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l. INTRODUCAO

1.1. Cancer

O céancer € um dos principais desafios para a saude publica, em razdo de
sua elevada incidéncia, mortalidade e impacto sobre os sistemas de saude,
estando somente atras das doencas cardiovasculares. Atualmente, o cancer &
responsavel por aproximadamente 16,8% dos 6bitos (Bray et.al., 2024). Esse
crescimento é reflexo do envelhecimento populacional associado a fatores de
risco como tabagismo, consumo de &lcool e alimentos ultraprocessados,

sedentarismo e poluicdo atmosférica (Chen et.al., 2023).

Trata-se de uma doencga caracterizada por alteracbes genéticas e
epigenéticas que conferem as células capacidade de proliferacdo descontrolada,
evasao de mecanismos supressores de crescimento, resisténcia a morte celular,
inducdo de angiogénese, invasdo tecidual e disseminagdo metastatica. Como
consequéncia, 0 cancer permanece entre as principais causas de morte

prematura em todo o mundo (Nascimento & Otoni, 2020).

Neste contexto, o impacto do cancer é extremamente relevante. Estima-se
que em 2050 havera mais de 35 milh6es de novos diagnésticos de cancer, um
crescente de 77% em comparacédo aos 20 milhdes de casos estimados em 2022
(Bray et.al., 2024). Bray e colaboradores ainda demonstraram que um milh&do de
criangas perderam suas maes, em 2020, por causa do cancer de mama ou de

colo do utero (Bray et.al., 2024).

1.1.1. Cancer de Mama

Os tumores de mama sao o segundo tipo de cancer mais frequente na
populacdo mundial, apresentando alta taxa de mortalidade, sendo que o género

feminino € o mais acometido por esta neoplasia (INCA., 2024).

De acordo com as estatisticas mundiais do Globocan (estatistica de cancer
global), somente em 2022, os casos de cancer de mama atingiram 2,2 milhdes

com 666mil 6bitos pela doenca (Felay et al., 2022).



Somente no Brasil, para o ano de 2024 foram estimados 73.610 novos
casos, 0 que representa 66,54 casos a cada 100 mil mulheres. De acordo com
o INCA (Instituto Nacional do Cancer), houve 18 mil mortes, por causa do cancer
de mama, no pais (INCA, 2024).

Muitos sao os fatores que podem influenciar na ocorréncia de tumores de
mama, como incidéncia de radiacdes nocivas, idade, peso e taxas hormonais
(Kashyap et al.,, 2022). Além disso, um conjunto complexo de alteracbes
moleculares esta envolvido no processo do desenvolvimento tumoral (Koya,
Ibrahim., 2025).

Embora avancos expressivos tenham sido alcancados nas ultimas décadas
em prevencgdo, rastreamento, diagndstico precoce e tratamento, o cancer de
mama ainda responde por elevada mortalidade feminina (WHO, 2022). Isso ndo
decorre apenas da incidéncia da doenca, mas devido a sua natureza
heterogénea. Por essa razdo, a classificacdo molecular passou a ser muito
importante na compreensdao da doenca e na definicAo de estratégias

terapéuticas mais precisas (Colavito et al., 2014).

Os principais subtipos moleculares do cancer de mama incluem os tumores
Luminal A, Luminal B, HER2-positivo e triplo negativo. Entre eles, os subtipos
luminais sdo os mais frequentes e expressam receptores hormonais (Eroles et
al., 2012). O subtipo Luminal A destaca-se por sua alta prevaléncia e por seu
melhor prognéstico quando comparado aos demais subtipos (Nascimento &
Otoni, 2020). Ainda assim, esse perfil mais favoravel ndo elimina sua relevancia
clinica, pois a doenca pode apresentar recorréncia, progressao e disseminacao
metastatica (Nascimento & Otoni, 2020), justificando a necessidade em
desenvolver abordagens terapéuticas direcionadas a esse contexto. Por outro
lado, o triplo negativo é o tipo mais agressivo e possui altas taxas de proliferacédo
e metastases com mau prognostico e auséncia de receptores hormonais
(Machado Brandao-Costa et al., 2020).

Na presente Tese foram avaliadas duas linhagens celulares de cancer de
mama, MDA-MB-231 e MCF-7. Estas linhagens sdo as mais utilizadas em
pesquisas por representarem os tipos de cancer de mama mais presentes na

populacdo, com caracteristicas celulares de invasdo e expressdo génicas



diferentes, sendo as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 as que apresentam um
melhor e um pior prognaostico, respectivamente. A MCF-7 possui caracteristicas
de células mamarias anormais, que estdo em contato direto com o lumen dos
ductos mamarios e é classificada como Luminal A. O subtipo Luminal A expressa
receptores de estrogénio e progesterona (Mendonca et al., 2024). A MDA-MB-
231 é classificada como Triplo Negativo e apresenta um maior grau de invasao
se comparada a MCF-7. Possui pouca expressao de diferenciacédo luminal e uma
alta proliferacdo. Sao, normalmente, carcinomas do tipo ductal invasor, com uma
alta capacidade de diferenciacdo metaplasica e medular, relacionados a um pior

prognadstico (Machado Brand&o-Costa et al., 2020).

Além das alteracbes adquiridas pelas células tumorais, o microambiente
onde elas se encontram também desempenha um importante papel no processo
carcinogénico. Dentre os componentes que fazem parte deste microambiente, a
matriz extracelular tem uma importancia relevante por conter moléculas
regulatorias que podem estimular a progressao tumoral (N.Desai et al., 2025).
Entre as moléculas que integram a matriz extracelular, podemos citar 0s
colagenos do tipo |, Ill, IV, V e XI, proteoglicanos de sulfato heparano (HSPGSs)
e de sulfato de condroitina (CSPGs), e as glicoproteinas, como as lamininas
(Brassart-Pasco et al.,2020).

.2. Laminina

Entre o epitélio e o tecido conjuntivo, a matriz extracelular forma a lamina
basal, estrutura delgada constituida principalmente por moléculas de lamininas
(N.Desai et al., 2025). A laminina é composta por trés cadeias polipeptidicas a,
B e y sendo descritas até o momento 16 isoformas de lamininas. Entre elas a
laminina-111, um heterodimero composto pelas cadeias a 1, B 1 e y 1 (Figura
1), que foi associado com adeséo celular, secrecao de proteases, diferenciacao
e proliferacédo celular e metastases em células tumorais (Nonnast et al., 2025).
Parte desta regulacdo se da através da modulacdo da expressdo génica,
resultado da sinalizag&o celular dependente da interacéo de proteinas da matriz
extracelular com receptores (Mendonga, 2024). Processos como mudancas

conformacionais ou clivagem por proteases promovem a liberacéo de peptideos



biologicamente ativos (Kikkawa et al., 2013).

al

YIGSR

B1 Y1

C16
A-208(SIKVAV)

Figura 1. Laminina-111 e seus peptideos bioativos.

I.2.1 Peptideos Bioativos da Laminina-111

As vérias atividades bioldgicas estimuladas pela laminina-111, tanto em
células normais quanto em células neoplasicas, despertaram o interesse em

estudar os diferentes sitios ativos da molécula.

Nomizu et al. (1997) realizaram varreduras sistematicas na molécula de
laminina-111 a procura de sequéncias biologicamente ativas. Ao todo,
sintetizaram 560 peptideos derivados das trés cadeias da laminina-111 (a1, B1
e y1). Depois de sintetizados, os peptideos foram avaliados em relacdo a
atividade de adesdao celular. Dos 560 peptideos, apenas 51 foram identificados
como possiveis sequéncias biologicamente ativas (Hozumi et al., 2012; Hayashi
et al., 2021). Posteriormente, por meio de experimentos adicionais, peptideos da
laminina-111 foram caracterizados como moduladores da progressao de
tumores malignos (Hayashi et al., 2021).

Um peptideo avaliado que apresentou atividade biol6gica foi o YIGSR
localizado na cadeia 31 interna da laminina-111, perto da intersecg¢éo cruciforme
(Figura 1). A sequéncia do peptideo especifico do sitio funcional da laminina-111

foi identificada como CDPGYIGSR, entretanto os estudos realizados por



Mokotoff et al. (1997) demostraram que a atividade do pentapeptideo YIGSR era
equivalente a sequéncia completa e estava relacionada com a inibicdo da
angiogénese em diversos tipos de tumores (Kikkawa et al., 2013; Jha & Moore.,
2024).

Como representante da cadeia a1 da laminina-111 temos o peptideo
bioativo IKVAV (Figura 1) que se encontra acima do dominio globular (Tashiro et
al., 1989). Este fragmento promove adesdo e migragao celular, tendo um papel
importante no crescimento tumoral, metastase, secrecdo de protease e
angiogénese em diversos tipos de tumores (Gonzalez-Pérez et al., 2022; Jha &
Moore., 2024).

Desta forma, para entendermos o papel dessas sequéncias peptidicas no
contexto do cancer de mama, os peptideos foram radiomarcados.

I.3. Peptideos Radiomarcados

Peptideos radiomarcados tornaram-se muito importante na Medicina
Nuclear e Oncologia nos ultimos anos (Hesham et al., 2021; Malik 2025). Sondas
com base em peptideos radiomarcados representam a base molecular para
imagem in vivo e terapia com radiofarmacos com alta especificidade, devido a
alta afinidade dos peptideos para receptores superexpressos em tumores
(Sobral et al., 2020; Fuscaldi et al., 2021).

A atividade anticancerigena de diferentes peptideos € atribuida a uma
variedade de mecanismos que restringem o crescimento de tumores, entre 0s
peptidicos que podem preferencialmente se ligar a um receptor especifico, etc
(Bahar et al.,2025; Wu et al., 2026). Devido a estas caracteristicas, a utilizacao
direta de peptideos como agentes para o entendimento e/ou tratamento do

cancer vem aumentando consideravelmente nos Ultimos anos.

Além disso, peptideos apresentam diversas vantagens em relacdo as
proteinas: tamanho reduzido, facilidade de sintese e modificacdo, facil
conjugacdo com radionuclideos, boa tolerdncia a condicbes adversas de
marcacdo, maior afinidade de ligacdo para receptores tumorais, cinética
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favoravel (rapida depuracdo sanguinea de tecidos ndo alvos e maior fixagcao no
tecido tumoral), capacidade de penetracdo no tumor e de ser incorporado em
vetores e nanoparticulas (Sobral et al., 2020).

A escolha do radionuclideo a ser utilizado depende ainda de suas
propriedades fisicas e nucleares (meia-vida fisica, energia caracteristica e tipo
de emissdo radioativa). As caracteristicas dos radioisotopos devem ser
combinadas as propriedades de biodistribuicdo e especificidade dos
radiofarmacos por determinados 6rgdos e tecidos, de modo a possibilitar a
aplicacdo estrutural, funcional ou até mesmo bioquimica relacionadas a
presenca de diversas condi¢cdes patologicas, tais como tumores (Withey &
Blower., 2021).

I.4. Radionuclideos

Radionuclideos séo is6topos radioativos dos elementos quimicos que
apresentam nucleo instavel devido ao excesso de energia. A liberagdo deste
excesso de energia € chamada de decaimento radioativo ou desintegracdo
radioativa e a radiacdo (energia) pode ser emitida como uma radiacao
corpuscular (particula alfa [a]; particula beta menos [7]; particula beta mais ou
positron [B*]) ou como uma onda eletromagnética (raios gama [y]). Essas
emissdes ocorrem até que o nucleo do radionuclideo alcance a estabilidade
(Zhang et al., 2025).

Cada radionuclideo apresenta algumas caracteristicas fisicas proprias.
Entre elas: o tempo de meia-vida fisica (Tu-fisica), o qual é definido como o
tempo necessario para que a atividade inicial seja reduzida pela metade, e esta
propriedade é Unica para cada radionuclideo; o tipo de emissao de radiacdo, que
pode ser um ou mais tipos; a energia caracteristica de cada emissao e a
intensidade com que se apresenta (Zhang et al, 2025). Em conjunto com essas
caracteristicas esta a forma de obtencédo dos radionuclideos, que pode ser
através de reatores nucleares, ciclotrons e geradores. Todas essas
caracteristicas definirdo a escolha daqueles que melhor atendam aos interesses

das éareas clinica e de pesquisa (Abbasi et al., 2019).



Considerando as caracteristicas fisicas e de producdo, a tabela abaixo

resume os principais radionuclideos utilizados na area clinica (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas fisicas dos radionuclideos mais utilizados na area clinica.

Tipo de emissdo (energia,

Radionuclideo Tz fisica . . Producéo
intensidade)

123 13,2 h v (159 KeV, 83%) Ciclotron
B (192 KeV, 89%)

3 8,02 d Reator
Y (365 KeV, 81%)

9emTe 6h y (140 KeV, 89%) Gerador

18 109,7 min B* (634 KeV, 97%) Ciclotron

1c 20,3 min B* (961 KeV, 99,8%) Ciclotron
y (93, 185 e 300 KeV, 17- )

5Ga 78,3 h Ciclotron
39%)

n 67,3 h Y (171,245 KeV, ~90%) Ciclotron
B- (497 Kev, ~100%)

7Ly 6,65 d Reator

vy (113 e 208 Kev, 6-11%)

123131] (jodo-123/131); *°*™Tc (tecnécio-99 metaestavel); °F (fltor-18); *C (carbono-11) $’Ga

(gdlio-67) In (indio-111) Y"Lu (lutécio-177) (Abbasi et al.,2019; Oliveira et al., 2019, Silva et al.,

2020)

Dentre os elementos da Tabela 1, énfase sera dada ao iodo (*3') e o

tecnécio (°*°*™Tc), que foram utilizados no presente trabalho.

1.4.1. lodo radioativo

O elemento quimico iodo apresenta diferentes is6topos radioativos. Os

principais s&o: iodo-123, 124, 125 e 131, apesar de haver outros. Uma

importante caracteristica quimica do iodo é a sua volatilidade, o que pode trazer



problemas relacionados a radioprotecdo. Porém, o uso de formas néo volateis,

como iodeto de sédio (Nal) em pH basico, evita este problema.

O radioisétopo, iodo-131 ([**'I]Nal), apresenta Ti> de 8,04 dias com
decaimento por emissao (192 keV — 89%), seguida por trés emissdes y (364
keV — 81%; 637 keV — 7%; 284 keV — 6%). Ele é produzido em reator nuclear
por fissdo do uranio-235 (*°U) e se apresenta na forma de [**!l]Nal, uma solucéo

limpida, incolor e com alta pureza radionuclidica (Sobral et al., 2020).

O iodo-131 é o radionuclideo de maior uso clinico tanto na detec¢ao e
tratamento de doencas tireoidianas quanto na radiomarcacdo de diversos
tracadores com aplicabilidade em diferentes doencas (Durante et al. 2019;
Sobral et al., 2020). Sua escolha para o presente estudo foi em razdo da
disponibilidade e do T1> de oito dias, possibilitando que estudos de estabilidade
de longo prazo fossem realizados, além do potencial terapéutico. E importante
pontuar que a quimica dos radionuclideos de iodo é semelhante entre si,
permitindo a translacdo do iodo-131 para o0 iodo-123, sem que haja
comprometimento no processo de radioiodinacdo para sua utilizacdo em

imagens por SPECT.

1.4.2. Tecnécio

Moléculas marcadas com Tc-99m foram introduzidas em meados da
década de 1960 e ainda representam quase 80% de todos os estudos

diagnésticos realizados na Medicina Nuclear (IAEA., 2017).

A presenca do aminodcido histidina nos peptideos propostos possibilita a
marcagdo com o radionuclideo Tc-99m, através da formagdo do complexo
tricarbonil (Waibel et al., 1999, Sobral et al., 2022). O elevado indice de utilizacao
de moléculas radiomarcadas com Tc-99m é resultado das propriedades fisicas
e quimicas ideias deste radionuclideo, tais como: meia-vida fisica de 6,01 h,
decaimento por emissdo de radiagdo gama pura de baixa energia (140 keV) e
praticidade para obtencdo do radiois6topo a partir de um sistema gerador de
molibdénio-99/tecnécio-99m (**Mo/**MTc) (Duatti.,2020).



