compounds leading to azalactofagomine (1).

The key step to this synthetic route was the Diels-Alder reaction between 5-(2°,3°,4°,6’-Tetra-O-
acetyl-a-D-glucopyranosyloxy)-2,4-pentadienoate (18), with 2,3,4,6- tetra-O-acetyl-§-D-
glucopyranosyl bromide (23) (ABG) as it’s glucosyl chiral auxiliary, and the 4-phenyl-1,2,5-
triazol-3,5-dione which lead to the synthesis of 8-(2°,3’,4°,6’-Tetra-O-acetyl-a-D-
glucopyranosyloxy)-2-phenyl-2,4,9-triazabicyclo[4.3.0lnon-6-en-1,3-dione-5-carboxylate (19).

Compound 19 was then separated from it’s chiral auxiliary by reductive cleavage followed by

osmilation between C-6 and C-7 using OsOa.

In the last step LiAlH4 was utilized to promote a selective reduction and give the compound 6,7-
di-hydroxi-5-hydroximethyl-2-phenyl-2,4,9-triazabycicle[4.3.0] nonan-1,3-dione (22) (Alves,
M.J,, et al 2011).

Due to the strong possibility of imino-sugars being used in the treatment of several diseases,
such as diabetes or Gaucher’s disease, the development of this asymmetric route had paramount

importance.
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There were a few obstacles that made this collaboration short and not being able to synthetize

the main compound, azalactofagomine (1). Despite that, 6,7-di-hydroxi-5-hydroximethyl-2-
phenyl-2,4,9-triazabycicle[4.3.0] nonan-1,3-dione (22) was synthetized successfully.

Keywords: Aza-sugars, imino-sugars, a-glucosidases, azalactofagomine, Gaucher’s Disease,
Diabetes.
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1. Aza-acicares

Imino-agticares, também designados por aza-agiicares ou ainda imino ciclitéis, sfo
compostos que tém atraido enormemente a atengéio da comunidade cientifica, devido as suas
excelentes propriedades inibitérias face a uma série de enzimas envolvidas no

manuseamento de alguns hidrocarbonetos e nos recetores de reconhecimento dos mesmos.

Os imino-aglicares (ou aza-aglicares) s3o estruturalmente alcaloides poli-hidroxilados que se
assemelham aos hidratos de carbono, mas nos quais o oxigénio endociclico foi substituido
por um atomo de azoto. Estes compostos foram divididos em 5 classes: piperidinas,
pirrolidinas, indolizidinas, pirrolizidinas e norterpanos (Asano, N., ef al., 2000; Asano N.,
2003; Horne, G., et al., 2011). Um exemplo de cada uma destas classes é mostrado na figura
2.

H HO HO OH H
HOH,Ca N oOH NS Ho. : H OH H u N
f - -on %o
£\ ey N Ho‘ N O
HO OH HO OH no' SN
OH OH
2 3 @ &) ©6)

Figura 2 - Exemplo das classes de aza-aciicares. 2) Nojirimicina (NJ), alcaloide piperidinico; 3) Nectrisina,
alcaloide pirrolidinico; 4) Castanospermina, alcaloide indolizidinico; 5) Casuarina, alcaloide pirrolizidinico;
Calistegina B2, alcaloide norterpénico.

O primeiro destes alcaloides poli-hidroxilados naturais a ser descoberto foi a nojirimicina
(NJ, 2), que foi isolada a partir do filtrado obtido na fermentagéo de bactérias da espécie
Streptomyces (Inouye, S., Tsurouka T. e Niida, T., 1966). Este composto provou inibir
ativamente a o- e a p-glucosidases transformando-se, entdo, no primeiro composto

glucomimético.

A sintese da nojirimicina 2 (figura 2) e da 1-deoxinojirimicina 7 (figura 3) foi publicada nos
anos 60 do milénio passado (Paulsen, H. e Todt, K., 1967). O derivado sintetizado da
nojirimicina, a 1-deoxinojirimicina (7), foi conseguido em 1968 retirando o grupo hidroxilo
anomérico da nojirimicina (Inouye, S., et al., 1968). Mais tarde este composto foi isolado de
plantas e bactérias (Yagi, M., et al., 1976; Murao, S. e Miyata, S., 1980). Aza-agiicares
contendo um grupo hidroxilo em C-1 sdo dificeis de manusear e, de alguma forma, séo

instaveis devido a sua fung@io aminal. A 1-deoxinojirimicina (7), sendo mais estavel do que
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a nojirimicina, tornou-se, de certa forma, um composto modelo nesta irea de investigagdo
(Afarinkia, K. e Bahar, A., 2005).

H
HOH,CA N

HO" “'OH
OH

Figura 3 - 1-deoxinojirimicina (1-DNJ) (7).

A 1-deoximanonojirimicina (DMJ) (8), representado na figura 4, foi primeiramente isolada
de Lonchocarpus sericeus e pensa-se que resulta da redugfo biosintética da manojirimicina
(Hardick, D. J. et al., 1992). A epimerizagdo da DNJ, que origina a DMJ, tem também

origem biosintética (Furumoto, T. et al., 1989).

H
HOH,Ca N

HO" OH
OH

Figura 4 - 1-deoximanojirimicina (1-DMJ) (8).

Em 1984, Cenci di Bello et al. isolaram o primeiro acido aza-glucorénico natural, (9)
representado na figura 5, que demonstrou inibir, no ser humano, as enzimas hepéticas B-D-

glucuronidase e a a-D-iduronidase.

HO" “'OH
OH

Figura 5 - (2S)-carboxi-(3R,4R,5S)-trihidroxi-piperidina (9).
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Existem dois imino-agticares com uso terapéutico, o miglitol (10) (comercializado nos EUA
sob a designagdo de Glyset®) e o miglustat (11) (Zavesca®) (Figura 6). O 10 (N-2-
hidroxietil-1-deoxinojirimicina) é um inibidor da glucosidase, usado para o tratamento da
diabetes tipo II, que impede a capacidade das células de quebrarem os complexos hidratos
de carbono em unidades de glucose. O 11 (N-butil-1-deoxinojirimicina, NB-DNJ) atua como
um inibidor da ceramida glucosiltransferase na doenga de Gaucher, a mais comum das
desordens glicoesfingolipidicas lisossémicas e a primeira doenga a ser tratada com
terapéutica de substituigdo enzimatica (ERT) como terapéutica (Afarinkia, K. e Bahar, A.,
2005).

OH
OH
N
Ho” > o
OH
10) an

Figura 6 - Estrutura do Miglitol (10) e Miglustat (11).

1.1. Breve Perspetiva Histérica

A primeira utilizag8o dos imino-agiicares, ainda que sem consciéncia do agente farmacolégico
em causa, terd sido para tratar a diabetes, através do uso das folhas de Morus alba. Mais tarde
pensou-se que a DNJ, recentemente isolada e identificada, teria excelentes propriedades
antibacterianas. Depois, na década de 70, a ingestdo de imino-agiicares foi dada como a causa
etiolégica do surgimento das doengas de armazenamento lisossomal (DAL), pela inibigdo de
algumas hidrolases lisossomais. Foi o caso da swainsonina, presente em plantas da espécie
Astragalus e Oxytropis, cuja ingestdo pelo gado provocava uma doenga designada por locoismo
(Naoki, A. et al., 2000) e caracterizada pela inibi¢do da a -manosidase, o que leva a acumulagdo
dos produtos desta enzima conduzindo a danos neuroldgicos e cardiacos. Isto é muito curioso,
tendo em conta que, hoje em dia, a sua utilizagdo no tratamento destas mesmas doengas se

revela extremamente promissora.

Apesar de todos os sucessos e retrocessos que o desenvolvimento dos imino-agiicares tem vindo

a sofrer nestas ultimas décadas, foi na diabetes que este grupo de compostos encontrou
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viabilidade para a sua introdug@o no mercado com compostos como o 10 (Glyset®, nos EUA) e,
posteriormente, o 11 (Zavesca®) para o tratamento da doenga de Gaucher (DG) tipo I (Horne,
G, etal,2011).

Contudo, ¢ 4 medida que a glicobiologia vai avangando, outras atividades bioldgicas sdo
atribuidas aos imino-agucares. Hoje em dia, estes compostos j4 demonstraram capacidade de
inibir e/ou moderar um conjunto de enzimas, afetando, desta forma, processos como a
glicosilagdo de células eucaridticas, o metabolismo de hidratos de carbono e
glicoconjugados e ainda a possibilidade de modelar propriedades dependentes da porgéo
glicosidica das glicoproteinas. Como exemplos surgem a DNJ e a castanospermina que, ao
inibirem dissacaridases intestinais, provocam uma redug@o da hiperglicemia pds-pandrial
podendo ser utilizadas, no tratamento da diabetes e da obesidade. Alguns analogos
pirrolidinicos da D-galactofuranose e L-galactofuranose possuem a capacidade de inibir a

sintese de galactano em Micobacterium tuberculosis (Bryan, G.W., 2009).

No campo da oncologia, empresas como a SUMMIT plc, desenvolveram e testaram
moléculas promissoras. Um exemplo dessas moléculas é a C2100 (Summit plc), um imino-
agicar de segunda geragdo, com a capacidade de melhorar o processo de morte celular
mediada pelo sistema imunitario inato. Ao interagir com os recetores tipo-C das lecitinas, o
C2100 leva ao melhoramento do perfil e do efeito das citoquinas Thl auxiliando, desta
forma, na terapéutica ja existente com Herceptin® ¢ Rituximab®. O campo da virologia ¢
outro em que a utilizag@o dos imino-agiicares se mostra muito promissor. Vérios foram ja os
compostos que demonstraram ter a capacidade de, em concentragdes sub-toxicas, inibirem
vias metabdlicas essenciais & sobrevivéncia de alguns virus. Os inibidores das a-D-
glucosidases e das a-L-fucosidases so um exemplo disso. Pela interferéncia nos processos
de glicosilagdo das glicoproteinas do envelope viral, como a gp120 e gp41 no caso do HIV,
a 1-DNIJ e a castanospermina mostraram algum potencial antirretroviral. Outro composto, 0
11 (Zavesca®), tem vindo a mostrar efeitos promissores no tratamento da infe¢do do virus
da imunodeficiéncia adquirida (HIV). A sua atividade anti-HIV deve-se a capacidade de
interferir com a via de desdobramento de glicoproteinas mediada pela calnexina. As
ramificagdes dos imino-agucares vio ainda mais longe, estando mesmo alguns compostos a
ser testados quanto a sua aplicabilidade no tratamento da fibrose cistica (Horne, G., et al.,
2011).
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1.2. Caracteristicas dos imino-agiicares e aplicacdes farmacologicas

Existem ainda algumas caracteristicas fisico-quimicas, farmacocinéticas e
farmacodindmicas que tornam os imino-agicares candidatos por exceléncia ao
desenvolvimento de farmacos. Entre elas a sua solubilidade em 4gua, estabilidade quimica e
biolégica das moléculas, eliminag8o por via urinéria na sua forma inalterada, boa absorgo,
facilidade de desenvolvimento de profarmacos e capacidade de algumas moléculas
atravessarem a barreira hemato-encefilica revelaram-se como as mais importantes. Além
disso, e ainda que a sua semelhanga estrutural com os aglicares seja grande e responsavel
por grande parte das suas atividades farmacoldgicas, estes conseguem manter a diferenga
estrutural necessaria para que evitem os processos de degradagdo por outros sistemas

modificadores de hidratos de carbono.

A verdade € que, embora estejam ja no mercado alguns imino aglicares para o tratamento da
diabetes (Glyset®), e algumas DAL (Zavesca®), esta classe de compostos promete muito
mais do que aquilo que tem atualmente para oferecer. Isto esta relacionado, em grande parte,
com a complexidade da sintese quimica destes compostos, derivada da natureza polar das
estruturas poli-hidroxiladas e da sua estereoquimica. A somar ao anteriormente mencionado,
existe ainda a dificuldade acrescida em proceder a separagdo dos isdmeros, o que acarreta
grandes problemas de seletividade. Tudo isto tem vindo a limitar o desenvolvimento de
imino-agucares de segunda gerag@o, que possam obviar a falta de seletividade e a
manifestagdo dos efeitos adversos que isso mesmo acarreta. Com o desenvolvimento de
novas e simplificadas estratégias de sintese abrem-se também novas portas as aplicagGes

farmacoldgicas dos imino-agucares (Horne, G., et al., 2011).

E agora facil de compreender a importincia e o quio promissores estes compostos sdo para
o tratamento de diversas patologias, investigados algumas vias e alvos terapéuticos que até

ao momento ndo tinham sido explorados.

