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I. INTRODUÇÃO 

 

I.1.  Câncer 

 

 O câncer é um dos principais desafios para a saúde pública, em razão de 

sua elevada incidência, mortalidade e impacto sobre os sistemas de saúde, 

estando somente atrás das doenças cardiovasculares. Atualmente, o câncer é 

responsável por aproximadamente 16,8% dos óbitos (Bray et.al., 2024). Esse 

crescimento é reflexo do envelhecimento populacional associado a fatores de 

risco como tabagismo, consumo de álcool e alimentos ultraprocessados, 

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

 Trata-se de uma doença caracterizada por alterações genéticas e 

epigenéticas que conferem às células capacidade de proliferação descontrolada, 

evasão de mecanismos supressores de crescimento, resistência à morte celular, 

indução de angiogênese, invasão tecidual e disseminação metastática. Como 

consequência, o câncer permanece entre as principais causas de morte 

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

 Neste contexto, o impacto do câncer é extremamente relevante. Estima-se 

que em 2050 haverá mais de 35 milhões de novos diagnósticos de câncer, um 

crescente de 77% em comparação aos 20 milhões de casos estimados em 2022 

(Bray et.al., 2024). Bray e colaboradores ainda demonstraram que um milhão de 

crianças perderam suas mães, em 2020, por causa do câncer de mama ou de 

colo do útero (Bray et.al., 2024).  

 

I.1.1. Câncer de Mama 

 

Os tumores de mama são o segundo tipo de câncer mais frequente na 

população mundial, apresentando alta taxa de mortalidade, sendo que o gênero 

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

De acordo com as estatísticas mundiais do Globocan (estatística de câncer 

global), somente em 2022, os casos de câncer de mama atingiram 2,2 milhões 

com 666mil óbitos pela doença (Felay et al., 2022). 
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Somente no Brasil, para o ano de 2024 foram estimados 73.610 novos 

casos, o que representa 66,54 casos a cada 100 mil mulheres. De acordo com 

o INCA (Instituto Nacional do Câncer), houve 18 mil mortes, por causa do câncer 

de mama, no país (INCA, 2024). 

Muitos são os fatores que podem influenciar na ocorrência de tumores de 

mama, como incidência de radiações nocivas, idade, peso e taxas hormonais 

(Kashyap et al., 2022). Além disso, um conjunto complexo de alterações 

moleculares está envolvido no processo do desenvolvimento tumoral (Koya, 

Ibrahim., 2025). 

Embora avanços expressivos tenham sido alcançados nas últimas décadas 

em prevenção, rastreamento, diagnóstico precoce e tratamento, o câncer de 

mama ainda responde por elevada mortalidade feminina (WHO, 2022). Isso não 

decorre apenas da incidência da doença, mas devido à sua natureza 

heterogênea. Por essa razão, a classificação molecular passou a ser muito 

importante na compreensão da doença e na definição de estratégias 

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

Os principais subtipos moleculares do câncer de mama incluem os tumores 

Luminal A, Luminal B, HER2-positivo e triplo negativo. Entre eles, os subtipos 

luminais são os mais frequentes e expressam receptores hormonais (Eroles et 

al., 2012). O subtipo Luminal A destaca-se por sua alta prevalência e por seu 

melhor prognóstico quando comparado aos demais subtipos (Nascimento & 

Otoni, 2020). Ainda assim, esse perfil mais favorável não elimina sua relevância 

clínica, pois a doença pode apresentar recorrência, progressão e disseminação 

metastática (Nascimento & Otoni, 2020), justificando a necessidade em 

desenvolver abordagens terapêuticas direcionadas a esse contexto. Por outro 

lado, o triplo negativo é o tipo mais agressivo e possui altas taxas de proliferação 

e metástases com mau prognóstico e ausência de receptores hormonais 

(Machado Brandão-Costa et al., 2020). 

Na presente Tese foram avaliadas duas linhagens celulares de câncer de 

mama, MDA-MB-231 e MCF-7. Estas linhagens são as mais utilizadas em 

pesquisas por representarem os tipos de câncer de mama mais presentes na 

população, com características celulares de invasão e expressão gênicas 
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diferentes, sendo as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 as que apresentam um 

melhor e um pior prognóstico, respectivamente. A MCF-7 possui características 

de células mamárias anormais, que estão em contato direto com o lúmen dos 

ductos mamários e é classificada como Luminal A. O subtipo Luminal A expressa 

receptores de estrogênio e progesterona (Mendonça et al., 2024). A MDA-MB-

231 é classificada como Triplo Negativo e apresenta um maior grau de invasão 

se comparada à MCF-7. Possui pouca expressão de diferenciação luminal e uma 

alta proliferação. São, normalmente, carcinomas do tipo ductal invasor, com uma 

alta capacidade de diferenciação metaplásica e medular, relacionados a um pior 

prognóstico (Machado Brandão-Costa et al., 2020). 

Além das alterações adquiridas pelas células tumorais, o microambiente 

onde elas se encontram também desempenha um importante papel no processo 

carcinogênico. Dentre os componentes que fazem parte deste microambiente, a 

matriz extracelular tem uma importância relevante por conter moléculas 

regulatórias que podem estimular a progressão tumoral (N.Desai et al., 2025). 

Entre as moléculas que integram a matriz extracelular, podemos citar os 

colágenos do tipo I, III, IV, V e XI, proteoglicanos de sulfato heparano (HSPGs) 

e de sulfato de condroitina (CSPGs), e as glicoproteínas, como as lamininas 

(Brassart-Pasco et al.,2020). 

 

I.2. Laminina 

 

Entre o epitélio e o tecido conjuntivo, a matriz extracelular forma a lâmina 

basal, estrutura delgada constituída principalmente por moléculas de lamininas 

(N.Desai et al., 2025). A laminina é composta por três cadeias polipeptídicas α, 

β e γ sendo descritas até o momento 16 isoformas de lamininas. Entre elas a 

laminina-111, um heterodímero composto pelas cadeias α 1, β 1 e γ 1 (Figura 

1), que foi associado com adesão celular, secreção de proteases, diferenciação 

e proliferação celular e metástases em células tumorais (Nonnast et al., 2025). 

Parte desta regulação se dá através da modulação da expressão gênica, 

resultado da sinalização celular dependente da interação de proteínas da matriz 

extracelular com receptores (Mendonça, 2024). Processos como mudanças 

conformacionais ou clivagem por proteases promovem a liberação de peptídeos 
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biologicamente ativos (Kikkawa et al., 2013). 

 

Figura 1. Laminina-111 e seus peptídeos bioativos. 

 

I.2.1 Peptídeos Bioativos da Laminina-111 

 

As várias atividades biológicas estimuladas pela laminina-111, tanto em 

células normais quanto em células neoplásicas, despertaram o interesse em 

estudar os diferentes sítios ativos da molécula.  

Nomizu et al. (1997) realizaram varreduras sistemáticas na molécula de 

laminina-111 a procura de sequências biologicamente ativas. Ao todo, 

sintetizaram 560 peptídeos derivados das três cadeias da laminina-111 (α1, β1 

e γ1). Depois de sintetizados, os peptídeos foram avaliados em relação à 

atividade de adesão celular. Dos 560 peptídeos, apenas 51 foram identificados 

como possíveis sequências biologicamente ativas (Hozumi et al., 2012; Hayashi 

et al., 2021). Posteriormente, por meio de experimentos adicionais, peptídeos da 

laminina-111 foram caracterizados como moduladores da progressão de 

tumores malignos (Hayashi et al., 2021). 

Um peptídeo avaliado que apresentou atividade biológica foi o YIGSR 

localizado na cadeia β1 interna da laminina-111, perto da intersecção cruciforme 

(Figura 1). A sequência do peptídeo específico do sítio funcional da laminina-111 

foi identificada como CDPGYIGSR, entretanto os estudos realizados por 
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Mokotoff et al. (1997) demostraram que a atividade do pentapeptídeo YIGSR era 

equivalente a sequência completa e estava relacionada com a inibição da 

angiogênese em diversos tipos de tumores (Kikkawa et al., 2013; Jha & Moore., 

2024).  

Como representante da cadeia α1 da laminina-111 temos o peptídeo 

bioativo IKVAV (Figura 1) que se encontra acima do domínio globular (Tashiro et 

al., 1989). Este fragmento promove adesão e migração celular, tendo um papel 

importante no crescimento tumoral, metástase, secreção de protease e 

angiogênese em diversos tipos de tumores (González-Pérez et al., 2022; Jha & 

Moore., 2024). 

Desta forma, para entendermos o papel dessas sequências peptídicas no 

contexto do câncer de mama, os peptídeos foram radiomarcados. 

 

I.3. Peptídeos Radiomarcados 

 

Peptídeos radiomarcados tornaram-se muito importante na Medicina 

Nuclear e Oncologia nos últimos anos (Hesham et al., 2021; Malik 2025). Sondas 

com base em peptídeos radiomarcados representam a base molecular para 

imagem in vivo e terapia com radiofármacos com alta especificidade, devido à 

alta afinidade dos peptídeos para receptores superexpressos em tumores 

(Sobral et al., 2020; Fuscaldi et al., 2021). 

A atividade anticancerígena de diferentes peptídeos é atribuída a uma 

variedade de mecanismos que restringem o crescimento de tumores, entre os 

quais: i) inibição da angiogênese; ii) interações proteína-proteína iii) antagonistas 

peptídicos que podem preferencialmente se ligar a um receptor específico, etc 

(Bahar et al.,2025; Wu et al., 2026). Devido a estas características, a utilização 

direta de peptídeos como agentes para o entendimento e/ou tratamento do 

câncer vem aumentando consideravelmente nos últimos anos. 

Além disso, peptídeos apresentam diversas vantagens em relação às 

proteínas: tamanho reduzido, facilidade de síntese e modificação, fácil 

conjugação com radionuclídeos, boa tolerância a condições adversas de 

marcação, maior afinidade de ligação para receptores tumorais, cinética 
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favorável (rápida depuração sanguínea de tecidos não alvos e maior fixação no 

tecido tumoral), capacidade de penetração no tumor e de ser incorporado em 

vetores e nanopartículas (Sobral et al., 2020). 