1.4.2.1. Tricarbonil [*°*™Tc(H20)3(CO)3]+

Trata de um complexo no qual trés posi¢cdes de coordenacéo do metal sdo
ocupadas por CO e as demais posi¢cdes sdo ocupadas por trés moléculas de

agua (Figura 2).

Figura 2. Férmula da estrutura do complexo tricarbonil.

No complexo tricarbonil metalico, as moléculas de 4gua coordenadas ao
metal apresentam carater relativamente labil, podendo ser substituidas por
ligantes com maior capacidade doadora de elétrons. O anel imidazolico da
histidina possui atomos de nitrogénio com pares de elétrons livres capazes de
atuar como ligantes coordenantes. Assim, ocorre uma reacao de substituicdo de
ligantes, na qual as moléculas de 4gua sdo deslocadas pela coordenacdo do
nitrogénio imidazélico ao centro metalico. Essa substituicdo é favorecida pela
maior estabilidade do complexo metal-histidina em comparagdo ao complexo
hidratado inicial. (Waibel et al., 1999; Sobral et al., 2022).

I.5. Conceito de radiofarmacos

Radiofarmacos sdo complexos que possuem em sua constituicdo dois
componentes, sendo um radionuclideo (elemento radioativo) e outro de interesse
bioldgico (elemento ndo radioativo) utilizados para o diagndstico e a terapia de
doencas humanas (Schreuder et al., 2019; Zhang et al., 2025). Sua



aplicabilidade na medicina nuclear perfaz aproximadamente 90% para uso
diagndstico e o restante para terapia radionuclidica (Saha, 2010).

Na concepcao de um radiofarmaco, a molécula é a primeira escolha e se
baseia no direcionamento preferencial ou na participacdo em um processo
fisiologico em um dado 6rgéo (Schreuder et al. 2019). Em seguida, escolhe-se o
radionuclideo que apresenta as melhores caracteristicas para a radiomarcacao
e cuja emissado de radiacdo seja detectada por equipamentos de imagem com
dose minima aos pacientes, no caso de uso para o diagnoéstico por imagem.

Além disso, € essencial que seja seguro, nao téxico e apirogénico na

administracdo em humanos (Saha, 2010).

A presencga do aminoacido tirosina nos peptideos permite a incorporacao
de iodo por substituicdo eletrofilica aromatica no anel fendlico da tirosina, por
meio de métodos diretos e rapidos de marcacéo. (Sobral et al., 2023). Como
mencionado anteriormente, dentre os isétopos radioativos de iodo, o [*3[]Nal
pode ser usado tanto para o diagndstico quanto para a terapia radionuclidica
devido a emissao de raios-y e de particulas -, respectivamente, além de possuir
altas purezas quimica e radionuclidica, ser de facil marcacdo e nao gerar
impedimentos estéricos na ligagdo do complexo com o alvo tumoral (Durante et
al., 2019).

1.6. Justificativa

O presente trabalho busca avaliar a sintese e a otimizacdo da
radiomarcagao de peptideos biologicamente ativos das cadeias a1 (IKVAV) e
B1(YIGSR) da laminina-111 com os radioisotopos 1-131 e Tc-99m com o intuito
de avaliar a interacdo desses fragmentos radiomarcados com as células
tumorais, relacionadas ao cancer de mama (MCF-7) e (MDA-MB 231), o tipo
mais prevalente entre as mulheres e com uma das maiores taxas de mortalidade.
As implica¢fes dos resultados sdo amplas. No campo da quimica e fisica foram
confrontadas as dificuldades da radiomarcacao e do direcionamento das cadeias
peptidicas no alvo desejado (células tumorais). No campo da medicina, o melhor
entendimento da proliferacdo das células, neste caso, relacionadas ao cancer de

mama, poderda trazer avancos para o tratamento desta doenca com relevancia
10



clinica que acomete milhdes de pessoas no mundo inteiro. Além disso, este
estudo favoreceu a integracdo interdisciplinar e multiprofissional de

pesquisadores da area de quimica, fisica e oncologia.
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II. OBJETIVO GERAL

Sintetizar e padronizar a radiomarcacgéo de peptideos da laminina-111 com
[-131 e Tc-99m, bem como realizar estudos comparativos in vitro e in vivo destes

radiopeptideos para potencial aplicacdo em cancer de mama.

1.1 II.1. Objetivos Especificos

v Sintetizar, purificar e caracterizar os peptideos propostos derivados da
laminina-111;

v Otimizar protocolos de marcacdo com os radioisétopos [-131 e Tc-99m

para obter maior eficiéncia de marcacao;
Otimizar protocolos de purificacdo dos peptideos radiomarcados;
Determinar o coeficiente de particdo dos peptideos radiomarcados;

Determinar a estabilidade dos peptideos radiomarcados em salina e soro;

A N RN

Quantificar a ligacdo dos complexos sintetizados as proteinas seéricas;

v Avaliar a afinidade de ligacdo dos peptideos radiomarcados as células
tumorais relacionadas ao cancer de mama.

v Avaliar a internalizacdo dos peptideos radiomarcados nas células
tumorais relacionadas ao cancer de mama.

v Avaliar a biodistribuicdo dos peptideos radiomarcados em animais

controle e modelo de cancer de mama.
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Il. MATERIAL E METODOS

I11.1 Material

Todos os N-9-fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc)-L aminoacidos foram
provenientes da Bachem (Califérnia). Os aminoé&cidos utilizados nas sinteses
peptidicas foram: Fmoc-Tyr (tBu); Fmoc-lle; Fmoc-Lys (Boc); Fmoc-Val; Fmoc-
Ala; Fmoc-Gly; Fmoc-Ser (tBut); Fmoc-Arg (Pmc) e Fmoc-His (1-Trt). As resinas
empregadas nas sinteses foram Fmoc-Val-Wang; Fmoc- Arg-Wang com grau de
substituicdo de 0,70 mmol/g para ambas as resinas. Os reagentes e solventes
empregados nas sinteses e nos processos de radiomarcagao e caracterizacao
dos peptideos foram todos de grau analitico e de procedéncia Merck, Aldrich,
Baker, Fluka e Pierce. Seguem abaixo, os principais reagentes, solventes, meios
de cultura, bem como os equipamentos utilizados em diferentes etapas do

desenvolvimento, conforme abaixo:

o 20% 4-metilpiperidina/ 80% dimetilformamida (DMF);
o 60% acetonitrila (ACN) / 40% H20;
. Acido trifluoroacético (TFA);

. Agua destilada;

o Diclorometano (DCM);

o Diisopropilcarbodiimida (DIC);

o Dimetilformamida (DMF);

. Eter gelado;

o Fenol,

o Metanol (MeOH);

o n-hidroxibenzotriazol (HOBU);

o Ninidrina;

. Piridina;

. Solucéo de iodeto de sddio [**I]Nal;

o Cloramina T;

o Metabisulfito de sodio;

. Solucéo de pertecnetado de sédio Na®*™TcOu;

. Carbonato de sédio (Na2COs)
13



Tartarado de sodio e potassio (CsH4OsNaK)

Borohidreto de sodio (NaBH4)

Monoxido de carbono (CO)

95% acetonitrila (ACN) / 5% H20

0,9% NacCl (Cloreto de sédio)

50% etanol / 50%H-0

70% etanol / 30% NacCl

Acido cloridrico (HCI) 0,1 M;

Agitador vértex Genius 3 (Ika®, EUA);

Agua para injecdo

Banho-Maria

Balanca analitica;

Calibrador de doses CRC 25W — Capintec;

Centrifuga Minispin® plus (EppendorfAG, Hamburgo, Alemanha);
Contador gama automatico Wizard’3 2480 (Perkin Elmer);
Cuba de vidro, pincgas, canetas, tesouras, pipetas automaticas;
Estufa 515 (Fanem);

Etanol

Fitas Whatmann 3MM e Fitas TLC/SG de 10 cm;

Cartucho Sep-Pak C18 Classic (Waters)

Linhagem celular MDA-MB-231,

Linhagem celular MCF-7;

Meio de cultura DMEM - F12;

Meio de cultura RPMI — 1640;

N-octanol;

Radio-TLC imaging scanner AR-2000 (Eckert & Ziegler, Alemanha).
Soro Fetal Bovino (SFB);

Tampao PBS;

Tripsina
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111.2 Métodos

[11.2.1. Sintese de Peptideos em Fase Sélida (SPFS)

Os peptideos propostos YIKVAYV, YIGSR derivados da laminina-111 e seus
analogos HYIKVAV e HYIGSR, respectivamente foram sintetizados pela
estratégia Fmoc/tBut (Fields & Noble, 1990). No caso da estratégia Fmoc/tBut, o
ciclo sintético se inicia com a remoc¢éao do grupo Fmoc em 20% 4-metilpiperidina
em DMF (2 e 20 min), o que libera o amino grupo na forma desprotonada para a
fase seguinte de acoplamento. A etapa de introducdo do aminoacido é
usualmente feita com a mistura acilante DIC/HOBt. O excesso molar empregado
dos Fmoc-AA e dos agentes acilantes ficou em torno de 2,5 vezes em relacdo a
quantidade de amino grupos na resina. O término da reacao de acoplamento é
monitorado pelo método qualitativo de ninidrina (Kaiser, et al., 1970) que detecta
a presenca de amino grupos livres (Figura 3). Caso se obtenha um teste positivo
(coloragcdo azul ou marrom), repete-se 0 acoplamento do aminoacido,
geralmente nas mesmas condicbes do acoplamento anterior. Apds o
encerramento desta etapa, reinicia-se 0 proximo ciclo até o acoplamento de
todos os residuos de aminoacidos. A sintese dos peptideos propostos foi feita a

partir do aminoacido carboxi-terminal em direcdo ao o aminoacido N-terminal.

A clivagem final do peptideo da resina e a remocao dos grupos protetores
das cadeias laterais foram efetuadas em uma Unica etapa de tratamento em uma
mistura contendo TFA:agua (95:5%). Apds esta clivagem, a resina foi lavada
com éter gelado e o peptideo extraido com solugdo aquosa de acido acético (5%,
v/v, para 0s sollveis). Apés esta lavagem, o extrato acido foi liofilizado para se

obter, geralmente, um pé amorfo.
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12 Etapa: Acoplamento do primeiro aminoacido
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43 Etapa: Desprotecdo do grupo protetor (Fmoc)
52 Etapa: Clivagem do peptideo da resina [TFA:agua (95:5%)]

l /' R, 0 R, ©
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A A = grupos protetores

Figura 3. Etapas de obtencao de um dipeptideo em fase soélida pela estratégia Fmoc.

[11.2.2. Purificacdo e caracterizacdo dos peptideos

A purificacdo e a caracterizacdo dos peptideos foram realizadas
departamento de Biofisica da UNIFESP.

no
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l1.2.2.1. Purificacdo dos peptideos

A etapa de purificacdo dos peptideos foi realizada apos a liofilizacéo, e
envolveu a utilizacdo dos sistemas analitico e preparativo de cromatografia.
Todos os peptideos foram purificados em um sistema de CLAE-FR de Waters,
modelo Delta Prep 4000, ao qual é acoplado a um detector UV-VIS (modelo
2487), coletor de fragbes LKB-Frac-200 da Pharmacia e registrador Servogor
120. De um modo geral foi utilizada uma coluna semi-preparativa e/ou
preparativa Vydac C18 (10 x 250 mm ou 25 x 250 mm, respectivamente,

diametro dos poros de 300 A).

As condi¢des cromatograficas foram:

Sistema de Solventes: A: 0,1% TFA:H20; B: 0,1% TFA-60% ACN:H20
Gradiente: 0,33% B/min

Fluxo: 10 mL/min

Comprimento de onda: 220 nm.

lll. 2.2.2. Espectrometria de Massas

Os peptideos foram caracterizados por um sistema de LC/ESI-MS
constituido por um modelo de separacdo com um injetor automatico com
capacidade para 120 amostras Alliance modelo 2695, um detector do tipo UV-
Vis modelo 2486, e um detector de massas da Micromass modelo 3100, todos
da Waters Associates, Milford, MA, EUA. Os peptideos foram dissolvidos em

60% ACN:H>0 (v/v), na concentracdo de 1 mg/mL.

As condi¢cdes experimentais foram:

Coluna: Waters Nova-Pak C18 (2,1x150 mm),60 A, 3,5 um
Solventes: A: 0,1% TFA:H20; B: 0,1% TFA - 60%ACN:H.0
Gradiente: 0,33% B/min

Fluxo: 10 mL/min

Comprimento de onda: 220 nm.

17



[11.2.3. Radiomarcacdo dos Peptideos Sintetizados

A radiomarcacéao dos peptideos foi feita com os radioisétopos 311 (YIKVAV
e YIGSR) ou **™Tc (HYIKVAV e HYIGSR).

Experimentalmente, na radiomarcacdo com 3!, o peptideo (~50 ug),
previamente solubilizado em tampéao fosfato 0,2 M (pH = 7,4), foi incubado na
presenca de aproximadamente 0,5 mCi (18,5 MBq) de [*3![Nal e 5 uL de
cloramina T (1 mg/mL). Apds 30-60 s, foram adicionados 5 uL de metabisulfito
de sdodio (2 mg/mL) para inativar a cloramina T. Ao meio reacional foram
adicionados 500 pL de tampdo PBS (pH 7,4), totalizando um volume de
aproximadamente 550 pL (Figura 4).

0 ¢
H«C*@—L‘!—N: _ S S ‘
Peptideo U NA=Q o O
Cloramina T Metabissulfito PBS
de Sédio

30 a 60 min (—
o temperatura ambiente J—

>
>

["™"1]Nal

Figura 4. Etapas da radiomarcacéo dos peptideos com [**!I]Nal.

Para a radiomarcacéo com %°™Tc, foi realizado o procedimento descrito por

Waibel et al., 1999, que consiste nos seguintes passos:

a) Sintese do [**"Tc¢(H20)3(CO)3]+

Em um frasco de vidro lacrado contendo inicialmente 4 mg de carbonato de
sédio, 20 mg de tartarato de sodio e potassio e 7,0 mg de boriidreto de sadio,

diluidos em 0,5 mL de H2O nitrogenada, foi adicionado monéxido de carbono
18



(CO) por 20 min. Em seguida, adicionou-se 1 mL de pertecnetato de sédio
(Na*MTcO4) com atividade de 110-120 mCi (4,07 — 4,40 GBq) em banho maria
a 70°C, durante 30 min. Em seguida, a reacao foi resfriada a temperatura

ambiente e o pH ajustado para 7,0 com 250 uL de HCI 1 M.

b) Marcacéo da histidina da sequéncia peptidica com o [**™T¢c(CO)3(H20)s]+

A reacao da radiomarcacdo dos peptideos foi realizada inicialmente com
0,20-0,60 mg dos peptideos contendo o0 aminoacido histidina e
aproximadamente 300 pL do [**™Tc(CO)s(H20)s]+ previamente preparado. A
mistura foi aquecida a 85° C por 30 min (Figura 5).

~4,07-4,40
GBq de
pertecnetato
- de sodio
- /46 (Na*"TcO.)
° .
62, | — ——
' L = 6 -
» Carbonato de
Sédio; 0,5 mL de H20
* Tartarato de nitrogenado
Sodio e 20 min de CO
Potassio;
« Boriidreto de
Sédio -
" e
& :— 1 — -
Material marcado » . Marcagto dos - Incubado a 70°C
peptideos com e
pronto para a Incubado a ~ 300 pL do por 30 min
purificagdo 85°C por 30 min tricarbonil

Figura 5. Etapas da sintese do [**MTc(H20)3(CO)s]+ e radiomarcagdo dos peptideos com
[*°™Tc(CO)3(H20)3]+

Em ambos os processos de radiomarcacgao, a avaliagdo do rendimento
radioguimico e da pureza radioquimica foi realizada através de analises
cromatograficas, cromatografia em camada delgada (CCD) ascendente e

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa.
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[11.2.3.1. Purificagdo do material radiomarcado.