1.3. Mecanismos Gerais de Acdo

O exercicio de todas estas fungBes biologicas apoia-se em quatro mecanismos de ag#o
distintos: inibi¢do de enzimas responsiveis pelo metabolismo dos hidratos de carbono,
modulagdo alostérica da atividade enzimatica (andlogos de transi¢do), chaperonas
especificas de local ativo e agonistas dos sensores dos hidratos de carbono (Horne G., et al.,

2011), destacando-se os 3 mais relevantes para este trabalho.
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1.3.1. Inibicfio de enzimas responsaiveis pelo metabolismo dos hidratos de carbono

(Analogos de transicio enzimditica)

Durante qualquer reagfio enzimdtica, os reagentes passam por uma estrutura designada por
estado de transigdo, a qual se liga & enzima e possibilita uma redugfo muito significativa na
energia de ativagdo enziméatica, chegando a aumentar a velocidade da reagdo em 10'° a 10%°
vezes (Schramm, V. L., 1998). Embora esse estado de transi¢do exista por um periodo de
tempo muito curto, é possivel que uma determinada enzima se ligue a essa estrutura
transitéria com maior afinidade do que ao prdprio substrato (Voet, D., Voet, J., Platt, C.
2013).

Ora, ¢ neste processo, € no mimetizar destas estruturas por parte dos imino-agucares, que
estara um dos principais mecanismos de agdo destes compostos no processo de inibir

enzimas glicoliticas (Schramm, V. L., 1998).

Tendo em conta que os complexos de transi¢do se ligam as enzimas com constantes de
dissociagdo na ordem dos 1073 — 10"1* M, ¢ possivel considerar que os analogos de transi¢do sdo

inibidores enziméaticos nfo covalentes bastante potentes (Schramm, V. L., 1998).

1.3.2. Regulagiio alostérica da atividade enzimatica

A regulagiio alostérica consiste num processo de controlo da atividade de uma determinada
proteina ou enzima pela interagéo de ligandos com o local alostérico da mesma, local este
distinto do sitio ativo. Estes ligandos, geralmente pequenas moléculas, podem formar
complexos proteina-proteina, fosforilar ou modificar pontes dissulfito, tendo a capacidade
no s6 de aumentar a atividade de uma determinada proteina designando-se, nesse caso por
ativadores alostéricos ou efetores positivos, mas podendo também diminuir a atividade da
proteina se forem inibidores alostéricos ou inibidores. Desde 1960 que sdo aceites dois
modelos de regulagdo alostérica, que tém em comum o facto de assumirem as proteinas
como estruturas compostas por subunidades semelhantes que se podem encontrar num
estado tenso ou relaxado, sendo o relaxado mais recetivo a ligagdo de ligandos. Diferem,
pois, no facto do modelo de Monod, Wyman e Chageux considerar que a alteragdo
conformacional ocorrida numa das subunidades pela ligagdo de um ligando, induz uma
alteragdo conformacional em todas as outras subunidades. Desta forma, todas as

subunidades se encontram num estado relaxado ou num estado tenso, sendo que, o tender do
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equilibrio para o estado equilibrado torna a proteinas mais recetivas a ligagdo de mais
ligandos. J& o modelo de Koshland, Nementhy e Filmer (KNF) defende que a ligagdo de um
ligando se da através de um “encaixe induzido”, alterando o seu estado de tenso para
relaxado, mas sem que todas as subunidades sigam essa alteragdo conformacional. Ainda
que mantendo o seu estado tenso ou relaxado, as subunidades subjacentes tornam-se mais
recetivas a ligagdo de ligandos (Laskowski, R. A., Gerick, F. e Thornton, J. M., 2009).
Dentro da regulagdo mediada por pequenas moléculas, tais como os imino-agticares, podem
ainda ser descritos quatro mecanismos distintos, pelos quais a ligagdo dessa molécula a um
local alostérico ird influenciar a conformagdo do sitio ativo regulando, assim, a respetiva
enzima. A ligagiio de uma molécula ao local alostérico da enzima pode provocar a abertura
ou o encerramento do sitio ativo impedindo, desta forma, que o substrato ai se possa ligar.
Isto, por sua vez, ird impedir que a enzima exerga a sua fungfo. Outro mecanismo, também
por ligagdo de uma pequena molécula a um local alostérico, consiste em provocar uma
ligeira alteragdo conformacional no sitio ativo da enzima impedindo que o substrato possa
interagir corretamente com este (Laskowski, R. A., Gerick, F. e Thornton, J. M., 2009).
Contudo, ndo s6 as alteragGes conformacionais influenciam a atividade enzimatica. Outro
fator importante, explorado pela regulagdo alostérica, esta relacionado com as propriedades
eletrostaticas do sitio ativo. E possivel, pela ligagio de um modelador alostérico, alterar as
propriedades eletroestaticas, fazendo com que a carga do local ativo repila o substrato. O
ultimo mecanismo de regulagio alostérica pela ligagdo de pequenas moléculas consiste no
impedimento da formac¢do de dimeros, necessarios a formagdo do local ativo. Ha casos em
que € necessdria a formagdo de um dimero para que o local ativo seja também formado. Se,
pela ligagdo de um regulador alostérico, a formagéio do dimero ocorrer de forma irregular, o
respetivo local ativo ndo sera formado impedindo que o substrato se ligue 4 enzima e que
esta exerca as suas fungdes (Laskowski, R. A., Gerick, F. e Thornton, J. M., 2009).

O facto dos locais alostéricos ndo terem estado, até aos dias de hoje, sobre tanta pressdo
evolutiva faz deste mecanismo e destes reguladores uma excelente arma no
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (Laskowski R. A., Gerick F. e Thornton J.
M., 2009). E importante, pois, que sejam exploradas cada vez mais moléculas reguladoras

capazes de controlar a atividade de alvos e vias enzimaticas até ao momento inatingiveis.

1.3.3. Chaperonas Especificas de Local Ativo

Existe um conjunto de mutagbes genéticas, algumas delas na origem das doengas de

armazenamento lisossomal (DAL), que levam ao incorreto enovelamento de uma
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determinada enzima ap0s a sua sintese. Esse enovelamento incorreto faz com que, através de
um processo designado por degradagio proteica associada ao reticulo (ERAD), essas
mesmas enzimas se dirijam para o reticulo endoplasmatico para serem degradadas, em vez
de se dirigirem para o seu local alvo. Ora, no caso das DAL, esta auséncia de determinas
enzimas no lisossoma faz com que os seus substratos se véo acumulando, dando origem a
situagdes patolégicas gravissimas. Uma das abordagens possiveis ao tratamento destas
mesmas patologias, a parte da ja conhecida terapia da substituicdo enzimatica (ERT) e
terapia de redugio do substrato (SRT), ¢ a terapia mediada por chaperonas (CMT), isto é, a
utilizagdo de pequenas moléculas capazes de estabilizar a proteina mutada, possibilitando
que esta chegue ao seu destino (Sanchez-Ollé, G., et al., 2009). Isto é particularmente
importante nos casos em que a enzima, ainda que mutada, possui alguma atividade

catalitica.

Havia, até recentemente, o pressuposto de que moléculas com alta capacidade de inibir
glicosidases seriam também bons agentes terapéuticos na CMT. Contudo, estudos recentes
vém demonstrar que estas afirmagdes ndo sdo necessariamente verdade. Sanchez-Ollé, G., et
al, em 2009, testou a eficicia de dois imino-agiicares, NB-DNJ e N-nonil-
Deoxinojirimicina (NN-DNJ), no aumento da atividade de glucocerebrosidases sujeitas a
diversas mutagdes. Ainda que ambos os imino-aguicares possuam boas propriedades
inibitdrias (1.8pM < ICsp < 27.6uM), os seus resultados ficaram aquém do ideal. A NN-DNJ
aumentou em 1,7 vezes a atividade de enzimas com a mutag&o de fibroblasto N370S/N370S,
mutagdo mais prevalente na doenga de Gaucher (DG) (Sanchez-Ollé, G., et al., 2009).
Melhor exemplo de um composto com capacidade de atuar como chaperona na CMT ¢é a
isofagomina (12), figura 7. Este imino-ag¢licar ndo s6 aumenta a atividade da GlcCerase com
a mutagdo N370S em cerca de trés vezes, como facilita o seu enovelamento e transporte
para o lisossoma, muda o pH lisossomal para um valor 6timo de 5.3 e altera o
processamento de oligossacarideos no lisossoma aumentando, assim, a estabilidade da
enzima. Além disso, e ao contririo do que acontece com 10, 11 ndo apresentou valores
significativos de inibigdo de outras enzimas in vitro (sucrase, isomaltase, a-glucosidase II do
reticulo endoplasmatico ou glucosilceramida sintetase), o que indica uma boa seletividade

por parte deste composto (Luan, Z., et al., 2010).



Aza-agiicares: Da Sintese as Suas Aplicagtes Terapéuticas

OH

HO
OH

Figura 7 - Isofagomina (12).

O uso de imino-agticares de pequeno tamanho como chaperonas quimicas apresenta-se
como uma possibilidade promissora para ultrapassar os obsticulos apresentados pelas

terapias vigentes.

2. Aplicagdes terapéuticas dos aza-agiicares alcaloides poli-hidroxilados

Feita uma apresentagdo geral da atividade biolégica dos imino-agticares pormenorizam-se
agora alguns dos principais compostos e suas areas de atuagfio, passando por uma breve

descrigdo das patologias associadas.

2.1. Deoxinojirimicina

A DNJ 7, ilustrada na figura 3, foi primeiramente utilizada como antidiabético pela
medicina tradicional chinesa no século XVII, pelo uso de uma planta do género Morus
(Aerts, J. M., et al., 2005). Esta € um anédlogo da D-glucose com um azoto endociclico no
lugar do oxigénio, no anel piranose (Tsuduki, T, et al., 2013). Na década de 60, Inouye et al.
procedeu ao isolamento de nojirimicina através de um filtrado de Streptomyces, depois a
sintese de deoxinojirimicina pela reduc@o do grupo hidroxilo anomérico da nojirimicina e,
posteriormente, ao seu isolamento nfo sé através de culturas de Strepfomyces, mas também

pela extragdo a partir das raizes de Morus alba (Watson, A., et al., 2001).

2.1.1. Eficécia

Dada como comprovada a inibi¢do das a-glucosidases pela DNJ, pensou-se introduzir o

composto na terapéutica antidiabética oral, mas a sua falta de eficacia in vivo, assim como

10
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os seus efeitos adversos, levaram a necessidade de sintetizar alguns analogos por forma a
obviar esses obstaculos (Watson, A., et al., 2001). De entre os varios compostos analogos
sintetizados, o 10 foi aquele que se apresentou mais promissor para uma possivel introdugéo
na terapéutica antidiabética oral. Mais recentemente, alguns investigadores trouxeram
novamente ao de cima as potenciais aplicagdes terapéuticas da DNJ, através da exploragdo
de novas vias metabélicas e de novas técnicas farmacoldgicas. Entre essas aplicagdes
encontram-se a prevengdo da obesidade induzida pelo excesso de ingestdo caldrica
(Tsuduki, T., et al., 2013), redugdo dos picos hiperglicémicos p6s-prandiais (Kimura, T., et
al. 2007), entre outros.

2.1.2. Reducio dos picos hiperglicémicos pés-prandiais

Ainda que os efeitos da DNJ sobre os niveis séricos de glucose estivessem ha muito
comprovados, a sua baixa biodisponibilidade in vivo sempre se revelou como sendo o passo
limitante & sua aplicabilidade terapéutica e, de igual forma, a sua introdugdo no mercado.
Alguns paises do oriente, como a China ou o Japdo, continuam a vender produtos dietéticos
para o tratamento da diabetes tipo II 4 base de Morus alba, contudo, e quantificada a sua
concentragdo em DNJ, os valores rondam os 0,05-0,1%, muito abaixo da dose considerada
como minima eficaz (10 mg de DNJ/60 Kg peso) (Kimura, T., et al. 2007). Mais
recentemente, novas formulagdes tém-se mostrado capazes de ultrapassar este obstaculo.
Kimura T., et al. avaliaram o contetido em DNJ de folhas de Morus alba em diferentes
épocas do ano e de diferentes por¢Ges da planta (ramos superiores, ramos do meio e ramos
inferiores). Estes puderam concluir que os ramos superiores de Morus alba com pouca
idade, colhidos no verdo, eram aqueles que apresentavam maior quantidade de DNJ. Pensa-
se que o0 motivo para tais concentragdes nestas condig¢des se prenda com a propria biosintese
de 1-deoxinojirimicina, aumentada em plantas mais novas, e pelo facto dos insetos
preferirem também folhas de Morus alba mais novas, sendo a DNJ responsavel pela sua
defesa. Essas folhas, depois de submetidas a um processo de otimizagio de colheita e
secagem, permitiram a produgdio de um pé enriquecido em DNJ, com concentragdes na
ordem dos 1,5%. A administragdo deste pé previne eficazmente os picos hiperglicémicos
pos-prandiais, quando tomados cerca de 30 minutos antes da refei¢do (Kimura, T., et al.
2007).

