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RESUMO

THAAD FERNANDES, M. Sintese e caracterizagcdo da fluoroetil melatonina. 2019. 125
p. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia Nuclear) — Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares — IPEN-CNEN/SP. S&o Paulo.

A melatonina € um neurohormdnio presente em varios processos biolégicos no
organismo, apresentando receptores MT1 e / ou MT2, mesmo em células cancerigenas.
A melatonina comecgou a ser receitada a pacientes com cancer desde o final do século
XIX na forma de estrato de pineal, porém somente no final do século XX comecou a se
entender que a melatonina apresenta um efeito de restricdo no crescimento
descontrolado de alguns tipos de células cancerigenas, sendo que sua auséncia
completa no organismo esta ligado ao crescimento de tumores e tendéncias de
metastizacao. Essa molécula também interage com medicamentos utilizados na terapia
oncoldgica, apresentando bons resultados e reforcando a terapia empregada. A
expressdo dos receptores MT1 em células de cancer de mama (ER+) € um fator de
prognaostico independente, o que indica um potencial para diagnosticos e tratamento de
tumores de mama. O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma molécula anéloga da
melatonina marcada com fldor com o intuito de criar uma nova ferramenta para o
diagnéstico de tumores que expressam os receptores MT1/MT2, utilizando a técnica de
tomografia por emissdo de positrons (PET). Para gerar a molécula da fluoroetil
melatonina foi empregado uma fluoracao indireta, utilizando o grupo prostético fluoroetil,
proveniente da molécula fluoroetil tosilato preparada para posterior sintese com a
melatonina. A reacéo utilizou hidreto de s6dio como base forte, dimetilformamida (DMF)
como solvente, melatonina e o fluoroetil tosilato, sendo o tosilato um bom grupo
abandonador. Esta reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular (SN2), foi feita em
temperatura ambiente com duracdo de 20 horas. O produto obtido foi purificado e
caracterizado usando técnicas de espectrometria de massas e espectroscopia por
ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio, carbono e flior confirmando a
formacdo da molécula da fluoroetil melatonina, com um rendimento de 35%. Com a
fluoroetil melatonina caracterizada, ela servira de padrdo e ponto partida para sintese
da melatonina com flGor -18, o que permitira que a molécula seja avaliada como um
potencial novo tracador de tumores que expressam 0s receptores MT1/MT2 da

melatonina.



Palavras-chaves: Melatonina; fluoroetil; fluoragéo.



ABSTRACT

THAAD FERNANDES, M. Synthesis and characterization of fluoroethyl melatonin.
2019. 125 p. Dissertagdo (Mestrado em Tecnologia Nuclear) — Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares — IPEN-CNEN/SP. Sdo Paulo

Melatonin is a neurohormone that regulates several biological processes in the body,
including cancer, mainly through MT1 and / or MT2 receptors. Melatonin was first
prescribed to cancer patients in the late 19th century as a pineal stratum. Still, it was
only in the late 20th century that the molecular mechanism by which melatonin reduces
the growth of some cancer cells began to be understood. Moreover, it was found that the
complete absence of melatonin in the body was linked to tumor growth and increased
metastatic potential. Melatonin was found to interact with several cytotoxic drugs used
in cancer therapy, presenting good results and reinforcing the therapy employed. The
expression of MT1 receptors in breast cancer cells (ER +) was found to be an
independent prognostic factor, indicating a potential for melatonin to be used in the

diagnose and treatment of breast cancer.

The aim of this study was to develop a fluorine-labeled melatonin analog molecule to
create a new diagnostic tool for MT1/MT2-expressing tumors by Positron Emission
Tomography (PET). To generate the fluoroethyl melatonin molecule an indirect
fluorination was employed using the prosthetic group fluoroethyl from the fluoroethyl
tosylate molecule prepared for subsequent synthesis with melatonin. The synthesis was
prepared uing sodium hydride as a strong base, dimethylformamide (DMF) as solvent,
melatonin and fluoroethyl tosylate (tosylate is a good leaving group). The bimolecular
nucleophilic substitution reaction (SN2) was performed at room temperature, for 20
hours. The reaction product was purified and characterized using mass spectrometry
and hydrogen, carbon and fluorine nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy
techniques, confirming the formation of the fluoroethyl melatonin molecule with a 35%
yield. The fluoroethyl melatonin obtained from this study will serve as the standard and
starting point for the synthesis of fluorine-18 melatonin, which will allow the molecule to

be evaluated as a potential new tumor tracer for MT1 / MT2-expressing tumors.

Keywords: Melatonin; fluoroethyl; fluorination
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1 INTRODUCAO

1.1 Melatonina

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) foi isolada e identificada pela
primeira vez em 1958 (Lerner AB et al,1958). E um indol que apresenta peso
molecular de 232 Daltons, sendo este o principal neurohorménio secretado
durante o periodo noturno com auséncia completa de luz pelos pinealdcitos da
glandula pineal. Outros tecidos também podem produzi-la e seguem o mesmo
padrdo de liberagdo no periodo noturno (Franklin Epstein, 1997). Seguindo um
padrao ritmico, a melatonina apresenta pico secretério no periodo noturno, mas
nao no periodo diurno. Em mamiferos a atividade metabdlica da pineal é regulada
por uma Unica via neural com origem nos fotorreceptores da retina e projecéo ao
ndcleo supraquiasméatico do hipotalamo, este inerva a pineal através de fibras que
fazem parte do sistema nervoso autdbnomo simpatico (Cardinali et al, 2008). A
estimulacao por luz ou a desenervacao da pineal por ablacdo do ganglio cervical
superior suprime a producédo de melatonina na glandula pineal (Moore and Klein,
1974). O nucleo supraquiasmatico é considerado um dos relégios bioldgicos
circadiano do homem e, as projecdes retino-hipotalamicas que chegam a ele,
fazem a interacdo entre o ambiente ciclico externo e o reldgio interno. O ciclo
circadiano da secrecdo de melatonina pela pineal é regulado por este relégio
biolégico (Cardinali e Pévet, 1998). A melatonina por sua vez pode sincronizar
(ajustar) a atividade das células do nucleo supraquiasmatico (Armstrong, 1989).

Para realizar a biossintese da melatonina na pineal, utiliza-se 0 aminoacido
triptofano, que pode ser encontrado no queijo (7%), no amendoim (5,5%), no
frango (4,9%), na banana (0,3%), entre outros, portanto abundante em dietas
regulares. A via biosintética da melatonina inicia-se com o triptofano que é
hidroxilado a 5- hidrotriptofano pela acdo da enzima triptofano hidroxilase, sendo
esse descarboxilado pela enzima |-amino descarboxilase gerando a serotonina. As
concentracbes de serotonina sdo elevadas na pineal e sua conversdo em
melatonina envolve duas enzimas: a N-acetil-transferase (NAT) e a hidroxi-indol-
orto-metil-transferase  (HIOMT). A NAT converte a serotonina em N-

acetilserotonina e a HIOMT transfere um grupo metil da 5-adenosina-metionina
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para a N-acetilserotonina, gerando a melatonina (Macchi e Bruce, 2004) (Figura

1),

A NAT € a enzima limitante na sintese de melatonina, uma vez que a enzima

seguinte nesta cadeia, a HHOMT, ndo apresenta grandes diferencas de amplitude na sua

atividade ao longo das 24 horas (Klein et al, 1981).

Atualmente se tem evidéncias de outras rotas de sintese de melatonina em plantas

onde a melatonina primeiro € orto-metilada para 5 metoxitriptamina e essa € n-acetilada

para melatonina (Tan et al, 2016)
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carboxilose
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Hidroxi-indol-0-
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Figura 1 - Sintese da

melatonina. Modificado de
(Konturek et al, 2006)

1.2 Melatonina no organismo

A melatonina produzida pela pineal ou por outros tecidos tem uma funcéo

especifica em cada 6rgao do organismo. O papel da melatonina, produzida pela

pineal, como sinalizador circadiano e sazonal do marca-passo também tem

importante papel ndo apenas na indu¢do do sono, mas também na sua
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manutencao durante o periodo de descanso, na diminuicdo da laténcia do sono e
aumento no tempo de sono (Jan et al, 2009). Muitos estudos tém demonstrado
novos locais de producdo de melatonina tais como retina (Bernard et al, 1995) e
sistema gastrointestinal (Konturek et al, 2007). A funcdo da melatonina no nucleo
supraquiasmatico é a de regular as mudancas de fase claro/escuro no relégio
circadiano (Liu et al, 1997), preparando o organismo para entrar na fase de
repouso se esta acontece no periodo noturno. Nos olhos de mamiferos a
melatonina é sintetizada de uma forma similar a que ocorre na pineal, que tem a
presenca da HIOMT e a conversao de serotonina em melatonina (Bernard et al,
1995). Em aves e mamiferos os receptores MT1 e MT2 estdo distribuidos na
cornea, fotorreceptores, coroide, esclera, epitélio pigmentar da retina e vasos
sanguineos da retina (Seithikurippu et al, 2008). Um dos papeis da melatonina nos
tecidos oculares (Fujiedaet al, 1999) é o de regulacdo do crescimento e
remodelagem de fibras e camadas cartilaginosas escleras, que afetam a refracéao
e o tamanho dos olhos. Também desempenha importante papelna regulacdo nas
secrecfes aquosas e na manutencdo das variagdes circadianas da pressao
intraocular (Lundmark et al, 2006).

A melatonina também atua através de interagdo com receptores MT1 em
algumas areas do hipocampo (Gorfine e Zisapel, 2007), onde ela melhora a taxa
de disparos de neurénios na regido. Ela também afeta a ativacdo de memoarias no
hipocampo e no parahipocampo de acordo com o ciclo dia e noite, além disso,
estudos demonstram que ela tem envolvimento em certos aspectos do
processamento da memdria, principalmente na sua consolidacao.

O sistema cardiovascular apresenta receptores MT1 e MT2 (Ekmekcioglu
et al, 2003), pacientes com doengas coronariana e pacientes hipertensos “non-
dipper” (pacientes que exibem declinio na presséo sanguinea no periodo noturno)
tém secrecdo de melatonina significantemente inferior quando comparadas com
pessoas saudaveis (Grossman et al, 2006). O papel da melatonina nas artérias
coronarias ja esta sendo estudado e supde-se que ela apresente um efeito duplo,
tanto na vasodilatacdo (MT2) quanto na vasoconstricdo (MT1) dessas artérias. A
melatonina também esta envolvida na termoregulacéo via vasodilatacdo (Dollins
et al, 1994). A melatonina apresenta acdes imunomodulatéria dependente da sua

interacdo com receptores MT2 em mamiferos; se por algum motivo a sintese da
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melatonina for inibida, isso suprime respostas celulares e tumorais (Seithikurippu
et al, 2008).

Na década de 1990 (lanas et al, 1991) foi descoberto que a melatonina
possui propriedades de captura de radicais livres (Figura 2), desde entéo diversos
estudos (Vijayalaxmi et al, 1998) (Reiter et al, 1995) confirmam sua habilidade em
proteger o DNA de radicais livres. Como capturador de radicais livres a melatonina
consegue atuar em OH’, H202, O2— e em inibicdo de peroxidacdo de lipidios. A
melatonina também promove uma série de enzimas antioxidativas, como a CAT
(catalase), a SOD (superoxido dismutase) e a GPx (Glutationa peroxidase).
Estudos demonstram que a melatonina aumenta os niveis de Glutationa
intracelular por estimulacéo da taxa limitante da enzima na sua sintese, Y-glutamil-
cisteina- sintetase que inibe a enzima peroxidativas oxido nitrico sintetase e
lipoxigenase. Evidéncias sugerem que a melatonina estabiliza as membranas
microssomais auxiliando-as na resisténcia a danos oxidativos causados pelos

radicais livres de oxigénio (Anisimov et al, 2006).

CH,O0 /\ _ CH,- CHy- NH- CO- CH,
| | | ‘ | Melatonina
NNy
Doagdo de elétrons \L H .
R
CH,0_ 7\ _ CH,- CH,- NH- CO-CH,
| || @ ” Radical cation

\‘\\ 2\ l:l P melatonina

H
Sequestro de radicais \I/ 02'

livres

CH,0 N, CHO- CH,- CH,;-NH- CO- CH,

74
| | | N*-acetil-N*-formal-5-

\ N metoxikinuramina
\ / NHCHO

Figura 2 - Um dos varios mecanismos de sequestro de radicais livres da

melatonina. Modificado de (Vijayalaxmi et al, 2004)
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1.3 Cancer

O corpo é composto de trilhdes de células vivas. Essas células normais do
corpo crescem se dividem e morrem de forma ordenada. Durante os primeiros
anos de vida de uma pessoa, as ceélulas normais se dividem mais rapidamente
para permitir que a pessoa se desenvolva. Depois, na fase adulta, a maioria das
células se divide apenas para substituir células desgastadas, células que morrem
ou para reparar danos.

Céancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doenc¢as que tém em
comum o crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgaos.
Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e
incontrolaveis, determinando a formacéo de tumores, que podem espalhar-se para

outras regifes do corpo.

O que é cancer?

&0y @
1 LN b
" © =4 Gl Agente
Orgao - cancerigeno
“ ; Tecido _Tecido < o.'::O\\
& infiltrado ( »\5:.,’7 )/
Célula normal Ceéelula cancerosa
./‘_\
(INCA

Figura 3 — Cancer (INCA, 2019)

Os diferentes tipos de cancer correspondem aos varios tipos de células do corpo.
Quando comecam em tecidos epiteliais, como pele ou mucosas, sdo denominados
carcinomas. Se o ponto de partida séo os tecidos conjuntivos, como 0sso, musculo
ou cartilagem, sdo chamados sarcomas. Outras caracteristicas que diferenciam
os diversos tipos de cancer entre si sdo a velocidade de multiplicacdo das células

e a capacidade de invadir tecidos e 6rgaos vizinhos ou distantes, conhecida como
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metastase.

O céancer surge a partir de uma mutacao genética, ou seja, de uma alteracéo

no DNA da célula, que passa a receber instrucdes erradas para as suas atividades.

