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. INTRODUGAO

[.1. Cancer de Mama

O céncer de mama € uma patologia causada pela multiplicacdo
desordenada de células da mama, que pode gerar células anormais (INCA, 2020).
O cancer de mama é um grande desafio para a saude publica, uma vez que é o
segundo tipo mais frequente na populacdo mundial, apresenta alta taxa de
mortalidade, sendo o género feminino 0 mais acometido por esta neoplasia
(Batiston, 2011). De acordo com as estatisticas mundiais do Globocan (estatistica
de cancer global), somente em 2018, os casos de cancer de mama atingiram 2,1

milhdes com 627 mil ébitos pela doenca (Bray, 2018).

Somente no Brasil, para o ano de 2020 foram estimados 66.280 novos
casos, 0 que representa 29,5% dos canceres em mulheres. De acordo com o
INCA (Instituto Nacional do Cancer), em 2019, houve 18.068 mortes, por causa

do cancer de mama, no pais (INCA, 2020).

Muito sdo os fatores que podem influenciar na ocorréncia de tumores de
mama, como incidéncia de radiacfes nocivas, idade, peso e taxas hormonais
(Ronco, 2012). Além disso, um conjunto complexo de alteracdes moleculares esta

envolvido no processo do desenvolvimento tumoral (Montor et al., 2018).

No caso do céancer de mama, o crescimento celular desordenado é
resultante de alteragbes que podem conferir a célula maior potencial proliferativo
desregulando os sinais de crescimento das células, além de influenciar a sua
sobrevivéncia e metabolismo energético, levando a uma maior angiogénese e,
consequentemente a uma maior capacidade de formar metastases (Hanahan,
2011).

Para este projeto 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 expressao génicas

diferentes, sendo as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 as que apresentam um



melhor e um pior prognoéstico, respectivamente. A MCF-7 possui caracteristicas
de células mamarias anormais, que estdo em contato direto com o limen dos
ductos mamarios e é classificada como Luminal A. O subtipo Luminal A expressa
receptores de estrogénio e progesterona (Sotiriou et al., 2003; Russnes et al.,
2017). A MDA-MB-231 é classificada como Triplo Negativo e apresenta um maior
grau de invasdo se comparada a MCF-7. Possui pouca expressao de
diferenciacdo luminal e uma moderada proliferacdo. S&o, normalmente,
carcinomas do tipo ductal invasor, com uma alta capacidade de diferenciacao

metaplasica e medular, relacionados a um pior prognastico.

Além das alteracbes adquiridas pelas células tumorais, 0 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 (Lukashev, 1998). Entre
as moléculas que integram a matriz extracelular, podemos citar os coldgenos do
tipo I, 11, 1V, V e XI, proteoglicanos de sulfato heparano (HSPGs) e de sulfato de

condroitina (CSPGSs), e as glicoproteinas, como as lamininas (Kim et al., 2011).

Entre o epitélio e o tecido conjuntivo, a matriz extracelular forma a lamina
basal, estrutura delgada constituida principalmente por moléculas de laminina
(Aumailley et al., 2005). As lamininas sao glicoproteinas compostas por trés
cadeias polipeptidicas a, B e y, sendo descritas até o0 momento 16 isoformas de
lamininas, que séo originadas da combinacao das 5 cadeias a, 3 cadeias 3 e 3
cadeias y (Aumailley et al., 2013). Para a classificacao dessas isoformas utiliza-se
numeracdes compostas que representam as cadeias pelas quais sao formadas
(o, B € y). Por exemplo, a laminina-111 (antiga laminina-1) é assim chamada por
ser composta pelas cadeias al, 1 e y1 (Tabela 1) (Aumailley et al., 2005). Sua
organizacao e interacao com varios receptores sao especificidades que permitem
uma variacdo na sua estrutura final, que sinaliza e permite a estabilidade da

lamina basal (Yurchenco, 2011).



Tabela 1- Isoformas da laminina e suas respectivas cadeias.