Estudos sobre o desenvolvimento de produtos dietéticos com elevadas concentragdes de

DNJ continuam a ser feitos por outros autores, parecendo ser, a par do desenvolvimento de
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novas estratégias de sintese, o ponto fulcral de desenvolvimento no que toca & DNJ. Como
exemplo, Vichasilp, et al., em 2012, descrevem a possibilidade de veicular a DNJ em
microsferas gelatinosas, permitindo que esta tenha nfo s6 a capacidade de diminuir a
hiperglicemia pés-prandial inicial, como um efeito consideravelmente mais prolongado

(Vichasilp, C., et al., 2012).

2.1.3. Prevengiio da obesidade induzida por excesso de ingestiio calérica

O tecido adiposo € muito mais do que um tecido inerte com ma conotagfo estética. Este tem
a capacidade de secretar diversas hormonas como a adiponectina e a leptina, com grande
importancia em diversas vias metabdlicas. Uma das fungdes da adiponectina é o controlo
sobre o sistema da B-oxidag@o hepatica dos 4cidos gordos, estando a sua atividade associada
a um aumento desse mesmo sistema de oxidagdo. Acontece que, em estados de obesidade,
as concentragdes séricas desta adipoquina encontram-se reduzidas. E, entdo, sobre a
adiponectina que a DNJ exerce a sua fungio mais recentemente conhecida. Tsuduki et al.,
num estudo com experimentag&o animal, descrevem um aumento nas concentragdes séricas
de adiponectina como consequéncia do tratamento com DNJ. Essa adiponectina, através do
aumento da expressdo do recetor ativado por proliferador do peroxissoma (PPAR-a),
provoca um aumento da produgdo de carnitina palmitol-transferase (CPT) e acil-CoA
oxidase (ACO) obtendo, como resultado final, o aumento da B-oxidagéo dos acidos gordos e
uma redugdo, ndo s6 dos niveis plasmaticos, como da acumulagdo lipidica no figado e

gordura visceral (Tsuduki, T., et al., 2013).

2.1.4. Efeitos secunddrios

Tendo em conta o mecanismo de agdo da DNJ ao nivel local e considerando que esta é
eliminada, maioritariamente, sob a forma inalterada, pode considerar-se a terapéutica com
DNJ segura, estando os efeitos secundéarios restringidos a algumas perturbagdes
gastrointestinais caracteristica da terapéutica com aza-agucares (flatuléncia, dor abdominal,

diarreia, dispépsia, aumento abdominal e vomitos) (Boniface, J.L., et al., 2003).
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2.1.5. Eliminacgéio

Estudos com a DMJ demonstraram que 120 minutos apés a sua administragio, 52% da DMJ
era eliminada na urina sob a sua forma inalterada. Ndo havendo dados concretos sobre a

farmacocinética da DNJ, estes sdo os valores aceites (Kimura, T, et al. 2007).

2.2. Miglitol

O miglitol, N-2-hidroxietil-1-deoxynojirimicina ou (2R, 3R, 4R, 5S8)-1-(2-hidroxietil)-2-
(hidroximetil)-piperidina-3,4,5-triol) 10, representado na figura 6, comercializado nos
Estados Unidos da América sob a designagdo comercial Glyset®, é outro dos compostos
utilizados na terapéutica antidiabética como anti-hiperglicemiante oral. E um inibidor das a-
glucosidases, usado no tratamento de Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), que controla a
capacidade das células quebrarem grandes complexos de hidratos de carbono em unidades
de glucose. Foi desenvolvido pela Bayer e obtido sinteticamente a partir da DNJ com o
intuito de se conseguir um composto com maior atividade in vivo. A sua utilizagio na
terapéutica antidiabética estdo hoje associados varios efeitos benéficos, como melhoramento
da resisténcia a insulina, prote¢do das células pancreaticas P, melhoramento da sintese e
excrecdo da insulina, redugdo do stress metabolico, reducio da motilidade e do
esvaziamento gastrico, aumento da sensagdo de saciedade e redugdo da gordura corporal

(Tsuduki, T., et al., 2013).

2.2.1. Redugéio dos picos hiperglicémicos pés-prandiais

Através da inibigdo competitiva de a-glicosidases como a glucoamilase, sacarase ou
isomaltase, o miglitol tem a capacidade de exercer um controlo essencial sobre os picos de
hiperglicemia pods-prandial em doentes com DM2. Diminuindo os picos de glucose pos-
prandial, os niveis séricos de hemoglobina glucosilada (HbA1c) sdo também reduzidos. A
hemoglobina glicosilada pode ser utilizada como marcador, dando boas indicagSes sobre as
concentragdes médias de glucose nos meses anteriores a terapéutica. Uma vez que esses
picos hiperglicémicos estdo associados a um conjunto de patologias, a sua inibi¢do ou
dimininuig#o revela-se fulcral no tratamento de um paciente com diabetes tipo 2 (Kazutaka,
A, et al., 2007; Fukaya, N., et al., 2009).
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2.2.2. Proteciio das células pancredticas p

O controlo dos picos de hiperglicémia ¢ da maior relevancia clinica. Estes picos estdo
associados ao aumento da expressdio de genes que codificam citoquinas pré-inflamatérias,
como sejam a interleucina-p (IL-p), interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral (do
inglés Tumor Necrosis Factor-alpha, TNF-a), interleucina-12 (IL-12) e interleucina-18 (IL-
18). A produgdo aumentada dessas citoquinas tem a capacidade de promover a apoptose em
varios tecidos pela ativagdo da cascata das caspases. Caso as células alvo da apoptose sejam
os ilheus de Langerhans, essa apoptose resulta num risco aumentado de desenvolver
diabetes pela reducdo da capacidade de produzir insulina. O composto 10, ao exercer um
controlo efetivo do surgimento de picos hiperglicémicos estd, desta forma, a evitar que estas
citoquinas sejam libertadas e que venham, entdo, a lesar as células pancredticas B (Fukaya,

N., et al., 2009).

Ha ainda outros dados que indicam que a alteragéo na eliminagéo de 4cidos biliares para as
fezes e sistema venoso portal, provocada pelo miglitol, também podera estar envolvida nesta
protecdo. A concentragio aumentada de 4cidos biliares, ao aumentar a produgdo de
peptideo-1 similar ao glucagon (GLP-1), estd também a promover uma protegio das células
pancreéticas f, muito embora por mecanismos ainda pouco esclarecidos (Hamada, Y., et al.,

2012).

2.2.3. Redugéo da gordura corporal

O aumento da libertagdo de acidos biliares pelo figado e vesicula biliar provoca um aumento
na expressdo do recetor 5 do &4cido biliar associado a proteina G (TGRS). Entre outras
fungBes, este recetor de membrana dos acido biliares, é responsavel pela ativagdo da
iodotironina deionidase (D2), enzima responséavel pela conversio da pré-hormona tironina
(T4) em hormona ativa, a tritodo-tironina (T3). Com concentragbes aumentadas de acidos
biliares, a expressio de D2 no tecido adiposo castanho tende também a aumentar,
conduzindo a um acréscimo da ativagéo da T4 em T3 incrementando, desta forma, os gastos

energéticos e diminuindo a gordura corporal (Hamada, Y., et al., 2012).
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2.2.4. Diminuicéo da resisténcia a insulina

Pensa-se que a redugéo da resisténcia a insulina, causada pelo miglitol, esta associada, pelo
menos em parte, ao efeito deste imino-aglcar nas concentragdes de Acidos biliares. O
aumento de acidos biliares que chegam ao intestino conduz ao acréscimo de GLP-1 através
da estimulagdo dos recetores TGRS (Hamada, Y., et al., 2012). Por sua vez, o GLP-1,
mediante mecanismos que deverdo envolver a expressdo de transportadores de glucose
(GLUTs) a face da membrana celular, possui a capacidade de melhorar a sensibilidade das
células pancredticas P a insulina. Além disso, é sabido que uma das causas principais para a
ocorréncia de resisténcia a glucose ¢é a producéo de IL-B, IL-6 ¢ TNF-a (Fukaya, N., et al.,
2009). A diminuigio da incidéncia de picos hiperglicémicos, ao reduzir a produgdo destas

citoquinas pré-inflamatdrias, esta diretamente ligada a diminuig8o da resisténcia a insulina.

2.2.5. Melhoramento da secrecéio e excrecéio de insulina

Como referido anteriormente, a redugdo da producgio de citoquinas pré-inflamatérias esta
diretamente ligada a prevengdo do risco de apoptose das células pancreaticas P e,
consequentemente, 4 manutengdo da sua fungdo enddcrina. Contudo, este nfio serd o tnico
mecanismo pelo qual o composto 10 exerce as suas fungdes. O aumento da concentragéo de
acidos biliares a chegar ao intestino leva a secregdo de GLP-1 pelas células intestinais L,
via recetores de membrana TGRS, que funcionam através da produgdo intracelular de
adenosina monofosfato ciclica (AMPc) e ativagdo de proteino-quinases ativadas por
mitégenos (MAPk). O GLP-1 produzido é considerado uma hormona peptidica anti-
hiperglicemiante, capaz de induzir a produgéo de insulina e inibir a produgio de glucagon

(Hamada, Y., et al., 2012).

2.2.6. Efeitos Adversos

Ainda que a terapéutica com miglitol ndo esteja isenta de efeitos adversos (semelhantes aos
causados por outros inibidores de o-glucosidases, como a flatuléncia, dor abdominal,
diarreia, dispépsia, etc), a sua incidéncia ndo esta associada com o timing de administragé@o
do farmaco e a sua ocorréncia ndo parece afetar a adesdo a terapéutica. Mais, o facto de 10

estar associado a melhores resultados que outros inibidores de a-glucosidases deve-se, em
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parte, ao facto de este poder ser administrado em maiores quantidades com baixa incidéncia

de efeitos secundarios (Kazutaka, A, et al., 2007; Fukaya, N., et al., 2009).

2.3. Miglustat

O miglustat (11), ilustrado na figura 6, NB-DNJ, comercializado sob o nome comercial
Zavesca® no Canada, Unido Europeia, Israel, Estados Unidos para o tratamento da doenga
de Gaucher tipo I (DG I), ¢ um imino-agticar N-alquilado ndo peptidico de baixo peso
molecular, cujo mecanismo de agfio se baseia na inibigdo competitiva reversivel da
glucoceramida sintetdse, enzima responsavel pela sintese de alguns glucoesfingolipidos.
Este atinge facilmente concentragdes consideraveis ao nivel do sistema nervoso simpéatico
(SNS) (Maegawa, G.H.B., et al., 2009; Pastores, G.M., Barnett, N.L. e Kolodny, E.H.,
2005).

2.3.1. Doeng¢as de Acumulacéiio Lisossomal

O conceito de doengas de armazenamento lisossomal (DAL) surgiu apenas em 1965 pelos
trabalhos de Hers. Estas doengas séo, pois, um conjunto de cerca de 50 patologias que tém
em comum uma deficiéncia em proteinas lisossomais, proteinas integrantes da membrana
lisossomal ou proteinas envolvidas nas modificagdes pds-transcripcionais e trafico de
proteinas lisossomais. Estes defeitos levam a acumulagdo de produtos de reagdes
enziméaticas. Esta acumulagdo estd envolvida em varias alteragdes fisiopatoldgicas por
mecanismos de ativago ou inibigio de recetores, modificagio da resposta destes ultimos ou
ainda alteragdo da localizagdo subcelular dos mesmos, entre outros (Schultz, M.L., ef al.,
2011). Essas alteragdes fisiopatolégicas traduzem-se em problemas como
hepatoesplenomegalia (doenga de Gaucher, Niemann Pick), trombocitopenia (doenga de
Gaucher, Niemann Pick), cardiomiopatias (doenga de Fabry), afe¢Ses neuropaticas (Doenga
de Gaucher tipos II e IIT), manifestacGes Osseas (doenga de Gaucher), entre outras. As
afecdes neuropaticas estdo envolvidas em cerca de 2/3 das DAL, sendo as consequéncias da
maior gravidade. As DAL estio classificadas segundo o tipo de produto de acumulag&o.
Assim, quando o produto acumulado € a glucose trata-se de uma glucosidose, quando o
produto acumulado é um lipido trata-se de uma lipidose, esfingolipidose, glicoproteinose,
lipofuscinose, glucosilceramidose, ou ainda, no caso de o produto acumulado ser um

glucosaminoglicano trata-se de uma mucopolissacaridose. Acontece que, as proteinas
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responsaveis pelo processamento de um determinado produto, nem sempre sdo especificas
para um sO substrato, mas sim para um determinado aglicar ou esteroquimica da sua
estrutura, pelo que a sua deficiéncia ird dar origem & acumulagfio néio de um, mas de dois ou
mais produtos. Ao nivel genético exitem duas DAL classificadas como doengas
monogénicas X-linked, i.e., ligadas ao cromossoma feminino X, sendo que as restantes sdo
consideradas doengas monogénicas recessivas hereditarias, associadas a manifestagio de
ambos os alelos de um gene (Schultz, M.L., et al., 2011). Em Portugal a prevaléncia destas
doengas é de 25 casos por cada 100 000 criangas nascidas, sendo que cerca de 60% das
DAL sio esfingolipidoses (Pinto, R., et al., 2004). A nivel mundial a incidéncia das DAL ¢
de 1 caso para cada 8000 nascimentos (Schultz, M. L., et al., 2011), revelando-se mais
proeminente em paises como a Finlandia (Doenga de Salla e Lipofuscinose neural infantil) e

Israel (Doenga de Gaucher e doenga de Tay-Sachs) (Aerts, J. M., et al., 2005).