A purificacdo dos peptideos radiomarcados com %°™Tc foi realizada por
meio de extracdo em fase sdlida, utilizando cartucho Sep-Pak C18 Classic.
Previamente a etapa de purificacdo, o cartucho foi submetido a um processo de
pré-condicionamento, que consistiu na passagem sequencial de 5 mL de etanol
50% (v/v) em agua, seguida de passagem de ar para remocéo do excesso de
solvente, e posterior aplicacdo de 5 mL de agua para injecéo, finalizando-se

novamente com passagem de ar.

Para a purificacdo, a solucdo contendo o peptideo radiomarcado foi
aplicada ao cartucho previamente condicionado. Em seguida, realizou-se a
lavagem do cartucho com 3 mL de agua para inje¢cdo, sendo o eluato coletado
em frasco de descarte, correspondente a fragdo contendo *°"MTc livre. A eluicéo
do peptideo radiomarcado retido no cartucho foi realizada com 1 mL de solucéo
de etanol 70% (v/v) em solugéo salina, sendo esta fragéo coletada como produto
purificado. Adicionalmente, a atividade radioativa remanescente no cartucho foi
quantificada, sendo atribuida a fracéo coloidal de *°™Tc.

[11.2.3.2. Estudos de estabilidade radioquimica dos peptideos radiomarcados

A estabilidade radioquimica foi avaliada a temperatura ambiente e sob
refrigeracdo até 72 horas apds seu preparo para as marcacdes com 3! ou a
temperatura ambiente até 4 horas para as marcacdes com %°™Tc. Para tal

finalidade, a pureza radioquimica foi quantificada por CCD (Figura 6).
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Figura 6. Semeadura da amostra na fita TLC/SG de 10 cm para analise cromatogréfica.
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A estabilidade dos fragmentos radiomarcados também foi avaliada em soro
a 37 °C. Experimentalmente, em um eppendorf contendo 475 pL de soro foram
adicionados 25 pL (~1.96 MBQ) dos peptideos radiomarcados. As amostras
foram incubadas sob leve agitacédo (500 rpm) por 1, 4 e 24 h para as marcacdes
com 3! ou 1, 2, 3 e 4 para as marcacdes *°"Tc. Em seguida, em uma aliquota
de 100 pL da amostra, foram adicionados 200 pL de ACN 100% gelada para a
precipitacdo das proteinas séricas e posterior analises cromatograficas, em

triplicada, utilizando a técnica de CCD.

[11.2.3.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa

O controle de qualidade por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase
reversa (CLAE-FR) foi realizado para determinar os tempos de retencéo (Rt) e a
pureza radioquimica (PRQ) dos peptideos radiomarcados. A CLAE-FR foi
realizada no UHPLC Infinity 11 1290, equipado com detector UV-visivel, injetor
automatico, forno de coluna e sistema de dados Open Lab ECM acoplado ao
detector de radiac@o. Para as andlises foi utilizada a coluna analitica de fase
reversa Phenomenex Kinetex® C18 (100 mm x 3 mm; 2,6 um) mantida a 25 °C.

As condi¢des cromatogréficas foram:

Sistema de Solventes: A: 0,1% TFA/H20; B: 0,1% TFA/ACN;
Gradiente: 5% B/min;

Fluxo: 1 mL/min;

Comprimento de onda: 220 nm;

Detector de radiagéo.

l11.2.4. Determinacdo do coeficiente de particdo (CP) dos peptideos

radiomarcados

O coeficiente de particdo (CP) dos peptideos radiomarcados foi
determinado conforme descrito por Sobral et al., (2020). Experimentalmente,
adicionou-se 25 pL de cada peptideo radiomarcado a um tubo contendo 500 uL
de n-octanol e 500 pL de solucéo salina 0,9%. Agitou-se o tubo e, com a

finalidade de separar as duas fases (aquosa e oleosa), as amostras foram
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centrifugadas a 4000 rpm por 5 minutos. Em seguida, cuidadosamente, foram
coletados 100 pL da fase oleosa e da fase aquosa para contagem em contador
automatico tipo poco (Figura 8). O coeficiente de particdo foi determinado pela
divisdo da atividade contida na fase oleosa pela fase aguosa e expresso em Log
P:

fase organica (cpm)

CP = log[

4

noctandl
a3

_. DI-. il

fase aquosa (cpm)

25 uL peptidee /'
radicmarcado v

‘ —— | — n-octanol

— salina

Figura 8. Etapas da determinac¢éo do coeficiente de particdo dos radiopeptideos.

[11.2.5. Interacdo dos peptideos radiomarcados as proteinas séricas

A porcentagem de ligacdo as proteinas séricas dos peptideos
radiomarcados foi avaliada pelo método de precipitacédo proteica com ACN 100%
gelada. Para este estudo foram adicionados 25 pL dos peptideos radiomarcados
a 175 uL de soro humano e incubados a 37°C por 30 e 60 min. Para a
precipitacdo das proteinas, foram adicionados 200 yL de ACN 100% gelada.
ApOs agitacdo por um minuto em vortex, as amostras foram centrifugadas a
14000 rpm por 10 minutos, em centrifuga Minispin® plus. Apds centrifugacéo, o
sobrenadante foi separado do pellet. Em seguida, as radioatividades do pellet e

do sobrenadante foram contadas em contador gama automatico (Figura 7). A
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porcentagem de ligacdo dos peptideos radiomarcados as proteinas séricas foi
determinada por meio do célculo:

recipitado (cpm
precip (cpm) 100

Lioacio 3 tof - o) —
igagdo as proteinas séricas (%) (precipitado + sobrenadante)(cpm) X

. )
i 3
£
25 L peptideo / 37°C por 30 e 60 min
radiomarcado — ' .
o

NG

-
_—

14000 rpm por
10 min

- >l ‘/Pi\ f@ //\
x o Il g /‘“ Ly

Sobrenadante

Figura 7. Etapas da avaliacao da ligacédo dos radiopeptideos as proteinas séricas.

I11.2.6. Avaliacdo da interacdo e internalizacdo dos peptideos

radiomarcados as células tumorais.

I11.2.6.1. Cultura de células de tumor de mama

Células (MDA-MB-231 e MCF-7) (Figura 9) de tumor de mama foram
cultivadas em meio RPMI ou DMEM-F12 (Gibco, Gaithersburg, MD),
respectivamente, com 10% de soro bovino fetal (Invitrogen) a 37° C (5% CO>),
onde alcancaram a confluéncia de 80%. O meio foi removido e as células
incubadas com tripsina (0,04% de tripsina / EDTA). As células foram
centrifugadas a 800 rpm por 5 minutos e ressuspendidas em meio Dulbecco’s

para a realizacdo dos experimentos a seguir.
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Figura 9. Culturas das linhagens MDA-MB-231 (A) com baixa e alta densidades e MCF-7 (B)
com baixa e alta densidades. (ATCC, 2021)

[11.2.6.2. Avaliacdo da ligacao e internalizacdo dos peptideos radiomarcados

com as células tumorais.

Em sextuplicada, foi adicionado 2 x 108 células (MDA-MB-231 ou MCF-7)
em 450 pL de meio de cultura RPMI ou DMEM-F12 respectivamente e uma
aliquota de 25 pL dos radiopeptideos. A avaliacdo da ligacéao e internalizacao
dos peptideos radiomarcados com as células foi realizada ap6s a incubacéo a
37°C, com leve agitacdo (500 rpm), nos tempos de 1, 4 e 24 h para os peptideos
marcados com 1| ou de 1 e 2 horas para os peptideos marcados com °™Tc.
Apos o término de cada periodo de incubacdo, os eppendorfs foram
centrifugados a 2000 rpm por 5 min. Em seguida, os sobrenadantes foram
coletados e as atividades dos pellets celulares e dos sobrenadantes foram

mensuradas em contador gama automatico Wizard2™ 3” 2480 (Figura 10).

)) Incubar a 37°C leve
opiscdy

A . } B
—F 28 °
Wi | . - )
‘_. = ’ \ . 5ol \__//’ v e

Figura 10. Etapas da avaliacdo das fragdes ligada (A) e internalizada (B) as células tumorais.
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A porcentagem da fracdo ligada as células tumorais foi calculada de acordo

com a equacgao abaixo:

Fragéo de ligacao= atividade do pellet %100
atividade do pellet + atividade do sobrenadante

Apds a contagem da atividade, a internalizacdo dos radiopeptideos as
células tumorais foi mensurada através da adicdo de 500 pL de tampdo de
lavagem acida (0,2 M acido acético em 0,5 M NaCl; pH 2,8) e mantido em
temperatura ambiente por 5 min para remover os radiopeptideos ligados a
superficie celular. Os eppendorfs foram centrifugados novamente a 2000 rpm
por 5 min e as atividades dos pellets celulares e dos sobrenadantes foram
mensuradas em contador gama automatico Wizard2™ 3” 2480 (Figura 10).

A porcentagem da fracdo internalizada as células tumorais foi calculada de

acordo com a equacgao abaixo:

. ) atividade no pellet
Fracao Internalizada = —— — x 100
atividade no pellet + atividade no sobrenadante

11.2.7. Modelo Animal

111.2.7.1. Animais

Fora utilizados 27 camundongos fémeas da linhagem Balb/c nude (~60 dias
e ~25 g) provenientes do biotério do Centro de Experimentacdo e Treinamento
em Cirurgia do Hospital Israelita Albert Einstein (CEUA 3740-19 e 6015-24),
acondicionados em caixas moradia de acrilico (40 x 34 x 17 cm) forrado com
maravalha, em numero aproximado de 3-5 animais por caixa, em ciclo claro-
escuro de 12 h e controle de temperatura (22 =+ 1° C). A maravalha foi trocada
duas vezes por semana e 0s animais tiveram livre acesso a agua e ragao para

roedores.
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[11.2.7.2. Inoculacéo das células tumorigénicas MDA-MB-231

O modelo de cancer de mama foi realizado apenas com as células MDA-
MB-231. Aliguotas de aprox. 100-150 pL, contendo 1 x 107 células MDA-MB-231
e matrigel, foram inoculadas pela via subcutanea no flanco posterior direito dos
camundongos. Apés a inoculacdo das células, esperou-se um crescimento
tumoral entre 3-4 semanas (Figura 11). Os animais com tumor de mama foram

utilizados nos estudos de biodistribuicéo.

i 1‘3\
r \\
\ ¥\ | B S/ Ap6s ~ 30 dias
- . i
P = _\Q‘ " .
m.-—-"""'// -
Matrigel

camundongo
Balb/c nude -
fémea ~ 60 dias

Figura 11. Inoculacdo das células tumorais (MDA-MB-231) em camundongos Balb/c nude

fémeas.

[11.2.7.3. Estudos de Biodistribuicédo

Os camundongos, com peso entre 25-30g, foram anestesiados via
aplicacao intraperitonial de uma injecdo combinada de ketamina e xilazina. Em
seguida, os peptideos radiomarcados foram administrados através da veia
caudal para posterior estudo de biodistribuicédo (Figura 12). A biodistribuicdo dos
peptideos radiomarcados em Orgdos de interesse foram quantificados em

contador gama nos tempos de 15 min e 120 min.
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Figura 12. Injecdo do peptideo radiomarcado, apés a tempo determinado realizacdo da

biodistribuicdo em animal controle e o modelo.

Para melhor esclarecimento e definicdo do niumero de animais que foram

utilizados no presente projeto, seguem abaixo 0S Qrupos experimentais

(Tabela 2).

Tabela 2. Grupos Experimentais para biodistribuicéo.

Administracéo

Grupos ] Biodistribuicdo (min)
(via caudal)
15 120
Animais normais Peptideos radiomarcados 3 3
(controle) com I-131 (2)
Animais normais Peptideos radiomarcados 3
(controle) com Tc-99m (2)
Animais induzidos ao Peptideo radiomarcado
modelo de cancer de com |-131 (2) 6 6
mama
Animais induzidos ao Peptideo radiomarcado
modelo de cancer de com Tc-99m (2) - 6
mama
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111.2.8. Anélise estatistica

A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada pelo programa
GraphPad Prism (versdo 8.0.1). As médias de trés ou mais grupos foram
comparadas por Andlise de Variancia (one-way ANOVA), seguida pelo teste de
comparacgao multipla de Tukey. Foram consideradas diferencas significativas os

valores de p <0,05.

28



IV. RESULTADOS OBTIDOS

IV.1. Resultados com 131

Amino Acids (2024) 56:1
https://doi.org/10.1007/s00726-023-03379-x

ORIGINAL ARTICLE »‘)

Check for
updates

Assessment of bioactive peptides derived from laminin-111
as prospective breast cancer-targeting agents

Fernanda Ferreira Mendonca' - Danielle Vieira Sobral’ - Ana Claudia Ranucci Durante’ .
Ana Claudia Camargo Miranda? - Jorge Mejia? - Daniele de Paula Faria® . Fabio Luiz Navarro Marques® -
Marycel Figols de Barboza? - Leonardo Lima Fuscaldi’ - Luciana Malavolta’

Received: 20 October 2023 / Accepted: 24 December 2023 / Published online: 29 January 2024
© The Author(s) 2024

Abstract

Breast cancer remains a pressing public health issue primarily allecting women. Recent rescarch has spoulighied bioactive
peptides derived from laminin-111, implicated in breast tumor development. Remarkably, the sequences IKVAV, YIGSR,
and KAFDITY VRLKF from the «l, 1, and 1 chains, respectively, have parncred significant attention. This study aims o
assess the potential of these radiolabeled peptides as targeting agents for breast cancer. The three peptides were synthesized
using the Fmoc siratcgy, purilied via reversed-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC), and characterized
through mass spectrometry. Todine-131 ('3'I) radiolabeling was performed using the chloramine T method, exhibiting high
radiochemical yield and stability for ["*'T]I-YIKVAV and [*'I]JI-YIGSR. Conversely, ['"*'T]I-KAFDITYVRLKF demonstrated
low radiochemical yield and stability and was excluded from the biological studies. The lipophilicity of the compounds
ranged from — 2.12 to — 1.10. Serum protein binding assay lor ["*'T]I-YTKVAV and ['*'T]I-YIGSR reached 2= 48% and = 25%,
respectively. Allinity for breast cancer cells was evaluated using MDA-MB-231 and MCF-7 tumor cell lines, indicating the
allinity ol the radiopeptides with these tumor cells. Ex vivo biodistiribution proliles ol the radiopeplides were asscssed in the
MDA-MB-231 breast tumor animal model, revealing tumor tissue accumulation, supported by a high tumor-to-contralateral
muscle ratio and autoradiography. These results signily the elfective penetration of YIKVAV and YIGSR into tumor tissue.
Therelore, the synthesized al and 1 peplide (ragments exhibit favorable characteristics as potential breast cancer-largeting
agents, promising future exploration as radiopharmaceuticals for breast cancer.

Keywords Laminin 111-derived peptides - Targeting molecules - Radiolabeled peptides - Breast cancer

Introduction

Cancer stands as a significant and urgent global public health
concern. In 2020, the Global Cancer Observatory reported
a staggering 9.2 million newly diagnosed cancer cases and
4.4 million cancer-related death among females. For women,

Handling editor: F. Albericio. breast cancer emerges as the predominant malignancy,
accounting for around 2.3 million fresh instances (24.5%)
b4 Luciana Malavolta ) and 682 thousand fatalities (15.5%). This prominence of
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breast cancer underscores a substantial challenge within the
' Depariment of Physiological Sciences, Sanla Casa de Sao public health system, given its high mortality rate (Batiston
Paulo School of Medical Scicnces, Rua Dr, Cesarco Motra Jr, et al. 2011; Ferlay et al. 2021).
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competence (Hanahan and Weinberg 2011). Beyond the
inherent modilications in tumor cells, the surrounding
microcnvironment signilicantly contributes to the car-
cinogenic process. A prime example is furnished by the
laminin family of glycoproteins, which are a pivotal com-
ponent of the extracellular matrix. While critical for tissue
morphogenesis and homeostasis, laminins inllucnce tumor
invasion, angiogenesis, and mctastasis (Ponce ct al. 2001,
Bosman and Stamenkovic 2003; Hamill ¢t al. 2009).