A escolha do radionuclídeo a ser utilizado depende ainda de suas 

propriedades físicas e nucleares (meia-vida física, energia característica e tipo 

de emissão radioativa). As características dos radioisótopos devem ser 

combinadas às propriedades de biodistribuição e especificidade dos 

radiofármacos por determinados órgãos e tecidos, de modo a possibilitar a 

aplicação estrutural, funcional ou até mesmo bioquímica relacionadas à 

presença de diversas condições patológicas, tais como tumores (Witney & 

Blower., 2021). 

 

I.4. Radionuclídeos 

 

Radionuclídeos são isótopos radioativos dos elementos químicos que 

apresentam núcleo instável devido ao excesso de energia. A liberação deste 

excesso de energia é chamada de decaimento radioativo ou desintegração 

radioativa e a radiação (energia) pode ser emitida como uma radiação 

corpuscular (partícula alfa [α]; partícula beta menos [β-]; partícula beta mais ou 

pósitron [β+]) ou como uma onda eletromagnética (raios gama [γ]). Essas 

emissões ocorrem até que o núcleo do radionuclídeo alcance a estabilidade 

(Zhang et al., 2025). 

Cada radionuclídeo apresenta algumas características físicas próprias. 

Entre elas: o tempo de meia-vida física (T1/2física), o qual é definido como o 

tempo necessário para que a atividade inicial seja reduzida pela metade, e esta 

propriedade é única para cada radionuclídeo; o tipo de emissão de radiação, que 

pode ser um ou mais tipos; a energia característica de cada emissão e a 

intensidade com que se apresenta (Zhang et al, 2025). Em conjunto com essas 

características está a forma de obtenção dos radionuclídeos, que pode ser 

através de reatores nucleares, cíclotrons e geradores. Todas essas 

características definirão a escolha daqueles que melhor atendam aos interesses 

das áreas clínica e de pesquisa (Abbasi et al., 2019). 
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Considerando as características físicas e de produção, a tabela abaixo 

resume os principais radionuclídeos utilizados na área clínica (Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Características físicas dos radionuclídeos mais utilizados na área clínica. 

Radionuclídeo T1/2  física 
Tipo de emissão (energia, 

intensidade) 
Produção 

123I 13,2 h γ (159 KeV, 83%) Cíclotron 

131I 8,02 d 
β- (192 KeV, 89%) 

γ (365 KeV, 81%) 
Reator 

99mTc 6 h γ (140 KeV, 89%) Gerador 

18F 109,7 min β+ (634 KeV, 97%) Cíclotron 

11C 20,3 min β+ (961 KeV, 99,8%) Cíclotron 

67Ga 78,3 h  
γ (93, 185 e 300 KeV, 17-

39%) 
Cíclotron 

111In 67,3 h γ (171,245 KeV, ~90%) Cíclotron 

177Lu 6,65 d 
β- (497 Kev, ~100%) 

γ (113 e 208 Kev, 6-11%) 
Reator  

123/131I (iodo-123/131); 99mTc (tecnécio-99 metaestável); 18F (flúor-18); 11C (carbono-11) 67Ga 

(gálio-67) 111In (índio-111) 177Lu (lutécio-177) (Abbasi et al.,2019; Oliveira et al., 2019, Silva et al., 

2020) 

 

Dentre os elementos da Tabela 1, ênfase será dada ao iodo (131I)  e o 

tecnécio (99mTc), que foram utilizados no presente trabalho. 

 

 

I.4.1. Iodo radioativo 

 

O elemento químico iodo apresenta diferentes isótopos radioativos. Os 

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

importante característica química do iodo é a sua volatilidade, o que pode trazer 
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problemas relacionados à radioproteção. Porém, o uso de formas não voláteis, 

como iodeto de sódio (NaI) em pH básico, evita este problema.  

O radioisótopo, iodo-131 ([131I]NaI), apresenta T1/2 de 8,04 dias com 

decaimento por emissão β- (192 keV – 89%), seguida por três emissões γ (364 

keV – 81%; 637 keV – 7%; 284 keV – 6%). Ele é produzido em reator nuclear 

por fissão do urânio-235 (235U) e se apresenta na forma de [131I]NaI, uma solução 

límpida, incolor e com alta pureza radionuclídica (Sobral et al., 2020).  

O iodo-131 é o radionuclídeo de maior uso clínico tanto na detecção e 

tratamento de doenças tireoidianas quanto na radiomarcação de diversos 

traçadores com aplicabilidade em diferentes doenças (Durante et al. 2019; 

Sobral et al., 2020). Sua escolha para o presente estudo foi em razão da 

disponibilidade e do T1/2 de oito dias, possibilitando que estudos de estabilidade 

de longo prazo fossem realizados, além do potencial terapêutico. É importante 

pontuar que a química dos radionuclídeos de iodo é semelhante entre si, 

permitindo a translação do iodo-131 para o iodo-123, sem que haja 

comprometimento no processo de radioiodinação para sua utilização em 

imagens por SPECT. 

 

I.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 

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

A presença do aminoácido histidina nos peptídeos propostos possibilita a 

marcação com o radionuclídeo Tc-99m, através da formação do complexo 

tricarbonil (Waibel et al., 1999, Sobral et al., 2022). O elevado índice de utilização 

de moléculas radiomarcadas com Tc-99m é resultado das propriedades físicas 

e químicas ideias deste radionuclídeo, tais como: meia-vida física de 6,01 h, 

decaimento por emissão de radiação gama pura de baixa energia (140 keV) e 

praticidade para obtenção do radioisótopo a partir de um sistema gerador de 

molibdênio-99/tecnécio-99m (99Mo/99mTc) (Duatti.,2020). 
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I.4.2.1. Tricarbonil [99mTc(H2O)3(CO)3]+ 

 

Trata de um complexo no qual três posições de coordenação do metal são 

ocupadas por CO e as demais posições são ocupadas por três moléculas de 

água (Figura 2).  

 

 

Figura 2. Fórmula da estrutura do complexo tricarbonil. 

 

 No complexo tricarbonil metálico, as moléculas de água coordenadas ao 

metal apresentam caráter relativamente lábil, podendo ser substituídas por 

ligantes com maior capacidade doadora de elétrons. O anel imidazólico da 

histidina possui átomos de nitrogênio com pares de elétrons livres capazes de 

atuar como ligantes coordenantes. Assim, ocorre uma reação de substituição de 

ligantes, na qual as moléculas de água são deslocadas pela coordenação do 

nitrogênio imidazólico ao centro metálico. Essa substituição é favorecida pela 

maior estabilidade do complexo metal–histidina em comparação ao complexo 

hidratado inicial. (Waibel et al., 1999; Sobral et al., 2022). 

 

I.5.  Conceito de radiofármacos 

 

Radiofármacos são complexos que possuem em sua constituição dois 

componentes, sendo um radionuclídeo (elemento radioativo) e outro de interesse 

biológico (elemento não radioativo) utilizados para o diagnóstico e a terapia de 

doenças humanas (Schreuder et al., 2019; Zhang et al., 2025). Sua 
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aplicabilidade na medicina nuclear perfaz aproximadamente 90% para uso 

diagnóstico e o restante para terapia radionuclídica (Saha, 2010). 

Na concepção de um radiofármaco, a molécula é a primeira escolha e se 

baseia no direcionamento preferencial ou na participação em um processo 

fisiológico em um dado órgão (Schreuder et al. 2019). Em seguida, escolhe-se o 

radionuclídeo que apresenta as melhores características para a radiomarcação 

e cuja emissão de radiação seja detectada por equipamentos de imagem com 

dose mínima aos pacientes, no caso de uso para o diagnóstico por imagem. 

Além disso, é essencial que seja seguro, não tóxico e apirogênico na 

administração em humanos (Saha, 2010). 

A presença do aminoácido tirosina nos peptídeos permite a incorporação 

de iodo por substituição eletrofílica aromática no anel fenólico da tirosina, por 

meio de métodos diretos e rápidos de marcação. (Sobral et al., 2023). Como 

mencionado anteriormente, dentre os isótopos radioativos de iodo, o [131I]NaI 

pode ser usado tanto para o diagnóstico quanto para a terapia radionuclídica 

devido a emissão de raios-γ e de partículas β-, respectivamente, além de possuir 

altas purezas química e radionuclídica, ser de fácil marcação e não gerar 

impedimentos estéricos na ligação do complexo com o alvo tumoral (Durante et 

al., 2019). 

 

I.6. Justificativa 

  

 O presente trabalho busca avaliar a síntese e a otimização da 

radiomarcação de peptídeos biologicamente ativos das cadeias α1 (IKVAV) e 

β1(YIGSR) da laminina-111 com os radioisótopos I-131 e Tc-99m com o intuito 

de avaliar a interação desses fragmentos radiomarcados com as células 

tumorais, relacionadas ao câncer de mama (MCF-7) e (MDA-MB 231), o tipo 

mais prevalente entre as mulheres e com uma das maiores taxas de mortalidade. 

As implicações dos resultados são amplas. No campo da química e física foram 

confrontadas as dificuldades da radiomarcação e do direcionamento das cadeias 

peptídicas no alvo desejado (células tumorais). No campo da medicina, o melhor 

entendimento da proliferação das células, neste caso, relacionadas ao câncer de 

mama, poderá trazer avanços para o tratamento desta doença com relevância 
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clínica que acomete milhões de pessoas no mundo inteiro. Além disso, este 

estudo favoreceu a integração interdisciplinar e multiprofissional de 

pesquisadores da área de química, física e oncologia. 
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II. OBJETIVO GERAL 

 

Sintetizar e padronizar a radiomarcação de peptídeos da laminina-111 com 

I-131 e Tc-99m, bem como realizar estudos comparativos in vitro e in vivo destes 

radiopeptídeos para potencial aplicação em câncer de mama.  