2.3.1.1. Doenca de Gaucher

Descrita em 1882 por um jovem francés estudante de medicina, Philippe C.E. Gaucher, a
DG caracteriza-se pela acumulagio de glucosilceramida, um glicoesfingolipido
intermediario na sintese e degradacgio de ganglidsidos e glob6sidos. Hoje a sua incidéncia é
de 1 em 40 000 nascimentos nos Estados Unidos da América (Martins, A.M., et al., 2009;
Aerts, J. M., et al., 2005). A acumulagdo deste composto deve-se a uma deficiéncia na
ceramida glucosiltransferase, enzima responsavel pela hidrdlise do glucocerebrésido em
glucose e ceramida. A ceramida glucosiltransferase é maioritariamente armazenada ao nivel
dos lisossomas das células do sistema mononuclear fagocitirio, nomeadamente nos
macréfagos, podendo, todavia, ser encontrada em menores proporgdes em células
epidérmicas, macréfagos perivasculares cerebrais e células neurais. Os macréfagos com
inclusdes de glucoceramida assumem uma forma enrugada, passando a designar-se por
células de Gaucher. E a deposigdo destas células em diferentes érgdos, como o figado, bago
ou medula dssea, que estard na base das manifestagdes sintomaticas. A doenga de Gaucher é
comummente classificada em trés tipos. A DG I, forma n3o-neuropatica e mais frequente,
apresenta sintomas como hepatoesplenomegalia, trombocitopenia e doenga 6ssea (Aerts, J.
M., et al, 2005). A DG II compromete o sistema nervoso de forma aguda (forma
neuropatica aguda), apresentando comprometimento bulbar, piramidal e desenvolvimento
neuropsicomotor retardado (Martins, A.M., et al., 2009). E frequente o surgimento, ainda
nos primeiros meses de vida, de complicagdes ao nivel do cérebro, figado, bago e pulmdes,

sendo os fltimos responsaveis pela morte, dentro dos primeiros 2 anos de vida (Grabowski,
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G. A, Lesli, N. e Wenstrup R., 1998). A DG III, ou forma neuropética subaguda, ainda que
comprometa o sistema nervoso, caracteriza-se pelo surgimento mais tardio dos sintomas
(Aerts, J. M., et al., 2005). Hoje sabe-se que os mecanismos fisiopatoldgicos mais comuns
para a DG se baseiam na inflamagdo, pela libertagdo de citoquinas pré-inflamatorias, na
alteragdio da homeostasia do célcio, que se traduz num aumento da neurotoxicidade induzida

pelo glutamato, e na propria acumulagéo lipidica (Ballabio, A. e Gieselmann, V., 2009).

O diagnéstico da DG implica a sua confirmagdo através da realizagio de testes enzimaticos
ou moleculares, testes estes onde se procede a avaliagdo, respetivamente, da atividade
enzimadtica ao nivel dos leucdcitos ou fibroblastos e a identificagdo de possiveis mutagGes no
gene que codifica a B-glucosidase, localizado no cromossoma 1q2.1. A detegdo de niveis
elevados de quitotriosidase (em pacientes que possuam alelos ativos para essa enzima) €

também caracteristica da DG (Martins A.M., ef al., 2009).

A DG apresentou-se como a doenga de armazenamento lisossomal perfeita para o
desenvolvimento de uma intervengéo terapéutica, pois, além do facto de ser a DAL mais
prevalente, a base molecular, responsavel pelo defeito genético, encontrava-se ja descrita ao
detalhe e ha envolvimento de apenas um tipo de células (Aerts, J. M., et al., 2005). Foram
descritas até ao momento mais de 300 mutagdes associadas ao gene que codifica a B-
glucosidase, porém as mais comuns encontram-se ao nivel dos genes N370S, 84GG, L444P
e IV2 + 1 (Martins A.M,, et al., 2009).

Sdo quatro as abordagens terapéuticas desenvolvidas para a DG: transplante de medula
6ssea, ERT, SRT e terapia genética sendo que, hoje, a terapia standard consiste na ERT com
imiglucerase (Cerezyme®) ou na SRT com miglustat (Zavesca®) per os, a ser aplicada nos
casos em que os pacientes ndo sdo elegiveis para a ERT (Martins A.M,, et al., 2009).
Contudo, é na SRT que os aza-agliicares entram como principais agentes terap€uticos. Pela
inibigdo da glucosiltransferase, os aza-aglicares vo proporcionar uma redugéo significativa
dos nivel de glucosilceramida reduzindo, desta forma, a sua acumulag@o nos macréfagos.

(Luan, Z., et al., 2010; Steet, R., et al., 2007).

a) Tratamento da Doenca de Gaucher tipo I

O tratamento de primeira linha para a DG I, como ja foi referido, ¢ a ERT. Contudo, quando
o doente apresenta um quadro clinico que impossibilita o tratamento com ERT ou néo est4
disposto a aderir a essa terapéutica, miglustat (11) pode ser administrado com excelentes
resultados clinicos.

O tratamento da DG I com 11 tem como base a ja referida inibi¢do competitiva da
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glucosiltransferase, inibindo a produg@o do glicoesfingolipido resultante. Este deixa de se
acumular nos macréfagos e tecidos alvo, com consequente diminuigdo dos fendmenos
patoldgicos (Martins, A.M., et al., 2009).

Este tratamento tem vindo a apresentar bons resultados, ja que os dados apontam para uma
redugdo significativa do volume do figado e bago, redugéo das anomalias hematologicas
(anemia, trombocitopenia, etc) e melhoramento da qualidade de vida. Estes resultados foram
observados por Cox et al., em 2000, aquando do tratamento com 100 mg diarios de
miglustat. Ainda que aos 6 meses j4 houvesse melhoramento de alguns dos sintomas da
doenga, s6 aos 12 meses eles se tornam clinicamente relevantes havendo continuagio da
melhoria até, pelo menos, aos 24 meses de tratamento (Pastores, G.M., Barnett, N.L. e
Kolodny, E.H., 2005; Cox, T., et al., 2000).

No seguimento destes resultados experimentais, 11 foi aprovado pela Agéncia Europeia para
a Avaliagio de Productos Medicinais para o tratamento da DG I e, posteriormente, estendido

a outros paises néo europeus (Pastores, G. M., Barnett, N. L. e Kolodny, E. H., 2005).

b) Afeciio do Sistema Esquelético na DG 1

Outro dos sistemas que ¢ geralmente afetado com gravidade no seguimento da DG I € o
esquelético. Acredita-se que individuos com genes homozigdticos para o alelo N370S
apresentam um fendtipo caracterizado, entre outras coisas, por uma afegéo esquelética mais
predominante, enquanto que os individuos com genes heterozigéticos para esse alelo tém
sintomas maioritariamente viscerais (Goker-Alphan, O., 2011). A afegdo esquelética pode
manifestar-se de uma forma focal, através de processos como osteonecrose e osteosclerose,
causada pelo infarto provocado pela deposigéio de células de Gaucher, trombose e processos
inflamatorios; pode também manifestar-se de uma forma local, com deformagéo dos ossos
longos (Erlenmeyer flask deformity) e diminui¢8io da espessura cortical; ou ainda através de
uma osteopenia generalizada, fruto de uma alteragéio no ricio de reabsorgéo e formagdo de
osso. Para além da obstrugdo ao fluxo sanguineo do osso e medula Ossea, causada pela
deposigdo das células de Gaucher, estas interferem com o ricio de reabsor¢éo e formagéo de
osso através do aumento da produgdo de citoquinas pré-inflamatorias, como a IL-B, IL-6 e
TNF que, por sua vez, vdo estimular a atividade dos osteoclastos (Wenstrup, R.J., et al.,
2002).

Além da ja referida osteopenia generalizada, osteonecrose, osteosclerose e um tipo de
osteocondroplasia designada por deformidade em baldo de Erlenmeyer (do inglés
Erlenmeyer flask deformity), estes eventos fisiopatologicos traduzem-se em crises Osseas,

caracterizadas por episddios de dor severa, aumento do niimero de gldbulos brancos e febre,
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podendo ser precedidas de necrose, fraturas e danos irreversiveis (Wenstrup, R.J., ef al.,
2002).

Outra enzimas que se encontram sobre-expressas na DG I sdo as metaloproteinases de
matriz-2 (MMP2) e -8 (MMPS8). A sua atividade é responsavel pela degradagio da matriz
extracelular e degradagdo de colagénio, respetivamente, em processos fisiolégicos como
artrite, metastases e outros processos inflamatérios (Montafio, A., Ozdemir, E. e Lee, D.,
2012).

O efeito do miglustat (11) na afegéo esquelética da DG podera estar associado, pelo menos
em parte, a via das metaloproteinases. Recentemente, um estudo procedeu ao tratamento in
vitro de osteoclastos com 11, obtendo uma expressio reduzida de MMP2 e MMPS, e uma
expressdo aumentada de proteases inibitérias (Montafio, A., Ozdemir, E. e Lee, D., 2012).
Esta sera uma explicagdo para a répida remineralizagiio observada em pacientes tratados

com miglustat.

2.3.2. Contracetivo masculino nio hormonal

A identificagdo da existéncia de alguns glicoesfingolipidos essenciais ao normal
funcionamento da espermatogénese remonta a decada de 90. Nessa altura, percebeu-se que a
auséncia de alguns glicoesfingolipidos dava origem a alteragdes morfoldgicas das cabegas
dos espermatozoides, auséncia ou deformagio dos acrossomas, alteragdes morfologicas

mitocondriais e alteragdes fatais na motilidade (Van der Spoel, A.C., et al., 2002).

Estas alteragdes traduzem-se na incapacidade dos espermatozoides maduros se ligarem a
zona pelicida dos odcitos, pelo que ndo sdo capazes de os fertilizar (Walden, C.M., et al.,
2006). Alguns autores como Ritter et al., em 1987, Takamiy et al., em 1998, ou Fujimoto et
al., em 2000, descrevem a importincia de dois esfingolipidos, em particular, o seminolipido
e a glucosilceramida. Com o desenvolvimento do estudo dos imino-agiicares, percebeu-se
que alguns deles poderiam ser uma boa opg¢do a terapia contracetiva devido & sua boa
disponibilidade oral, capacidade de atuar em doses baixas e inexisténcia de efeitos adversos
ao nivel enddcrino, comum nos tratamentos hormonais (Van der Spoel, A.C, et al., 2002).

Van der Spoel et al. descrevem que o tratamento de 3 semanas com 15mg/kg/dia de NB-
DNJ tem a capacidade de, ao inibir a glucosilceramida sintetase, causar uma infertilidade
reversivel em ratos do sexo masculino, podendo esta ser revertida cerca de quatro semanas
se a terapéutica for descontinuada. Porém, tratamentos mais prolongados revelam algumas
diferengas, quer no tempo de recuperagio do estado normal de fertilidade, que num

tratamento entre 6 a 12 meses pode ter um periodo de recuperagéo entre as 6 e as 9 semanas,
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quer em alguns pardmetros bioquimicos como numero testicular e epididimal de
espermatozoides ou percentagem de espermatozoides com anomalias acrossomais (Walden,
C.M,, et al., 2006).

A dose eficaz minima para o tratamento em humanos, considerando que em ratos a dose
necessédria era de uma ordem de magnitude abaixo da necesséaria para o tratamento de
doengas de armazenamento lisosomal, deverd também ser abaixo dos 100-300 mg/dia
aconselhados para a DG (Walden, C. M., et al., 2006).

Além dos resultados positivos, obtidos pela experimentagdo animal, ¢ importante referir
que, sendo o miglustat um composto que ja se encontra no mercado para o tratamento da

DG, a sua introdu¢éio no mercado como contracetivo masculino estara facilitada.