Laminin-111, comprising «l, pI, and y1 chains, is
intricately linked to pivotal cellular processes, including
adhesion, dillerentiation, prolileration, protease seeretion,
and metastasis within tumor cells. Additionally, bioactive
peptides derived from laminin-111 have been identificd as
agenls that influence the malignancy ol tumors (Kikkawa
ct al. 2013; Oagiri et al. 2013).

Within the spectrum of biologically active peptides
derived from laminin-111, a prominent role is assumed
by the IKVAV peptide, sourced from the al chain. This
peptide engenders cell adhesion and migration, thereby
wiclding a pivotal influence on tumor growth, metastasis,
protease secretion, and angiogenesis across various tumor
Lypes (Sweeney ct al. 1991; Bresalier et al. 1995; He ct al.
2015). Extracted [rom the pl chain, the CDPGYIGSR
fragment emerges as a key entity associated with angio-
genesis inhibition in diverse tumor contexts. Remarkably,
subsequent investigations have illuminated that even the
truncated YIGSR sequence relains ils biological cllicacy
(Tashiro ct al. 1989; Ponce ct al. 2003; De Souza Santos
2011). Finally, the KAFDITYVRLKF sequence, known
as the C16 peptide, represcnts the ¥1 chain and is associ-
ated with an indelible imprint on gene expression in cells
originating from invasive ductal carcinoma of the breast
(MDA-MB-231) (Mokotooll ¢t al. 1997; Smuczck ct al.
2017).

As outlined in the literature, the laminin-111-derived
peptides IKVAV, YIGSR, and KAFDITY VRLKF exhibit
specilic interactions with cell membrane receplors, namely
integring oy}, and gy, 67 KD protein, and integrins o[},
and wsf};, respectively (Kikkawa ct al. 2013). Notably, the
expression of these receptors is upregulated on the surface
of tumor cells compared to their physiological presence on
normal cell surfaces (Schottelius and Wester 2009). This
divergence in expression levels suggests a potential avenue
for employing these receptors as targets and the associated
peptides as targeting agents for therapeutic or diagnostic
interventions at tumor sites,

In this context, the present study aims at assessing
the viability ol peptides derived [rom the al (IKVAV),
p1 (YIGSR), and y1 (KAFDITYVRLKF) chains of
laminin-111, radiolabeled with iodine-131 (**'I), as pro-
spective targeting agents for breast cancer.

@ Springer

Materials and methods
Peptides synthesis

The YIKVAV (al chain), YIGSR (31 chain), and KAFDI-
TYVRLKF (y1 chain) peptides were synthesized manually
by Solid Phase Peptide Synthesis (SPPS) method, using
the Fmoc strategy (Fields and Noble 1990}, at 1.0 mmol
scale on Wang resin (0.70 mmol/g). The amino acids and
Wang resin were purchased from Bachem (Torrance, USA).
The a-amino group deprotection was carried oul using a
solution containing 2 M 4-methyl-piperidine in dimethyl-
formamide (DMF), with stirring (or 20t min, ai room icm-
perature. The coupling reaction was carried out using 2.5
cxcess of Fmoc-aminog acid in the presence ol 2.5 mM N,N'-
diisopropylcarbodiimide (DIC)/2.5 mM hydroxybenzoiria-
zole (HOBt) in a 1:1 (v/v) dichloromethane (DCM)/DMF
mixture as a solvent system. Each coupling reaction was
qualitatively verified using the ninhydrin test (Kaiser ¢t al.
1970) aflter 2 h. At the end ol the synthesis, a clcavage reac-
tion was performed in a highly concentrated trifluoracetic
acid (TFA) solution.

Peptides characterization

All reagents and solvents meet the American Chemical Soci-
ety standards or high-performance liquid chromatography

(HPLC) grade.

Analytical and preparative RP-HPLC

The analyses and purilication were conducted through RP-
HPLC, using a CI8 column (4.6 x 150 mm; particle size
of 5 um; pore size of 300 A). Mobile phase A consisted of
0.1% TFA in H,O, while mobile phase B was 0.1% TFA
in 60:40 acetonitrile (ACN)/H,0O. The gradient profile [or
mobile phase B encompassed 5-95% in 30 min; flow rate
ol 1.0 mL/min [or analytical purposes and 10.0 mL/min lor
purilication purposcs, with signal acquisition performed via
a UV detector (A=220 nm).

Liquid chromatography mass spectrometry (LC-MS)

A system consisting of a micromass platform LCZ spec-
trometer, a Waters Alliance HPLC, a Waters 996 Photodi-
ode Array detector and a Compaq workstation was used to
characterize the synthesized peptides. A Waters Nova-Pak
C18 column (2.1 x 150 mmy; particle size ol 3.5 pm; pore
size of 60 f”\) was employed, using the mobile phase A con-
sisted of 0.1% TFA in H,O, while mobile phase B was 0.1%
TFA in 60:40 ACN/H,0. The gradient prolile [or mobile

30



Assessment of bicactive peptides derived from laminin-111 as prospective breast. ..

Page3of13 1

phase B encompassed 5-95% in 30 min; flow rate of 0.4 ml./
min, The detection was al 220 nm over a mass range ol
500-3930 Da.

Radiolabeling of peptides

The peptides were radiolabeled with *'I through the utiliza-
tion of ['*'I]Nal and the chloramine T technique, as previ-
ously described (Durante et al. 2019). The '*'I was obtained
as [*'I]Nal from Nordion (Ottawa, Canada) and distributed
in Brazil by the Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucle-
ares of the Comissdo Nacional de Energia Nuclear—IPEN-
CNEN (Sao Paulo, Brazil). Briclly, the procedure involved
inroducing aliquots of approximately 11-15 MBq of ["*'1]
Nal, with pH 7 for YIKVAV and 9-10 for YIGSR and
KAFDITYVRLKEF, and 3-5 pLL ol 1 mg/mL (4.4 mM)
chloramine T solution into a vial containing a 25 pg aliquot
(~36 nmol, 42 nmol and 17 nmol, respectively) ol cach pep-
tide dissolved in a 0.1 M phosphate buller solution (PBS)
al pH 7.4. After 1 to 4 min, at room (emperature, 5 pl of
a solution containing 2 mg/mL (.01 M) sodium metabi-
sullite was added to interrupt the radioiodination reaction.
Figure 1 shows the chemical structure of the peptides after
the '*'I-labeling process.

The radiolabeling eflicicncy ol the [*'1]I-peptides was
evaluated through an ascending chromatography technique
employing silica gel-coated plates on an aluminum base
(TLC-SG). Various mobile phases were assessed to deter-
mine the peptide radiolabeling yield. Following standardi-
zation, the solvent system that yielded superior separation
between the ["*'I]I-peptides and [*'TI]Nal was constituted
of 95:5 ACN/H,0 for ['*'I]I-YIKVAV and ["*'T]I-YIGSR,
whereas for [*'1]I-KAFDITYVRLKF the better mobile
phase was 0.9% NaCl. After the chromatographic devel-
opment, the distribution of radioactivity on the strip was
determined using a radiation scanner. The retention factors
(Ry) of | BINal and |'3']]l—peptides, along with the percent-
age of activity corresponding to the respective peaks, were
ascertained.

The radiochemical yield was also assessed using RP-
HPLC analyses. A C18 analytical column (3.0 100 mm;
2.6 pym} maintained at 30 "C by a column oven was
employed. The mobile phase A consisted of 0.1% TFA in
H,0, while mobile phase B comprised 0.1% TFA in ACN.
The gradicent prolile for mobile phase B encompassed the [ol-
lowing proportions: 3—10% (0-2 min), 10-30% (2-16 min),
and 30-5% (16-22 min); flow rate of 1.0 mI./min, with
signal acquisition being performed via both a UV detector
(=220 nm}) and a radioactivity detector. In the chroma-
tographic analysis, the retention times (R,) corresponding
to unlabeled peptides, ["*'I)Nal, and Ilg'l]l—peptides were
determined.

Radiochemical stability

The radiochemical stability of the radiopeptides was evalu-
ated in two distinct environments: in saline (n=3), at room
temperature and under relrigeration (4-8 °C), by a period
ol 48 h alier the radiolabeling, and in serum (n=35), at
37 °C, lor up 10 24 h aller incubation. At predelined time
intervals, aliquots were extracted and subjected to ascend-
ing chromatography, as previously detailed.

Lipophilicity

The lipophilicity was evaluated according to established
methods (Durante ct al. 2019). Brielly, 25 pL of cach radi-
opeptide (0.6 MBq) were added into a blend ol n-octanol
(500 ul.) and water (475 ul.), and vortexing for 30 s, fol-
lowed by centrifugation (5000 rpm) for 5 min (n=35).
From both phases, 100 uL aliquots were withdrawn and
measured employing an automatic gamma counter. The
lipophilicity was quantified as Log P value [Eq. (1)]:

cpm (organic phasc)
epm (aqueous phase)

P=lo

[y

O]

Serum protein binding (SPB)

The percentage of radiopeptides bound to serum proteins
was quantified according (o the literature (Sobral ct al.
2020). Brielly, 25 pL ol each radiopeptide (0.6 MBg) were
added into 475 pL ol scrum and incubated (37 “C) under
egcentle agitation for 1 h (n=15). Subscquently, 1 mL of
0.6 M irichloroacclic acid (TCA) was added, vorlexing,
for 1 min, and the samples were centrifuged (4000 rpm)
lor 10 min. The supernatant and the pellet were separated,
and the radioactivity in each fraction was measured in an
automatic gamma counter. The SPB percentage was cal-
culated as [Eq. (2)]:

cpm(pellet)
cpmpellet + supernatant)

SPB|%] = (2)

Biological evaluation

Culture of breast cancer cells (MDA-MB-231
and MCF-7)

The human breast cancer cell lines were purchased from
the Banco de Células do Rio de Janeiro—BCRJ (Rio de
Janeiro, Brazil). The MDA-MB-231 and MCF-7 cells were
cultured in RPMI-1640 and DMEM-F12, respectively,
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OH

CH,

["*I-YIGSR

131|

H,N NH
OH \(

NH

OH

CH,

["*']I-KAFDITYVRLKF

NH,

Fig.1 "*Ilabeled YIKVAV, YIGSR, and KAFDITYVRLKF peptides

supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum and 1%
(v/v) antibiotics (penicillin and streptomycin). The cells
were incubated in a 5% CO, atmosphere, at 37 “C, and
grown to a 90% confluence. Then, cells were trypsinized,
centrifuged (1,500 rpm) for 5 min, and resuspended in
their respective supplemented medium for (he in vitro
assays. For the development of the breast cancer animal
model, MDA-MB-231 cells were resuspended in 1:1
matrigel:RPMI-1640 mixture.

@ Springer
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Binding and internalization studies
of the radiopeptides to MDA-MB-231 and MCF-7
tumor cells

In vials containing 2 x 10° MDA-MB-231 or MCF-7 cells
resuspended in supplemented medium (450 pl), 50 pL of
the ["*'I]I-peptides (1.2 MBq) were added and incubated
at 37 °C under gentle agitation (500 rpm) for 1, 4 and 24 h
(n=35 for each time interval). Subsequently, the vials were
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centrifuged (5000 rpm) for 5 min and the supernatant was
collected. The radioactivity of the cell pellet and supernatant
was measured in an automatic gamma counter. The binding
percentage was calculated as Eq. (3):

cpm(pellet)

Binding |%| =
cpm(pellet + supernatant)

&)

Aller that, the pellets were resuspended in 0.5 mL of acid
bulfer {(.2 mM acetic acid in 0.5 M NaCl solution; pH 2.8)
and kept at room temperature [or 5 min to remove radiopep-
tides bound to the cell membrane surface. Then, the vials
were centrifuged (5000 rpm) lor 5 min and the supernatant
was collected. The radioactivity of the cell pellet and super-
natant was measured in an automatic gamma counter. The
internalizalion percentage was calculated as Eq. (4):

cpm(pellet)

. 00
cpm (pellet + supernatant}

)

Internalization |%] =

MDA-MB-231 breast tumor animal model

Female Balb/e nude mice (220 g; =8 w) were supplied and
maintained in the vivarium of the Centro de Experimentagdo
e Treinamento em Cirurgia of the Hospital Israelita Albert
Einstein (Sao Paulo, Brazil), accredited by the Association
for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal
Care (AAALAC) International. All procedures involving
mice were approved by the Ethics Committee on Animal
Use of the Hospital Israelita Albert Einstein (protocol
#3740/19).

Mice were subcutaneously inoculated into the right lower
flank with 200 pL of a solution containing 1x 10" MDA-
MD-231 cells in a 1:1 matrigel: RPMI-1640 medium mix-
ture. Tumors were allowed 1o grow in vivo [or 30 days alter
inoculation or until rcaching a diameter ol 10 min.

Ex vivo biodistribution profile and autoradiography

The ex vivo biodistribution profiles of ["*'IJI-YIKVAYV and
["*']I-YIGSR were determined after intravenous injection
into MDA-MB-231 breast tumor-bearing (n=4) and naive
(n=3) female Balb/c nude mice. Animals were anesthe-
tized using ketamine—xylazine combination (100:10 mg/
Kg) and cuthanized at 15 and 120 min post-injection,
Organs and tissues ol interest were dissected, dried on filter
paper, weighed, and measured using an automatic gamma
counter. A standard dose with the same amount of radio-
activity as injected into the mice was counted. The results
were expressed as the percentage of injected dose per gram
of tissue (%ID/g). After samples counting, the tumor and
contralateral muscle were used for autoradiography as

previously deseribed (de Paula Faria ct al. 2023). Briclly,
tissues were [rozen and sliced at 30 um in a cryostat, then
were exposed to a phosphor-imaging plate (BASMS-2325;
Fujifilm, Japan) for 24 hats 21-235 °C. The platc was scanned
using a Typhoon FLA 9500 plate reader (GE Healthcare,
USA) with a pixel resolution of 100 pm for qualitative
analysis.

Statistical analysis

Quantitative data were expressed as either “mean + standard
deviation (SD)"” (in vitro data) or “mean =+ standard error of
the mean (SEM)” (in vivo data). Pairs of groups were com-
pared using the Student t-test. The means of three or more
groups were compared by one-way Analysis of Variance
(ANOVA), followed by Tukey’s post hoc test. The statistical
signilicance threshold for mean dillerences was sct at 0.03.

Results
Peptides synthesis

The synthesized YIKVAV (al chain), YIGSR (p1 chain),
and KAFDITYVRLKEF (1 chain} were obtained in approx-
imately 70% yield. The theoretical molecular weights
ol 693.0 g/mol {(YIKVAV), 596.0 g/mol (YIGSR), and
1501.0 g/mol (KAFDITYVRLKEF) were confirmed by mass
spectrometry.

Radiolabeling of peptides and radiochemical
stability

The three peptides were '*'I-labeled with radiochemical
yields of 98 +4%, 93 +6%, and 80+ 7% for [*'[]I-YIK VAV
(.36 MBg/nmol), ["*'IJI-YIGSR (0.31 MBg/nmol), and
[*'T)I-KAFDITYVRLKF (0.76 MBg/nmol), respectively
(n=10), determined by TLC-SG chromatography (Fig. 2).
In both chromatographic systems employed in this work,
free ["*'I)Nal migrates with the mobile phase to the top of
the strip (R;=0.9-1.0) and the radiolabeled peptide frag-
ments remain at the origin of the strip (R;=0.1-0.2), allow-
ing an cllicient separation between ["*11]1~ and radiolabeled
specics. The RP-HPLC analysis (Fig. 3A) showed R, of
15.60, 7.44, and 12.67 min lor unlabeled YIKVAY, YIGSR,
and KAFDITY VRLKEF, respectively, while the R, of the cor-
respondent labeled compounds were 17.94 (Fig. 3B), 8.37
(Fig. 3C), and 15.32 min (Fig. 3D), respectively. Free [*'I]
Nal showed R, of 2.80 min.