Nomenclatura Antiga  Nomenclatura Nova Cadeias
Laminina-1 Laminina-111 alp1y1
Laminina-2 Laminina-211 a2p1y1
Laminina-3 Laminina-121 al1p2y1
Laminina-4 Laminina-221 a2p2y1
Laminina-5 Laminina-332 a3p3y2
Laminina-6 Laminina-311 a3p1y1
Laminina-7 Laminina-321 a3p2y1
Laminina-8 Laminina-411 a4p1y1
Laminina-9 Laminina-421 a4p2y1
Laminina-10 Laminina-511 a5p1y1
Laminina-11 Laminina-521 a5p2y1
Laminina-12 Laminina-213 a2B1y3
Laminina-13 Laminina-323 a3p2y3
Laminina-14 Laminina-423 a4p32y3
Laminina-15 Laminina-523 a5p2y3

FONTE: (Colognato; Yurchenco, 2000; Aumailley et al., 2005; Durbeej, 2010).

As lamininas exercem fungdes importantes na morfogénese e homeostase
tecidual por regular a arquitetura tecidual, adesdo celular, espraiamento,
sinalizacao celular, migracéo, proliferacdo e crescimento de neuritos (Martin;
Timpl, 1987; Malinda; Kleinman, 1996; Ponc; Nomizu; Kleinman, 2001; Bosman,;
Stamenkovic, 2003; Hamill et al., 2009).

A laminina-111, um heterodimero composto pelas cadeias a1, 1 e y1, que
se organizam formando uma estrutura cruciforme (Figura 1), esta associada com
adesao celular, secrecdo de proteases, diferenciacdo e proliferacdo celular e
metéstases em células tumorais (Gama et al., 2008). Uma parte dessas fungdes
é resultado da sinalizacao celular dependente da interacédo de proteinas da matriz

extracelular com receptores (Jones, 2002). Processos como mudancas



conformacionais ou clivagem por proteases promovem a liberacao de peptideos

biologicamente ativos (Freitas et al., 2004).

al

A-99 (RGD)

B1

A-208 (SIKVAV)

AG73

Figura 1. Laminina-111 e seus peptideos bioativos. Fonte: (Durbeej, 2010).

|.2. Peptideos Bioativos da Laminina-111

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

estudar os diferentes sitios ativos desta 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, Bl e
y1). Depois de sintetizados, os peptideos foram avaliados em relacéo a atividade
de adesédo celular. Dos 560 peptideos, apenas 51 foram identificados como
possiveis sequéncias biologicamente ativas (Nomizu et al.,, 1997; 1998; 2000;
2001). Posteriormente, por meio de experimentos adicionais, peptideos da
laminina-111 foram caracterizados como moduladores da progressao de tumores
malignos (Otagiri et al., 2013; Kikkawa et al., 2013).



Entre os peptideos derivados da laminina-111 que possuem atividade
biologica esta o peptideo C16 (KAFDITYVRLKF) da cadeia yl1 (Figura 1). Este
peptideo auxilia no processo de adesao celular (Nomizu et al., 1997), promove
angiogénese (Ponce, 2001) e a secrecao de metaloproteinases (Siqueira, 2014).
Estudos realizados por Santos et al. (2011) e, mais recentemente, por Smuczek
et al. (2017) mostraram que o peptideo C16 influencia a expressao génica de

células derivadas de carcinoma ductal invasivo de mama (MDA-MB-231).

Um segundo peptideo avaliado que apresentou atividade bioldgica foi o
YIGSR localizado na cadeia B1 interna da laminina-111, perto da interseccao
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 (Ponce et al., 2003; Kikkawa et al.,
2013).

Por fim, 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 migracao celular, tendo
um papel importante no crescimento tumoral, metastase, secrecado de protease e
angiogénese em diversos tipos de tumores (Sweeney et al., 1991; Bresalier et al.,
1995).

|.3. Peptideos Radiomarcados

Peptideos radiomarcados tornaram-se muito importante na Medicina
Nuclear e Oncologia nos ultimos anos (Fani et al., 2012; Alam et al., 2015; Oliveira
etal., 2019; Hesham et al., 2021). 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 (Fani et al., 2012; 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
guais: i) inibicdo da angiogénese; ii) interacdes proteina-proteina iii) antagonistas
peptidicos que podem preferencialmente se ligar a um receptor especifico, etc (He
et al., 2015; Oliveira & Faintuch, 2015). Devido a estas caracteristicas, a utilizacdo
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 modificagéo, facil conjugacao
com radionuclideos, boa tolerancia a condicbes adversas de marcacéo, maior
afinidade de ligacdo para receptores tumorais, cinética favoravel (rapida
depuracdo sanguinea de tecidos ndo alvos e maior fixagdo no tecido tumoral),
capacidade de penetracdo no tumor e de ser incorporado em vetores e

nanoparticulas (Degim e Celim, 2007).