 

1.1. II.1. Objetivos Específicos 

 

✔ Sintetizar, purificar e caracterizar os peptídeos propostos derivados da 

laminina-111;  

✔ Otimizar protocolos de marcação com os radioisótopos I-131 e Tc-99m 

para obter maior eficiência de marcação; 

✔ Otimizar protocolos de purificação dos peptídeos radiomarcados; 

✔ Determinar o coeficiente de partição dos peptídeos radiomarcados; 

✔ Determinar a estabilidade dos peptídeos radiomarcados em salina e soro; 

✔ Quantificar a ligação dos complexos sintetizados às proteínas séricas;  

✔ Avaliar a afinidade de ligação dos peptídeos radiomarcados às células 

tumorais relacionadas ao câncer de mama. 

✔ Avaliar a internalização dos peptídeos radiomarcados nas células 

tumorais relacionadas ao câncer de mama.  

✔ Avaliar a biodistribuição dos peptídeos radiomarcados em animais 

controle e modelo de câncer de mama. 
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III. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
III.1 Material 
 
 

Todos os N-9-fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc)-L aminoácidos foram 

provenientes da Bachem (Califórnia). Os aminoácidos utilizados nas sínteses 

peptídicas foram:  Fmoc-Tyr (tBu); Fmoc-Ile; Fmoc-Lys (Boc); Fmoc-Val; Fmoc-

Ala; Fmoc-Gly; Fmoc-Ser (tBut); Fmoc-Arg (Pmc) e Fmoc-His (1-Trt). As resinas 

empregadas nas sínteses foram Fmoc-Val-Wang; Fmoc- Arg-Wang com grau de 

substituição de 0,70 mmol/g para ambas as resinas. Os reagentes e solventes 

empregados nas sínteses e nos processos de radiomarcação e caracterização 

dos peptídeos foram todos de grau analítico e de procedência 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: 

 

● 20% 4-metilpiperidina/ 80% dimetilformamida (DMF); 

● 60% acetonitrila (ACN) / 40% H20;  

● Ácido trifluoroacético (TFA); 

● Água destilada; 

● Diclorometano (DCM);  

● Diisopropilcarbodiimida (DIC); 

● Dimetilformamida (DMF); 

● Éter gelado;  

● Fenol; 

● Metanol (MeOH);  

● n-hidroxibenzotriazol (HOBt);  

● Ninidrina; 

● Piridina;  

● Solução de iodeto de sódio [131I]NaI; 

● Cloramina T; 

● Metabisulfito de sódio; 

● Solução de pertecnetado de sódio Na99mTcO4; 

● Carbonato de sódio (Na2CO3) 
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● Tartarado de sódio e potássio (C4H4O6NaK) 

● Borohidreto de sódio (NaBH4) 

● Monóxido de carbono (CO) 

● 95% acetonitrila (ACN) / 5% H20 

● 0,9% NaCl (Cloreto de sódio) 

● 50% etanol / 50%H2O 

● 70% etanol / 30% NaCl 

● Ácido clorídrico (HCl) 0,1 M; 

● Agitador vórtex Genius 3 (Ika®, EUA);  

● Água para injeção 

● Banho-Maria 

● Balança analítica;  

● Calibrador de doses CRC 25W – Capintec; 

● Centrífuga Minispin® plus (EppendorfAG, Hamburgo, Alemanha);  

● Contador gama automático Wizard’3 2480 (Perkin Elmer);  

● Cuba de vidro, pinças, canetas, tesouras, pipetas automáticas; 

● 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); 

● Tampão PBS; 

● Tripsina 
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III.2 Métodos  

 

III.2.1. Síntese de Peptídeos em Fase Sólida (SPFS) 

 

Os peptídeos propostos YIKVAV, YIGSR derivados da laminina-111 e seus 

análogos 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 remoção 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 introdução do aminoácido 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 relação à 

quantidade de amino grupos na resina. O término da reação de acoplamento é 

monitorado pelo método qualitativo de ninidrina (Kaiser, et al., 1970) que detecta 

a presença de amino grupos livres (Figura 3). Caso se obtenha um teste positivo 

(coloração azul ou marrom), repete-se o acoplamento do aminoácido, 

geralmente nas mesmas condições do acoplamento anterior. Após o 

encerramento desta etapa, reinicia-se o próximo ciclo até o acoplamento de 

todos os resíduos de aminoácidos. A síntese dos peptídeos propostos foi feita a 

partir do aminoácido carboxi-terminal em direção ao o aminoácido N-terminal. 

A clivagem final do peptídeo da resina e a remoção dos grupos protetores 

das cadeias laterais foram efetuadas em uma única etapa de tratamento em uma 

mistura contendo TFA:água (95:5%).  Após esta clivagem, a resina foi lavada 

com éter gelado e o peptídeo extraído com solução aquosa de ácido acético (5%, 

v/v, para os solúveis). Após esta lavagem, o extrato ácido foi liofilizado para se 

obter, geralmente, um pó amorfo. 
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1ª Etapa: Acoplamento do primeiro aminoácido 

 
2ª Etapa: Desproteção do grupo protetor (Fmoc) 

 
3ª Etapa: Acoplamento do aminoácido subsequente 

 
4ª Etapa: Desproteção do grupo protetor (Fmoc) 

5ª Etapa: Clivagem do peptídeo da resina [TFA:água (95:5%)] 

 

 
Figura 3. Etapas de obtenção de um dipeptídeo em fase sólida pela estratégia Fmoc. 

 

III.2.2. Purificação e caracterização dos peptídeos 

 

A purificação e a caracterização dos peptídeos foram realizadas no 

departamento de Biofísica da UNIFESP. 
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Ill.2.2.1. Purificação dos peptídeos 

 

A etapa de purificação dos peptídeos foi realizada após a liofilização, e 

envolveu a utilização dos sistemas analítico e preparativo de cromatografia. 

Todos os peptídeos 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 frações 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, 

diâmetro dos poros de 300 Å). 

 

As condições cromatográficas foram: 

Sistema de Solventes: A: 0,1% TFA:H2O; B: 0,1% TFA-60% ACN:H20 

Gradiente: 0,33% B/min 

Fluxo: 10 mL/min 

Comprimento de onda: 220 nm. 

 

Ill. 2.2.2. Espectrometria de Massas 

 

Os peptídeos foram caracterizados por um sistema de LC/ESI-MS 

constituído por um modelo de separação com um injetor automático 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 peptídeos foram dissolvidos em 

60% ACN:H2O (v/v), na concentração de 1 mg/mL. 

 

As condições experimentais foram:  

Coluna:  Waters Nova-Pak C18 (2,1×150 mm),60 A, 3,5 µm 

Solventes: A: 0,1% TFA:H2O; B: 0,1% TFA - 60%ACN:H2O  

Gradiente: 0,33% B/min 

Fluxo: 10 mL/min 

Comprimento de onda: 220 nm. 
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III.2.3. Radiomarcação dos Peptídeos Sintetizados 

 

A radiomarcação dos peptídeos foi feita com os radioisótopos 131I (YIKVAV 

e YIGSR) ou 99mTc (HYIKVAV e HYIGSR). 

Experimentalmente, na radiomarcação com 131I, o peptídeo (~50 μg), 

previamente solubilizado em tampão fosfato 0,2 M (pH = 7,4), foi incubado na 

presença de aproximadamente 0,5 mCi (18,5 MBq) de [131I]NaI e 5 μL de 

cloramina T (1 mg/mL). Após 30-60 s, foram adicionados 5 μL de metabisulfito 

de sódio (2 mg/mL) para inativar a cloramina T. Ao meio reacional foram 

adicionados 500 µL de tampão PBS (pH 7,4), totalizando um volume de 

aproximadamente 550 µL (Figura 4). 

 

 

Figura 4. Etapas da radiomarcação dos peptídeos com [131I]NaI. 

 

Para a radiomarcação com 99mTc, foi realizado o procedimento descrito por 

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

 

a) Síntese do [99mTc(H2O)3(CO)3]+ 

 

Em um frasco de vidro lacrado contendo inicialmente 4 mg de carbonato de 

sódio, 20 mg de tartarato de sódio e potássio e 7,0 mg de boriidreto de sódio, 

diluídos em 0,5 mL de H2O nitrogenada, foi adicionado monóxido de carbono 
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(CO) por 20 min. Em seguida, adicionou-se 1 mL de pertecnetato de sódio 

(Na99mTcO4) com atividade de 110-120 mCi (4,07 – 4,40 GBq) em banho maria 

a 70ºC, durante 30 min. Em seguida, a reação foi resfriada à temperatura 

ambiente e o pH ajustado para 7,0 com 250 µL de HCl 1 M. 

 

b) Marcação da histidina da sequência peptídica com o [99mTc(CO)3(H2O)3]+ 

 

A reação da radiomarcação dos peptídeos foi realizada inicialmente com 

0,20-0,60 mg dos peptídeos contendo o aminoácido histidina e 

aproximadamente 300 µL do [99mTc(CO)3(H2O)3]+ previamente preparado. A 

mistura foi aquecida à 85º C por 30 min (Figura 5). 

 

 

Figura 5. Etapas da síntese do [99mTc(H2O)3(CO)3]+ e radiomarcação dos peptídeos com 

[99mTc(CO)3(H2O)3]+ 

 

Em ambos os processos de radiomarcação, a avaliação do rendimento 

radioquímico e da pureza radioquímica foi realizada através de análises 

cromatográficas, cromatografia em camada delgada (CCD) ascendente e 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) em fase reversa. 
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III.2.3.1. Purificação do material radiomarcado. 

 

A purificação dos peptídeos radiomarcados com 99mTc foi realizada por 

meio de extração em fase sólida, utilizando cartucho Sep-Pak C18 Classic. 

Previamente à etapa de purificação, o cartucho foi submetido a um processo de 

pré-condicionamento, que consistiu na passagem sequencial de 5 mL de etanol 

50% (v/v) em água, seguida de passagem de ar para remoção do excesso de 

solvente, e posterior aplicação de 5 mL de água para injeção, finalizando-se 

novamente com passagem de ar. 

Para a purificação, a solução contendo o peptídeo radiomarcado foi 

aplicada ao cartucho previamente condicionado. Em seguida, realizou-se a 

lavagem do cartucho com 3 mL de água para injeção, sendo o eluato coletado 

em frasco de descarte, correspondente à fração contendo 99mTc livre. A eluição 

do peptídeo radiomarcado retido no cartucho foi realizada com 1 mL de solução 

de etanol 70% (v/v) em solução salina, sendo esta fração coletada como produto 

purificado. Adicionalmente, a atividade radioativa remanescente no cartucho foi 

quantificada, sendo atribuída à fração coloidal de 99mTc. 

