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O aumento da esperança média de vida é um fator determinante no surgimento 

de doenças neurodegenerativas (DNs), como por exemplo Doença de Alzheimer (DA) 

e Doença de Parkinson (DP), uma vez que se trata de doenças com maior incidência a 

partir dos 60 anos.  

Estas doenças representam um impacto socio-económico nos países 

desenvolvidos ou em vias de desenvolvimento, sendo que a abordagem terapêutica 

para estas DNs é, contudo, limitada. 

O ácido glicil-L-prolil-L-glutâmico (GPE) é um tripéptido endógeno com potencial 

terapêutico em condições neurodegenerativas como a DA e a DP, tendo sido 

patenteado pela farmacêutica Neuren sob a designação de Glypromate®. Todavia, este 

neuropéptido não foi aprovado como agente terapêutico devido à sua rápida degradação 

enzimática frente a carboxipeptidases. 

Tendo em conta o potencial terapêutico do GPE e as suas propriedades 

farmacocinéticas desfavoráveis, têm sido feitas modificações estruturais ao nível dos 

três aminoácidos que compõem este neuropéptido. Relativamente à conjugação do 

GPE com outras biomoléculas está descrito até ao momento na literatura apenas um 

conjugado com o ácido lipóico, com resultados promissores. Desta forma, este trabalho 

pretendeu dar um contributo ao desenvolvimento de novos potenciais fármacos através 

da conjugação do GPE com aminas lipofílicas bioativas com atividade neuroprotetora 

per se, com intuito de promover um possível sinergismo ao nível da neuroprotecção, 

com consequente aumento da lipofilicidade deste tripéptido. 

Assim, este projeto compreende a síntese e avaliação biológica de conjugados do 

GPE com o aminoindano (a), amantadina (b) e memantina (c), sendo estas duas últimas 

usadas presentemente na prática clínica. Relativamente à síntese, esta iniciou-se pela 

funcionalização dos glutamatos (através dos ácidos carboxílicos, tanto na cadeia lateral 

como na posição ) via acoplamento peptídico com as aminas neuroprotetoras (a,b e 

c). De seguida, os restantes aminoácidos da sequência do GPE (glicina e prolina) são 

introduzidos através de uma metodologia quimioseletiva de condensação peptídica one-

pot previamente desenvolvida pelo grupo de investigação. Por fim, a amina livre da 

glicina é mascarada inserindo dois grupos metilo via aminação redutiva. Desta forma, 

foram preparados 12 conjugados finais com rendimentos globais entre os 25 – 63%.  

Relativamente aos ensaios biológicos de neuroprotecção in vitro, usando células 

CAD e H2O2 como agente neurotóxico, estes foram realizados para os conjugados do 

GPE-aminoindano e respetivos controlos, tendo-se verificado que o conjugado C-4a é 

um candidato promissor uma vez que potenciou a viabilidade celular em 26% (MTT) em 

condições de stress oxidativo. Presentemente, encontram-se a decorrer os ensaios de 

neuroprotecção para as restantes famílias de conjugados preparados neste trabalho.



 

 



 

 

The increase in the average life expectancy is a determining factor in the 

development of neurodegenerative diseases (NDs), such as Alzheimer's Disease (AD) 

and Parkinson's Disease (PD), since they constitute the higher incidence diseases 

beyond the sixties.  

These diseases represent a socio-economic impact in developed or developing 

countries. However, the therapeutic approach for these NDs, is limited.  

Glycyl-L-prolyl-L-glutamic acid (GPE) is an endogenous tripeptide with therapeutic 

potential for neurodegenerative conditions such as AD and PD, that has been patented 

by the pharmaceutical company Neuren under the name Glypromate®. Nonetheless, this 

neuropeptide was not approved as a therapeutic agent because of its rapid enzymatic 

degradation by carboxypeptidases. 

Considering the therapeutic potential of GPE and its unfavorable pharmacokinetic 

properties, structural modifications have been made at the level of the three amino acids 

that constitute this neuropeptide. Regarding the conjugation of the GPE with other 

biomolecules, only one conjugate with lipoic acid has been described so far in the 

literature, with promising results. In this way, this work aimed to contribute to the 

development of new potential drugs by the conjugation of GPE with bioactive lipophilic 

amines with neuroprotective activity per se, to promote a possible synergism regarding 

the neuroprotection, with consequent increase in the lipophilicity of this tripeptide. 

Thus, this project comprised the synthesis and the biological evaluation of GPE 

conjugates with aminoindane (a), amantadine (b) and memantine (c), the latter two being 

currently used in clinical practice. Regarding the synthesis, it was initiated by the 

functionalization of glutamates (via the carboxylic acids in both the side chain and the -

position) by peptide coupling with the neuroprotective amines (a, b and c). Subsequently, 

the remaining amino acids of the GPE sequence (glycine and proline) were introduced 

through a chemoselective peptide condensation using a one-pot methodology previously 

developed by the research group. Finally, the free glycine amine is masked by 

introducing two methyl groups by reductive amination. In this way, 12 final conjugates 

were prepared with overall yields between 25 – 63%. 

Regarding biological assays in vitro of neuroprotection using CAD cells and H2O2 

as the neurotoxic agent, they were performed for the GPE-aminoindane conjugates and 

their controls, the C-4a conjugate was found to be a promising candidate since it 

potentiated the cellular viability in 26% (MTT) under conditions of oxidative stress. At 

present, neuroprotection assays are ongoing for the remaining conjugate families primed 

in this work.
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1.1. SISTEMA NERVOSO (SN)  

 

1.1.1. Unidades funcionais do Sistema Nervoso 

 

Os neurónios são as unidades básicas do sistema nervoso capazes de responder 

perante a estímulos provenientes do meio em que se encontram.  

Estas unidades podem ser classificadas consoante a sua função ou de acordo 

com o número de processos que se estendem no corpo celular, sendo que, a maior 

parte se encontra principalmente na substância cinzenta do Sistema Nervoso Central 

(SNC), tendo diversas funções, tais como síntese de proteínas, manutenção da 

homeostasia da célula e ainda, análise, integração e armazenamento de informações.  

Os neurónios são constituídos por três partes: corpo celular, dendrites e axónio 

(Figura 1.1.), sendo os dois últimos comummente referidos como nervos fibrilares.1-4  

 

 

 

 

Figura 1.1. Estrutura de um neurónio.1 

 

As dendrites são projeções citoplasmáticas ramificadas do corpo celular, que têm 

como funções: receber as informações e posteriormente direcionar as mesmas para o 

corpo celular. Os axónios são também uma parte importante envolvida na transmissão 

da informação, sendo que estes se encontram cercados pela substância branca 

(constituída por mielina), que tem a função de revestir o axónio, tornando assim a 

condução do impulso mais eficiente. 

A informação transmitida ao SNC (via neurónios sensoriais) é, posteriormente 

processada e comunicada através dos neurónios motores, sendo que esta informação 

pode ser conduzida através de meios elétricos ou químicos. Os impulsos elétricos, 

também denominados por potencial de ação, ocorrem devido ao movimento de iões 

através das membranas dos neurónios. Havendo diferenças na carga elétrica 

 

Núcleo 

Corpo celular 

Axónio 

Nodos de Ranvier 

Mielina 

Axónio 

terminal 

Arborização terminal 
 

 

Dendrites 



4  
 

FCUP 
INTRODUÇÃO 

 

 

(provocadas pela distribuição desigual dos iões de K+ e de iões de Na+) existente em 

ambos os lados da membrana celular, cria-se uma diferença de potencial. Quando a 

carga no interior da membrana é negativa (causada, principalmente pela 

impermeabilidade perante iões de Na+, e pela passagem condicionada de iões de K+ 

pelos seus canais próprios para o exterior), a diferença de cargas faz com que a 

membrana fique polarizada sendo este processo denominado por potencial de repouso. 

Quando esta membrana polarizada sofre um estímulo forte, ocorre a sua 

despolarização, iniciando-se assim o impulso elétrico. Este impulso é conduzido ao 

longo do comprimento do axónio, tornando-se a parte anterior do axónio repolarizada, 

restaurando assim o potencial de repouso. 

Os nodos de Ranvier são essenciais para acelerar a condução do impulso, uma 

vez que quando o impulso se encontra na substância branca dos axónios é 

posteriormente conduzido de um nodo para outro através do fluído celular. 

Estes impulsos são transmitidos através de um fenómeno denominado por 

sinapse (Figura 1.2.). As sinapses (químicas) são junções em que os neurónios, 

denominados por pré-sinápticos (podendo ser também uma célula ou órgão efetor, 

como um músculo ou glândula) libertam um neurotransmissor químico, que irá conduzir 

os sinais para outros neurónios, denominados por pós-sinápticos.  

 

 

 

Figura 1.2. Representação simplificada de uma sinapse (figura realizada no programa ChemDraw). 

 

 

Alguns exemplos de neurotransmissores são a acetilcolina (ACh), dopamina, 

glicina (Gly), histamina, glutamato (Glu), serotonina, ácido -aminobutírico 

(conhecido por GABA), sendo que existem mais de 200 neurotransmissores. É de notar 

que muitos neurotransmissores são aminoácidos naturais ou seus derivados. 
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É importante que os níveis dos neurotransmissores estejam estáveis, pois se 

estes níveis se encontrarem alterados, podem desencadear processos de apoptose e 

neurodegenerativos, originando diversas doenças neurodegenerativas como por 

exemplo, a Doença de Alzheimer, em que se verifica a diminuição dos níveis de ACh,5 

ou Doença de Parkinson, em que ocorre uma diminuição dos níveis de dopamina.6 

 

Além destes neurotransmissores existentes no SNC, existem também conjuntos 

de axónios e dendrites agrupados, denominados por nervos. Estes podem ter diversas 

funções consoante a zona em que se encontram no SN. Assim, em suma, o SN é 

habitualmente dividido em diversas partes uma vez que este possui alguma 

complexidade. 

 

 

1.1.2. Divisões do Sistema Nervoso 

 

O sistema nervoso representa uma rede de comunicações do organismo, tendo 

como principal função a coordenação das ações (voluntárias e involuntárias) ao 

transmitir sinais entre as diferentes partes do organismo. Este sistema encontra-se 

dividido em duas partes: o SNC e o Sistema Nervoso Periférico (SNP), como 

representado no Esquema 1.1.. O primeiro é formado pelo cérebro e medula espinal, 

enquanto que o último é constituído por todos os nervos fora do SNC, sendo estes 

essencialmente os nervos sensoriais e motores.  
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Esquema 1.1. Representação dos níveis de organização do sistema nervoso.1  

 

 

1.1.2.1. Sistema nervoso central 

 

O SNC é responsável pela receção e transmissão de informações para todo o 

organismo. O córtex cerebral, um dos constituintes deste sistema, pode ser divido em 

quatro partes principais: cérebro, diencéfalo (constituído pelo tálamo e hipotálamo), 

cerebelo e tronco cerebral, sendo que este último também é comummente dividido em 

mesencéfalo, ponte e bolbo raquidiano (Figura 1.3.).  

 

 

 

 

Figura 1.3. Organização do SNC.2 

 

Sistema nervoso 

Sistema nervoso central Sistema nervoso periférico 

Cérebro e medula espinal  Nervos sensoriais 

(aferentes) 
Nervos motores 

(eferentes) 

Nervos somáticos Nervos 

autonómicos 

Nervos simpáticos Nervos parasimpáticos 

Cérebro Diencéfalo: 
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- Hipotálamo 

Tronco cerebral: 
 - Mesencéfalo 
 - Ponte 
 - Bolbo raquidiano 

Cerebelo 

Posterior Anterior 
Medula 

espinal 
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A substância cinzenta encontra-se localizada no cérebro, sendo esta designada 

desta forma devido à coloração dos corpos celulares dos neurónios e células da glia, 

contendo também prolongamentos de outros neurónios. A substância branca também 

se localiza no cérebro, tendo esta designação devido à presença de mielina. É feita 

ainda a divisão da parte constituinte da superfície do cérebro, denominando-se esta por 

córtex cerebral, sendo este dividido em dois hemisférios (esquerdo e direito) e cada 

hemisfério dividido em lobos, em que cada lobo contém funções específicas. 

O tálamo (que constitui cerca de 80% do diencéfalo) é uma área de massa 

cinzenta associada à transmissão da maioria dos impulsos sensoriais (com a exceção 

do olfato) para o córtex cerebral. Por outro lado, o hipotálamo funciona como recetor 

da informação transmitida pelos nervos sensoriais relativos ao estado corporal, fazendo 

assim a homeostasia, como por exemplo, da temperatura corporal. 

O cerebelo é outro constituinte do cérebro, tendo como função a manutenção da 

postura e equilíbrio, sendo assim essencial para a locomoção. 

Por outro lado, o tronco cerebral é constituído pelo mesencéfalo, ponte e bolbo 

raquidiano. O mesencéfalo contém vários centros de reflexo como o controlo do 

movimento dos olhos e da cabeça em resposta a estímulos visuais. Este é ainda um 

local de retransmissão para recetores de audição que passam do ouvido para o tálamo. 

A ponte também atua como local de retransmissão, entre o cérebro e o cerebelo, de 

informações associadas a sinais relacionados com o movimento voluntário. O bolbo 

raquidiano está associado a vários sistemas como ao sistema respiratório e sistema 

cardiovascular. Este constitui um local no qual as vias nervosas se cruzam para o lado 

oposto, da mesma maneira que o hemisfério cerebral esquerdo controla o movimento 

do lado direito e o hemisfério cerebral direito controla o movimento do lado esquerdo. 

Por fim, a medula espinal é uma estrutura que se inicia no final do tronco cerebral 

e se estende até ao fim da coluna vertebral. Esta funciona como transportadora de 

informações sensoriais em forma de impulsos nervosos para o cérebro e de respostas 

motoras. 

Uma vez que o sistema nervoso central é constituído por diversas divisões 

sensíveis, estas necessitam de alguma proteção que é dada pelas meninges, líquido 

cefalorraquidiano (LCR), células gliais, e também pelos ossos, tecido adiposo, tecido 

subcutâneo, pele e cabelo. 
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1.1.2.2. Sistema nervoso periférico 

 

O SNP é constituído pelos nervos sensoriais e pelos nervos motores, também 

sendo comummente designados por nervos aferentes e eferentes, respetivamente 

(Esquema 1.1., secção 1.1.2.).  

Os nervos sensoriais têm como função o transporte de informação para o 

cérebro e medula espinal a partir de recetores somáticos que se encontram por todo o 

corpo. Essa informação é posteriormente transmitida do cérebro para os órgãos ou 

tecidos efetores, como por exemplo, para o músculo esquelético, através dos nervos 

motores. 

Relativamente aos nervos motores, estes podem ser divididos em nervos 

somáticos e nervos autonómicos, sendo que os primeiros estão relacionados com o 

movimento voluntário do músculo esquelético, enquanto que os segundos estão 

envolvidos na regulação da temperatura, frequência cardíaca, pressão arterial e 

glicémia. Os nervos autonómicos são constituídos por dois grupos que se suplementam: 

os nervos simpáticos, que são predominantes em situações de stress (como por 

exemplo, situações de aumento da frequência cardíaca) e nervos parassimpáticos, que 

são mais comuns em situações de repouso (como por exemplo, aumento da atividade 

gastrointestinal). 
 

Em suma, e uma vez que os cromossomas dos neurónios não contêm 

centrossoma, i.e., não podem sofrer mitose, quando ocorre alguma danificação cerebral 

torna-se impossível a substituição dos mesmos. Deste modo, o bom funcionamento de 

todo o sistema nervoso é essencial para que não surjam doenças incuráveis, como é o 

caso das doenças neurodegenerativas. 

 

 

1.2. DOENÇAS NEURODEGENERATIVAS 
 

As doenças neurodegenerativas encontram-se inseridas num grupo de distúrbios 

crónicos e progressivos, caracterizados pela degeneração lenta e gradual de neurónios 

do SNC, tendo como consequência a perturbação de funções específicas (como por 

exemplo, memória, movimento ou cognição) dependendo da região do SNC que foi 

afetada, podendo originar demência.7 

A demência é um termo genérico utilizado para designar um conjunto de doenças 

nas quais ocorre a perda de funções cerebrais, estimando-se que, em 2020 existam 

48,1 milhões de pessoas com demência no mundo.8 De entre as formas mais comuns 

de demência encontram-se a Doença de Alzheimer e a Doença de Parkinson. Estas 

doenças podem advir da desregulação de espécies reativas de oxigénio (ROS) 
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provenientes quer de fatores ambientais, quer de fatores endógenos (como por exemplo 

na cadeia de eletrões mitocondrial). Este stress provoca danos oxidativos em 

macrobiomoléculas celulares, estando por isso implicado na patogénese destas 

doenças.9 

 

 

1.2.1. Doença de Alzheimer 

 

A Doença de Alzheimer (DA) é o distúrbio neurodegenerativo progressivo mais 

comum, afetando cerca de 6% da população mundial com mais de 65 anos e com 

tendência a aumentar com a idade.10 Prevê-se que, em 2030, esta doença seja a quarta 

causa de mortalidade na América e a quinta na Europa,11-12 sendo que em Portugal, as 

doenças do sistema nervoso encontram-se em sétimo lugar das principais causas de 

morte no ano de 2015, apresentando um crescimento na ordem dos 20,5%, desde o 

ano de 2010.13 

Esta doença, que foi primeiramente descrita, em 1906, por Alois Alzheimer,14 

caracteriza-se pela degeneração e/ou morte dos neurónios, afetando 

consequentemente, o córtex cerebral e o hipocampo. As anomalias que lhe estão 

associadas são detetadas inicialmente no tecido cerebral, progredindo a posteriori para 

a zona do neocórtex.15 

Os sintomas relacionados com a DA podem ser divididos em três grupos: 

disfunção cognitiva, sintomas psiquiátricos/sintomas não-cognitivos e dificuldade na 

realização de atividades do quotidiano. A disfunção cognitiva engloba sintomas como a 

perda de memória, dificuldades de linguagem e a falta da habilidade de coordenação 

intelectual. Em relação aos sintomas psiquiátricos/sintomas não-cognitivos encontram-

se associados distúrbios comportamentais como depressão, alucinações e delírios. Por 

fim, os doentes possuem dificuldades na realização de atividades do quotidiano como o 

vestir, comer, conduzir, fazer compras, entre outras.16 

 

 

1.2.1.1. Histopatologia 

 

A causa da DA é ainda desconhecida, no entanto sabe-se quais as alterações 

patológicas associadas que provocam os sintomas característicos desta doença já 

mencionados anteriormente (secção 1.2.1.). Esta doença encontra-se associada a dois 

fatores principais: depósitos extracelulares da proteína -amilóide (A) levando à 

formação de placas senis (PS) e agregação intracelular da proteína Tau hiperfosforilada 

formando emaranhados neurofibrilares (Figura 1.4., A e B respetivamente).15 
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Figura 1.4. Histopatologia da DA: A: Placas -amilóide; B: Emaranhados neurofibrilares.15 

 

A proteína A é obtida pela clivagem proteolítica (efetuada por -secretases) da 

proteína precursora de amilóide (PPA). A PPA é uma glicoproteína expressa no cérebro 

que possui a função de regulação das sinapses e atividade neuronal.16-17 

A A  para além de estar associada à produção de oxiradicais, sendo assim tóxica 

para os neurónios e células da glia, uma vez que estes radicais atuam na peroxidação 

lipídica da membrana celular, também é a principal constituinte das placas senis. Estas 

placas ativam as células da glia que estão envolvidas na neurodegeneração.17 

Relativamente à proteína Tau, numa célula nervosa saudável, esta tem a função 

de auxiliar a formação de estruturas cilíndricas denominadas por microtúbulos, que são 

essenciais na comunicação entre os neurónios. Na DA, a proteína Tau encontra-se 

hiperfosforilada, conduzindo à formação de estruturas desorganizadas (emaranhados 

neurofibrilares) que obstruem os microtúbulos, perturbando assim a comunicação entre 

os neurónios.17 

 

 

1.2.1.2. Tratamento / Farmacoterapia  

 

As estratégias de tratamento da DA consistem principalmente na utilização de 

inibidores de colinesterase (ChEI),18 uma vez que estudos revelaram um défice de 

acetilcolina (que é um neurotransmissor importante associado à memória) no cérebro. 

Assim, os inibidores de colinesterase impedem que as enzimas acetilcolinesterase 

(AChE) e butirilcolinesterase (BuChE) degradem a acetilcolina, possibilitando uma maior 

concentração destes neurotransmissores, que por sua vez provoca uma melhor 

comunicação entre as células nervosas e deste modo é possível estabilizar os sintomas 

associados a esta doença.  

Existem, atualmente, três fármacos inibidores de colinesterase aprovados pela 

FDA (Food and Drug Administration) e que se encontram também licenciados para 

serem utilizados em Portugal: Donepezilo, Rivastigmina e Galantamina.18-19 
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O Donepezilo é um derivado de piperidina aprovado para o tratamento da DA nos 

seus diversos estádios, que funciona como inibidor reversível da AChE, contendo este 

boas propriedades farmacocinéticas, uma vez que é amplamente absorvido após a sua 

administração oral e, além disso, a sua concentração máxima é atingida em poucas 

horas (3 – 4 horas), tendo um tempo de semivida de, aproximadamente, 70 horas.18, 20 

A Rivastigmina é um derivado de fenilcarbamato administrado quando a DA se 

encontra num estádio de leve a moderado, atuando como inibidor reversível tanto da 

AChE como da BuChE. Uma vez que é o único fármaco que atua na inibição da BuChE, 

pode ser vantajoso, tendo um papel importante aquando da neurodegeneração que 

ocorre na DA. Além disso, possui uma rápida absorção, atingindo a sua concentração 

máxima em 1 hora quando é administrado via oral (com um tempo de semivida de 1 a 

2 horas).18, 20 

Por último, a Galantamina é um alcalóide terciário que atua também como inibidor 

reversível da AChE, aprovado para o tratamento da DA num estádio leve a moderado. 

Este fármaco tem a vantagem acrescida de se ligar alostericamente a recetores 

nicotínicos, aumentando a função colinérgica. Assim como a Rivastigmina, a 

Galantamina atinge o seu máximo de concentração em 1 hora sendo rapidamente 

absorvida quando administrada oralmente, contudo possui um tempo de semivida 

superior, de 7 a 8 horas.18, 20 

É de realçar que estes inibidores não revertem a DA nem impedem o processo de 

neurodegeneração, apenas retardam os avanços da mesma. Quanto aos efeitos 

secundários, os fármacos referidos são habitualmente toleráveis, porém, podem causar 

alguns efeitos secundários como náuseas, vómitos e perdas de apetite.20 

 

Estudos mais recentes comprovaram a importância do uso de reguladores da 

atividade do neurotransmissor glutamato, uma vez que este é um componente envolvido 

no processamento, armazenamento e recuperação de informação, que atua nos 

recetores de N-metil-D-aspartato (NMDA) tendo estes a função de regular a quantidade 

de cálcio numa célula nervosa.18 
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A Memantina é um antagonista dos recetores de NMDA, derivada da 

Amantadina, um fármaco aprovado para o tratamento da Doença de Parkinson.21 

 

 
 

Este fármaco (Memantina) foi aprovado para o tratamento da DA num estádio 

moderado a severo, tendo como função a regulação da atividade do glutamato ao 

bloquear parcialmente os recetores de NMDA, pois o excesso de glutamato estimula de 

uma forma excessiva estes recetores, tendo como consequência um excesso de cálcio 

nas células (excitotoxicidade).21-22 A Memantina atinge o seu máximo de concentração 

após 3 a 8 horas, sendo que o seu tempo de semivida é de 60 a 80 horas. 

 

Uma vez que o mecanismo de ação deste derivado da Amantadina foi descrito 

como sendo complementar dos mecanismos de ação dos ChEI,23 foi aprovado pela 

FDA, o seu uso em conjunto com o Donepezilo proporcionando assim uma terapia 

combinatória.22 

Na tabela seguinte (Tabela 1.1.) encontra-se um resumo dos fármacos que se 

encontram atualmente aprovados para o tratamento da DA e algumas das suas 

propriedades. 

 

Tabela 1.1. Fármacos aprovados no tratamento da DA até ao presente.18, 21 

Fármaco Donepezilo Rivastigmina Galantamina Memantina 

Memantina 

+ 

Donepezilo 

Função 

química 
Piperidina Fenilcarbamato 

Alcaloide 

fenantreno 

Amino 

adamantina 
 

Nome 

comercial 
Aricept® Exelon® Razadyne® Namenda® Namzaric® 

Ano de 

aprovação 
1996 2000 2001 2002 2014 

Estado da 

DA 

Todos os 

estados 

Médio a 

moderado 

Médio a 

moderado 

Moderado 

a severo 

Moderado a 

severo 

Biodisponi-

bilidade / % 
99 40 90 100 

 

t1/2 / h 70 1 – 2  7 – 8  60 – 80   

Mecanismo 

de ação 
ChEI ChEI  ChEI 

Antagonista 

dos 

recetores 

de NMDA 
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1.2.2. Doença de Parkinson 

 

A Doença de Parkinson (DP) está cada vez mais presente, tendo um grande 

impacto a nível mundial, uma vez que esta se manifesta em 1% da população mundial 

com mais de 65 anos.24 Na Europa, em 2030, prevê-se que o número de pessoas com 

esta doença atinja os 2,4 milhões,25 sendo que em Portugal é também esperado um 

aumento devido ao envelhecimento progressivo da população. 

A descoberta da DP remota para o ano de 1817, uma vez que foi neste ano que o 

médico inglês James Parkinson a descreveu numa das suas monografias como sendo 

uma doença neurológica crónica bastante comum, em que ocorre a degeneração dos 

neurónios dopaminérgicos que se encontram na substância negra,26 causando assim 

uma diminuição dos níveis de dopamina, que estão por base dos sintomas 

característicos da DP. 

Os sintomas primários associados a esta doença são: tremores, bradicinesia 

(lentidão de movimento) e instabilidade postural (desequilíbrio). Estes sintomas 

permitem fazer um diagnóstico preliminar da DP, no entanto, com o evoluir da doença 

podem surgir outro tipo de sintomas como: micrografia (caligrafia pequena), disartria 

hipofonia (fala menos compreensível), postura encurvada, diminuição da expressão 

facial, mudanças de humor (depressão, ansiedade), mudanças cognitivas (perdas de 

memória, alucinações), incontinência, entre outros. 

 

 

1.2.2.1. Histopatologia 

 

A DP encontra-se associada à perda neuronal na substância negra (Figura 1.5.) 

e à acumulação intracelular generalizada de proteína -sinucleína, apesar de estes 

fenómenos não serem exclusivos desta doença.27 

 

 

 

Figura .1.5. Substância negra em: A: cérebro saudável; B: cérebro com DP.27 

 

 

Substância 
negra 
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No início da doença, a perda neuronal é restrita à zona da substância negra 

ventrolateral, perda essa que se vai alastrando com o evoluir da doença e que é 

caracterizada pela despigmentação desta zona cerebral (como resultado da morte dos 

neurónios dopaminérgicos). Por outro lado, a -sinucleína, num cérebro saudável 

desempenha funções essenciais na sinapse, sendo que num doente de Parkinson, 

ocorre a deposição anormal desta proteína, o que leva à formação de agregados 

denominados por corpos de Lewy (Figura 1.6.) que interferem na eficácia das sinapses, 

atingindo primeiramente as áreas do cérebro responsáveis pela memória e pelo 

movimento.27 

 

 

Figura 1.6. Corpos de Lewy intracitoplasmáticos.27 

 

 

1.2.2.2. Tratamento / Farmacoterapia  

 

Atualmente, não existe cura para a DP, existindo apenas fármacos com a função 

de controlar os sintomas de maneira a retardar a sua evolução. 

Os fármacos existentes para o tratamento destes sintomas são a Levodopa, 

Amantadina, e ainda fármacos inseridos nas classes dos agonistas de dopamina, 

inibidores da monoamina oxidase B (MAO-B), inibidores da catecol-O-metiltransferase 

(COMT) e anticolinérgicos.27-28 

A Levodopa (L-DOPA) é o primeiro fármaco eficaz utilizado no tratamento da DP. 

Este é administrado via oral e é absorvida no intestino delgado, sendo que, após a sua 

entrada no cérebro através da BBB, é convertido em dopamina, o neurotransmissor 

ativo que se encontra diminuído na DP.27-28 

  

 

No início da DP, a L-DOPA tem um período de atividade longo comparativamente 

com o efeito que proporciona após a evolução da doença que diminui para um tempo 

de semivida de 1 hora.27-28 Por este motivo, a L-DOPA tem sido administrada 
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conjuntamente com fármacos inibidores periféricos reversíveis da L-DOPA 

descarboxilase (DDC), tais como a Carbidopa (Lodosyn)  e a Benserazida (Prolopa), 

com o objetivo de melhorar os efeitos terapêuticos.29-30 

 

 

 

Em relação aos agonistas de dopamina, estes têm como função a ligação aos 

recetores que são ativados pela dopamina, de maneira a produzir o mesmo efeito que 

esta provoca. Dentro desta classe, alguns dos fármacos utilizados no tratamento da DP 

são: Bromocriptina (Parlodel), Pergolide (Permax), Pramipexole (Mirapex, 

Mirapex ER), Ropinirole (Requip, Requip XL), Rotigotina (Neuropro) e 

Apomorfina (Apokyn).27 

 

 

 

Normalmente, estes agonistas da dopamina são mais eficazes que a L-DOPA, 

devido a possuírem um tempo de semivida maior e proporcionarem uma estimulação 

dopaminérgica mais contínua. No entanto, o tipo de agonista a ser utilizado no 

tratamento deve ser escolhido consoante o paciente, tendo em conta a dosagem 

necessária e outras doenças que possam estar presentes, uma vez que estes fármacos 

possuem alguns efeitos secundários como a fibrose pulmonar. Pacientes com 
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alucinações ou comprometimento cognitivo também devem evitar este tipo de 

tratamento uma vez que existe o risco de delírio prolongado.27-28 

 

Relativamente aos inibidores da MAO-B, estes têm como função evitar a 

degradação da dopamina, uma vez que a MAO-B é uma das enzimas que atua na 

metabolização desta. Assim, a dopamina continua presente para ser utilizada na 

neurotransmissão e, consequentemente, os sintomas associados à DP podem ser 

amplamente diminuidos.27-28 

Os fármacos utilizados como inibidores irreversíveis da MAO-B são a Selegilina 

(Eldeprylou Zelapar) e a Rasagilina (Azilect). 

 

 

 

A Selegilina é o fármaco mais eficaz nesta classe dos inibidores da MAO-B, no 

entanto esta deve ser administrada em baixas dosagens, uma vez que quando 

administrada em doses elevadas perde a sua especificidade e atua também como 

inibidor da MAO-A (isoforma que degrada monoaminas exógenas provenientes 

principalmente da alimentação).28 

A Rasagilina, apesar de não ser tão eficaz é mais seletiva, proporcionando 

melhorias a nível sintomático e evita a progressão da DP.28 

O metabolismo deste fármaco (Esquema 1.2.) é realizado pela enzima CYP1A2, 

obtendo-se  como metabolito maioritário o (R)-1-aminoindano.31 

 

 

Esquema 1.2. Metabolismo da Rasagilina, evidenciando o produto maioritário. 

 

Alguns estudos demonstram que este metabolito contém também propriedades 

neuroprotetoras e anti-apoptóticas frente a diversos insultos neurotóxicos (como o 6-

OHDA e H2O2).31 Assim, apesar da formação de metabolitos não-inibidores da MAO-B, 

o (R)-1-aminoindano pode proporcionar neuroprotecção, contribuindo também para a 

diminuição dos sintomas dos doentes de Parkinson. 
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Os inibidores da COMT, por outro lado, permitem que a L-DOPA não seja 

metabolizada e, consequentemente, ocorre um aumento da dopamina posteriormente 

obtida a partir desta. O Entacapone (Comtan®) e o Tolcapone (Tasmar®) são dois 

fármacos utilizados na DP que pertencem a este tipo de inibidores. 