The radiochemical stability of [PYIKVAY, [PH)
I-YIGSR, and [“"]I-KAFDITYVRLKF are summarized
in Fig. 4. The [*'TJI-YIKVAV (Fig. 4A) and ["'I]I-YIGSR
(Fig. 4B) presented suitable radiochemical stability in saline
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Fig.2 Ascending radiochromatograms obtained in TLC strips using either 95:5 ACN/H,0 solution for free [*'T]Nal, [S'T]I-YIK VAV, and ['T]

I-YIGSR, or 0.9% NaCl solution for ['*'TJI-LKAFDITY VRLKF as eluents

and, only al 48 h post-radiolabeling, small reductions ol =10
and 5%, respectively, were observed in the radiochemical
purity. On the other hand, the radiochemical purity of ['*'1]
I-KAFDITY VRLKF (Fig. 4C) decreased by approximately
50% after 24 h, when maintained at room temperature or
under refrigeration. The radiochemical stability was also
evaluated in serum, and the results were similar to those
in saline, i.e., ["*'[JI-YIKVAV (Fig. 4A) and ['*'I]I-YIGSR
(Fig. 4B) were stable within 24 h, but [*'I]I-KAFDITY VR-
LKF (Fig. 4C) was unstable.

Lipophilicity and serum protein binding (SPB)

The lipophilicity, expressed as Log P, and the SPB percent-
age dala arc summarized in Table 1.

Biological evaluation
The aflinity studies of ['*'T]JI-YIKVAV and [*'T]I-YIGSR
were conducted in MDA-MB-231 and MCF-7 breast tumor

cells (Fig. 5). The radiopeptides showed dillerent values
[or the binding (Fig. 5A) and internalization (Fig. 5B)

) Springer

percentages to MDA-MB-231 cells. The binding percent-
ages of [*'I]I-YIKVAV were between 5.67 +0.68 and
7.34+1.17% over the evaluated time interval. The ["*'T]
I-YIGSR showed a binding percentage of 8.42 +0.50% at
1 h, which decreased 10 5.72 +0.31% at 24 h. The internal-
ization percentages of [*'T]I-YIKVAV and ["*'I]I-YIGSR
were 73.37+3.73 and 49.70 +4.40%, respectively, at 1 h
ol incubation. Within 24 h, the internalization percentages
of both [*'T]I-YIKVAV and ["*'T]I-YIGSR were = 52%.
The radiopeptides also showed dilferent results for the
binding (Fig. 5C) and internalization (Fig. 5D) percent-
ages to MCF-7 cells. The binding percentages of ['*'I]
I-YIKVAV to MCF-7 cell line were approximately 15%
throughout the incubation period, with a higher binding
percentage of 18.10+1.63% at 4 h. The ["*'1]I-YIGSR
showed binding percentages from 6.67 +0.25% at 1 h to
10.02 +0.61% at 24 h, The internalization percentages of
the [P'I)I-YIKVAV were approximately 80% within the
first hours ol incubation and decreased (o 59.71 +5.57% at
24 h. However, the [PI-YIGSR presented an internaliza-
tion of approximately 40% within time.
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Fig.4 Radiochemical stabil- 100 1
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The [¥'1JI-YIKVAV and ["*'I]I-YIGSR ¢x vivo bio-
distribution profiles arc summarized in Fig. 6. Both pep-
tides exhibited rapid blood clearance and low accumula-
tion in non-target organs. However, there was a notable
accumulation of radioactivity in the stomach and thyroid.
Data obtained from xenografted mice demonstrated that

) Springer

[P')I-YIKVAV and ['*'1]I-YIGSR displayed high tumor
accumulation. The tumor-to-contralateral muscle ratios
(Fig. 6—inserts) were 1.5 at 15 min for both peptides, which
inercased to 4.6 and 2.8 at 120 min for ["*'1]I-YIKVAV and
['I-YIGSR, respectively. These (indings were [urther sup-
ported by autoradiography (Fig. 7), where visual analysis of
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Table 1 Lipophilicity (Log P) and serum protein binding (SPB) of
the three '*'I-labeled peptide fragments

Paramelers [F-YIK VAV [BT-YIGSR (=]
I-KAFDITY-
VRLKF

Log P — 1.61+£0.07 —2.12+008  —1.10+0.04

SPB [%] 48.40+0.78 25.01+0.70  nd

Data are expressed as ‘mean +SD’ (n=3)

nd not determined

the images indicates a higher accumulation of radiopeptides
in the tumor tissue than the contralateral muscle. Addition-
ally, they were found to penetrate deeply into the tumor
tissue.

Discussion

Three laminin-111-derived peptide fragments were syn-
thesized, cach representing a dilferent chain. The IKVAV
[ragment represented the wl chain, modified by introducing
the non-native amino acid tyrosine (Y) at the N-terminal

position to allow the radiolabeling with '3'I. Thus, the final
structure is YIKVAV. The 31 chain was represented by the
YIGSR fragment, a truncated version of the peptide CDP-
GYIGSR, which retained its biological activity, and the y1
chain was represented by the C16 peptide, KAFDITY VR-
LKF. All fragments were synthesized using the Fmoc strat-
cgy and were purilicd by RP-HPLC, with chemical purity
higher than 95%.

Radiolabeling of the peptides with '*'I was accom-
plished by the chloramine T method (Hunter 1970; Eben-
han et al. 2018), with the radionuclide incorporated at the
aromaltic ring ol the tyrosine aminoacid (Fig. 1). The choice
of ' in this study was influenced by its availability and
cost-cllectiveness.

In the radiolabeling procedure, the best radiochemi-
cal yiclds were achicved at 1.5, 1, and 4 min [or YIKVAV,
YIGSR, and KAFDITYVRLKEF fragments, respectively.
However, the y1 representative, KAFDITY VRLKEF, dis-
played a longer reaction time, likely due to steric hindrance
causced by the central tyrosine residuc (Fig. 1). Hu and co-
workers have assessed the validity of labeling YIGSR with
9mTe by employing the bifunctional chelator S-Acetyl-NH,-
MAG?3. This study achieved a radiolabeling yield of 62%

Fig.5 Binding and internaliza- 20 4 - 100 4
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Fig.6 Ex vivo biodistribution of A, B ["'IJI-'YIKVAV and C, D
[]3]I]I-YIGSR in naive (control) (n=3) and MDA-MB-231 breast
tumor-bearing nude female Balb/c mice (n=5-7). Inserts: Tumor-to-

(Hu ct al. 2007). Conscquently, our [indings demonstrated
that iodinc radiolabeling olfers a simpler procedure and
higher radiochemical cllicicncics.

The use of the ascending chromatography method to
evaluate radiochemical yields was motivated by its ease of
use, material availability and low cost associated with the
procedure, and RP-HPLC analyses validated it. Due to the
delay for the samples to go through from the UV detec-
tor to the radioactivity detector, the radiopeptides exhibited
slightly extended R, when compared to the unlabeled pep-
tide fragments. Despite this, the RP-HPLC results align with
the ascending chromatographic outcomes, providing further
support for the accuracy and consistency of the obtained
results.

The radiochemical stability of '*'I-labeled peptides in
saline was assessed at room temperature and under refrig-
cration (4-8 °C). In both conditions, the [*'TI-YIKVAV
and ['1]I-YIGSR remained stable over time. However, the
[*'1]I-KAFDITY VRLKF decreased radiochemical purity
to around 50%, within the specified time interval, for both
storage conditions. The evaluation of radiochemical stabil-
ity was extended to serum at 37 °C, lor 24 h. Throughout
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the entire duration, the ["*'T]I-YIKVAV and ['*'T]I-YIGSR
demonstrated consistent radiochemical stability within the
serum. Conversely, the ['*'I]I-KAFDITY VRLKF exhib-
ited radiochemical instability within the first hour of expo-
sure to serum. The radiochemical stability is important
when assessing a new peptide-based targeting molecule.
Previous studies have illustrated that ['*'I]I-peptides,
across various concentrations, maintained radiochemical
stability lor up to 24 h [ollowing the radiolabeling proce-
dure (Aradjo ct al. 2009; Brunton ¢t al. 2010).

All the radiopeptides displayed hydrophilic character-
istics, supporting preferential renal excretion, which could
generate a lower background for an imaging diagnosis
radiopharmaceutical. Conversely, lipophilic compounds
tend to be reabsorbed and recirculated within the systemic
circulation (Jeghers ¢t al. 1990). However, due to the lower
radiochemical stability of the ['*'I]I-KAFDITYVRLKF,
further evaluations were limited to the '*'I-labeled YIK-
VAV and YIGSR. This prudent decision was guided by the
necessity for stable radiolabeling, a crucial factor in the
evaluation and utility of radiopeptides.
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[334]1-YIKVAV

MDA-MB-231 breast tumor Muscle

[:34]1-YIGSR

MDA-MB-231 breast tumor Muscle

Fig.7 Autoradiography of [“'IJI-YIKVAV and [“'JI-YIGSR in
MDA-MB-231 breast tumor-bearing mice: (1) tumor center; (2) inte-
rior of the tumor between the center and the surface: (3) tumor sur-
face

The findings from the SPB analysis revealed that=50%
of the [*'I]I-YIKVAV fragment and =75% of the ['*'1]
I-YIGSR are available to reach the intended target. This
indicates a considerable potential for clinical application,
as these fractions signify the proportion of the peptides that
could potentially engage in the desired interactions or thera-
peutic ellects (de Barros ct al. 2013).

The observed variations in the binding and internaliza-
tion patterns of the radiopeptides within MDA-MB-231 and
MCEF-7 tumor cells likely stem from the unique characteris-
tics of each evaluated peptide. The IKVAV peptide, recog-
nized for its role in promoting cell adhesion and migration
(Bresalier et al. 1995; He ct al. 2015), is likely responsible
for its higher binding and internalized fractions. Due to the
importance of this fragment, a recent assessment was con-
ducted on a lyophilized matrix composed of hyaluronic acid
(HA) and the IKVAV peptide within a 3D in vitro model of
breast cancer. The results demonstrated that the HA-IKVAV
displayed elevated sensitivity compared to its 2D counter-
parts, particularly regarding cellular membrane permeabi-
lization and viability, thereby reinforcing the significance
of this fragment (Sieni et al. 2020). These attributes align
with its tendency to facilitate interactions that promote these
cellular behaviors.

On the contrary, the YIGSR peptide is associated with
angiogencsis inhibition (Ponce ct al. 2003). This aligns with
our findings, as this peptide demonsirated the lowest per-
centage of both bound and subsequently internalized frac-
tions within a 24 h incubation period. The cflectiveness of
this fragment in inhibiting the growth of melanoma and lung
tumor cells has been under evaluation, including metastasis
formation. These studies suggested that the YIGSR pep-
tide have a potential to be used as targeting molecule for
systemic delivery for the treatment of metastatic cancer
(Iwamoto ct al. 1988; Sarlati ct al. 2011). Moreover, this
pentapeptide-rhodamine B derivative (YIGSR-RhB) exhib-
ited high absorption by B16F10 melanoma cells and 4T1
breast cancer cells, resulting in a robust fluorescent signal
within these in vitro tumor cells and in vivo mice tumors.
As a result, YIGSR-RhB exhibits promising potential as a
tumor-targeting probe for (luorcscent imaging, displaying
the ability to directly adhere to the cell membrane and selec-
tively target tumor cells (Liu et al. 2020). In the context of
our results, it is evident that the proposed peptides exhibit
favorable interactions in both types of breast cancer cell
lines, thereby holding promise as potential breast cancer-
targeting agents.

The in vivo assay conducted in naive and breast tumor-
bearing mice demonstrated that both [B'JI-YIKVAV and
[*'I]I-YIGSR exhibited rapid blood clearance and displayed
low accumulation in various non-target organs. This desir-
ablc prolilc indicales a minimized radioactivity background.
Nevertheless, notable radioactivity accumulation was
observed in the stomach and thyroid, which can be attrib-
uted o the partial in vivo relcase of *'I from the peptides,
generating free "' as a radiochemical impurity that accu-
mulates in those organs (Lisco ct al. 2023). Conversely, the
peptide fraction that retained radiolabeling exhibited sub-
stantial accumulation at the tumor site. This accumulation
displayed a high targeted-to-non-targeted ratio that increased
from 15 to 120 min, implying a remarkable specificity for
tumor tissue. Previous studies reported targeted-to-non-tar-
geted ratios for *™Tc-labeled peptides in the same order of
magnitude in a murine MCF-7 breast cancer model, how-
cver maximum tumor-to-muscle ratio was seen at 15 min
post-injection. (Ahmadpour ¢t al. 2018a, b). This specificity
was further supported by autoradiography visual analysis,
which illustrated higher peptide accumulation in the tumor
tissuc compared 1o the contralateral muscle at 120 min alier
peptide administration. Moreover, samples were obtained
from various levels, ranging from the tumor surface to the
center to assess the depth of penetration within the tumor tis-
suc. These findings suggest that both YIKVAV and YIGSR
peptides cllectively reach and penctrate deep into the tumor
tissue.

Given their promising attributes, both [*'I]I-YIKVAV
and ["*'I]I-YIGSR peptides are candidates for radiolabeling
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with more appropriate radioisotopes. This step could
enhance their performance and facilitate their evaluation
as potential radiopharmaceuticals. This avenue of explo-
ration holds signilicant promisc lor advancing their clini-
cal utility within the realm of breast cancer imaging diag-
nostic and treatment, which could be achieved by further
chemical modilications Lo enable radiolabeling with other
radionuclides.

Conclusion

The YIKVAYV, YIGSR and KAFDITY VRLKF peptide frag-
ments were synthesized and radiolabeled with *'I. However,
due to its limited radiochemical stability, the [P]I-KAF-
DITYVRLKF fragment did not undergo further assess-
ment. Conversely, the [PUI-YIKVAV and [P-YIGSR
fragments displayed favorable radiochemical characteristics.
The comprehensive in vitro and in vivo data indicated their
polential as cllective largeling agents for breast cancer.
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IV.2. Resultados com 2°MTc

IV.2.1. Sintese e Caracterizacao dos Peptideos

Os fragmentos peptidicos derivados da molécula da laminina-111 foram
sintetizados com a adi¢&o do residuo de histidina (H): HYIGSR e HYIKVAV. As
sinteses das sequéncias foram realizadas através da sintese de peptideos em
fase solida, manualmente, utilizando a estratégia Fmoc/But. A clivagem final do
peptideo da resina e a remocéao dos grupos protetores das cadeias laterais foram

efetuadas em uma mistura contendo elevado teor de TFA.

i. Primeira sequéncia: fragmento modificado HYIGSR (cadeia 1 da
laminina-111). A sintese foi realizada utilizando a resina Arg-Wang (0,7 mmol/g),
na escala de 0,49 mmol/g; peso tedrico: 731,81 g; peso obtido: 529,83 g. Vale
ressaltar que o aminoacido H foi adicionado no N-terminal para a realizagdo da
radiomarcacdo com o radionuclideo *MTc.

il. Segunda sequéncia: fragmento modificado HYIKVAV (cadeia a1 da
laminina-111). A sintese foi realizada utilizando a resina Val-Wang (0,5 mmol/g),
na escala de 0,35 mmol/g; peso tedrico: 829,01 g; peso obtido: 385,45 g. Vale
ressaltar que os aminoacidos H e Y foram acrescentados no N-terminal da
sequéncia IKVAV, ja descrita (Sweener et al., 1991; Bresalier el at., 1995) para
realizacdo da radiomarcacdo com o radionuclideo *®Tc e comparacdo com a

sequéncia utilizada para a marcacdo com 31|

Os rendimentos finais das sinteses foram de aproximadamente 60% para
todos os fragmentos e a pureza dos peptideos foi confirmada por CLAE-FR. Os
parametros utilizados nas analises cromatograficas estdo resumidos na Tabela
3.
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Tabela 3. Parametros utilizados na caracterizacdo dos peptideos propostos

CLAE-FR analitico

Peptideos Massa obtido Gradiente Tempo de % de Sol. B para
[mg] Retencao eluicdo
[min]
HYIGSR 529,83 5% - 95% em
MM = 731,81 30 min 9,89 60%
g/mol
HYIKVAV 385,48 5% -95%
MM = 829,01 em 30 min 16,02 60%
g/mol

Solvente A:0,1% TFA/H20; Solvente B: 60%ACN/H20

Os perfis cromatograficos, obtidos nas analises por CLAE-FR, e o0s
espectros de massa, obtidos nas analises por espectrometria de massa, dos
fragmentos peptidicos sintetizados HYIGSR e HYIKVAV estédo representados

nas figuras 13 e 14, respectivamente.
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Figura 13. Perfil cromatografico (A) e espectro de massas (B) do fragmento HYIGSR.
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Figura 14. Perfil cromatografico (A) e espectro de massas (B) do fragmento HYIKVAV.