   

III.2.3.2. Estudos de estabilidade radioquímica dos peptídeos radiomarcados 

 

A estabilidade radioquímica foi avaliada à temperatura ambiente e sob 

refrigeração até 72 horas após seu preparo para as marcações com 131I ou à 

temperatura ambiente até 4 horas para as marcações com 99mTc. Para tal 

finalidade, a pureza radioquímica foi quantificada por CCD (Figura 6). 

 

Figura 6. Semeadura da amostra na fita TLC/SG de 10 cm para análise cromatográfica. 

 



21 

 

A estabilidade dos fragmentos radiomarcados também foi avaliada em soro 

a 37 °C. Experimentalmente, em um eppendorf contendo 475 µL de soro foram 

adicionados 25 µL (~1.96 MBq) dos peptídeos radiomarcados. As amostras 

foram incubadas sob leve agitação (500 rpm) por 1, 4 e 24 h para as marcações 

com 131I ou 1, 2, 3 e 4 para as marcações 99mTc. Em seguida, em uma alíquota 

de 100 µL da amostra, foram adicionados 200 µL de ACN 100% gelada para a 

precipitação das proteínas séricas e posterior análises cromatográficas, em 

triplicada, utilizando a técnica de CCD. 

 

III.2.3.3. Cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa  

 

O controle de qualidade por cromatografia líquida de alta eficiência em fase 

reversa (CLAE-FR) foi realizado para determinar os tempos de retenção (Rt) e a 

pureza radioquímica (PRQ) dos peptídeos radiomarcados. A CLAE-FR foi 

realizada no UHPLC Infinity II 1290, equipado com detector UV-visível, injetor 

automático, forno de coluna e sistema de dados Open Lab ECM acoplado ao 

detector de radiação. Para as análises foi utilizada a coluna analítica de fase 

reversa Phenomenex Kinetex® C18 (100 mm x 3 mm; 2,6 μm) mantida a 25 °C. 

 

As condições cromatográficas foram:  

Sistema de Solventes: A: 0,1% TFA/H2O; B: 0,1% TFA/ACN; 

Gradiente: 5% B/min; 

Fluxo: 1 mL/min; 

Comprimento de onda: 220 nm; 

Detector de radiação. 

 

III.2.4. Determinação do coeficiente de partição (CP) dos peptídeos 

radiomarcados  

 

O coeficiente de partição (CP) dos peptídeos radiomarcados foi 

determinado conforme descrito por Sobral et al., (2020). Experimentalmente, 

adicionou-se 25 µL de cada peptídeo radiomarcado a um tubo contendo 500 µL 

de n-octanol e 500 µL de solução 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 µL da fase oleosa e da fase aquosa para contagem em contador 

automático tipo poço (Figura 8). O coeficiente de partição foi determinado pela 

divisão da atividade contida na fase oleosa pela fase aquosa e expresso em Log 

P: 

 

𝑪𝐏 = log [ 
fase orgânica (cpm)

fase aquosa (cpm)
 ] 

 

 

Figura 8. Etapas da determinação do coeficiente de partição dos radiopeptídeos. 

 

III.2.5. Interação dos peptídeos radiomarcados às proteínas séricas 

  

A porcentagem de ligação às proteínas séricas dos peptídeos 

radiomarcados foi avaliada pelo método de precipitação proteica com ACN 100% 

gelada. Para este estudo foram adicionados 25 μL dos peptídeos radiomarcados 

a 175 μL de soro humano e incubados à 37°C por 30 e 60 min. Para a 

precipitação das proteínas, foram adicionados 200 μL de ACN 100% gelada. 

Após agitação por um minuto em vórtex, as amostras foram centrifugadas a 

14000 rpm por 10 minutos, em centrífuga Minispin® plus. Após centrifugação, o 

sobrenadante foi separado do pellet. Em seguida, as radioatividades do pellet e 

do sobrenadante foram contadas em contador gama automático (Figura 7). A 
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porcentagem de ligação dos peptídeos radiomarcados às proteínas séricas foi 

determinada por meio do cálculo: 

 

Ligação às proteínas séricas (%) =
precipitado (cpm)

(precipitado + sobrenadante)(cpm)
 x 100 

 

 

Figura 7. Etapas da avaliação da ligação dos radiopeptídeos às proteínas séricas. 

 

III.2.6. Avaliação da interação e internalização dos peptídeos 

radiomarcados às células tumorais. 

 

III.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 37º C (5% CO2), 

onde alcançaram a confluência 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 realização 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) 

 

III.2.6.2.  Avaliação da ligação e internalização dos peptídeos radiomarcados 

com as células tumorais. 

 

Em sextuplicada, foi adicionado 2 x 106 células (MDA-MB-231 ou MCF-7) 

em 450 µL de meio de cultura RPMI ou DMEM-F12 respectivamente e uma 

alíquota de 25 µL dos radiopeptídeos. A avaliação da ligação e internalização 

dos peptídeos radiomarcados com as células foi realizada após a incubação a 

37°C, com leve agitação (500 rpm), nos tempos de 1, 4 e 24 h para os peptídeos 

marcados com 131I ou de 1 e 2 horas para os peptídeos marcados com 99mTc. 

Após o término de cada período de incubação, 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 automático Wizard2™ 3” 2480 (Figura 10). 

 

 

Figura 10. Etapas da avaliação das frações ligada (A) e internalizada (B) às células tumorais. 
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A porcentagem da fração ligada às células tumorais foi calculada de acordo 

com a equação abaixo: 

 

 

 

 

Após a contagem da atividade, a internalização dos radiopeptídeos às 

células tumorais foi mensurada através da adição de 500 µL de tampão de 

lavagem ácida (0,2 M ácido acético em 0,5 M NaCl; pH 2,8) e mantido em 

temperatura ambiente por 5 min para remover os radiopeptídeos ligados à 

superfície 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 automático Wizard2™ 3” 2480 (Figura 10). 

A porcentagem da fração internalizada às células tumorais foi calculada de 

acordo com a equação abaixo: 

 

𝐹𝑟𝑎çã𝑜 𝐼𝑛𝑡𝑒𝑟𝑛𝑎𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑎 =
𝑎𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑛𝑜 𝑝𝑒𝑙𝑙𝑒𝑡

𝑎𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑛𝑜 𝑝𝑒𝑙𝑙𝑒𝑡 + 𝑎𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑛𝑜 𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒
 𝑥 100 

 

III.2.7.  Modelo Animal 

 

III.2.7.1. Animais 

 

Fora utilizados 27 camundongos fêmeas da linhagem Balb/c nude (~60 dias 

e ~25 g) provenientes do biotério do Centro de Experimentação e Treinamento 

em Cirurgia do Hospital Israelita Albert Einstein (CEUA 3740-19 e 6015-24), 

acondicionados em caixas moradia de acrílico (40 x 34 x 17 cm) forrado com 

maravalha, em número 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 os animais tiveram livre acesso à água e ração para 

roedores.  
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III.2.7.2. Inoculação das células tumorigênicas MDA-MB-231 

 

O modelo de câncer de mama foi realizado apenas com as células MDA-

MB-231. Alíquotas de aprox. 100-150 µL, contendo 1 x 107 células MDA-MB-231 

e matrigel, foram inoculadas pela via subcutânea no flanco posterior direito dos 

camundongos. Após a inoculação das células, esperou-se um crescimento 

tumoral entre 3-4 semanas (Figura 11). Os animais com tumor de mama foram 

utilizados nos estudos de biodistribuição. 

 

 

 

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

fêmeas. 

 

III.2.7.3. Estudos de Biodistribuição 

 

Os camundongos, com peso entre 25-30g, foram anestesiados via 

aplicação intraperitonial de uma injeção combinada de ketamina e xilazina. Em 

seguida, os peptídeos radiomarcados foram administrados através da veia 

caudal para posterior estudo de biodistribuição (Figura 12). A biodistribuição dos 

peptídeos radiomarcados em órgãos de interesse foram quantificados em 

contador gama nos tempos de 15 min e 120 min. 
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Figura 12. Injeção do peptídeo radiomarcado, após a tempo determinado realização da 

biodistribuição em animal controle e o modelo. 

 

Para melhor esclarecimento e definição do número de animais que foram 

utilizados no presente projeto, seguem abaixo os grupos experimentais      

(Tabela 2). 

 

Tabela 2. Grupos Experimentais para biodistribuição. 

Grupos 

 

Administração 

(via caudal) 

 

Biodistribuição (min) 

15 120 

Animais normais 

(controle) 

Peptídeos radiomarcados 

com I-131 (2) 

 

3 

 

3 

Animais normais 

(controle) 

Peptídeos radiomarcados 

com Tc-99m (2) 

 

- 

 

3 

Animais induzidos ao 

modelo de câncer de 

mama 

Peptídeo radiomarcado 

com I-131 (2) 

 

 

6 

 

6 

Animais induzidos ao 

modelo de câncer de 

mama 

Peptídeo radiomarcado 

com Tc-99m (2) 

 

 

- 

 

6 
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III.2.8. Análise estatística 

 

A análise estatística dos dados obtidos foi realizada pelo programa 

GraphPad Prism (versão 8.0.1). As médias de três ou mais grupos foram 

comparadas por Análise de Variância (one-way ANOVA), seguida pelo teste de 

comparação múltipla de Tukey. Foram consideradas diferenças significativas os 

valores de p <0,05. 
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IV. RESULTADOS OBTIDOS 

 

IV.1. Resultados com 131I 
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IV.2. Resultados com 99mTc  

 

IV.2.1. Síntese e Caracterização dos Peptídeos 

 

Os fragmentos peptídicos derivados da molécula da laminina-111 foram 

sintetizados com a adição do resíduo de histidina (H): HYIGSR e HYIKVAV. As 

sínteses das sequências foram realizadas através da síntese de peptídeos em 

fase sólida, manualmente, utilizando a estratégia Fmoc/But. A clivagem final do 

peptídeo da resina e a remoção dos grupos protetores das cadeias laterais foram 

efetuadas em uma mistura contendo elevado teor de TFA. 