 

 

 

O Entacapone tem um tempo de semivida de 1 hora e 30 minutos e é, 

normalmente, administrado concomitantemente com a L-DOPA. Por outro lado, o 

Tolcapone tem um tempo de semivida maior e pode ser administrado 

independentemente da L-DOPA, no entanto, é necessário realizar um controlo regular 

de testes sanguíneos da função hepática uma vez que este fármaco pode induzir 

hepatotoxicidade.28 

Outro fármaco inovador pertencente à classe dos inibidores da COMT é o 

Opicapone (Ongentys®). Este foi desenvolvido pela farmacêutica Bial, tendo sido 

aprovado recentemente (2016), pela Agência de Medicina Europeia (EMA do inglês 

European Medicine Agency).32 

 

 

 

O Opicapone é um análogo hidrofílico do 1,2,4-oxadiazole com um N-óxido de 

piridina na posição 3. Uma vez que este fármaco foi obtido tendo como base os fármacos 

Entacapone e Tolcapone, referidos anteriormente, as modificações efetuadas nestes 

(para obter o Opicapone), refletiram-se no aumento da eficácia, prolongando o tempo 

de ação e diminuindo a toxicidade celular.32-33 
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Os fármacos anticolinérgicos não são utilizados como uma terapia dopaminérgica 

uma vez que estes são pouco responsivos, mas sim para o tratamento de alguns 

sintomas (como por exemplo, tremores). O Triexifenidilo (Artane®) e Benztropina 

(Cogentin®) são os dois anticolinérgicos mais comuns prescritos para a DP. 

 

 
 

 

Por fim, a Amantadina (Symmetrel®) foi inicialmente desenvolvida para o 

tratamento do vírus Influenza, tendo-se descoberto que esta atua também na melhoria 

dos sintomas associados a DP. Apesar de o seu mecanismo de ação especifico ser 

desconhecido, sabe-se que esta atua como um antagonista não competitivo do recetor 

de NMDA, aumentando a quantidade de dopamina produzida, podendo também 

interagir com múltiplos recetores no cérebro.34 
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1.3. GPE, UM TRIPÉPTIDO NEUROPROTETOR 

 

O ácido glicil-L-prolil-L-glutâmico (GPE), também denominado por Glypromate®, é 

um tripéptido obtido pela clivagem do N-terminal do fator de crescimento insulínico tipo 

1 (IGF-1). O IGF-1 encontra-se distribuído pelo SNC e tem sido alvo de diversos estudos 

relacionados com a neurodegeneração. 

 

 

 

Este tripéptido, cuja bioatividade in vitro foi primeiramente relatada em 1989, 35 foi 

descoberto após o isolamento da des-(1-3)-IGF-1, (um péptido também obtido pela 

clivagem do IGF-1). A sua clivagem é realizada por carboxipeptidases (de C- para N-

terminal), levando à formação do ciclo-L-Pro-Gly (cPG).36 

 

 
 

O GPE não se liga aos recetores de IGF-1 nem tem qualquer efeito neurotrófico. 

Além disso, apesar de não ser possível isolar este neuropéptido que é obtido 

naturalmente, sabe-se que o GPE sintético estimula a libertação de dopamina, 

acetilcolina e ainda possui propriedades neuroprotetoras contra diversos agentes 

neurotóxicos (como HI e glutamato).37-38 

Testes in vitro revelaram que este tripéptido protege os neurónios do hipocampo 

perante a indução de toxicidade mediada por NMDA. A neuroprotecção obtida pelo GPE 

foi semelhante à Dizocilpina (também denominada por MK801), um antagonista não-

competitivo do recetor de NMDA,38 que não tem um uso clínico devido aos seus efeitos 

colaterais.39  
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Apesar do potencial terapêutico do GPE, este possui uma fraca interação no local 

onde os recetores de NMDA são fortemente expressos.38 

Ainda assim, foram realizados também testes in vivo com o objetivo de comparar 

a atividade do IGF-1 com o GPE, tendo sido administrado em ratos adultos com lesão 

de HI. Os resultados revelaram que o GPE provoca a neuroprotecção em locais 

diferentes comparativamente ao IGF-1, sendo assim o seu modo de ação único, apesar 

de não estar bem definido.38  

No que diz respeito à farmacocinética deste tripéptido, sabe-se que este possui 

um tempo de semivida bastante curto (inferior a 2 minutos após administração 

intravenosa e inferior a 4 minutos quando administrado via intraperitoneal), sendo por 

isso rapidamente metabolizado. Relativamente ao SNC, o GPE possui um tempo de 

semivida mais prolongado (30 minutos), podendo assim exercer alguma atividade 

neuroprotetora.38 

Estudos in vivo mais recentes revelaram que o GPE possui a capacidade de ativar 

as proteínas cinase B, contendo estas a propriedade de suprimir o efeito causado pelas 

proteínas -amilóide, que, como já foi referido, se encontram envolvidas em processos 

apoptóticos. Estes estudos permitiram à farmacêutica Neuren patentear este tripéptido 

com o nome de Glypromate® em 2008. No entanto, este potencial fármaco não 

prosseguiu para além da fase III de ensaios clínicos devido à inexistência de eficácia 

significativamente relevante ao comparar um grupo de doentes tratados com placebo e 

um grupo de doentes tratado com Glypromate®.36  
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2.1. MODIFICAÇÕES ESTRUTURAIS REALIZADAS NO GPE 

 

O GPE, como já foi referido anteriormente na secção 1.3., é um tripéptido com 

grande potencialidade neuroprotetora, mas com algumas propriedades desfavoráveis 

como o seu baixo tempo de semivida, causado pela rápida degradação do mesmo.38 

Assim, têm vindo a ser desenvolvidos diversos análogos em que são modificados os 

seus três resíduos constituintes (Gly, Pro e Glu) com o objetivo de tentar melhorar as 

suas propriedades farmacocinéticas. 

 

 

2.1.1. Modificações estruturais no resíduo da Glicina 

 

 
 

A glicina é um aminoácido simples e não-essencial, que tem a propriedade de ser 

o único aminoácido proteinogénico sem atividade ótica.40 Este resíduo é um importante 

constituinte do GPE, uma vez que contém propriedades neurotransmissivas, facilitando 

assim a transmissão excitatória no cérebro através de uma ativação alostérica do 

recetor NMDA.41 

Deste modo, foram sintetizados glicinomiméticos pela substituição ou alteração da 

glicina, no tripéptido GPE, com o objetivo de explorar a importância deste aminoácido e 

identificar possíveis análogos com melhor atividade neuroprotetora (Figura 2.1.).42 
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Figura 2.1. Modificações realizadas no resíduo de Glicina do GPE.42 

 

Os compostos 1-10 consistem na substituição dos hidrogénios- da glicina, 

introduzindo grupos alquilo e arilo pequenos. Uma modificação subtil consiste na 

introdução de um grupo metilo no carbono-α da glicina, utilizando-se assim o 

aminoácido Ala (1 e 2) ou pela substituição dos protões-α da glicina por dois grupos 

metilo (3). Foram inseridos também grupos de maiores dimensões como no caso da 

substituição pelo grupo ciclopentilo (4) e ciclo-hexilo (5); e ainda foram realizadas outras 

modificações que incluem a substituição da glicina por outros aminoácidos como Phe 

(6), Asp (7), Lys (8), Nle (9) e IIe (10). Estas modificações permitiram de uma forma 
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geral o aumento da lipofilicidade e da estabilidade metabólica, comparativamente ao 

GPE.42 

Relativamente aos compostos 11-14, estes representam a introdução de diversos 

grupos alquilo na amina terminal da glicina, observando-se também um aumento da 

lipofilicidade e da estabilidade metabólica.42 

Entre estes, os compostos 2 e 12 revelaram ser os mais promissores. O composto 

2 obteve uma boa afinidade de ligação aos recetores de glutamato e, em ensaios de 

viabilidade celular, obteve uma recuperação superior à obtida pelo GPE (26,4 % a uma 

concentração de 10 µM em comparação com 20,1 % a uma concentração de 1 mM).42 

Quanto ao composto 12, para além dos bons resultados de viabilidade (recuperação de 

30-35 % a uma concentração de 1 mM),42 este tem a vantagem acrescida de possuir 

propriedades antioxidantes, possuindo a capacidade de diminuir o stress oxidativo,43 

tornando-se, desta forma, um potencial fármaco. 

 

 

2.1.2. Modificações estruturais no resíduo da Prolina 

 

 
 

O resíduo de prolina possui propriedades importantes para o GPE pois, uma vez 

que se trata de um aminoácido cíclico de estrutura rígida,44 confere características 

únicas aos compostos que a contêm. Uma dessas características é a restrição de 

conformações (cis e trans da ligação Pro-Glu relativamente ao GPE) (Figura 2.2.) que 

a ligação amida pode adotar (característica importante uma vez que a bioatividade e a 

suscetibilidade perante peptidases dependem da conformação ativa). 45-46  

 

 

Figura 2.2. Conformações cis/trans do GPE.  

 

Assim, foram sintetizados diversos prolinomiméticos (Figura 2.3. e Figura 2.4.), 

na tentativa de avaliar a influência do mesmo e encontrar possíveis candidatos com 

melhores propriedades farmacocinéticas. 
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Figura 2.3. Primeiras modificações realizadas no resíduo da Prolina do GPE.42 
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Nos compostos 15-19 foi substituído o protão- por diversos grupos, tendo-se 

verificado a preferência pela conformação trans devido à sua maior estabilidade.42 

Destes, o composto 15 é já bastante conhecido, uma vez que se trata de um fármaco 

em desenvolvimento (fase II dos ensaios clínicos), denominado por NNZ-2566 ou 

Trofinetide, desenvolvido pelo grupo farmacêutico Neuren.47 O NNZ-2566 comprovou 

que, a substituição do protão- da prolina por um grupo metilo proporcionou uma 

diminuição da sua degradação (enzimática), aumentando o seu tempo de semivida no 

plasma48 e também uma boa neuroprotecção em modelos in vivo ao conferir boas 

propriedades anti-apoptóticas.49 

 

 

Figura 2.4. Outras modificações realizadas no resíduo da Prolina do GPE.42, 50 

 

Entre os prolinomiméticos 15-35, para além do composto 15 que já foi referido 

como potencial fármaco, o composto que teve atividade com maior relevância foi o 

composto 20, tendo tido este uma boa afinidade de ligação perante os recetores de 

glutamato (Ki = 3,8 ± 0,5 µM), demonstrando também prevenir a morte causada pela 

excitotoxicidade de NMDA dos neurónios presentes no hipocampo.42 Uma vez que os 

compostos mais promissores deste grupo têm conformações opostas (composto 15 

trans e composto 20 cis), é possível concluir que a conformação específica possui um 

papel pouco predominante na atividade neste tipo de compostos.  
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Os análogos que possuem fluor, designadamente os compostos 36-39, foram 

recentemente desenvolvidos (2016),50 sendo que, apesar de os ensaios de 

neuroprotecção ainda não estarem disponíveis, são esperados bons resultados, uma 

vez que os aminoácidos que contêm fluor estão descritos como tendo a capacidade de 

aumentar a estabilidade química.51 

 

 

2.1.3. Modificações estruturais no resíduo do Ácido 

Glutâmico 

 

 
 

Por fim, o glutamato é um importante neurotransmissor envolvido no 

funcionamento normal cerebral, tendo sido explorado por vários grupos de investigação 

modificações neste resíduo para obtenção de análogos do GPE (Figura 2.5. e 2.6.). 

 

 

Figura 2.5. Primeiras modificações realizadas no resíduo do ácido glutâmico do GPE.42 
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Figura 2.6. Outras modificações realizadas no resíduo do ácido glutâmico do GPE.42 

 

Os análogos 40-46 representam a substituição do grupo carboxílico-, por 

hidrogénios, metilos ou amidas com aminas primária, secundária e terciária, sendo que 

o aumento da lipofilicidade nestes compostos é uma vantagem para a obtenção de uma 

melhor permeabilidade através de membrana lipídicas. Deste grupo de compostos, o 

análogo 46 foi o que obteve uma melhor estabilidade metabólica, no entanto, os 

análogos 41 e 45 foram os únicos a demonstrar atividade neuroprotetora significativa.42 

Os compostos 47-54 consistem nas mesmas alterações descritas anteriormente, 

mas neste caso relativamente ao grupo carboxílico- da cadeia lateral. Neste grupo, o 

composto 47 obteve uma boa estabilidade metabólica e permeabilidade por membranas 

lipídicas, devido a uma menor polaridade. No entanto, o composto 52 foi o único a obter 

atividade neuroprotetora e afinidade de ligação significativa aos recetores de glutamato. 

Os restantes compostos não obtiveram nenhum resultado significativo.42 

Concluindo, o estudo de análogos do resíduo de glutamato no GPE tem alguma 

relevância, uma vez que o glutamato é um precursor do neurotransmissor inibitório 

GABA. Tendo sido o composto 45, um dos análogos de glutamato com maior atividade 

neuroprotetora, permitiu concluir que o grupo glutamina, apesar de ser um potencial 

mediador de neurotoxicidade, quando inserida no restante péptido permite obter bons 

resultados.42, 52 

 



30  
 

FCUP 
ESTADO DA ARTE 

 

 

2.1.4. Modificações estruturais – análogos macrocíclicos 

 

O número de conformações possíveis que cada ligação é capaz adotar pode 

interferir na atividade do próprio péptido. Deste modo, a introdução de bloqueadores 

conformacionais (Figura 2.7.) permite o controlo dessas conformações podendo esta 

capacidade melhorar a atividade biológica.42 

Os compostos 57-60 adotam, preferencialmente, a conformação trans que 

também é encontrada no GPE nativo, enquanto que os compostos 61 e 62 adotam a 

conformação cis. Relativamente ao composto 63, este adota uma conformação cis 

devido a, neste tripéptido, a ligação amida da prolina ser mais flexível; enquanto que o 

composto 64 apenas se encontra na sua conformação trans.42  

Além destes estudos conformacionais, foram realizados ensaios de 

neuroprotecção, em que os compostos 57 e 59 demonstraram ter uma boa capacidade 

de proteção.42  

 

 

Figura 2.7. Análogos macrocíclicos do GPE.42 
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2.2. CONJUGADOS DO GPE 

 

Ácido lipóico-GPE 

 

 

 

Com o objetivo de tentar verificar o possível sinergismo entre as propriedades do 

GPE com as propriedades do ácido lipóico em doenças neurodegenerativas,53 foi 

sintetizado um conjugado de GPE com o ácido lipóico (AL-GPE) através da formação 

de uma ligação amida entre estes dois compostos, sendo este o único conjugado de 

GPE sintetizado até ao momento.54 Este acoplamento poderá possuir inúmeras 

vantagens, uma vez que as doenças neurodegenerativas às quais o GPE se encontra 

associado estão também relacionadas com o stress oxidativo,55 por isso ao haver um 

consumo elevado de oxigénio e uma quantidade elevada de lípidos no cérebro 

(tornando-se este vulnerável aos danos causados pelos radicais livres),56-57 este 

conjugado poderá participar não só na neuroprotecção, mas também na captura de 

espécies oxidativas que possam formar.  

Foram determinadas algumas propriedades físico-químicas para avaliar a 

potencialidade deste conjugado relativamente à sua farmacocinética e ainda alguns 

testes in vitro.  Em relação às propriedades físico-químicas, o logP obtido (1,51 ± 0,02) 

permitiu concluir que este composto poderá ter uma boa distribuição comparativamente 

ao GPE (logP = − 4,39). Foram também realizados testes de estabilidade em diferentes 

soluções tampão, permitindo assim observar que o AL-GPE é estável tanto em 

ambientes acídicos (como por exemplo no estômago) como em ambientes básicos 

(como os encontrados no intestino).54 

Relativamente aos ensaios in vitro, foi utilizada a linha celular SH-SY5Y, dois 

insultos de toxicidade, H2O2 e 6-OHDA, e o ensaio de MTT para avaliar a viabilidade 

celular após a presença destes estímulos neurotóxicos. Perante os dois insultos 

referidos, este conjugado obteve bons resultados de neuroprotecção e ainda apresentou 

efeito  antioxidante, sendo de notar que o conjugado AL-GPE obteve melhores 

resultados do que quando usado unicamente o GPE ou unicamente o AL ou ainda 

utilizando uma mistura AL + GPE.54 
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Para complementar todos os resultados já obtidos, foram realizados também 

ensaios de estabilidade enzimática para avaliar o tempo de semivida deste conjugado 

e ainda ensaios PAMPA. Os ensaios de estabilidade demonstraram que o tempo de 

semivida de AL-GPE em plasma humano é superior (3,14 ± 0,08 h) comparativamente 

com o GPE nativo (0,35 ± 0,02 h). Em relação aos ensaios PAMPA, o AL-GPE 

demonstrou ter uma elevada permeabilidade no SNC.54 

Todos os resultados positivos obtidos para este conjugado permitem concluir que 

a junção das propriedades neuroprotetoras e antioxidantes podem ser benéficas para o 

tratamento de doenças neurodegenerativas. Para além do sinergismo das propriedades 

dos dois compostos acoplados, o aumento da lipofilicidade em comparação com o GPE 

nativo causado pelo acoplamento do AL e pela proteção dos grupos polares expostos 

do glutamato, podem facilitar a passagem através da membrana hematoencefálica. 
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3.1. ÂMBITO DO TRABALHO 
 

Este trabalho enquadra-se no âmbito da dissertação de mestrado em Química da 

Faculdade de Ciências da Universidade do Porto (FCUP), desenvolvido no 

Departamento de Química e Bioquímica da FCUP sob a orientação científica do 

Professor Doutor José Enrique Rodríguez Borges, pertencente ao Laboratório 

Associado para a Química Verde (LAQV/REQUIMTE), e coorientação da Doutora 

Márcia Liz, líder do grupo de Neurodegeneração do Instituto de Investigação e Inovação 

em Saúde da Universidade do Porto (i3S). 

O presente projeto insere-se na linha de investigação de Síntese Estereoseletiva 

e Avaliação Biológica de Péptidos com Potencial Atividade Neuroprotetora explorando 

novos conjugados do neuropéptido GPE com aminas bioativas, tendo como finalidade 

a aplicação na Química Medicinal face a doenças neurodegenerativas.  

 

 

3.2. OBJETIVOS 
 

Considerando o estado da arte apresentado na secção 2 e, tendo sido detetado 

apenas um conjugado do GPE reportado na revisão bibliográfica apresentada, o objetivo 

deste trabalho passa por:  

- Escolher fármacos utilizados no tratamento de DNs, nomeadamente aminas 

neuroprotetoras, para permitir o acoplamento peptídico entre a amina dos fármacos e 

ambos os grupos ácidos carboxílicos presentes no resíduo de ácido glutâmico do GPE. 

A escolha deste resíduo para o acoplamento com as aminas bioativas foi realizada tendo 

em consideração o facto de que é sabido que o GPE é clivado por carboxipeptidases, o 

que poderá permitir uma libertação controlada dos fármacos de forma seletiva. 

- Tendo em conta a regra dos 5 de Lipinski, um dos critérios para maior 

probabilidade de absorção refere que as biomoléculas devem ter uma massa molecular 

≤ 500 g/mol. Desta forma, foram escolhidas as seguintes aminas bioativas: 

aminoindano (a), amantadina (b) e memantina (c), sendo que as duas últimas são 

fármacos usados na DP e DA, respetivamente. Assim, como estas três aminas 

apresentam massas moleculares pequenas, ao preparar os conjugados propostos, 

estes não ultrapassam de forma significativa este critério. 

- Averiguar a influência da posição em que se realiza a funcionalização do 

glutamato com as aminas bioativas através do acoplamento com o ácido carboxílico do 

glutamato na sua cadeia lateral ou na posição  (estando o ácido carboxílico que não 

foi funcionalizado protegido sob a forma de éster metílico), uma vez que o local da 

funcionalização pode afetar as propriedades dos conjugados finais. A razão de proteger 

o ácido carboxílico que não é funcionalizado sob a forma de éster metílico baseia-se no 
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facto de que quanto maior o carácter lipofílico, maior a permeabilidade dos compostos 

através de membranas biológicas e é utilizado o grupo metoxilo devido a sua baixa 

massa molecular.  

- Aplicar a metodologia one-pot desenvolvida pelo grupo de investigação para 

introduzir, de forma quimioseletiva, os restantes aminoácidos da sequência do GPE, 

nomeadamente os resíduos de glicina e L-prolina, aos glutamatos funcionalizados. 

- Explorar o efeito do N-terminal livre ou mascarado sob a forma de amina terciária 

obtida por dimetilação da amina primária presente no resíduo de glicina, obtendo-se 

assim duas famílias de conjugados distintas. 

- Avaliar biologicamente os conjugados preparados usando a linha celular CAD e 

H2O2 como estímulo neurotóxico, uma vez que este é clinicamente relevante ao induzir 

stress oxidativo. 
 

 

3.3. PLANO DE TRABALHOS 
 

De forma a cumprir os objetivos propostos, o plano de trabalhos relativo à síntese 

dos conjugados do GPE com as aminas a-c divide-se em quatro partes:  

1) Funcionalização dos glutamatos Boc-Glu(OH)-OMe e Boc-Glu(OMe)-OH com as 

aminas bioativas a, b e c por acoplamento peptídico usando TBTU como agente 

de acoplamento e DIEA como base terciária, obtendo-se os compostos C-1(a-c) 

e C-6(a-c). Remoção acidolítica do grupo Boc dos compostos anteriormente 

sintetizados para a obtenção dos glutamatos 2(a-c) e C-7(a-c) (Esquema 3.1.);  

2) Síntese dos conjugados C-3(a-c) e C-8(a-c) por aplicação da metodologia one-pot 

com introdução dos restantes aminoácidos, glicina e L-prolina, aos glutamatos C-

2(a-c) e C-7(a-c) sintetizados no ponto 1. Remoção acidolítica do grupo Boc para 

obtenção dos conjugados finais C-4(a-c) e C-9(a-c) (Esquema 3.2.); 

3) Síntese dos conjugados finais C-5(a-c) e C-10(a-c) através de uma reação de 

aminação redutiva usando formaldeído e STAB como agente redutor, a partir dos 

conjugados C-4(a-c) e C-9(a-c), apresentados no ponto 2 (Esquema 3.2.). 

4) Tendo em conta que os ácidos carboxílicos não funcionalizados do resíduo de 

glutamato se encontram protegidos sob a forma de ésteres metílicos, e uma vez 

que está previsto verificar o efeito do N-terminal (amina livre e dimetilada), é 

necessário realizar os respetivos controlos para os ensaios biológicos, de forma a 

perceber a influência de cada parâmetro na atividade dos conjugados preparados. 

Assim, são necessários os controlos, C-II e C-III, correspondendo ao controlo dos 

conjugados com N-terminal livre e N-terminal dimetilado, respetivamente 

(Esquema 3.3.). 
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Funcionalização dos glutamatos e remoção do grupo Boc 

 

Esquema 3.1. Funcionalização dos glutamatos com aminas bioativas e remoção do grupo Boc. 

 

 

Síntese de conjugados do GPE 

 

Esquema 3.2. Síntese de conjugados do C-4(a-c), C-5(a-c), C-9(a-c) e C-10(a-c). 
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Síntese dos controlos para os ensaios biológicos 

 

Esquema 3.3. Síntese dos controlos C-II e C-III para ensaios biológicos. 

 

 

Relativamente ao plano de trabalhos relativo aos ensaios biológicos, pretende-se 

utilizar as células da linha celular CAD para avaliar a neuroprotecção dos conjugados 

finais sintetizados (e respetivos controlos), usando H2O2 como agente neurotóxico 

através da indução de stress oxidativo. A viabilidade celular, e, por conseguinte, o efeito 

neuroprotetor, será avaliado com utilizando o ensaio de MTT, sendo que os resultados 

obtidos serão estudados utilizando o teste t (independente). 
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3.4. RESOLUÇÃO DA AMINA 1-METIQ 
 

Pretendeu-se ainda realizar a resolução da amina 1-metil-1,2,3,4-

tetrahidroisoquinolina, também denominada por 1-MeTIQ, sendo esta um derivado da 

1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina (TIQ). 

 

 
 

A 1-MeTIQ encontra-se naturalmente presente no SN de humanos e ratos, sob a 

forma de mistura racémica, sendo também encontrada em alimentos ricos em 2-

feniletilamina. A atividade desta amina é bastante ampla no SN, atuando mais 

acentuadamente em regiões dopaminérgicas, como por exemplo na substância negra, 

implicada na DP.58   

Este derivado protege essencialmente os neurónios dopaminérgicos contra os 

danos causados por radicais livres, estando por isso associada à DP, uma vez que com 

a progressão da doença a sua produção diminui. Assim, esta amina revelou ser 

neuroprotetora, podendo assim ser utilizada no tratamento dos sintomas associados à 

DP. Adicionalmente, está associada à diminuição de comportamentos ligados ao vício.59 

No entanto, apesar de a 1-MeTIQ demonstrar atividade neuroprotetora na sua 

forma racémica, foi comprovado que essa atividade advém, principalmente, do seu 

enantiómero R, tendo este um papel importante na proteção dos neurónios que se 

encontram na substância negra. Uma vez que as metodologias de resolução desta 

amina são limitadas, havendo apenas uma rota sintética exaustiva para obter os dois 

enantiómeros separadamente e ainda um método enzimático,60-61 torna-se premente a 

investigação de novas metodologias mais eficazes de resolução desta amina.  

 

 

3.4.1. Objetivo / Plano de trabalhos 

 

Tendo em conta a importância intrínseca da 1-MeTIQ em processos 

neurodegenerativos e os escassos métodos de preparação da mesma de forma 

enantiosseletiva, torna-se de grande importância o desenvolvimento de novas 

metodologias de síntese assimétrica para a preparação das formas oticamente puras 

desta amina.  

Assim, de forma complementar ao plano de trabalhos e objetivos apresentados 

anteriormente (secção 3.2. e secção 3.3.), pretende-se realizar a resolução da amina 
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neuroprotetora 1-MeTIQ usando diversas estratégias aplicadas no campo da síntese 

assimétrica, quer por resolução enzimática, quer por resolução química. Desta forma, 

com o desenvolvimento de uma metodologia segura e reprodutível pretende-se obter o 

enantiómero mais ativo (de configuração R), para assim, posteriormente, este ser 

incorporado no GPE com o objetivo de sintetizar mais uma família de conjugados do 

GPE, em conformidade com o âmbito deste trabalho. 

Relativamente ao método enzimático, pretende-se encontrar as condições ideias 

utilizando uma enzima diferente da que se encontra descrita na literatura para a 

resolução da 1-MeTIQ, como por exemplo a Novozym 435, usando diversos agentes 

acilantes (Esquema 3.4.). 
 

 

Esquema 3.4. Esquema geral do plano de trabalhos para a resolução enzimática da 1-MeTIQ. 

 

Por outro lado, relativamente à resolução química, pretende-se realizar uma 

abordagem ampla ao procurar separar os seus dois enantiómeros através de métodos 

como a formação de diastereoisómeros via ligação amida ou sulfonamida e ainda pela 

formação de sais diastereoisoméricos, através do uso de agentes de resolução quirais 

(ácidos carboxílicos oticamente puros) (Esquema 3.5.). 

 

 

Esquema 3.5. Esquema geral do plano de trabalhos para a resolução química da 1-MeTIQ. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. DISCUSSÃO E RESULTADOS OBTIDOS 
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4.1. SÍNTESE ORGÂNICA 

 

4.1.1. Acoplamento Peptídico 

 

4.1.1.1. Fundamentos da síntese peptídica 

 

A síntese peptídica tem vindo a ter cada vez mais relevo, uma vez que um grande 

número de péptidos sintéticos é utilizado na formulação de produtos comerciais e 

farmacêuticos.62 Dois exemplos são o Aspartame e a Oxitocina. O Aspartame, 

descoberto em 1965 pela Nutrasweet,63 é um dipéptido constituído pelos aminoácidos 

naturais L-fenilalanina e ácido L-aspártico. Este pode ser encontrado naturalmente em 

diversos alimentos como carnes e vegetais, no entanto, uma vez que se trata de um 

composto com propriedades adocicantes, este é amplamente produzido sinteticamente 

para o seu uso como substituto do açúcar.63 

  

 
 

Apesar de alguma controvérsia causada pela utilização do aspartame, uma vez 

que este, ao ser metabolizado (Figura 4.1.), ocorre a libertação de metanol (em 

quantidades insignificantes) e, ainda, os seus aminoácidos constituintes já referidos 

anteriormente, a L-fenilalanina associada à fenilcetonúria (doença genética 

caracterizada pelo aumento da concentração de fenilalanina devido ao défice de uma 

enzima hepática, provocando alterações ao nível fisiológico, neuronal, entre outros)64 e 

o ácido L-aspártico associado a propriedades neurotóxicas, este adoçante encontra-

se aprovado pela FDA em mais de 90 países.65-66 

 

 

Figura 4.1. Metabolitos obtidos na digestão do aspartame. 
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Outro exemplo do uso de aminoácidos na medicina, é a Oxitocina, uma hormona 

constituída por 9 aminoácidos (Cys – Tyr – Ile – Gln – Asn – Cys – Pro – Leu – Gly – 

NH2), obtida naturalmente uma vez que esta é produzida pelo hipotálamo.67 A Oxitocina 

é considerada um neuropéptido com propriedades ansiolíticas e anti-stress, tendo 

enorme potencialidade para ser utilizada no tratamento de patologias associadas à 

ansiedade, stress pós-traumático, autismo, entre outras.68 Além destas propriedades, 

este neuropéptido possui um papel essencial na estimulação da contração uterina, 

facilitando assim o parto, e ainda, no auxílio da amamentação.67 

 

No entanto, é necessário perceber o conceito de síntese peptídica e os seus 

pontos essenciais para que esta seja realizada com sucesso, tratando-se tanto da 

síntese de péptidos de cadeia curta como o exemplo dado do aspartame ou de um 

péptido de cadeias maiores como é o caso da oxitocina.  

 

A síntese peptídica consiste então na ligação de dois ou mais aminoácidos através 

de uma reação de acoplamento (também denominada por condensação), sendo 

importante o conhecimento sobre grupos protetores de aminas e de ácidos carboxílicos 

para que o acoplamento se realize de forma seletiva. 

A primeira síntese de péptidos foi relatada por Fischer e Fourneau em 1901, tendo 

estes sintetizado o dipéptido Glicilglicina.69  

 

 

 

Posteriormente, em 1953, DuVigneaud conseguiu construir um péptido com 

atividade semelhante à oxitocina.70 

Os fundamentos brevemente descritos aplicam-se tanto à síntese de péptidos pela 

metodologia tradicional, ou seja, na síntese em solução, como também na síntese em 

fase sólida (SPPS do inglês Solid-phase Peptide Synthesis). A grande diferença entre 

estas duas metodologias foca-se na direção pela qual o péptido é sintetizado. Enquanto 

que na síntese em solução a formação do péptido pode ocorrer na direção de N- para 

C-terminal ou vice-versa, na síntese em fase sólida esta ocorre geralmente na direção 

de C- para N-terminal, além de que esta última necessita de um suporte polimérico 

insolúvel (resina).62 
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4.1.1.2. -Aminoácidos: natureza química e estereoquímica 

 

Os -aminoácidos são as subunidades estruturais das proteínas, também 

designados por monómeros. Estes são constituídos por um grupo amina, um grupo 

ácido carboxílico, um átomo de hidrogénio e ainda um grupo variável (grupo R), 

chamado de cadeia lateral, sendo que todos estes se encontram ligados a um carbono-

 (Figura 4.2.).71 

 

 

Figura 4.2. Estrutura geral de um -aminoácido. 

 

Com a exceção da glicina, que não é quiral, todos os aminoácidos podem adotar 

dois tipos de isomeria: L ou D. Os L-aminoácidos são designados como aminoácidos 

naturais uma vez que possuem a mesma configuração que o gliceraldeído natural. Em 

oposição, os D-aminoácidos são designados como aminoácidos não naturais. 

Relativamente à configuração (Figura 4.3.), tendo em conta o sistema de 

nomenclatura Cahn-Ingold-Prelog,72 os L-aminoácidos detêm configuração (S), exceto 

a cisteína e seus derivados. Por outro lado, os D-aminoácidos possuem a configuração 

contrária (R). 