2.3.3. Efeitos Adversos

Os efeitos adversos mais comuns sd0 pouco severos, pelo que a seguranca da terapéutica
estd assegurada. Entre os mais reportados durante os primeiros 3 a 6 meses encontram-se a
diarreia (80-100%), a flatuléncia (80-100%), desconforto intestinal, vomitos e perda de
peso, sendo que a sua incidéncia e gravidade € decrescente ao longo do tratamento
(Pastores, G. M., Barnett, N. L. e Kolodny, E. H., 2005).

Um estudo realizado em experimentagio animal demonstrou que, quando administrado em
doses baixas para o tratamento contracetivo ndo hormonal, independentemente do tempo de
administragfio, 11 ndo apresentou qualquer tipo de efeito ao nivel do peso corporal ou peso
das gonadas, endocrinologia reprodutiva, quimica sérica ou mesmo ao nivel do
comportamento animal (Walden, C.M., et al., 2006). Como tal, e segundo os dados de
experimentag@o animal, é possivel prevér que o miglustat deveré ser seguro e eficaz para a

terapéutica contracetiva ndo hormonal em individuos do sexo masculino.

E importante referir que, ap6s consulta exaustiva da bibliografia, ndo se encontrou qualquer
indicagdo de que as doses de 11 utilizadas para o tratamento de DAL pudessem de alguma

forma induzir estados de infertilidade em individuos do sexo masculino.

Embora a dose de miglustat utilizada no tratamento das DAL seja consideravelmente maior,
como anteriormente mencionado, a bula dos farmacos, correntemente no mercado, nada
refere quanto a possibilidade do tratamento com este composto puder provocar infertilidade
nos individuos do sexo masculino. Acredita-se que a razio se prenda com essa mesma
diferenga nas doses utilizadas para o tratamento dessas duas patologias, porém, o seu

mecanismo € desconhecido.
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2.4. Isofagomina

A isofagomina (IFG), (3R,4R,5R)-5-(Hidroximetil)piperidine-3,4-diol), representada na
figura & é um imino-agicar de pequeno tamanho, promissor na terapéutica da DG I,
diabetes tipo II e doengas cardiovasculares. Este é um produto de sintese, desenhado e
sintetizado por Bols et al., em 1994. O mecanismo de agdo consiste na sua ligag@o ao local
ativo da P-glucosidase acidica (GlcCerase) dos fibroblastos, com a mutagio N370S, com
consequente capacidade de evitar a sua degradagio associada ao reticulo endoplasmético,
auxiliar no seu correto enovelamento, trafego e atividade catalitica em cerca de 3 vezes. Por
este motivo é designada de chaperona quimica. Juntamente com a capacidade de alterar o
pH lisossomal para um valor mais préximo do ideal (pH 5.2) e aumentar a estabilidade da
GlcCerase nos lisossomas, este imino-aglicar podera, pelo aumento da degradagdo do
produto de acumulag¢dio na DG I, evitar ou aliviar os sintomas da doenca (Steet, R., ef al.,
2007; Kulkarni, M.G., et al., 2012).

Uma das exigéncias para que uma determinada molécula possa ser considerada como
potencial agente terapéutico na DG é a seletividade, i.e., a capacidade de exercer a sua
fungdio sem afetar significativamente a atividade de outras enzimas, essenciais ao correto
metabolismo dos hidratos de carbono. Ora, esta caracteristica apresenta-se como a grande
vantagem da IFG, ja que esta aumenta consideravelmente a atividade catalitica da GlcCerase
com mutagdo N370S, sem que a atividade de enzimas como a sacarase/isomaltase, o-
glucosilceramida sintetase ou a-glucosidase II seja afetada. Isto reflete-se numa menor
incidéncia de efeitos secunddrios, principalmente ao nivel gastrointestinal (Steet, R., et al.,
2007).

2.4.1. Estabiliza¢iio enzimitica para o ERT

Um dos obstiaculos encontrados durante o tratamento ERT foi o facto de que a
glucocerebrosidase, recuperada do figado e bago de ratos, submetidos previamente a esse
tratamento, possuia menos 30-50% de atividade catalitica do que a enzima que tinha sido
administrada. Veio depois a perceber-se que essa diminuigdo de atividade acontece devido
ao efeito do plasma, fluidos extra e intercelulares, e dos endossomas, assim como ao efeito
do pH e da propria temperatura corporal sobre a enzima, acabando por desnatura-la. O
proprio tratamento de purificag8o, ao qual a enzima é submetida para poder ser administrada
em humanos, serd certamente fonte de alteragdes estruturais que poderdo induzir o
desnaturamento enzimético. Uma vez desnaturada, a enzima encontra-se muito mais
suscetivel a degradagéo, contribuindo para uma diminuigéo da eficicia do ERT (Shen, J.-S.,

et al., 2008).
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A isofagomina, sendo um inibidor lento da glucosilcerebrosidase, possui a capacidade de se
ligar ao sitio ativo da enzima, promovendo uma estabilizagio da sua estrutura
tridimensional. Como tal Shen et al, descrevem o efeito da pré-incubagdo de
glucocerebrosidase com IFG. Ao formar-se o complexo glococerebrosidase/isofagomina, a
enzima fica protegida do stress provocado pelo meio (i.e., variagdes de pH, temperatura,
etc), durante o tempo necessario a que esta atinja o local alvo. Uma vez atingido o local
alvo, e dadas as caracteristicas da isofagomina de inibidor lento, o complexo
enzima/substrato vai sendo libertado lentamente, possibilitando uma atividade enzimética

mais prolongada (Shen, J.-S., et al., 2008).

2.5. Azafagomina

Figura 8 - Azafagomina (13).

Como ja referido, em 1994 foi sintetizado o imino-agucar isofagomina, com eficacia
comprovada na inibigdo da glucosilceramidase e no aumento da atividade catalitica da
GlcCerase (Kulkarni, M.G., et al., 2012). Contudo, e tendo em conta o facto de que o
mecanismo provavel de inibigdo enzimatica, designado por andlogo de estado de transigéo,
consiste na capacidade do composto mimetizar, em termos de polaridade, um substrato
transitorio da degradagfo glicosidica, havia margem de manobra para manipular a molécula,
tornando-a mais eficaz (Bols, M., Hazell, R. G. e Thomsen, 1. B., 1997). Ora, por forma a
que a molécula se assemelhasse mais ao oxocarbanifio, e ndo a sua estrutura de ressonéncia,
e tendo em conta que tinha ja sido comprovada a capacidade de (3,4-trans-4,5-trans)-4,5-di-
hidroxi-3-hidroximetil-hexa-hidropiridazina (13) inibir a p-glucosidase da améndoa (ki =
0.32 uM), a a-glucosidase dos fungos (Ki = 6.9 uM) e a isomaltase (Ki = 0.27 uM), novos
mecanismos de sintese tém vindo a ser propostos por forma a obtengfo simples e barata da
molécula na sua forma enantiomérica pura.

O desenvolvimento da investigagdo da 13 estd ainda a dar os primeiros passos, sendo
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descrito mais adiante, na parte experimental deste trabalho, uma das mais recentes

abordagens a sintese esterioseletiva deste composto.

2.6. Swainsonina

Figura 9 - Swainsonina (14).

2.6.1. Propriedades antineoplasicas

A comunidade cientifica tem-se vindo a aperceber da importincia de certos hidratos de
carbono em processos de metastizagdo tumoral, mais especificamente, alguns residuos de
hidratos de carbono de conjugados glicoproteicos a superficie de determinadas células. Foi
ja observada a presenca, em elevadas quantidades, de varias glicosidases em cé€lulas
tumorais e fluidos intersticiais. O conhecimento desta situag#o tera sido resultado, em parte,
da observacdo dos oligossacarideos N-ligados os quais, apds transformagdes neoplasicas
com certos quimicos, transfecdo com oncogéneos ou infecdo com virus oncogénicos

apresentaram diferengas significativas ao nivel qualitativo (Afarinkia, K. e Bahar, A., 2005).

E, por isso, bastante légico assumir que a manipulagdo da porgdo glicosidica dessas
glicoproteinas, por intermédio de imino-agtcares, possa influenciar o desenvolvimento das

células tumorais, controlando assim a progressdo de neoplasias.

Estdo ja identificados alguns imino-aglicares com este tipo de atividade, como € o caso do
C2100, um antineoplasico desenvolvido pela Summit com um grande potencial para o
tratamento de melanomas, entre outras neoplasias, a castanospermina, a N-metil-DNJ, ou a
swainsonina (14). Estes aza-aglicares revelaram resultados efetivos em algumas neoplasias,
nomeadamente o carcinoma gastrico, o glioma, entre outros (Sun, J.-S., et al., 2007; Sun, J.-

S., et al., 2009)

A Swainsonina, 8-a, p-indolizina-1a, 2-a, 8-B- triol, é um alcaloide inddlico, capaz de inibir

a a-manosidase lisosomal e citos6lica, assim como a a~-manosidase II do complexo de Golgi.
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Esta foi primeiramente extraida do fruto da Swainsona canescens australiana e das
Astragalus e Oxytropis spp. norte americanas, estando ja descrita a sua extragdo de outras
espécies. O consumo destes frutos pelo gado foi responsével pelo surgimento do locoismo
no final da década de 70, uma doenga de armazenamento lisosomal semelhante &
manosidose genética. Ao inibir a manosidase lisosomal dos animais di-se uma acumulagéo
dos seus produtos enzimaticos nos neurénios e células epiteliais, conduzindo a danos

neuroldgicos permanentes e irreversiveis (Sun, J.-Y., et al., 2007).

O potencial da swainsonina no tratamento de neoplasias, como o glioma ou o carcinoma
gastrico, hepatomas ou cancro da mama é hoje um facto (Sun, J.-Y., ef al., 2009). Sun et al.
descrevem que o mecanismo responsdvel pela sua atividade inibitéria e antimetastica se
relaciona com a inibi¢do da o-manosidase II do complexo de Golgi, provocando uma
alteragdio na estrutura dos oligossacarideos da membrana celular pelo bloqueio da produgio
do complexo glicano N-ligado f-1,6-ramificado (Santos, F.M., et al, 2011), levando a
alteragio da expressdo de glucoproteinas especiais de membrana (Sun, J1.-Y., et al., 2009).
Estas alteragdes provocam uma diminui¢io da expressdo do p53, gene responsavel pelo
bloqueio da mitose em G1, e bcl-2, o qual é responsavel por inibir ou atrasar a apoptose
celular. Além disso, di-se um aumento na expressdo de c-myc, também designado de
“apoptotis trigger gene”, e um aumento da concentragdo de Ca?*, o que interfere com a
fosforilagdo oxidativa mitocondrial, diminui os niveis de ATP, ativa a fosfolipase, leva a
hidrélise dos fosfolipidos da membrana, etc. No final, todas estas alterages conduzem a
danos na membrana celular, ativagdo de proteinases, multiplicagdo de radicais livres de
oxigénio e apoptose em células como as SGC-7901 e C6 do glioma (Sun, J.-Y., et al., 2007;
Sun, J.-Y., et al., 2009).

2.6.2. Caracteristicas Imunomodeladoras

A swainsonina possui um marcado poder imunomodelador e a razéio pela qual tal atividade é
tdo importante estd intimamente ligada com a prépria terapéutica antitumoral. Esta é, por
norma, dependente da dose. Acontece que, a determinadas concentragdes de agente
farmacolégico, a depressdio da medula 6ssea ¢ tal, que os efeitos adversos associados ao
tratamento se tornam insustentiveis. 14 tem demonstrado excelentes resultados em
associagio com outros agentes farmacoldgicos, como a cisplatina ou a adriamicina (Santos,
FM,, et al, 2011; Sun, J.-Y., et al., 2009), ao promover uma protegdo da medula dssea e
permitindo que o agente farmacoldgico antitumoral possa ser administrado em

concentragdes mais elevadas. Além desta protegdio, cré-se que ao reduzir a expressdo de

25



Aza-agucares: Da Sintese as Suas Aplicagdes Terapéuticas

genes inibitdrios da apoptose se auxilie a cisplatina a exercer a sua atividade (Santos, F.M.,
et al., 2011). Os mecanismos de agdo relativos a referida protegdo da medula 6ssea ndo séo
ainda concretos, porém alguns autores avangam ja com algumas hipéteses. Estudos de
experimentagdo animal demonstraram que swaisonina é capaz de induzir um aumento da
celularidade da medula Gssea mesmo em ratinhos saudaveis (Sun, J.-Y., ef al, 2007).
Acredita-se que esta exer¢a tal efeito através de uma deplecdo de algumas células
hematopoiéticas maduras criando, desta forma, um desequilibrio que leva & ativagdo da
proliferagio celular em outros compartimentos. Estima-se também que a atividade inibitéria
da a-manosidase II, ao alterar as porgdes oligossacaridas & face da membrana celular de
oligossacaridos de tipo complexo para o tipo hibrido, ird promover a produgéo de citoquinas
IL-1, IL-2, TNF-a, entre outras, o que, por sua vez, leva a alteragSes mitogénicas (Sun, J.-

Y., etal., 2007).