Assim, muitas biomoléculas tém sido sintetizadas, radiomarcadas e
estudadas para o seu uso potencial como um novo agente de imagens para varias
doencas (Liu & Edwards, 1999; Ali et al., 2011; Ebenhan et al., 2018). Além disso,
a utilizacdo de diferentes metodologias de radiomarcacédo tem viabilizado a
utilizacdo de peptideos como um eficiente biomarcador de células tumorais,
devido a farmacocinética especifica e diferenciada dos tumores juntamente com

a superexpressao dos seus receptores (Okarvi, 2004).

A terapia radionuclidica envolve a utilizacdo de uma molécula
radiomarcada que conduz seletivamente um nivel citotoxico de radiagdo ao sitio
tumoral. O objetivo dessa técnica é maximizar a dose de radiagéo absorvida pelo
tumor e reduzir ao minimo a irradiacdo dos 6rgdos normais. Além do efeito
terapéutico, a utilizagdo de isotopos radioativos permite a aquisicdo de imagem
dos radioligantes acumulados no tumor e fornece informagdes Uteis a respeito de
sua interacdo e caracteristicas bioquimicas das células tumorais. (Zalutsky,
2003).

Neste contexto, a investigacdo de caracteristicas moleculares intrinsecas
das células tumorais levou ao aprimoramento de farmacos receptor-especificos.
Essa classe de farmacos pode apresentar atividade terapéutica intrinseca ou
ainda carrear um agente citotoxico as ceélulas alvo e inclui anticorpos contra
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biomoléculas de superficie da célula tumoral e moléculas hibridas que consistem
em ligantes receptor-especificos acoplados a radionuclideos, toxinas e/ou

agentes quimioterapicos (Engel et al., 2007).

A escolha do radionuclideo a ser utilizado depende ainda de suas
propriedades fisicas e nucleares (meia-vida fisica, energia caracteristica e tipo de
emissao radioativa). As caracteristicas dos radioisétopos 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¢Bes patologicas, tais como tumores (Melero, 2008).

|.4. Radionuclideos

Radionuclideos séo isotopos radioativos dos elementos quimicos que
apresentam nucleo instavel devido ao excesso de energia. A liberacdo deste
excesso de energia é chamada de decaimento radioativo ou desintegragao
radioativa e a radiagao (energia) pode ser emitida como uma radiagao corpuscular
(particula alfa [a]; particula beta menos [7]; particula beta mais ou pésitron [B*])
ou como uma onda eletromagnética (raios gama [y]). Essas emissdes ocorrem até

que o nucleo do radionuclideo alcance a estabilidade (Saha, 2010).

Cada radionuclideo apresenta algumas caracteristicas fisicas proprias.
Entre elas: o tempo de meia-vida fisica (T1.2fisica), o qual € definido como o tempo
necessario para que a atividade inicial seja reduzida pela metade, e esta
propriedade € unica para cada radionuclideo; o tipo de emissao de radiagao, que
pode ser um ou mais tipos; a energia caracteristica de cada emissao e a
intensidade com que se apresenta (Saha, 2010). Em conjunto com essas
caracteristicas esta a forma de obtencao 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 areas clinica
e de pesquisa (Gharibkandi et al., 2019).

Considerando as caracteristicas fisicas e de producdo, a tabela abaixo
resume os principais radionuclideos utilizados na area clinica (Tabela 2).