 

 

Figura 4.3. Estereoquímica dos -aminoácidos. 
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4.1.1.3. Atividade ótica 

 

Os -aminoácidos que detêm um centro quiral, existem em duas formas 

estereoisoméricas, formas essas que se encontram relacionadas uma vez que uma é a 

imagem no espelho relativamente à outra. Estas moléculas têm a propriedade de serem 

oticamente ativas, sendo possível determinar o valor da rotação específica ([α]D
T ), que 

é dependente da concentração da amostra, da temperatura e do comprimento de onda 

da luz que é utilizado. Esta medição é realizada num polarímetro e consiste em fazer 

passar luz polarizada através da amostra de um dos enantiómeros, o que faz com que 

o plano de polarização da luz seja girado numa determinada direção, em contrapartida 

o enantiómero oposto ira rodar esse plano no sentido oposto, com o mesmo valor em 

módulo. 

Se o enantiómero rodar o plano da luz polarizada no sentido horário, ou seja, para 

a direita, é denominado por dextrogiro assumindo-se assim que se trata do 

enantiómero (+). Por outro lado, se o plano da luz girar no sentido anti-horário (para a 

esquerda) é denominado por levogiro tratando-se deste modo do enantiómero (−). 

 

 

 

Esta propriedade permite facilmente identificar qual dos dois enantiómeros se 

encontra presente na solução que está a ser analisada (por comparação ao valor 

descrito na literatura). Uma vez que a quiralidade é uma propriedade amplamente 

encontrada em sistemas biológicos também devido à presença de aminoácidos, a 

identificação do enantiómero presente torna-se essencial, já que ambos possuem 

diferenças ao nível da biodisponibilidade, dos metabolitos obtidos, da seletividade em 

relação aos recetores e mesmo ao nível da toxicidade.73 

 

 

4.1.1.4. Formação da ligação amida 

 

A função amida é bastante comum tanto em moléculas complexas como em 

moléculas mais simples. No que diz respeito à Química Medicinal, o grupo carboxamida 

está presente em mais de 25 % dos fármacos conhecidos.74 Esta percentagem é 

espectável uma vez que as carboxamidas são neutras, estáveis e contêm tanto a 

capacidade de serem dadoras como aceitadoras de pontes de hidrogénio. 
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A nível biológico, a formação de uma ligação amida consiste, na condensação 

entre um ácido carboxílico e uma amina, com libertação de uma molécula de H2O. Esta 

reação pode ser realizada, em contexto laboratorial, através de uma condensação direta 

(também denominada por condensação térmica) ou por condensação via éster ativado. 

A condensação direta pressupõe o uso de temperaturas altas (160 – 180 ºC) e libertação 

de água,75 sendo que esta metodologia não é muito comum uma vez que pode ser 

incompatível com outras funções químicas presentes nas moléculas e destruir a 

atividade ótica dos aminoácidos. Por outro lado, a condensação via éster ativado 

consiste essencialmente em quatro passos: proteção de grupos indesejáveis para a 

reação, ativação do acido carboxílico, aminólise e por fim, desproteção dos grupos 

inicialmente protegidos (Figura 4.4.).  

 

 

Figura 4.4. Exemplo esquemático da condensação peptídica (em solução) via éster ativado. 

 

A utilização de grupos protetores é fundamental nas reações de acoplamento 

peptídico, uma vez que o seu uso permite suprimir a reatividade dos grupos funcionais 

que não se pretenda que participem na reação, evitando deste modo a polimerização 

do -aminoácido, uma vez que este se encontra ativado, e consequentemente a 

formação de produtos indesejáveis.  

A escolha dos grupos protetores a serem utilizados também deve ser ponderada 

e seguir um sistema ortogonal, possibilitando assim que tanto a proteção como a 
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desproteção se concretizem de maneira seletiva e que não interfira na quiralidade dos 

-aminoácidos. 

Posteriormente à proteção, segue-se a ativação do ácido carboxílico utilizando 

agentes de acoplamento que irão tornar este ácido mais eletrófilo dispondo-o para o 

ataque da amina, facilitando assim a reação de acoplamento. 

 

 

4.1.1.5. Grupos N-protetores76-77 

 

As aminas são usualmente convertidas em carbamatos (grupos N-protetores) de 

forma a suprimir a sua reatividade, tendo também como vantagem a diminuição da 

probabilidade de racemização dos centros quirais vizinhos. A formação de carbamatos 

é conseguida através da reação entre as aminas com os respetivos cloretos de acilo. 

O grupo terc-butoxicarbonilo (Boc) foi o grupo N-protetor utilizado neste trabalho. 

 

 

 

O grupo Boc é estável na presença da maioria dos nucleófilos e bases, sendo este 

removido sob condições acídicas, ou seja, utilizando alguns ácidos de Lewis como 

BF3OEt2 e ZnBr2,78 ou ácidos de Brønsted-Lowry fortes como ácido trifluoroacético 

(ATA), HCl, H2SO4, entre outros. Apesar de o ATA ser o ácido mais utilizado na remoção 

do grupo Boc (Esquema 4.1.), é necessário ter em consideração que este, além de ser 

corrosivo, carece de alguma seletividade uma vez que este também é capaz de remover 

esteres terc-butílicos em simultâneo.78 

 

 

Esquema 4.1. Mecanismo de remoção do grupo N-protetor Boc utilizando ATA. 
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Também é de salientar a existência de outros grupos N-protetores comummente 

utilizados como é o caso do benziloxicarbonilo (Z ou Cbz) e do 9-

fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc). 

 

 
 

O grupo Z é bastante versátil uma vez que este é estável em diversas condições 

químicas e tem como principal vantagem a possibilidade de este poder ser utilizado em 

simultâneo com outros grupos protetores como o Boc ou o Fmoc. Este grupo é removido 

facilmente através de hidrogenólise catalítica à temperatura ambiente, utilizando Pd/C. 

Existem ainda outros métodos possíveis de remoção usando sódio em amoníaco líquido 

ou HF. 

Quanto ao grupo Fmoc, ao contrário dos outros grupos este é usualmente 

introduzido sob a forma de Fmoc-OSu e não sob a sua forma de cloreto de acilo, uma 

vez que esta última tem como consequência a formação de dipéptidos Fmoc diminuindo 

assim o rendimento da reação de proteção.   

 

 
 

No que diz respeito à desproteção, já que este é estável perante ácidos, 

normalmente é usada uma base, sendo mais comum o uso da piperidina em DMF à 

temperatura ambiente. 

 

 

4.1.1.6. Grupos C-protetores77, 79 

 

Os grupos protetores de ácidos carboxílicos (grupos C-protetores) para além de 

serem utilizados com o objetivo de suprimir a sua reatividade, têm também a vantagem 

de aumentarem a solubilidade do composto em solventes orgânicos. 

Os grupos mais comuns utilizados para mascarar ácidos carboxílicos são o 

metoxilo (-OMe) e o etoxilo (-OEt), tendo como resultado os correspondentes ésteres. 
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Estes grupos podem ser introduzidos através de uma reação de esterificação de 

Fischer utilizando o respetivo álcool (metanol ou etanol) ou o respetivo halogeneto de 

alquilo (como por exemplo, clorometano ou cloroetano). Quanto à remoção, esta pode 

ser realizada através de mecanismos de hidrólise de ésteres. Uma vez que estes grupos 

são estáveis em ambientes acídicos e em condições de hidrogenação catalítica, os 

ésteres metílico e etílico têm a vantagem de poderem ser utilizados conjuntamente com 

os grupos N-protetores.  

Existem outros ésteres mais volumosos que também podem ser utilizados como 

por exemplo o benzílo (-OBn) e o terc-butoxilo (-OtBu). No caso do -OBn, a desproteção 

pode ser feita utilizando HBr/AcOH ou também por hidrogenação catalítica, sendo que 

estas condições podem interferir com alguns grupos N-protetores como é o caso do 

grupo Boc ou grupo Z. O grupo -OtBu também é suscetível do mesmo problema, uma 

vez que a sua remoção é feita utilizando ácidos de Brønsted-Lowry fortes podendo 

afetar o grupo N-protetor Boc.78 

 

 

 

 

4.1.1.7. Agentes de acoplamento 

 

Na síntese peptídica é imprescindível o uso de um agente de acoplamento de 

forma a proporcionar as melhores condições de ataque nucleofílico por parte da amina 

que se pretende acoplar ao ácido carboxílico. O agente de acoplamento tem como 

função tornar o ácido carboxílico mais eletrófilo ativando-o para a aminólise.  

Existem diversas maneiras de ativação do ácido carboxílico, sendo que a forma 

do ácido carboxílico ativado depende do agente ativante utilizado. O agente que foi 

utilizado neste trabalho foi o tetrafluorborato de O-benzotriazoliltetrametilurónio (TBTU), 

sendo também um dos mais utilizados na síntese de péptidos uma vez que apresenta 

algumas propriedades benéficas como a sua alta eficiência em quantidades 

estequiométricas e a boa solubilidade nos solventes orgânicos comummente utilizados 

neste tipo de síntese.80 Apesar de o TBTU existir em duas formas tautoméricas (na sua 
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forma urónio – I e na sua forma guanidina – II), é o tautómero I que participa na ativação 

(Esquema 4.2.).80  

 

 

Esquema 4.2. Formas tautoméricas do TBTU.80 

 

O TBTU pressupõe a existência do ácido carboxílico sob a forma de carboxilato, 

sendo necessário a adição de uma base, como por exemplo, as aminas terciárias N,N-

diisopropil-N-etilamina (DIEA) ou trietilamina (Et3N) para proporcionar a formação do 

mesmo. 

 

 
 

Após a formação do carboxilato, este reage com a forma tautomérica I do TBTU, 

originando o intermediário aciloxicarbénio que, sendo um bom eletrófilo irá ser atacado 

pela amina que se pretende acoplar. Além das vantagens já mencionadas, o uso do 

TBTU também provoca a formação de alguns produtos secundários, como a N,N,N’,N’-

tetrametilureia (TMU) e o 1-hidroxibenzotriazole (HOBt), que são facilmente eliminados 

por extração líquido-líquido utilizando uma solução saturada de NaHCO3 como fase 

aquosa. 

 

 

 

Resumindo, o procedimento de acoplamento peptídico via TBTU, cujo mecanismo 

se encontra representado no Esquema 4.3., consiste em dissolver o ácido carboxílico 

em DCM anidro e posteriormente adicionar um excesso de DIEA. A DIEA para além de 
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garantir a formação do carboxilato ao remover o protão lábil do acido carboxílico também 

aumenta a sua solubilidade. De seguida, adiciona-se o TBTU, que irá ativar o ácido 

carboxílico proporcionando assim o ataque nucleofílico do ácido ativado à amina que 

será o último componente a ser adicionado para se dar a formação da ligação amida e, 

consequentemente, a formação dos produtos secundários já referidos anteriormente.  

 

 

Esquema 4.3. Mecanismo de ativação/acoplamento via TBTU.80  

 

É de salientar a importância da ordem de adição dos componentes desta reação, 

sendo essencial que a amina seja a última a ser adicionada para a obtenção de bons 

rendimentos. Se a amina for adicionada antes da ativação do ácido carboxílico, ou seja, 

em primeiro lugar, esta pode reagir com o TBTU originando outro produto que não o 

desejado como guanidinas (Esquema 4.4.).81 
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Esquema 4.4. Formação de guanidinas através da reação entre aminas primárias com TBTU. 

 

É importante também ter em conta que alguns aminoácidos carregados, como por 

exemplo o ácido glutâmico, podem adsorver água se estiverem expostos ao ar durante 

a reação de acoplamento. Deste modo, torna-se vantajoso o uso de uma atmosfera 

inerte (árgon ou azoto) e de solventes anidros, com o objetivo evitar a hidratação dos 

aminoácidos mais sensíveis e ainda a hidrólise do agente de acoplamento, aumentando 

assim os rendimentos das reações de condensação. 

 

 

Resultados obtidos 

 

Síntese dos glutamatos funcionalizados C-1(a-c) e C-6(a-c) 

 

A síntese dos glutamatos funcionalizados C-1(a-c) e C-6(a-c) com aminas 

neuroprotetoras (Esquema 4.5.) foi realizada via TBTU utilizando DIEA (este 

mecanismo encontra-se representado anteriormente no Esquema 4.3., da secção 

4.1.1.7.). A base terciária DIEA é adicionada em excesso (3 eq.) e tem como função 

promover a desprotonação do ácido carboxílico livre dos glutamatos utilizados, 

convertendo-os em carboxilatos e, por conseguinte, aumentar a solubilidade. Além disso 

a DIEA também irá sequestrar o HCl uma vez que, no caso da amina amantadina, esta 

se encontra sob a forma de sal de cloridrato. De seguida, é então adicionado o TBTU 

com um pequeno excesso (1,1 eq.) e por fim a amina bioativa (a-c) que irá ser acoplada 

para formar a ligação amida.  

Estas reações de acoplamento são realizadas em condições inertes, ou seja, sob 

uma atmosfera de árgon de maneira a evitar a formação de produtos indesejados e 

melhorar desta forma os rendimentos das reações. 
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Esquema 4.5. Síntese dos glutamatos funcionalizados C-1(a-c) e C-6(a-c). 

 

Para estas sínteses foram utilizados os glutamatos comerciais Boc-Glu(OH)-OMe 

e Boc-Glu(OMe)-OH, ou seja, com o ácido carboxílico protegido sob a forma de éster 

metílico tanto na posição-, no caso dos compostos C-1(a-c), como na cadeia lateral 

para os compostos C-6(a-c).  

É necessária a proteção de um dos ácidos carboxílicos para haver seletividade, 

evitando a ligação simultânea da amina aos dois ácidos carboxílicos. A escolha do grupo 

C-protetor metoxilo foi determinada pela sua pequena dimensão, uma vez que se 

pretende que o composto final tenha uma massa molecular restrita ( 500 g/mol). 

Os glutamatos utilizados contêm ainda a amina protegida pelo grupo N-protetor 

Boc, escolhido principalmente pela sua facilidade de remoção e com o objetivo de 

prevenir a formação de produtos indesejados, uma vez que pode facilmente ocorrer a 

ciclização do glutamato originando um derivado do ácido piroglutâmico, o L-

piroglutamato de metilo (Esquema 4.6.). 

 

 

Esquema 4.6. Formação do L-piroglutamato de metilo. 
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O fim da síntese foi determinado pelo consumo total do reagente de partida, 

consumo esse visualizado por TLC. De seguida, realizaram-se apenas extrações 

líquido-líquido básicas dissolvendo os compostos C-1(a-c) e C-6(a-c) em AcOEt e 

utilizando uma solução saturada de NaHCO3 como fase aquosa. Estas extrações 

permitem remover grande parte dos produtos secundários formados durante o 

acoplamento tais como TMU, HOBt, DIEA e seus sais. 

Por fim, os compostos foram purificados por cromatografia de adsorção em coluna 

de gel de sílica, com a exceção do composto C-1b em se conseguiu obter o composto 

puro por precipitação utilizando Et2O.  

É de notar ainda, a tendência existente para os glutamatos funcionalizados na 

cadeia lateral (C-1(a-c)) serem sempre mais polares que os glutamatos funcionalizados 

na posição  (C-6(a-c)) tendo, portanto, estes últimos um Rf sempre maior (Figura 4.5.). 

Este facto revela ser interessante uma vez que evidencia a influência da posição das 

diferentes aminas acopladas na polaridade dos compostos.  

 

 

Figura 4.5. Representação em TLCs dos compostos C-1(a-c) e C-6(a-c), salientando os respetivos valores de Rf 

(Eluente: AcOEt). 

 

A funcionalização dos glutamatos foi assim realizada com sucesso, tendo-se 

obtido os compostos pretendidos com excelentes rendimentos, sendo estes 

semelhantes entre si (Tabela 4.1.). 

 

Tabela 4.1. Resultados obtidos na síntese dos glutamatos funcionalizados C-1(a-c) e C-6(a-c). 

Reagente limitante 
nreagente limitante 

/ mmol 
Produto obtido 

nproduto obtido 

/ mmol 
 / % 

Boc-Glu(OH)-OMe 1,879 C-1a 1,785 95 

Boc-Glu(OMe)-OH 1,884 C-6a 1,714 91 

Boc-Glu(OH)-OMe 2,228 C-1b 2,005 90 

Boc-Glu(OMe)-OH 2,221 C-6b 1,977 89 

Boc-Glu(OH)-OMe 1,536 C-1c 1,444 94 

Boc-Glu(OMe)-OH 1,539 C-6c 1,370 89 
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Síntese dos compostos C-2(a-c) e C-7(a-c) 

 

A síntese dos compostos C-2(a-c) e C-7(a-c) (Esquema 4.7.) consiste na 

remoção acidolítica do grupo N-protetor Boc, utilizando ATA e DCM anidro como 

solvente (mecanismo apresentado anteriormente no Esquema 4.1., secção 4.1.1.5.).  

 

 

Esquema 4.7. Síntese dos compostos C-2(a-c) e C-7(a-c). 

 

O ATA é um ácido forte (pKa = 0,23) comummente utilizado para remover o grupo 

Boc uma vez que tem a vantagem de possuir um ponto de ebulição baixo (p.e.: 72 ºC).82 

Esta propriedade permite isolar o produto obtido apenas a partir da evaporação do ATA 

utilizando o evaporador rotativo. Além disso, adicionou-se MeOH e repetiu-se a 

evaporação para deste modo, evaporar o ATA na sua totalidade por co-evaporação, 

obtendo assim o produto desejado puro, sob a forma de sal de trifluoroacetato. 

Os resultados obtidos para todas as reações de remoção do grupo Boc 

encontram-se representados na Tabela 4.2., sendo os rendimentos elevados (97 – 98 

%) esperados, uma vez que se trata de uma reação eficaz. 

 

Tabela 4.2. Resultados obtidos na síntese dos compostos C-2(a-c) e C-7(a-c). 

Reagente limitante 
nreagente limitante 

/ mmol 
Produto obtido 

nproduto obtido 

/ mmol 
 / % 

C-1a 1,711 C-2a 1,660 97 

C-6a 1,640 C-7a 1,607 98 

C-1b 1,919 C-2b 1,881 98 

C-6b 1,846 C-7b 1,809 98 

C-1c 1,323 C-2c 1,296 98 

C-6c 1,250 C-7c 1,212 97 
 

A remoção do grupo Boc dos compostos C-1(a-c) e C-6(a-c), para obter os 

compostos C-2(a-c) e C-7(a-c) faz com que a amina do aminoácido glicina fique livre 

para posteriormente prosseguir com o plano de síntese e realizar o acoplamento aos 

restantes aminoácidos que constituem o GPE.  
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4.1.1.8. Método de síntese One-pot 

 

A evolução associada à química de péptidos tem vindo a permitir o 

desenvolvimento de novos métodos de síntese de forma a tornar este tipo de reações 

mais sustentáveis e eficazes. No entanto, a maior parte das metodologias pressupõem 

passos intermediários, como por exemplo uma etapa de proteção e, consequentemente, 

desproteção, o que implica um maior uso de reagentes e solventes, uma vez que são 

necessárias purificações intermédias, para além de que ao serem realizados diversos 

passos o rendimento global também poderá ser afetado. 

A metodologia one-pot, também denominada por síntese em cascata,83 tem vindo 

a ser utilizada em diversos tipos de reações com o objetivo de aumentar a 

sustentabilidade associada às mesmas, como por exemplo na síntese de miméticos da 

Progesterona e84 na síntese dos Ácidos endiândricos A e B.85  

 

 

 

Este método consiste em realizar diversas reações em apenas um reator, o que 

permite a eliminação de purificações intermédias, proporcionando assim uma síntese 

mais rápida com custos mais reduzidos, com um aumento da economia atómica e com 

rendimentos elevados, tornando-se assim bastante eficaz.83, 86 

Assim, foi desenvolvido pelo grupo de investigação um método one-pot, no qual 

tive a oportunidade de participar, aplicado à síntese de pequenos péptidos (tri- a 

hexapéptidos),87 que consiste no acoplamento seletivo de aminoácidos em apenas um 

reator e realizando três passos reacionais (Figura 4.6.). 

 

  

Figura 4.6. Representação geral de uma síntese peptídica one-pot (adaptada de Sampaio-Dias e co-autores). 87 
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Esta metodologia comprovou ser rápida, fácil, eficaz e compatível com diversos 

grupos N-protetores (Z, Boc e Fmoc) e utilizando vários tipos de aminoácidos (série D/L 

e não-proteinogénicos). 

O procedimento consiste em, inicialmente, dissolver (em condições inertes) o 

primeiro aminoácido totalmente desprotegido em diclorometano anidro e adicionar uma 

base terciária como DIEA que irá formar o correspondente carboxilato de amónio, 

tornando deste modo a amina livre mais nucleófila. De seguida, é adicionado um 

aminoácido pré-ativado sob a forma de éster succinimídico (-OSu) para se dar o primeiro 

acoplamento. A necessidade de usar aminoácidos pré-ativados pode ser uma 

desvantagem uma vez que estes poderão não estar disponíveis comercialmente, tendo 

assim de requerer a mais um passo para a ativação do mesmo. 

Após cerca de 12h, é adicionado como agente de acoplamento o TBTU, que irá 

ativar in situ o intermediário amida-carboxilato, para após 30 minutos, ao adicionar o 

terceiro aminoácido, se dar o segundo acoplamento desejado. 

No Esquema 4.8. encontra-se representado o mecanismo do acoplamento one-

pot para a síntese do composto C-3a, que serve de exemplo para os restantes 

compostos sintetizados pelo mesmo método (C-3b, C-3c, C-8(a-c) e C-I). 

 

 

Esquema 4.8. Mecanismo da síntese one-pot utilizada para o composto C-3a. 

 

No entanto existem alguns critérios que devem ser tidos em conta para a obtenção 

eficaz do produto pretendido: os produtos secundários obtidos no primeiro acoplamento 

não devem interferir no segundo acoplamento; os produtos secundários obtidos tanto 
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no primeiro acoplamento como no segundo, devem ser facilmente elimináveis; e a 

pureza estereoquímica deve ser preservada. 

 

Uma vez adicionado um aminoácido pré-ativado sob a forma de éster 

succinimídico (-OSu), este ao reagir irá libertar como produto secundário N-

hidroxisuccinimida (HOSu), sendo este um conhecido supressor de racemização 

utilizado na síntese peptídica (ajudando assim a evitar epimerização).88 De seguida, 

uma vez que posteriormente é feita uma ativação via TBTU, este poderá reagir com o 

HOSu formado anteriormente, originando tetrafluoroborato de N,N,N’,N’-tetrametil-O-(N-

succinimidil)urónio (TSTU) e HOBt como produtos secundários (Esquema 4.9.).  

 

 

Esquema 4.9. Produtos secundários obtidos durante a síntese peptídica pelo método one-pot. 

 

A grande vantagem de todos estes produtos secundários referidos anteriormente 

é que podem ser facilmente eliminados no tratamento da reação, ao realizar extrações 

líquido-líquido. Além disso, uma vez que o TSTU é também um agente de acoplamento, 

a eliminação dos produtos secundários durante o método one-pot não é necessária. 
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Resultados obtidos 

 

Síntese dos compostos C-3(a-c), C-8(a-c) e C-I  

 

Os compostos C-3(a-c), C-8(a-c) e C-I foram sintetizados (Esquema 4.10) 

utilizando o método one-pot descrito anteriormente, utilizando inicialmente 1 eq. do 

aminoácido L-prolina comercial totalmente desprotegido, dissolvido em diclorometano 

anidro e sob uma atmosfera de Árgon para evitar a hidrólise do agente de acoplamento 

(TBTU). A esta solução são adicionados 3 eq. de DIEA, uma vez que é necessário 1 eq. 

para desprotonar o ácido carboxílico, os outros 2 eq. para converter os sais de amónio 

tanto da prolina como dos glutamatos funcionalizados nas correspondentes aminas 

livres. 

De seguida, é adicionada a glicina também comercial com a amina protegida pelo 

grupo Boc e com o ácido carboxílico pré-ativado sob a forma de éster succinimida, 

tornando-a mais eletrófila para que o acoplamento se dê mais facilmente. 

Após cerca de 12 horas, é adicionado ao dipéptido Boc-Gly-Pro-O- formado in situ 

e sem qualquer purificação, o agente de acoplamento TBTU, para deste modo formar o 

carboxilato para o acoplamento seguinte. 

Por fim, é adicionado o respetivo glutamato funcionalizado com a amina livre (C-

2(a-c) ou C-7(a-c)), ou o glutamato comercial metilado em ambas as posições, Boc-

Glu(OMe)-OMe, no caso da síntese do controlo C-I, para se dar a condensação in situ 

entre este e o dipéptido formado anteriormente.  

 

 

Esquema 4.10. Síntese dos compostos C-3(a-c), C-8(a-c) e C-I. 

 

Os rendimentos obtidos (Tabela 4.3.) revelaram ser mais baixos que os obtidos 

normalmente para este tipo de reações (80 – 95 %). Estes rendimentos, apesar de não 
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serem comuns, eram esperados uma vez que no fim de todas as reações, após o 

tratamento, era possível visualizar no TLC duas manchas de intensidade considerável, 

quando o expectável seria visualizar apenas uma mancha (correspondente ao produto 

pretendido). Este fenómeno revelou ser mais notório nos compostos C-3c e C-8c, o que 

se reflete no rendimento obtido para o composto C-8c e também se reflete no facto de 

não se ter conseguido isolar o composto C-3c na sua forma pura, apesar de se ter 

verificado a presença do composto pretendido. 

 

Tabela 4.3. Resultados obtidos na síntese dos compostos C-3(a-c), C-8(a-c) e C-I. 

Reagente limitante 
nreagente limitante 

/ mmol 
Produto obtido 

nproduto obtido 

/ mmol 
 / % 

H-Pro-OH 

1,321 C-3a 0,9247 70 

1,277 C-8a 0,8811 69 

1,451 C-3b 0,9867 68 

1,469 C-8b 0,9548 65 

1,074 C-3c 0,7518 n.d. 

0,9459 C-8c 0,4824 51 

2,612 C-I 1,593 61 
n.d. = não determinado  

 

Assim, na tentativa de averiguar qual o produto secundário formado nestas 

reações, procedeu-se ao isolamento de ambas as manchas. 

A análise de 1H-RMN do produto secundário isolado durante a purificação do 

composto C-8c (representativo para os restantes tripéptidos obtidos via one-pot) 

permitiu verificar que se trata do dipéptido Boc-Gly-Pro-OSu (Figura 4.7.). 

 

 

Figura 4.7. Espetro de 1H-RMN (realizado em CDCl3) do produto secundário Boc-Gly-Pro-OSu, obtido na síntese do 

composto C-8c. 

a 

b c d 
e + f 

g 

i + h 
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A formação deste produto pode ter sido causada pelo excesso de tempo de reação 

(12 horas) e, uma vez que o HOSu é também nucleófilo, ocorreu assim a ativação do 

resíduo de Prolina. Por outro lado, o impedimento estereoquímico associado aos 

glutamatos funcionalizados principalmente com a amantadina e a memantina, poderá 

ter dificultado o acoplamento entre estes e o restante dipéptido. 

 

 

Síntese dos compostos C-4(a-c), C-9(a-c) e C-II 
 

A síntese dos compostos C-4(a-c), C-9(a-c) e C-II (Esquema 4.11.) consiste na 

remoção acidolítica do grupo N-protetor Boc, utilizando ATA e DCM anidro como 

solvente (mecanismo apresentado anteriormente no Esquema 4.1., secção 4.1.1.5.). 
 

 

Esquema 4.11. Síntese dos compostos C-4(a-c), C-9(a-c) e C-II. 

 

Os resultados obtidos encontram-se representados na Tabela 4.4., sendo que 

estes (93 – 98 %) não são significativamente diferentes dos rendimentos obtidos na 

remoção do grupo Boc dos compostos C-1(a-c) e C-6(a-c) (97 – 98 %). 

 

Tabela 4.4. Resultados obtidos na síntese dos compostos C-4(a-c), C-9(a-c) e C-II. 

Reagente limitante 
nreagente limitante 

/ mmol 
Produto obtido 

nproduto obtido 

/ mmol 
 / % 

C-3a 0,8637 C-4a 0,8378 97 

C-8a 0,8202 C-9a 0,8038 98 

C-3b 0,8196 C-4b 0,8032 98 

C-8b 0,7711 C-9b 0,7557 98 

C-3c 0,6956 C-4c 0,6608 95 

C-8c 0,3783 C-9c 0,3518 93 

C-I 1,166 C-II 1,119 96 
 

A desproteção dos compostos C-3(a-c), C-8(a-c) e C-I permitiu obter os 

compostos C-4(a-c), C-9(a-c) e C-II, possibilitando a obtenção imediata de uma série 
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de compostos finais em que a amina do aminoácido de glicina dos conjugados de GPE 

se encontra livre.  

 

 

4.1.2. Reação de N-alquilação – Aminação redutiva 
 

A reação de aminação redutiva (também denominada de N-alquilação de aminas, 

uma vez que é introduzido um grupo alquilo no grupo amina) é um método de síntese 

de aminas primárias, secundárias ou terciárias utilizando aldeídos ou cetonas, via imina 

ou ião imínio (no caso do uso de aminas secundárias) como intermediário, que tem 

revelado ser bastante útil e versátil na farmacêutica.89 

A amina utilizada na reação depende então da amina final desejada, ou seja, ao 

utilizar amoníaco obtém-se uma amina primária, por sua vez ao usar uma amina 

primária obtém-se uma amina secundária e, por fim, se for utilizada uma amina 

secundária é obtida uma amina terciária. A amina escolhida é exposta a um aldeído ou 

uma cetona, dependendo do grupo alquilo que se pretende introduzir, para se dar uma 

reação de condensação, formando assim uma ligação carbono-azoto e obtendo então 

o produto desejado (Esquema 4.12.).90 

 

 

Esquema 4.12. Resumo geral dos produtos possíveis a partir da reação de aminação redutiva. 

 

Inicialmente o aldeído (ou cetona) e a amina são dissolvidos em 1,2-dicloroetano 

(DCE), tetraidrofurano (THF) ou acetonitrilo, uma vez que são solventes amplamente 

utilizados neste tipo de reações.91 De seguida, existem dois métodos possíveis na 

realização da reação de aminação redutiva: o método direto e o método indireto. Em 

relação ao método direto (Esquema 4.13.), a reação ocorre totalmente in situ, 
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adicionando-se todos os componentes (amina, aldeído e agente redutor) desde o início 

para obter a correspondente amina alquilada. 
 

 

Esquema 4.13. Reação geral de aminação redutiva pelo método direto. 

 

O método indireto consiste no isolamento da imina intermediária (ou ião imínio), 

para posteriormente ser adicionado o agente redutor com o objetivo de reduzir a mesma 

e obter o produto pretendido.91 

O uso de um agente redutor é importante pois, uma vez que ocorre a formação da 

imina como intermediário, é necessária a adição de um agente seletivo para transformar 

a imina na correspondente amina pretendida. O agente redutor irá reagir mais 

rapidamente com a ligação dupla da imina do que com o grupo carbonilo devido à sua 

seletividade e, após protonação obtém-se o produto desejado. 

 

 

4.1.2.1. Agentes redutores  

 

Existem diversos métodos que podem ser utilizados para a redução da imina 

intermediária formada durante a reação de aminação redutiva, sendo que a escolha é 

crucial para o sucesso da reação. 

A hidrogenação catalítica, em que é utilizado paládio, platina ou níquel como 

catalisador, é um tipo de reação que pode ser utilizada na redução (Esquema 4.14.).92-

95  Este método consiste em utilizar H2 como agente redutor, sendo que, para além de 

conter a desvantagem de necessitar de elevadas quantidades de amina, também pode 

apresentar outro tipo de inconvenientes tais como a obtenção de uma mistura de 

produtos, baixos rendimentos e também a incompatibilidade com diversos compostos 

que contém ligações duplas ou triplas de C-C, também com o grupo N-protetor Z e ainda 

com outros grupos que também poderão sofrer redução como por exemplo grupos nitro, 

ciano e furanilo.93  
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Esquema 4.14. Esquema geral de uma hidrogenação catalítica utilizada na aminação redutiva. 