Sun et al. demonstraram também, em 2007, que a administragio conjunta de 14 com
adriamicina, durante 10 dias, levou a uma diminui¢&io marcada da taxa de morte em ratos, o
que sera devido a um aumento na proliferagio e diferenciagdo de células hematopoiéticas
(Sun, J.-Y et al., 2009). Ora, tendo em conta a especulagéo feita por Santos et al. em relagio
a cisplatina, e considerando que a adriamicina é também um agente intercalante, acredita-se
que nesta situagéo, a diminui¢éo da expressdo de genes inibitorios da apoptose, como o p53

e 0 bcl-2, possa estar associada ao aumento do poder antitumoral da adriamicina.

2.6.3. Efeitos secundarios

A verdade é que, ainda que os estudos de fase I se tenham mostrado bastante promissores
(Santos, F.M., et al. 2011), todos os compostos, inclusive andlogos de swainsonina,
falharam os estudos de fase II. Para além de ndo se ter conseguido comprovar uma eficicia
efetiva em carcinomas avangados ou metastizados de células renais (Shaheen, P.E., et al.
2005), varios foram os efeitos secundérios encontrados, como fadiga (88,2%), anorexia
(76,5%), niveis de amilase sanguinea aumentados (64,7%), diarreia (58,8%), nauseas
(52,9%), aspartato aminotransferase elevada (52,9%), depressdo (47%), dor (41,2%),
obstipagéo (41,2%), anemia (41,2%), ansiedade (29,4%) e confusdo (23,5%) (Shaheen, P.,
E., et al. 2005).
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Capitulo II

Estratégias de Sintese
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3. Abordagens a sintese de imino-acicares

Inimeras e novas vias de sintese de imino-aglcares com diferentes compostos de partida
tém sido descritas. Desde a utilizagio de compostos da pool quiral, como hidratos de
carbono ou aminodcidos, a novas abordagens baseadas em passos de funcionalizagéo
biocatalitica, como a oxida¢do e a adi¢do de aldol estereoseletiva, os estudos e artigos

publicados sobre estes temas sdo imensos (Horne, G, et al., 2011).

A sintese assimétrica (também conhecida como sintese quiral, enantioseletiva ou
estereoseletiva) define-se como a sintese de compostos orginicos através da qual se
introduzem novos elementos quirais desejados (International Union of Pure and Applied
Chemistry. [http://www.iupac.org]. Disponivel em
http://www.iupac.org/nc/home/publications/technical-reports/guidelines-for-drafting-

reports/7-use-of-t.html?sword_list%5B%5D=synthesis. [Consultado em 25/06/2013]). Esta

via assume particular importincia no ramo da industria farmacéutica, visto que diferentes

enantiémeros ou diastereoisomeros de uma molécula apresentam frequentemente fungdes

bioldgicas distintas.

A colaboragdo na parte experimental deste trabalho visou o desenvolvimento de uma via de
sintese simplificada, e com reagentes de partida baratos, para a obtengéio de um dos epimeros da
azalactofagomina (1). Para tal, desenvolveu-se uma via de sintese que funde a cicloadigéo de
Stoodley para obter alcenos quirais, com o método de funcionalizagdo de olefinas desenvolvido
por Bols, o qual permite a obtengdo de imino-agticares enantiomericamente puros (Alves, M. J.,

etal.,2011).

3.1. Estratégias de sintese

3.1.1. Sintese de 3-hidroxi-propenal (sal de potassio) (15)

A adig#io de HCI ao 1,1,3,3-tetraetoxipropano provoca a hidrélise dos grupos acetal. Ocorre
em primeiro lugar a protonagio de um dos oxigénios que, apés o ataque de uma molécula de
agua, sai sob a forma de etanol, formando-se um hemiacetal. Este hemiacetal €, por sua vez,

protonado dando origem a um aldeido apds a saida de outra molécula de etanol.

O mesmo ocorre na molécula de 3,3-dietoxipropanal dando origem ao propanodial.
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Pela adi¢do de hidréxido de potassio forma-se o sal do ido enolato correspondente, o 3-

hidroxi-propenal (sal de potassio) (15)

1) HCVH:0 (0}
EtO 2) KOH H
Et0>_\fOEt o U
H
OEt KO
S

Figura 10 - Sintese do 3-hidroxi-propenal (sal de potdssio) (15).

3.1.2. Sintese de etiltributil fosforano (16)

Pela adicdo da tributilfosfina (nucleéfilo) a uma solugio de bromoacetato de etilo
(eletrdfilo) o par de eletrdes de valéncia do fésforo procede ao ataque nucleofilico ao
carbono electrofilico do bromoacetato de etilo, pelo lado diretamente oposto ao grupo
abandonante, o bromo. Isto faz com que o carbono atacado altere a sua configuragéo,

invertendo-se.

Por substituigio nucleofilica bimolecular o bromo comega a sair da molécula e,
simultaneamente, é formada a ligagéo entre o carbono e o fésforo.
Pela adigdo de hidréxido de sodio (base forte) é retirado um protio da molécula, através de

uma reag¢do acido-base, obtendo-se no final o etiltributil fosforano (16)

0 —
I

Figura 11 - Sintese de etiltributil fosforano (16).

0
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3.1.3. Sintese de 3-(2°,3’,4°,6’-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosiloxi)-1-propenal (17)

Ao sal de potassio (15) adicionaram-se 0,5 mol de acetobromoglucose (ABG) (23) em
acetona e agua. Uma vez que o carbono ligado ao halogénio ¢ electrofilico, ¢ o bromo um

bom grupo abandonante, ocorre o ataque nucleofilico do oxigénio aniénico ao sal de (15).
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Dé-se, assim, uma reagdo de substituicdo nucleofilica bimolecular, havendo inverséo da
configuragio do carbono quiral do agilicar, uma vez que a saida do grupo abandonante € o
ataque do nucledfilo se d4 em simultineo.

Os melhor solvente para a reagio de substituigdo nucleofilica bimolecular séo os solventes
polares aprético. Estes solventes ndo s3o capazes de solvatar anides porque ndo formam
pontes de hidrogénio e porque os seus centros positivos encontram-se bem protegidos de
qualquer interagdo com anibes. Nestas solvatagGes os anides encontram-se desempedidos
por uma camada de moléculas de solvente e so, desta forma, fracamente estabilizados por
solvatag#o.

Estes anides desprotegidos sdo altamente reativos tanto ao nivel da basicidade como ao nivel
da nucleofilia. Contudo, nesta reag@o utilizou-se a agua por ser o inico modo de solubilizar
o sal.

No final obteve-se o 3-(2°,3°,4°,6’-tetra-O-acetil-8-D-glucopiranosiloxi)-1-propenal (17).

dAc OAc

Figura 12 - Sintese de 3-(2',3',4',6'-tetra-O-acetil-beta-D-glucopiranosiloxi)-1-propenal (17).

3.1.4. Sintese de 5-(2°,3’,4°,6’-tetra-O-acetil-p-D-glucopiranosiloxi)-2, 4-
pentadienoato de etilo (18)

A reagdo de Wittig assume-se como uma ferramenta fundamental em quimica orgénica na

sintese de alcenos.

Na base dessa importéncia esta a capacidade desta reag3o se aplicar a uma grande variedade
de compostos, assim como ao facto de ndo existir ambiguidade quanto ao local das liga¢Ses

duplas no composto final.

Pela adigdo do (17) ao fosforano (16) da-se um ataque nucleofilico.
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Simultaneamente, um dos pares de eletrdes de valéncia do composto (17) ataca o fésforo
catiénico, formando-se um composto intermédio ciclico de quatro membros, o oxafosfetano.
Este perde espontaneamente o 6xido de tributilfosfina dando origem ao 5-(2°,3°,4°,6’-tetra-
O-acetil-B-D-glucopiranosiloxi)-2, 4-pentadienoato de etilo (18).

‘o° CO,Et
H ® o 7
ﬁ N R
*RO H 5 OEt ™
OR*

Figura 13 - Sintese de 5-(2',3',4',6'-tetra-O-acetil-beta-D-glucopiranosiloxi)-2,4-pentadienoato de etilo (18).

3.1.5. Sintese de 8-(2°,3’,4°,6’-tetra-O-acetil-p-D-glucopiranosiloxi)-2-fenil-2,4,9-
triazabiciclo[4.3.0]non-6-en-1,3-diona-5-carboxilato de etilo (19)

A reagdo de Diels-Alder é uma ferramenta fundamental em quimica orgénica na sintese de
hexenos ciclicos. Na base da relevincia que esta reagfio assume estdo determinadas
particularidades, como o controlo estereoquimico da sintese pela adigéo de auxiliares quirais
(neste caso, um agiicar R) que, por sua vez, aumentam o volume da molécula no local em

que a ligagdo ocorre determinando o lado por onde a reag3o ird ocorrer (lado endo).

Pela adigio de 4-fenil-1,2,4-triazol-3,5-diona a uma solugéo de 18 da-se a formag@o de uma
ligagdo o entre o dieno e azoto da triazolina. A ligagdo 7 entre os azotos é quebrada,
havendo a formagdo de uma segunda ligagdo ¢ entre a triazolina e o dieno e ainda a

formagdo de uma nova ligagdo © no composto final.

Estes passos ocorrem em simultineo e sfo possiveis pela ativagdo do dieno pelos ésteres
como grupos eletrodadores e pela ativagdo do diendfilo levada a cabo pelos grupos

carbonilo, grupos esses retiradores de eletrdes.
No final obtém-se um ciclo-hexeno, o 8-(2°,3°,4°,6’-tetra-O-acetil-f-D-glucopiranosiloxi)-2-
fenil-2,4,9-triazabiciclo[4.3.0]non-6-en-1,3-diona-5-carboxilato de etilo (19).
COEt O C°2Ei[23
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Figura 14 - Sintese de 8-(2',3',4',6'-tetra-O-acetil-beta-D-glucopiranosiloxi)-2-fenil-2,4,9-
triazabiciclo[4.3.0]non-6-en-1,3-diona-5-carboxilato de etilo (19).
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3.1.6. Sintese de 2-fenil-2,4,9-triazabiciclo[4.3.0]non-6-en-1,3-diona-5-carboxilato
de etilo (20)

Pela adigdo de um 4cido forte, o TFA, removeu-se o aglicar do composto (19) previamente
utilizado no controlo estereoquimico da Diels-Alder.

Forma-se assim o 2-fenil-2,4,9-triazabiciclo[4.3.0]non-6-en-1,3-diona-5-carboxilato de etilo

(20).

| '?'/[(N—Ph ESH.TFA (NN oy
N N
OH* O O

Figura 15 - Sintese de 2-fenil-2,4,9-triazabiciclo[4.3.0] non-6-en-1,3-diona-5-carboxilato de etilo (20).

3.1.7. Sintese de 6, 7-di-hidroxi-2-fenil-2, 4, 9-triazabiciclo [4.3.0] Nonano-1, 3-
diona-5-carboxilato de etilo (21)

O OsO; catalisa a cis-di-hidroxilagdo dos alcenos através do perdxido de hidrogénio, ou

outras fontes de atomos de O,, na presenga de agua.

Em termos de mecanismo o OsO; adiciona grupos RoC=CR; aos alcenos para suportar
ésteres ciclicos R4C20,080;, que sofrem hidrélise para dar o diol vicinal e libertar um

6xido de 6smio reduzido (Os).

Como composto final obtém-se o 6,7-di-hidroxi-2-fenil-2, 4, 9-triazabiciclo [4.3.0] Nonano-

1, 3-diona-5-carboxilato de etilo (21)

COsEl o CO,Et

HO A

N~ "N

| + N-Ph —mm— I N—Ph
N . N%
() HO O
Figura 16 - Sintese de 6,7-di-hidroxi-2-fenil-2,4,9-triazabiciclo[4.3.0] nonano-1,3-diona-5-carboxilato de
etilo (21).
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3.1.8. Sintese de 6,7-di-hidroxi-5-hidroximetil-2-fenil-2,4,9-

triazabiciclo[4.3.0]nonano-1,3-diona (22)
O hidrogénio (H) nucleofilico proveniente do hidreto adiciona-se ao C electrofilico no
carbonilo polar do éster.

Os eletrdes provenientes da ligagdo C=0 deslocam-se para o O eletronegativo criando um

intermediario alcéxido.

O intermediario tetraédrico colapsa e expde a porgfio alcodlica do éster como grupo

abandonante. Isto produz uma cetona como intermediario.

O grupo hidroxilo (OH) do hidreto é adicionado ao C electrofilico no carbonilo polar do
aldeido. Os eletrdes movem-se da ligagdo C=0O para o oxigénio (O) mais eletronegativo

criando um complexo intermediario metal alcéxido.
A protonagdo do oxigénio do alc6xido da origem a um éalcool primério.