Para ambos os peptideos foi obtido um bom perfil cromatografico. No
espectro de massas, a massa obtida foi correspondente a massa molecular
tedrica de 731,81g/mol mais uma molécula de hidrogénio totalizando 732,8 g/mol
para o peptideo HYIGSR. J& para o fragmento HYIKVAV sua massa molecular
foi de 892,8 g/mol com mais um hidrogénio, quando ionizada obteve uma massa
de 415,6 g/mol e no caso do HYIKVAV também houve uma dimerizacdo com o
valor de 1658,3 g/mol.

As sinteses e caracterizacfes dos peptideos foram realizadas com
sucesso. Em seguida, os processos de padronizacdo das radiomarcacdes foram

iniciadas.

IV.2.2. Radiomarcacéo dos Peptideos

Para realizar a padronizacdo do radiomarcacao e obter alto rendimento
radioguimico, foram avaliadas diferentes condicbes de marcacdo, além do
melhor sistema de solventes para a realizagdo das andlises

radiocromatogréficas. Tendo que levar em conta que o melhor solvente é aquele
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que consegue separar 0 *"Tc livre e o %MTc-tricarbonil do peptideo

radiomarcado.

As variacOes realizadas para a padronizacdo das reacbes de
radiomarcacdo, assim como o0s sistemas cromatograficos utilizados para

avaliacdo de cada radiopeptideo, estdo sumarizadas na Tabela 4.

Tabela 4. Pardmetros de radiomarcacao para os peptideos HYIGSR e HYIKVAV.

Parametro de radiomarcacéao HYIGSR HYIKVAV
Massa de peptideo [mg] 0,04; 0,1; 0,15; 0,2 0,025; 0’05(;) %11 %’2; 0.4;0.6;
Atividade de [**"Tc]Tc-tricarbonil [mCi] ~4 ~4
Temperatura de reacéo [°C] 70; 85 70; 85
Tempo de reacao [min] 15; 30; 60 15; 30
ACN:H20 (50:50)
Fases moveis para analise do rendimento ACN:Hz20 (95:05) ACN:Hz20 (95:05)
radioquimico NaCl 0,9% NaCl 0,9%
Metiletilcetona Metiletilcetona

Fase estacionaria para anélise do

i S TLC-SG TLC-SG
rendimento radioquimico

Para a marcacao do peptideo HYIGSR com o tricarbonil foi obtido melhores
resultados utilizando 0,2 mg do peptideo a 85°C por 30 min. O fragmento
HYIKVAYV teve um melhor rendimento utilizando 0,6 mg do peptideo a 85°C por

30 min.

A avaliacdo do rendimento radioquimico foi realizada através da
cromatografia em camada delgada ascendente (TLC/SG) utilizando diferentes

fases moveis.

Nos sistemas cromatograficos de salina 0,9% para a analise, o tricarbonil
ficou retido no ponto de aplicagéo, com Rt de 0.1- 0.2, o peptideo radiomarcado
entre o R¢0.3 - 0.8, enquanto o **™Tc migrou com o eluente com R; 0.9 - 1.0. As
analises foram realizadas em triplicata. O calculo do rendimento radioquimico foi
determinado em porcentagem da atividade de cada espécie radioquimica em

relacdo a atividade total de fita, sempre de acordo com o Rf correspondente.
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IV.2.2.1. Perfis cromatograficos obtidos para o peptideo HYIGSR

As figuras 15-18 mostram os perfis cromatogréaficos obtidos em diferentes

condicdes de radiomarcacao para o peptideo HYIGRS, de acordo como solvente

utilizado nas analises cromatogréficas.
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[*°™Tc]-tricarbonil (A), peptideo [**"Tc]Tc(CO)s-
HYIGSR (B), [**™Tc]TcOz2 (C) e [**™Tc]TcO4 (D) em Acetonitrila 50%.
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IV.2.2.2. Perfis cromatograficos obtidos para o peptideo HYIKVAV
Figuras 19 - 21 mostram os perfis cromatogréaficos obtidos em diferentes

condicbes de radiomarcacdo para o peptideo HYIKVAV, de acordo como

solvente utilizado nas andlises cromatograficas.
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Figura 19. Perfis radiocromatograficos do [**™Tc]-tricarbonil (A), peptideo [**™Tc]Tc(CO)s-
HYIKVAV (B), [**"Tc]TcO: (C) e [**™Tc]TcOa4 (D) em Acetonitrila 95%.
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Figura 20. Perfis radiocromatograficos do [**"Tc]-tricarbonil (A), peptideo [**™Tc]Tc(CO)s-
HYIKVAV (B), [**™Tc]TcO:2 (C) e [**™Tc]TcO4 (D) em Metiletilcetona 100%.
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Figura 21. Perfis radiocromatograficos do [**"Tc]-tricarbonil (A), peptideo [*™Tc]Tc(CO)s-
HYIKVAV (B), [*®*™Tc]TcOz (C) e [**™Tc]TcO4 (D) em NaCl 0,9%.

De acordo com as Figuras (15, 16, 17, 19 e 20) os eluentes 50% ACN /
50%H-0, 95% ACN / 5%H20 e 100% Metiletilacetona n&o foram adequados para
mensurar o rendimento radioquimico, ndo sendo capazes de separar Ticarbonil,
TcO2, TcOs e o peptideo marcado. Para ambos os peptideos a NaCl 0,9%

apresentou ser o melhor eluente (Figuras 18 e 21).

IV.2.3. Estudo de estabilidade radioquimica dos peptideos radiomarcados

O uso de métodos cromatograficos constitui um dos parametros basicos
para estimar as estabilidades radioquimicas dos radiofarmacos. Além disso, a
estabilidade de um radiocomposto influencia diretamente na sua biodistribuicéo
ex vivo. Neste estudo, foram avaliadas as estabilidades dos peptideos
radiomarcados em meio reacional, mantidos a temperatura ambiente, e apés

incubacédo em soro, a 37°C (Figura 22).
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Figura 22. Estabilidade radioquimica dos peptideos [**"Tc]Tc(CO)s-HYIGSR e [*°™Tc]Tc(CO)s-
HYIKVAV em salina a temperatura ambiente (A) e em soro a 37°C (B). Nao ha diferenca

estatistica entre os tempos avaliados (p >0,05) (n = 3-5).

Como pode ser observado nos gréaficos da figura 22, ambos radiopeptideos
apresentaram-se estaveis, tanto em temperatura ambiente quanto em soro no
decorrer dos tempos investigados, ndo havendo diferenca estatisticamente
significativa entre eles. Destaca-se ainda que a pureza radioquimica

permaneceu acima de 90%.
IV.2.3.1. Radiocromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa

O controle de qualidade por radioCLAE-FR foi realizado para avaliar a
presenca do produto radiomarcado e de eventuais impurezas radioquimicas,

além de determinar os respectivos tempos de retencdo (Rt). Os perfis

radiocromatograficos estao representados nas figuras 23 e 24.
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Figura 23. Perfis (radio)cromatograficos do peptideo HYIGSR né&o radiomarcado (A), do
[®*™Tc]Tc-tricarbonil (B), do [*™Tc]Tc(CO)s-HYIGSR néo purificado (C) e do [*™Tc]Tc(CO)s-

HYIGSR purificado (D).
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Figura 24. Perfis (radio)cromatograficos do peptideo HYIKVAV néo radiomarcado (A), do
[*®™Tc]Tc-tricarbonil (B), do [**™Tc]Tc(CO)s-HYIKVAV néo purificado (C) e do [**™Tc]Tc(CO)s-
HYIKVAV purificado (D).

O tempo de retencdo do tricarbonil € de 5.293 min apds a marcacao de
ambos os peptideos. Os radiopeptideos tiveram um avanco no tempo de
retencdo de 5.351 para HYIGSR e 5.695 para HYIKVAV, em relagdo aos
peptideos ndo radiomarcados devido a distancia dos detectores. No inicio do
perfil (radio)cromatografico no tempo de aproximadamente 1 min sai o *°™Tc
livre, ap0s a purificacdo dos radiopeptideos as impurezas diminuiram. Os dados
obtidos por radioCLAE-FR sé&o condizentes ao CCD.
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IV.2.4. Determinacdo do coeficiente de particdo (CP) dos peptideos

radiomarcados
A lipofilicidade dos radiopeptideos foi avaliada por meio da determinacgéo

do coeficiente de particao (P) entre n-octanol e salina. Os dados foram expressos

como logaritmo de P (Log P) e estéo representados na figura 25.

Log P

0.0

—0.51

Hi

—1.0-

—1.5-

HH

—2.0-

Hkkk

Figura 25. Logaritmo do coeficiente de particdo (Log P) dos radiopeptideos [**™Tc]Tc(CO)s-
HYIGSR e [**"T¢]Tc(CO)s-HYIKVAV. Os dados estio expressos como “média + DP” (n = 5) e
foram analisados pelo teste t de Student. Asteriscos indicam diferenca estatisticamente

significativa entre os radiopeptideos (****p <0,0001).

Os resultados mostraram que o Log P do [**™Tc]Tc(CO)s-HYIGSR foi de -
1,91 + 0,08% e o do [*MTc]Tc(CO)s-HYIKVAV de -0,65 + 0,05%. Logo, o
fragmento  [®MTc]Tc(CO)s-HYIKVAV  apresentou caracteristicas menos

hidrofilicas em comparacéo com [**™Tc]Tc(CO)s-HYIGSR.
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IV.2.5. Estudo da interacdo dos peptideos radiomarcados as proteinas
séricas

A porcentagem de LPS foi avaliada pelo método de precipitacédo proteica
com acetonitrila (ACN) 100% gelada nos tempos de 30 e 60 minutos. Os

resultados obtidos estdo representados nos graficos da Figura 26.
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Figura 26. Ligacédo as proteinas séricas (LPS) dos radiopeptideos [**"Tc]Tc(CO)s-HYIGSR e
[**™Tc]Tc(CO)s-HYIKVAV. Os dados estdo expressos como ‘média + DP” (n = 3) e foram
analisados pelo teste t de Student. Asteriscos indicam diferenca estatisticamente significativa
entre os tempos investigados [*MTc]Tc(CO)s-HYIGSR: **p = 0,0035; [*¥*MTc]Tc(CO)s-HYIKVAV:
**n = 0,0067).

A porcentagem de LPS para o radiopeptideo [*°*™Tc]Tc(CO)s-HYIGSR no
tempo de 30 min foi de 15,11 + 2,48% e subiu para 21,12 + 2,01% em 60 min,
para o [**MTc]Tc(CO)s-HYIKVAV obteve 18,08 + 3,11% de ligacdo no tempo de
30 min e em 60 min de 21,64 + 1,39%. Os dados do Log P do coeficiente de
particdo corroboraram estes resutados.

IV.2.6. Avaliacéo da ligacéo e internalizacdo dos peptideos radiomarcados
com células tumorais

As porcentagens de ligacdo e internalizacdo dos complexos
[®*™Tc]Tc(CO)z-HYIGSR e [*MTc]Tc(CO)s-HYIKVAV as células MCF-7 estéo
representadas na Figura 27.
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Figura 27. Porcentagens de ligagdo (A) e internalizacdo (B) dos radiopeptideos [**™Tc]Tc(CO)s-
HYIGSR e [*™Tc]Tc(CO)s-HYIKVAV na linhagem MCF-7. Os dados estdo expressos como
“‘média £ DP” (n = 3) e foram analisados pelo teste t de Student. Com rela¢édo ao tempo de
incubacao (1h versus 2 h), ndo h& diferenga estatistica (p >0,05). Com relagdo aos peptideos
investigados ([**™Tc]Tc(CO)s-HYIGSR versus [**"Tc]Tc(CO)s-HYIKVAV), ha diferenca estatistica
entre os peptideos para o tempo de 1 h de incubacéo, tanto na ligacdo (*p = 0,0211) quanto na
internalizacéo (*p = 0,0350).

Como pode ser evidenciado pela analise dos graficos, as porcentagens de
ligacéo do [*mTc]Tc(CO)s-HYIGSR foram de 2,96 + 0,60% (1 h) a 3,68 £ 0,79 (2 h).
Ja 0 [*"Tc]Tc(CO)s-HYIKVAV teve uma ligacdo 9,20 + 2,87% na primeira hora e
8,01 £ 4,57% no tempo de 2 h.

As porcentagens de internalizacdo do [*°™Tc]Tc(CO)s-HYIGSR foram de
25,85 + 3,33% em 1 h e 27,28 + 3,30% em 2 h. E para o [*"Tc]Tc(CO)s-
HYIKVAYV os dados foram de 51,74 + 8,00% e 44,11 + 13,02% nos tempos de 1

e 4 h, respectivamente.

A figura 28 mostra as porcentagens da fracdo ligada e internalizada,
respectivamente, para os peptideos [*°*"Tc¢]Tc(CO)s-HYIGSR e [*MTc]Tc(CO)s-
HYIKVAYV as células MDA-MB-231.

56



15+

©
o
]

Ligacéao [%]

—_ a I [99mMTc]Tc(CO)3-HYIGSR
o\o 1 + *kkk
Kk —_— 60 {7 = [gngC]TC(CO)g-HY”(VAV
1 *
104 l%
4 On 1 b
; T o]
5 e
] E 20
: ] 2
0 T T 0 T I
1h 2h 1h 2h

Figura 28. Porcentagem de (A) ligacdo e de (B) internalizacdo dos peptideos [*°™Tc]Tc(CO)s-
HYIGSR e [*MTc]Tc(CO)s-HYIKVAV na linhagem MDA-MB-231. Com relagdo ao tempo de
incubacao (1h versus 2 h), ha diferenca estatistica somente para a internalizacdo do peptideo
[**"Tc]Tc(CO)s-HYIGSR (p>0,0001). Com relacdo aos peptideos investigados ([**™Tc]Tc(CO)s-
HYIGSR versus [*®"Tc]Tc(CO)s-HYIKVAV), ha diferenca estatistica entre os peptideos para o
tempo de 1 h de incubacao, tanto na ligacdo (p=0,0115) quanto na internalizacédo (p< 0,0001), e
para o tempo de 2 h de incubac¢éo na internalizacéo (p<0,0001) (n=6)

O peptideo [*MTc]Tc(CO)s-HYIGSR apresentou um porcentagem de 3,63
+ 0.96% em 1lh e 2,63 + 0,80% no tempo de 2h (Figura 28 A). Ja o fragmento
[?°™Tc]Tc(CO)s-HYIKVAV na primeira hora obteve 5,38 + 1,02% e 5,25 + 0,50%
em duas horas.

A porcentagem da fracdo internalizada do peptideo [*°*™Tc]Tc(CO)s-
HYIGSR 67,42 + 427% em 1 h e para 2 h 3518 + 7,49%. J4 para o
[?°™Tc]Tc(CO)s-HYIKVAV 64,39 + 7,90% e 57,77 = 4,44% respectivamente
(Figura 28 B).

IV.2.7. Estudo de biodistribuicéo

Dois grupos de animais foram utilizados, sendo um controle (saudavel) e o
outro modelo de céncer de mama induzido pela inoculacdo das células
tumorigénicas MDA-MB-231. Ap6s o0s animais atingirem a idade para a
experimento foi injetado o [**™Tc]Tc(CO)3-HYIGSR ou [®MTc]Tc(CO)s-HYIKVAV
por via endovenosa através da veia da cauda. A biodistribuicdo dos

radiopeptideos foi analisada no tempo de 2 horas (Figuras 29 e 30).
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Figura 29. Biodistribuicdo dos radiopeptideos [*™Tc]Tc(CO)s-HYIGSR e [**"Tc]Tc(CO)s-
HYIKVAV em animais controle (saudaveis) e modelo de cancer de mama (MDA-MB-231) no

tempo de 2 horas. Os dados estéo expressos como “média + SD” (n = 3 - 5).
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Figura 30. Comparacdo entre a deteccdo dos radiopeptideos [**™Tc¢]Tc(CO)s-HYIGSR e
[**™Tc]Tc(CO)s-HYIKVAV nos tumores (A) e alvo-n&o alvo (B) no tempo de 2 horas. Os dados

estao expressos como “média £ SD” (n = 3).