 

Mais recentemente, têm vindo a ser utilizados diversos tipos de hidretos, como por 

exemplo o cianoborohidreto de sódio (NaBH3CN) sendo este um reagente 

extensivamente referido na literatura como agente redutor utilizado em aminações 

redutivas.90, 96 
 

 
 

Este agente redutor reage mais rapidamente com a imina intermediária, pois 

devido às condições acídicas utilizadas com este reagente, a imina é protonada ficando 

assim facilitado o ataque por parte do NaBH3CN.90 Apesar desta vantagem, o uso deste 

agente redutor pressupõe a utilização de quantidades elevadas de amina,97 a reação é 

geralmente mais lenta quando utilizadas aminas pouco básicas98 e ainda, para além 

deste reagente ser tóxico,99 o seu uso proporciona a formação de produtos secundários 

também tóxicos como o HCN e o NaCN. 
 

O agente utilizado neste trabalho foi o triacetoxiborohidreto de sódio 

(NaBH(AcO)3), conhecido por STAB (do inglês Sodium triacetoxyborohydride), sendo 

este também comummente utilizado em reações de aminação redutiva. 
 

 
 

Este agente redutor é amplamente utilizado não só devido à sua seletividade, uma 

vez que atua preferencialmente em aminações de aldeídos do que em cetonas, mas 

também devido às condições suaves de redução que proporciona, condições essas 

causadas pelo efeito estérico e efeito da densidade eletrónica (Figura 4.8.), sendo que 

estes efeitos são provocados pelos três grupos etoxilos, que estabilizam a ligação boro-

hidrogénio.100 
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Figura 4.8. Efeito estérico de densidade eletrónica presente no NaBH(AcO)3. 

 

O mecanismo de aminação redutiva (direta) para obter uma amina alquilada com 

um grupo metilo, utilizando STAB como agente redutor (Esquema 4.15.), consiste no 

ataque nucleofílico da amina ao formaldeído, em que por adição ocorre a formação de 

um hemiaminal. De seguida, ocorre troca protónica entre o grupo hidroxilo e o grupo 

amina do hemiaminal, troca essa que provocará a eliminação de uma molécula de água 

por desidratação, formando assim, neste caso, uma imina. A imina irá ser reduzida 

devido à presença de um agente redutor (como por exemplo, STAB) sendo que o 

produto resultante será protonado pela água produzida na reação ou mesmo pela água 

presente na solução de formaldeído que foi adicionada, formando assim a amina 

metilada pretendida.  
 

 

Esquema 4.15. Mecanismo de monometilação por aminação redutiva utilizando 1 eq. de formaldeído e 

triacetoxiborohidreto de sódio como agente redutor.  

 

Usando 2 eq. de formaldeído obtém-se a correspondente amina dimetilada, sendo 

que o mecanismo da segunda metilação é análogo ao apresentado no Esquema 4.15.. 
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Resultados obtidos 
 

Síntese dos conjugados finais C-5(a-c) e C-10(a-c) / Síntese do controlo C-III 
 

Inicialmente, o plano de síntese dos compostos C-5(a-c) e C-10(a-c) tinha como 

objetivo o uso do reagente comercial N,N-dimetilglicina (DMG). Assim, de forma a 

comprovar o sucesso deste método realizou-se uma condensação peptídica simples via 

TBTU para o acoplamento da DMG ao dipéptido H-Pro-Glu(OMe)-OMe que já tinha sido 

sintetizado previamente pelo grupo (Esquema 4.16.). 
 

 

Esquema 4.16. Tentativa de síntese para obtenção do composto C-III, utilizando a N,N-dimetilglicina. 

 

Verificou-se por TLC a formação de diversas manchas, sendo que uma delas 

pensou-se que poderia corresponder ao produto pretendido. Após a realização do 

tratamento (extrações básicas líquido-líquido) constatou-se a perda do composto para 

a fase aquosa. Este facto não era expectável uma vez que, sendo uma amina terciária 

é mais hidrofóbica, mas mesmo com extrações sucessivas, não foi possível recuperar 

o composto obtido, para averiguar se seria efetivamente o composto pretendido. 

 

Uma vez que o método testado revelou ser bastante problemático para além de 

formar diversos produtos, decidiu-se testar a realização da aminação redutiva utilizando 

os compostos C-4(a-c), C-9(a-c) e C-II (mecanismo apresentado no Esquema 4.15., 

secção 4.1.2.1.) para a síntese dos compostos C-5(a-c), C-10(a-c) e  C-III (Esquema 

4.17.). 
 

 

Esquema 4.17. Síntese dos conjugados finais C-5(a-c), C-10(a-c) e respetivo controlo C-III. 
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Assim, esta síntese iniciou-se com os compostos C-4(a-c), C-9(a-c) e C-II 

previamente dissolvidos em 1,2-dicloroetano. De seguida adicionou-se 2,5 eq. de 

formaldeído (solução aquosa a 37% m/v), uma vez que se pretende a dimetilação da 

amina dos compostos mencionados. De seguida, adicionou-se um excesso de agente 

redutor, 5 eq. de STAB, para deste modo obter a amina dimetilada. É necessário o uso 

de um excesso significativo de agente redutor, uma vez que foi utilizada uma solução 

aquosa de CH2O e, portanto, parte do STAB pode ser hidrolisado. 

Este método revelou ser bastante mais limpo uma vez que não se verificou a 

formação de tantos produtos secundários como no primeiro método testado. A 

vantagem desta abordagem é que os compostos sintetizados são solúveis em DCM e o 

excesso de agente redutor não é solúvel nesse solvente orgânico. Assim, o tratamento 

dos compostos C-5(a-c), C-10(a-c) e C-III consistiu na filtração por vácuo do excesso 

de agente redutor, em que se recuperaram as águas-mãe. De seguida, os compostos 

foram concentrados através da evaporação do solvente utilizando o evaporador rotativo, 

sendo que apenas com esse tratamento os compostos ficaram puros, com a exceção 

dos compostos C-5a e C-III que necessitaram de purificação por cromatografia de 

adsorção em coluna de gel de sílica. 

Assim foram obtidos bons rendimentos, entre os 60 – 75% (Tabela 4.5.), utilizando 

um novo método de tratamento mais vantajoso uma vez que evita a realização de 

extrações e também, na maior parte das vezes, evita mesmo a purificação por coluna.  

 

Tabela 4.5. Resultados obtidos na síntese dos compostos C-5(a-c), C-10(a-c) e C-III. 

Reagente limitante 
nreagente limitante 

/ mmol 
Produto obtido 

nproduto obtido 

/ mmol 
 / % 

C-4a 0,6139 C-5a 0,4420 72 

C-9a 0,5917 C-10a 0,4142 70 

C-4b 0,6077 C-5b 0,4497 74 

C-9b 0,5324 C-10b 0,3993 75 

C-4c 0,4935 C-5c 0,2961 60 

C-9c 0,1825 C-10c 0,1095 60 

C-II 0,8261 C-III 0,5617 68 
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4.1.3. Resolução da amina 1-MeTIQ 

 

4.1.3.1. Introdução geral 

 

Muitos fármacos são administrados sob a forma de racematos. Um exemplo é o 

acido (R,S)-2-(isobutilfenil)-propanóico, também conhecido por ibuprofeno, utilizado no 

tratamento de diversos sintomas como inflamações e febre.101  

No entanto, em todos os fármacos, cada enantiómero representa um papel 

importante na farmacodinâmica e/ou farmacocinética do respetivo fármaco.102  

 

 

 

Em 1848, Louis Pasteur foi o pioneiro na separação de dois enantiómeros de uma 

mistura racémica, ao realizar a resolução do sal tartarato de sódio e amónio 

(Esquema 4.18.) separação essa que o próprio comprovou ao fazer passar luz 

polarizada através de uma solução de cada um destes e observar que um girava a luz 

no sentido dextrógiro ([α]D = + 12, 7) e o outro rodava no sentido contrário ([α]D = − 12, 

7).103  
 

 

Esquema 4.18. Resolução do tartarato de sódio e amónio. 

 

Alguns anos depois, em 1853, Louis Pasteur, utilizando bases quirais de 

quinuclidina, como a quinotoxina e a cinchotoxina em conjunto com o ácido tartárico 

na sua forma racémica, conseguiu obter um excesso enantiomérico do ácido L-tartárico 

e do ácido D-tartário, respetivamente (Esquema 4.19.).103-104 
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Esquema 4.19. Resolução química do ácido tartárico. 

 

Ainda, Louis Pasteur também foi o primeiro a realizar uma resolução cinética 

enzimática, ao observar que o L-tartarato de amónio era digerido pelo fungo Penicillium 

Glaucum, enquanto que o D-tartarato de amónio ficava intacto.105  

Assim, a síntese de compostos enantiomericamente puros tem vindo a ter cada 

vez mais importância, sendo um desafio para a química orgânica e tendo principalmente 

dois tipos de resolução: a resolução enzimática e a resolução química.  

 

 

4.1.3.2. Resolução Enzimática 

 

A resolução enzimática pode ser dividida em dois métodos principais: a resolução 

cinética clássica (KR, do inglês Kinetic Resolution) e a resolução cinética dinâmica 

(DKR, do inglês Dynamic Kinetic Resolution). A primeira consiste em tratar o racemato 

com uma enzima que irá reconhecer estereoseletivamente um dos enantiómeros 

convertendo-o num produto diferente, enquanto que o outro enantiómero permanece 

intacto, dando-se então a separação dos enantiómeros devido às suas diferentes 

propriedades físicas.  

Relativamente à resolução de aminas, normalmente ocorre a acilação assimétrica 

de um dos enantiómeros mediada por lípases, sendo que este tipo de resolução tem 

vindo a ser cada vez mais comum, tanto aplicada a aminas primárias como 
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secundárias.106-107 Torna-se também vantajoso o uso da acilação catalisada via enzima 

em comparação com a acilação não-catalisada, uma vez que, sendo as aminas 

nucleófilos fortes, se não fossem utilizadas enzimas a acilação poderia ocorrer de uma 

forma não-seletiva, levando a um menor excesso enantiomérico (ee) do produto. A 

maior desvantagem deste tipo de resolução é que, teoricamente, os dois enantiómeros 

apenas podem ser obtidos com um rendimento máximo de 50%. 

Kitaguchi e co-autores, em 1989, realizaram uma das primeiras acilações mediada 

por enzimas, tendo testado várias lipases e proteases na resolução da -feniletilamina 

utilizando butirato de 2,2,2-trifluoroetilo como agente acilante.108 
 

 

 

Além da escolha da enzima a utilizar, os mesmos autores observaram a influência 

do solvente na enantiosseletividade da reação, tendo os melhores resultados (ee  99%) 

ao utilizar a subtilisina como protease e 3-metil-3-pentanol como solvente. 

A mesma enzima (subtilisina) e o mesmo solvente (3-metil-3-pentanol) foram 

também utilizados por Gutman Aire e co-autores em 1992, na resolução cinética do 1-

aminoindano (Esquema 4.20.) obtendo um ee  98 %.109 
 

 

Esquema 4.20. Resolução enzimática do 1-aminoindano, utilizando subtilisina. 

 

Alguns anos depois, em 1996, a farmacêutica Bayer, conseguiu realizar a hidrólise 

enantiosseletiva da N-(1-(4-clorofenil)etil)acetamida (ee  99%), utilizando a lípase 

Candida antarctica B (CALB) (Esquema 4.21.).110 

 

 

Esquema 4.21. Hidrólise de uma acetamida mediada pela lipase CALB. 
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Esta enzima tem propriedades muito benéficas como uma elevada 

enantiosseletividade para uma vasta gama de substratos, estabilidade térmica e ainda, 

estabilidade em solventes orgânicos.111-112 

A CALB é comumente imobilizada numa superfície hidrofóbica, como numa resina 

acrílica e utilizada sob esta forma, sendo designada por Novozym 435 (sendo esta 

comercial). Esta também tem vindo a ser utilizada com sucesso, por exemplo, na 

acilação enantiosseletiva de derivados da 1-fenilprop-2-in-1-amina (ee  88%), 

utilizando acetato de etilo como agente acilante e éter etílico como solvente (Esquema 

4.22.).113 

 
 

 

Esquema 4.22. Resolução da 1-fenilprop-2-in-1-amina utilizando Novozym 435.113 

 

Relativamente à resolução cinética dinâmica, o racemato é resolvido através da 

transformação química de um dos enantiómeros (o que tiver menor energia de ativação), 

ocorrendo a racemização in situ do outro enantiómero, sendo possível obter um 

rendimento teórico de 100 % (Esquema 4.23.).114 

 

 

Esquema 4.23. Representação geral do processo de resolução cinética dinâmica. 

 

Filice e co-autores,115 realizaram a resolução cinética dinâmica da -feniletilamina, 

utilizando um método híbrido proteico-inorgânico, ao usar uma mistura da enzima CALB 

com Pd(OAc)2 em meio aquoso (Esquema 4.24.). Neste caso, a CALB atua como 

agente redutor dos catiões de Pd (II), proporcionando a formação de pequenas 

partículas de Pd dentro do complexo enzimático. Este complexo Pd / CALB demonstrou 

obter atividade de acilação e racemização, sendo que, o seu uso como catalisador 
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bifuncional neste tipo de resolução enzimática, permitiu obter a -feniletilamina com 

bons rendimentos e excelente ee ( 99%).115 

 

 

Esquema 4.24. Resolução cinética dinâmica da -feniletilamina, utilizando Pd/CALB e AcOEt.115 

 

 

4.1.3.2.1. Resolução enzimática da 1-MeTIQ 

 

A enzima descrita na literatura para resolução da 1-MeTIQ é a lípase Candida 

rugosa (também conhecida por CRL). G. F. Breen, em 2004, realizou um screening 

utilizando diversos tipos de lipases e esterases (usando acetato de etilo como agente 

acilante e éter diisopropílico como solvente), sendo que a CRL foi a única que 

demonstrou alguma atividade. O mesmo autor utilizou também esta enzima com 

diversos carbonatos de alilo e fenilo substituídos (com o grupo nitro, bromo e 

diferentes éteres, em várias posições), como agentes acilantes.60  

 

 
 

O melhor resultado foi obtido utilizando o carbonato de alilo e 3-metoxifenilo 

como agente acilante, originando a (S)-MeTIQ com um rendimento de 46 % e um ee de 

99,65 %.60  

 

 

 

No entanto, existem alguns problemas reportados associados a escassez de 

reprodutibilidade aquando o uso desta enzima. Esta desvantagem está relacionada com 

as condições, como a temperatura e a escolha do solvente, mas também com o lipase 

loading, o perfil isoenzimático e a influência do substrato.116 
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Resultados obtidos 

 

Tentou-se realizar a resolução cinética enzimática da 1-MeTIQ com a enzima 

Novozym 435 (Esquema 4.25.), uma vez que o grupo de investigação possui uma 

experiência positiva na utilização da mesma.117 Inicialmente, dissolveu-se a amina em 

Tolueno (4 mL) e de seguida, adicionou-se o agente acilante respetivo (0,5 – 0,6 eq.), 

sendo que foram utilizados três agentes acilantes, como se encontra representado na 

Tabela 4.6.. Após a adição da enzima (25% m/m), a solução ficou em agitação orbital 

(48 horas), sendo esta reação acompanhada por TLC. 

 

 

Esquema 4.25. Tentativa de resolução cinética enzimática da 1-MeTIQ usando Novozym 435. 

 

 

Tabela 4.6.  Quantidades utilizadas tentativa de resolução cinética enzimática da 1-MeTIQ. 

Reagente  

limitante 

nreagente limitante 

/ mmol 
Agente acilante 

nagente acilante 

/ mmol 
Solvente t / h 

1-MeTIQ 

1,462 Acetato de vinilo 0,7310 

Tolueno 48 0,6936 Acetato de etilo 0,4162 

0,7401 Dimetilcarbonato 0,4441 
 

Foi possível concluir pela observação dos TLCs realizados ao longo das reações, 

que a tentativa de resolução não foi bem-sucedida, uma vez que não se observou a 

formação do produto acilado. Estes resultados podem ter sido causados essencialmente 

por três motivos: a enzima pode não ser seletiva para este tipo de substrato; os agentes 

acilantes utilizados podem não ter sido os mais adequados; e o solvente pode não ter 

sido o mais apropriado. 

 

 

4.1.3.3. Resolução Química 

 

O princípio da separação de dois enantiómeros, através da resolução química, 

consiste no uso de um reagente auxiliar enantiomericamente puro, com a posterior 

formação preferencial de um dos diastereoisómeros que, devido às diferenças nas 

propriedades pode ser isolado, recuperando ainda o reagente auxiliar utilizado 

(Esquema 4.26.). 
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Esquema 4.26. Representação geral da resolução química utilizando um agente de resolução quiral. 

 

A formação de diastereoisómeros ocorre devido à presença de um agente de 

resolução quiral que irá reagir com o racemato. Este agente pode ser introduzido através 

de diferentes tipos de reação, ácido-base, condensação, acoplamento peptídico, 

substituição, entre outras, sendo que o tipo de reação que ocorre depende do agente 

quiral e da natureza química do racemato. 

Uma das estratégias de resolução mais utilizadas e mais relevante é a formação 

de sais diastereoisoméricos, devido à facilidade de recuperar o auxiliar quiral utilizado. 

Estes sais formam-se utilizando ácidos ou bases na sua forma racémica e um agente 

de resolução enantiomericamente puro básico ou ácido, respetivamente. Uma vez que 

os diastereoisómeros possuem propriedades físico-químicas diferentes, 

nomeadamente a solubilidade, torna-se possível a separação dos mesmos, isto quando 

ocorre cristalização preferencial (também denominada por resolução por arrastamento), 

ou seja, quando apenas um dos diastereoisómeros cristaliza e o outro é solúvel no 

solvente utilizado.118 Addison Ault demonstrou a aplicação deste método de 

resolução,119 que consiste na resolução da -feniletilamina (sendo que esta amina já foi 

resolvida na presença de uma enzima, como foi demonstrado na secção 4.1.3.2.) 

usando o ácido (R,R)-tartárico (Esquema 4.27.). 

 

 

Esquema 4.27. Resolução por cristalização da -feniletilamina utilizando o ácido (R,R)-tartárico. 
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O ácido (R,R)-artárico (já mencionado na secção 4.1.3.1.) é um agente de 

resolução muito utilizado para formar sais diastereoisoméricos. Neste caso, o 

diastereoisómero (S)-feniletilamónio / (R,R)-tartarato cristaliza rapidamente em metanol 

(e o outro diastereoisómero é solúvel neste solvente), sendo que após a recuperação 

dos cristais e um tratamento ácido (com HCl aquoso), é possível extrair o agente de 

resolução com Et2O, ficando a (S)-feniletilamina [(S)-PEA, do inglês (S)-

phenylethylamine] sob a forma de sal de amónio na fase aquosa. De seguida, o sal 

obtido na fase aquosa é extraído utilizando uma solução básica de NaOH e Et2O, 

obtendo-se assim a (S)-PEA enantiomericamente pura (Esquema 4.28.). Para 

conseguir obter o outro enantiómero, a (R)-feniletilamina [(R)-PEA], é utilizado o mesmo 

processo a partir da solução metanólica, ou seja, a partir das águas-mãe obtidas a partir 

da filtração dos cristais do sal diastereoisomérico com a (S)-PEA.119 

 

 

Esquema 4.28. Reação de basificação para obtenção da (S)-feniletilamina. 

 

Estas duas aminas enantiomericamente puras são bastante úteis uma vez que as 

próprias também são muito utilizadas como agentes de resolução não só em reações 

de ácido-base, como também outros tipos de reações, uma vez que são facilmente 

recuperáveis.120 Estas aminas são utilizadas para obter as correspondentes iminas 

quirais (pela condensação com aldeídos), para posterior uso em, por exemplo, reações 

assimétricas de aza-Diels-Alder,121 de hidrogenação ou adição nucleofílica.120  

 

O ácido mandélico é outro agente também muito comum, utilizado para a 

introdução de centros estereogénicos em transformações estereoseletivas.122  

 

 

 

A resolução da 1-naftalen-1-iletanamina realizada por Vijayavitthal T. Mathad e 

co-autores,123 é um exemplo do uso do ácido mandélico para a formação de sais 

diastereoisoméricos. 
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Esta resolução consistiu em aquecer (55 – 60 ºC) uma mistura constituída por esta 

amina racémica e o ácido (R)-mandélico em etanol até obter uma solução límpida. De 

seguida, foi realizado um arrefecimento ate os 25 – 30 ºC até obter um sólido, que foi 

filtrado e identificado como sendo o sal de (R)-1-naftalen-1-iletanamónio de mandelato. 

De seguida, este sofreu um tratamento básico, obtendo-se o isómero (R) pretendido 

com um rendimento de 72% e pureza enantiomérica maior que 99,5%. O isómero (S) 

foi obtido estabilizando as águas-mãe numa temperatura de 15 ºC durante um longo 

período de tempo, sendo que, como este isómero não era o mais desejado, após a sua 

recuperação utilizando tratamento básico, este foi sujeito a racemização para a 

recuperação do racemato, utilizando DMSO, KOH e temperaturas elevadas (Esquema 

4.29.).123 

 

 

Esquema 4.29. Resolução da 1-naftalen-1-iletanamina, utilizando o ácido (R)-mandélico.123 

 

 

Outro exemplo de cristalização preferencial é a resolução do ibuprofeno 

utilizando o aminoácido (S)-lisina como agente de resolução, realizada por Apurba 

Bhattacharya e David Murphy.124 Neste caso, ocorreu primeiramente a cristalização do 

sal com (S)-ibuprofeno a 22 ºC e, posteriormente, cristalizaram as águas-mãe 

utilizando uma temperatura menor (0 ºC), obtendo o sal com o (R)-ibuprofeno 

(Esquema 4.30.).  
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Esquema 4.30. Cristalização preferencial do ibuprofeno / (S)-lisina.124 

 

Neste caso ocorreu inicialmente a cristalização cinética, e depois, uma 

cristalização termodinâmica baseada na mudança de temperatura. De seguida, estes 

foram sujeitos a um tratamento acídico com uma solução aquosa de HCl, para deste 

modo obter os compostos enantiomericamente puros pretendidos.124 

Por vezes, pode acontecer a cristalização de ambos os sais diastereoisoméricos, 

podendo ocorrer a cristalização de ambos como mistura de cristais enantiopuros 

(denominando-se de conglomerados), sendo neste caso a resolução denominada por 

resolução espontânea. Este método é menos comum, devido às dificuldades 

associadas à separação dos sais formados, no entanto, por vezes estes podem ser 

separados utilizando métodos mecânicos que se baseiam, principalmente, nas 

diferenças das formas do cristal formado por cada diastereoisómero, 125-126  ou mesmo 

utilizando os métodos referidos na cristalização preferencial quando possível.127 

 

 

4.1.3.3.1. Resolução Química da 1-MeTIQ 

 

Atualmente, não se encontra reportado nenhum método de resolução da 1-MeTIQ. 

A única tentativa de obter esta amina enantioméricamente pura reportada é a realização 

da síntese completa desta amina através de um procedimento eficiente (com rendimento 

global de 51%),61 mas que tem como desvantagem o número elevado de passos 

reacionais (Esquema 4.31.).  
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Esquema 4.31. Síntese quiral da 1-MeTIQ.61 

 

 

Resultados obtidos 

 

Tentativa de resolução por cromatografia em coluna 

 

Inicialmente como o objetivo seria realizar a funcionalização dos glutamatos (Boc-

Glu(OH)-OMe e Boc-Glu(OMe)-OH), realizou-se o acoplamento da 1-MeTIQ com o Boc-

Glu(OH)-OMe (Esquema 4.32.), na tentativa de avaliar a possibilidade da formação de 

diastereoisómeros separáveis por cromatografia em coluna. 

 

 

Esquema 4.32. Tentativa de resolução da 1-MeTIQ através do acoplamento com Boc-Glu(OH)-OMe via TBTU. 
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Após a reação, que ocorreu com sucesso como demonstrado no espetro 

apresentado na Figura 4.9., realizaram-se diversos testes de eluentes (Tabela 4.7.) 

com a finalidade de conseguir separar os dois diastereoisómeros formados, contudo, 

não foi possível isolar, separadamente, os mesmos diastereoisómeros. 

 

Figura 4.9. Espetro de 1H-RMN em CDCl3 do composto Boc-Glu(1-MeTIQ)-OMe. 

 

 

 

Tabela 4.7. Eluentes testados para a separação dos diastereoisómeros de Boc-Glu(1-MeTIQ)-OMe. 

Eluentes Proporção 

AcOEt - 

AcOEt / Hex 1:3 

DCM / MeOH 5:1 

DCM / MeOH 8:1 

DCM / MeOH 10:1 
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Tentativa de resolução via formação de sais diastereoisoméricos 

 

Uma vez sendo uma técnica de resolução bastante comum, a segunda tentativa 

de resolução química da amina 1-MeTIQ consistiu em realizar várias experiências com 

a finalidade da formação de sais diastereoisoméricos possíveis de separar a posteriori. 

Assim, utilizaram-se como agentes de resolução, os diversos ácidos quirais 

representados no Esquema 4.33., para a formação dos correspondentes sais 

pretendidos. 

 

 

Esquema 4.33. Ácidos quirais utilizados na tentativa de resolução da 1-MeTIQ. 

 

Testaram-se ainda diversos solventes (Tabela 4.8.), com o objetivo proporcionar 

as condições ideais para se dar a cristalização de pelo menos um dos 

diastereoisómeros. 
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Tabela 4.8. Condições utilizadas e resultados obtidos na tentativa de resolução da 1-MeTIQ por cristalização. 

Agente de  

resolução 
Solventes Proporção Resultado 

Ácido (S)-mandélico 

Et2O - Precipitado branco 

Et2O / MeOH 4:2 
Precipitado branco 

+ óleo viscoso 
amarelado 

Et2O / MeOH 5:1 
Precipitado branco 

+ óleo viscoso 
amarelado 

Ácido (R)-mandélico 

Et2O - Solução límpida 

Et2O / MeOH 5:1 Solução límpida 

Hex - Solução límpida 

Hex / MeOH 6:1 Solução límpida 

Ácido (R,R)-tartárico 

Et2O - Solução límpida 

Et2O / MeOH 5:1 Solução turva 

Et2O / MeOH 4:1 Solução límpida 

Hex / MeOH 6:1 Solução límpida 

Boc-L-Val-OH 

Et2O - Solução límpida 

Et2O / MeOH 5:1 Solução límpida 

Hex / MeOH 6:1 Solução límpida 

Z-Ala-OH 
Et2O - Solução límpida 

Et2O / MeOH 5:1 Solução límpida 

Boc-Ser-OH 
Et2O - Solução límpida 

Et2O / MeOH 5:1 Solução límpida 

Boc-Pro-OH 
Et2O - Solução límpida 

Et2O / MeOH 5:1 Solução límpida 

Boc-D-Met-OH 
Et2O - Solução límpida 

Et2O / MeOH 5:1 Precipitado branco 
 

É possível concluir que nenhumas das experiências permitiu obter um resultado 

satisfatório para proporcionar a separação dos sais diastereoisoméricos. Ao testar 

diversos solventes, apenas o ácido (S)-mandélico e a Boc-D-Met-OH permitiram obter 

um resultado que se poderia prever uma possível separação. No caso do ácido (S)-

mandélico, após a filtração do precipitado obtido, verificou-se que estes ficaram com um 

aspeto de óleo muito viscoso, tendo-se identificado como sendo a mistura racémica. Por 

outro lado, ao utilizar a Boc-D-Met-OH, verificou-se a formação de um precipitado que 

foi devidamente isolado, sendo que este foi identificado como sendo apenas a Boc-D-

Met-OH e não como o sal pretendido, podendo não ter ocorrido a formação do sal, ou 

este se ter formado, mas ter-se decomposto a posteriori. 

Assim, apesar de se terem testado diversos solventes em várias proporções, 

poderiam ter sido testadas outras condições como por exemplo mudanças de 

temperatura, para deste modo proporcionar uma melhor solubilidade diferencial dos sais 

diastereoisoméricos. 
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Resolução utilizando Cloreto de (S)-(+)-10-canfor-sulfonilo 

 

Nesta tentativa de resolução da amina 1-MeTIQ utilizou-se o Cloreto de (S)-(+)-

10-canfor-sulfonilo, com o objetivo de, após a formação da sulfonamida, tentar a 

separação dos diastereoisómeros formados (Esquema 4.34.). 

 

 

Esquema 4.34. Reação de formação dos diastereoisómeros utilizando cloreto de (S)-(+)-10-canfor-sulfonilo. 

 

Assim, dissolveu-se a 1-MeTIQ em DCM anidro, num ambiente inerte (Árgon), 

uma vez que o cloreto de sulfonilo pode sofrer hidrólise, de seguida adicionou-se 1,2 

eq. de Et3N, uma vez que é necessário a captura do HCl que se irá formar in situ.  

 

Após o tratamento procedeu-se à purificação da mistura obtida por cromatografia 

em coluna tendo-se isolado um dos compostos. O espetro de 1H-RMN obtido para o 

composto isolado (secção 6.1.6.1.), revelou que se trata de apenas um dos 

diastereoisómeros. A análise do espetro aparentemente parecia compatível com a 

estrutura prevista (sulfonamida), contudo, consegue perceber-se uma lomba a campos 

baixos (ca. 8 ppm), que pode ser indicativo de um sinal característico de protões 

acídicos. Preparou-se uma nova solução do composto isolado em CDCl3 com uma 

concentração diferente para se verificar se este sinal sofria alguma alteração, uma vez 

que os protões lábeis se deslocam consoante a concentração da amostra e da 

temperatura (Figura 4.10.). O resultado obtido permitiu concluir que se tratam de 

protões lábeis, uma vez que houve deslocamento do sinal (ca. 5.2 ppm) e, portanto, 

indicativo que a estrutura não poderia ser a sulfonamida esperada. 
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Figura 4.10. Espetros de 1H-RMN (CDCl3), truncados para o diastereoisómero isolado (C-1d) obtido da reação da 1-

MeTIQ racémica e o cloreto (S)-(+)-10-canforsulfonilo a diferentes concentrações (A e B). 

 

Este sinal não seria espectável para o composto pretendido, suspeitando-se assim 

da existência do sal (S)-(+)-10-canforsulfonato de 1-metil-1,2,3,4-tetraidroisoquinolin-2-

io (C-1d). 

 

 

 

Deste modo, decidiu-se realizar uma análise de massa (ESI-MS), tanto em modo 

positivo (Figura 4.11.) como em modo negativo (Figura 4.12.), para confirmar qual o 

composto realmente sintetizado. 

 

 

 

A B 
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Figura 4.11. Espetro de massa (ESI-MS), em modo positivo, do composto C-1d. 

 

               

 

 

Figura 4.12. Espetro de massa (ESI-MS), em modo negativo, do composto C-1d. 
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Pelo espetro de massa realizado em modo positivo (Figura 4.11.), foi possível 

verificar a existência do catião 1-metil-1,2,3,4-tetraidroisoquinolin-2-io (1-MeTIQ+, m/z = 

148.27 u.m.a.), um trímero constituído por dois catiões 1-MeTIQ+ e o anião (S)-(+)-10-

canforsulfonato (m/z = 527.80 u.m.a.) e um pentâmero constituído por três catiões 1-

MeTIQ+ e dois aniões de (S)-(+)-10-canforsulfonato (m/z = 906.87 u.m.a.). 

Por outro lado, ao analisar o espetro de massa realizado em modo negativo 

(Figura 4.12.), verificou-se a existência do anião (S)-(+)-10-canforsulfonato (m/z = 

251.53 u.m.a.). 

Deste modo, foi possível concluir que o composto que foi sintetizado e isolado por 

cromatografia em coluna foi realmente o sulfonato de amónio e não a sulfonamida 

pretendida. Apesar deste contratempo, conseguiu-se igualmente cumprir o objetivo 

principal da separação dos diastereoisómeros, tendo-se conseguido isolar apenas um 

deles, embora até ao momento ainda não se tenha informação estrutural que permita 

indubitavelmente atribuir a estereoquímica do catião.   

 

Assim, uma vez que o esperado seria a formação da sulfonamida, decidiu-se 

analisar o cloreto de (S)-(+)-10-canfor-sulfonilo (reagente comercial) por 1H-RMN 

(Figura 4.13.), uma vez que este poderia não estar nas melhores condições, motivo 

pelo qual não se obteve o produto inicialmente pretendido. Analisaram-se ainda os 

espetros de 1H-RMN disponíveis da Sigma-Aldrich, tanto do cloreto de (S)-(+)-10-canfor-

sulfonilo (Figura 4.14.), como do ácido (1S)-canfor-sulfónico (Figura 4.15.), para deste 

modo, por comparação concluir acerca da composição do reagente utilizado. 
 