1.4 Estimativas do cancer no brasil e no mundo

As doencas e agravos nao transmissiveis (DANT) ja sdo as principais
responsaveis pelo adoecimento e 6bito da populacdo no mundo. Estima-se que,
em 2008, 36 milhdes dos 0Obitos (63%) ocorreram em consequéncia das DANT, com
destaque para as doencas cardiovasculares (48% das DANT) e o cancer (21%).
Esse impacto afeta principalmente os paises de baixo e médio desenvolvimentos,
especialmente por mortes prematuras (World Health Organization, 2013). As
transicbes demograficas e epidemioldgicas globais sinalizam um impacto cada vez
maior da carga de cancer nas proximas décadas (Ferlay et al., 2015)

A estimativa mundial mostra que, em 2012, ocorreram 14,1 milhdes* de
casos novos de cancer e 8,2 milhdes de 6bitos. Houve um discreto predominio do
sexo masculino tanto na incidéncia (53%) quanto na mortalidade (57%). De modo
geral, as maiores taxas de incidéncia foram observadas nos paises desenvolvidos
(América do Norte, Europa Ocidental, Japdo, Coreia do Sul, Australia e Nova
Zelandia). Taxas intermediarias sdo vistas na América do Sul e Central, no Leste
Europeu e em grande parte do Sudeste Asiatico (incluindo a China). As menores
taxas sdo vistas em grande parte da Africa e no Sul e Oeste da Asia (incluindo a
india). Enquanto, nos paises desenvolvidos, predominam os tipos de cancer

associados a urbanizacado e ao desenvolvimento (pulmé&o, prostata, mama
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feminina, colon e reto), nos paises de baixo e médio desenvolvimentos, ainda € alta
a ocorréncia de tipos de cancer associados a infec¢des (colo do Utero, estdmago,
esobfago, figado). Além disso, apesar da baixa incidéncia, a mortalidade representa
quase 80% dos oObitos de cancer no mundo (Ferlay et al., 2015).

Os tipos de cancer mais incidentes no mundo foram pulméo (1,8 milhao),
mama (1,7 milh&o), intestino (1,4 milhdo) e préstata (1,1 milhdo). Nos homens, os
mais frequentes foram pulméo (16,7%), préstata (15,0%), intestino (10,0%),
estbmago (8,5%) e figado (7,5%). Em mulheres, as maiores frequéncias foram
encontradas na mama (25,2%), intestino (9,2%), pulmao (8,7%), colo do Utero
(7,9%) e estbmago (4,8%) (Ferlay et al., 2015).

Estima-se, para o Brasil, biénio 2018-2019, a ocorréncia de 600 mil casos
novos de cancer, para cada ano. Excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma
(cerca de 170 mil casos novos), ocorrerdao 420 mil casos novos de cancer. O célculo
global corrigido para o sub-registro, segundo Mathers et al., 2003 aponta a
ocorréncia de 640 mil casos novos. Essas estimativas refletem o perfil de um pais
gue possui 0s canceres de prostata, pulmdo, mama feminina e coélon e reto entre
0s mais incidentes, entretanto ainda apresenta altas taxas para os canceres do colo
do utero, estdbmago e es6fago. Os canceres de préstata (68 mil) em homens e

mama (60 mil) em mulheres serdo os mais frequentes. (INCA, 2018)

1.5Melatonina e o cancer

Os primeiros registros histéricos que mostram a correlacéo entre a pineal e
o combate ao cancer comecaram no final do século XIX quando médicos
receitavam extratos de pineal aos pacientes com a doencga (Reiter & Robinson,
1995). Em 1982 um estudo de Tamarkin et al, demonstrou que a melatonina
apresenta um efeito de restricdo no crescimento descontrolado de células
cancerosas na mama. Outros estudos feitos posteriormente mostram um
crescimento de tumores e tendéncia a metastatizacdo apdés a pinealectomia
(Dogliotti et al, 1990); (Lissoni et al, 1987).

Em 2010 a agéncia internacional de pesquisa em cancer (IARC) classificou
turnos noturnos como possivel perigo carcinogénico aos humanos (grupo 2A) por
falta de producdo adequada de melatonina e dos processos que esta desencadeia
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no organismo (Straif et al, 2010).

Os efeitos oncostaticos e oncoprotetores da melatonina podem estar
relacionados as suas propriedades bioguimicas e/ou metabdlicas e uma série de
estudos foram realizados a fim de desvendar seu mecanismo de agao.

Um mecanismo proposto para a acao oncostatica da melatonina (Collins et
al, 2003) é a inibicdo do GnRH (hormdnio liberador de gonadotrofinas), inibindo
assim a liberagdo dos horménios LH (luteinizante) e FSH (foliculo- estimulante) e,
por consequéncia, reduzindo a producdo ovariana de estradiol. Dessa forma se
reduz a resposta mitogénica do cancer de mama ao estradiol, o que pode explicar os
efeitos protetores da melatonina neste tipo de cancer. A melatonina induz um atraso na
transicdo G1/S em linhagens MCF-7 do cancer de mama humano (Blask, 1986) e em
células do carcinoma JAr in vitro (Schneider et al, 1989).

Outra hipotese se relaciona a acdo da melatonina sobre resposta
imunologica inespecifica (Reiter, 1995). Receptores de melatonina ja foram
encontrados em linfécitos T-helper (Maestroni, 1993) e mondcitos (Collins et al,
2003). Através da ligacdo da melatonina aos primeiros, ha estimulo para a producéo
de interleucina-4, que aumenta a atividade de outras células da resposta imune. Ha
estimulo a producéo de células "Natural Killer" (Lissoni et al, 1995). A melatonina
inibe a destruicdo plaquetaria mediada por macrofagos (Bregani et al, 1995),
e por isso, é capaz de evitar a trombocitopenia induzida pelo tratamento com
interleucina-2 (Rovelli et al, 1995).

A melatonina interage com os medicamentos utilizados na terapéutica
oncoldgica. Ja foi demonstrado que o neurohormdnio aumenta a sensibilidade das
células ao tamoxifeno (Barni et al, 1995) e essa associacdo pode ser considerada em
terapias refratérias a essa substancia. A associacdo da melatonina com a interleucina-
2 (IL2) mostrou bons resultados, como o maior indice de citdlise mediada por IL-2
(Lissoni et al, 1990). Quando associadas, a naltrexona, a melatonina e a IL-2, foi
observado aumento da linfocitose (Lissoni et al, 2002). A linfocitose € um importante

indicador de bom progndstico do tratamento com IL- 2 (Lissoni et al, 1994).

1.6 Melatonina e o caAncer de mama

O cancer de mama é o cancer mais comum entre as mulheres da América do
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Norte e oeste da Europa. No Brasil, é ultrapassado apenas pelo cancer de pele.
Conceitualmente, pode ser classificado desde in situ até o carcinoma invasor. Os
trés principais fatores de risco para o desenvolvimento dessa doenca sao: pertencer
ao sexo feminino, ter mais de 50 anos e ter historia familiar positiva (Tierney et al,
2003). O tratamento se baseia no estadio da doenca e pode envolvera tumorectomia
com radioterapia, mastectomia, administracdo de drogas como a ciclofosfamida,
metotrexato, 5-fluouracil e tamoxifeno em pacientes com receptores de estrogénio
positivos. Em geral, associam- se terapias com capecitabina, anticorpo anti-HER-2/
neu, paclitaxel, etc. (Hortobagyi, 1998).

O céancer de mama pode ser dividido entre 0os que possuem receptores de
estrogénios (ER+) e os que ndo possuem (ER-). Se o cancer for ER+ o0 estrogénio
promove o crescimento das células cancerosas assim como faz com células de
mama comuns. O cancer de mama também pode apresentar receptores para
progesterona (PR+) o que significa que este hormdnio ira promover o crescimento
das células cancerosas, cerca de 70% de todos os canceres de mama s&o
horménio dependentes (Lumachi et al, 2013).

O cancer de mama ocupa um papel impar na historia do uso da melatonina, pois
os primeiros indicios de que o horménio poderia ser util na terapéutica oncoldgica
surgiram no estudo dessa doenca ha evidéncia experimental de que a melatonina
aumente a laténcia de tumores de mama e reduza o tamanho de
adenocarcinomas mamarios ((Cohen et al, 1978), (Cos et al, 1994) e (Blask et al,
1994))

Os efeitos da MEL foram bem estudados in vitro, utilizando a linhagem MCF-7
de células do cancer de mama (Horwitz et al, 1978). Essa linhagem originou-se da
efusdo pleural de uma mulher com carcinoma de mama metastatico e continha
receptores de estrogénio e progesterona (Brooks et al, 1973). A melatonina é capaz
de inibir a proliferacdo das células MCF-7 com receptores MT1 (tipo 1 para
melatonina) (Blask, 1986). A superexpressdo da proteina G acoplada nos
receptores MT1 nas células de cancer de mama apresentam uma melhora no
crescimento da capacidade supressiva da melatonina sobre as células tumorais
(Kinker et al, 2016). Um estudo recente com cancer de mama revela que a
expressdo de MT1, que negativamente correlaciona se ao estadiamento do tumor,

€ um fator de prognostico independente, indicando um potencial para diagnosticos
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e tratamento de tumores de mama (ER+) com a melatonina. (Jablonska et al, 2013)

1.7 Contexto historico

Em 1896 Henri Becquerel descobriu a radioatividade, seguido da
descoberta de novos elementos como radio, tério e polénio em 1898 e o estudo da

fisica das radiacdes por Marie Curie e Pierre Curie.

Em 1900 Ernest Rutherford descobriu a natureza corpuscular das emissoes
intranucleares alfa e beta, e Paul Villard a da natureza eletromagnética das

radiacfes gama (Thom, 2008).

Em 1923, Hevesy lancou a sua teoria dos tracadores, que se tornou base
cientifica para a Medicina Nuclear. Outro percursor importante foi o cardiologista
Herrmann L. Blumgart que realizou a primeira pesquisa clinica com radioisétopos,
medindo a velocidade do fluxo sanguineo pulmonar com o uso de uma amostra
injetavel de Radio-C (?**Po) (Thom, 2008).

Em 1934, Irene Joliot Curie e Frederic Joliot descobriram a forma de
obtencado de is6topos radioativos artificiais de elementos nao radioativos através
do bombardeamento de nucleos atdmicos com néutrons oriundos de fontes de
Radio/Berilio. (Thom, 2008).

Em meados de 1930 pouco era conhecido sobre metabolismo do iodo,
porém quando Hertz S e Means H em 1938 injetaram 1128 em coelhos
demonstraram que esse iodo era captado pela Tireoide. No entanto, o 128I ndo se
mostrou promissor para tratamento devido a curta meia-vida de 25 minutos. Em
1941 Hertz e Roberts iniciaram o tratamento de hipertireoidismo em humanos com
0 lodo131 demonstrando a sua efetividade. Mas foi s6 em 1964 que o primeiro
trabalho com os dados sobre o sucesso da terapia com 1311 foi publicado em 1940,
no final da Il Guerra Mundial, foi construido o primeiro reator nuclear para gerar
plutbnio para a construcdo da bomba atdmica. Com isso apds o término da guerra,
a capacidade de producédo de isétopos radioativos dos mais diversos elementos
passaram a ser direcionada principalmente para investigacdes meédicas, criando-se
entdo a especialidade da Medicina Nuclear. (Thom, 2008).
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Pelas suas propriedades fisicas, alguns atomos séo instaveis e com isso
sofrem decaimento radioativo, resultando em um produto chamado de “filho”, que
vai se encontrar em um estado de energia menor que o radioisétopo chamado
“pai”. A diferenga de energia ou a deficiéncia de massa entre “pai” e “filho” sera

igual ao total de energia emitida na radiagéo (Thrall & Ziessman, 2003)

1.8 Medicina nuclear

E uma especialidade médica que emprega fontes abertas de radionuclideos
com finalidade diagndstica e terapéutica, sendo diferenciada de outras técnicas de
imagem, como ressonancia magnética e tomografia computadorizada, pela
capacidade de deteccdo do metabolismo, anatomia e fisiologia do 6rgdo ou
sistema estudado (Araujo et al., 2008)

A medicina nuclear baseia-se na concentracdo (mecanismo passivo) ou
captacdo (mecanismo ativo) tecidual de elementos radioativos puros ou acoplados
a outras moléculas (radiofarmacos). Estes radiofarmacos sdo usualmente
administrados por via intravenosa, aguardando-se a concentracéo tecidual antes
de se obter as imagens com o auxilio de equipamentos especificos, denominados
cameras de cintilacdo. As imagens refletem a distribuicdo do radiofarmaco no
corpo do paciente e podem ser planas (bidimensionais) ou tomograficas (SPECT
= Tomografia Computadorizada por Emissdo de Féton Unico / Single Photon
Emission Computed Tomography) as imagens tomograficas obtidas apés a
administrac@o de radiofarmacos emissores de pésitrons (PET = Tomografia por
Emisséo de Padsitron / Positron Emisson Tomography) seguem o mesmo principio
bésico de determinacao da biodistribui¢cdo de radioisétopos in vivo, com diferencas

no sistema de deteccao da radiacao (Sapienza, 2008).

Os tragadores radioativos sdo compostos por moléculas transportadoras
que sao ligadas firmemente a um atomo radioativo. Estas moléculas
transportadoras variam muito dependendo da finalidade da analise. Alguns
tracadores sdo marcados em moléculas que interagem com uma proteina

especifica ou agucar no corpo e podem até mesmo serem ligadas as proprias
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1.9

células do paciente. Para a maioria dos estudos de diagnostico em medicina
nuclear, o marcador radioativo € administrado a um paciente por injecao
intravenosa. No entanto, um tracador radioativo também pode ser administrado por
inalacdo, por ingestdo oral ou por injecdo direta em um oOrgdo. O modo de

administracdo do tracador dependera do processo da doenca a serestudado

Para uso em diagndstico, os radioisotopos e radiofarmacos, devem
apresentar determinadas caracteristicas especificas de principios basicos,
tais como: (Saha, 1998; Thrall & Ziessman, 2003)

Meia vida compativel com o tempo do estudo;

Alta atividade especifica;

Maneira prética de obtencéo;

Alto grau de pureza radionuclidea, radioquimica e quimica;
Ser um composto biologicamente estavel;

Apresentar uma possibilidade de marcacdo para preparacdo de
radiofarmacos.