 

i.           Primeira sequência: fragmento modificado HYIGSR (cadeia β1 da 

laminina-111). A síntese foi realizada utilizando a resina Arg-Wang (0,7 mmol/g), 

na escala de 0,49 mmol/g; peso teórico: 731,81 g; peso obtido: 529,83 g. Vale 

ressaltar que o aminoácido H foi adicionado no N-terminal para a realização da 

radiomarcação com o radionuclídeo 99mTc. 

ii. Segunda sequência: fragmento modificado HYIKVAV (cadeia α1 da 

laminina-111). A síntese foi realizada utilizando a resina Val-Wang (0,5 mmol/g), 

na escala de 0,35 mmol/g; peso teórico: 829,01 g; peso obtido: 385,45 g. Vale 

ressaltar que os aminoácidos H e Y foram acrescentados no N-terminal da 

sequência IKVAV, já descrita (Sweener et al., 1991; Bresalier el at., 1995) para 

realização da radiomarcação com o radionuclídeo 99mTc e comparação com a 

sequência utilizada para a marcação com 131I. 

 

Os rendimentos finais das sínteses foram de aproximadamente 60% para 

todos os fragmentos e a pureza dos peptídeos foi confirmada por CLAE-FR. Os 

parâmetros utilizados nas análises cromatográficas estão resumidos na Tabela 

3.  
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Tabela 3. Parâmetros utilizados na caracterização dos peptídeos propostos 

 

Peptídeos 

 

Massa obtido 

[mg] 

CLAE-FR analítico 

Gradiente Tempo de 

Retenção 

[min] 

% de Sol. B para 

eluição 

HYIGSR 

MM = 731,81 

g/mol 

529,83 5% - 95%       em 

30 min 9,89 60% 

HYIKVAV 

MM = 829,01 

g/mol 

385,48 5% -95% 

em 30 min 16,02 60% 

Solvente A:0,1% TFA/H2O; Solvente B: 60%ACN/H2O 

 

Os perfis cromatográficos, obtidos nas análises por CLAE-FR, e os 

espectros de massa, obtidos nas análises por espectrometria de massa, dos 

fragmentos peptídicos sintetizados HYIGSR e HYIKVAV estão representados 

nas figuras 13 e 14, respectivamente. 

 

 

Figura 13. Perfil cromatográfico (A) e espectro de massas (B) do fragmento HYIGSR. 
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Figura 14. Perfil cromatográfico (A) e espectro de massas (B) do fragmento HYIKVAV. 

 

Para ambos os peptídeos foi obtido um bom perfil cromatográfico. No 

espectro de massas, a massa obtida foi correspondente a massa molecular 

teórica de 731,81g/mol mais uma molécula de hidrogênio totalizando 732,8 g/mol 

para o peptídeo HYIGSR. Já para o fragmento HYIKVAV sua massa molecular 

foi de 892,8 g/mol com mais um hidrogênio, quando ionizada obteve uma massa 

de 415,6 g/mol e no caso do HYIKVAV também houve uma dimerização com o 

valor de 1658,3 g/mol. 

As sínteses e caracterizações dos peptídeos foram realizadas com 

sucesso. Em seguida, os processos de padronização das radiomarcações foram 

iniciadas. 

 

IV.2.2. Radiomarcação dos Peptídeos 

 

Para realizar a padronização do radiomarcação e obter alto rendimento 

radioquímico, foram avaliadas diferentes condições de marcação, além do 

melhor sistema de solventes para a realização das análises 

radiocromatográficas. Tendo que levar em conta que o melhor solvente é aquele 
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que consegue separar o 99mTc livre e o 99mTc-tricarbonil do peptídeo 

radiomarcado. 

As variações realizadas para a padronização das reações de 

radiomarcação, assim como os sistemas cromatográficos utilizados para 

avaliação de cada radiopeptídeo, estão sumarizadas na Tabela 4. 

 

Tabela 4. Parâmetros de radiomarcação para os peptídeos HYIGSR e HYIKVAV. 

Parâmetro de radiomarcação HYIGSR HYIKVAV 

Massa de peptídeo [mg] 0,04; 0,1; 0,15; 0,2 
0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 

0,8; 1,0 

Atividade de [99mTc]Tc-tricarbonil [mCi] ~4 ~4 

Temperatura de reação [°C] 70; 85 70; 85 

Tempo de reação [min] 15; 30; 60 15; 30 

Fases móveis para análise do rendimento 
radioquímico 

ACN:H2O (50:50) 
ACN:H2O (95:05) 

NaCl 0,9% 
Metiletilcetona 

 
ACN:H2O (95:05) 

NaCl 0,9% 
Metiletilcetona 

Fase estacionária para análise do 
rendimento radioquímico 

TLC-SG TLC-SG 

 

Para a marcação do peptídeo HYIGSR com o tricarbonil foi obtido melhores 

resultados utilizando 0,2 mg do peptídeo à 85°C por 30 min. O fragmento 

HYIKVAV teve um melhor rendimento utilizando 0,6 mg do peptídeo à 85°C por 

30 min. 

A avaliação do rendimento radioquímico foi realizada através da 

cromatografia em camada delgada ascendente (TLC/SG) utilizando diferentes 

fases móveis. 

Nos sistemas cromatográficos de salina 0,9% para a análise, o tricarbonil 

ficou retido no ponto de aplicação, com Rf de 0.1- 0.2, o peptídeo radiomarcado 

entre o Rf 0.3 - 0.8, enquanto o 99mTc migrou com o eluente com Rf 0.9 - 1.0. As 

analises foram realizadas em triplicata. O cálculo do rendimento radioquímico foi 

determinado em porcentagem da atividade de cada espécie radioquímica em 

relação à atividade total de fita, sempre de acordo com o Rf correspondente. 
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IV.2.2.1. Perfis cromatográficos obtidos para o peptídeo HYIGSR 

 

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

condições de radiomarcação para o peptídeo HYIGRS, de acordo como solvente 

utilizado nas análises cromatográficas. 

 

 

Figura 15. Perfis radiocromatográficos do [99mTc]-tricarbonil (A), peptídeo [99mTc]Tc(CO)3-

HYIGSR (B), [99mTc]TcO2 (C) e [99mTc]TcO4
- (D) em Acetonitrila 50%.   
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Figura 16. Perfis radiocromatográficos do [99mTc]-tricarbonil (A), peptídeo [99mTc]Tc(CO)3-

HYIGSR (B), [99mTc]TcO2 (C) e [99mTc]TcO4
- (D) em Acetonitrila 95%.     

 

Figura 17. Perfis radiocromatográficos do [99mTc]-tricarbonil (A), peptídeo [99mTc]Tc(CO)3-

HYIGSR (B), [99mTc]Tc02 (C) e [99mTc]TcO4
- (D) em Metiletilcetona 100%.  
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Figura 18. Perfis radiocromatográficos do [99mTc]-tricarbonil (A), peptídeo [99m Tc]Tc(CO)3-

HYIGSR (B), [99mTc]TcO2 (C) e [99mTc]TcO4
- (D) em NaCl 0,9%.  

 

 

IV.2.2.2. Perfis cromatográficos obtidos para o peptídeo HYIKVAV  

 

Figuras 19 - 21 mostram os perfis cromatográficos obtidos em diferentes 

condições de radiomarcação para o peptídeo HYIKVAV, de acordo como 

solvente utilizado nas análises cromatográficas. 
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Figura 19. Perfis radiocromatográficos do [99mTc]-tricarbonil (A), peptídeo [99mTc]Tc(CO)3-

HYIKVAV (B), [99mTc]TcO2 (C) e [99mTc]TcO4
- (D) em Acetonitrila 95%. 

 

Figura 20. Perfis radiocromatográficos do [99mTc]-tricarbonil (A), peptídeo [99mTc]Tc(CO)3-

HYIKVAV (B), [99mTc]TcO2 (C) e [99mTc]TcO4
- (D) em Metiletilcetona 100%. 
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Figura 21. Perfis radiocromatográficos do [99mTc]-tricarbonil (A), peptídeo [99mTc]Tc(CO)3-

HYIKVAV (B), [99mTc]TcO2 (C) e [99mTc]TcO4
- (D) em NaCl 0,9%. 

 

De acordo com as Figuras (15, 16, 17, 19 e 20) os eluentes 50% ACN / 

50%H20, 95% ACN / 5%H2O e 100% Metiletilacetona não foram adequados para 

mensurar o rendimento radioquímico, não sendo capazes de separar Ticarbonil, 

TcO2, TcO4
- e o peptídeo marcado. Para ambos os peptídeos a NaCl 0,9% 

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

 

IV.2.3. Estudo de estabilidade radioquímica dos peptídeos radiomarcados 

 

O uso de métodos cromatográficos constitui um dos parâmetros básicos 

para estimar as estabilidades radioquímicas dos radiofármacos. Além disso, a 

estabilidade de um radiocomposto influencia diretamente na sua biodistribuição 

ex vivo. Neste estudo, foram avaliadas as estabilidades dos peptídeos 

radiomarcados em meio reacional, mantidos à temperatura ambiente, e após 

incubação em soro, à 37°C (Figura 22). 
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Figura 22. Estabilidade radioquímica dos peptídeos [99mTc]Tc(CO)3-HYIGSR e [99mTc]Tc(CO)3-

HYIKVAV em salina à temperatura ambiente (A) e em soro à 37°C (B). Não há diferença 

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

  

Como pode ser observado nos gráficos da figura 22, ambos radiopeptídeos 

apresentaram-se estáveis, tanto em temperatura ambiente quanto em soro no 

decorrer dos tempos investigados, não havendo diferença estatisticamente 

significativa entre eles. Destaca-se ainda que a pureza radioquímica 

permaneceu acima de 90%. 