 
Figura 4.13. Espetro de 1H-RMN realizado ao reagente comercial cloreto de (S)-(+)-10-canfor-sulfonilo, em CDCl3. 
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Figura 4.14. Espetro de 1H-RMN do reagente comercial cloreto de (S)-(+)-10-canfor-sulfonilo, em CDCl3.
128  

 

 

Figura 4.15. Espetro de 1H-RMN do reagente comercial ácido (1S)-canforsulfónico, em D2O.129 

 

Pela analise do espetro relativo ao reagente comercial usado (Figura 4.13.) é 

possível verificar-se a presença do reagente descrito no rótulo (62 %) e ainda, o produto 

resultante da sua hidrólise (o ácido (1S)-canfor-sulfónico, 38 %). Para o efeito, a 

quantificação foi feita pela integração dos sinais dos protões diastereotópicos Hcanf-10, 

sendo estes bastante característicos, para a atribuição inequívoca destes compostos, 

que por comparação destes sinais com os sinais dos mesmos protões visualizados nos 

dados espetroscópicos (1H-RMN) de reagentes comerciais fornecidos pelo site Sigma-

Aldrich (Figuras 4.14. e 4.15.), é possível verificar que os protões diastereotópicos Hcanf-

10 no cloreto de (S)-(+)-10-canfor-sulfonilo surgem como um sistema AB, com um 

desvio químico a aproximadamente 4 ppm; enquanto que o sistema AB para os mesmos 

protões no ácido (1S)-canfor-sulfonico surge a campos mais altos, com um desvio 

químico de, aproximadamente 3 ppm. 

Assim, conclui-se que o problema associado para esta síntese recai sobre o 

reagente comercial, o cloreto de (1S)-canfor-sulfonilo, que se encontrava parcialmente 

hidrolisado.130 

 



88  
 

FCUP 
DISCUSSÃO E RESULTADOS OBTIDOS 

 

 

Os resultados obtidos para esta reação encontram-se apresentados na Tabela 

4.9., tendo-se realizado o procedimento descrito. 

 

Tabela 4.9. Resultados obtidos na síntese do composto C-1d. 

Exp. 
Reagente  

limitante 

nreagente limitante 

/ mmol 

Produto  

obtido 

nproduto obtido 

/ mmol 
 / % 

1 

Cloreto de (1S)-(+)-

10-canfor-sulfonilo 

0,4064 

C-1d 

0,1260 31 

2 1,980 0,8118 41 

3 1,980 0,7524 38 

4 0,4125 0,1320 32 
 

 

Apesar deste contratempo, tal resultado foi motivador uma vez que demonstrou 

que a separação dos sais diastereoisoméricos usando o ácido (1S)-canfor-sulfónico 

pode ser uma metodologia viável para a resolução da 1-MeTIQ.  

Sabendo que se isolou um dos sais diastereoisomericos, o passo seguinte 

consiste na dissociação dos sais ao utilizar uma base, que neste caso foi o LiOH. Nesta 

reação dissolveu-se o sal sintetizado C-1d em THF e adicionou-se 2 eq. de LiOH 

(Esquema 4.35.). Após a evaporação do THF e do tratamento, que abrange extrações 

líquido-líquido com uma solução saturada de NaHCO3, verificou-se por TLC (efetuado à 

fase orgânica) uma mancha correspondente à amina pretendida. 

 

 

Esquema 4.35. Reação de ácido-base para a recuperação da 1-MeTIQ enantiomericamente pura. 

 

Foi realizada uma análise de 1H-RMN à amina devidamente isolada (Figura 4.16.), 

com o objetivo de comprovar o seu isolamento completo e que não se encontrava ainda 

sob a forma de sal. 
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Figura 4.16. Espetro de 1H-RMN (em CDCl3) da amina 1-MeTIQ isolada. 

 

Uma vez que pelo espetro de 1H-RMN não é possível verificar a pureza 

enantiomérica da amina isolada, procedeu-se à sua derivatização utilizando o ácido (S)-

(-)--metoxi--trifluorometilfenilacético ((S)-MTPA), também conhecido por ácido de 

Mosher. 
 

 
 

O ácido de Mosher é um agente de derivatização quiral muito utilizado na 

determinação da configuração absoluta de álcoois131 e também de aminas (primárias e 

secundárias).132-133 Este método consiste na transformação do substrato quiral em dois 

compostos diferentes (diastereoisómeros) que sejam possíveis de identificar e 

diferenciar por espectroscopia de RMN.  

Ao utilizar o ácido de Mosher, os diastereoisómeros formados são possíveis de 

identificar por 1H-RMN, no entanto, uma vez que este reagente possui átomos de fluor, 

é possível o uso de 19F-RMN para a identificação dos diastereoisómeros formados, 

sendo uma grande vantagem uma vez que o espetro deste último é muito mais 

simplificado, para além de que como se trata de um isótopo com abundância relativa de 

100%, permite a sua quantificação direta. 

Assim, realizou-se uma reação de acoplamento, utilizando o ácido de Mosher e 

tanto com a amina isolada (obtendo-se o composto (S,R/S)-C-2d), como com a amina 
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racémica (obtendo-se a mistura de diastereoisómeros (S,R)-C-2d + (S,S)-C-2d) 

(Esquema 4.36.) para, posteriormente, ser possível a identificação do enantiómero 

obtido por comparação. 
 

 

Esquema 4.36. Derivatização da 1-MeTIQ racémica e previamente isolada utilizando o ácido de Mosher. 

 

Após a síntese destes diastereoisómeros, e sem a realização de qualquer 

tratamento ou purificação, procedeu-se então à análise por 19F-RMN, tanto da mistura 

diastereoisomérica em que foi utilizada a amina racémica (Figura 4.17., A) como da 

mistura em que foi utilizada a amina previamente isolada (Figura 4.17., B) 

 

     

Figura 4.17. Espetros de 19F-RMN usando o ácido de Mosher referido com: A: 1-MeTIQ racémica; B: 1-MeTIQ isolada. 

A B 
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Por comparação dos espetros obtidos é possível concluir que se conseguiu isolar 

um dos enantiómeros da amina 1-MeTIQ com uma pureza ótica de 70 %.  

Uma vez que esta amina não se encontra totalmente pura não foi possível obter 

nenhum dos [α]D descritos na literatura para os enantiómeros desta amina (+ 75,0 para 

a 1-(R)-MeTIQ e −77,5 para a 1-(S)-MeTIQ),61 para conseguir identificar qual dos 

enantiómeros se encontra em excesso nesta solução. Assim, tentou-se averiguar qual 

o enantiómero mais provável através do impedimento estérico causado. 

Ao avaliar as configurações dos compostos (S,R)-C-2d e (S,S)-C-2d, evidenciou-

se que o diastereoisómero (S,R)-C-2d se encontra numa configuração sin, ou seja, os 

dois grupos volumosos de ambos os componentes (ácido de Mosher e 1-(R)-MeTIQ) se 

encontram para o mesmo lado. Por outro lado, no caso do diastereoisómero (S,S)-C-

2d, verificou-se que os mesmos grupos se encontram posicionados para lados opostos, 

tendo este uma configuração anti. 

Uma vez que a configuração anti é a mais estável,134 devido a proporcionar 

menores repulsões estereoquímicas, o diastereoisómero que é mais provável ter-se 

formado com excesso é o (S,S)-C-2d, correspondendo este ao sinal com desvio químico 

maior no espetro de 19F-RMN representado anteriormente na Figura 4.17. 

De forma complementar, foram realizados cálculos in silico de maneira a obter a 

minimização da energia de ambas as estruturas representadas ((S,R)-C-2d e (S,S)-C-

2d), para deste modo confirmar qual a estrutura mais estável.  

 

 

Cálculos in silico  

 

Foram realizados cálculos teóricos em colaboração com o Dr. Luis Silva do Centro 

de Investigação em Química da Universidade do Porto (CIQUP) da FCUP. Para estes 

cálculos foi utilizado o software Gaussian 09.135 As otimizações de geometria e a análise 

vibracional foram feitas no nível teórico de M06-2X/6-311+G(d,p)136 em fase gasosa. As 

energias foram reavaliadas no nível teórico de M06-2X/6-311+G(d,p) em DCM implícito. 

Foi utilizado o M06-2X funcional uma vez que este é conhecido por apresentar bons 

resultados em aplicações que envolvem interações termoquímicas, cinéticas e não 

covalentes.136-137 A solvatação implícita foi considerada com o modelo SMD (modelo de 

solvatação baseado na densidade eletrónica),138 que se baseia no modelo de 

formalismo de equação integral (IEFPCM), mas com raios e termos não eletrostáticos 

do modelo de solvência SMD de Truhlar e co-autores. O SMD tem a vantagem de incluir 

termos não eletrostáticos nos cálculos.138 
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A partir dos cálculos efetuados verificou-se o diastereoisómero (S,S)-C-2d (Figura 

4.18., B) é 12,9 kcal/mol mais estável que o composto (S,R)-C-2d (Figura 4.18., A), 

confirmando assim a intuição explicada anteriormente. 

 

Figura 4.18. Estruturas otimizadas dos diastereoisómeros (S,R)-C-2d e (S,S)-C-2d.Cinza escuro: carbono; 

cinza claro: hidrogénio; vermelho: oxigénio; azul escuro: azoto; azul claro: fluor. 

 

Em suma, deduz-se que é necessário continuar a investir na resolução da amina 

1-MeTIQ uma vez que se conseguiu obter um excesso enantiomérico de 82%. A 

diminuição da pureza ótica, pode ter sido causada pela utilização da base forte aquando 

da hidrólise do sal C-1d, ou também pelas condições utilizadas no acoplamento da 

amina com o ácido de Mosher, podendo ter ocorrido epimerização, o que impediu atingir 

um ee mais próximo dos 100%. 
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4.2. AVALIAÇÃO BIOLÓGICA 

 

4.2.1. Propriedades Farmacológicas  

 

Uma vez tratando-se de compostos finais, foram calculadas algumas propriedades 

físico-químicas dos compostos C-4(a-c), C-9(a-c) e C-II (Tabela 4.10.), para estimar a 

biodisponibilidade oral e a permeabilidade através da membrana destes compostos. 

Foram considerados alguns parâmetros propostos por Lipinski e co-autores139 [massa 

molecular (MM), coeficiente de partição (clogP), número de aceitadores de pontes de 

hidrogénio (nAPH) e número de dadores de pontes de hidrogénio (nDPH)], conjuntamente 

com alguns parâmetros sugeridos posteriormente por Veber e co-autores140 [soma do 

número de dadores e aceitadores de pontes de hidrogénio (nAPH + nDPH), número de 

ligações rotáveis (nrot), volume molecular (VM / Å3)], e área superficial polar topológica 

(tPSA, do inglês topological polar surface area, em Å2)]. Foram calculadas as mesmas 

propriedades para o GPE (composto nativo), para posteriormente comparar com os 

valores obtidos para os compostos sintetizados. 

 

Tabela 4.10. Propriedades calculadas para o GPE, para os compostos finais C-4(a-c) e C-9(a-c), e para o controlo C-II 

usando o software Cheminformatics (http://www.molinspiration.com). 

Composto 
MM    

g mol-1 
nAPH nDPH nAPH + nDPH nrotb clogP 

VM      

/ Å3 

tPSA  

/ Å2 

Ref. 141-142  500  10  5  12  10  5 -  140 

GPE 301,30 9 5 14 7 -4,39 264,70 150,03 

C-4a 
430,50 

9 4 13 9 

-0,69 
397,61 

130,83 

C-9a -1,00 

C-4b 
448,56 

0,39 
421,89 

C-9b 0,08 

C-4c 
476,62 

0,51 
454,36 

C-9c 0,20 

C-II 329,35 9 3 12 9 -2,09 299,76 128,04 
 

 

A análise das propriedades calculadas permite concluir que todos os parâmetros 

para todos os compostos sintetizados se encontram dentro dos valores de referência, 

(com exceção do somatório do número de dadores de pontes de hidrogénio com o 

número de aceitadores de pontes de hidrogénio), o que significa que poderão ter boas 

propriedades farmacocinéticas tendo assim uma probabilidade maior de virem a ser 

fármacos de sucesso.  

A MM dos compostos sintetizados é maior que a MM do GPE, no entanto continua 

abaixo do limite delineado pela referência. A MM está relacionada com o VM, uma vez 

que estes são diretamente proporcionais. O VM afeta o tamanho da cavidade que se irá 
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formar para solubilizar o composto, sendo assim importante que este esteja dentro dos 

limites, uma vez que está relacionado com a absorção intestinal e também na 

penetração na barreira hematoencefálica.143 

O número de aceitadores e dadores de pontes de hidrogénio não deve ser 

demasiado elevado, uma vez que o aumento das ligações por pontes de hidrogénio 

aumenta a solubilidade num meio hidrofílico, e sendo estas ligações difíceis de romper, 

é dificultada a passagem do composto pelas membranas lipídicas.142 Os valores obtidos 

não são muito favoráveis, apesar de serem inferiores (e por isso mais benéficos) aos 

obtidos para o composto nativo GPE. 

O clogP é um parâmetro importante a ser calculado uma vez que a hidrofobicidade 

afeta a absorção dos compostos, a sua biodisponibilidade, o metabolismo e a toxicidade. 

Verificou-se que todos os compostos apresentam um valor de clogP próximo do 0 (com 

a exceção dos compostos C-9a e C-II, com valor de -1,00 e -2,09, respetivamente). Este 

resultado (coerente com o número de dadores e aceitadores de pontes de hidrogénio, 

que já permitia prever uma baixa hidrofobicidade) permite concluir que os compostos 

sintetizados são bastante hidrofílicos, o que pode não ser benéfico uma vez que deste 

modo existe uma grande probabilidade de estes terem dificuldades na absorção oral e 

na passagem através de membranas lipídicas no intestino, por outro lado, sendo estes 

hidrofílicos, a etapa de excreção realizada pelos rins é facilitada.144 Apesar desta 

aparente desvantagem, ao comparar com o composto nativo GPE, conclui-se que os 

compostos sintetizados possuem menor carácter hidrofílico, ou seja, terão uma maior 

facilidade para serem absorvidos. 

O cálculo da tPSA é de grande relevância uma vez que os grupos polares são 

envolvidos na dessolvatação quando passam de um ambiente hidrofílico para um 

ambiente hidrofóbico, sendo importantes para a biodisponibilidade dos compostos. No 

cálculo desta área normalmente é utilizada a conformação de menor energia.145 Este 

parâmetro é um dos mais desfavoráveis do GPE, uma vez que ultrapassa o valor de 

referência. Assim, o valor obtido para os compostos sintetizados revelou ser bastante 

satisfatório uma vez que se conseguiu diminuir a tPSA comparativamente ao valor do 

GPE, estando assim dentro do limite. 

É importante também referir que as mesmas propriedades calculadas para o 

controlo C-II que irá ser utilizado nos ensaios biológicos para estes compostos, também 

se encontram dentro dos parâmetros estabelecidos, sendo que o valor mais disperso 

em relação aos restantes é o do clogP (-2,09), como foi referido anteriormente, podendo 

ser vantajoso. 
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As mesmas propriedades foram calculadas para os compostos finais mais 

lipofílicos, C-5(a-c), C-10(a-c) e C-III, encontrando-se os resultados descritos na Tabela 

4.11.. 

 

Tabela 4.11. Propriedades calculadas para os compostos finais C-5(a-c), C-10(a-c) e C-III, usando o software 

Cheminformatics (http://www.molinspiration.com). 

Composto 
MM    

g mol-1 
nAPH nDPH nAPH + nDPH nrotb clogP 

VM      

/ Å3 

tPSA   

/ Å2 

C-5a 
458,56 

9 2 11 10 

0,53 
432,23 

108,05 

C-10a 0,22 

C-5b 
476,62 

1,61 
456,51 

C-10b 1,30 

C-5c 
504,67 

1,73 
488.98 

C-10c 1,43 

C-III 357,41 9 1 10 10 - 0,87 334,38 105.25 

 

Neste caso os compostos C-5c e C-10c ultrapassam o limite da massa molecular, 

sendo que o valor não é muito superior ao delimitado pelas regras referidas na Tabela 

4.10., secção 4.2.1.  

Por outro lado, verifica-se uma tendência dos compostos C-5(a-c) terem um valor 

de clogP mais elevado comparativamente aos obtidos para os compostos C-10(a-c), o 

que permite concluir que os compostos C-5(a-c) poderão ter uma maior facilidade na 

absorção oral e na passagem através de membranas lipídicas existentes no organismo 

humano, uma vez que estes são mais hidrofóbicos. 

Por fim, em relação ao valor obtido para a tPSA, este revela ser significativamente 

mais baixo que o obtido para os compostos C-4(a-c) e C-9(a-c) e ainda para o composto 

nativo GPE (130,83 Å2 e 150,03 Å2, respetivamente), sendo que uma descida deste 

valor já seria esperada uma vez que todos os grupos polares expostos foram 

mascarados. Apesar de o valor de referencia para esta propriedade ser os 140 Å, 

existem autores que revelam a necessidade de este valor ser mais baixo, por volta dos 

90 Å2, quando se trata do sistema nervoso central, ou seja, da passagem pela BBB.146 

Assim, tendo estes compostos um valor mais próximo dos 90 Å2, é possível concluir que 

terão uma maior facilidade na passagem por estas membranas lipídicas, tendo assim 

uma grande vantagem perante o GPE e perante os restantes compostos sintetizados. 

É importante também referir que as mesmas propriedades calculadas para um dos 

controlos que irá ser utilizado nos ensaios biológicos para estes compostos, ou seja, o 

composto C-III, também se encontram dentro dos parâmetros estabelecidos, sendo que 

o valor mais desfasado em relação aos restantes é o do clogP (-0,87), uma vez que é o 

único valor negativo obtido, contudo, este valor é próximo dos valores obtidos para C-

5a e C-10a, uma vez que estão todos próximos de zero. 
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4.2.2. Ensaios in vitro  

 

Resultados de MTT para os conjugados de GPE-aminoindano (compostos C-4a, 

C-5a, C-9a e C-10a, utilizando os controlos C-II, C-III, aminoindano (a) e o 

composto nativo GPE) 

 

A atividade neuroprotetora dos compostos C-4a, C-9a, C-5a e C-10a (e os 

controlos C-II, C-III, a e GPE comercial do fornecedor Bachem) foi realizada em 

colaboração com o grupo de Neurodegeneração da Dra. Márcia Liz, do Instituto de 

Investigação e Inovação em Saúde da Universidade do Porto (i3S). 

Deste modo, foi utilizada a linha celular CAD (Cath.-a-differentiated), sendo estas 

obtidas através de uma linha celular tumoral catecolaminérgica do SNC, e tendo a 

propriedade de serem capazes de reproduzir processos neuronais normais.147 Utilizou-

se, como agente neurotóxico, o H2O2, uma vez que este é fisiologicamente relevante 

(pois está presente no organismo humano) e simula o stress oxidativo pela formação de 

espécies reativas de oxigénio (ROS). Assim, para o efeito, as células foram incubadas 

na presença dos compostos a testar, a duas concentrações diferentes (50 µM e 100 

µM), durante 24 horas. De seguida deu-se a adição de 1mM de H2O2 por 30 minutos. A 

viabilidade celular foi determinada através do ensaio colorimétrico MTT (brometo de 3-

(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio), que se baseia na redução efetuada pelas 

células viáveis, do MTT (de cor amarela) transformando-o em MTT-Formazan (de cor 

púrpura), sendo este último um composto de cor púrpura com absorvância máxima 

próxima de 540 nm (Esquema 4.37.).148-149  

 

 

Esquema 4.37. Redução do MTT a MTT-Formazan. 

 

Apesar de o mecanismo exato não ser conhecido, sabe-se que o mais provável é 

esta transformação ocorrer mediada por NADH ou moléculas redutoras semelhantes, e 

uma vez que as células mortas não possuem a capacidade de converter o MTT em 

MTT-Formazan, deste modo, a cor serve como marcador útil das células viáveis, 

podendo assim ser possível uma quantificação das mesmas.148-149 
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 Os resultados obtidos na Figura 4.19. dizem respeito ao ensaio usando a 

concentração de 100 µM, uma vez que a 50 µM não se verificou quaisquer alterações 

significativas na viabilidade celular. Estes resultados foram analisados usando o teste t 

independente. 

 

Ensaio MTT CAD: 

Conjugados GPE-Aminoindano a 100 µM 
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Figura 4.19. Resultados da absorvância obtida para os conjugados de GPE com aminoindano e respetivos 

controlos, a uma concentração de 100 µm, após ensaio biológico de MTT utilizando células CAD. ns: não estatístico (do 

inglês non-statistical); *: P   0,05; **: P  0,01; ***: P  0,001 (relativamente ao controlo PBS + H2O2). 

 

Neste ensaio, nenhum dos compostos testados apresenta neurotoxicidade 

significativa, pelo que é seguro conduzir as experiências nesta gama de concentrações. 

Através da análise dos resultados obtidos para o controlo negativo (PBS), é 

possível verificar-se que o agente neurotóxico é capaz de induzir stress oxidativo de 

forma significativa (P = 0,0005) nas condições testadas. 

Desta forma, aplicando as mesmas condições para os compostos sintetizados da 

família de conjugados do GPE-aminoindano e aos seus controlos, constatou-se que o 

controlo positivo de neuroprotecção (GPE +  H2O2) não funcionou, uma vez que não se 

conseguiu reproduzir a neuroprotecção conferida pelo GPE comercial como descrito na 

literatura.54 

Relativamente aos compostos C-II e C-4a, após incubação com H2O2, verificou-

se que estes apresentam um aumento significativo da viabilidade celular em 10 e 26 %, 

respetivamente, em comparação com a condição controlo positivo de toxicidade (PBS 

+ H2O2).  
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Embora que, para o composto C-9a se verifique um aumento da viabilidade 

celular, este não é, contudo, significativo devido a uma elevada variabilidade (P  0,05). 

O conjugado C-4a, que resulta da funcionalização da cadeia lateral do glutamato 

na sequência do GPE com o aminoindano, parece sugerir um possível efeito sinérgico 

ao potenciar a viabilidade celular (incremento de 26 % face ao PBS + H2O2) dos 

respetivos controlos C-II (incremento 10 % face ao PBS + H2O2) e a (−16 % face ao 

PBS + H2O2). 

Contudo, esta experiência constitui um resultado preliminar, uma vez que apenas 

foi realizado um ensaio (n = 1) e que o controlo positivo de neuroprotecção (GPE + H2O2) 

não funcionou, sendo assim necessário reproduzir os resultados obtidos neste ensaio e 

otimizar o método utilizado, de forma a inferir conclusões válidas.   
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Este trabalho iniciou-se pela funcionalização dos glutamatos com as aminas 

bioativas aminoindano (a), amantadina (b) e memantina (c) através de uma metodologia 

de acoplamento peptídico em solução utilizando TBTU como agente de acoplamento e 

DIEA como base terciária. Assim, foram usados os glutamatos comerciais adequados 

(Boc-Glu(OH)-OMe e Boc-Glu(OMe)-OH) e as aminas referidas anteriormente, 

obtendo-se os compostos C-1(a-c) e C-6(a-c) com ótimos rendimentos (89 – 95%). A 

remoção acidolítica do grupo Boc destes compostos permitiu obter os glutamatos C-2(a-

c) e C-7(a-c) com rendimentos de 97 – 98%, sendo que, globalmente, a metodologia de 

síntese dos glutamatos funcionalizados comprovou ser bastante eficaz. 

A introdução dos restantes aminoácidos (glicina e prolina) aos glutamatos C-2(a-

c) e C-7(a-c) para a síntese dos conjugados C-3(a-c) e C-8(a-c), foi efetuada através 

de uma metodologia one-pot previamente estabelecida que permitiu efetuar dois 

acoplamentos no mesmo reator de uma forma quimioseletiva. Este método revelou ser 

bastante vantajoso para o desenvolvimento destes conjugados uma vez que não são 

necessárias purificações intermediárias ou introdução/remoção de grupos protetores. 

Adicionalmente, este método assegura a pureza ótica dos péptidos, não causando 

epimerização significativa e ainda permite poupar reagentes (como por exemplo, DIEA). 

Pela aplicação desta metodologia obteve-se os compostos C-3(a-c), C-8(a-c) e C-I com 

rendimentos satisfatórios (51 – 70%). Embora esteja descrito rendimentos na ordem dos 

80 – 95% usando este método one-pot, os rendimentos aqui apresentados são 

ligeiramente inferiores aos reportados. Tal facto poderá estar associado a um maior 

impedimento estereoquímico no acoplamento dos respetivos glutamatos 

funcionalizados com estas aminas, causando uma diminuição na eficácia destes 

acoplamentos. Isto pode ser também confirmado pela competição entre dois nucleófilos 

distintos: o HOSu (gerado no primeiro acoplamento) e os glutamatos funcionalizados C-

2(a-c) e C-7(a-c), verificando-se a presença de um produto secundário, o dipéptido Boc-

Gly-Pro-OSu. Este efeito foi mais notório para as famílias da amantadina e memantina 

(de notar que estas aminas são mais volumosas), que apresentaram maior formação 

deste produto secundário. 

Para a obtenção dos conjugados finais C-4(a-c) e C-9(a-c) e do controlo C-II foi 

necessário realizar uma reação de desproteção (remoção acidolítica do grupo Boc), 

tendo-se obtido ótimos rendimentos (93 – 98%), que são comuns neste tipo de reação 

usando ATA. 

Para a obtenção dos compostos finais C-5(a-c) e C-10(a-c) e do controlo C-III que 

apresentam a amina da glicina dimetilada, foi realizada uma reação de aminação 

redutiva utilizando os conjugados C-4(a-c) e C-9(a-c) e o controlo C-II na presença de 

formaldeído e STAB, tendo-se obtido bons rendimentos (60 – 75%). Para a preparação 
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dos compostos C-5(a-c), C-10(a-c) e C-III foi desenvolvido um novo método mais eficaz 

de tratamento/purificação, tendo-se assim diminuído as perdas inerentes a outros tipos 

de tratamento (como as extrações líquido-líquido). 

Deste modo, para os conjugados do GPE com o aminoindano C-4a, C-5a, C-9a e 

C-10a foram alcançados rendimentos globais de 63, 45, 60 e 42%, respetivamente. 

Relativamente aos conjugados do GPE com a amantadina, C-4b, C-5b, C-9b e C-10b 

estes foram obtidos com um rendimento global de 59, 43, 56 e 42%, respetivamente. 

Por fim, para os conjugados do GPE com a memantina, designadamente C-4c, C-5c, 

C-9c e C-10c, foram obtidos rendimentos globais de 61, 38, 41 e 25%, respetivamente 

(é de referir que os rendimentos globais dos compostos C-4c e C-5c foram calculados 

considerando um rendimento de 70% para a síntese do composto C-3c, tendo-se tido 

em conta os rendimentos obtidos para os compostos em que se realizou a mesma 

reação, ou seja C-3(a-b)). Relativamente a estes conjugados finais anteriormente 

referidos, deduz-se ainda que o aumento da lipofilicidade dos compostos causada pela 

introdução das aminas lipofílicas e da proteção dos grupos polares expostos utilizando 

o grupo metilo permitiu melhorar algumas propriedades farmacocinéticas 

comparativamente ao composto nativo GPE, nomeadamente o clogP e a tPSA, 

proporcionando assim, de acordo com a previsão efetuada, uma maior permeabilidade 

através da BBB e um aumento da biodisponibilidade. 

Ainda, respetivamente aos controlos C-II e C-III sintetizados para serem utilizados 

nos ensaios biológicos, estes foram alcançados de forma eficaz com rendimentos 

globais de 59 e 40%, respetivamente. 

É possível concluir que, genericamente, na síntese dos conjugados (e em 

qualquer passo ao longo da rota sintética) em que quando o glutamato está 

funcionalizado na cadeia lateral (em comparação com a funcionalização na posição-) 

obteve-se rendimentos superiores. Esta preferência pode ser causada pelo 

impedimento estereoquímico menos evidente quando a amina bioativa se encontra na 

cadeia lateral do glutamato. 

No que diz respeito aos testes biológicos realizados para os conjugados GPE-

aminoindano e seus controlos, os resultados indicam que estes compostos não 

apresentam neurotoxicidade em células da linha celular CAD, a uma concentração de 

100 µM. Nesta família de compostos, o conjugado C-4a revelou ser bastante promissor 

uma vez que aumentou a viabilidade celular em 26%, relativamente à condição PBS + 

H2O2. Ainda assim, é necessário efetuar um número significativo de repetições (n = 3) 

para ser possível corroborar os resultados preliminares obtidos.  
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Foi possível ainda, realizar o estudo em paralelo de novas metodologias de 

resolução da 1-MeTIQ com o objetivo de, posteriormente, sintetizar mais uma família de 

conjugados do GPE com o enantiómero mais ativo desta amina. Para o efeito inúmeros 

agentes de resolução foram usados, tendo-se verificado que o ácido (1S)-canfor-

sulfónico foi o que apresentou melhores resultados, através da formação de um sal 

diastereoisomérico que, após tratamento e derivatização com o ácido de Mosher, a 

amina obtida apresentou um ee = 70% (determinado por 19F-RMN).  

Contudo, uma vez que se trata de um projeto em desenvolvimento, é necessário 

averiguar um tratamento mais eficaz para obter a 1-MeTIQ enantioméricamente pura, 

uma vez que a base utilizada (LiOH) pode ser bastante forte e causar epimerização com 

consequente diminuição da pureza ótica da 1-MeTIQ isolada. Ainda assim, e apesar de 

ao que tudo indica, não se ter isolado o enantiómero mais ativo desta amina, deduz-se 

que é necessário continuar a investir na resolução da amina 1-MeTIQ uma vez que esta 

tem aplicação médica, mais concretamente na DP e que, os resultados obtidos até ao 

momento representam grande avanço neste sentido.  

Em suma, os objetivos principais deste trabalho foram cumpridos tendo-se 

realizado três famílias de conjugados do GPE totalizando 12 conjugados finais, 6 deles 

com N-terminal livre e outros 6 com amina N-dimetilada.  

Até ao momento encontram-se a decorrer os restantes ensaios biológicos (para 

as famílias da amantadina e memantina) sendo que após estes resultados, como 

perspetiva futura ambiciona-se ainda testar os conjugados aqui descritos utilizando 

outros tipos de insultos neurotóxicos, como por exemplo a 6-OHDA, uma vez que os 

resultados podem também ser bastante interessantes, tendo em conta que este agente 

neurotóxico é capaz de induzir parkinsonismo e, portanto, é útil no estudo da DP. 

Adicionalmente pretende-se ainda estudar a estabilidade dos conjugados que 

apresentarem melhor perfil neuroprotetor em plasma humano, de forma a compreender 

se a ligação GPE-amina neuroprotetora é lábil o suficiente para permitir uma libertação 

controlada das mesmas e, assim, possibilitar usar o GPE como veículo destas aminas. 
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6.1. SÍNTESE ORGÂNICA 

 

6.1.1. Aspetos gerais 

 

1. Os reagentes comerciais (Tabela 6.1.) foram utilizados sem purificação prévia. 

 

Tabela 6.1. Lista de reagentes utilizados. 

Reagentes Fornecedor CAS 

Boc-Glu(OH)-OMe Fluorochem 72086-72-7 

Boc-Glu(OMe)-OH Fluorochem 45214-91-3 

H-Glu(OMe)-OMe . HCl Bachem 23150-65-4 

H-Pro-OH Merk 147-85-3 

Boc-Gly-OSu Fluorochem 3392-07-2 

(R)-1-aminoindano Alfa Aesar 10277-74-4 

Amantadina . HCl Fluorochem 665-66-7 

Memantina Acros Organics 41100-52-1 

N,N-diisopropil-N-etilamina VWR 7087-68-5 

Trietilamina Fluorochem 554-68-7 

Tetrafluorborato de O-

benzotriazoliltetrametilurónio 
Bachem 125700-67-6 

Formaldeído Fisher Scientific 7732-18-5 

Triacetoxiboro-hidreto de 

sódio 
Sigma-Aldrich 56553-60-7 

Cloreto de (S)-(+)-10-cânfor-

sulfonilo 
Sigma-Aldrich 21286-54-4 

1-metil-1,2,3,4-tetrahidro-

isoquinolina 
Fluorochem 4965-09-7 

(S)-(-)--metoxi--

trifluorometilfenilacético 
Fluorochem 17257-71-5 

Ácido trifluoroacético VWR 76-05-1 

Hidróxido de Lítio Acros Organics 1310-65-2 
 

2. Os solventes utilizados são das marcas Sigma Aldrich e Fischer. 

3. Todas as reações foram acompanhadas através da técnica de cromatografia em 

camada fina (TLC), utilizando-se placas de alumínio recobertas com gel de sílica Merk 

tipo 60 F254 sensíveis à radiação ultravioleta no comprimento de onda de 254 nm. Os 

cromatogramas foram revelados por irradiação por UV (lâmpada UV: VOO 7752 da 

Vilben Lourmat) e, em solução etanólica de ácido fosfomolíbdico, a quente. As manchas 

reveladas por estes métodos apresentam diferentes colorações. 