Tomografia por emissao de positrons

A tomografia por emissdo de poésitrons (PET) é uma técnica de imagem
molecular utilizada no diagnostico de cancer. A tecnologia PET permite a medicéo
da funcao do tecido in vivo, utilizando a detecc¢éo de raios gama que atravessam o
corpo apos a administragdo de um radiofarmaco. A técnica tem sido utilizada para
a deteccado precoce, caracterizagcdo e monitoramento de "tempo real" da doenca,
bem como investigar a eficacia de drogas: ela permite a visualizacdo e
quantificacdo em espaco e tempo real de processos celulares normais ou anormais

em um nivel molecular ou celular.
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A imagem no PET (“Positron Emission Tomography”) é obtida pela reacéo
de aniquilagdo de um positron e um elétron, e posterior emissao de dois fotons de
511 KeV a 180 + 0,5 °. O pésitron € uma particula idéntica ao elétron, com carga
positiva. Sua interacdo com o meio que atravessa € elétrica, ou seja, ele perde
energia interagindo sucessivamente com &atomos e moléculas, produzindo
ionizagdes ou excitacdes, até quase parar. O numero de interacées depende da
energia com que ele foi emitido e da composicdo do meio. Ao atingir uma
velocidade da ordem da agitacdo térmica do meio, ele forma um pdsitron com um
elétron livre, apds um intervalo de tempo extremamente pequeno, da ordem de 10°
105, as particulas desaparecem e suas massas se convertem em energia na forma
de um par de fétons que se afastam em direcBes opostas. A base da formacédo da
imagem com emissores de positrons é a deteccdo em coincidéncia do par de fétons

de aniquilacao positron-elétron (Pennant et al, 2010).

O PET/CT por possuir uma tecnologia hibrida agregando tomografia
computorizada permite que em um Unico exame Vvisualizar as informacdes

anatdmicas e metabdlicas in vivo.

1.10 Marcagbes com melatonina

A melatonina é o principal neurohormdnio produzido durante a noite pela
glandula pineal, tendo sua secrecgéo estimulada pelo escuro e sendo inibida na
presenca de luz. Atualmente este horménio é usado em diversos casos, como para
tratar casos de disturbios de sono (Webb & Manuel, 1995), no tratamento de insénia
cronica em idosos (Wade et al, 2007), na restauragdo do ciclo circadiano em
individuos com cegueira (Hack et al, 2003) e também tem sido usada para
restabelecer o reldgio interno de pessoas que sofrem com jet-lag (Jan et al, 2009);
(Srinivasan et al. 2008). Vérios estudos mostram que a melatonina esta ligada a
varios condigbes como o Parkinson (Sharma et al, 2006), o Alzheimer e outros

problemas neurologicos (Pappolla et al, 2000); (Feng et al, 2006); (Olcese et al,
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2009) e alguns tipos de cancer (Grant et al, 2009); (Blask, 2009).

Para estudar a acdo da melatonina no organismo e o seu efeito nas
condicdes citadas € ideal o uso de marcadores radioativos, que sédo captados por
aparelnos de PET ou SPECT, respectivamente tomografia por emissao de
positrons e tomografia computadorizada por emisséo de féton inico em portugués.
Os principais marcadores usado com a melatonina séo o iodo, o flior e o carbono,

cada radionuclideo tendo uma sintese e aplicacao separada.

A marcacao com iodo é feita via iodacdo com iodogen (1,3,4,6-tetracloro-
3a,6a-difenilglicoluril) (Rossouw & Langenhoven, 1994) gerando o composto 2-
lodomelatonina (figura 4), apesar de existirem outras rotas (Bertholet &
Hisbrunner, 1985) o produto final seguira 0 mesmo mecanismo de substituicdo
eletrolitica aromatica, mais especificamente uma halogenacdo aromatica

eletrofilica, onde o iodo desempenha o papel de eletréfilo na reacéo.
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Figura 4. 2-lodomelatonina

Essa sintese pode ser feita com os radionuclideos de 1-123 (Rossouw &
Langenhoven, 1994) ou com [-125 (Chen et al, 1997), sendo este o radionuclideo
mais focado atualmente para estudos de receptores de melatonina por apresentar
caracteristicas favoraveis como dependéncia de tempo, alta especificidade com a
melatonina, auséncia de problemas com instabilidade de radioligantes, alta
atividade especifica e problemas com a cintilagdo podem ser evitados (Laudon &
Zisapel, 1985).

Apesar de ndo trabalhar com radionuclideos, deve ser mencionado que a
bromacdo da melatonina é uma sintese conhecida e estabelecida, que usa o

mesmo principio da sintese anterior para ligar o bromo a melatonina (figura 5)
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(Duranti et al, 1992). Sendo que tanto para iodo como para bromo a ligagao ocorre

na posicdo 2 da melatonina.

CH;0 NHCOCH CH;0 NHCOCH;
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Figura 5. Sintese de 2-bromomelatonina

O 2-lodomelatonina apesar de apresentar uma ferramenta viavel ndo possui
0S recursos que os marcadores que utilizam o PET possuem, por esta razao novas

sinteses como estes radionuclideos foram criadas, visando utilizar do aparelho.

O flaor 18 é produzido em ciclotrons por diferentes métodos. Os métodos
mais utilizados sdo: irradiacdo de prétons da agua ([*80] H20) enriquecida com
oxigénio - 18, através da reacdo nuclear 180 (p, n) *8F, produzindo o ion 18F-fluoreto
e bombardeamento de neon por Deutério través da reacdo nuclear ?°Ne (d, a) 8F,
produzindo ['8F] F2 (Kowalsky , 2004). O método mais comum de marcacéo de fllior
com melatonina envolve o uso do [‘F] F2. Esta sintese se baseia em uma fluoracéo
direta com a melatonina gerando dois produtos principais, o 6-[*8F]fluoromelatonina
e 0 4-[*®F]fluoromelatonina (Chirakal et al, 1986), essa sintese segue 0 mesmo
mecanismo da iodacao, onde neste caso o F2 desempenha o papel de eletrofilo na
reacdo. A halogenacdo na posicdo 6 da melatonina estende consideravelmente a
meia vida biolégica da molécula (Clemens et al, 1980) sem prejudicar sua atividade
bioldgica (Frohn et al., 1980). A sintese, porem apresenta problemas relacionados
a forma de obtencao do fluor, resultando em uma baixa atividade especifica, < 10
GBg/mmol; 270 mCi/mmol). Isso acontece, pois, essa espécie de flior pode ser
produzida apenas pela reacdo *°Ne (d, a) ®F, usando um alvo de gas neon que
contem flaor (0,1% v/v) (Lambrecht et al., 1978); (Casella et al., 1980). Sem fluor
no alvo, se torna impossivel recuperar o flior-18 como ['®F]F2, dessa forma néo
existe margem para melhorar a sintese de Chirakal et al, 1986 de forma a aumentar
a atividade especifica necessaria para estudos com PET de forma viavel (Bars et
al, 1987).
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Tendo em vista o problema na atividade especifica apresentado na sintese
do 6-[*®F]fluoromelatonina e do 4-[*®F]fluoromelatonina, foi desenvolvida uma
sintese com um tracador radioativo alternativo, neste caso o carbono -11, usando
[*1C[cloreto de acetila foi feita uma acilacdo da 5-metoxitriptamina (figura 6).,
usando o mecanismo de substituicdo nucleofilica bimolecular (SN2), e assim

gerando o produto de interesse [*!C]melatonina (Bars et al, 1987).
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Figura 6. Sintese da ['1C]melatonina

Esta sintese leva 35 minutos para ser concluida, mostrando eficiente e
apresenta potencial para alcancar uma alta atividade especifica, porém os estudos
posteriores demostram que os analogos do [*!C]melatonina apresentam uma maior
atividade especifica, em especial a [Carbonila -*!C]fluoromelatonina (figura 7),
produziu uma atividade especifica 200 vezes maior que 6-[*3F]fluoromelatonina
(Bars et al, 1988). Essa rota apesar de apresentar atividade especifica superior a
apresentada por Chirakal et al, 1986 ainda se mostrou insuficiente para estudo de
melatonina no cérebro (Bars, et al, 1991), para resolver este problema um novo
analogo foi criado o 2-fenil-[*!C]melatonina (figura 8) com atividade especificas
mais adequadas para estudar sitios de ligacdo com PET no entanto ndo foram

publicados os resultados com esse analogo. (Chen et al, 1997).

1C0, ——= [ Me "COOMg Br} ~ e Me HCOC] —onr

Me(D

F N NH*'COMe
H

Figura 7. Sintese da [Carbonila -*'C]fluoromelatonina
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Figura 8. Sintese da 2-fenil-[*C]melatonina

1.11  Fldor-18 como emissor de positron

O fldor 18 é o emissor de positrons mais utilizado em PET devido a suas
propriedades fisicas favoraveis. Sua meia-vida fisica de 110 min permite o emprego
de métodos radioquimicos mais complexos em comparacdo com outros
radionuclideos positrénicos como o gélio 68 (67,71 min) e carbono 11(20,38 min).
Além disso, devido a baixa energia dos poésitrons emitidos (Emax = 635 keV;
alcance maximo em agua 2,4 milimetros), permite a aquisicdo de imagens PET com
alta resolucéo espacial, minimizando a dose de radiacao para o paciente (Koivula ,
2011).

1.12 Sinteses com flGor 18

O flaor 18 é produzido em ciclotrons por diferentes métodos. Os métodos
mais utilizados sdo: irradiacdo de prétons da agua ([*0] H20) enriquecida com

oxigénio - 18, através da reacédo nuclear 80 (p, n) *8F, produzindo o ion 8F-fluoreto
e bombardeamento de neon por Deutério través da reagdo nuclear °Ne (d, a) 8F,
produzindo [*8F] F2 ( Kowalsky , 2004).

Com o fltior 18 gerado da reacdo nuclear ?°Ne (d, a) 18F é possivel fazer uma
fluoragéo direta com a melatonina, pois nessas condi¢des o flior 18 (Fz)apresenta
caracteristicas eletrofilica que possibilita a marcagdo do *8F direto no indol (Chirakal

et al, 1986)
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No centro de Radiofarmacia (CR) do Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares (IPEN) o método utilizado é reacdo nuclear *20 (p, n) 8F utilizando como
alvo agua enriquecida com oxigénio — 18. A espécie quimica obtida do 8F é em
forma nucleofilica.

Quando trabalhamos com flior na sua forma nucleofilica precisamos usar
estratégias alternativas de ligar o flior a molécula de interesse. Uma das
estratégias de sintese de radiofarmacos de 8F é a fluoracéo indireta utilizando
grupos prostéticos marcados com *F. Portanto, o primeiro passo da sintese é a
preparacdo do grupo prostético marcado com 8F e a seguir, sua reagdo com a
molécula de interesse (por exemplo, a melatonina). A preparacdo do grupo
prostético marcado com 18F é baseada em uma reacgéo de substituicdo nucleofilica,
onde o fon !8F-Fluoreto vai deslocar um bom grupo abandonador na molécula
precursora, frequentemente um éster sulfonato ou haleto.

O 18F-fluoroetil tosilato € um grupo prostético amplamente utilizado para
obter radiofarmacos de ¥F devido a suas propriedades: baixa volatilidade, alta
estabilidade quimica e bom equilibrio entre o grupo de abandono tosilato,
quimiosseletividade e estabilidade hidrolitica. (Shoultz et al, 2013).

E importante notar que as reacBes de substituicdo nucleofilica sdo
tipicamente realizadas em solventes apréticos sob condi¢cdes proximas das
condicdes anidras; quando solvatado, o ion 8F-Fluoreto é um nucledfilo fraco. O
fon *¥F-Fluoreto obtido da agua enriquecida com *0 é tipicamente isolado através
do uso de cartuchos de resinas de troca idnica que interceptam os ions *¥F- que
séo, entdo, eluidos com uma soluc¢éo contendo um solvente orgéanico (acetonitrila)
e uma fonte de contra-ion (carbonato de potassio), dissolvido no minimo de agua

possivel. Um agente de transferéncia de fase, tal como Kryptofix2.2.2 ( K222), é

adicionado antes da remocao da agua a fim de complexar com o cation potassio,
deixando o anion fluoreto exposto e altamente reativo (S Yu, 2006). A agua € entao

removida por evaporacao azeotropica com acetonitrila.

27



2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma sintese viavel da fluoroetil
melatonina com fldor estavel, que servira como modelo e padrdo para marcacao

do fldor -18 com a melatonina.

Este trabalho visa desenvolver e testar possiveis rotas sintéticas para a

Fluoroetil — melatonina.

2.1 Justificativa

Levando em consideracdes as informacdes apresentadas, um anélogo da
melatonina marcado com *8F pode ser uma potencial nova ferramenta na area de

diagndsticos em células que apresentam receptores MT1 e MT2 da melatonina.
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3 MATERIAIS E METODO

3.1 Solventes e reagentes

e Cloreto de 4-toluenossufonila (Sigma, 99%)
e Piridina (Merck, P.A)

e 2-Fluoroetanol (Sigma, 95%)

e Hidroxido de Sédio (Sigma, P.A)

e Diclorometano (Merck, P.A)

e Tolueno (Merck, P.A)

e Acetato de Etila (Merck, P.A)

e N-Hexano (Merck, P.A)

e Etanol (Merck, P.A)

e Dimetilformamida (Sigma, 99,8%)

e Hidreto de sodio (Merck, 60% em dispersdo de 6leo mineral)
e Melatonina (Sigma, 98%)

e Silica Gel (Sigma)
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3.2 Equipamentos

e Agitador magnético
e Rotaevaporador

e PlacadeTLC

e Cémarade UV

e Agitador mecanico

e Balanca Analitica

e Placa de aquecimento

e RMN
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3.3 Sintese de fluoroetil tosilato

Os seguintes reagentes foram acrescentados a temperatura ambiente, em
atmosfera de nitrogénio e agitacao: 4 ml de piridina, 1ml de 2-fluoroetanol e 3,57

g de cloreto de 4-toluenossufonila.