Os dados da biodistribuicdo mostram que ambos os radiopeptideos tiveram
uma rapida depuracdo sanguinea, houve uma captacao no estbmago podendo
sugerir a presenca de *°"Tc livre e captacdo no figado e intestinos sendo uma
via de eliminacdo j& que a via renal ndo foi tdo intensa. O radiopeptideo
[?*™Tc]Tc(CO)s-HYIKVAYV teve uma maior captacdo no tumor com uma relagéo

alvo-ndo alvo de 1,56 + 1,22%.
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V. DISCUSSAO

V.1 Definicdo dos fragmentos peptidicos propostos

A escolha das sequéncias peptidicas para o desenvolvimento do presente
trabalho baseou-se na importancia e no envolvimento da molécula laminina-111
em processos de adesado celular, secrecdo de proteases, diferenciacdo e
proliferacdo celular, e metastases em células tumorais de diversos tipos de
canceres, incluindo o cancer de mama (Nonnast et al., 2025). Como ja relatado,
a laminina-111 € um heterodimero composto pelas cadeias a1, 1 e y1. Em
todas as suas cadeias ha a presenca de sequencias peptidicas biologicamente

ativas. (Nirwane et al., 2022)

O peptideo YIGSR, derivado da cadeia 31, esta relacionado com a inibicao
da angiogénese de diferentes tipos de tumores (Mokotoff et at 1997; Jha and
Moore., 2024). Como o residuo de Y ja estd presente na sequéncia deste
peptideo, é possivel radiomarca-lo com 3. Por outro lado, para a
radiomarcacdo com *™Tc, utilizando a metodologia do tricarbonil, foi necessaria
a adicao do residuo de H, obtendo-se a sequéncia HYIGSR. (Qiao et al., 2020;
Facca et al., 2021)

O outro peptideo proposto contém a sequéncia IKVAV derivada da cadeia
a1 da laminina-111. Esta sequéncia € descrita por promover adesao celular e
migracdo tendo um papel importante no crescimento tumoral, metéstase,
secrecao de proteases e angiogénese em diversos tipos de tumores (Gonzélez-
Pérez et al., 2022; Jha and Moore., 2024). Entretanto, para permitir o0 processo
de radiomarcacdo com o 3! foi incorporado o aminoacido Y e para a
radiomarcacdo com *°"Tc, também pelo método do tricarbonil, foi incorporado o
aminoacido H, que ndo estavam na sequéncia original do peptideo. Portanto, as
sequéncias dos peptideos utilizadas em nosso estudo foram YIKVAV e
HYIKVAV.

Assim, a proposicdo dos estudos de radiomarcacdo dos dois peptideos
biologicamente ativos da laminina-111, bem como os estudos de ligacdo e
internalizacdo em células tumorais de mama e a biodistribuigdo em modelos

animais de cancer de mama poderiam trazer importantes elucidagdes para o
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potencial uso desses fragmentos como moléculas direcionadoras para o tecido

tumoral.

Resumidamente, os peptideos foram sintetizados, caracterizados e
purificados de maneira bastante satisfatéria para iniciar o processo de
radiomarcacao subsequente.

V.2. Utilizacdo dos radionuclideos 31l e ®*™Tc

Os radiois6topos escolhidos para este estudo foram o 13 e %MTg,
disponiveis nas formas quimicas de iodeto de sédio ([**!I]Nal) e pertecnetato de
s6dio (Na*™MTcOa), respectivamente. Ambos apresentam caracteristicas fisicas
favoraveis para a radiomarcacao de moléculas do tipo peptideos. Além disso, o
['3!]Nal apresenta alto indice de pureza radionuclidica, quimica de facil
marcacao e distribuicdo estabelecida em todo o Brasil (Durante et al., 2019;
Sobral et al., 2020). JA o Na®®*"TcOs representa quase 80-85% de todos os
estudos diagndsticos realizados na Medicina Nuclear (Sobral et al., 2022) e é
facilmente obtido através de um gerador de molibdénio-99/tecnécio-99m
(®*Mo/**MTc).

O método utilizado para a radiomarcacdo dos peptideos com 13| foi a
substituicdo eletrofilica aromatica que, através da utilizacdo de um agente
oxidante (cloramina T), provoca a oxidacéo do iodeto (*3!I) a iodato (*31I*) e sua
ligacdo covalente ao anel aromatico da cadeia lateral do residuo da Y. Trata-se
de um método bem descrito na literatura com alto rendimento radioquimico, mas
dependente da sequéncia a ser radiomarcada (Hunter, 1962; Durante et al.,
2019; Molavipordanjani et al., 2019). No nosso caso, a escolha do 3! foi em
razdo da disponibilidade (fornecimento pelo IPEN-SP) e pelo Ti2 de
aproximadamente oito dias, possibilitando que estudos de estabilidade de longo

prazo fossem realizados.

A obtencdo dos peptideos radiomarcados com °™Tc foi possivel pela
presenca do aminoacido H nos peptideos para a formacdo do complexo
tricarbonil (Waibel et al.,1999). O radiois6topo *°*™Tc possui caracteristicas fisicas
para a obtencdo de imagens SPECT, como emissdo gama de baixa energia

(~140 KeV) e Ti1. de aproximadamente 6 horas. Para a radiomarcacdo dos
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peptideos com *MTc foi utilizado um método bem descrito na literatura, o método
do complexo tricarbonil, justificando a adicdo do aminoacido H na sequéncia
(Tejeria et al., 2017; Sobral et al., 2022).

V.2.1 Estudo da influéncia dos solventes na avaliagdo do rendimento

radioquimico da marcagéo

Para quantificarmos o rendimento radioquimico da reacao de marcacao dos
[*3]I-peptideos e [*°MTc]Tc(CO)s-peptideos, primeiramente foi estabelecido o
melhor sistema eluente para ser utilizado nas anélises cromatograficas por meio
da técnica de CCD ascendente. De acordo com Zimmer e Pavel 1978, é
considerado o solvente mais adequado aquele que consegue separar de forma

mais eficiente o radioisétopo livre do peptideo radiomarcado.

Neste estudo, para os peptideos radiomarcados com 3!, utilizando o
sistema ACN 95% em TLC, foi observado um R¢ de 0,1-0,2 para os peptideos
radiomarcados, enquanto que o radionuclideo apresentou um Rf de 0,9-1,0. J&
para os peptideos radiomarcados com °°™Tc, o sistema foi salina em TLC,
obtendo-se um Rt de 0,1-0,2 para o [*®*"Tc]Tc-tricarbonil, de 0,3-0,8 para os

radiopeptideos e de 0,9-1,0 para o *°*™Tc livre (Figuras 18 a 21).

Apos definido o melhor sistema de analise cromatografica para cada
peptideo e também as melhores condi¢cdes de radiomarcacdo, rendimentos
radioguimicos de aproximadamente 93% e 92% foram obtidos para os
fragmentos [*3]I-YIGSR e [*!]I-YIKVAV, respectivamente. E, apds purificagdo
dos [*™Tc]Tc(CO)s-HYIGSR e [*°™Tc]Tc(CO)s-HYIKVAYV foram obtidas purezas

superiores a 95% para ambos.

Sobral e colaboradores (2020) marcaram dois peptideos EEEEYFELV e
DEDEYFELV que interagem com o receptor EGF utilizando o radiois6topo 3!l e
obtiveram rendimentos de 90,80 + 5,90% e 95,10 + 3,39%, respectivamente.
Posteriormente os mesmos autores marcaram GRGDHV com %°™Tc, pelo
método do tricarbonil, e obtiveram um rendimento de 98,30 + 0,17% (Sobral et
al., 2022).
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As analises dos rendimentos e purezas radioquimicas também foram
realizadas por CLAE. Através desta técnica foi possivel determinar os Rt's dos
peptideos radiomarcados e do radionuclideo livre, aléem de avaliar a purezas
radioguimicas dos complexos radiomarcados. Vale a pena mencionar que 0S
radiopeptideos apresentaram um Rt ligeiramente maior quando comparados aos
peptideos ndo radiomarcados, devido ao tempo necessario para que as
amostras percorressem do detector de UV para o detector de radioatividade.

Os resultados das anélises da CLAE-FR corroboraram os resultados da
CCD e confirmaram o sucesso do processo de radiomarcacdo com a obtencéo
de peptideos radiomarcados com purezas >90%, mostrando a importancia das
analises da CCD na avaliacdo do rendimento radioquimico de peptideos
marcados, uma vez que € um método rapido, confiavel e de facil execucdo
(Durante et al., 2019; Fuscaldi et al., 2021).

V.3. Determinacdo da estabilidade dos peptideos radiomarcados

O radiois6topo !l possui propriedades que permitem sua utilizacdo ao
longo de uma semana, pois sua Ti2 € de ~8 dias (Kowalsky et al., 2004).
Entretanto, sua atividade vai diminuindo ao longo dos dias e, assim, os estudos
de estabilidade foram feitos até 48 horas pdés-marcacdo. Além disso, para a
realizacdo de futuros estudos in vivo € necessaria alta atividade especifica. Ja o
radioisétopo *°"Tc tem uma T2 de ~6 (EPA, 2026) e, portanto, os estudos de
estabilidade foram feitos somente até 4 horas pés-marcacédo. Conforme descrito
nos resultados, foi avaliada a estabilidade dos peptideos radiomarcados tanto
em meio reacional quanto em soro humano. Vale lembrar que uma alta
estabilidade radioquimica dos radiopeptideos € essencial para uma possivel
aplicacdo na area clinica. Estudos realizados por Du e colaboradores (2025)
mostraram que ['3!l]I-peptideos permaneceram estaveis por até 72 h apés a

marcacao.

Os fragmentos [*3]I-YIGSR e [**!1]I-YIKVAV foram bastante estaveis, com
uma pequena reducado de aproximadamente 5% e 10%, respectivamente, em 48
h pés-marcacédo. Vale ressaltar que ndo houve diferencas significativas na

pureza radioquimica destes radiopeptideos quando mantidos em temperatura
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ambiente ou refrigerados, além de se manterem estaveis durante todo o periodo
avaliado ap6s incubacdo em soro. Por esse motivo, ambos os peptideos
seguiram para o estudo com o radioisétopo ?°™Tc, mostrando estabilidade

durante o tempo estudado tanto no meio reacional como em soro pés-marcacao.

V.4. Determinacédo da lipofilicidade e da ligacdo as proteinas séricas dos

peptideos radiomarcados

A lipofilicidade de uma biomolécula é determinada pela sua estrutura
guimica e pode ser refletida por sua particdo entre um solvente organico (como
0 n-octanol) e outro agquoso (como a agua ou salina). Os valores sdo expressos
como o logaritmo do coeficiente de particdo (Log P). Valores negativos de Log P
séo caracteristicos de moléculas hidrofilicas, ou seja, quanto mais negativo o
Log P, mais hidrofilica € a molécula. Compostos hidrofébicos possuem Log P
superior a 1, pois quanto maior o Log P, maior € a afinidade da substancia pela
fase orgéanica e, portanto, mais hidrofébico € o composto. Valores proximos a 0
sdo caracteristicos de moléculas menos hidrofilicas ou anfifilicas (Soares et al.,
2022).

De acordo com Kothari e colaboradores (2003), o coeficiente de particao é
uma das principais propriedades fisico-quimicas de um farmaco, pois sua
farmacocinética e biodistribuicdo in vivo dependem da sua caracteristica
hidrofilica ou hidrofobica.

Além disso, a interagdo das moléculas com as proteinas séricas representa
um importante fendmeno bioldgico que ira influenciar a biodistribuicéo, a taxa de
eliminacdo, como também o0 acesso ao sitio de ligacdo e metabolismo do
radiocomposto (Sobral et al., 2022; Fuscaldi et al., 2023; Mendonca et al., 2024).

Os resultados obtidos mostraram que todos os radiopeptideos
apresentaram valores negativos de Log P, ou seja, apresentam caracteristicas
hidrofilicas. Sendo o [**]I-YIGSR e o [**"Tc¢]Tc(CO)s-HYIGSR o0s mais
hidrofilicos em comparacdo com os outros fragmentos. Como era o esperado, a
baixa lipofilicidade de um composto reflete geralmente em uma menor interacao
do mesmo com as proteinas séricas, em outras palavras, quanto mais negativo

o Log P do composto menores valores de porcentagem de ligacao as proteinas
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séricas sdo esperados, como também foi observado com os fragmentos [*311]I-
YIGSR e [*"Tc]Tc(CO)s-HYIGSR.

Varios estudos com peptideos contendo o dominio RGD mostraram valores
de Log P negativos, independente do radioisotopo utilizado (Sobral et al., 2022).
E importante salientar que farmacos mais hidrofilicos sdo fundamentalmente
eliminados do organismo pela via urinaria. Por outro lado, farmacos mais
hidrofébicos passam por metabolizacdo, etapa fundamental para a eliminacao
desses compostos do organismo, ou sao eliminados pela via biliar, podendo ser
reabsorvidos e voltar para a circulacdo sistémica (Brunton et al., 2010; Soares et
al 2022).

V.5. Avaliacéo da interacdo in vitro dos peptideos radiomarcados com as

células tumorais

Os resultados obtidos nos estudos in vitro de ligacao e internalizacdo com
as células da linhagem MCF-7 para o peptideo [*3]I-YIGSR apresentou valores
ao redor de 8% e 41%, respectivamente. Por outro lado, para o peptideo [*3!1]I-
YIKVAV, as fragbes ligada e internalizada nesta linhagem foram de
aproximadamente 15% e 78%, respectivamente. Ja para a linhagem MDA-MB-
231, ambos radiopeptideos apresentaram valores de fracdo ligada abaixo de
10% e uma porcentagem de fracao internalizada entre 43 e 60%.

Os radiopeptideos [*MTc¢]Tc(CO)s-HYIGSR e [*¥™Tc]Tc(CO)s-HYIKVAV
tiveram uma ligagcdo com a linhagem MCF-7 de aproximadamente 4 e 8% e de
internalizacao 27 e 44% no tempo de 2 h, respectivamente. Para a linhagem
MDA-MB-231 ambos os radiopeptideos tiveram uma ligacao no tempo de 2 h de
aproximadamente 2 e 5% e uma internalizacdo ao redor de 35 e 57%,
respectivamente.

De Barros e colaboradores (2013) utilizaram a linhagem MDA-MB-231 para
avaliarem a ligacdo do peptideo bombesina marcado com *°™Tc. Fracdes ligada
e internalizada de aproximadamente 2,5% e 16,8%, respectivamente, foram
obtidas nos tempos de 1 h. Ja com 4 h de incubacdo um aumento foi observado
tanto para a ligacdo (9%) quanto para a internalizagao (20%).

A diferenca obtida entre as diferentes linhagens celular para os radiopeptideos
se deve, provavelmente, pela diferenca de expressdo dos receptores nestas
64



linhagens. Jha e Moore (2024) demonstraram que o peptideo YIGSR esta
relacionado a inibicdo da angiogénese, o que pode ser corroborado pelos nossos
resultados, uma vez que este peptideo apresentou a menor porcentagem, tanto
de fracdo ligada (~ 6%) quanto internalizada (~ 50%), em 24 h de incubacéo. O
peptideo IKVAV esta associado a promocdo de adesdo e migracdo celular
(Gonzalez-Pérez et al, 2022; Jha and Moore., 2024) o que pode ser
correlacionado ao alto valor de fracdo internalizada. Os nossos resultados
mostraram uma porcentagem de internalizacdo ao redor de 75% com 1 h de
incubacédo para os fragmentos marcados com 3| e de entorno de 65% para 0s
fragmentos com *MTc.

Desta forma, 0s nossos resultados mostraram que os peptideos propostos
apresentaram uma boa interacdo in vitro em ambos os tipos de linhagens
celulares, relacionadas ao cancer de mama, mesmo sendo linhagens de
diferentes subtipos e com caracteristicas celulares de invasdo e expressao

génicas diferentes.