 

IV.2.3.1. Radiocromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa  

 

O controle de qualidade por radioCLAE-FR foi realizado para avaliar a 

presença do produto radiomarcado e de eventuais impurezas radioquímicas, 

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

radiocromatográficos estão representados nas figuras 23 e 24. 
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Figura 23. Perfis (radio)cromatográficos do peptídeo HYIGSR não radiomarcado (A), do 

[99mTc]Tc-tricarbonil (B), do [99mTc]Tc(CO)3-HYIGSR não purificado (C) e do [99mTc]Tc(CO)3-

HYIGSR purificado (D). 
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Figura 24. Perfis (radio)cromatográficos do peptídeo HYIKVAV não radiomarcado (A), do 

[99mTc]Tc-tricarbonil (B), do [99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV não purificado (C) e do [99mTc]Tc(CO)3-

HYIKVAV purificado (D). 

 

O tempo de retenção do tricarbonil é de 5.293 min após a marcação de 

ambos os peptídeos. Os radiopeptídeos tiveram um avanço no tempo de 

retenção de 5.351 para HYIGSR e 5.695 para HYIKVAV, em relação aos 

peptídeos não radiomarcados devido à distância dos detectores. No início do 

perfil (radio)cromatográfico no tempo de aproximadamente 1 min sai o 99mTc 

livre, após a purificação dos radiopeptídeos as impurezas diminuíram. Os dados 

obtidos por radioCLAE-FR são condizentes ao CCD. 
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IV.2.4. Determinação do coeficiente de partição (CP) dos peptídeos 

radiomarcados 

  

A lipofilicidade dos radiopeptídeos foi avaliada por meio da determinação 

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

como logaritmo de P (Log P) e estão representados na figura 25. 
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Figura 25. Logaritmo do coeficiente de partição (Log P) dos radiopeptídeos [99mTc]Tc(CO)3-

HYIGSR e [99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV. Os dados estão expressos como “média ± DP” (n = 5) e 

foram analisados pelo teste t de Student. Asteriscos indicam diferença estatisticamente 

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

 

Os resultados mostraram que o Log P do [99mTc]Tc(CO)3-HYIGSR foi de -

1,91 ± 0,08% e o do [99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV de -0,65 ± 0,05%. Logo, o 

fragmento [99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV apresentou características menos 

hidrofílicas em comparação com [99mTc]Tc(CO)3-HYIGSR.  
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IV.2.5. Estudo da interação dos peptídeos radiomarcados às proteínas 

séricas 

 

A porcentagem de LPS foi avaliada pelo método de precipitação proteica 

com acetonitrila (ACN) 100% gelada nos tempos de 30 e 60 minutos. Os 

resultados obtidos estão representados nos gráficos da Figura 26. 
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Figura 26. Ligação às proteínas séricas (LPS) dos radiopeptídeos [99mTc]Tc(CO)3-HYIGSR e 

[99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV. Os dados estão expressos como “média ± DP” (n = 3) e foram 

analisados pelo teste t de Student. Asteriscos indicam diferença estatisticamente significativa 

entre os tempos investigados [99mTc]Tc(CO)3-HYIGSR: **p = 0,0035; [99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV: 

**p = 0,0067). 

 

A porcentagem de LPS para o radiopeptídeo [99mTc]Tc(CO)3-HYIGSR no 

tempo de 30 min foi de 15,11 ± 2,48% e subiu para 21,12 ± 2,01% em 60 min, 

para o [99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV obteve 18,08 ± 3,11% de ligação no tempo de 

30 min e em 60 min de 21,64 ± 1,39%. Os dados do Log P do coeficiente de 

partição corroboraram estes resutados. 

 

IV.2.6. Avaliação da ligação e internalização dos peptídeos radiomarcados 

com células tumorais 

 

As porcentagens de ligação e internalização dos complexos 

[99mTc]Tc(CO)3-HYIGSR e [99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV às células MCF-7 estão 

representadas na Figura 27. 
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Figura 27. Porcentagens de ligação (A) e internalização (B) dos radiopeptídeos [99mTc]Tc(CO)3-

HYIGSR e  [99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV na linhagem MCF-7. Os dados estão expressos como 

“média ± DP” (n = 3) e foram analisados pelo teste t de Student. Com relação ao tempo de 

incubação (1h versus 2 h), não há diferença estatística (p >0,05). Com relação aos peptídeos 

investigados ([99mTc]Tc(CO)3-HYIGSR versus [99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV), há diferença estatística 

entre os peptídeos para o tempo de 1 h de incubação, tanto na ligação (*p = 0,0211) quanto na 

internalização (*p = 0,0350). 

 

Como pode ser evidenciado pela análise dos gráficos, as porcentagens de 

ligação do [99mTc]Tc(CO)3-HYIGSR foram de 2,96 ± 0,60% (1 h) a 3,68 ± 0,79 (2 h). 

Já o [99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV teve uma ligação 9,20 ± 2,87% na primeira hora e 

8,01 ± 4,57% no tempo de 2 h. 

As porcentagens de internalização do [99mTc]Tc(CO)3-HYIGSR foram de 

25,85 ± 3,33% em 1 h e 27,28 ± 3,30% em 2 h. E para o [99mTc]Tc(CO)3-

HYIKVAV 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 fração ligada e internalizada, 

respectivamente, para os peptídeos [99mTc]Tc(CO)3-HYIGSR e [99mTc]Tc(CO)3-

HYIKVAV ás células MDA-MB-231. 
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Figura 28. Porcentagem de (A) ligação e de (B) internalização dos peptídeos [99mTc]Tc(CO)3-

HYIGSR e  [99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV na linhagem MDA-MB-231. Com relação ao tempo de 

incubação (1h versus 2 h), há diferença estatística somente para a internalização do peptídeo 

[99mTc]Tc(CO)3-HYIGSR (p>0,0001). Com relação aos peptídeos investigados ([99mTc]Tc(CO)3-

HYIGSR versus [99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV), há diferença estatística entre os peptídeos para o 

tempo de 1 h de incubação, tanto na ligação (p=0,0115) quanto na internalização (p< 0,0001), e 

para o tempo de 2 h de incubação na internalização (p<0,0001) (n=6) 

  

O peptídeo [99mTc]Tc(CO)3-HYIGSR apresentou um porcentagem de 3,63 

± 0.96% em 1h e  2,63 ± 0,80% no tempo de 2h (Figura 28 A). Já o fragmento 

[99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV na primeira hora obteve 5,38 ± 1,02% e 5,25 ± 0,50% 

em duas horas. 

A porcentagem da fração internalizada do peptídeo [99mTc]Tc(CO)3-

HYIGSR 67,42 ± 4,27% em 1 h e para 2 h 35,18 ± 7,49%. Já para o 

[99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV 64,39 ± 7,90% e 57,77 ± 4,44% respectivamente 

(Figura 28 B). 

 

IV.2.7. Estudo de biodistribuição 

 

Dois grupos de animais foram utilizados, sendo um controle (saudável) e o 

outro modelo de câncer de mama induzido pela inoculação das células 

tumorigênicas MDA-MB-231. Após os animais atingirem a idade para a 

experimento foi injetado o [99mTc]Tc(CO)3-HYIGSR ou [99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV 

por via endovenosa através da veia da cauda. A biodistribuição dos 

radiopeptídeos foi analisada no tempo de 2 horas (Figuras 29 e 30).     
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Figura 29. Biodistribuição dos radiopeptídeos [99mTc]Tc(CO)3-HYIGSR e [99mTc]Tc(CO)3-

HYIKVAV em animais controle (saudáveis) e modelo de câncer de mama (MDA-MB-231) no 

tempo de 2 horas. Os dados estão expressos como “média ± SD” (n = 3 - 5). 
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Figura 30. Comparação entre a detecção dos radiopeptídeos [99mTc]Tc(CO)3-HYIGSR e  

[99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV  nos tumores (A) e alvo-não alvo (B) no tempo de 2 horas. Os dados 

estão expressos como “média ± SD” (n = 3). 

  

Os dados da biodistribuição mostram que ambos os radiopeptídeos tiveram 

uma rápida depuração sanguínea, houve uma captação no estômago podendo 

sugerir a presença de 99mTc livre e captação no fígado e intestinos sendo uma 

via de eliminação já que a via renal não foi tão intensa. O radiopeptídeo 

[99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV teve uma maior captação no tumor com uma relação 

alvo-não alvo de 1,56 ± 1,22%. 
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V. DISCUSSÃO 

 

V.1 Definição dos fragmentos peptídicos propostos  

 

A escolha das sequências peptídicas para o desenvolvimento do presente 

trabalho baseou-se na importância e no envolvimento da molécula laminina-111 

em processos de adesão celular, secreção de proteases, diferenciação e 

proliferação celular, e metástases em células tumorais de diversos tipos de 

cânceres, incluindo o câncer de mama (Nonnast et al., 2025). Como já relatado, 

a laminina-111 é um heterodímero composto pelas cadeias α1, β1 e γ1. Em 

todas as suas cadeias há a presença de sequencias peptídicas biologicamente 

ativas. (Nirwane et al., 2022) 

O peptídeo YIGSR, derivado da cadeia β1, está relacionado com a inibição 

da angiogênese de diferentes tipos de tumores (Mokotoff et at 1997; Jha and 

Moore., 2024). Como o resíduo de Y já está presente na sequência deste 

peptídeo, é possível radiomarcá-lo com 131I. Por outro lado, para a 

radiomarcação com 99mTc, utilizando a metodologia do tricarbonil, foi necessária 

a adição do resíduo de H, obtendo-se a sequência HYIGSR. (Qiao et al., 2020; 

Facca et al., 2021) 

O outro peptídeo proposto contém a sequência IKVAV derivada da cadeia 

α1 da laminina-111. Esta sequência é descrita por promover adesão celular e 

migração tendo um papel importante no crescimento tumoral, metástase, 

secreção de proteases e angiogênese em diversos tipos de tumores (González-

Pérez et al., 2022; Jha and Moore., 2024). Entretanto, para permitir o processo 

de radiomarcação com o 131I foi incorporado o aminoácido Y e para a 

radiomarcação com 99mTc, também pelo método do tricarbonil, foi incorporado o 

aminoácido H, que não estavam na sequência original do peptídeo. Portanto, as 

sequências dos peptídeos utilizadas em nosso estudo foram YIKVAV e 

HYIKVAV.  

Assim, a proposição dos estudos de radiomarcação dos dois peptídeos 

biologicamente ativos da laminina-111, bem como os estudos de ligação e 

internalização em células tumorais de mama e a biodistribuição em modelos 

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

tumoral.  