Foi deixado reagir a temperatura ambiente toda a noite com atmosfera de
nitrogénio e agitacao e finalizar apos 24 horas. A mistura foi rotaevaporada para
retirar a piridina, utilizando temperatura de 40 °C e pressao de 100 mbar, esse

procedimento resultara em um composto viscoso amarelo.

A purificagao foi feita por cromatografia “flash” em coluna. Usar 1/3 da
coluna com silica gel, purgar a coluna com Hexano (2 vezes). Adicionar o
composto obtido pela rotaevaporacéo na coluna e passar 50 ml de fase movel de
80:20 de Hexano/acetato de etila. Acompanhar por TLC de mesma fase mével se
0 composto comecgou a sair, para neste caso mudar o gradiente da fase mével

para 70:30 de Hexano/Acetato de etila.
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3.4 Sintese de fluoroetil melatonina com base de hidréxido de sodio

Reagentes
-0,697 g de Melatonina (3 mmol)
-0,12 g de NaOH (3 mmol; 1.1 eq)

-0,752 g de Fluoroetil Tosilato (4 mmol; 1.1 eq)

Melatonina 0,996 g (3 mmol) e NaOH (3 mmol) 0,12 g foram dissolvidos em
em 6 ml de DMF anidro, a mistura foi agitada por 10 minutos a 25 °C, a seguir foi
adicionado 0,654 g (3 mmol) de fluoroetil tosilato, apds agitar por mais 30
minutos, 30 ml de H20 foram adicionados ao sistema. A mistura foi extraida com
acetato de etila (3 x 10ml), a camada de acetato de etila foi seca com Na2SO0a4

anidro. O solvente foi evaporado para gerar o produto de interesse.

Purificacéo

Este produto foi purificado por coluna cromatografica em silica gel usando
benzina (éter de petréleo) /acetato de etila (v/v=20/1 para v/v= 10/1) como

eluente para obtencéo do produto puro. Este produto foi analisado por RMN.
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3.5 Sintese de fluoroetil melatonina com base de hidreto de sédio

Reagentes
-100 mg de Melatonina (0,43 mmol)
-19 mg de NaH (0,474 mmol; 1.1 eq)

-104 mg de Fluoroetil Tosilato (80 uL; 0,474 mmol; 1.1 eq)

Protocolo da Reacéo
-Frasco 1: 100 mg de Melatonina (Frasco ambar) em 500 uL de DMF
-Frasco 2: 80 uL de Fluoroetil Tosilato em 400 uL de DMF

-Balédo da reacao: 19 mg de NaH (Papel Aluminio) em 500 uL de DMF

Foi acrescentado o contetdo do frasco 1 ao baldo da rea¢do (em um banho
de gelo a 0 °C). A seguir foi acrescentado devagar gota a gota o frasco 2 ao balédo
da reacdo. A mistura reacional foi agitada por 10 min a 0 °C (usando o0 mesmo
banho de gelo) com N2. Passado esse tempo foi retirado o banho de gelo e a reagéo
foi deixada overnight a temperatura ambiente.

O solvente foi evaporado e o produto foi concentrado no rotaevaporador. O
produto foi monitorado por TLC utilizando uma fase movel Cloroférmio: Metanol
(9:1). O Rf do produto formado foi de 0,6 e do material de partida (melatonina) foi
de 0,5.

Purificacéo

O produto foi purificado por TLC SILICA GEL 60G em PLACAS DE VIDRO
20X20CM, utilizando como fase movel CH3CL:MeOH (9:1). O produto foi aplicado
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aproximadamente 1 cm da borda da placa em todo o espaco da placa na altura de
1 cm. A camara de revelagédo foi saturada com a fase movel e a placa foi colocada
dentro da camara. Quando o solvente subiu até o limite da placa (aproximadamente
1 hora) a mesma foi retirada. A placa foi observada no UV e a fracdo de interesse

foi raspada e retirada da placa de vidro.

A silica foi colocada em um Erlenmeyer e 5 mL de Diclorometano foi
adicionado e agitado até a dissolucéo da silica por 30min. A solucéo foi passada

para um baldo final e o solvente foi evaporado deixando um éleo amarelo.
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3.6 Sintese de fluoroetil melatonina por catalise de transferéncia de fase (CTF)

Reagentes
-232 mg de Melatonina (1 mmol)
-20 mL de solucdo de aquosa de hidroxido de sédio (50% wi/v)
-30 mL de diclorometano
-220 mg de Fluoroetil Tosilato (1.1 mmol)

-gotas de hidréxido de tetrabutilamonio (40%)

Misturou-se uma solucdo de melatonina (232 mg, 1 mmol) em diclorometano
(30 ml) com uma solucdo aquosa de hidroxido de sodio (20 ml, 50% wi/v) e
adicionou-se fluoroetil tosilato (220 mg, 1,1 mmol) e hidroxido de tetrabutilamdnio
(algumas gotas de solucdo aquosa a 40%). Manteve-se sob agitacdo mecanica a
33 °C por 3h, em seguida o aquecimento foi descontinuado e a solucéo
permaneceu sob agitacdo a temperatura ambiente por 24h. Ao término, a mistura
foi resfriada em gelo e cuidadosamente acidificada com uma solucéo diluida de
acido cloridrico. A camada orgéanica foi separada, lavada com uma solucéo
saturada de carbonato de sodio e depois com agua. Em seguida a mistura foi seca
com sulfato de magnésio e evaporada a vacuo, gerando uma camada cristalina

rubra.

Purificacéo

A purificagao foi feita por cromatografia “flash” em coluna, usando fase moével
de 8:1:1 de Tolueno/Acetona/Etanol o que gerou um liquido viscoso laranja escuro
(Snieckus & De Silva, 1977)
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3.7 Sintese da 18F-Fluoroetil tosilato

[18F] FEtOTs (figura 9) foi preparado de acordo com protocolos da literatura
(Schirrmacher et al., 2002; Schoultz et al., 2013). O precursor de bis tosilato de
etileno glicol (8 mg) foi dissolvido em 1 mL de MeCN anidro e adicionado ao frasco
contendo o complexo seco [K +/ K222] / [18F] F- / CO32. A reacao foi colocada em
frascos selados e ndo selados, a diferentes temperaturas de marcagcao e tempos
de reacdo, e foram utilizadas diferentes quantidades de K2CO3 para eluicdo de
[18F] a partir do cartucho QMA. Depois de arrefecer o frasco da reagéo, analisou-
se uma aliquota da mistura bruta por HPLC. Em seguida, a mistura bruta foi injetada
num sistema de HPLC semi-preparativa para purificar o produto. A fracéo recolhida
de [18F] FEtOTs foi diluida e carregada em um cartucho Sep-Pak C18 Plus. O
cartucho carregado foi lavado com agua Milli-Q (10 mL) e aquecido a 50 °C durante
10 min com atmosfera de nitrogénio (Schoultz et al., 2013). Depois, [18F] FEtOTs
foi eluido com DMF (1 mL). Uma aliquota da formulacao final foi analisada por
HPLC para confirmar a identidade do composto marcado comparando o radio

cromatograma do composto frio (figura 27) no perfil UV de 254 nm.

[K*/Ko0)/['8F]F7C0O5%

[
-

oT OF
TsO” "% TsO” "

MeCN ['8F]FEtOTs

Figura. 9 Sintese de 18F-Fluoroetil tosilato
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3.8 Sintese da 18F-Fluoroetil Melatonina

Uma solugéo de [18F] FEtOTs (0,75 MBq = 20 uCi) em DMF (800 ul) foi
adicionada gota a gota a um frasco contendo melatonina (1 mg) e NaH (3 eq.) em
DMF (30 pL). O frasco reacional foi aquecido a 80 °C durante 20 min sob agitagcéo
e atmosfera de nitrogénio. A reacdo de marcacdo foi monitorizada por HPLC

analitico.
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4 RESULTADOS

4.1 Fluoroetil tosilato

A sintese do fluoroetil tosilato dura 24 horas, durante esse tempo ela sofre
uma mudanca no seu aspecto fisico inicial, comecando como uma mistura limpida
e amarelada, no seu término ela apresenta mistura esbranquicada branca e
viscosa. Apos passar pelo rotaevaporador ela forma uma camada cristalina branca
no baléo (figura 10) que pode ser dissolvida com diclorometano.

Apés a purificacédo foi feito uma cromatografia de camada delgada (TLC).

Figura 10. Fluoroetil tosilato apés rotaevaporagao
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Apos a comparacédo do padréo, o fluoroetil tosilato produzido foi enviado
para analise de espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (RMN) no
Instituto de Quimica da USP (1Q). A sintese por RMN de 1H, foi realizada em um
equipamento Bruker -500 MHz. O aspecto fisico final do produto é uma solucéo
amarelo clara quando diluida em diclorometano (Figura 11). O resultado pode
ser analisado na figura 12, que mostra a presenca das bandas esperadas para

esta molécula.

Figura 11. Aspecto fisico final do fluoroetil tosilato
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Figura 12. Espectro de RMN do fluoroetil tosilato
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4.2 Fluoroetil melatonina com base de hidréxido de sédio

A sintese da fluoroetil melatonina com base de hidroxido de sédio ndo gerou
produtos, a aparéncia inicial da mistura foi limpida e transparente e se manteve
assim apos 8 ,12, 16 e 24 horas. Os testes de cromatografia de camada delgada
nao indicaram formacao da fluoroetil melatonina mostrando apenas 0s pontos
conhecidos da melatonina e do fluoroetil tosilato. Esta sintese foi purificada e
enviada para andlise por de espectroscopia por ressonancia magnética nuclear
(RMN) no Instituto de Quimica da USP (IQ) para confirmar que ndo houve reacéao.
Como pode ser visto na figura 13, este espectro mostra apenas a presenca de

melatonina pura.
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4.3 Sintese de fluoroetil melatonina com base de hidreto de soédio

A sintese com hidreto de sddio teve duragdo de 20 horas na qual sofreu
mudancas no seu aspecto fisico inicial, come¢ando como uma solugéo limpida e
incolor e se tornando uma solucéo castanho claro ao término. Apds a sintese a
solucéo foi rotaevaporada e deixando um liquido castanho escuro no baldo (figura
14).

Figura 14. Sintese com hidreto de sddio apds rotaevaporacgéao.

Apoés a purificagéo foi feito uma cromatografia de camada delgada (TLC)
onde pode ser visto que os Rfs do produto formado e do produto de partida bem

proximos, 0,6 e 0,5 respectivamente.
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Apoés a purificacdo, a fluoroetil melatonina produzida foi enviada para
analise de espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (RMN) de
hidrogénio, carbono e flior no Instituto de Quimica da USP (IQ) e no instituto
Butantd. Fluoroetil melatonina apresentou um rendimento de 35% produzindo
um 6leo amarelo. As analises confirmaram a estrutura quimica esperada na
sintese e sua estrutura numerada de acordo com o0 espectro esta descrita ha

figura 15. As atribuicdes dos espectros estao descritas abaixo.

1H RMN (300 MHz, CDCI3; ppm): & 7.20 (H2, d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.05 (H7, d, J =
2.4 Hz, 1H), 6.97 (H9, s, 1H), 6.91 (H7, dd, J = 8.9, 2.5 Hz, 1H), 5.55 (H12, s, 1H),
4.77 (H21, 1, J = 4.9 Hz, 1H), 4.61 (H20, t, J = 4.9 Hz, 1H), 4.39 (H19, t, J = 4.9Hz,
1H), 4.30 (H18, t, J = 4.9 Hz, 1H), 3.87 (H16, s, 3H), 3.58 (H11, g, J = 6.5 Hz, 2H),
2.94 (H10, t, J = 7.0 Hz, 2H), 1.94 (H17, s, 3H).
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Figura 15. Melatonina numerada de acordo com o espectro de 'H RMN

Se comparado a um espectro de 'H RMN de melatonina pura, podemos

observar que a Unica mudanca sera 0s Novos picos presentes entre 4 e 5 ppm,

como pode ser visto nas imagens abaixo (figura 16 e 17)
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Figura 16. Espectro de *H RMN de Fluoroetil melatonina
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Figura 17. Picos referente a fluoroetil

13C RMN (300 MHz, CDCI3; ppm): 170,04; 154,13; 131,79; 128,46; 126,70;
112,35; 11,92; 110,00; 100,86; 83,53; 81,24, 77,44; 77,22; 77,02; 76,60; 55,99;
46,74, 46,46; 39,74; 29,71, 25,19; 23,43.

Os espectros de carbono 13 e HMBC (*H, 3C) podem ser vistos abaixo,

confirmando a estrutura quimica da nova molécula (figura 18 e 19)
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Foi realizada também analise por espectrometria de massas (MS) na qual
mostrou o resultado esperado de 279,24 u, levando em consideragéo o erro

estatistico da analise de + 0,1 como pode ser visto na figura 20.

Inten. (x100,000)

50 291469
40

3.0
2.0,

10

2186690 A\ 281134 2830919
0,0\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\

2170 2775 2780 2785 2790 2795 2800 2805 2810 2815 2820 2825 2830 2835 2840 2845mfz

Figura 20. Espectro de massas de fluoroetil melatonina

Para finalizar a caracterizacéo, foi realizado uma analise de *F RMN que serviu
para confirmar a molécula definitivamente como pode ser visto na figura 21, com 1°F
RMN (300 MHz, CDCI3; ppm):-219,35; -219,44; -219,52; -219,61; -219,69; -219,77.

ymw,wwm-rwmﬂ"’

Figura 21. Espectro de *°F RMN de fluoroetil melatonina
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4.4 Fluoroetil melatonina por catalise de transferéncia de fase (CTF)

A sintese por catalise de transferéncia de fase teve duracdo de 24 horas na
qual sofreu mudancas no seu aspecto fisico inicial, comecando como uma solucao
turva e amarelada (figura 22) e se tornando uma solugéo castanho escuro na fase
aguosa e marrom na fase organica ao término (figura 23). ApGs a sintese a solucao
foi neutralizada (figura 24) e passou por separacdo de fase na qual a fase de
interesse foi a organica, e esta fase foi lavada e rotaevaporada, formando uma

camada laranja acastanhada (figura 25).