Tabela 2 - Caracteristicas fisicas dos radionuclideos mais utilizados na area

clinica.
_ i T2 Tipo de emisséo .
Radionuclideo o o . Producgéo
fisica (energia, intensidade)
123) 13,2 h vy (159 KeV, 83%) Ciclotron

B~ (192 KeV, 89%)
131 8,02d Reator
y (365 KeV, 81%)

®MTc 6 h v (140 KeV, 89%) Gerador
18E 109,7 min B* (634 KeV, 97%) Ciclotron
e 20,3 min B* (961 KeV, 99,8%) Ciclotron

12311311 (jod0-123/131); 9%™MTc (tecnécio-99 metaestavel); 8F (flior-18); 1C
(carbono-11) (Gharibkandi et al., 2019; Saha, 2010).

Dentre os elementos da Tabela 2, énfase sera dada ao iodo e seus

radioisotopos, visto que o 1-131 foi o radionuclideo utilizado no presente trabalho.

[.4.1. lodo radioativo

O elemento quimico iodo apresenta diferentes is6topos radioativos. Os
principais sdo: 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 n&o volateis, como iodeto

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

O radiois6topo, iodo-123 (['?%l]Nal), é bastante utilizado na medicina
nuclear, em fungao de suas caracteristicas fisicas favoraveis, como T12 de 13,2
horas e emissao y de 159 KeV, energia dentro da faixa ideal para imagens por
tomografia computadorizada por emissao de féton unico (SPECT — single photon
emission computed tomography). Ele é produzido em ciclotron de forma direta ou



indireta por varias reag¢des nucleares e se apresenta na forma de iodeto de sédio
(['*1]Nal) (Fernandez et al.,2005; International Atomic Energy Agency, 2009;
Saha, 2010;).

Outro radioisotopo, o iodo-124 (['?*l]Nal), apresenta T12 de 4,2 dias com
duas emissdes 3, algumas emissdes 3~ e varias emissdes y de alta energia. Ele
também é produzido em ciclotron e se apresenta na forma de ['?*l]Nal
(International Atomic Energy Agency, 2009; Mahajan, 2016). Em fungdo da sua
emissao B* e do razoavel T1/2, tem sido utilizado para radiomarcar uma variedade
de tragadores para imagens por tomografia por emissdo de positron (PET —
positron emission tomography). Entretanto, devido a concomitante emissao B* e
de fétons de alta energia, séo relatadas dificuldades na obtengdo das imagens
(Saha, 2010).

O iodo-125 (['?°I]Nal) apresenta um T2 de 60 dias e decai apenas por
captura eletrénica. Ele € produzido em reator nuclear e encontra-se disponivel
comercialmente como ['?°]Nal com alta pureza radioquimica. E utilizado para
estudos in vitro e em braquiterapia na forma de sementes de iodo-125 (Saha,
2010).

O radioisotopo, iodo-131 (['3'l]Nal), apresenta Ti2 de 8,04 dias com
decaimento por emissao B (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 ['*'I]Nal, uma solugdo

limpida, incolor e com alta pureza radionuclidica (Saha, 2010; Sobral et al., 2020).

O iodo-131 é o radionuclideo de maior uso clinico tanto na deteccéo e
tratamento de doencas tireoidianas quanto na radiomarcacao de diversos
tragcadores com aplicabilidade em diferentes doencgas (Saha, 2010; Durante et al.
2019; Sobral et al., 2020). Sua escolha para o presente estudo foi em razéo da
disponibilidade e do T12 de oito dias, possibilitando que estudos de estabilidade
de longo prazo fossem realizados. E importante pontuar que a quimica dos
radionuclideos de iodo é semelhante entre si, permitindo a translagao do iodo-131
para o iodo-123, sem que haja comprometimento no processo de radioiodinagao

para sua utilizagdo em imagens por SPECT.



l.4.2 Radioiodinac&o por substituicéo eletrofilica

A radioiodinacdo € um meétodo muito utilizado para a marcagao de
compostos de interesse médico e bioldgico, além de ser realizada de forma rapida
e em condigédo de reacdo controlada (Saha, 2010; Vallabhajosula, 2009; Mock,
2006). Nesse processo, o estado de oxidacdo do iodo radioativo governa a
radiomarcagcdo das moléculas. Além disso, a escolha da faixa de pH, a
temperatura e o tempo de reagédo determinados pelo agente oxidante escolhido

sdo de suma importancia para o sucesso do processo (Saha, 2010).