4. Os rendimentos apresentados referem-se aos compostos finais obtidos após 

purificação. 

5. Os compostos obtidos foram purificados utilizando a técnica de cromatografia líquida 

de adsorção em coluna de vidro. A fase estacionária utilizada foi uma matriz de gel de 
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sílica 60 Å da Scharlau (granulometria 0.04 – 0.06 mm, pH = 7, superfície mássica 550 

m2 / g), que foi previamente suspensa no eluente a utilizar. A eluição e recolha das 

frações de eluato foram realizadas manualmente. As fases móveis utilizadas são 

referidas em cada síntese. 

6. Os solventes foram eliminados sob pressão reduzida num evaporador rotativo 

modelo Büchi Heating Bath B-490. 

7. Os pontos de fusão foram determinados num aparelho de marca Stuart Scientific 

Bibby e não foram corrigidos. 

8. Os valores da rotação específica, [𝛂]𝐃
𝐓, foram determinados no polarímetro de marca 

Jasco e modelo P-2000. 

9. Todos os compostos foram analisados através de ressonância magnética nuclear de 

protão e de carbono-13 para comprovar que foi sintetizado o composto pretendido, com 

a exceção do composto (S,R/S)-C-2d que foi analisado apenas através de ressonância 

magnética nuclear de fluor-19. 

10. Os dados de Ressonância Magnética Nuclear de protão, de carbono-13 e fluor-19 

(1H-RMN, 13C-RMN e 19F-RMN, respetivamente) foram registados no CEMUP (Centro 

de Materiais da Universidade do Porto) num aparelho Bruker Avance III 400 operando 

a 400 MHz (1H-RMN), a 101 MHz (13C-RMN) e a 377 MHz (19F-RMN). As análises 

espectroscópicas foram efetuadas à temperatura ambiente em CDCl3 ou CD3OD, 

usando o sinal do TMS e/ou do próprio solvente parcialmente não deuterado como 

referência interna. 

11. A concentração necessária da amostra decorreu da abundância isotópica do núcleo 

de interesse para investigação. O volume típico das amostras utilizadas foi de cerca de 

600 μL e as amostras foram analisadas encapsuladas em tubos de quartzo (4 mm 

diâmetro por 140 mm comprimento). 

12. Os dados referentes aos espectros de Ressonância Magnética Nuclear de protão 

encontram-se especificados do seguinte modo: 1H-RMN (solvente deuterado utilizado, 

intensidade do campo magnético em MHz, existência de rotâmeros e a sua proporção) 

–  H (desvio-químico em ppm), multiplicidade do sinal (s: singleto, sl: singleto largo, d: 

dupleto, dd: duplo dupleto, ddd: duplo de duplo dupleto, dtd: duplo triplo de dupleto, dp: 

duplo penteto, t: tripleto, q: quarteto, m: multipleto), rotâmero maioritário (major) / 

minoritário (minor) se estiverem presentes e/ou forem possíveis de identificar, área 

relativa do sinal (nH-m, em que n = número de protões e m = n.º do protão na molécula), 

constante de acoplamento (J, em Hertz), localização do protão na molécula. 

13. Os dados referentes aos espectros de Ressonância Magnética Nuclear de carbono-

13 (13C-RMN) encontram-se especificados do seguinte modo: 13C-RMN (solvente 
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deuterado utilizado, intensidade do campo magnético em MHz, existência de rotâmeros) 

–  C (desvio químico em ppm), localização do átomo de carbono na molécula e 

indicando os carbonos quaternários como Cq. 

14. Os dados referentes aos espectros de Ressonância Magnética Nuclear de fluor-19 

(19F-RMN) encontram-se especificados do seguinte modo: 19F-RMN (solvente deuterado 

utilizado, intensidade do campo magnético, em MHz) –  F (desvio químico em ppm), 

multiplicidade do sinal (s: singleto), CF3, major ou minor. 

15. A nomenclatura utilizada para a localização dos protões e/ou átomos de carbono 

nas cadeias peptídicas para efeitos de RMN (Figura 6.1.) foi efetuada de acordo a 

identificação do resíduo de -aminoácido através do sistema de uma letra (G: glicina; 

P: L-prolina; E: ácido L-glutâmico) em subscrito, com indicação do protão (ou grupo de 

protões) e do carbono respetivo iniciando a numeração da cadeia principal para cada 

resíduo de -aminoácido no carbono do seu grupo carbonilo. Para as aminas 

neuroprotetoras e derivado da cânfora, utilizou-se a numeração seguinte: a: (R)-1-

aminoindano; b: amantadina; c: memantina; d: 1-metil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina; 

cânf: cloreto de (1S)-(+)-10-cânfor-sulfonilo. 

 

 

Figura 6.1. Numeração tida em conta para a atribuição dos protões e carbonos nas análises de RMN 

efetuadas. 
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6.1.2. Síntese dos conjugados de GPE com Aminoindano 

6.1.2.1. Síntese do Boc-Glu(Aminoindano)-OMe (C-1a) 

 

 

 

Num balão de fundo redondo dissolveu-se Boc-Glu(OH)-OMe (0,4910 g; 1,879 

mmol) em DCM anidro (30 mL) sob atmosfera de Ar. Adicionou-se DIEA (0,982 mL; 5,64 

mmol) e de seguida, adicionou-se TBTU (0,6640 g; 2,068 mmol). Após 15 minutos 

adicionou-se a amina a (0,3002 g; 2,254 mmol), deixando-se reagir, sob agitação 

magnética durante 2 horas.  

Eliminou-se o solvente a pressão reduzida, em seguida adicionou-se AcOEt, 

transferiu-se a solução para uma ampola de decantação e lavou-se a fase orgânica com 

solução saturada de NaHCO3 (3 x 20 mL). Secou-se a fase orgânica com adição de 

Na2SO4 anidro, filtrou-se (por gravidade utilizando um funil e algodão) o Na2SO4 e 

concentrou-se in vacuo. O óleo obtido foi purificado por cromatografia de adsorção em 

coluna de gel de sílica usando AcOEt como eluente, obtendo-se 0,6720 g do composto 

C-1a. Rendimento: 95 %. 

 

Aspeto Rf p.f. [𝛂]𝐃
𝟏𝟖 

sólido castanho 0,79 em AcOEt 120 – 122 ºC − 655,4 ± 0,1 (c1, CHCl3) 
 

1H-RMN (CDCl3, 400 MHz)  ppm: 7.30 – 7.14 (m, 4H, Ha-5 + Ha-6 + Ha-7 + Ha-8); 6.23 

(d, J = 6.9 Hz, 1H, OCONH); 5.43 (q, J = 7.7 Hz, 1H, Ha-1); 5.34 (d, J = 7.5 Hz, 1H, 

CONH); 4.27 (sl, 1H, HE-2); 3.72 (s, 3H, COOCH3); 3.00 – 2.81 (m, 2H, Ha-3); [2.56 (dtd, 

J = 12.8, 7.9, 4.0 Hz ,1H), 2.36 – 2.16 (m, 3H), Ha-2 + HE-3]; 2.00 – 1.73 (m, 2H, HE-4); 

1.40 (s, 9H, (CH3)3). 

13C-RMN e DEPT (CDCl3, 101 MHz)  ppm: [172.90 (Cq), 171.81 (Cq), CE-1 + CE-5]; 

155.85 (Cq, OCONH); [143.46 (Cq), 143.23 (Cq), Ca-4 + Ca-9]; [128.02 (CH), 126.83 

(CH), 124.85 (CH), 124.17 (CH), Ca-5 + Ca-6 + Ca-7 + Ca-8]; 80.16 (Cq, C(CH3)3); [54.89, 

53.20, 52.51 (2 x CH + CH3), Ca-1 + CE-2 + COOCH3]; [34.04 (CH2), 32.78 (CH2), 30.32 

(CH2), 28.94 (CH2), Ca-2 + Ca-3 + CE-3 + CE-4]; 28.40 (3 x CH3, C(CH3)3). 



FCUP 
PARTE EXPERIMENTAL 

111 

 

 

 

 

 

 

 

 



112  
 

FCUP 
 PARTE EXPERIMENTAL 

 

 

6.1.2.2. Síntese do Boc-Glu(OMe)-Aminoindano (C-6a) 

 

 

 

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-1a (secção 

6.1.2.1.), procedeu-se ao acoplamento entre Boc-Glu(OMe)-OH (0,4923 g; 1,884 mmol) 

e a amina a (0,3011 g; 2,261 mmol), utilizando DIEA (0,984 mL; 5,65 mmol) e TBTU 

(0,6654 g; 2,072 mmol), deixando-se reagir durante 2 horas após a adição do último 

componente. Em seguida, procedeu-se ao tratamento idêntico ao realizado para o 

composto C-1a. 

O óleo obtido foi purificado por cromatografia de adsorção em coluna de gel de 

sílica usando AcOEt como eluente, obtendo-se 0,6454 g do composto C-6a. 

Rendimento: 91 %. 

 

Aspeto Rf p.f. [𝛂]𝐃
𝟏𝟗 

sólido castanho claro 0,84 em AcOEt 96 – 98 ºC − 24,0 ± 0,1 (c1, CHCl3) 

 

1H-RMN (CDCl3, 400 MHz)  ppm: 7.26 – 7.12 (m, 4H, Ha-5 + Ha-6 + Ha-7 + Ha-8); 6.56 

(d, J = 6.8 Hz, 1H, OCONH); 5.43 (q, J = 7.8 Hz, 1H, Ha-1); 5.35 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 

CONH); 4.15 (s, 1H, HE-2); 3.66 (s, 3H, COOCH3); 3.02 – 2.77 (m, 2H, Ha-3); [2.64 – 

2.35 (m, 3H); 2.15 (dtd, J = 12.7, 7.3, 5.5 Hz, 1H), Ha-2 + HE-3]; 1.99 – 1.73 (m, 2H, HE-

4); 1.41 (s, 9H, C(CH3)3). 

13C-RMN e DEPT (CDCl3, 101 MHz)  ppm: [173.88 (Cq), 171.39 (Cq), CE-1 + CE-5]; 

155.84 (Cq, OCONH); [143.40 (Cq), 142.92 (Cq), Ca-4 + Ca-9]; [128.10 (CH), 126.88 

(CH), 124.87 (CH), 124.11 (CH), Ca-5 + Ca-6 + Ca-7 + Ca-8]; 80.23 (Cq, C(CH3)3); [54.74, 

53.93, 51.94 (2 x CH + CH3), Ca-1 + CE-2 + COOCH3]; [34.05 (CH2), 30.42 (CH2), 30.32 

(CH2), 28.39 (CH2), Ca-2 + Ca-3 + CE-3 + CE-4]; 27.95 (3 x CH3, C(CH3)3). 
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6.1.2.3. Síntese do H-Glu(Aminoindano)-OMe (C-2a) 

 

 

 

Dissolveu-se o composto C-1a (0,6441 g; 1,711 mmol) em DCM anidro (30 mL) e 

de seguida, adicionou-se ATA (3,95 mL; 51,3 mmol) deixando-se em agitação 

magnética durante cerca de 1 hora. Eliminou-se o ATA a pressão reduzida, tendo-se 

obtido 0,6479 g do composto C-2a. Rendimento: 97 %. 

 

Aspeto Rf [𝛂]𝐃
𝟏𝟕 

óleo castanho 0,70 em AcOEt + 35,6 ± 0,2 (c1, CHCl3) 

 

1H-RMN (CD3OD, 400 MHz)  ppm: 7.28 – 7.14 (m, 4H, Ha-5 + Ha-6 + Ha-7 + Ha-8); 5.37 

(t, J = 7.5 Hz, 1H, Ha-1); 4.15 – 4.09 (t, J = 6.3 Hz, 1H, HE-2); 3.85 (s, 3H, COOCH3); 

3.01 (m, 1H, Ha-3); 2.85 (m, 1H, Ha-3); [2.58 – 2.42 (m, 3H), 2.22 (dp, J = 14.6, 6.9 Hz, 

2H), 1.85 (ddd, J = 16.0, 12.8, 8.2 Hz, 1H), Ha-2 + HE-3 + HE-4]. 

13C-RMN e DEPT (CD3OD, 101 MHz)  ppm: [173.75 (Cq), 170.66 (Cq), CE-1 + CE-5]; 

[144.56 (Cq), 144.21 (Cq), Ca-4 + Ca-9]; [128.96 (CH), 127.65 (CH), 125.72 (CH), 124.99 

(CH), Ca-5 + Ca-6 + Ca-7 + Ca-8]; [55.93, 53.74, 53.67, (2 x CH + CH3), Ca-1 + CE-2 + 

COOCH3]; [34.31 (CH2), 32.34 (CH2), 31.04 (CH2), 27.22 (CH2), Ca-2 + Ca-3 + CE-3 + CE-

4]. 
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6.1.2.4. Síntese do H-Glu(OMe)-Aminoindano (C-7a) 

 

 

 

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-2a (secção 

6.1.2.3.) procedeu-se à remoção acidolítica do grupo Boc do composto C-6a (0,6173 g; 

1,640 mmol) com ATA (3,79 mL; 49,2 mmol), tendo-se obtido 0,6274 g do composto C-

7a. Rendimento: 98 %. 

 

Aspeto Rf [𝛂]𝐃
𝟐𝟏 

óleo castanho 0,65 em AcOEt + 60,9 ± 0,3 (c1, CHCl3) 
 

1H-RMN (CD3OD, 400 MHz)  ppm: 7.37 – 7.11 (m, 4H, Ha-5 + Ha-6 + Ha-7 + Ha-8); 5.41 

(t, J = 7.3 Hz, 1H, Ha-1); 3.91 (t, J = 6.5 Hz, 1H, HE-2); 3.70 (s, 3H, COOCH3); 3.04 (ddd, 

J = 15.9, 8.7, 4.3 Hz, 1H, Ha-3); 2.90 (m, 1H, Ha-3); [2.62 – 2.41 (m, 3H); 2.30 – 2.07 (m, 

2H); 1.97 – 1.83 (m, 1H), Ha-2 + HE-3 + HE-4]. 

13C-RMN e DEPT (CD3OD, 101 MHz)  ppm: [174.08 (Cq), 169.30 (Cq), CE-1 + CE-5]; 

[144.64 (Cq), 143.67 (Cq), Ca-4 + Ca-9]; [129.17 (CH), 127.72 (CH), 125.78 (CH), 125.19 

(CH), Ca-5 + Ca-6 + Ca-7 + Ca-8]; [56.14, 53.79, 52.47 (2 x CH + CH3), Ca-1 + CE-2 + 

COOCH3]; [34.27 (CH2), 31.06 (CH2), 30.04 (CH2), 27.70 (CH2), Ca-2 + Ca-3 + CE-3 + CE-

4]. 
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6.1.2.5. Síntese do Boc-Gly-Pro-Glu(Aminoindano)-OMe (C-3a) 

 

 

 

Num balão de fundo redondo dissolveu-se H-Pro-OH (0,1521 g; 1,321 mmol) em 

DCM anidro (30 mL) sob atmosfera de Ar. Adicionou-se DIEA (0,690 mL; 3,96 mmol) e, 

após 15 minutos adicionou-se o aminoácido pré-ativado Boc-Gly-OSu (0,3956 g; 1,453 

mmol), deixando-se em agitação magnética aproximadamente durante 12 horas. Em 

seguida, adicionou-se TBTU (0,4666 g; 1,453 mmol) e, após 30 minutos, C-2a (0,6188 

g; 1,585 mmol), deixando-se reagir por mais 2h. 

Realizou-se o tratamento habitual, obtendo-se, 0,4907 g do composto C-3a. 

Rendimento: 70 %. 

 

Aspeto Rf p.f. [𝛂]𝐃
𝟏𝟓 

sólido castanho claro 
0,70 em 

DCM/MeOH (9:1) 
43 – 45 ºC − 22,0 ± 0,3 (c1, CHCl3) 

 

1H-RMN (CD3OD, 400 MHz)  ppm (presença de rotâmeros 85:15): 7.34 – 7.11 (m, 4H, 

Ha-5 + Ha-6 + Ha-7 + Ha-8); 5.37 (t, J = 7.8 Hz, 1H, Ha-1); 4.53 – 4.30 (m, 2H, HE-2 + HP-

2); 3.85 (dd, J = 16.9, 3.9 Hz, 1H, HG-2); 3.73 (s, 3H, COOCH3); 3.58 – 3.46 (m, 3H, HG-

2 + 2HP-5); 3.00 – 2.75 (m, 2H, Ha-3); 2.56 – 2.28 (m, 4H, HP-3 + Ha-2); 2.24 – 1.78 (m, 

6H, HP-4 + HE-3 + HE-4); [1.41 (s, major), 1.36 (s, minor), 9H, C(CH3)3]. 

13C-RMN e DEPT (CD3OD, 101 MHz)  ppm (presença de rotâmeros): [174.53 (Cq), 

174.43 (Cq), 173.55 (Cq), 170.00 (Cq), CE-1 + CE-5 + CP-1 + CG-1]; 158.03 (Cq, 

OCONH); [144.49 (Cq), 144.22 (Cq), Ca-4 + Ca-9]; [128.83 (CH), 127.65 (CH), 125.65 

(CH), 125.44 (CH), Ca-5 + Ca-6 + Ca-7 + Ca-8]; 80.58 (Cq, C(CH3)3); [61.53, 55.80, 52.80, 

52.71, (3 x CH + CH3), Ca-1 + CE-2 + CP-2 + COOCH3]; [47.65 (CH2), 43.72 (CH2), CP-5 

+ CG-2]; 38.88 (CH, CP-2); [34.70 (CH2), 32.92 (CH2), Ca-2 + Ca-3]; 31.04 (CH2, CP-4); 

30.29 (CH2, CE-4); [28.67, 28.64, 3 x CH3, C(CH3)3]; [28.48 (CH2), 27.81 (CH2), CE-3]; 

[25.85 (CH2), 23.35 (CH2), CP-3]. 
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6.1.2.6. Síntese do Boc-Gly-Pro-Glu(OMe)-Aminoindano (C-8a) 

 

 

 

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-3a (secção 

6.1.2.5.), procedeu-se ao acoplamento entre H-Pro-OH (0,1470 g; 1,277 mmol), Boc-

Gly-OSu (0,3802 g; 1,404 mmol) e C-7a (0,5980 g; 1,532 mmol), utilizando DIEA (0,667 

mL; 3,83 mmol) e TBTU (0,4511 g; 1,405 mmol), deixando-se em agitação magnética 

durante cerca de 2 horas após a adição do último componente. 

Realizou-se o tratamento habitual, obtendo-se 0,4675 g do composto C-8a. 

Rendimento: 69 %. 

 

Aspeto Rf p.f. [𝛂]𝐃
𝟏𝟔 

sólido castanho claro 
0.75 em 

DCM/MeOH (9:1) 
48 – 50 ºC − 13,1 ± 0,1 (c1, CHCl3) 

 

1H-RMN (CD3OD, 400 MHz)  ppm: 7.28 – 7.12 (m, 4H, Ha-5 + Ha-6 + Ha-7 + Ha-8); 5.36 

(t, J = 7.6 Hz, 1H, Ha-1); 4.43 – 4.29 (m, 2H, HE-2 + HP-2); 3.88 (d, J = 17.1 Hz, 1H, HG-

2); 3.75 (d, J = 17.1 Hz, 1H, HG-2); 3.67 (s, 3H, COOCH3); 3.63 – 3.49 (m, 2H, HP-5); 

3.05 (ddd, J = 15.8, 8.7, 3.7 Hz, 1H, Ha-3); 2.87 (m, 1H, Ha-3); 2.56 – 1.77 (m, 10H, Ha-

2 + HP-3 + HP-4 + HE-3 + HE-4); 1.43 (s, 9H, C(CH3)3). 

13C-RMN e DEPT (CD3OD, 101 MHz)  ppm: [175.17 (Cq), 174.62 (Cq), 173.22 (Cq), 

170.61 (Cq), CE-1 + CE-5 + CP-1 + CG-1]; 158.18 (Cq, OCONH); [144.51 (Cq), 144.37 

(Cq), Ca-4 + Ca-9]; [128.87 (CH), 127.57 (CH), 125.66 (CH), 125.23 (CH), Ca-5 + Ca-6 + 

Ca-7 + Ca-8]; 80.65 (Cq, C(CH3)3); [62.04, 55.89, 54.40, 52.24, (3 x CH + CH3), Ca-1 + 

CE-2 + CP-2 + COOCH3); [47.76 (CH2), 43.94 (CH2), CP-5 + CG-2]; 38.88 (CH, CP-2); 

[34.04 (CH2), 31.29 (CH2), 31.09 (CH2), 30.50 (CH2), Ca-2 + Ca-3 + CP-4 + CE-4]; 28.69 

(3 x CH3, C(CH3)3); 27.73 (CH2, CE-3); 25.86 (CH2, CP-3). 
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6.1.2.7. Síntese do H-Gly-Pro-Glu(Aminoindano)-OMe (C-4a) 

 

 

 

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-2a (secção 

6.1.2.3.) procedeu-se à remoção acidolítica do grupo Boc do composto C-3a (0,4583 g; 

0,8637 mmol) com ATA (1,99 mL; 25,9 mmol).  

Dissolveu-se o sólido obtido em DCM/MeOH e purificou-se por cromatografia de 

adsorção em coluna de gel de sílica usando DCM/MeOH (9:1) como eluente, obtendo-

se 0,4562 g do composto C-4a. Rendimento: 97 %. 

 

Aspeto Rf p.f. [𝛂]𝐃
𝟏𝟔 

sólido branco 
0,16 em 

DCM/MeOH (9:1) 
47 – 48 ºC − 88,8 ± 0,6 (c1, MeOH) 

 

1H-RMN (CD3OD, 400 MHz)  ppm: 7.36 – 7.14 (m, 4H, Ha-5 + Ha-6 + Ha-7 + Ha-8); 5.37 

(t, J = 7.6 Hz, 1H, Ha-1); 4.55 – 4.39 (m, 2H, HE-2 + HP-2); 3.74 (s, 3H, COOCH3); 3.64 

– 3.33 (m, 4H, 2HP-5 + 2HG-2); 2.99 – 2.77 (m, 2H, Ha-3); 2.57 – 1.75 (m, 10H, Ha-2 + 

HP-3 + HP-4 + HE-3 + HE-4). 

13C-RMN e DEPT (CD3OD, 101 MHz)  ppm: [174.61 (Cq), 174.56 (Cq), 174.24 (Cq), 

173.54 (Cq), CE-1 + CE-5 + CP-1 + CG-1]; [144.51 (Cq), 144.21 (Cq), Ca-4 + Ca-9]; [128.90 

(CH), 127.64 (CH), 125.70 (CH), 125.24 (CH), Ca-5 + Ca-6 + Ca-7 + Ca-8]; [61.49, 55.83, 

52.97, 52.82, (3 x CH + CH3), Ca-1 + CE-2 + CP-2 + COOCH3]; [47.54 (CH2), 43.34 (CH2), 

CP-5 + CG-2]; 33.02 (CH2, Ca-2 + Ca-3); 31.01 (CH2, CP-4); 30.54 (CH2, CE-4); 28.61 (CH2, 

CE-3); 25.71 (CH2,CP-3).  
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6.1.2.8. Síntese do H-Gly-Pro-Glu(OMe)-Aminoindano (C-9a) 

 

 

 

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-2a (secção 

6.1.2.3.) procedeu-se à remoção acidolítica do grupo Boc do composto C-8a (0,4352 g; 

0,8202 mmol) com ATA (1,89 mL; 24,6 mmol). 

 Dissolveu-se o sólido obtido em DCM/MeOH e purificou-se por cromatografia de 

adsorção em coluna de gel de sílica usando DCM/MeOH (9:1) como eluente, obtendo-

se 0,4377 g do composto C-9a. Rendimento: 98 %. 

 

Aspeto Rf p.f. [𝛂]𝐃
𝟏𝟕 

sólido 

castanho 

0,11 em 

DCM/MeOH (9:1) 
52 – 54 ºC − 11,7 ± 0,8 (c1, MeOH) 

 

1H-RMN (CD3OD, 400 MHz)  ppm (presença de rotâmeros): 7.30 – 7.08 (m, 4H, Ha-5 + 

Ha-6 + Ha-7 + Ha-8); 5.38 (t, J = 7.5 Hz, 1H, Ha-1); 4.51 – 4.27 (m, 2H, HE-2 + HP-2); 3.67 

(s, 3H, COOCH3); 3.64 – 3.35 (m, 4H, 2HG-2 + 2HP-5); 3.13 – 2.73 (m, 2H, Ha-3); 2.60 – 

1.72 (m, 10H, Ha-2 + HP-3 + HP-4 + HE-3 + HE-4). 

13C-RMN e DEPT (CD3OD, 101 MHz)  ppm (presença de rotâmeros): [175.15, 174.43, 

173.16, (4 x Cq), CE-1 + CE-5 + CP-1 + CG-1]; [144.58 (Cq), 144.29 (Cq), Ca-4 + Ca-9]; 

[128.92 (CH), 127.59 (CH), 125.67 (CH), 125.11 (CH), Ca-5 + Ca-6 + Ca-7 + Ca-8]; [61.91, 

55.80, 54.33, 52.28, (3 x CH + CH3), Ca-1 + CE-2 + CP-2 + COOCH3]; [47.64 (CH2), 42.56 

(CH2), CP-5 + CG-2]; 31.24 (CH2, CP-4); 31.07 (CH2, Ca-2 + Ca-3); 30.69 (CH2, CE-4); 

27.93 (CH2, CE-3); 25.67 (CH2, CP-3).  
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6.1.2.9. Síntese do (N,N-dimetil-Gly)-Pro-Glu(Aminoindano)-OMe (C-5a) 

 

 

 

Num balão de fundo redondo dissolveu-se o composto C-4a (0,3343 g; 0,6139 

mmol) em DCE (40 mL). Adicionou-se uma solução aquosa de CH2O a 37% m/v (0,115 

mL; 1,54 mmol) e de seguida adicionou-se o agente redutor NaBH(OAc)3 (0,6506 g; 

3,069 mmol) e deixou-se em agitação magnética durante cerca de 2 horas.  

Eliminou-se o solvente a pressão reduzida, de seguida adicionou-se DCM e filtrou-

se o excesso de agente redutor. Eliminou-se o solvente das águas-mãe e procedeu-se 

à purificação habitual por cromatografia de adsorção em coluna de gel de sílica usando 

DCM/MeOH (4:1) como eluente, tendo-se obtido 0,2027 do composto C-5a pretendido. 

Rendimento: 72 %. 

 

Aspeto Rf p.f. [𝛂]𝐃
𝟐𝟐 

sólido cristalino 

ligeiramente 

amarelado 

0,51 em 

DCM/MeOH (4:1) 
39 – 41 ºC + 68,6 ± 0,1 (c1, MeOH). 

 

1H-RMN (CD3OD, 400 MHz)  ppm (presença de rotâmeros 80:20): 7.28 – 7.14 (m, 4H, 

Ha-5 + Ha-6 + Ha-7 + Ha-8); 5.38 (t, J = 7.5 Hz, 1H, Ha-1); 4.51 – 4.39 (m, 2H, HE-2 + HP-

2); [3.75 (s, minor), 3.73 (s, major), 3H, COOCH3]; 3.63 – 3.33 (m, 4H, 2HG-2 + 2HP-5); 

3.05 – 2.79 (m, 2H, Ha-3); 2.49 – 1.89 (m, 16H, (CH3)2-N + Ha-2 + HP-3 + HP-4 + HE-3 + 

HE-4). 

13C-RMN e DEPT (CD3OD, 101 MHz)  ppm (presença de rotâmeros): [174.60 (Cq), 

174.51 (Cq), 174.35 (Cq), 173.53 (Cq), CE-1 + CE-5 + CP-1+ CG-1]; [144.50 (Cq), 144.39 

(Cq), Ca-4 + Ca-9]; [128.81 (CH), 127.66 (CH), 125.64 (CH), 125.19 (CH), Ca-5 + Ca-6 + 

Ca-7 + Ca-8]; [61.46, 55.80, 53.11, 52.82, (3 x CH + CH3), Ca-1 + CE-2 + CP-2 + COOCH3]; 

[48.31 (CH2), 48.04 (CH2), CG-2]; [45.46 (CH3), 45.41 (CH3), 45.33 (CH3), 45.28 (CH3), 

(CH3)2-N]; [34.41 (CH2), 34.33 (CH2), CP-5]; [33.07 (CH2), 32.98 (CH2), CP-4]; 31.02 

(CH2,Ca-2 + Ca-3); 30.51 (CH2, CE-4); [28.67 (CH2), 27.76 (CH2), CE-3]; [25.76 (CH2), 

23.28 (CH2), CP-3].  
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6.1.2.10. Síntese do (N,N-dimetil-Gly)-Pro-Glu(OMe)-Aminoindano  

(C-10a) 

 

 

 

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-5a (secção 

6.1.2.9.) procedeu-se à N-dimetilação do composto C-9a (0,3222 g; 0,5917 mmol), 

utilizando uma solução aquosa de CH2O a 37% m/v (0,111 mL; 1,48 mmol) e 

NaBH(OAc)3 (0,6270 g; 2,958 mmol), deixando-se em agitação magnética durante cerca 

de 2 horas. Fez-se o tratamento descrito para o composto C-5a, tendo-se obtido 0,1899 

g do composto C-10a. Rendimento: 70 %. 

 

Aspeto Rf [𝛂]𝐃
𝟐𝟐 

óleo amarelo 

viscoso 

0,63 em 

DCM/MeOH (4:1) 
− 12,2 ± 1,0 (c1, MeOH) 

 

1H-RMN (CD3OD, 400 MHz)  ppm (presença de rotâmeros 80:20): 7.29 – 7.09 (m, 4H, 

Ha-5 + Ha-6 + Ha-7 + Ha-8); 5.38 (t, J = 7.6 Hz, 1H, Ha-1); 4.51 – 4.30 (m, 2H, HE-2 + HP-

2); [3.68 (minor), 3.67 (s, major), 3H, COOCH3]; 3.59 – 3.34 (m, 2H, HG-2); 3.10 – 2.79 

(m, 3H, Ha-3);  [2.71 – 1.80 (m, 17H),  1.35 – 1.24 (m, 1H), HP-5 + Ha-2 + (CH3)2-N + HP-

3 + HP-4 + HE-3 + HE-4]. 

13C-RMN e DEPT (CD3OD, 101 MHz)  ppm (presença de rotâmeros): [175.22, 173.24, 

(4 x Cq), CE-1 + CE-5 + CP-1 + CG-1]; [144.49 (Cq), 144.32 (Cq), Ca-4 + Ca-9]; [128.94 

(CH), 127.59 (CH), 125.65 (CH), 125.09 (CH), Ca-5 + Ca-6 + Ca-7 + Ca-8]; [61.76, 55.84, 

54.26, 52.27, (3 x CH + CH3), Ca-1 + CE-2 + CP-2 + COOCH3]; [48.31 (CH2), 48.04 (CH2), 

CG-2]; [45.50 (CH3), 45.46 (CH3), 45.41 (CH3), (CH3)2-N]; [34.23 (CH2), 33.99 (CH2), CP-

5]; [31.26 (CH2), 31.17 (CH2), CP-4]; 31.05 (CH2, Ca-2 + Ca-3); 30.57 (CH2, CE-4); 28.12 

(CH2, CE-3); [26.02 (CH2), 25.84 (CH2), CP-3]. 
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6.1.3. Síntese dos conjugados de GPE com Amantadina 

6.1.3.1. Síntese do Boc-Glu(Amantadina)-OMe (C-1b) 

 

 

 

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-1a (secção 

6.1.2.1.), procedeu-se ao acoplamento entre Boc-Glu(OH)-OMe (0,5821 g; 2,228 mmol) 

e a amina b (0,5019 g; 2,674 mmol), utilizando DIEA (1,16 mL; 6,68 mmol) e TBTU 

(0,7870 g; 2,451 mmol), deixando-se reagir durante cerca de 1 hora e 30 minutos após 

a adição do último componente. Em seguida, procedeu-se ao tratamento idêntico ao 

realizado para o composto C-1a. 