Como composto final obteve-se o  6,7-di-hidroxi-5-hidroximetil-2-fenil-2,4,9-
triazabiciclo[4.3.0]nonano-1,3-diona (22).

COFEtLH CHOhh
Ho,, X 4 ‘ HO.,.
CE pn HAR C'?’ )%\J—Ph
HO™ ‘% Hov ™~ ‘ﬁ

Figura 17 - Sintese de 6,7-di-hidroxi-5-hidroximetil-2-fenil-2,4,9-triazabiciclo[4.3.0] nonano-1,3-diona (22).
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Capitulo 111

Procedimentos Experimentais
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4. Condig¢des Experimentais

4.1. Solventes

Os solventes foram secos nas seguintes condi¢@es: o tetra-hidrofurano (THF) e o éter
dietilico foram refluxados em sddio metalico, tendo-se usado benzofenona como
indicador; o diclorometano (DCM) e o metanol foram refluxados em hidreto de
célcio; o éter de petrdleo foi destilado antes de ser utilizado na cromatografia dry

flash; o tolueno foi destilado a pressio reduzida.

4.2. Reagentes

Utilizaram-se reagente comerciais que foram adquiridos junto dos fornecedores, sem

que a posteriori se procedesse a qualquer tipo de purificagéo.

4.3. Cromatografia

Na cromatografia em dry flash, utilizou-se Kieselgel 60 e uma trompa de dgua para a
obtengdo de vacuo. Foram usadas misturas de éter de petrdleo (40-60 °C) e éter
etilico de polaridade crescente. Na cromatografia de camada fina (t. 1. ¢.) utilizaram-
se placas de silica gel 60 com espessura 0,25 mm sobre placa de vidro com indicador

de fluorescéncia UVas4 para revelagdo por luz ultravioleta.

4.3.1. Cromatografia em Dry Flash - procedimento geral

O procedimento para uma cromatografia em Dry Flash assemelha-se ao de outros
tipos de cromatografia em coluna. Passa pelas mesmas fases de empacotamento da
coluna, carregamento da amostra e eluisdio. Porém, ¢ unica devido ao facto de

consistir numa “cama” seca de silica gel colocada num funil de placa porosa, eluida
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recorrendo ao vicuo e drenada & secura apOs cada fragSio. Estas caracteristicas
tornam o empacotamento da coluna bastante mais ficil e nfo é necessério haver

preocupagdo no que toca a secura da coluna.

4.4. Instrumentacio

Os espectros de ressonincia magnética de protdo foram obtidos num espectrémetro Varian
Unity Plus 300 (300 Mhz). Foi usados como solventes cloroférmio deuterado, com TMS

como referéncia interna.

5. Protocolos experimental

5.1. Sintese do brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glucopiranosilo (23)

OAc OAc

Figura 18 - Brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-alfa-D-glucopiranesilo (ABG) (23).

A um baldo de trés tabuladoras, equipado com um agitador mecanico e sob atmosfera
anidra, contendo anidrido acético (300 mL) foi adicionado 4cido perclérico 60% (1,2 mL) &
temperatura de 0°C. Apés a mistura reacional atingir a temperatura ambiente, adicionou-se a
a-D-glucose anidra (75 g; 0,416 mol) em pequenas por¢Ges para manter a temperatura entre
30-40°C. No final da adi¢do a mistura reacional foi arrefecida a 20°C. Adicionou-se, de
seguida e em pequenas porgdes, fosforo vermelho (23,3 g; 0,752 mol), ao que se seguiu a
adicdo gota a gota de bromo (43,5 mL; 0,544 mol), mantendo sempre a temperatura
reacional abaixo dos 20°C. Por fim, adicionou-se 4gua (25 mL) em pequenas porgdes, tendo
esta adi¢do demorado cerca de 30 minutos. A mistura reacional permaneceu a temperatura
ambiente e sob agitagdo magnética durante 2 horas. Apés esse tempo, adicionou-se CH,Clz

(225 mL) e a mistura foi filtrada por gravidade. O filtrado foi lavado com é4gua gelada (2 x
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600 mL) e com uma solugdo saturada de NaHCO; até ndo se verificar libertagdo de CO.
Ap6s a extragdo, secou-se a solugdo orgnica com silica gel (7,5 g), filtrou-se sob vacuo e
evaporou-se 0 solvente no evaporador rotativo. O residuo assim obtido foi triturado com
uma mistura de éter etilico/éter de petrdleo 1:2, apds o que foi filtrado e lavado com a
mesma mistura de solventes. Por fim, lavou-se com éter etilico gelado (25 mL), tendo-se
obtido um sélido branco que foi recolhido e guardado num frasco escuro e a baixa
temperatura e identificado como sendo o brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-

glucopiranosilo (114,3 g; 277,9 mmol; 70,0%) (Duarte, V., 2009).

O espectro de ' HRMN regista os seguintes picos (300 MHz, CDCl) 8x: 2.05, 2.06, 2.10, 2.11
(12H, 4xs, 4xCH3CO?), 4.13 (1H, dd largo, J 12.3 e 2.0 Hz, H-6), 4.27-4.37 (2H, m,
H-5 e H-6), 4.84 (1H, dd, J 10.0 e 4.3 Hz, H- 2), 5.17 (1H, t, J 9.8 Hz, H-4), 5.57 (1H, ¢,
J9.8 Hz, H-3), 6.62 (1H, d, J 4.0 Hz, H-1) ppm.

5.2. Sintese do 3-hidroxipropenal (sal de potassio) (15)

Figura 19 - Estrutura do 3-hidroxipropenal (sal de potassio) (15).

Num baléo de 100 mL adicionou-se 1,1,3,3-tetraetoxipropano (9,65 g; 10,5 mL; 43,8 mmol)
a HC1 0,10 M (40 mL) a temperatura de 0°C, tendo-se formado duas fases. A mistura
reacional foi colocada sob agitagdo magnética a 4°C durante 19h (Duarte, V., 2009).

Apbs este tempo adicionou-se KOH 5M (11 mL) a reag8o até & neutralidade tendo-se, de
seguida, evaporado o solvente no evaporador rotativo e levado 4 bomba de vacuo para
garantir a eliminagdo praticamente total da 4gua. Obteve-se um s6lido amarelado que foi
lavado com 11 mL de uma mistura de acetona e etanol (10:1). De seguida, o s6lido foi
filtrado e seco, tendo sido identificado como sendo o 3-hidroxipropenal (sal de potassio)

(15) (6,08 g; 55,2 mmol; 63%) (Duarte, V., 2009).
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O espectro de ! HRMN regista os seguintes picos (300 MHz, CDCl) 8u: 8.64 (1H, d, J=9,9
Hz, H-1); 8.31 (1H, s, H-3); 4.61 (1H, t, /~9,9 Hz, H-2) ppm.

5.3. Sintese do 3-(2°,3’ 4°,6’-tetra-0O-acetil-#-p-glucopiranosiloxi)-1-propenal (17)

Figura 20 - Estrutura do 3-(2',3',4',6'-tetra-O-acetil-beta-D-glucopiranosiloxi)-1-propenal (17).

O 3-hidroxi-propenal (15) (2,56 g; 23,3 mmol) foi adicionado a uma solugdo de brometo de
2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glucopiranosilo (23) (4,78g; 11,6 mmol) em acetona (30 mL) e
H;0 (12 mL). A mistura ficou sob agitacdo magnética e & temperatura ambiente durante
cerca de 19h.

De seguida, evaporou-se o solvente no evaporador rotativo (30 min.) e finalmente na bomba
de vacuo. Lavou-se o residuo com CH,Cl, (50 mL) e uma solug#o saturada de NaHCO; (75
mL + 25 mL).

Separou-se a fase aquosa da orginica, secando-se esta ultima com MgSOs anidro, de

seguida filtrou-se e evaporou-se o solvente no evaporador rotativo.

Ap6s o residuo ter obtido uma consisténcia oleosa, adicionou-se a minima quantidade
possivel de éter etilico de forma a cristaliza-lo em banho de gelo. Filtrou-se, tendo-se obtido
um sélido amarelo que foi identificado como sendo o 3-(2°,3’,4°,6’-tetra-O-acetil-B-D-

glucopiranosiloxi)-1-propenal (17) (1,69 g, 4,21 mmol, 10,9%).

O espectro de ' HRMN regista os seguintes picos (300 MHz, CDCL) &u: 9.44 (1H, d, J=7,8
Hz, H-1); 7.32 (1H, d, J=12,6 Hz, H-3); 5,81 (1H, dd, /=7,8 e 12,6 Hz, H-2); 5.10-5.40 (3H,
m, H-2, H-3",H-4"); 5.01 (1H, d, J/=7,5 Hz, H-1"); 4.30 (1H, dd, J=5,1 ¢ 12,3 Hz, H-6);
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4.16 (1H, dd, /=2,4 ¢ 12,6 Hz, H-6"); 3.86 (1H, ddd, /=2,7 ¢ 4,8 ¢ 9,9 Hz, H-5"); 2.11 (3H,
s, OCH3); 2.08 (3H, s OCH3); 2,06 (3H, s, OCHs); 2.04 (3H, s, OCH3) ppm.

5.4. Sintese de etiltributilfosforano (16)

O

| OFEt

PBU3

Figura 21 - Estrutura do etiltributilfosforano (16).

Num baldo de 50 mL colocou-se uma solugdo de bromoacetato de etilo (1,80 mL; 16,2
mmol; 2,71 g) em tolueno seco (13,0 mL) ao qual se adicionou tributilfosfina (3,12 g; 15,4
mmol) tendo sido a reagdo exotérmica. Deixou-se a reagéio sob agitagio magnética durante
aproximadamente 4 horas. Cerca de 20 minutos depois do inicio da reagdo a solugdo

transformou-se numa suspens#o branca.

Evaporou-se o tolueno no evaporador rotativo e, de seguida, solubilizou-se o crude obtido
em CH,Cl, (45 mL). Extraiu-se com NaOH 2 M (3 x 35 mL) e, posteriormente com H2O
destilada (3 x 30 mL). As fases orginicas foram recolhidas num gobelé, tendo sido
adicionado MgSO, anidro para secar o CH2Clo. De seguida filtrou-se sob vacuo para um

baldo de fundo redondo de 50 mL devidamente tarado.

Evaporou-se o solvente tendo-se obtido um Oleo amarelo identificado como sendo o

etiltributilfosforano (16) (3,99 g, 13,8 mmol, 89,9%).

O espectro de ' HRMN regista os seguintes picos (300 MHz, CDCls) x: 3.90-4.10 (2H, m,
CH:CO,); 2.37 (1H, d, H-C=P); 1.63-1.37 (18H, m, 9xCHp); 1.15-1.21 (3H, t,
CH3CH>CO»); 0.88-0.92 (9H, m, 3xCH3Bu) ppm.

39



Aza-agucares: Da Sintese as Suas Aplicagdes Terapéuticas

5.5. Sintese do 5-(2°,3’,4°,6’-tetra-0O-acetil-f-D-glucopiranosiloxi)-2, 4-pentadienoato de
etilo (18)

CO,Et

OAc OAc

Figura 22 - Estrutura do 5-(2',3',4',6'-tetra-O-acetil-beta-D-glucopiranosiloxi)-2,4-pentadienoato de etilo
(18).

A uma solugio de fosforano (16) (3,4 g; 11,8 mmol) em CH;Cl; (15 mL) adicionou-se o 3-
(2°,3°,4°,6’-tetra-O-acetil-f-D-glucopiranosiloxi)-1-propenal (17) (1,35 g; 3,30 mmol). A
solugfio adquiriu de imediato uma tonalidade avermelhada. A mistura reacional ficou a
temperatura ambiente e sob agitagdo magnética. Tendo sido a reagdo controlada por 'H
RMN apés 19 horas considerou-se terminada. Adicionou-se 4 mistura reacional silica gel

com vista i preparagio da amostra para ser tratada por cromatografia em Dry Flash.

Tabela 1- Resultados da cromatografia em dry flash. As fragdes 3,5, 6,7 e 9 foram controladas por '"H RMN.

Fragiio Eter  Petréleo Eter Etilico Massas (mg) Observagdes
(mL) (mL)

1 200 ———- S —

2 200 en J— ——

3 100 100 —— —

4 100 100 120 Zazg

5 100 100 194 e

6 100 100 285 Mistura isémeros

7 100 100 590 dieno

8 100 100 690 dieno

9 maan 200 160 dieno
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Juntaram-se as fragdes 7 € 9 obtendo-se, ap6s elui¢do, um 6leo amarelo (1,19 g; 64%).