Resumidamente, os peptídeos foram sintetizados, caracterizados e 

purificados de maneira bastante satisfatória para iniciar o processo de 

radiomarcação subsequente.  

 

V.2. Utilização dos radionuclídeos 131I e 99mTc  

 

Os radioisótopos escolhidos para este estudo foram o 131I e 99mTc, 

disponíveis nas formas químicas de iodeto de sódio ([131I]NaI) e pertecnetato de 

sódio (Na99mTcO4), respectivamente. Ambos apresentam características físicas 

favoráveis para a radiomarcação de moléculas do tipo peptídeos. Além disso, o 

[131I]NaI apresenta alto índice de pureza radionuclídica, química de fácil 

marcação e distribuição estabelecida em todo o Brasil (Durante et al., 2019; 

Sobral et al., 2020). Já o Na99mTcO4 representa quase 80-85% de todos os 

estudos diagnósticos realizados na Medicina Nuclear (Sobral et al., 2022) e é 

facilmente obtido através de um gerador de molibdênio-99/tecnécio-99m 

(99Mo/99mTc). 

O método utilizado para a radiomarcação dos peptídeos com 131I foi a 

substituição eletrofílica aromática que, através da utilização de um agente 

oxidante (cloramina T), provoca a oxidação do iodeto (131I-) a iodato (131I+) e sua 

ligação covalente ao anel aromático da cadeia lateral do resíduo da Y. Trata-se 

de um método bem descrito na literatura com alto rendimento radioquímico, mas 

dependente da sequência a ser radiomarcada (Hunter, 1962; Durante et al., 

2019; Molavipordanjani et al., 2019). No nosso caso, a escolha do 131I foi em 

razão da disponibilidade (fornecimento pelo IPEN-SP) e pelo T1/2 de 

aproximadamente oito dias, possibilitando que estudos de estabilidade de longo 

prazo fossem realizados.  

A obtenção dos peptídeos radiomarcados com 99mTc foi possível pela 

presença do aminoácido H nos peptídeos para a formação do complexo 

tricarbonil (Waibel et al.,1999). O radioisótopo 99mTc possui características físicas 

para a obtenção de imagens SPECT, como emissão gama de baixa energia 

(~140 KeV) e T1/2 de aproximadamente 6 horas. Para a radiomarcação dos 
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peptídeos com 99mTc foi utilizado um método bem descrito na literatura, o método 

do complexo tricarbonil, justificando a adição do aminoácido H na sequência 

(Tejeria et al., 2017; Sobral et al., 2022). 

 

V.2.1 Estudo da influência dos solventes na avaliação do rendimento 

radioquímico da marcação  

 

Para quantificarmos o rendimento radioquímico da reação de marcação dos 

[131I]I-peptídeos e [99mTc]Tc(CO)3-peptídeos, primeiramente foi estabelecido o 

melhor sistema eluente para ser utilizado nas análises cromatográficas 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 radioisótopo livre do peptídeo radiomarcado. 

Neste estudo, para os peptídeos radiomarcados com 131I, utilizando o 

sistema ACN 95% em TLC, foi observado um Rf de 0,1–0,2 para os peptídeos 

radiomarcados, enquanto que o radionuclídeo apresentou um Rf de 0,9-1,0. Já 

para os peptídeos radiomarcados com 99mTc, o sistema foi salina em TLC, 

obtendo-se um Rf de 0,1-0,2 para o [99mTc]Tc-tricarbonil, de 0,3-0,8 para os 

radiopeptídeos e de 0,9-1,0 para o 99mTc livre (Figuras 18 a 21). 

Após definido o melhor sistema de análise cromatográfica para cada 

peptídeo e também as melhores condições de radiomarcação, rendimentos 

radioquímicos de aproximadamente 93% e 92% foram obtidos para os 

fragmentos [131I]I-YIGSR e [131I]I-YIKVAV, respectivamente. E, após purificação 

dos [99mTc]Tc(CO)3-HYIGSR e [99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV foram obtidas purezas 

superiores a 95% para ambos.  

Sobral e colaboradores (2020) marcaram dois peptídeos EEEEYFELV e 

DEDEYFELV que interagem com o receptor EGF utilizando o radioisótopo 131I e 

obtiveram rendimentos de 90,80 ± 5,90% e 95,10 ± 3,39%, respectivamente. 

Posteriormente os mesmos autores marcaram GRGDHV com 99mTc, pelo 

método do tricarbonil, e obtiveram um rendimento de 98,30 ± 0,17% (Sobral et 

al., 2022). 
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As análises dos rendimentos e purezas radioquímicas também foram 

realizadas por CLAE. Através desta técnica foi possível determinar os Rt`s dos 

peptídeos radiomarcados e do radionuclídeo livre, além de avaliar a purezas 

radioquímicas dos complexos radiomarcados. Vale a pena mencionar que os 

radiopeptídeos apresentaram um Rt ligeiramente maior quando comparados aos 

peptídeos não radiomarcados, devido ao tempo necessário para que as 

amostras percorressem do detector de UV para o detector de radioatividade.  

Os resultados das análises da CLAE-FR corroboraram os resultados da 

CCD e confirmaram o sucesso do processo de radiomarcação com a obtenção 

de peptídeos radiomarcados com purezas >90%, mostrando a importância das 

análises da CCD na avaliação do rendimento radioquímico de peptídeos 

marcados, uma vez que é um método rápido, confiável e de fácil execução 

(Durante et al., 2019; Fuscaldi et al., 2021).  

 

V.3. Determinação da estabilidade dos peptídeos radiomarcados  

 

O radioisótopo 131I possui propriedades que permitem sua utilização ao 

longo de uma semana, pois sua T1/2 é 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 pós-marcação. Além disso, para a 

realização de futuros estudos in vivo é necessária alta atividade específica. Já o 

radioisótopo 99mTc tem uma T1/2 de ~6 (EPA, 2026) e, portanto, os estudos de 

estabilidade foram feitos somente até 4 horas pós-marcação. Conforme descrito 

nos resultados, foi avaliada a estabilidade dos peptídeos radiomarcados tanto 

em meio reacional quanto em soro humano. Vale lembrar que uma alta 

estabilidade radioquímica dos radiopeptídeos é essencial para uma possível 

aplicação na área clínica. Estudos realizados por Du e colaboradores (2025) 

mostraram que [131I]I-peptídeos permaneceram estáveis por até 72 h após a 

marcação.  

Os fragmentos [131I]I-YIGSR e [131I]I-YIKVAV foram bastante estáveis, com 

uma pequena redução de aproximadamente 5% e 10%, respectivamente, em 48 

h pós-marcação. Vale ressaltar que não houve diferenças significativas na 

pureza radioquímica destes radiopeptídeos quando mantidos em temperatura 
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ambiente ou refrigerados, além de se manterem estáveis durante todo o período 

avaliado após incubação em soro. Por esse motivo, ambos os peptídeos 

seguiram para o estudo com o radioisótopo 99mTc, mostrando estabilidade 

durante o tempo estudado tanto no meio reacional como em soro pós-marcação.  

 

V.4. Determinação da lipofilicidade e da ligação às proteínas séricas dos 

peptídeos radiomarcados 

 

A lipofilicidade de uma biomolécula é determinada pela sua estrutura 

química e pode ser refletida por sua partição entre um solvente orgânico (como 

o n-octanol) e outro aquoso (como a água ou salina). Os valores são expressos 

como o logaritmo do coeficiente de partição (Log P). Valores negativos de Log P 

são característicos de moléculas hidrofílicas, ou seja, quanto mais negativo o 

Log P, mais hidrofílica é a molécula. Compostos hidrofóbicos possuem Log P 

superior a 1, pois quanto maior o Log P, maior é a afinidade da substância pela 

fase orgânica e, portanto, mais hidrofóbico é o composto.  Valores próximos a 0 

são característicos de moléculas menos hidrofílicas ou anfifílicas (Soares et al., 

2022). 

De acordo com Kothari e colaboradores (2003), o coeficiente de partição é 

uma das principais propriedades físico-químicas de um fármaco, pois sua 

farmacocinética e biodistribuição in vivo dependem da sua característica 

hidrofílica ou hidrofóbica. 

Além disso, a interação das moléculas com as proteínas séricas representa 

um importante fenômeno biológico que irá influenciar a biodistribuição, a taxa de 

eliminação, como também o acesso ao sítio de ligação e metabolismo do 

radiocomposto (Sobral et al., 2022; Fuscaldi et al., 2023; Mendonca et al., 2024). 

Os resultados obtidos mostraram que todos os radiopeptídeos 

apresentaram valores negativos de Log P, ou seja, apresentam características 

hidrofílicas. Sendo o [131I]I-YIGSR e o [99mTc]Tc(CO)3-HYIGSR os mais 

hidrofílicos em comparação com os outros fragmentos. Como era o esperado, a 

baixa lipofilicidade de um composto reflete geralmente em uma menor interação 

do mesmo com as proteínas séricas, em outras palavras, quanto mais negativo 

o Log P do composto menores valores de porcentagem de ligação às proteínas 
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séricas são esperados, como também foi observado com os fragmentos [131I]I-

YIGSR e [99mTc]Tc(CO)3-HYIGSR. 

Vários estudos com peptídeos contendo o domínio RGD mostraram valores 

de Log P negativos, independente do radioisótopo utilizado (Sobral et al., 2022). 

É importante salientar que fármacos mais hidrofílicos são fundamentalmente 

eliminados do organismo pela via urinária. Por outro lado, fármacos mais 

hidrofóbicos passam por metabolização, etapa fundamental para a eliminação 

desses compostos do organismo, ou são eliminados pela via biliar, podendo ser 

reabsorvidos e voltar para a circulação sistêmica (Brunton et al., 2010; Soares et 

al 2022). 