Figura 22. Aspecto fisico no inicio da sintese
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Figura 23. Aspecto fisico no final da sintese

Figura 24. Solucao apdés neutralizacdo
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Figura 25. Solugédo apés rotaevaporacao

Apés a purificacdo foi feito uma cromatografia de camada delgada (TLC).
Sendo os pontos melatonina padréo, fluoroetii melatonina, melatonina n&o

consumida na reacgéo e fluoroetil tosilato ndo consumido na reagéo.

A sintese se mostrou viavel, porém o fato de se utilizar catalisador e uma
base relativamente forte gerou subprodutos indesejaveis que dificultou a purificacéo
o que pode ser verificado no espectro de *H RMN (figura 26 e 27) que apresenta
muitas impurezas
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Figura 26. Espectro de RMN da sintese com CTF
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Figura 27. Espectro de RMN da sintese por CTF 2
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4.5 Marcacéao da 18F-Fluoroetil melatonina

ApoOs a sintese da Fluoroetil melatonina por hidreto de sodio ter sido
confirmada, foi feita a caracterizagdo da molécula por HPLC que serviu como
padrdao para a sintese da 18F-Fluoroetil melatonina. Para isto primeiro foi
caracterizada a melatonina pura (figura 27) e em seguida a fluoroetil melatonina
(figura 28) por HPLC analitico com comprimento de onda de 220, 254 e 280 nm e
detectir de UV, usando um gradiente A: agua MiliQ 0,1% TFA e B: acetonitrila, 1
mL/min 0-100% B por 30 min. Coluna C18 Agilent 4.6x25 mm 5um. A molécula de
fluoroetil tosilato foi previamente caracterizada (figura 29 e 30). O pico
correspondente a melatonina pura teve tempo de retencao de 10,7 min, o pico da
fluoroetil melatonina teve tempo de retencéo de 15,6 min, enquanto o pico do

fluoroetil tosilato sai em 18,9 min.

A sintese da 18F-Fluoroetil melatonina foi analisada por HPLC analitico com
base nas informa¢Bes adquiridas na caracterizacdo da molécula estavel, porém
utilizando um detector de radiatividade. A tentativa de marcacdo com 18F nao
obteve rendimento, como pode ser visto na figura 31 e 32, onde podemos verificar
a presenca de fluoroetil tosilato sem reagir livre e da melatonina pura,

respectivamente em 18,8 min e 13,1 min, utilizando ambos detectores de UV e de

radiacao.
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Figura 28. Espectro de HPLC analitico - Melatonina
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Figura 31. Espectro de HPLC analitico -18F-Fluoroetil purificado
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5 DISCUSSAO

O objetivo desta dissertacao foi desenvolver uma sintese vidvel da molécula
Fluoroetil melatonina com fldor -19 (estavel) que servirA como padrdo para a
sintese da ['®F] Fluoroetil melatonina. Nesse trabalho foi demonstrado o uso de
diferentes rotas sintéticas para alcancar uma molécula estavel. Este trabalho foi
feito levando em consideragao que a melatonina marcada com F-18 pode ser uma
nova ferramenta para estudos de processos bioldégicos que apresentam os

receptores da melatonina, MT1 e MT2 (Legros et al, 2013).

Para esta sintese optamos por rotas sintéticas que se baseiam em fluoracéo
indireta, usando o flior em sua forma nucleofilica, isso foi feito para tentar evitar os
problemas apresentados nos estudos de Chirakal et al, 1986; Bars et al, 1987 e
Chen et al, 1998, no qual eles apresentam uma baixa atividade especifica na qual
a sintese nao pode ser melhorada por conta de como o flior-18 eletrofilico é
produzido, *°Ne (d, a) *¥F (Kowalsky , 2004). O problema da atividade especifica
impacta diretamente na afinidade da molécula com os receptores da melatonina.
Em 1986 Chirakal et al concluiu seu estudo propondo que uma fluoragéo indireta

usando fldor nucleofilico poderia contornar este problema

5.1 Receptores MT1 e MT2 e analogos da melatonina

Nos mamiferos a melatonina atua atraves de receptores proprios, MT1 e MT2
(receptores de melatonina acoplados a proteina G) (Dubocovich et al, 2000). Esses
receptores sao Unicos, uma vez que eles apresentam estruturas moleculares
distintas (Reppert et al, 1996), caracteristicas farmacologicas, e localizacdo
cromossOmica (Slaugenhaupt et al, 1995). Os receptores MT1 e MT2 possuem
respectivamente 351 e 363 aminoacidos, com um peso calculado de 39-40 kDa
(Rivera et al, 2004). Nos humanos o receptor MT1 esta codificado no cromossomo

#4. Durante o processo de envelhecimento e no caso de Alzheimer a expresséao do
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receptor no nucleo supraquiasmatico diminui (Perumal et al, 2008). O receptor MT2
estd codificado no cromossomo #11. Os receptores MT2 contribuem para a
fisiopatologia e farmacologia dos distarbios do sono, ansiedade, depresséo e
doenca de Alzheimer (Comai et al, 2014).

Os mecanismos independentes do receptor estdo associados com atividade
antioxidante, regulacdo da apoptose (Sainz et al, 2003), metabolismo do tumor e
imunidade ao cancer (Srinivasan et al, 2008), inibicdo da angiogénese e migracao,
e prevencao de disturbios circadianos (Hill et al, 2015). Nas linhagens de cancer
CMT-U229 e MCF-7 a melatonina apresenta efeito anti-metastatico através da
inibicdo da viabilidade e invasividade de mamosferas de cancer de mama e também
mediando a expressao de proteinas relacionadas a transicdo mesenquimal epitelial

(EMT) (Gongalves et al, 2016), a melatonina também diminuiu a proliferacéo e

viabilidade e induziu a apoptose em células mamarias neoplasicas, com melhor
efichcia em tumores ER+ que apresentaram alta expressdo do receptor de
melatonina MT1 (Gongalves et al, 2016).

O cancer de mama pode ser dividido entre os que possuem receptores de
estrogénios (ER+) e 0os que nao possuem (ER-). Se o cancer for ER+ 0 estrogénio
promove o crescimento das células cancerosas assim como faz com células de
mama comuns. O cancer de mama também pode apresentar receptores para
progesterona (PR+) o que significa que este hormonio ira promover o crescimento
das células cancerosas, cerca de 70% de todos os canceres de mama s&o
hormoénio dependentes (Lumachi et al, 2013).

Desde a identificacdo dos receptores da melatonina foram feitos diversos
estudos para encontrar analogos da melatonina que consigam distinguir entre eles
(Faust et al, 2007). Estes analogos seriam capazes de identificar as diferentes
funcBes da melatonina para um receptor especifico e gerar modelos para sinteses
de composto que foquem em um receptor especifico. Estudos mostram que os
receptores MT2 humanos s@o mais tolerantes a modificacbes na estrutura da
melatonina que os MT1. Ja foram identificados alguns compostos com alta
seletividade para MT2, enquanto nenhum composto com alta seletividade foi

encontrada para MT1 (Rivara et al, 2003).
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Com base nos estudos feitos nas modificacbes de determinados sitios da
melatonina (figura 34) podemos conjecturar os impactos que a entrada do grupo

fluoroetil tera na afinidade da molécula com os receptores MT1/MT2.

a Elz b
e i Hie™ N\
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6 N,
7 1 H

C

Figura 34. Sitios da iodo-melatonina

Um estudo feito por Faust et al. em 2007 demonstrou que modificacdes em
mais de um sitio na melatonina e a entrada de grupos grandes diminui a afinidade
da molécula com receptores MT1/MT2, enquanto a modificacdo de um Unico sitio,
com um tamanho relativamente pequeno como o de um halogénio ndo impacta
tanto a sua afinidade nesses receptores. Foi observado que a analogos com bromo
no sitio 7 apresentam uma afinidade muito superior aos analogos da melatonina
com o grupo 7-metil tanto em MT1 quanto em MT2, 0 que sugere que pode haver
um efeito eletrostatico na afinidade de ligagdo com esses receptores. Analogos com
o0 grupo 7-fenil apresentam uma afinidade menor quando comparados com o
anterior, possivelmente por conta da interacdo estérica do grupo em relacdo ao
grupo metil e ao bromo (Faust et al, 2007). Anteriormente um estudo similar foi feito
comparando a afinidade pelos receptores MT1 da melatonina entre o 2-
bromomelatonina, o 2-iodomelatonina e a melatonina, ao fim do estudo foi
verificado que apesar dos dois analogos terem uma relacdo de afinidade inferior a
melatonina, o 2-bromomelatonina se mostra superior, corroborando que o efeito

eletrostatico pode ter ligacdo com receptores.(Durati et al, 1992).

A substituicdo no sitio R1 gera um impacto na afinidade da molécula com os

receptores MT1 uma vez que a atividade biolégica desse hormbnio parece ser
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mediada por radicais presentes em R1 (Velazquez et al, 2007). Vérios estudos
demonstraram que os radicais aromaticos parecem melhorar a ligacdo de tais
moléculas aos receptores de melatonina, especificamente nos receptores de MT2
(Rocha et al, 2002); (Dubocovich et al, 2010); (Spadoni et al, 2011) ; (Kopp et al,
2000), esses estudos também demonstram que analogos de melatonina no sitio R1
com maior densidade eletrbnica teoricamente devem aumentar as chances de

ativar os receptores MT1 e MT2, assim aumentando a poténcia do anélogo.

Levando em consideracéo todos os estudos citados anteriormente podemos
considerar que a entrada do grupo fluoroetil no sitio R1 apresenta boas chances de
ter afinidade de ligacdo com os receptores MT1 e MT2 em niveis aceitaveis para
aplicacdo como ferramenta de estudo sobre 6rgdos ou células que expressem 0s

receptores da melatonina.

Levando em consideracdo que no Centro de Radiofarméacia do IPEN o fldor é
produzido na forma nucleofilica (**0 (p, n) 8F) e com os dados dos estudos de
Chirakal et al, 1986; Bars et al, 1988 e Chen et al, 1997, optamos por uma sintese
de fluoragéo indireta, usando o fluoroetil tosilato que possui um bom grupo
abandonador, ele também apresenta caracteristicas favoraveis para a sintese,
como baixa volatilidade, alta estabilidade quimica e bom equilibrio entre o grupo de
abandono tosilato, quimiosseletividade e estabilidade hidrolitica. (Shoultz et al,
2013). A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) (figura 35) possui caracteristicas
fisico quimicas que teoricamente permitem a entrada de um grupo pequeno, que

nao ira alterar as funcdes da molécula, por meio de N-alquilacdo de indol.

H
N

Figura 35. Melatonina
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# Sintese da fluoroetil melatonina com NaOH

Essa foi a primeira rota desenvolvida neste trabalho, ela foi desenhada levando
em consideragdo que a melatonina possui um grupo indol que seria a porta de
entrada para o fluoroetil, levando em consideragdo que os indéis, diferentemente
das aminas simples ndo atuam como base, ja que o par eletrbnico nao ligante do

nitrogénio participa do sistema aroméatico da molécula.

# Sintese da fluoroetil melatonina com NaH

ApoOs os testes com NaOH, e a conclusdo de que uma base mais forte era
necessaria, escolhemos o hidreto de sddio como substituinte para a base original,
o protocolo da sintese foi criado usando informacdes existentes em sinteses

similares da literatura (Faust et al, 2007).

A reacao que ocorreu nesta sintese (figura 36), foi de substituicdo nucleofilica
bimolecular (SN2), onde o grupo indol da melatonina sofre desprotonacdo com o
hidreto de s6dio, em um meio aprético de Dimetilformamida (DMF). A melatonina
faz entdo um ataque nucleofilico ao Fluoroetil tosilato, por este ser um bom grupo
abandonador, a melatonina consegue se ligar ao fluoroetil, gerando a fluoroetil

melatonina.
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Figura 36. Sintese da fluoroetil melatonina com NaH
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# Sintese da fluoroetil melatonina por catalise de transferéncia de fase

Esta rota sintética foi escolhida por sua facilidade quando comparada com a rota
que utiliza NaH que apresenta uma necessidade de um meio completamente anidro
para gerar um rendimento aceitavel. Essa sintese foi adaptada de Silva &
SNIECK, 1978.

5.2 Mecanismos

# Reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular (SN2)

O atomo de halogénio de um haleto de alquila é ligado a um carbono hibridizado
em sp3. Por isso, a disposicdo dos grupos em torno do atomo de carbono €&
normalmente tetraédrica. Os atomos de halogénio, por serem maiseletronegativos
do que carbonos tém a ligacdo carbono-halogénio polarizada. Onde, o 4&tomo de
halogénio fica com uma carga parcial negativa e o carbono com uma carga parcial

positiva.

Neste tipo de reacdo, um nucledfilo, uma espécie com um par de elétrons nao-
compartilhados, reage com um haleto de alquila (chamado de substrato) pela
reposicdo do haleto substituinte. Acontece uma reacdo de substituicdo, e o
halogénio substituinte, chamado de grupo retirante (ou grupo de saida), se afasta
como um ion haleto. Para ser um bom grupo retirante, o substituinte deve ser capaz
de se afastar como um ion ou molécula bésica fraca, relativamente estavel. Com a
reacdo de substituicdo é iniciada por um nucledfilo, ela € chamada de reacdo de

substituicao nucleofilica.

Nas reacOes de substituicdo nucleofilica (figura 37), a ligagdo carbono-
halogénio do substrato passa por uma heterdlise, e o par ndo compartilhado do

nucleofilo € usado para formar uma nova ligacéo para o atomo de carbono.

\[- Grupo retirante

Nu:~ + R:X: —» Nu:R +:X:™4
Nucle{’)ﬁlo\_ﬂ A heterdlise
ocorre agui.