O precipitado obtido foi filtrado (por filtração a pressão reduzida) e lavado com 

Et2O, obtendo-se 0,7911 g do composto C-1b. Rendimento: 90 %. 

 

Aspeto Rf p.f. [𝛂]𝐃
𝟏𝟔 

sólido branco 0,78 em AcOEt 190 – 191 ºC + 14,5 ± 0,1 (c1, CHCl3) 
 

1H-RMN (CDCl3, 400 MHz)  ppm: 5.53 (sl, 1H, CONH); 5.27 (d, J = 6.5 Hz, 1H, CONH); 

4.25 (m, 1H, HE-2); 3.72 (s, 3H, COOCH3); 2.23 – 1.84 (m, 15H, HE-3 + HE-4 + Hb-2 + 

Hb-3 + Hb-5 + + Hb-7 + Hb-8 + Hb-9 + Hb-10); 1.66 (s, 4H, Hb-4 + Hb-6); 1.42 (s, 9H, 

C(CH3)3). 

13C-RMN e DEPT (CDCl3, 101 MHz)  ppm: [173.01 (Cq), 171.05 (Cq), CE-1 + CE-5]; 

155.84 (Cq, OCONH); 80.05 (Cq, C(CH3)3); [53.27, 52.48, (CH + CH3), CE-2 + COOCH3]; 

52.10 (Cq, Cb-1); [41.68, 36.48, 33.81, (6 x CH2), Cb-2 + Cb-4 + Cb-6 + Cb-8 + Cb-9 + Cb-

10]; 29.55 (3x CH, Cb-3 + Cb-5 + Cb-7); 28.76 (2 x CH2, CE-3 + CE-4); 28.43 (3 x CH3, 

C(CH3)3). 
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6.1.3.2. Síntese do Boc-Glu(OMe)- Amantadina (C-6b) 

 

 

 

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-1a (secção 

6.1.2.1.), procedeu-se ao acoplamento entre Boc-Glu(OMe)-OH (0,5803 g; 2,221 mmol) 

e a amina b (0,5003 g; 2,665 mmol), utilizando DIEA (1,16 mL; 6,66 mmol) e TBTU 

(0,7844 g; 2,443 mmol), deixando-se reagir durante 1 hora e 30 minutos. Em seguida, 

procedeu-se ao tratamento idêntico ao realizado para o composto C-1a. 

O óleo obtido foi purificado por cromatografia de adsorção em coluna de gel de 

sílica usando AcOEt como eluente, obtendo-se 0,7798 g do composto C-6b. 

Rendimento: 89 %. 

 

Aspeto Rf [𝛂]𝐃
𝟏𝟔 

óleo incolor 0,89 em AcOEt − 14,3 ± 0,2 (c1, CHCl3) 

 

1H-RMN (CDCl3, 400 MHz)  ppm: 5.88 (sl, 1H, CONH); 5.26 (d, J = 7.7 Hz, 1H, CONH); 

3.99 (s, 1H, HE-2); 3.67 (s, 3H, COOCH3); 2.54 – 2.27 (m, 2H, HE-4); 2.11 – 1.80 (m, 

11H, HE-3 + Hb-2 + Hb-3 + Hb-5 + Hb-7 + Hb-8 + Hb-9); 1.66 (t, 6H, Hb-4 + Hb-6 + Hb-10); 

1.42 (s, 9H, C(CH3)3). 

13C-RMN e DEPT (CDCl3, 101 MHz)  ppm: [173.97 (Cq), 170.40 (Cq), CE-1 + CE-5]; 

155.80 (Cq, OCONH); 79.98 (Cq, C(CH3)3); [54.14, 51.91, (CH + CH3), CE-2 + COOCH3]; 

52.18 (Cq, Cb-1); [41.63, 36.41, 30.38, (6 x CH2), Cb-2 + Cb-4 + Cb-6 + Cb-8 + Cb-9 + Cb-

10]; 29.51 (3 x CH, Cb-3 + Cb-5 + Cb-7); 28.48 (2 x CH2, CE-3 + CE-4); 28.42 (3 x CH3, 

C(CH3)3). 
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6.1.3.3. Síntese do H-Glu(Amantadina)-OMe (C-2b) 

 

 

 

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-2a (secção 

6.1.2.3.) procedeu-se à remoção acidolítica do grupo Boc do composto C-1b (0,7570 g; 

1,919 mmol) com ATA (4,43 mL; 57,6 mmol), tendo-se obtido 0,7681 g do composto C-

2b. Rendimento: 98 %. 

 

Aspeto Rf [𝛂]𝐃
𝟐𝟐 

óleo amarelo viscoso 0,59 em AcOEt + 25,6 ± 0,1 (c1, CHCl3) 
 

1H-RMN (CD3OD, 400 MHz)  ppm: 4.06 (t, J = 6.4 Hz, 1H, HE-2); 3.84 (s, 3H, COOCH3); 

2.39 (dd, J = 10.5, 4.3 Hz, 2H, HE-4); 2.21 (m, 11H, HE-3 + Hb-2 + Hb-3 + Hb-5 + Hb-7 + 

Hb-8 + Hb-9); 1.71 (s, 6H, Hb-4 + Hb-6 + Hb-10). 

13C-RMN e DEPT (CD3OD, 101 MHz)  ppm: [173.21 (Cq), 170.68 (Cq), CE-1 + CE-5]; 

[53.72, 53.68, (CH + CH3), CE-2 + COOCH3]; 53.02 (Cq, Cb-1); [42.25, 37.45, 33.21 (6 x 

CH2), Cb-2 + Cb-4 + Cb-6 + Cb-8 + Cb-9 + Cb-10]; 30.87 (3 x CH, Cb-3 + Cb-5 + Cb-7); 

27.25 (2 x CH2, CE-3, CE-4). 
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6.1.3.4. Síntese do H-Glu(OMe)-Amantadina (C-7b) 

 

 

 

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-2a (secção 

6.1.2.3.) procedeu-se à remoção acidolítica do grupo Boc do composto C-6b (0,7284 g; 

1,846 mmol) com ATA (4,26 mL; 55,4 mmol), tendo-se obtido 0,7390 g do composto C-

7b. Rendimento: 98 %.  

 

Aspeto Rf [𝛂]𝐃
𝟐𝟐 

sólido transparente de 

baixo p.f. 
0,51 em AcOEt + 5,4 ± 0,1 (c1, CHCl3) 

 

1H-RMN (CD3OD, 400 MHz)  ppm: 3.80 (t, J = 6.4 Hz, 1H, HE-2); 3.70 (s, 3H, COOCH3); 

2.48 (td, J = 7.3, 1.3 Hz, 2H, HE-4); 2.16 – 2.01 (m, 11H, HE-3 + Hb-2 + Hb-3 + Hb-5 + Hb-

7 + Hb-8 + Hb-9); 1.73 (s, 6H, Hb-4 + Hb-6 + Hb-10). 

13C-RMN e DEPT (CD3OD, 101 MHz)  ppm: [174.22 (Cq), 168.26 (Cq), CE-1 + CE-5]; 

[53.88, 53.48, (CH + CH3), CE-2 + COOCH3]; 52.48 (Cq, Cb-1); [42.20, 37.34, 30.84 (6 x 

CH2), Cb-2 + Cb-4 + Cb-6 + Cb-8 + Cb-9 + Cb-10]; 30.08 (3 x CH, Cb-3 + Cb-5 + Cb-7); 

27.80 (2 x CH2, CE-3, CE-4). 
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6.1.3.5. Síntese do Boc-Gly-Pro-Glu(Amantadina)-OMe (C-3b) 

 

 

 

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-3a (secção 

6.1.2.5.), procedeu-se ao acoplamento entre H-Pro-OH (0,1670 g; 1,451 mmol), Boc-

Gly-OSu (0,4345 g; 1,596 mmol) e C-2b (0,7109 g; 1,741 mmol), utilizando DIEA (0,758 

mL; 4,35 mmol) e TBTU (0,5125 g; 1,596 mmol), deixando-se em agitação magnética 

durante cerca de 2 horas após a adição do último componente. De seguida, procedeu-

se ao tratamento habitual. 

O óleo obtido foi purificado por cromatografia de adsorção em coluna de gel de 

sílica usando AcOEt como eluente obtendo-se 0,5414 g do composto C-3b. 

Rendimento: 68 %. 

  

Aspeto Rf p.f. [𝛂]𝐃
𝟏𝟔 

sólido branco 0,27 em AcOEt 61 – 63 ºC  − 9,8 ± 0,3 (c1, CHCl3) 

 

1H-RMN (CDCl3, 400 MHz)  ppm (presença de rotâmeros 85:15): 7.23 (d, J = 7.6 Hz, 

1H, CONH); [5.84 (sl, major), 5.73 (sl, minor), 1H, CONH]; [5.48 (sl, minor), 5.40 (sl, 

major), 1H, CONH]; 4.56 – 4.41 (m, 2H, HE-2 + HP-2); 4.05 – 3.83 (m, 2H, HG-2); 3.72 (s, 

3H, COOCH3); 3.63 – 3.34 (m, 2H, HP-5); 2.24 – 1.84 (m, 17H, HE-3 + HE-4 + HP-3 + HP-

4 + Hb-2 + Hb-3 + Hb-5 + Hb-7 + Hb-8 + Hb-9); 1.66 (s, 6H, Hb-4 + Hb-6 + Hb-10); 1.44 (s, 

9H, C(CH3)3). 

13C-RMN e DEPT (CDCl3, 101 MHz)  ppm (presença de rotâmeros): [172.51 (Cq), 

171.35 (Cq), 171.25 (Cq), 168.36 (Cq), CE-1 + CE-5 + CP-1 + CG-1]; 155.92 (Cq, 

OCONH); 79.88 (Cq, C(CH3)3); [60.46, 52.54, 51.78, (2 x CH + CH3), CP-2 + CE-2 + 

COOCH3]; 52.02 (Cq, Cb-1); [47.31 (CH2), 46.53 (CH2), 43.27(CH2), CG-2 + CP-5]; [41.53, 

36.48 (6 x CH2), Cb-2 + Cb-4 + Cb-6 + Cb-8 + Cb-9 + Cb-10]; [33.15, 32.25, CH2, CP-4]; 

29.53 (3 x CH, Cb-3 + Cb-5 + Cb-7); 28.55 (CH2, CE-4); 28.45 (3 x CH3, C(CH3)3); 28.28 

(CH2, CE-3); [24.98 (CH2), 22.92 (CH2), CP-3].  
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6.1.3.6. Síntese do Boc-Gly-Pro-Glu(OMe)-Amantadina (C-8b) 

 

 

  

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-3a (secção 

6.1.2.5.), procedeu-se ao acoplamento entre H-Pro-OH (0,1691 g; 1,469 mmol), Boc-

Gly-OSu (0,5283 g; 1,940 mmol) e C-7b (0,7198 g; 1,762 mmol), utilizando DIEA (0,768 

mL; 4,41 mmol) e TBTU (0,5188 g; 1,616 mmol), deixando-se em agitação magnética 

durante cerca de 2 horas após a adição do último componente. De seguida, procedeu-

se ao tratamento habitual. 

O óleo obtido foi purificado por cromatografia de adsorção em coluna de gel de 

sílica usando AcOEt como eluente obtendo-se 0,5239 g do composto C-8b. 

Rendimento: 65 %. 

 

Aspeto Rf p.f. [𝛂]𝐃
𝟏𝟔 

sólido branco 0,44 em AcOEt 56 – 58 ºC − 29,9 ± 0,1 (c1, CHCl3) 

 

1H-RMN (CDCl3, 400 MHz)  ppm: 7.60 (d, J = 7.6 Hz, 1H, CONH); 6.18 (sl, 1H, CONH); 

5.40 (sl, 1H, CONH); 4.45 (dd, J = 7.9 Hz, 1H, HE-2); 4.28 (td, J = 7.6, 4.4 Hz, 1H, HP-2); 

4.14 – 3.81 (m, 2H, HG-2); 3.70 – 3.55 (m, 4H, COOCH3 + HP-5); 3.48 – 3.37 (m, 1H, HP-

5); 2.53 – 2.34 (m, 2H, HE-4); 2.18 – 1.90 (m, 15H, HE-3 + HP-3 + HP-4 + Hb-2 + Hb-3 + 

Hb-5 + Hb-7 + Hb-8 + Hb-9); 1.65 (s, 6H, Hb-4 + Hb-6 + Hb-10); 1.42 (s, 9H, C(CH3)3). 

13C-RMN e DEPT (CDCl3, 101 MHz)  ppm: [175.47 (Cq), 170.95 (Cq), 169.57 (Cq), 

168.76 (Cq), CE-1 + CE-5 + CP-1 + CG-1]; 155.87 (Cq, OCONH); 79.89 (Cq, C(CH3)3); 

[61.05, 53.28, 52.13, (2 x CH + CH3), CP-2 + CE-2 + COOCH3]; 52.32 (Cq, Cb-1); 

[46.51(CH2), 43.32 (CH2), CG-2 + CP-5]; [41.47, 36.46, (6 x CH2), Cb-2 + Cb-4 + Cb-6 + 

Cb-8 + Cb-9 + Cb-10]; 30.29 (CH2, CP-4); 29.56 (3 x CH, Cb-3 + Cb-5 + Cb-7); 28.86 (CH2, 

CE-4); 28.46 (3 x CH3, C(CH3)3); 26.92 (CH2, CE-3); 24.94 (CH2, CP-3). 
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6.1.3.7. Síntese do H-Gly-Pro-Glu(Amantadina)-OMe (C-4b) 

 

 

 

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-2a (secção 

6.1.2.3.) procedeu-se à remoção acidolítica do grupo Boc do composto C-3b (0,4497 g; 

0,8196 mmol) com ATA (1,89 mL; 24,6 mmol), tendo-se obtido 0,4519 g do composto 

C-4b. Rendimento: 98 %. 

 

Aspeto Rf p.f. [𝛂]𝐃
𝟏𝟔 

sólido amarelo 
0,62 em 

DCM/MeOH (4:1) 
54 – 57 ºC  + 32,2 ± 0,4 (c1, MeOH). 

 

1H-RMN (CD3OD, 400 MHz)  ppm (presença de rotâmeros 80:20): [4.50 (dd, J = 8.3, 

3.4 Hz, major), 4.46 (dd, J = 8.7, 2.9 Hz, minor), 1H, HE-2]; 4.41 – 4.33 (m, 1H, HP-2); 

3.89 (d, J = 3.2 Hz, 2H, HG-2); [3.73 (s, minor), 3.72 (s, major), 3H, COOCH3]; 3.67 – 

3.49 (m, 2H, HP-5); 2.27 – 2.21 (m, 2H, HE-4); 2.19 – 1.82 (m, 15H, HE-3 + HP-3 + HP-4 

+ Hb-2 + Hb-3 + Hb-5 + Hb-7 + Hb-8 + Hb-9); 1.71 (s, 6H, Hb-4 + Hb-6 + Hb-10). 

13C-RMN e DEPT (CD3OD, 101 MHz)  ppm (presença de rotâmeros): [174.28 (Cq), 

173.95 (Cq), 173.48 (Cq), 166.02 (Cq), CE-1 + CE-5 + CP-1 + CG-1]; [61.41, 61.24, 53.81, 

53.44, 52.80, (2 x CH + CH3), CP-2 + CE-2 + COOCH3]; 52.84 (Cq, Cb-1); [48.47 (CH2), 

47.69 (CH2), CG-2 + CP-5]; [42.31, 42.28, 41.44, 37.48, (6 x CH2), Cb-2 + Cb-4 + Cb-6 + 

Cb-8 + Cb-9 + Cb-10]; [34.04 (CH2), 33.95 (CH2), CP-4]; 30.88 (3 x CH, Cb-3 + Cb-5 + Cb-

7); 30.73 (CH2, CE-4); [28.77 (CH2), 27.89 (CH2), CE-3]; [25.54 (CH2), 23.44 (CH2), CP-

3].  

 

 

 

 



FCUP 
PARTE EXPERIMENTAL 

143 

 

 

 

 

 



144  
 

FCUP 
 PARTE EXPERIMENTAL 

 

 

6.1.3.8. Síntese do H-Gly-Pro-Glu(OMe)-Amantadina (C-9b) 

 

 

 

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-2a (secção 

6.1.2.3.) procedeu-se à remoção acidolítica do grupo Boc do composto C-8b (0,4231 g; 

0,7711 mmol) com ATA (1,78 mL; 23,1 mmol), tendo-se obtido 0,4251 g do composto 

C-9b. Rendimento: 98 %. 

  

Aspeto Rf p.f. [𝛂]𝐃
𝟏𝟔 

sólido branco 
0,60 em 

DCM/MeOH (4:1) 
67 – 69 ºC  − 31,2 ± 0,2 (c1, MeOH) 

 

1H-RMN (CD3OD, 400 MHz)  ppm (presença de rotâmeros 85:15): 4.51 – 4.43 (m, 1H, 

HE-2); 4.31 – 4.23 (m, 1H, HP-2); 3.89 (s, 2H, HG-2); [3.68 (s, minor), 3.67 (s, major), 3H, 

COOCH3]; 3.63 – 3.49 (m, 2H, HP-5); 2.52 – 2.34 (m, 2H, HE-4); 2.11 – 1.85 (m, 15H, 

HE-3 + HP-3 + HP-4 + Hb-2 + Hb-3 + Hb-5 + Hb-7 + Hb-8 + Hb-9); 1.72 (s, 6H, Hb-4 + Hb-6 

+ Hb-10). 

13C-RMN e DEPT (CD3OD, 101 MHz)  ppm (presença de rotâmeros): [175.20 (Cq), 

173.97 (Cq), 172.20 (Cq), 166.20 (Cq), CE-1 + CE-5 + CP-1 + CG-1]; [61.66, 61.15, 54.61, 

54.41, 52.38, 52.25, (2 x CH + CH3), CP-2 + CE-2 + COOCH3]; 53.07 (Cq, Cb-1); [47.67 

(CH2), 42.25 (CH2), CG-2 + CP-5]; [41.49, 37.43, (6 x CH2), Cb-2 + Cb-4 + Cb-6 + Cb-8 + 

Cb-9 + Cb-10]; [31.27 (CH2), 31.15 (CH2), CP-4]; 30.88 (3 x CH, Cb-3 + Cb-5 + Cb-7); 

30.76 (CH2, CE-4); [28.71 (CH2), 28.27 (CH2), CE-3]; [25.66 (CH2), 23.41 (CH2), CP-3].
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6.1.3.9. Síntese do (N,N-dimetil-Gly)-Pro-Glu(Amantadina)-OMe (C-5b) 

 

 

 

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-5a (secção 

6.1.2.9.) procedeu-se à N-dimetilação do composto C-4b (0,3419 g; 0,6077 mmol), 

utilizando uma solução aquosa de CH2O a 37% m/v (0,114 mL; 1,52 mmol) e 

NaBH(OAc)3 (0,6440 g; 3,038 mmol), deixando-se em agitação magnética durante cerca 

de 2 horas. Fez-se o tratamento descrito para o composto C-5a, tendo-se obtido 0,2143 

g do composto C-5b. Rendimento: 74 %. 

  

Aspeto Rf p.f. [𝛂]𝐃
𝟐𝟎 

sólido branco 

cristalino 

0,52 em 

DCM/MeOH (4:1) 
79 – 81 ºC  − 28,8 ± 0,2 (c1, MeOH) 

 

1H-RMN (CD3OD, 400 MHz)  ppm (presença de rotâmeros 80:20): 4.52 – 4.44 (m, 1H, 

HE-2); 4.39 (dd, J = 9.4, 4.8 Hz, 1H, HP-2); 4.02 – 3.93 (m, 2H, HG-2); [3.74 (s, minor), 

3.72 (s, major), 3H, COOCH3]; 3.65 – 3.50 (m, 2H, HP-5); 2.81 (s, 6H, (CH3)2N); 2.28 – 

2.20 (m, 2H, HE-4); 2.14 – 1.87 (m, 15H, HE-3 + HP-3 + HP-4 + Hb-2 + Hb-3 + Hb-5 + Hb-

7 + Hb-8 + Hb-9); 1.71 (s, 6H, Hb-4 + Hb-6 + Hb-10). 

13C-RMN e DEPT (CD3OD, 101 MHz)  ppm (presença de rotâmeros): [174.26 (Cq), 

173.92 (Cq), 173.51 (Cq), 165.93 (Cq), CE-1 + CE-5 + CP-1 + CG-1]; [61.47, 53.81, 53.29 

(2 x CH + CH3), CP-2 + CE-2 + COOCH3]; 52.84 (Cq, Cb-1); [59.90 (CH2), 47.86 (CH2), 

CG-2 + CP-5]; 45.05 (2 x CH3, (CH3)2N); [42.29, 37.48, (6 x CH2), Cb-2 + Cb-4 + Cb-6 + 

Cb-8 + Cb-9 + Cb-10]; [34.01 (CH2), 33.10 (CH2), CP-4]; 30.88 (3 x CH, Cb-3 + Cb-5 + Cb-

7); 30.68 (CH2, CE-4); [28.78 (CH2), 27.69 (CH2), CE-3]; [25.61 (CH2), 23.36 (CH2), CP-

3]. 

 

 

 

 



FCUP 
PARTE EXPERIMENTAL 

147 

 

 

 

 

 

 



148  
 

FCUP 
 PARTE EXPERIMENTAL 

 

 

6.1.3.10. Síntese do (N,N-dimetil-Gly)-Pro-Glu(OMe)-Amantadina (C-10b) 

 

 

 

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-5a (secção 

6.1.2.9.) procedeu-se à N-dimetilação do composto C-9b (0,2995 g; 0,5324 mmol), 

utilizando uma solução aquosa de CH2O a 37% (0,100 mL; 1,33 mmol) e NaBH(OAc)3 

(0,5642 g; 2,662 mmol), deixando-se em agitação magnética durante cerca de 2 horas. 

Fez-se o tratamento descrito para o composto C-5a, tendo-se obtido 0,1903 g do 

composto C-10b. Rendimento: 75 %. 

  

Aspeto Rf p.f. [𝛂]𝐃
𝟐𝟎 

sólido branco 

cristalino 

0,53 em 

DCM/MeOH (4:1) 
67 – 69 ºC  + 23,9 ± 0,2 (c1, MeOH) 

 

1H-RMN (CD3OD, 400 MHz)  ppm (presença de rotâmeros 85:15): 4.46 (dd, J = 8.6, 

4.1 Hz, 1H, HE-2); 4.29 (dd, J = 8.9, 5.1 Hz, 1H, HP-2); 3.99 (d, J = 3.8 Hz, 2H, HG-2); 

[3.69 (s, minor), 3.67 (s, major), 3H, COOCH3]; 3.63 – 3.48 (m, 2H, HP-5); 2.83 (s, 6H, 

(CH3)2N); 2.50 – 2.37 (m, 2H, HE-4); 2.27 – 1.86 (m, 15H, HE-3 + HP-3 + HP-4 + Hb-2 + 

Hb-3 + Hb-5 + Hb-7 + Hb-8 + Hb-9); 1.72 (s, 6H, Hb-4 + Hb-6 + Hb-10). 

13C-RMN e DEPT (CD3OD, 101 MHz)  ppm (presença de rotâmeros): [173.78 (Cq), 

172.58 (Cq), 170.79 (Cq), 164.48 (Cq), CE-1 + CE-5 + CP-1 + CG-1]; [60.32, 59.93, 53.17, 

52.95, 51.00, 50.84, (2 x CH + CH3), CP-2 + CE-2 + COOCH3]; 51.66 (Cq, Cb-1); [58.78 

(CH2), 58.39 (CH2), 46.43 (CH2), CG-2 + CP-5]; 43.63 (2 x CH3, (CH3)2N); [40.88, 36.04, 

(6 x CH2), Cb-2 + Cb-4 + Cb-6 + Cb-8 + Cb-9 + Cb-10]; [29.92 (CH2), 29.68 (CH2), CP-4]; 

29.29 (CH2, CE-4); 29.49 (3 x CH, Cb-3 + Cb-5 + Cb-7); [27.42 (CH2), 26.84 (CH2), CE-3]; 

[24.37 (CH2), 21.93 (CH2), CP-3] 
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6.1.4. Síntese dos conjugados de GPE com Memantina 

6.1.4.1. Síntese do Boc-Glu(Memantina)-OMe (C-1c) 

 

 

 

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-1a (secção 

6.1.2.1.), procedeu-se ao acoplamento entre Boc-Glu(OH)-OMe (0,4012 g; 1,536 mmol) 

e a amina c (0,5018 g; 1,843 mmol), utilizando DIEA (0,803 mL; 4,61 mmol) e TBTU 

(0,5425 g; 1,690 mmol), deixando-se reagir durante 2 horas e 30 minutos após a adição 

do último componente. Em seguida, procedeu-se ao tratamento idêntico ao realizado 

para o composto C-1a. 

O óleo obtido foi purificado por cromatografia de adsorção em coluna de gel de 

sílica usando AcOEt como eluente obtendo-se 0,6101 g do composto C-1c. Rendimento: 

94 %. 

   

Aspeto Rf [𝛂]𝐃
𝟐𝟐 

óleo amarelo viscoso 0,89 em AcOEt  + 52,2 ± 0,4 (c1, CHCl3) 
 

1H-RMN (CDCl3, 400 MHz)  ppm: 5.57 (sl, 1H, CONH); 5.29 (d, J = 7.0 Hz, 1H, CONH); 

4.27 (sl, 1H, HE-2); 3.74 (s, 3H, COOCH3); 2.22 – 2.11 (m, 4H, HE-3 + HE-4); [1.71 – 1.60 

(m, 5H), 1.54 – 1.31 (m, 17H), C(CH3)3 + Hc-2 + Hc-3 + Hc-4 + Hc-5 + Hc-6 + Hc-7 + Hc-

8 + Hc-9 + Hc-10]; 0.85 (s, 6H, Hc-11 + Hc-12). 

13C-RMN e DEPT (CDCl3, 101 MHz)  ppm: [173.01 (Cq), 171.12 (Cq), CE-1 + CE-5]; 

155.88 (Cq, OCONH); 80.10 (Cq, C(CH3)3); 53.71 (Cq, Cc-1); [53.29, 52.48 (CH + CH3), 

CE-2 + COOCH3]; [50.72, 47.62, 42.79, (6 x CH2), Cc-2 + Cc-4 + Cc-6 + Cc-8 + Cc-9 + Cc-

10]; 40.21 (2 x CH2, CE-3 + CE-4); 32.48 (2 x Cq, Cc-3 +  Cc-7); [30.19, 28.45, 21.15, (CH 

+ 5 x CH3), Cc-11 + Cc-12 + C(CH3)3 + Cc-5]. 
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6.1.4.2. Síntese do Boc-Glu(OMe)- Memantina (C-6c) 

 

 

  

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-1a (secção 

6.1.2.1.), procedeu-se ao acoplamento entre Boc-Glu(OMe)-OH (0,4021 g; 1,539 mmol) 

e a amina c (0,3985 g; 1,847 mmol), utilizando DIEA (0,804 mL; 4,62 mmol) e TBTU 

(0,5436 g; 1,693 mmol), deixando-se reagir durante 2 horas e 30 minutos após a adição 

do último componente. Em seguida, procedeu-se ao tratamento idêntico ao realizado 

para o composto C-1a. 

O óleo obtido foi purificado por cromatografia de adsorção em coluna de gel de 

sílica usando AcOEt como eluente, obtendo-se 0,5788 g do composto C-6c. 

Rendimento: 89 %. 

    

Aspeto Rf [𝛂]𝐃
𝟐𝟐 

sólido branco de 

baixo p.f. 
0,92 em AcOEt − 16,5 ± 0,3 (c1, CHCl3) 

 

1H-RMN (CDCl3, 400 MHz)  ppm: 5.94 (sl, 1H, CONH); 5.26 (d, J = 7.9 Hz, 1H, CONH); 

4.00 (sl, 1H, HE-2); 3.68 (s, 3H, COOCH3); 2.59 – 2.32 (m, 2H, HE-4); [1.94 – 1.75 (m, 

4H), 1.70 – 1.56 (m, 4H), 1.51 – 1.30 (m, 13H), 1.22 – 1.08 (m, 3H), HE-3 + C(CH3)3 + 

Hc-2 + Hc-3 + Hc-4 + Hc-5 + Hc-6 + Hc-7 + Hc-8 + Hc-9 + Hc-10]; 0.84 (s, 6H, Hc-11 + Hc-

12). 

13C-RMN e DEPT (CDCl3, 101 MHz)  ppm: [173.97 (Cq), 170.51 (Cq), CE-1 + CE-5]; 

155.80 (Cq, OCONH); 80.00 (Cq, C(CH3)3); 53.78 (Cq, Cc-1); [54.11, 51.93, (CH + CH3), 

CE-2 + COOCH3]; [50.67, 47.56, 42.79, (6 x CH2), Cc-2 + Cc-4 + Cc-6 + Cc-8 + Cc-9 + Cc-

10]; 40.17 (2 x CH2, CE-3 + CE-4); 32.50 (2 x Cq, Cc-3 + Cc-7); [30.15, 28.43, 21.15, (CH 

+ 5 x CH3), Cc-11 + Cc-12 + C(CH3)3 + Cc-5]. 
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6.1.4.3. Síntese do H-Glu(Memantina)-OMe (C-2c) 

 

 

  

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-2a (secção 

6.1.2.3.) procedeu-se à remoção acidolítica do grupo Boc do composto C-1c (0,5590 g; 

1,323 mmol) com ATA (3,06 mL; 39,7 mmol), tendo-se obtido 0,5659 g do composto C-

2c pretendido. Rendimento: 98%. 

   

Aspeto Rf [𝛂]𝐃
𝟐𝟏 

óleo amarelo 0,075 em AcOEt  − 8,2 ± 0,9 (c1, CHCl3) 

 

1H-RMN (CDCl3, 400 MHz)  ppm: 6.08 (sl, 1H, CONH); 4.14 (d, J = 7.1 Hz, 1H, HE-2); 

3.82 (s, 3H, COOCH3); [2.54 – 2.14 (m, 5H), 1.79 (s, 2H), 1.58 (q, J = 12.0 Hz, 5H), 1.38 

– 1.25 (m, 5H), 1.14 (s, 2H), HE-3 + HE-4 + Hc-2 + Hc-4 + Hc-5 + Hc-6 + Hc-8 + Hc-9 + Hc-

10]; 0.85 (s, 6H, Hc-11 + Hc-12). 

13C-RMN e DEPT (CDCl3, 101 MHz)  ppm: [172.46 (Cq), 169.72 (Cq), CE-1 + CE-5]; 

54.73 (Cq, Cc-1); [53.70, 52.89, (CH + CH3), CE-2 + COOCH3]; [50.58, 47.18, 42.63, (6 

x CH2), Cc-2 + Cc-4 + Cc-6 + Cc-8 + Cc-9 + Cc-10]; 39.74 (2 x CH2, CE-3 + CE-4); 32.48 

(2 x Cq, Cc-3 + Cc-7); [30.08, 26.05, (CH + 2 x CH3), Cc-5 + Cc-11 + Cc-12]. 
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6.1.4.4. Síntese do H-Glu(OMe)-Memantina (C-7c) 

 

 

 

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-2a (secção 

6.1.2.3.) procedeu-se à remoção acidolítica do grupo Boc do composto C-6c (0,5281 g; 

1,250 mmol) com ATA (2,89 mL; 37,5 mmol), tendo-se obtido 0,5292 g do composto C-

7c. Rendimento: 97 %. 