 

V.5. Avaliação da interação in vitro dos peptídeos radiomarcados com as 

células tumorais 

 

Os resultados obtidos nos estudos in vitro de ligação e internalização com 

as células da linhagem MCF-7 para o peptídeo [131I]I-YIGSR apresentou valores 

ao redor de 8% e 41%, respectivamente. Por outro lado, para o peptídeo [131I]I-

YIKVAV, as frações ligada e internalizada nesta linhagem foram de 

aproximadamente 15% e 78%, respectivamente. Já para a linhagem MDA-MB-

231, ambos radiopeptídeos apresentaram valores de fração ligada abaixo de 

10% e uma porcentagem de fração internalizada entre 43 e 60%.  

Os radiopeptídeos [99mTc]Tc(CO)3-HYIGSR e [99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV 

tiveram uma ligação com a linhagem MCF-7 de aproximadamente 4 e 8% e de 

internalização 27 e 44% no tempo de 2 h, respectivamente. Para a linhagem 

MDA-MB-231 ambos os radiopeptídeos tiveram uma ligação no tempo de 2 h de 

aproximadamente 2 e 5% e uma internalização ao redor de 35 e 57%, 

respectivamente.  

De Barros e colaboradores (2013) utilizaram a linhagem MDA-MB-231 para 

avaliarem a ligação do peptídeo bombesina marcado com 99mTc. Frações ligada 

e internalizada de aproximadamente 2,5% e 16,8%, respectivamente, foram 

obtidas nos tempos de 1 h. Já com 4 h de incubação um aumento foi observado 

tanto para a ligação (9%) quanto para a internalização (20%).  

A diferença obtida entre as diferentes linhagens celular para os radiopeptídeos 

se deve, provavelmente, pela diferença de expressão dos receptores nestas 
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linhagens. Jha e Moore (2024) demonstraram que o peptídeo YIGSR está 

relacionado à inibição da angiogênese, o que pode ser corroborado pelos nossos 

resultados, uma vez que este peptídeo apresentou a menor porcentagem, tanto 

de fração ligada (~ 6%) quanto internalizada (~ 50%), em 24 h de incubação. O 

peptídeo IKVAV está associado a promoção de adesão e migração celular 

(González-Pérez et al., 2022; Jha and Moore., 2024) o que pode ser 

correlacionado ao alto valor de fração internalizada. Os nossos resultados 

mostraram uma porcentagem de internalização ao redor de 75% com 1 h de 

incubação para os fragmentos marcados com 131I e de entorno de 65% para os 

fragmentos com 99mTc.  

Desta forma, os nossos resultados mostraram que os peptídeos propostos 

apresentaram uma boa interação in vitro em ambos os tipos de linhagens 

celulares, relacionadas ao câncer de mama, mesmo sendo linhagens de 

diferentes subtipos e com características celulares de invasão e expressão 

gênicas diferentes.  

 

V.6. Estudo de biodistribuição 

 

Os radiopeptídeos [131I]I-YIGSR e [131I]I-YIKVAV mostraram uma rápida 

depuração sanguínea tanto nos animais controle como nos animais modelo nos 

tempos de 15 min e 120 min. Para órgão não-alvo a porcentagem foi menor que 

5%, o estômago e a tireoide apresentaram uma maior porcentagem de ligação 

podendo sugerir presença de 131I livre. Para ambos os radiopeptídeos, a relação 

alvo-não alvo foi maior no tempo de 120 min, sendo que o [131I]I-YIKVAV 

apresentou o melhor resultado.  

Já para os radiopeptídeos [99mTc]Tc(CO)3-HYIGSR e [99mTc]Tc(CO)3-

HYIKVAV foi realizado a biodistribuição só no tempo de 120 min. Para ambos os 

radiopeptídeos a biodistribuição apresentou também uma rápida depuração 

sanguínea e porcentagem menor que 5% para os órgãos não-alvo. Uma alta 

porcentagem no estômago indica a presença parcial de 99mTc livre; já no fígado 

e intestino, uma parcela de [99mTc]-tricarbonil; enquanto os rins representam a 

via urinária de eliminação dos radiopeptídeos. Na figura 30 tanto a comparação 
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entre os radiopetídeos ligado ao tumor como a porcentagem alvo-não alvo 

apresenta uma maior porcentagem para o [99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV. 

Em comparação com a sequência YIGSR e o seu derivado HYIGSR ambos 

tiveram uma biodistribuição muito parecida. O mesmo acontece com as 

sequências derivadas do fragmento IKVAV, YIKVAV e HYIKVAV.   
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VI. CONCLUSÕES  

 

➢ Os peptídeos YIGSR, HYIGSR, YIKVAV e HYIKVAV foram eficientemente 

sintetizados, caracterizados e purificados;  

➢ Os estudos radioquímicos demonstraram que as metodologias de 

radiomarcação dos peptídeos, utilizando o método da cloramina T (131I) e o 

método do tricarbonil (99mTc), se mostraram bastante eficientes com a obtenção 

dos fragmentos radiomarcados com altos rendimento e pureza radioquímicos 

(>90%);  

➢ Os estudos de estabilidade mostraram que os radiopeptídeos [131I]I-YIGSR, 

[131I]I-YIKVAV, [99mTc]Tc(CO)3-HYIGSR e [99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV 

apresentaram boa estabilidade radioquímica, tanto em meio reacional quanto em 

soro humano.  

➢ O estudo de lipofilicidade mostrou que os fragmentos [131I]I-YIGSR e 

[99mTc]Tc(CO)3-HYIGRS são mais hidrofílicos do que os fragmentos [131I]I-

YIKVAV e [99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV, o que foi corroborado pela menor 

porcentagem de LPS dos derivados do YIGSR em relação aos derivados do 

IKVAV, sugerindo alta compatibilidade para futuras aplicações clínicas.  

➢ Os estudos de interação com as linhagens de câncer de mama mostraram 

diferenças estatisticamente significativas entre os peptídeos avaliados. Estes 

resultados podem estar relacionados aos processos de adesão, migração e 

angiogênese que estes peptídeos estão associados.  

➢ Estudos de biodistribuição in vivo e ex vivo foram realizados para melhor 

compreensão da interação dos fragmentos peptídicos radiomarcados com o 

tumor de mama, sendo que os fragmentos derivados do peptídeo IKVAV 

mostraram melhor interação com o tecido tumoral. 
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VII. RESUMO 

 

Introdução: O câncer de mama vem sendo considerado um importante 

problema de saúde pública por ser o tumor mais comum entre as mulheres. 

Diversos estudos demonstram que peptídeos biologicamente ativos derivados 

da laminina-111 regulam a expressão gênica em células de câncer de mama, 

entre eles o peptídeo YIGSR, derivado da cadeia β1, e o peptídeo bioativo 

IKVAV, representante da cadeia α1. 

Objetivo: Este estudo teve como objetivo principal a síntese e a padronização 

da radiomarcação dos peptídeos YIGSR, YIKVAV, HYIGSR e HYIKVAV com 

[131I]NaI e Na99mTcO4, bem como a avaliação da ligação e internalização 

desses compostos em células tumorais relacionadas ao câncer de mama, além 

da biodistribuição em animais controle e em modelo experimental de câncer de 

mama. 

Métodos: Os peptídeos foram sintetizados pela estratégia Fmoc/tBu. A 

caracterização e a purificação foram realizadas por CLAE-FR. Os peptídeos 

YIGSR e YIKVAV foram marcados com o radionuclídeo 131I pelo método da 

Cloramina T, enquanto os peptídeos HYIGSR e HYIKVAV foram marcados com 

o radionuclídeo 99mTc utilizando o método tricarbonil. O rendimento 

radioquímico dos peptídeos [131I]I-YIGSR, [131I]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 refrigeração (4 ºC) por até 48 h, além 

de estudos em soro humano por até 24 h para os peptídeos radiomarcados com 

iodo. Para os peptídeos radiomarcados com tecnécio, os estudos de estabilidade 

foram conduzidos em temperatura ambiente e em soro humano por até 4 h. A 

ligação às proteínas séricas foi avaliada pelo método de precipitação proteica 

com acetonitrila 100% gelada, e o coeficiente de partição dos radiopeptídeos foi 

determinado e expresso em Log P. A avaliação da ligação e internalização dos 

peptídeos em células tumorais (MDA-MB-231 e MCF-7) foi realizada nos tempos 

de 1, 4 e 24 h para os peptídeos radiomarcados com iodo, e de 1 e 2 h para os 

peptídeos radiomarcados com tecnécio. Os estudos de biodistribuição foram 

realizados em animais controle e em modelo de câncer de mama inoculado com 

células MDA-MB-231 nos tempos de 15 min e 2 h para os peptídeos [131I]I-
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YIGSR e [131I]I-YIKVAV, e no tempo de 2 h para os peptídeos [99mTc]Tc(CO)3-

HYIGSR e [99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV. 

Resultados: Os peptídeos propostos foram sintetizados, caracterizados, 

purificados e radiomarcados com eficiência. Após a padronização da 

radiomarcação, rendimentos radioquímicos superiores a 90% foram obtidos para 

todos os fragmentos. Os estudos de estabilidade demonstraram boa estabilidade 

dos compostos. Os peptídeos apresentaram características hidrofílicas e 

porcentagem de ligação às proteínas séricas em torno de 20%, compatível com 

aplicações clínicas. Além disso, os radiopeptídeos demonstraram capacidade de 

ligação e internalização em células tumorais (MDA-MB-231 e MCF-7), com 

diferenças estatisticamente significativas entre os compostos avaliados. Nos 

estudos de biodistribuição, todos os fragmentos apresentaram rápida depuração 

sanguínea e captação tumoral, destacando-se os derivados [131I]I-YIKVAV e 

[99mTc]Tc(CO)3-HYIKVAV, que apresentaram os melhores resultados. 

Conclusão: Os peptídeos foram eficientemente sintetizados e radiomarcados. 

Os radiopeptídeos apresentaram características promissoras para futuras 

aplicações clínicas, demonstrando capacidade de ligação e internalização em 

células tumorais de câncer de mama, além de perfil favorável de biodistribuição. 

 

Palavras-chave: Câncer de mama; peptídeos; compostos radiofarmacêuticos; 

radioisótopos de iodo e tecnécio. 
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VII. 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 β1 chain and the bioactive peptide IKVAV, representative of the α1 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]NaI 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 131I 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 [131I]I-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-YIKVAV, 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-HYIKVAV 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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