Figura 37. Substituicdo nucleofilica
De acordo com esse mecanismo, o nucleofilo aborda o carbono que o grupo

retirante por tras, isto é, pelo lado diretamente oposto ao grupo retirante. A medida
que a reacgdo progride, a ligacdo entre o nucledfilo e o atomo de carbono se
fortalece e a ligacdo entre o atomo de carbono e o grupo retirante enfraquece. Por
fim, ocorre a quebra da ligacdo carbono- grupo retirante e ocorre a formacéao da

ligacdo carbono-nucledfilo.

O mecanismo (figura 38) para esta reacdo é chamado de SN2, que significa que
a reacdo depende tanto da concentracdo do substrato quanto do nucledfilo.
Portanto, esta € uma reacdo bimolecular. Este mecanismo envolve apenas uma
etapa, com formacdo de um estado de transicdo. Neste tipo de reacdo envolve a
inversdo da configuracdo do atomo de carbono. Se era R passa a ser S e vice-
versa (Harris & Wanser, 1976).

H H |z H
=, \\ /—§4' o— | o— /
HO: ——— C—Cl—>|HO---C---Cl| —™ HO—C., +CI-
H'd MVH
H HH

L -3

e

Uma inversao de configuragao )—

Figura 38. Mecanismo SN2

# Catalise por transferéncia de fase

A catdlise de transferéncia de fase (CTF) € um método utilizado para
provocar ou acelerar a reacdo entre substancias que estao dissolvidas em ou que

constituem fases diferentes, pela atuacdo de um agente transferidor. Este agente
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ou catalisador forma um par ibnico com a espécie quimica da fase aquosa ou solida,
gue dessa forma é extraida para a fase organica, reagindo com o substrato ali

presente.

A CTF foi utilizada como técnica preparativa a partir da metade dos anos 60
por grupos independentes de pesquisadores, Bransdtrom na Suécia, Makosza na

Polbnia e Starks nos EUA, apesar de alguns relatos anteriores serem conhecidos.
Desde seu surgimento, houve um grande avanco na compreensédo de seus
aspectos mecanisticos e na aplicacdo dessa técnica a um grande espectro de
reacdes, muitas das quais utilizadas para a sintese de farmacos, perfumes,

polimeros e outros produtos de interesse industrial.

A primeira proposta mecanistica para o processo de transferéncia de fase
foi formulada por Starks, para a CTF liquido-liquido (CTF-LL), com distribuicdo do
catalisador entre as fases aquosa e organica. A extracao de um reagente Y- para a
fase organica e a reacao subsequente ocorrem devido a formacédo de um par ibnico
deste com o sal de 6nio, um requisito basico para a catalise, principalmente no caso
de catalisadores muito lipofilicos, e que a formacé&o do par idnico entre o sal de 6nio
e o anion do reagente poderia ocorrer na interface do sistema(figura 39) (Lucchese
& Marzorati, 2000). A rota sintética que utilizou CTF, apesar de ser viavel, se
mostrou problematica em relacdo & purificacdo, impossibilitando quantificar seu

rendimento de forma adequada,

Aqueous phase @Y s X &Y » 0X
Interface
Organic phase 0Y + RX —» RY + (X
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Figura 39. Interface do sistema fase aquosa/fase organica

5.3 Fluoragdao indireta e purificacao

Ao optarmos por uma fluoracdo indireta foi necessario o uso de um grupo
prostético que iria ligar o flor nucleofilico a uma pequena unidade bifuncional
reativa e subsequentemente acoplar este grupo prostético a molécula alvo. De uma
forma geral o grupo fluoroetil apresenta propriedades estéricas préximas aos
grupos etil e metil e € esperado que este grupo mantenha as propriedades

farmacoldgicas do composto principal (Kniess et al, 2015).

7

O Fluoroetil tosilato € um dos reagentes mais utilizados para sinteses por
apresentar beneficios como facil preparagcdo, baixa volatilidade, por ser quase
estdvel e mostrar alta reatividade em correspondéncia com alguma
guimiosseletividade (Shoultz et al, 2013). Apesar dos beneficios apresentados,
alguns problemas sao conhecidos quando trabalhamos com esse reagente, como
a falta de seletividade quando uma molécula possui varios grupos amina e por
possuir uma baixa pureza quimica devido a problemas na purificacdo do composto

(Kniess et al, 2015), algo que pode ser visto neste trabalho.

Com base em estudos de analogos da melatonina vistos anteriormente, tanto
quanto na literatura quimica, podemos admitir que fluoracdes diretas podem ser
feitas facilmente nos sitios R7, R6, R5, R4 e R2 por causa do fldor na sua forma
eletrofilica, porém quando trabalhamos com o flior nucleofilico, os Unicos grupos
disponiveis para a substituicdo nucleofilica na melatonina € o indol e a amida.
Apesar disso conforme observado na sintese de Silva & Snieckus, 1978 e nos
estudos de Garcia et al, 2012, o grupo indol se mostra o preferencial para a entrada
do grupo prostético para este tipo de sintese.

O baixo rendimento quimico apresentado neste trabalho, 35% na sintese com
hidreto de sddio, est4 relacionado a problemas com a purificacdo do produto, o que
parece ser um problema recorrente na fluoragédo do grupo indol, Sun et al, 2011
apresentou um rendimento de 0,9% na sua sintese, Caillé et al, 2013 apresentou
um rendimento de 1%, Shao et al, 2003 teve um rendimento de 8-11% e Bauman
et al, 2011 com 35%
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Outro fator que pode impactar no rendimento das sinteses é a base utilizada,
para desprotonar o indol. E necesséaria uma base, relativamente forte, como visto
na sintese no hidréxido de sédio onde nao gerou produto, neste caso tivemos duas
escolhas, aumentar a for¢ca da base, como feito na sintese com hidreto de sodio ou
usar um catalisador para diminuir a energia de ativacéo e permitir a desprotonacao

do indol.

Apesar de apresentar um rendimento relativamente baixo, com 35%, a sintese
se mostrou viavel e sendo caracterizada ela servira como padréo e ponto de partida
para a reacao com flior -18 como pode ser visto na tentativa de sintese com 18F

demonstrada neste trabalho.
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6 CONCLUSAO

Desenvolvemos duas rotas sintéticas para a producdo de fluoroetil
melatonina, ambas usando o mesmo principio de fluoracdo indireta, utilizando o
fluoroetil como grupo prostético. A rota por NaH se mostrou viavel e que o grupo
fluoroetil entrou na posicdo R1 da melatonina, enquanto a rota por CTF apresentou

problemas que nao permitiram comprovar a obtencao do produto completamente.

A rota sintética que utilizou CTF se mostrou problematica em relacdo a
purificagéo, impossibilitando quantificar seu rendimento de forma adequada, em
quanto a rota que usou hidreto de sédio demonstrou um bom rendimento e uma

rota mais simples e rapida.

Com a molécula de fluoroetil melatonina sintetizada podemos partir para a
proxima etapa e realizar a marcagdo da melatonina com 18F. Uma tentativa
preliminar foi feita para marcacéo de 18F que se mostrou ineficaz, porém osdados
obtidos na sintese da Fluoroetil melatonina serdo fundamentais para os proximos

passos da marcacdo com 18F.
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9. APENDICES B — Espectros de 'H RMN de Fluoroetil tosilato
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Regina Fluoroetil Tosilato 298K AIIIS00 10.set.2018  (27490)

Current Data Parameters

NAME 27490_Reqina
EXPNO 1
PROCNO 1
NAHMOTO foamOonNPNTM F2 - Acquisition Parameters
NNHOOO [NV R AT RTRTIRT)] Date_ 2315391?‘
00 00 00 00 00 0 mOmmmMmmMmmeOM Time 15.09 h
e Ve e spect
 Prpolx Beibs B DX P Peels Py = "2816101_3632{
293
N/ N e
SOLVENT (Dcl13
NS 3
DS 2
SWH
FIDRES
AQ
RG )
DW 77.000 usec
DE 10.00 usec
T 298.2 K
Dl 1.00000000 sec
0 1
SFO1 500,1327507 Mz
NuC1 1B
Pl 8.00 usec
PLHL 10.10000038 #
F2 - Processing parameters
31 5536
SF 500.1300106 Mz
WOW M
5B 0
LB 0.10 Bz
GB 0

% 100
‘ ‘

\
‘\“
| l}‘
dil !“H
- DV
R D D D e

780 775 710 765 760 755 750 745 740 735 ppm

=] N
N N
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Regina Fluoroetil Tosilato 298K AIII500 10.set.2018  (27490)

Current Data Parameters
NAME 27490_Regina
1

EXPNO

PROCNO 1
0L HODOMNHODNT NO NOOMNAHOINDILINO O A F2 - Aequisition Parameters
NNNNAAAMMMNNNA o0 OOILIIMMMM Date_ 20180910
VOYVYVYVOVOVINIII WL MNNNNNNNNNNNNN Time 15.09h
T T T R LR T T T S S S S S SR INSTRUM spect
LSS LTS FILLLLLL L QLT PROBHD 2816101 0032 (

PULPROG 2930
WY W s

SOLVENT CDC13

NS 2

DS 2

SR 6493.506 Hz

FIDRES 0.198166 Hz

1 5.0462718 sec

RG 203

D 77.000 usec

DE 10.00 usee

TE 298.2 K

Dl 100000000 sec

0 1

SFO1 500.1327507 Mz

NUC1 ;|

Pl 8.00 usec

PLiL 10.10000038

F2 - Processing parameters

SI 65536

SE 500.1300106 Mz

WD EM

5B 0

1B 0.10 Hz

GB 0

B¢ 1.00

| ! |
o u |
I (] T
l ‘ :I “ :‘ f f,

A R A A R A D R D L R B

475 470 465 460 455 450 445 440 435 430 425 420 415 ppm

0 lv]
" "

1.01

Iy}
=
"
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Regina Fluoroetil Tosilato 298K AITI500 10.set.2018  (27490)

Current Data Parameters
NAME 27490_Regina

EXPNO i
PROCNO i
N0 HOOM NHODMTNO F2 - Aequisition Parameters
NNNNHAA MMOMNNNH ?%ﬁé_ 20132913
[VRVALRLRA) ninwmwnwmLn ime 15.09 h
e e INSTRUM spect
PLL L LYY PROBED 7816101 0032 (
PULPROG 2¢30
SOLVENT €013
NS R
DS 2
Shik 6493.506 Hz
FIDRES 0.198166 Hz
\ b 5.0462718 sec
RG 203
Dil 77.000 usec
‘\ DE 10.00 usec
’ | E 298.2%
\ Dl 1,00000000 sec
‘ | 00 L
SFO1 500.1327507 Mz
NUC1 it}
Pl 8,00 usec
| | PLH1 10.10000038 W
‘ [ F2 - Processing parameters
[ ‘ | SI 65536
‘ “ SF 500.1300106 Mz
‘ WH EM
‘ ‘ ‘ B0
B 0.10 Hz
“ GB 0
‘ ‘ ‘} B 1.00
o | |
Il I |
\‘ i | ‘ i
(i 1
I \
1| I ‘ w
“ “ “““ | ‘HH”‘
I H\ | ‘\“, “M“
“Hu‘ ‘\‘,“ LV
J : |
A Ay
| 1] | | 1] ||
[V | v

464 463 462 461 460 459 458 457 456 455 454 453 452 451 ppm

Ty

1.03

88



Regina Fluoroetil Tosilato 298K AIII500 10.set.2018  (27490)

Current Data Parameters

NAME 27490_Regina

EXPNO 1
PROCNO 1
NOOUMHOLW NTINOONH F2 - Acquisition Parameters
00000 FLILMMOM Date_ 20180310
MNNNNNN NNNNNNN Tine 15.09 b
e e e INSTRUM spect
VR R R R VRV E R R PROBHD 7816101 0032 (
PULPROG 2930
it i
SOLVENT (cl3
NS R
DS 2
SiH 6493.506 Hz
FIDRES 0.198166 Hz
A 5.0462718 sec
RG 203
D 77.000 usec
DE 10.00 usec
I ’ TE 298.2 K
‘ 0 1.00000000 sec
I ‘ 0 1
‘ ‘ $F0 500. 1327507 Mz
NUCL 11
Pl 8.00 usec
L “ BLil 10.10000038
‘ \ ‘ F2 - Processing parameters
[ ‘ SI 65536
‘ ’ F 500.1300106 Mz
’ ‘ DA i
‘ | S5B 0
| ‘ IB 0.10 Bz
‘ ‘ | 68 0
‘ ‘ ‘ B 1.00

|

I | ||
[ [ |l
H\“‘ ‘\“\ ‘\ ‘H““ ,"“i ‘
I

433 432 431 430 429 428 427 426 425 424 423 422 421 ppm

-

1.02
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Regina Fluoroetil Tosilato 298K AIII500 10.set.2018  (27490)

2 A 57

1 A

--.-.IH.”--”[....-v...lxununuuulvnu.n”'I-.‘-.....l.n..-.v-luxuu‘””]‘.n-

28 21 2% 25 4 23 22 2pm

3.10

Current Data Parameters

NAME 27490_Regina
EXPNO 1
PROCNO

F2 - Requisition Parameters
Date_ 20180910
Tine 15.09 h
INSTRUM spect
PROBHD 78161010032 (
PULPROG 2930

0 65536
SOLVENT cpcl3

NS

D§

Siit

FIDRES

]

RG

Dif

DE

TE

Dl

00 1
SFO. 500.1327507 MEz
Nucl i

Pl 8.00 usec
PLiL 10.10000038 W

F2 - Processing parameters
ST 65536

SE 500.1300106 MHz
WOW o
$5B 0

18 0.10 Bz
&) 0

BC 00

90



090ut2018  (27989)