O iodo radioativo se liga fortemente a varias moléculas quando se encontra
na forma oxidada e ndo na forma reduzida. Ele esta disponivel como solugao de
[*IINal e o iodeto (*I') € oxidado para iodato (*I") pela presenga de agentes
oxidantes. (Vallabhajosula, 2009, Saha, 2010). A espécie eletrofilica (*I') ndo
existe na forma livre, mas formando complexos com a agua (espécie nucleofilica).
Na radioiodinagéo, o H20*I" substitui eletrofilicamente um atomo de hidrogénio

ligado ao anel aromatico da molécula (Vallabhajosula, 2009, Saha, 2010).

1.4.3. Agentes oxidantes

Agentes oxidantes sao utilizados em reagdes de radioiodinagédo de varias
moléculas, sejam elas hidrofilicas ou hidrofobicas. Eles sdo escolhidos de acordo
com o tipo de reagao pretendida, quanto a estabilidade do composto que sera
radiomarcado e também quanto a disponibilidade e custo de cada agente

oxidante.

Varios sao os agentes oxidantes utilizados no processo de radioiodinagao,
como a cloramina T (CT), o lodo-Gen® (IG), variagdes de estado solido: tubos com
lodo-Gen® pré-fixado, lodo-Beads® ou Enzymobeads®, lactoperoxidase e acido
peracético. Os mais comumente utilizados sdo o acido peracético e os compostos
N-cloro, como a cloramina T e o lodo-Gen® em temperatura ambiente (Kung et al
1988; Vallabhajosula, 2009). Sua fungao é converter o anion iodeto (*I") na espécie

reativa (*I") para a radiomarcagdo das moléculas com iodo radioativo (Mock et
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al.,2008).

No presente estudo, sera avaliada a agao do agente oxidante, CT que € um
dos mais utilizados na literatura para a radiomarcagao de peptideos com iodo

radioativo, uma vez que a CT é soluvel em agua e bastante acessivel no mercado.
1.4.4 Cloramina T

A CT (Figura 2) € um sal sédico de n-monocloro-p-toluenosulfonamida e
tem sido usada desde 1962 (Hunter et al., 1962; Saha, 2010).

Cl

/
—,
Nl s
Na

HaC

O=un=—0

Figura 2. Estrutura quimica da cloramina T (sal soédico de N-monocloro-p-

toluenosulfonamida) (retirado de Ardisson et al. 2009).

A CT é a mais frequentemente utilizada na radioiodinagao de anticorpos
monoclonais, proteinas e peptideos, nos quais o0s anéis aromaticos dos
aminoacidos tirosina e histidina sdo os sitios de substituicdo de um ou mais
atomos de iodo radioativo (Vallabhajosula, 2009; Durante et al., 2019).

Por se tratar de um agente oxidante forte, somente poucos miligramas sao
requeridos, além de um tempo curto de reacdo, uma vez que tempos maiores
favorecem a cloragdo de anéis aromaticos (Tashtoush et al., 2001; Mock et al.,
2006; Hermanson, 2008; Ardisson et al., 2009). A CT é soluvel em solugbes
aquosas, facilitando o seu preparo, e se decompde em acido hipocloroso (HCIO)
de forma bastante lenta (Vallabhajosula, 2009; Mock et al., 2006; Seevers et al.,
1982; Eisenhut et al.,2011).
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A radioiodinacao utilizando a CT possibilita a obtencdo de radiofarmacos
com alta atividade especifica e com eficiéncia de radiomarcagao, geralmente
acima de 90% (Saha,2010; Mock et al.,2006; Eisenhut et al., 2011).

Para evitar danos a molécula, a reacdo com CT precisa ser interrompida
pela adicdo de um agente redutor, como o metabissulfito de sédio (Na2S20s5) ou 0
hidroxido de soédio (NaOH) para que a CT seja inativada (Molavipordanjani et al.,
2019).

[.5. Conceito de radiofarmacos

Radiofarmacos sdo complexos que possuem em sua constituicdo dois
componentes, sendo um radionuclideo (elemento radioativo) e outro de interesse
biolégico (elemento ndo radioativo) utilizados para o diagndstico e a terapia de
doengas humanas (Brasil. ANVISA, 2009; Schreuder et al., 2019;). Sua
aplicabilidade na medicina nuclear perfaz aproximadamente 90% para uso

diagndstico e o restante para terapia radionuclidica (Saha, 2010).