V.6. Estudo de biodistribuicdo

Os radiopeptideos [*3H]I-YIGSR e [**!]I-YIKVAV mostraram uma rapida
depuracéo sanguinea tanto nos animais controle como nos animais modelo nos
tempos de 15 min e 120 min. Para 6rgao ndo-alvo a porcentagem foi menor que
5%, o0 estdbmago e a tireoide apresentaram uma maior porcentagem de ligacao
podendo sugerir presenca de 3!l livre. Para ambos os radiopeptideos, a relacédo
alvo-ndo alvo foi maior no tempo de 120 min, sendo que o [*!]I-YIKVAV

apresentou o melhor resultado.

Ja para os radiopeptideos [*°"Tc]Tc(CO)s-HYIGSR e [**™Tc]Tc(CO)s-
HYIKVAV foi realizado a biodistribuicdo s6 no tempo de 120 min. Para ambos os
radiopeptideos a biodistribuicdo apresentou também uma rpida depuracdo
sanguinea e porcentagem menor que 5% para os 6rgdos ndo-alvo. Uma alta
porcentagem no estdmago indica a presenca parcial de *"MTc livre; ja no figado
e intestino, uma parcela de [*°™Tc]-tricarbonil; enquanto os rins representam a

via urinaria de eliminagéo dos radiopeptideos. Na figura 30 tanto a comparacao
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entre os radiopetideos ligado ao tumor como a porcentagem alvo-ndo alvo
apresenta uma maior porcentagem para o [*°™Tc]Tc(CO)s-HYIKVAV.

Em comparacdo com a sequéncia YIGSR e o seu derivado HYIGSR ambos
tiveram uma biodistribuigdo muito parecida. O mesmo acontece com as
sequéncias derivadas do fragmento IKVAV, YIKVAV e HYIKVAV.
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VI. CONCLUSOES

> Os peptideos YIGSR, HYIGSR, YIKVAV e HYIKVAV foram eficientemente

sintetizados, caracterizados e purificados;

> Os estudos radioguimicos demonstraram que as metodologias de
radiomarcacdo dos peptideos, utilizando o método da cloramina T (*3!1) e o
método do tricarbonil (°**"Tc), se mostraram bastante eficientes com a obtencéo
dos fragmentos radiomarcados com altos rendimento e pureza radioquimicos
(>90%);

> Os estudos de estabilidade mostraram que os radiopeptideos ['3]I-YIGSR,
[*3H]I-YIKVAV, [**™Tc]Tc(CO)s-HYIGSR e [*°*™Tc]Tc(CO)s-HYIKVAV
apresentaram boa estabilidade radioquimica, tanto em meio reacional quanto em

soro humano.

> O estudo de lipofilicidade mostrou que os fragmentos [*3!]I-YIGSR e
[**™Tc]Tc(CO)s-HYIGRS sdo mais hidrofilicos do que os fragmentos [*3!1]I-
YIKVAV e [*MTc]Tc(CO)s-HYIKVAV, o que foi corroborado pela menor
porcentagem de LPS dos derivados do YIGSR em relagcdo aos derivados do

IKVAV, sugerindo alta compatibilidade para futuras aplicacdes clinicas.

> Os estudos de interacdo com as linhagens de cancer de mama mostraram

diferencas estatisticamente significativas entre os peptideos avaliados. Estes
resultados podem estar relacionados aos processos de adesdo, migracao e

angiogénese que estes peptideos estdo associados.

> Estudos de biodistribui¢cdo in vivo e ex vivo foram realizados para melhor
compreensao da interacdo dos fragmentos peptidicos radiomarcados com o
tumor de mama, sendo que os fragmentos derivados do peptideo IKVAV

mostraram melhor interacdo com o tecido tumoral.
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VII. RESUMO

Introdugdo: O céancer de mama vem sendo considerado um importante
problema de saude publica por ser o tumor mais comum entre as mulheres.
Diversos estudos demonstram que peptideos biologicamente ativos derivados
da laminina-111 regulam a expressdo génica em células de cancer de mama,
entre eles o peptideo YIGSR, derivado da cadeia 31, e o peptideo bioativo
IKVAV, representante da cadeia a1.
Objetivo: Este estudo teve como objetivo principal a sintese e a padronizacéo
da radiomarcacdo dos peptideos YIGSR, YIKVAV, HYIGSR e HYIKVAV com
[1311]Nal e Na99mTcO4, bem como a avaliacdo da ligacdo e internalizacao
desses compostos em células tumorais relacionadas ao cancer de mama, além
da biodistribuicdo em animais controle e em modelo experimental de cancer de
mama.
Métodos: Os peptideos foram sintetizados pela estratégia Fmoc/tBu. A
caracterizacdo e a purificacdo foram realizadas por CLAE-FR. Os peptideos
YIGSR e YIKVAV foram marcados com o radionuclideo 1311 pelo método da
Cloramina T, enquanto os peptideos HYIGSR e HYIKVAYV foram marcados com
o radionuclideo 99mTc utilizando o método tricarbonil. O rendimento
radioguimico dos peptideos [1311]I-YIGSR, [1311]I-YIKVAV, [99mTc]Tc(CO)3-
HYIGSR e [99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV foi avaliado por cromatografia
ascendente em camada delgada e por CLAE-FR. Estudos de estabilidade foram
realizados em temperatura ambiente e sob refrigeracéo (4 °C) por até 48 h, além
de estudos em soro humano por até 24 h para os peptideos radiomarcados com
iodo. Para os peptideos radiomarcados com tecnécio, os estudos de estabilidade
foram conduzidos em temperatura ambiente e em soro humano por até 4 h. A
ligacdo as proteinas séricas foi avaliada pelo método de precipitacao proteica
com acetonitrila 100% gelada, e o coeficiente de particdo dos radiopeptideos foi
determinado e expresso em Log P. A avaliagéo da ligacdo e internalizagcéo dos
peptideos em células tumorais (MDA-MB-231 e MCF-7) foi realizada nos tempos
de 1, 4 e 24 h para os peptideos radiomarcados com iodo, e de 1 e 2 h para os
peptideos radiomarcados com tecnécio. Os estudos de biodistribuicdo foram
realizados em animais controle e em modelo de cancer de mama inoculado com
células MDA-MB-231 nos tempos de 15 min e 2 h para os peptideos [131l]I-
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YIGSR e [131I]I-YIKVAV, e no tempo de 2 h para os peptideos [99mTc]Tc(CO)3-
HYIGSR e [99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV.

Resultados: Os peptideos propostos foram sintetizados, caracterizados,
purificados e radiomarcados com eficiéncia. Apds a padronizacdo da
radiomarcacdao, rendimentos radioquimicos superiores a 90% foram obtidos para
todos os fragmentos. Os estudos de estabilidade demonstraram boa estabilidade
dos compostos. Os peptideos apresentaram caracteristicas hidrofilicas e
porcentagem de ligacdo as proteinas séricas em torno de 20%, compativel com
aplicac6es clinicas. Além disso, os radiopeptideos demonstraram capacidade de
ligagdo e internalizacdo em células tumorais (MDA-MB-231 e MCF-7), com
diferencas estatisticamente significativas entre os compostos avaliados. Nos
estudos de biodistribuicdo, todos os fragmentos apresentaram rapida depuracéo
sanguinea e captagdo tumoral, destacando-se os derivados [131I]I-YIKVAV e
[99MTc]Tc(CO)3-HYIKVAYV, que apresentaram os melhores resultados.
Conclusao: Os peptideos foram eficientemente sintetizados e radiomarcados.
Os radiopeptideos apresentaram caracteristicas promissoras para futuras
aplicacOes clinicas, demonstrando capacidade de ligacdo e internalizacdo em

células tumorais de cancer de mama, além de perfil favoravel de biodistribuicao.

Palavras-chave: Cancer de mama; peptideos; compostos radiofarmacéuticos;

radioisotopos de iodo e tecnécio.
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VIl. ABSTRACT
Introduction: Breast cancer is considered a major public health issue, as it is the
most common malignancy among women worldwide. Several studies have
demonstrated that biologically active peptides derived from laminin-111 regulate
gene expression in breast cancer cells, including the YIGSR peptide derived from
the B1 chain and the bioactive peptide IKVAV, representative of the a1 chain.
Objective: The main objective of this study was the synthesis and
standardization of the radiolabeling of the peptides YIGSR, YIKVAV, HYIGSR,
and HYIKVAV with [131I]Nal and Na99mTcO4, as well as the evaluation of their
binding and internalization in breast cancer-related tumor cells and their
biodistribution in control animals and an experimental breast cancer model.
Methods: The peptides were synthesized using the Fmoc/tBu strategy.
Characterization and purification were performed by RP-HPLC. The peptides
YIGSR and YIKVAV were labeled with the radionuclide 131l using the
Chloramine-T method, whereas HYIGSR and HYIKVAV were labeled with the
radionuclide 99mTc using the tricarbonyl method. The radiochemical yield of the
peptides [1311]l-YIGSR, [131I]I-YIKVAV, [99mTc]Tc(CO)3-HYIGSR, and
[99MTc]|Tc(CO)3-HYIKVAV was evaluated by ascending thin-layer
chromatography and RP-HPLC. Stability studies were carried out at room
temperature and under refrigeration (4 °C) for up to 48 h, as well as in human
serum for up to 24 h for the iodine-radiolabeled peptides. For the technetium-
radiolabeled peptides, stability studies were conducted at room temperature and
in human serum for up to 4 h. Serum protein binding was evaluated using the
protein precipitation method with ice-cold 100% acetonitrile, and the partition
coefficient of the radiopeptides was determined and expressed as Log P. Binding
and internalization assays in tumor cells (MDA-MB-231 and MCF-7) were
performed at 1, 4, and 24 h for the iodine-radiolabeled peptides and at 1 and 2 h
for the technetium-radiolabeled peptides. Biodistribution studies were carried out
in control animals and in a breast cancer model inoculated with MDA-MB-231
cells at 15 min and 2 h for [131I]I-YIGSR and [131I]I-YIKVAYV, and at 2 h for
[99MTc]Tc(CO)3-HYIGSR and [99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV.
Results: The proposed peptides were efficiently synthesized, characterized,
purified, and radiolabeled. After optimization of the radiolabeling procedures,
radiochemical yields greater than 90% were obtained for all fragments. Stability
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studies demonstrated good stability of the compounds. The peptides exhibited
hydrophilic characteristics and approximately 20% serum protein binding, which
is highly compatible with clinical applications. Furthermore, the radiopeptides
demonstrated the ability to bind to and internalize into tumor cells (MDA-MB-231
and MCF-7), with statistically significant differences observed among the
evaluated compounds. In biodistribution studies, all fragments exhibited rapid
blood clearance and tumor uptake, with the derivatives [131I]I-YIKVAV and
[99MTc]Tc(CO)3-HYIKVAYV showing the most promising results.

Conclusion: The peptides were successfully synthesized and radiolabeled. The
radiopeptides demonstrated promising characteristics for future clinical
applications, including binding and internalization capacity in breast cancer tumor

cells, as well as favorable biodistribution profiles.

Keywords: Breast cancer; peptides; radiopharmaceutical compounds; iodine

and technetium radioisotopes.
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ANEXO
Anexo 1 CEUA 3740/2019

& ALBERT EINSTEIN
[\ INSTITUTO ISRAELITA DE
(’/ ENSINO E PESQUISA

Séao Paulo, 26 de abril de 2019

A
Marycel Rosa Felisa Figols de Barboza

Certificamos que o projeto intitulado “Estudos in vitro e in vivo de peptideos da Laminina-
111 radiomarcados com iodo-131. Relevédncia para o estudo de céncer de mama",
protocolo CEUA 3740/2019, sob a responsabilidade da pesquisadora Marycel Rosa Felisa
Figols de Barboza - que envolve a produgdo, manutengdo, e/ou utilizacao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 08 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Sociedade Beneficente Israelita
Brasileira Albert Einstein (CEUA/Einstein) em reunido realizada em 26/04/2019.

Vigéncia do Projeto: Abril/2019 a Julho/2021

Espécie Linhagem Sexo Idade/Peso Total Fornecedor

Camundongo Balb/cnude Fémea 8 semanas/25g 60 CETEC

Aproveitamos a oportunidade para informar que:

» O (treinamento ou projeto) deve ser desenvolvido conforme delineado no processo
aprovado.



ALBERT EINSTEIN

INSTITUTO ISRAELITA DE

2 ENSINO E PESQUISA

&

+ Eventuais modificagdes ou emendas ao processo devem ser apresentadas &
CEUA/Einstein de forma clara e sucinta, identificando a parte a ser modificada e suas
justificativas;

* O Relatério final deve ser apresentado & CEUA/Einstein apds o encerramento das
atividades previstas.

* No caso de treinamento, esta aprovagao tem validade de 12 meses a partir da data de
aprovacdo pela CEUA/Einstein e, para cada evento realizado nesse periodo, um
relatério especifico devera ser encaminhado.

Atenciosamente,

 Dr. Julio Cesar Martins Monte
“Coordenador da Comissao de Etica
no Uso de Animais — CEUA/Einstein

Instituto Israsiits de Ensing @ Pasguiss Albert Einstein

Av. Alber? S, 527 = Morurmdy — Sl Pauls - 5P - 05552000 - Brasl
Tal (55 - [1) 2I51-1386  Fax: (55 = J1) 21510277

Erfermel: www pingiein br emai; ceanBeinsien by



Anexo 2 CEUA 6015/2024

ALBERT EINSTEIN

INSTITUTO ISRAELITA DE

ENSINO E PESQUISA

Sdao Paulo, 26 de abril de 2024

A
Marycel Rosa Felisa Figols de Barboza

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliacdo in vitro e in vivo de Peptideos da
Laminina-111 Radiomarcados com Tecnécio-99m como potenciais biomarcadores para o
Cancer de Mama® protocolo CEUA n* 6015/2024, sob a responsabilidade da

pesquisadora Marycel Rosa Felisa Figols de Barboza - que envolve a producao,
manutencdo, efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata

(exceto 0 homem), para fins de pesguisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n® 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n* 6.899, de 15

de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho nacional de Controle da
Experimentacao Animal (CONCEA), foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de
Animais da Sociedade Beneficente Israelita Brasileira Albert Einstein (CEUA/Einstein) em
26/04/2024.

Vigéncia da Autorizacao: Abril/2024 a Dezembro/2025

Tipo e Caracteristicas do animal a ser utilizado

Camundongo  Balb/c nude Fémea 60 dias/ CETEC

25 gramas

Aproveitamos a oportunidade para informar que:

« O projetofireinamento de pesquisa deve ser desenvolvido conforme delineado no

processo aprovado;



7 ) ALBERT EINSTEIN
i INSTITUTO ISRAELITA DE
(" ENSINO E PESQUISA

« A CEUA/EInstein deve ser informada de todos os fatos relevantes que alterem o curso

normal do projetoftreinamento. E papel do pesquisador responsavel assegurar medidas

imediatas adequadas frente a eventos nao previstos;

« Eventuais modificagbes ou emendas ao processo devem ser apresentadas a
CEUA/Einstein de forma clara e sucinta, identificando a parte a ser modificada e suas

Jjustificativas;

« No caso de treinamento, esta aprovacao tem validade de 12 meses a partir da data de
aprovacao pela CEUA/Einstein e para cada evento realizado nesse periodo, o

pesquisador responsavel devera apresentar um relatdrio das atividades realizadas;

« No caso de projeto de pesquisa, esta aprovacao tem validade de acordo com o
cronograma proposto no protocolo. Os relatdrios deverdo ser enviados a cada 6 (seis

meses), a partir da data de aprovacao da CEUA/Einstein.

Atenciosamente,

W@ﬁ) AR

Dr. Thiago Pinheiro Arrais Aloia
Coordenador da Comissao de Etica
no Uso de Animais = CEUAEinstein

Centro de Ensing e Pesquisa Albert Einstein - Campus Cecilia e Abram Szajman
Rua Comendador Efas lafet, 755, Morvmbd - 530 Paulo - 8F - OEF (5853-0007 - Brasd
Tal: (55 = 11) 2151-1386 e-mail feradeirsiein br