  

Aspeto Rf [𝛂]𝐃
𝟐𝟏 

óleo acastanhado 0,098 em AcOEt  + 7,7 ± 0,9 (c1, CHCl3) 
 

1H-RMN (CDCl3, 400 MHz)  ppm: 6.90 (sl, 1H, CONH); 4.12 (d, J = 7.1 Hz, 1H, HE-2); 

3.70 (s, 3H, COOCH3); [2.56 (q, J = 18.2 Hz, 2H), 2.13 (s, 3H), 1.79 (s, 2H), 1.72 – 1.48 

(m, 4H), 1.40 – 1.24 (m, 5H), 1.14 (s, 2H), HE-3 + HE-4 + Hc-2 + Hc-4 + Hc-5 + Hc-6 + Hc-

8 + Hc-9 + Hc-10]; 0.84 (s, 6H, Hc-11 + Hc-12). 

13C-RMN e DEPT (CDCl3, 101 MHz)  ppm: [174.54 (Cq), 167.31 (Cq), CE-1 + CE-5]; 

54.93 (Cq, Cc-1); [53.41, 52.57, (CH + CH3), CE-2 + COOCH3]; [50.51, 47.12, 42.55, (6 

x CH2), Cc-2 + Cc-4 + Cc-6 + Cc-8 + Cc-9 + Cc-10]; 39.66 (2 x CH2, CE-3 + CE-4); 32.48 

(2 x Cq, Cc-3 + Cc-7); [30.02, 26.82, (CH + 2 x CH3), Cc-5 + Cc-11 + Cc-12]. 
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6.1.4.5. Síntese do Boc-Gly-Pro-Glu(Memantina)-OMe (C-3c) 

 

 

 

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-3a (secção 

6.1.2.5.), procedeu-se ao acoplamento entre H-Pro-OH (0,1236 g; 1,074 mmol), Boc-

Gly-OSu (0,3215 g; 1,181 mmol) e C-2c (0,5623 g; 1,289 mmol), utilizando DIEA (0,281 

mL; 3,22 mmol) e TBTU (0,3793 g; 1,181 mmol), deixando-se em agitação magnética 

durante cerca de 2 horas após a adição do último componente. De seguida, procedeu-

se ao tratamento habitual. 

O óleo obtido foi sujeito a cromatografia de adsorção em coluna de gel de sílica 

usando AcOEt como eluente, obtendo-se 0,4336 g do composto C-3c com algumas 

impurezas.  
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6.1.4.6. Síntese do Boc-Gly-Pro-Glu(OMe)- Memantina (C-8c) 

 

 
  

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-3a (secção 

6.1.2.5.), procedeu-se ao acoplamento entre H-Pro-OH (0,1089 g; 0,9459 mmol), Boc-

Gly-OSu (0,2833 g; 1,040 mmol) e C-7c (0,4954 g; 1,135 mmol), utilizando DIEA (0,494 

mL; 2,84 mmol) e TBTU (0,3341 g; 1,040 mmol), deixando-se em agitação magnética 

durante cerca de 2 horas após a adição do último componente. De seguida, procedeu-

se ao tratamento habitual. 

O óleo obtido foi purificado por cromatografia de adsorção em coluna de gel de 

sílica usando AcOEt como eluente, obtendo-se 0,2782 g do composto C-8c. 

Rendimento: 51 %. 

 

Aspeto Rf [𝛂]𝐃
𝟐𝟒 

óleo castanho 0,51 em AcOEt − 10,6 ± 0,9 (c1, CHCl3). 
 

1H-RMN (CDCl3, 400 MHz)  ppm (presença de rotâmeros 85:15): 7.61 (d, J = 7.4 Hz, 

1H, CONH); [6.40 (s, minor), 6.29 (s, major), 1H, CONH]; [5.41 (s, major), 5.30 (s, minor), 

1H, CONH]; 4.53 – 4.19 (m, 2H, HE-2 + HP-2); 4.08 – 3.84 (m, 2H, HG-2); 3.63 (s, 3H, 

COOCH3); [2.54 – 2.32 (m, 1H), 2.81 – 2.62 (m, 1H), HP-5]; 2.49 – 1.62 (m, 9H, HP-3 + 

HP-4 + HE-3 + HE-4 + Hc-5); 1.84 – 1.55 (m, 6H, Hc-4 + Hc-6 + Hc-9); 1.43 – 1.03 (m, 15H, 

C(CH3)3 + Hc-2 + Hc-8 + Hc-10); 0.80 (s, 6H, Hc-11 + Hc-12). 

13C-RMN e DEPT (CDCl3, 101 MHz)  ppm (presença de rotâmeros): [175.29 (Cq), 

171.04 (Cq), 169.71 (Cq), 168.67 (Cq), CE-1 + CE-5 + CP-1 + CG-1]; 155.82 (Cq, 

OCONH); 79.83 (Cq, C(CH3)3); [60.97, 53.20, 52.03, 51.95 (2 x CH + CH3), CP-2 + CE-2 

+ COOCH3]; 51.95 (CH, Cc-5); 53.83 (Cq, Cc-1); [50.64 (CH2), 47.31 (CH2), CG-2 + CP-

5]; [46.43, 42.70, 39.91 (6 x CH2), Cc-2 + Cc-4 + Cc-6 + Cc-8 + Cc-9 + Cc-10]; 32.39 (2 x 

Cq, Cc-3 + Cc-7); [30.43 (CH2), 30.21 (CH2), CP-4]; 30.16 (2 x CH3, Cc-11 + Cc-12); [29.16 

(CH2), 28.83 (CH2), CE-4]; 28.41 (3 x CH3, C(CH3)3); [27.23 (CH2), 26.86 (CH2), CE-3]; 

[25.07 (CH2), 24.89 (CH2), CP-3]. 
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6.1.4.7. Síntese do H-Gly-Pro-Glu(Memantina)-OMe (C-4c) 

 

 

  

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-2a (secção 

6.1.2.3.) procedeu-se à remoção acidolítica do grupo Boc do composto C-3c (0,4012 g; 

0,6956 mmol) com ATA (1,61 mL; 20,9 mmol), tendo-se obtido 0,3903 g do composto 

C-4c. Rendimento: 95 %. 

 

Aspeto Rf [𝛂]𝐃
𝟏𝟗 

Sólido branco de 

baixo p.f. 

0,49 em 

DCM/MeOH (4:1) 
− 36,1 ± 0,2 (c1, MeOH) 

 

1H-RMN (CD3OD, 400 MHz)  ppm (presença de rotâmeros 80:20): 4.58 – 4.30 (m, 2H, 

HE-2 + HP-2); 3.90 (d, J = 7.5 Hz, 2H, HG-2); [3.73 (s, minor), 3.72 (s, major), 3H, 

COOCH3]; 3.64 – 3.45 (m, 2H, HP-5); [2.52 – 1.73 (m, 11H), 1.64 (q, J = 11.9 Hz, 4H), 

1.36 (dd, J = 29.8, 11.4 Hz, 4H), 1.16 (s, 2H), HP-3 + HP-4 + HE-3 + HE-4 + Hc-2 + Hc-4 + 

Hc-5 + Hc-6 + Hc-8 + Hc-9 + Hc-10]; 0.85 (s, 6H, Hc-11 + Hc-12). 

13C-RMN e DEPT (CD3OD, 101 MHz)  ppm (presença de rotâmeros): [174.01 (Cq), 

173.47 (Cq), CE-1 + CE-5 + CP-1 + CG-1]; 54.49 (Cq, Cc-1); [53.45, 52.91, 52.80, (2 x CH 

+ CH3), CP-2 + CE-2 + COOCH3]; [51.72 (CH2), 48.27 (CH2), CG-2 + CP-5]; [43.76 (CH2), 

40.75 (CH2), 34.05 (CH2), 33.96 (CH2), Cc-2 + Cc-4 + Cc-6 + Cc-8 + Cc-9 + Cc-10]; 33.22 

(2 x Cq, Cc-3 + Cc-7); [31.55, 30.69, (CH + 2 x CH3), Cc-5 + Cc-11 + Cc-12]; 30.73 (CH2, 

CP-4); 28.78 (CH2, CE-4); 27.88 (CH2,  CE-3); 23.47 (CH2, CP-3). 
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6.1.4.8. Síntese do H-Gly-Pro-Glu(OMe)- Memantina (C-9c) 

 

 

  

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-2a (secção 

6.1.2.3.) procedeu-se à remoção do grupo Boc do composto C-8c (0,2182 g; 0,3783 

mmol) com ATA (0,874 mL; 11,4 mmol), tendo-se obtido 0,2078 g do composto C-9c. 

Rendimento: 93 %. 

  

Aspeto Rf p.f. [𝛂]𝐃
𝟏𝟗 

sólido 

castanho 

0,54 em 

DCM/MeOH (4:1) 
130 – 135 ºC  − 26,9 ± 0,2 (c1, MeOH) 

 

1H-RMN (CD3OD, 400 MHz)  ppm (presença de rotâmeros 80:20): 4.51 – 4.43 (m, 1H, 

HE-2); 4.32 – 4.24 (m, 2H, HP-2); 3.87 (d, 2H, HG-2); [3.68 (s, minor), 3.67 (s, major), 3H, 

COOCH3]; 3.63 – 3.44 (m, 2H, HP-5); [2.51 – 1.80 (m, 12H), 1.69 – 1.60 (m, 3H), 1.36 

(dd, J = 30.6, 12.3 Hz, 4H), 1.16 (s, 2H), HP-3 + HP-4 + HE-3 + HE-4 + Hc-2 + Hc-4 + Hc-

5 + Hc-6 + Hc-8 + Hc-9 + Hc-10]; 0.85 (s, 6H, Hc-11 + Hc-12). 

13C-RMN e DEPT (CD3OD, 101 MHz)  ppm (presença de rotâmeros): [175.18 (Cq), 

173.94 (Cq), 172.25 (Cq), 166.25 (Cq), CE-1 + CE-5 + CP-1 + CG-1]; [61.65, 54.41, 52.26, 

(2 x CH + CH3), CP-2 + CE-2 + COOCH3]; 54.69 (Cq, Cc-1); [51.66 (CH2), 48.16 (CH2), 

CG-2 + CP-5]; [47.66, 43.70, 41.49, 40.71 (6 x CH2), Cc-2 + Cc-4 + Cc-6 + Cc-8 + Cc-9 + 

Cc-10]; 33.24 (2 x Cq, Cc-3 + Cc-7); [31.53, 30.65, (CH + 2 x CH3), Cc-5 + Cc-11 + Cc-

12]; [31.25 (CH2), 31.14 (CH2), CP-4]; [30.74 (CH2), 31.06 (CH2), CE-4]; [28.68 (CH2), 

28.44 (CH2), CE-3]; [25.63 (CH2), 23.39 (CH2), CP-3]. 
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6.1.4.9. Síntese do (N,N-dimetil-Gly)-Pro-Glu(Memantina)-OMe (C-5c) 

 

 

  

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-5a (secção 

6.1.2.9.) procedeu-se à N-dimetilação do composto C-4c (0,2915 g; 0,4935 mmol), 

utilizando uma solução aquosa de CH2O a 37% m/v (0,0920 mL; 1,23 mmol) e 

NaBH(OAc)3 (0,5230 g; 2,468 mmol), deixando-se em agitação magnética durante cerca 

de 2 horas. Fez-se o tratamento descrito para o composto C-5a, tendo-se obtido 0,1494 

g do composto C-5c. Rendimento: 60 %. 

 

Aspeto Rf p.f. [𝛂]𝐃
𝟏𝟗 

sólido branco 

cristalino 

0,43 em 

DCM/MeOH (4:1) 
73 – 75 ºC − 57,1 ± 0,2 (c1, MeOH). 

 

1H-RMN (CDCl3, 400 MHz)  ppm (presença de rotâmeros 75:25): [8.62 (sl, minor), 7.60 

(sl, major), 1H, CONH]; [6.05 (sl, major), 5.90 (sl, minor), 1H, CONH]; 4.45 (d, J = 5.8 

Hz, 2H, HE-2 + HP-2); [3.75 – 3.63 (m, 4H), 3.60 – 3.34 (m, 3H), COOCH3 + HG-2 + HP-

5]; [2.71 (s, minor), 2.48 (s, major), 6H, (CH3)2N]; [2.25 – 1.74 (m, 11H), 1.60 (q, J = 11.8 

Hz, 4H), 1.39 – 1.07 (m, 6H), HP-3 + HP-4 + HE-3 + HE-4 + Hc-2 + Hc-4 + Hc-5 + Hc-6 + 

Hc-8 + Hc-9 + Hc-10]; 0.81 (s, 6H, Hc-11 + Hc-12). 

13C-RMN e DEPT (CDCl3, 101 MHz)  ppm (presença de rotâmeros): [172.46 (Cq), 

172.31 (Cq), 171.86 (Cq), 171.76 (Cq), CE-1 + CE-5 + CP-1 + CG-1]; [60.68, 52.74, 52.51, 

(2 x CH + CH3), CP-2 + CE-2 + COOCH3]; 53.63 (Cq, Cc-1); [50.71 (CH2), 47.46 (CH2), 

47.17 (CH2), CG-2 + CP-5]; [42.76, 39.97, 33.65, 33.39, 32.11 (6 x CH2), Cc-2 + Cc-4 + 

Cc-6 + Cc-8 + Cc-9 + Cc-10]; 32.41 (2 x Cq, Cc-3 + Cc-7); [30.21, 30.19, (CH + 2 x CH3), 

Cc-5 + Cc-11 + Cc-12]; 28.90 (CH2, CP-4); [28.20 (CH2), 26.81 (CH2), CE-4]; 25.02 (CH2, 

CE-3); 22.58 (CH2, CP-3).  
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6.1.4.10. Síntese do (N,N-dimetil-Gly)-Pro-Glu(OMe)- Memantina (C-10c) 

 

 

  

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-5a (secção 

6.1.2.9.) procedeu-se à N-dimetilação do composto C-9c (0,1078 g; 0,1825 mmol), 

utilizando uma solução aquosa de CH2O a 37% m/v (0,0609 mL; 0,456 mmol) e 

NaBH(OAc)3 (0,1934 g; 0,9125 mmol), deixando-se em agitação magnética durante 

cerca de 2 horas. Fez-se o tratamento descrito para o composto C-5a, tendo-se obtido 

0,0553 g do composto C-10c. Rendimento: 60 %. 

 

Aspeto Rf p.f. [𝛂]𝐃
𝟏𝟗 

sólido branco 

cristalino 

0,40 em 

DCM/MeOH (4:1) 
60 – 63 ºC − 42,6 ± 0,3 (c1, MeOH) 

 

1H-RMN (CDCl3, 400 MHz)  ppm (presença de rotâmeros 70:30): 7.49 (d, J = 7.8 Hz, 

1H, CONH); 6.29 (s, 1H, CONH); 4.57 – 4.21 (m, 2H, HE-2 + HP-2); [3.65 (s, minor), 3.64 

(s, major), 3H, COOCH3]; 3.58 – 3.35 (m, 4H, HG-2 + HP-5); 2.56 (s, 6H, (CH3)2N); [2.14 

– 1.77 (m, 10H), 1.61 (s, 4H), 1.38 – 1.06 (m, 7H), HP-3 + HP-4 + HE-3 + HE-4 + Hc-2 + 

Hc-4 + Hc-5 + Hc-6 + Hc-8 + Hc-9 + Hc-10] 0.81 (s, 6H, Hc-11 + Hc-12). 

13C-RMN e DEPT (CDCl3, 101 MHz)  ppm (presença de rotâmeros): [174.50 (Cq), 

171.56 (Cq), 170.06 (Cq), 171.76 (Cq), CE-1 + CE-5 + CP-1 + CG-1]; [60.83, 53.40, 51.93, 

(2 x CH + CH3), CP-2 + CE-2 + COOCH3]; 53.85 (Cq, Cc-1); [50.66 (CH2), 47.29 (CH2), 

47.05 (CH2), CG-2 + CP-5]; [42.74, 40.07, 39.94, (6 x CH2), Cc-2 + Cc-4 + Cc-6 + Cc-8 + 

Cc-9 + Cc-10]; 32.44 (2 x Cq, Cc-3 + Cc-7); [30.43 (CH2), 32.08 (CH2), CP-4]; [30.17, (CH 

+ 2 x CH3), Cc-5 + Cc-11 + Cc-12]; 28.96 (CH2, CE-4); 27.43 (CH2, CE-3); [25.04 (CH2), 

22.51 (CH2), CP-3].  
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6.1.5. Síntese dos péptidos de controlo para os ensaios 

biológicos 

6.1.5.1. Síntese do Boc-Gly-Pro-Glu(OMe)-OMe (C-I) 

 

 

 

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-3a (secção 

6.1.2.5.), procedeu-se ao acoplamento entre H-Pro-OH (0,3007 g; 2,612 mmol), Boc-

Gly-OSu (0,7822 g; 2,873 mmol) e H-Glu(OMe)-OMe (0,6633 g; 3,134 mmol), utilizando 

DIEA (1,36 mL; 7,84 mmol) e TBTU (0,9225 g; 2,873 mmol), deixando-se em agitação 

magnética durante cerca de 2 horas após a adição do último componente. 

Realizou-se o tratamento habitual, tendo-se purificado o óleo obtido por 

cromatografia de adsorção em coluna de gel de sílica usando AcOEt como eluente, 

obtendo-se 0,6843 g do composto C-I. Rendimento: 61 %. 

 

Aspeto Rf p.f. [𝛂]𝐃
𝟐𝟐 

sólido branco 0,32 em AcOEt 82 – 84 ºC − 57,9 ± 0,2 (c1, CHCl3) 
 

1H-RMN (CDCl3, 400 MHz)  ppm (presença de rotâmeros 85:15): 7.28 (sl, 1H, CONH); 

5.43 (sl, 1H, CONH); 4.57 – 4.45 (m, 2H, HE-2 + HP-2); 4.03 – 3.81 (m, 2H, HG-2); 3.71 

(s, 3H, COOCH3); [3.65 (s, minor), 3.64 (s, major), 3H, COOCH3]; 3.57 – 3.34 (m, 2H, 

HP-5); 2.45 – 1.83 (m, 8H, HE-3 + HE-4 + HP-3 + HP-4); [1.42 (s, major), 1.40 (minor), 9H, 

C(CH3)3]. 

13C-RMN e DEPT (CDCl3, 101 MHz)  ppm (presença de rotâmeros): [173.33 (Cq), 

172.08 (Cq), 171.03 (Cq), 168.66 (Cq), CE-1 + CE-5 + CP-1 + CG-1]; 155.89 (Cq, 

OCONH); 79.78 (Cq, C(CH3)3); [60.17, 52.65, 52.53, 52.09, 51.87, (2 x CH + 2 x CH3), 

CP-2 + CE-2 + COOCH3]; [46.38 (CH2), 43.20 (CH2), CG-2 + CP-5]; [30.31 (CH2), 30.01 

(CH2), CP-4]; 28.41 (3 x CH3, C(CH3)3); 27.78 (CH2, CE-4); 27.11 (CH2, CE-3); (24.94 

(CH2, CP-3).  
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6.1.5.2. Síntese do H-Gly-Pro-Glu(OMe)-OMe (C-II) 

 

 

 

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-2a (secção 

6.1.2.3.) procedeu-se à remoção acidolítica do grupo Boc do composto C-I (0,5009 g; 

1,166 mmol) com ATA (2,69 mL; 35,00 mmol) deixando-se em agitação magnética 

durante cerca de 1 hora.  

Eliminou-se o ATA a pressão reduzida, e procedeu-se à purificação habitual por 

cromatografia de adsorção em coluna de gel de sílica usando-se DCM/MeOH (4:1), 

tendo-se obtido 0,4963 do composto II pretendido. Rendimento: 96 %. 

 

Aspeto Rf [𝛂]𝐃
𝟐𝟐 

óleo castanho 0,40 em DCM/MeOH (4:1) + 38,0 ± 0,2 (c1, CHCl3) 
 

1H-RMN (CD3OD, 400 MHz)  ppm (presença de rotâmeros 80:20): 4.52 – 4.43 (m, 2H, 

HE-2 + HP-2); 3.94 – 3.81 (m, 2H, HG-2); [3.73 (s, minor), 3.72 (s, major), 3H, COOCH3]; 

[3.68 (s, minor), 3.67 (s, major), 3H, COOCH3]; 3.63 – 3.50 (m, 2H, HP-5); [2.51 – 2.41 

(m, 2H), 2.29 – 2.13 (m, 2H), 2.11 – 1.85 (m, 4H), HE-3 + HE-4 + HP-3 + HP-4]. 

13C-RMN e DEPT (CD3OD, 101 MHz)  ppm (presença de rotâmeros): [174.85 (Cq), 

174.44 (Cq), 173.38 (Cq), 165.95 (Cq), CE-1 + CE-5 + CP-1 + CG-1]; [59.99, 51.66, 51.45, 

(2 x CH + 2 x CH3), CP-2 + CE-2 + COOCH3]; [47.08 (CH2), 46.25 (CH2), 40.06 (CH2), 

39.96 (CH2), CG-2 + CP-5]; [31.80 (CH2), 29.52 (CH2) CP-4]; [29.82 (CH2), 29.31 (CH2), 

CE-4]; [26.21 (CH2), 25.55 (CH2), CE-3]; [24.20 (CH2), 21.99 (CH2), CP-3].  
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6.1.5.3. Síntese do (N,N-dimetil-Gly)-Pro-Glu(OMe)-OMe (III) 

 

 

 

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-5a (secção 

6.1.2.9.) procedeu-se à N-dimetilação do composto II (0,3663 g; 0,8261 mmol), 

utilizando uma solução aquosa de CH2O a 37% m/v (0,155 mL; 2,07 mmol) e 

NaBH(OAc)3 (0,8754 g; 4,130 mmol), deixando-se em agitação magnética durante cerca 

de 2 horas. Fez-se o tratamento descrito para o composto C-5a, e de seguida procedeu-

se à purificação habitual por cromatografia de adsorção em coluna de gel de sílica 

usando DCM/MeOH (4:1) como eluente, tendo-se obtido 0,2008 g do composto C-III 

pretendido. Rendimento: 68 %. 

 

Aspeto Rf [𝛂]𝐃
𝟐𝟐 

óleo incolor 
0,51 em 

DCM/MeOH (4:1) 
− 50,5 ± 0,5 (c1, CHCl3) 

 

1H-RMN (CD3OD, 400 MHz)  ppm (presença de rotâmeros 75:25): 4.50 – 4.45 (m, 2H, 

HE-2 + HP-2); [3.74 (s, minor), 3.72 (s, major), 3H, COOCH3]; [3.68 (s, minor), 3.66 (s, 

major), 3H, COOCH3]; 3.63 – 3.52 (m, 4H, HP-5 + HG-2); 2.57 (s, 6H, (CH3)2N); 2.25 – 

1.91 (m, 8H, HE-3 + HE-4 + HP-3 + HP-4). 

13C-RMN e DEPT (CD3OD, 101 MHz)  ppm (presença de rotâmeros): [174.82 (Cq), 

174.61 (Cq), 173.42 (Cq), 168.16 (Cq), CE-1 + CE-5 + CP-1 + CG-1]; [61.35, 61.31, 53.10, 

52.93, 52.29, 52.15, (2 x CH + 2 x CH3), CP-2 + CE-2 + COOCH3]; 45.42 (2 x CH3, 

(CH3)2N); [31.17 (CH2), 30.83 (CH2), 30.51 (CH2), CG-2 + CP-5]; 27.71 (CH2, CP-4); 27.11 

(CH2, CE-4); 25.74 (CH2, CE-3); 23.21 (CH2, CP-3). 
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6.1.6.   Resolução da amina 1-MeTIQ 

6.1.6.1. Síntese do (S)-(+)-10-canforsulfonato de 1-metil-1,2,3,4-

tetraidroisoquinolin-2-io (C-1d) 

 

 
 

Num balão de fundo redondo dissolveu-se Cloreto de (S)-(+)-10-canfor-sulfonilo 

(0,5003 g; 1,995 mmol) em DCM anidro (30 mL) sob atmosfera de Ar. Adicionou-se Et3N 

(0,278 mL; 2,00 mmol) e, após 10 minutos adicionou-se 1-MeTIQ (0,2937 g; 1,995 

mmol), deixando-se reagir, em agitação magnética durante 2 horas.  

Eliminou-se o solvente a pressão reduzida, em seguida, o óleo obtido foi purificado 

por cromatografia de adsorção em coluna de gel de sílica usando DCM/MeOH (5:1) 

como eluente, obtendo-se 0,3786 g de um dos diastereoisómeros do composto C-1d. 

Rendimento: 49 %. 

 

Aspeto Rf [𝛂]𝐃
𝟐𝟐 

óleo amarelo 
0,82 em 

DCM/MeOH (5:1) 
+ 119,7 ± 0,6 (c1, CHCl3) 

 

1H-RMN (CDCl3, 400 MHz)  ppm: 7.12 – 6.98 (m, 4H, Hd-4 + Hd-5 + Hd-6 + Hd-7); 4.58 

(q, 1H, J = 6.7 Hz, Hd-1); 3.48 (td, 1H, J = 12.6, 6.5 Hz, Hcânf-10); 3.33 (td, 1H, J = 12.6, 

6.3 Hz, Hcânf-10); 3.17 – 2.92 (m, 3H, Hd-10 + Hd-9); 2.54 (d, 1H, J = 14.7 Hz, Hd-9); 2.35 

– 2.21 (m, 1H, Hcânf-3); 2.18 – 2.09 (m, 1H, Hcânf-3); 1.86 (t, 1H, J = 4.3 Hz, Hcânf-4); 1.79 

– 1.68 (m, 2H, Hcânf-5); 1.67 – 1.62 (m, 3H, Hd-2); 1.44 – 1.31 (m, 1H, Hcânf-6); 1.21 – 

1.08 (m, 1H, Hcânf-6); 0.83 (s, 3H, Hcânf-8); 0.63 (s, 3H, Hcânf-9).  

13C-RMN e DEPT (CDCl3, 101 MHz)  ppm: 216.43 (Cq, Ccânf-2); [133.51 (Cq), 131.29 

(Cq), Hd-3 + Hd-8]; [128.73 (CH), 127.34 (CH), 126.69 (CH), 125.90 (CH), Hd-4 + Hd-5 + 

Hd-6 + Hd-7]; 58.03 (Cq, Ccânf-1); 50.81 (CH, Hd-1); 47.64 (CH2, Ccânf-10); 46.99 (CH2, 

Hd-10); 45.63 (Cq, Ccânf-7); 42.53 (CH2, Ccânf-3); 42.27 (CH, Ccânf-4); [26.72 (CH2), 25.20 

(CH2), 24.18 (CH2), Ccânf-6 + Hd-9 + Ccânf-5]; 19.50 (3 x CH3, Ccânf-8 + Ccânf-9 + Hd-2). 

ESI-MS, m/z: C10H14N+, calculado: 148.23, encontrado: 148.27; C30H43N2O4S+, 

calculado: 527.29, encontrado: 527.80; C50H72N3O8S2
+, calculado: 906.48, encontrado: 

906.87; C10H15O4S-, calculado: 231.07, encontrado: 231.53. 
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6.1.6.2. Síntese da amina 1-MeTIQ a partir do sal C-1d 

 

 

 

Num balão de fundo redondo dissolveu-se C-1d (0,3531 g, 0,9304 mmol) em THF 

(15 mL) e de seguida adicionou-se LiOH (0,0446 g; 1,86 mmol), deixando-se reagir em 

agitação magnética durante 1 hora. 

Eliminou-se o solvente a pressão reduzida, adicionou-se DCM (20 mL) e 

realizaram-se extrações líquido-líquido utilizando água desionizada (1 x 20 mL). Secou-

se a fase orgânica com adição de Na2SO4 anidro, filtrou-se (por gravidade utilizando um 

funil e algodão) e concentrou-se o filtrado in vacuo, tendo-se obtido 0,1501 g da amina 

1-MeTIQ. Rendimento: 69 %. 

 

Aspeto Rf 

óleo amarelo 
0,20 em 

DCM/MeOH (5:1) 

 

1H-RMN (CDCl3, 400 MHz)  ppm: 7.20 – 7.04 (m, 4H, Hd-4 + Hd-5 + Hd-6 + Hd-7); 4.11 

(q, 1H, J = 6.7 Hz, Hd-1); [3.32 – 3.18 (m, 1H), 3.08 – 2.97 (m, 1H), 2.94 – 2.82 (m, 1H), 

2.79 – 2.67 (m, 1H), Hd-10 + Hd-9]; 1.73 (s, 1H, NH); 1.46 (d, 3H, J = 6.7 Hz, Hd-2).  

13C-RMN e DEPT (CDCl3, 101 MHz)  ppm: [140.67 (Cq), 134.93 (Cq), Hd-3 + Hd-8]; 

[129.35 (CH), 126.07 (CH), 126.02 (CH), 126.00 (CH), Hd-4 + Hd-5 + Hd-6 + Hd-7]; 51.73 

(CH, Hd-1); 41.95 (CH2, Hd-10); 30.18 (CH2, Hd-9); 22.85 (CH3,  Hd-2). 
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6.1.6.3. Derivatização da 1-MeTIQ isolada com o ácido de Mosher – 

Síntese do composto C-2d 

 

 

 

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-1a (secção 

6.1.2.1.), procedeu-se ao acoplamento entre o (S)-Ácido de Mosher (0,1584 g; 0,6764 

mmol) e a amina 1-MeTIQ isolada (0,1195 g; 0,8117 mmol), utilizando Et3N (0,283 mL; 

2,03 mmol) e TBTU (0,2389 g; 0,7440 mmol), deixando-se reagir durante 1 hora e 30 

minutos. Após o tratamento habitual obteve-se 0,1966 g da mistura (S,R/S)-C-2d (ee = 

82 %) que foi analisada por 19F-RMN, sem outro tipo purificação. 

    

Aspeto Rf 

óleo ligeiramente 

amarelado 
0,67 em DCM 

 

19F-RMN (CDCl3, 377 MHz)  ppm: − 70.06 (s, CF3, major); − 71.30 (s, CF3, minor).
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6.1.6.4. Derivatização da 1-MeTIQ racémica com o ácido de Mosher – 

Síntese do composto C-2d 

 

 

 

Segundo o procedimento descrito para a síntese do composto C-1a (secção 

6.1.2.1.), procedeu-se ao acoplamento entre (S)-Ácido de Mosher (0,1583 g; 0,6762 

mmol) e a amina 1-MeTIQ racémica (0,1195 g; 0,8114 mmol), utilizando Et3N (0,283 mL; 

2,03 mmol) e TBTU (0,2388 g; 0,7438 mmol), deixando-se reagir durante 1 horas e 30 

minutos. Após o tratamento habitual obteve-se 0,1917 g da mistura (S,R/S)-C-2d (50:50) 

que foi analisada por 19F-RMN, sem outro tipo de purificação. 

 

Aspeto Rf 

óleo ligeiramente 

amarelado 
0,68 em DCM 

 

19F-RMN (CDCl3, 377 MHz)  ppm: − 69.85 (s, CF3); − 71.30, (s, CF3). 
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6.2. AVALIAÇÃO BIOLÓGICA 

 

6.2.1. Ensaios in vitro  

 

As células Cath.-a-diferenciadas (CAD), provenientes da linha celular 

catecolaminérgica do sistema nervoso central (SNC)147 foram cultivadas em DMEM 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS do inglês fetal bovine serum) e com 

1% de penicilina/estreptomicina.  

Para os ensaios de MTT, as células CAD foram subcultivadas em placas de 96 

poços (2700 células por poço) durante 24 horas em meio normal. Para induzir a 

diferenciação das neurites, o soro foi retirado por 48 horas e, posteriormente, foram 

adicionados os compostos sintetizados (família de conjugados do GPE-aminoindano e 

respetivos controlos), sendo que as células foram de seguida incubadas durante mais 

de 24 horas. Após a incubação dos compostos, adicionou-se H2O2 (1mM) durante 30 

minutos, e de seguida, as células foram tratadas com 20 µL de solução de MTT (5 

mg/mL em PBS) em cada poço e incubadas por 30 minutos a 37ºC. 

Por fim, a placa foi lida a 540 nm num leitor de Microelizao Titertek Multiscan (Flow 

Laboratories, Irvine, CA, EUA). As análises estatísticas (teste t independente) foram 

realizadas com Software GraphPad Prism v. 6.01.
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