O espectro de ' HRMN regista os seguintes picos (300 MHz, CDCl) &u: 7.18 (1H, dd, J=8,7
e 12,0 Hz, H-2, H-3); 6.80 (1H, d, /=9,0 Hz, H-5); 5.89 (1H, t, /=9 Hz, H-4); 5.76 (1H, d,
J=11,4 Hz, H-2); 5.07-5.24 (3H, m, H-2’, H-3", H4"); 4.86 (1H, d, J=6,0 Hz, H-1"); 4.15
(2H, q, /=7,2 Hz, OCH,); 4.10-4.14 (1H, m, H-6"); 3.77-3.83 (1H, m, H-5"); 2.04 (3H, s,
COCHa); 2.02 (3H, s, COCH3); 2.00 (3H, s, COCHa3); 1.99 (3H, s, COCH:s); 1.25 (3H, t,
J=6,9 Hz, OCH,CH,) ppm.

5.6. Sintese do 8-(2°,3’,4°,6’-tetra-0O-acetil-g-D-glucopiranosiloxi)-2-fenil-2,4,9-
triazabiciclo[4.3.0]-non-6-en-1,3-diona-5-carboxilato de etilo (19)

OAc OAc

Figura 23 - Estrutura do 8-(2',3',4',6'-tetra-O-acetil-beta-D-glucopiranosiloxi)-2-fenil-2,4,9-
triazabiciclo[4.3.0]-non-6-en-1,3-diona-5-carboxilato de etilo (19).

A uma solugéo de 5(2°,3’,4°,6’-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosiloxi)-2, 4-pentadienoato de
etilo (18) (1,31g; 2,86 mmol) em CH,Cl; (15 mL) foi adicionado de 4-fenil-1,2,4-triazol-
3,5-diona (0,50 g; 2,85 mmol).

A solugdo adquiriu de imediato uma tonalidade avermelhada que foi ficando mais intensa
com o tempo. O baldo reacional ficou tapado e sob agitagdo magnética 4 temperatura

ambiente e a reagdo foi considerada terminada uns minutos depois.

O baldo foi levado ao evaporador rotativo e o solvente evaporado o que levou a solugdo a

adquirir uma consisténcia do tipo espuma.

Depois de agitado com uma espétula o produto tornou-se num pé grosso ainda com alguma
tendéncia a ficar colado 2 espatula. Obteve-se um solido branco que foi identificado como

sendo 8-(2°,3’,4°,6’-tetra-O-acetil-f-D-glucopiranosiloxi)-2-fenil-2,4,9-triazabiciclo[4.3.0]-
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non-6-en-1,3-diona-5-carboxilato de etilo (19), (1,30 g; 2,01 mmol; 70,0), que se guardou a
-4°C.

5.7. Sintese do 2-fenil-2,4,9-triazabiciclo[4.3.0]-non-6-en-1,3-diona-S-carboxilato de etilo
(20)

N
i

Figura 24 - Estrutura do 2-fenil-2,4,9-triazabiciclo[4.3.0]-non-6-en-1,3-diona-5-carboxilato de etilo (20).

h

Ao 8-(2°,3°,4’,6°-tetra-O-acetil-f-D-glucopiranosiloxi)-2-fenil-2,4,9-triazabiciclo[4.3.0]-
non-6-en-1,3-diona-5-carboxilato de etilo (19) (1,31 g; 2,03 mmol) adicionou-se Et;SiH
(12,7 mL; 0,781 mol), TFA (12,7 mL; 0,172 mol) e CH2Cl; (6,2 mL).

Ficou tapado e sob agitagdo magnética 4 temperatura ambiente durante 17 horas.

A solugdo, de cor amarelada, adicionou-se CH2Cl> (30 mL). Lavou-se a fase orginica com
NaHCO; saturado (3 x 50 mL), o que libertou imenso CO,. Separam-se as fases. A fase
aquosa adicionou-se uma espatula de NaHCOs sélido, libertando novamente muito CO..
Extraiu-se a fase aquosa com CH>Cl; (35 mL) e juntaram-se as fases orgdnicas, que se

lavaram com H>O (3 x 50 ml).

Adicionou-se MgSOs sélido de forma a secar o solvente e filtrou-se para um baldo de 100
mL. O solvente foi evaporado no evaporador rotativo, tendo-se obtido um s6lido branco
que, ap6s a adigdo de éter etilico frio foi filtrado, isolado e identificado como sendo 2-fenil-
2,4,9-triazabiciclo[4.3.0]-non-6-en-1,3-diona-5-carboxilato de etilo (20) (0,313 g; 1,04
mmol; 51,0%).

O espectro de ! HRMN regista os seguintes picos (360 MHz, CDCl3) éu: 7.39-7.57 (SH, m
Ph); 6.04-6,11 (2H, m, H-6, H-7); 5,10-5,12 (1H, m, H-5); 4.40-4.45 (1H, dm, H-8); 4,24-
4,27 (2H, q, CHa); 4.01-4.06 (1H, dm, H8); 1.30 (3H, t, CH3) ppm.
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5.8. Sintese do 6,7-di-hidroxi-2-fenil-2,4,9-triazabiciclo[4.3.0] norano-1,3-diona-5-
carboxilato de etilo (21)

CO.Etp

HO,, \ J(
N N—Ph

HO "

o)

Figura 25 - 6,7-di-hidroxi-2-fenil-2,4,9-triazabiciclo[4.3.0] nonano-1,3-diona-5-carboxilato de etilo (21).

A uma solugdio de 2-fenil-2,4,9-triazabiciclo[4.3.0]non-6-en-1,3-diona-5-carboxilato de etilo
(20) (0, 300 g; 1,00 mmol) em 13 mL de solvente (1 mL acetona: 0,5 mL de H:O)
adicionou-se N-6xido de 4-metilmorfolina (0,18 g; 1,49 mmol) e 108 mL de OsOs a 4%.
Pouco tempo depois da adi¢do a solugdo perdeu a cor. A mistura reacional permaneceu a

temperatura ambiente e sob agitagio magnética durante 5 dias (Alves, M., et al., 2011).

Ao fim desse tempo foram adicionados 25 mL de uma solugfo saturada de Na,SO; ficando a

mistura sob agitag8o magnética durante cerca de 15 minutos.

Extraiu-se com acetato de etilo (2 x 30 mL), os extratos orgnicos foram combinados e
lavados de seguida com 10 mL de uma solugfo saturada de NaCl. Secou-se a fase orginica
com Mg;SO;, filtrou-se e evaporou-se, tendo-se identificado um sélido branco amarelado
como sendo 6,7-di-hidroxi-2-fenil-2,4,9-triazabiciclo[4.3.0] nonano-1,3-diona-5-carboxilato
de etilo (21) (0,26 g; 79%) (Alves, M., et al., 2011).

O espectro de ' HRMN regista os seguintes picos (300 MHz, CDCl) 8u: 7.30-7.60 (SH, m,
Ph); 4.93 (1H, d, H-5); 4.60 (1H, t, H-6); 4.27 (2H, q, CHy); 4.11 (1H, dd, H-8); 3.85-4.00
(1H, m, H-7); 3.39 (1H, t, H-8); 1.30 (3H, t, CHs) ppm.
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5.9. Sintese do 6,7-di-hidroxi-5-hidroximetil-2-fenil-2,4,9-triazabiciclo[4.3.0]nonane-1,3-
diona (22)

OH

A
HO,,
N N-p

|
HO" N\\(
0

Figura 26 - 6,7-di-hidroxi-5-hidroximetil-2-fenil-2,4,9-triazabiciclo[4.3.0]nonano-1,3-diona (22).

h

A uma solugio de 6,7-di-hidroxi-2-fenil-2,4,9-triazabiciclo[4.3.0]nonano-1,3-diona-5-
carboxilato de etilo (21) (0,205 g; 0,668 mmol) em THF seco (13 mL) a 0°C e sob agitagdo
magnética adicionou-se uma solugio de LiAlHs 1M (5,2 mL; 5,2 mmol), formando-se uma
suspensdo branca. Deixou-se aquecer a mistura reacional a temperatura ambiente tendo
permanecido sob agitagio magnética durante 4 horas. Ao fim deste tempo adicionaram-se 1
gota de H,O, 1 gota de NaOH 15% e 2 gotas de H;O. Apés esta adicdo sequencial,
adicionaram-se 10 mL de H>O. De seguida lavou-se a fase orginica com acetato de etilo (4
x 26 mL) e NaHCO; saturado (26 mL) e finalmente com uma solugéo saturada de NaCl (26
mL). A fase orginica foi seca com MgSOs anidro tendo sido o solvente evaporado no
evaporador rotativo. Deste modo foi obtido um sélido branco que foi isolado e identificado
como sendo o 6,7-di-hidroxi-5-hidroximetil-2-fenil-2,4,9-triazabiciclo[4.3.0]nonano-1,3-

diona (22) (96 mg; 0,33 mmol; 49%).
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Capitulo IV

Conclusao
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6. Conclusio

Ainda que a descoberta dos imino-agiicares, como potencial agente terapéutico, tenha ji
mais de 50 anos, o seu desenvolvimento ndo tem sido tdo rapido como seria de esperar. Pelo
caminho tém surgido varios obstdculos como a falta de seletividade ou fraca poténcia dos
compostos (Horne G., et al., 2011). Um dos primeiros imino-agicares a suscitar interesse foi
a 1-deoxinojirimicina (7) que, devido ao seu poder inibitorio sobre as a-glucosidases, se
pensou ser util no tratamento da diabetes tipo II. Contudo, os estudos a volta desse composto
ndo evoluiram muito devido a sua fraca biodisponibilidade. Outro aza-agucar com potencial
aplicagio na 4rea da oncologia foi a swainsonina (14). Porém, e ainda que tenha
demonstrado efeitos promissores, como a redugdo do tamanho dos tumores, o seu perfil de
toxicidade limitou a aplicagdo terapéutica (Horne G., et al., 2011). Posteriormente surgiram
outros compostos como o miglitol (10) e o miglustat (11) que devido & sua grande utilidade
terapéutica na area da diabetes tipo II (com o miglitol, 10), diminuigéo da gordura corporal
(com o miglitol, 10) e na é4rea das doengas lisossomais (DG tipo I e Niemann-Pick tipo C)
(com o miglustat, 11), juntamente com o seu baixo perfil de toxicidade, conseguiram ser
introduzidos no mercado. Uma vez que o mecanismo de agdo deste compostos consiste na
inibicdo de glicosidases, por forma a promover a diminui¢do da produgdo do substrato
acumulado, estes compostos eram considerados de primeira linha na terapia de redugdo do
substrato. Depois, outros compostos surgiram como uma nova abordagem ao tratamento das
doengas lisossomais. Foi o caso da isofagomina (12), que ao auxiliar o correto enovelamento
da enzima mutada, promove a funcionalizagio da mesma. Esta abordagem ¢ designada por
Terapia Mediada por Chaperonas (CMT) e, ainda que no laboratério os resultados da
terapéutica com a 12 fossem promissores, os estudos com este composto néo passaram da
fase II. Ao longo dos anos, véarios foram os imino-agicares que surgiram, mostrando efeitos
promissores em dreas distintas: compostos com atividade anticoncecional masculina
(Miglustat, 11) (Aarnaud, C., Van Der Spoel, D., et al., 2002) ou atividade antiviral
(Celgosivir, um pro-farmaco da castanospermina, 4). Contudo, a falta de poténcia e/ou
seletividade foi um obstaculo transversal (Horne G., et al., 2011). Hoje, o leque de imino-

agucares disponiveis comercialmente € ainda reduzido.

O trabalho experimental realizado e descrito nesta monografia, no dmbito da sintese
estereoselectiva da azalactofagomina (1), foi ao encontro da resolugéo de um dos maiores
obstaculos ao desenvolvimento desta classe de compostos: a sua sintese. Isto porque a
natureza polar das estruturas poli-hidroxiladas e a complexidade estereoquimica sdo
avultados desafios sintéticos. Conseguiu-se desenvolver uma estratégia de sintese que tem

como reagentes de partida compostos de baixo valor comercial e que, pela utilizagdo da
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cicloadiggio de Stoodley’s, por forma a obter alcenos quirais e da funcionalizagdo de olefinas
desenvolvido por Bols, permite sintetizar a azalactofagomina de uma forma simples e barata

(Alves, M. J., et al., 2011).

O tempo de permanéncia no projeto ndo permitiu que realizasse os Gltimos passos da sintese
da azalactofagomina (1), ficando pela obtengdo do composto 6,7-di-hidroxi-5-hidroximetil-
2-fenil-2,4,9-triazabiciclo[4.3.0]nonano-1,3-diona (22). Ndo obstante, e para além de todo o
conhecimento adquirido, este trabalho foi apresentado no IV Iberian Carbohydrate Meeting,

em Santiago de Compostela, sob a forma dum poster (em anexo).
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