CTF

298K  AITI500

— Espectros de 'H RMN da sintese de fluoroetil melatonina por

Fluoroetil melatonina 1.0

A

10. APENDICES C

Regina

000 -
8TO

€82
vris
TES
FTe
8s ¢
618
€£e8
8V 8
S
662
c0¢g
SOE
60¢€
Z2TE
rre
il E
Te €
SOv
£8P0
29049
ve L
.08
oT8
SsS8
TO6
88<
S0
0€0
LST
o962
OTE
cce
EEE
LEE
os¢e
€ESE

8S ¢
LLE
CEPV

ppm

AL

110

12

P T S T T T T T S S S R S R S S R S S S S R S S ST S R I S S S R o |

DODDRDIDDIDIDIDIDIDIDIDPOLLIONOOMMNNOM0MNMNMNMOMOMNNNNNAAAAHA |

T———ss ee—

S8°'CL
LS EC
LO'OL

jEE"0E

8S VYL

6ot
)
/oo €

€6
vi°CcE
YO L

/v Z vE
v6 L

rZ 9
0oL

v6'c

91



Regina Fluoroetil melatonina 1.0 298K AIII500 090ut2018  (27989)

Current Data Parameters

NAME 27989 _Regina
EXPNO 1
PROCNO 1

0

0 o) F2 - Acquisition Parameters

N [V} Date_ 0181009

. )} Time 18.28 h

— ' INSTRUM spect

- 0 PROBHD 2816101 0032 (
PULPROG 9
o} 65536
SOLVENT Me0D
NS 256
0§ 4
SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Bz
A0 3.2767999 sec
RG b4
DW 50.000 usec
DE 10.00 usec
TE 298.2K
Dl 2.00000000 sec
00 1
SFO1 500.1330883 MHz
NuC1 1§
Pl 8.00 vsec
PLWL 10.10000038 #
F2 - Processing parameters
S 65536
SF 500.1300117 MHz
WOW M
558 0
1B 0.30 #2
GB 0
PC 1.00

\

“ ‘k "m; N

lllV"lIll'l[lllllVlVV

| |
5 0 #5005 100 95 ppm

0.57
1.00
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Regina Fluoroetil melatonina 1.0 298K AITII500 (090ut2018  (27989)

PROCNO

8B

| ‘ i o

IR 0.30 Bz

I
/] \ \ I

. B | ‘;\ ; ‘ \ .

A \ ' A [ | Al v
Ay UL A NAA A NG ) APV ALV
,_,—/_’_/ \/ e e Y WU~V VA S LY,

lllllll|lllll||||||||||||l|1|v||||llllll||||l||||l||1ll||vllll||l|||llr||lllllllv||||||

19 18 7 16 15 14 13 ppm

n N1 o (00
3 o ol 1%
¢ "~ ¢ (OO

-
Ll
AW

-6
1.0
.45
-5
-5
8.69
2
26
90
48
35
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Regina  Fluoroetil melatonina 1.0 298K AITI500 090ut2018  (27989)

NOIDDIDIDIDIPOVYOOVVVOVVYVVOVVVYVVOVYVYVVVYVY

Iyt

|
v

| Y UW [ VA A A% b~ Ll
v W W haw MoAY W V oy U SWIYN 1WAV

12 11 10 69 6. b 65 ppm

§ 6.7 b
o [0

L[] " Of [ < 0 N
e @ oinl 19 [ <
[y][y] N of (" ] N

L S re e

Current Data Parameters

NAME 27989_Regina
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Requisition Parameters
20181009
18.28 b
spect
2816101_0032 (
1
65336
MeOD
256
DS 4
S 0000.000 Kz
FIDRES 0.305176 Kz
)] 3.2767999 sec
RG b4
DW 0.000 vsec
DE 10.00 usec
b 298.2 X
)} 2.00000000 sec
0 1
SF01 500.1330883 Mz
NUCL 11
1 8.00 vsec
PLiL 10.10000038 W
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Regina Fluoroetil melatonina 1.0 298K AITI500 090ut2018  (27989)
AL OINDNITOL OO © (o} O OY0HY
YANDOOLONTMN O N N OMNHO
VoYYV LMMMMMN a < MMM m

n nOnnn

W/

| H
Wl d) i

i 1 | WM
10 11V . || W A X LYYV PYRY V. W AV EN e

5 A
67 66 65 64 63 62 61 60 59 58 57 56 55 54 53 52 ppm

10.22
6.24

Current Data Parameters
NAME 27989 Regina
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20181009
Time 18.28 h
INSTRUM spect
PROBHD 78161010032 (
PULPROG 1
b)) 65536
SOLVENT MeOD
NS 256
DS 4
SiH 10000,000 Az

AD
RG

FIDRES
10

0.305176 Haz
3,2767999 sec
1
50,000 usec
10.00 usec
298.2 K
2.00000000 sec
1

.....

it
8.00 usec
10.10000038
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Regina Fluoroetil melatonina 1.0 298K AITI500 (090ut2018  (27989)

Current Data Parameters

NAME 27989 _Regina
EXPNO 1
PROCNO 1
-0 0 H voNvoRrSED™NH F2 - Acquisition Parameters
on © o MNNHHON DN O Date_ 0181009
o o n1n VOOOOONNNN Tine 18.28 b
- o CE R R R R B SRR INSTRUM spect
g q mMMMMMMMMM PROBHD 7816101 0032 (
PULPROG 9
b 63536
’ ’ \/ \\\///// SOLVENT 4eOD
NS 256
DS 4
SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
0} 32767999 sec
RG 64
DW 50.000 usec
DE 10.00 usec
TE 298.2 K
)} 2.00000000 sec
00 1
SFO1 500,1330883 MHz
Nucl 1B
Pl 8.00 vsec
LWL 10.10000038 w
F2 - Processing parameters
I 65536
SF 500.13001
WOW
5B 0
13 1.30 Bz
GB 0
BC 00

i |

- I b
\ | r |
“\\.._/\/‘L‘_IWL..,——"\’/ ¢ \-\_,.L\__,\,_,__,J ‘\._M\«,J-JV‘ \J ‘L_,.\_J L“W\J‘/

|
R WAL

Bl Al ol ] L Al Sl AN R AR W
52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 ppm

21.949
34.74
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Regina  Fluoroetil melatonina 1.0 298K AITI5S00 090ut2018  (27989)

Current Data Parameters
NAME 27989_Reqina

EXPNO

PROCNO
CLVLMNHLVINOLVNON OMAOOMITOWOMO [04] F2 - Acquisition Parameters
NOWOOADPITHOOOOMO IMADDONTMH n Date_ 20181009
NOIIMOMOMOMMONNN OO0 MW0MN0 M Time 18.28 h
C T T T S S S R S S S S S B S R S B ' INSTRUM spect
NOMOMOMOOOMNMNMMNMMN NNNNNNNNNN N PROBHD 2816101 0032 (

NI N\
| n

NS 256
DS 4
SiH
FIDRES
A .276799%
RG 64
D 50.000 usec
DE 10.00 usec
TE 298.2 K
Dl 2.00000000 sec
00 1
SFO1 500.1330883 MHz
NUC1 1
Pl 8.00 usec
PLiL 10.10000038 W

‘ F2 - Processing parameters
SI 65536
SF 500.1300117 MHz
WOR EM
$5B 0
18 0.30 Bz
GB 0
BC 1.00

I [ VUL f '
o Lk | UL Vi | Wy ]
""\Mwu‘”-‘\\\/m" M I\/\/J‘u"\-'\.-./vv\»/w

37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 ppm

.0
32.74
-3
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Regina  Fluorcetil melatonina 1.0 298K AIII500

OLPHOOOAHNTNONINNOAINOTOTINMOM
MAOOYNITMNAHANDOVNIMMMNAOOMMO® T
OO0O0OOOOONNINMNOVOVOVIIMNMMMMNN

L T T T I )

ArddddrddddddddddddddddddddddA

S\ & v

10.01
23.27

090ut2018

Mmom
MO
000

e

\/

12.85

(27989)

Current Data Parameters

NAME 27989_Regina
EXPNO 1
PROCNO 1
n F2 - Acquisition Parameters
0 Date_ 20181009
[09) Time 18.28 h
' I J spect
(o) PRO 2816101_0032 (
PULPROG 9
’ ) 65536
SOLVENT Me0D
d 256
DS 4
S 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
A 3.2767999 sec
RG 64
Di 50.000 usec
DE 10.00 usec
e 298.2 X
Dl 2.00000000 sec
100 1
§FO1 500,1330883 Mz
NUC1 i}
Pl 8.00 usec
PLL 10.10000038

F2 - Processing parameters

81 65536

SF 500.1300117 MRz
WOR il
5B 0

I8 0.30 Kz
GB 0

PC 1.00
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11. APENDICES D - Espectros de *H RMN de Fluoroetil melatonina

o melaonnafl Ve SealeFactor = 0.

0,050

=
=
>

Normalized Intensity

0040

10/6/2019 12:27:04

v Wi

Mol

L LAY LR LRL AL RLLY KRR RARA AL LALAY AALRRARE RN ARRY (AR AAREY RARERARRE LARRE AR AR AR AARE AR LR ELARY LAALE LAARE EAARNLLIRN LLARE LAARY LAARELAARTELLANRLAR] RLAAN LLARN LLARY LLLLY RLLLY LLLLY LUALIL

00 % 90 85 80 756 70 65 60

85 60 45

Chemical Shift (ppm)

¥ W0 28 20 15 10 05 0

99



68°9 —
06'9—_

z6' 90—/
ceos
46'9—

O£~
S0 Z—

O L—
e L—

fluoroetil melatonina

in cdcl3

58 57
100

59

6.0

67 66 65 64 63 62 6l
f1 (pprm)

68

=1
70 69

11

|

12

1
13

14

15

16



£8°E— —

T
[l

T
|11

L

9

T
I

R.
7
Il

fluoroetikmelatonina

in cdel3 ”"

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

539

5

fL (ppm)
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fluoroeti me@gm_
N3 noon

|

—2.96
—2.93
—2.91

1.94
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fluorogl melatonina

in cdclx

0.08
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12. APENDICES E - Espectros de 3C RMN de Fluoroetil melatonina

Emerson IPEN APN2 AIII300 17/05/2019  (31026)
< m [OR"Xe] nNoO ©
(e} (=) o3 8 b Mmoo o MIITNNO O <0« O M
' e o ' NNTNOV O be D (ol I mo
(o] < =00 NHO O ¢ v v 0 ' e Vo 00
> n MmMNN e © nanc>r0 n VY o anm v
=l el Hed A = W™D n << m NNN 0O
."rv).uw M k” :‘w‘ ‘;’ “ v J .’L:mw P " ‘m’ 'il.k " 'J 1'—'” \,L“
T T 1 T T T G Qe | e e i
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 2 0 ppm
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Emerson IPEN APN2 AIII300 17/05/2019

170.04
L4 .13

\

0vo
N

=00

NN
Add

(31026)

11z .35
1A% o2
110.00
100.86

[/

23 353
81 .24
-44
60

77
T7 22

TR 2
oF &1

W

HOM
NMHS
onm
NNN

I

S5 .99
46 .74
46 .46
39.74

|

Current Data Parameters
NAME 31026_EmersonIPEN
EXPNO 2
PROCNO 1

Date_ 2019052
Time
M
182840936 (2R
SOLVENT ¢ocl3
19531.250 Hz
181
298.9 K
1
8.00 usec
18
16.50000000 i

F2 - Acquisition Parameters
7.30 h
spect
BULEROG 2gpg30
i 134144
45309
4
0.291198 Hz
3.4340863 sec
25,600 usec
10.00 usec
2.00000000 sec
0.03000000 sec
75.4760500 MHz
13¢
55.00000000
300.1312005 MHz
waltzlé
90.00 usec
0.18384001 W
0.09247200 W

PLN12
PLWI3

F2 - Processing parameters
SI 31072

o o RO W

1
20 200 180
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Emerson IPEN APN2 AIII300 17/05/2019  (31026)

< M o v O nN O 0
o} al ™ LA mo o w
o < [l [ N+ O o]
P n M N N e o (o]
sl al (=] Lo Ad d ol

\ |
L uwmwﬂumwamw,wwmm‘m\»~wvwWw~wmm#me«w‘meWam' At A it W ! Yottt iy

170 165 160 155 150 146 140 16 130 126 120 115 110 105  ppm
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Emerson IPEN APN2 AIII300 17/05/2019  (31026)

m < TANNO )] T 0 T I o M
n o TNO© o ~o > I "o
] ~ [ i o) n 0o ) o n m
4] ] ok B8 bl n DRy u} N N N
|
1
‘ |
B ”
. \ | |
WWHWMW-N/ Wrpmepidreiy A A it fodvin [N SSE | o iy o WM\WMM.«/W\»W

[ I [ O L A R L R I IR

—
% & 7% 0 65 60 55 50 4 40 ¥ N 25 ppm
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13. APENDICES F - Espectros de (*H, 13C) HMBC de Fluoroetil melatonina em

CDCls

Emerson IPEN APN2 AITI300 17/05/2019  (31026)

L

ppm
- pa - 0
o ; - 2
= : e
] - 60
= ‘80
o -100
-120
B 2 x !
-140
— []
-160
- 0
-180
200
-220
4 IR G [Py Ly oAty iy iy JrAswY [ et e AR il ety LU Jreaciany frees [Py e
16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 4 3 2 1 0 4 2 -3 ppm
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Emerson IPEN APN2 AITI300 17/05/2019  (31026)

o

UL

L

|

' L)
>
S '
— ' "
= '
=3 .
— ‘e
— ‘.
et w LI ]
—] e .
= " k-
i - 0
= " [}
— .

‘e

~180

F2 - Processing

-200

-220

Processing par

16 15 14 13 12 11 10

- —

9 8

109



Emerson IPEN APN2 AIII300 17/05/2019

1

|l

(31026)

UJ‘LJQ}

‘ [ 1
kel N

— ppm

(N
L[]

W

-125

-130

-135

140

145

-150

-15

-160

-165

-170

-175

R ! R R TR e e e ) e L RS R RER S REE S R L
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 ppm
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Emerson IPEN APN2 AIII300 17/05/2019  (31026)

! -“‘M TP . = ppm
-169.0

m 1695

< [ [mo
uv 1705

710

1715

1720

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 1725
1736 55 30 43 32 41 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 ppm
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Emerson IPEN APN2 AIII300 17/05/2019  (31026)

|
|
} l } “ ‘{ “' \l} lfll !I"'; ‘

D S 4 S S - (e ppm

-153.0

~153.5

- 1540

- 1545

-155.0

- 1805

15 10 6.5 6.0 55 50 45 40 ppm
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Emerson IPEN APN2 AITI300 17/05/2019 (31026

|
u‘.u'w"' UJ'I,‘_M_« |

M M ppm

z
; 16
|
{ -1
y
i
? -128
_<;
% -1
()
; 130
{
j
131
]
i
—
; | ’ 132
!
!
; 13
?

75 0 65 60 55 50 45 40 35 30 ppm
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Emerson IPEN APN2 AIII300 17/05/2019  (31026)

il e

| \u.
W ppm

109
1095
= | '"l 1100
1105
| it
1115

1120

1125

1130

1135

1140

1145

5 10 65 60 55 50 45 40 35 30 ppm
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Emerson IPEN APN2 AITI300 17/05/2019  (31026)

.’.U,]J.* ! _}'J_M, L I ppm

- 995

-100.0

1005

-101.0

1015

-1020

~102.5

-103.0
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Emerson IPEN APN2 AIII300 17/05/2019  (31026)

ﬁ -‘ \
1 [ (i \ “ ‘ |
Y /\ [PV \_/ v ‘y‘,‘“ ) \JE ppm
¢
>
/ -6
__’_/
- =77
—
§ - 78
g =79
1
i 80
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d -84
}\

! -85
y

{

)

- 86
|

;

\ f
fasuany |REEEREEEY | ARZEREERS RVt | RRRSREERY |FRREDZERL etz | REREERIO |FRERERZAAS | ASEZESER IRERRAZEZE JredaebAk 7 87
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Emerson IPEN APN2 AIII300 17/05/2019

B U, S

_WUW'V

(31026)

|

|

|

]
S |

|| |

LSS NI

|

-38

-39

40

-4

-45

-46

49

10

6.5

6.0

55

50

43

40

3.5

30

ppm
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Emerson IPEN APN2 AIII300 17/05/2019  (31026)

‘H Iw]'l "1 {'l &l] i'; l'}} ‘L -

AU A VL M A “'W:qﬁ \kv’:"‘\—- ppm

1 -f
| -2
%
] -2
% ‘ %5
%
07

-28

R, SU U S S

’ -2

g -30

-32
5

20 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15  ppm
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14. APENDICE G - Espectros de Massa de Fluoroetil melatonina

Modo Positivo
Inten. (x1,000,000)

3011258
30f
20
L0{

LR 45672.2169422
BB N L1 S 1 Y NS Nt O -1 11 A L. 4371778

|\Ill|||l]|||
1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000 3250 3500 3750 4000 4250  450.0miz
Modo negativo

Inten. (x1,000,000)

3.0

2.0

1.04

463.2889

L B R
1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000 3250 3500 3750 4000 4250  450.0miz

Zoom positive

|

Inten. (x100,000)

301 1p58

5.0 279,1469

317.1032

318.1020 333.11154 3413366
0.0 2681139 2830919 287.1173 2931224 | 309.1564 313.1559 ] 323.1593 329.1499 337.111
) = e e e e el e e e e

270.0 275.0 280.0 285.0 290.0 295.0 300.0 305.0 310.0 315.0 320.0 325.0 330.0 335.0 m/z
Zoom?2

Inten.(x100,000)

503 279.1469
40]
3.0}
2,04

10

00 2786600 | 2811344 2830010

\IIIIIIIIIIII\\I‘llﬂ\lllllllll\‘l||lr\|l||\\ll'll\llllll’\llll\\ll‘ll\\lllll‘ll\

2770 2775 2780 2785 2790 2795 2800 2805 2810 2815 2820 2825 2830 2835 2840 2845m/z
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15. APENDICE H — Espectro de HPLC analitico de melatonina
Data File C:\Chem32\1\Data\ARIAN\Melatonina Padrao 15.05.19 1.D
Sample Name: F-Etil-Melatonina Padrao 15.05.19 1

Acq. Operator

Sample Operator
Acq. Instrument
Injection Date

Method
Last changed

Sample Info =

Arian
Arian
1260 Location : 1
5/15/2019 1:48:26 PM
Inj Volume : 20.000 pl
C:\CHEM32\1\METHODS\F-Etil-Melatonina Padrao 15.05.19_.M
5/15/2019 1:46:11 PM by Arian
(modified after loading)
Melatonina Padrao 15.05.19 Gradiente 2
A: “agua MilliQ 0.1% TFA
B: acetonitrila (ACN)
1 mL/min 0-100% B por 30 min Inj 5 ug
220, 254 e 280 nm Coluna C18 Agilent 4.6x25 mm 5um

ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ARIAN\Melatonina Padrao 15.05.19 1.D)
mAU 3
48.9- ‘ S [
4888 ‘ l' \ ‘ h‘ “ d
48‘86— “lh ,\ J / { h il W ‘ y“ | ’w
4884~— J \ ‘ \ ~W . ‘ \ “f ‘
48.82 i '| 4 w '
48.8- ‘ r a f
48.78
5 15 20 25 min|
DAD1 A, Sig=254.4 Ref=360,100 (ARIAN\MeIatonlna Padrao 15.05.19 1.D)
mAU 8
0 5 ;
©
; g
60 = |
] i
40 it ‘
] I ‘\ ] S
. (] Q- | (=] =2} ey o
207 § ® [ N2 b = &
0 & N JJ/NW,*‘,J Ek—” = _7/\,\,__5:;'_“ S ﬁ\'\‘,, _
5 10 15 20 25 min
DAD1 B, Sig=280,4 Ref=360,100 (ARIAN\Melatonina Padrao 15.05.19 1.D)
mAU 8
200 ;
150 | “
100 | I~
] 8 \
1 © | w0 0 o
50 o] 0 | = [Tel <
] & §;’_ J\ ‘ | pi = o
0 _ 2 : A‘L‘? N o) \_', X = - L N‘ e
5 10 15 20 25 min
DAD1 C, Sig=220,4 Ref=360,100 (ARIAN\Melatonina Padrao 15.05.19 1.D)
mAU i o
800 ;
600 | ‘
5
1 S % S A | = 5 =R S - o
] g < | o 9 e o b= =
o—— &89 S.. 00 4 gL 8 ex S = &
| Tt o
-200 - - . ‘ ‘ — L
10 15 20 25 min|
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16. APENDICE | — Espectro de HPLC de Fluoroetil melatonina
Data File C:\Chem32\1\Data\ARIAN\F-Etil-Melatonina Padrao 15.05.19.D
Sample Name: F-Etil-Melatonina Padrao 15.05.19

Acq. Operator : Arian
Sample Operator : Arian
Acq. Instrument : 1260 Location : 1

Injection Date 5/15/2019 12:35:51 PM
Inj Volume : 50.000 pl

C:\CHEM32\1\METHODS\F-Eti I-Melatonina Padrao 15.05.19.M
5/15/2019 12:30:27 PM by Arian
(modified after loading)
Sample Info : F-Etil-Melatonina Padrao 15.05.19 Gradiente 1

A: “agua MilliQ 0.1% TFA

B: acetonitrila (ACN)

1 mL/min 0-100% B por 30 min Inj 5 ug

220, 254 e 280 nm Coluna C18 Agilent 4.6x25 mm 5um

Method
Last changed

ADC1 A, ADCT CHANNEL A (ARIAN\F-Etil-Melatonina Padrao 15.05.19.D)
mAU 1
48.875 -
iy i 1'1 L ‘r M"\ ~ M ﬂ M' 'Ww
48.825 — ‘
S oo e
v i ELAPL AR AR U T A
48.75 - M M | ' l 1
48.725- ‘ J
874 ' - — ——
5 10 15 20 25 min
DAD1 A, Sig=254.,4 Ref=360,100 (ARIAN\F-Etil-Melatonina Padrao 15.05.19.D)
mAU - %
40% |
|
3 i h | g
B | 5 1| & o
0 \" 5 i A\ 1 82
ol | R - SN 5 S S L R S SN
s a0 s T e 25 - min
DAD1 B, Sig=280,4 Ref=360,100 (ARIAN\F-Etil-Melatonina Padrao 15.05.19.D)
mAU 0
140 %
120~ |
|
80- I
60
40 g N | = 3
20 p o= i S &
02 A 0 - e i) B g &
s 045y 5 min
DAD1 C, Sig=220,4 Ref=360,100 (ARIAN\F-Etil-Melatonina Padrao 15.05.19.D)
mAUé [te)
500 %
400
300 - - "‘
200 - b e o8
100~ %E 523 8 §9 3 “ S 2 2L 5o g
-100- ‘ BRSO |
5 ‘ 10 5 T 25 ' min
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17. APENDICE J - Espectro de HPLC 18F Fluoroetil tosilato
Data File C:\Chem32\1\Data\Martha\18F-FET-0TS 12.06.19 QC.D
Sample Name: 18F-FET-0TS 12.06.19 QC

Acq. Operator
Acq. Instrument
Injection Date

Method
Last changed
Sample Info

: 1260
1 6/12/2019 10:15:58 AM

Location : 1

Inj Volume : 100.000 pl

: C:\CHEM32\1\METHODS\18F-FET-0TS 12.06.19.M
: 6/12/2019 10:14:31 AM
: 18F-FET-0TS 12.06.19 QC

Inj 100 uL,8 uCi

A: “agua MilliQ 0.1% TFA

B: acetonitrila (ACN)

1 mL/min 0-100% B de 0-30 min

220, 254 e 280 nm Coluna C18 Agilent 4.6x25 mm 5um

ADC1 A, ADCT CHANNEL A (Martha\18F-FET-OTS 12.06.19 QC.D)
mAU >
130 %
120 T
110 =
100 U
%
80 |\
70 \~
60 '
50 S — .\ S
S— — S— — —
5 10 15 20 25 min
DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (Martha\18F-FET-OTS 12.06.19 QC.D)
I'TIAU; g
] |
80 3
] f ‘\%
60~ il 0
] AN 2
] (t Oio
40 w It b
] b 5 o - NS ©
20 ‘ :: B g & g g8 8§ 9
] | § I\ < ¢ z g o N
0 | |5 S I 1SS S N - S . 5
T T ¥ T T T T T ¥ 7 T $ T T
5 10 15 20 25 min
DAD1 B, Sig=280,4 Ref=360,100 (Martha\18F-FET-OTS 12.06.19 QC.D)
AU Q
m. E ﬁ
E o
30 A
25 8 ®
20 e &
i Al €
15_: | /‘\ 1 o
] © i | - @
10 [ I PN
E §E [ 1 Il ¢ o
5 E /8% / I \V\\ | ‘\\ N ‘,‘\
0 E| N nm\m_' —— J e e R L R e D U N
: ; —
15 20 25 min
mAU 4
2500
2000 ‘
1500 I
1 \ |
1000 \
| [se o}
] = o o o o < © — -
of 83~ & FeE e =8 FdsEk
E T T T T T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 min
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18. APENDICE K — Espectro de HPLC 18F Fluoroetil Melatonina
Data File C:\Chem32\1\Data\Martha\18F-FET-melatonina 12.06.19.M Reaction.D
Sample Name: 18F-FET-melatonina 12.06.19.M Reaction

Acq. Operator
Acqg. Instrument
Injection Date

Method
Last changed
Sample Info

1260
6/12/2019 11:12:36 AM

Location : 1

Inj Volume : 79.000 ul

C:\CHEM32\1\METHODS\18F-FET-melatonina 12.06.19.M

6/12/2019 11:09:27 AM

18F-FET-melatonina 12.06.19.M Reaction

Inj 79 uL,20 uCi

: Tagua MilliQ 0.1% TFA

B: acetonitrila (ACN)

1 mL/min 0-100% B de 0-30 min
220, 254 e 280 nm Coluna C18 Agilent 4.6x25 mm 5um

ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (Martha\18F-FET-melatonina 12.06.19.M Reaction.D)
mAU %‘
250 T\—
200 J
150 /\
100 \lt
50 - S\
: : T r . : T : : : : : v : - : : : r - : :
5 10 15 20 25 min|
DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (Martha\18F-FET-melatonina 12.06.19.M Reaction.D)
mAU - E
2500 ﬁ
2000; ‘\ ‘
1500 * |
] 1
1000 | | | >
B! <+ © I~ | o owa~mom an v o oy v~ i I=} N~ v o
500 28 3o 56 EZERSIJEBEE § 0 ITEHE
] o B 5mes £ 8 JlExuitgiiegod 5 g ® L EERRR
0 f L T P ; S AR S NS
T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 min
DAD1 B, Sig=280.4 Ref=360,100 (Martha\18F-FET-melatonina 12.06.19.M Reaction.D)
mAU %
2500 e
2000 ’ l‘
1500 ‘ |
1000 - ll -
E < < < ANOTN D AaNm o o oo Do D ©o Lo
500 g g 8 xd L (EEHWREHW & § B ICEEE
] 3 & 5 ous 8 |||gx womer ams g 05 g K EnRy
0- e m— e e M & S AR S PR
T T T L ! [ T T T T Y 7 T T J t
5 10 15 20 25 min
DAD1 C, Sig=220,4 Ref=360,100 (Martha\18F-FET-melatonina 12.06.19.M Reaction.D)
AU < ~ o
ol 8 g
2500 ﬁ!
2000 |
1500 “ ‘ |
1000 - - 5 | 3
1 > Q = ) I~ OO W@~ - ~ O 0 D
wof W 2 gy mE 8 RETSBIEY » ousid ef%alynd
; vl Y B = S S || Ty oood fims og ¢ ooaf W || 06 onhe
or— o — A Ee PR sl e merr PRON RARY N RS SRSR |
5 10 15 20 25 min
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19. APENDICES L — Espectros de °F RMN de fluoroetil melatonina

LABORATORIO DE
VRIS
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