Na concepg¢ao de um radiofarmaco, a molécula € a primeira escolha e se
baseia no direcionamento preferencial ou na participagcdo em um processo
fisioldgico em um dado 6rgao (Schreuder et al. 2019). Em seguida, escolhe-se o
radionuclideo que apresenta as melhores caracteristicas para a radiomarcacao e
cuja emissao de radiagao seja detectada por equipamentos de imagem com dose
minima aos pacientes, no caso de uso para o diagndstico porimagem. Além disso,
€ essencial que seja seguro, ndo toxico e apirogénico na administracdo em
humanos (Saha, 2010).

A presenca do aminoacido tirosina nos peptideos garante a possibilidade
de substituicdo do iodo por via direta, ou seja, introducdo do I no anel fendlico do
residuo da tirosina, utilizando-se procedimentos rapidos de marcacédo (Nagamati,
2006). Como mencionado anteriormente, dentre os isotopos radioativos de iodo,
o [**Y]Nal pode ser usado tanto para o diagndstico quanto para a terapia
radionuclidica devido a emisséo de raios-y e de particulas -, respectivamente,
além de possuir alta pureza quimica e radionuclidica, ser de facil marcacgéo e gerar

imagens com alta resolucéo (Akanji, 2005).
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Assim, o presente trabalho buscou pela primeira vez avaliar a sintese e a
padronizacdo da radiomarcacao de peptideos biologicamente ativos das cadeias
a1 (IKVAV); B1(YIGSR); y1 (KAFDITYVRLKF) da laminina-111 com [*3l]Nal, com
o0 intuito de compreender a interacdo destes fragmentos com as células tumorais
relacionadas ao cancer de mama. Importante pontuar que, no caso do peptideo
da cadeia a1, um residuo extra de tirosina foi introduzido na porcdo N-terminal

(YIKVAV) para permitir a radiomarcacao.

[.6. Justificativa

O presente trabalho envolveu uma linha de pesquisa em grande expansao,
englobando a &rea de sintese e radiomarcacao de peptideos, como proposta de
estudo de doencas tumorigénicas, em especial o cancer de mama, o tipo mais

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

As implicacdes dos resultados sdo amplas. No campo da quimica e fisica
foram confrontadas as dificuldades da radiomarcacgéo 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, poderd trazer avancos para o tratamento desta doenca com
relevancia clinica que acomete milhées de pessoas no mundo inteiro. Além disso,
este estudo favoreceu a integracdo interdisciplinar e multiprofissional de

pesquisadores das areasa de quimica, fisica e oncologia.
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II. OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo principal a sintese e a padronizacao
da radiomarcacdo de peptideos da laminina-111, bem como a avaliagdo da
ligacdo e internalizacéo dos peptideos propostos as células tumorais relacionadas

ao cancer de mama.

Il.1. Objetivos Especificos

v' Sintetizar, purificar e caracterizar os peptideos biologicamente ativos
derivados das cadeias a1 (YIKVAV), B1(YIGSR) e y1 (KAFDITYVRLKF) da

laminina-111;

v Avaliar protocolos de marcagéo com o radioisotopo ['3'[][Nal para obter maior

eficiéncia de marcacéo;

v' Determinar o rendimento de radiomarcagéo por cromatografia ascendente e

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

v'Avaliar a estabilidade dos peptideos radiomarcados em meio reacional e em

soro humano;
v' Determinar o coeficiente de particdo dos peptideos radiomarcados;

v" Quantificar a porcentagem de ligagdo dos peptideos radiomarcados as

proteinas séricas;

v" Quantificar a porcentagem de fracéo ligada dos peptideos radiomarcados as

células tumorais relacionadas ao cancer de mama (MDA-MB-231 e MCF-7);

v' Quantificar a porcentagem de fracdo internalizada dos peptideos
radiomarcados pelas células tumorais relacionadas ao céancer de mama
(MDA-MB-231 e MCF-7).
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II. MATERIAL E METODOS

I1l.1. Material

Todos o0s N-9-fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc)-L aminoacidos foram
provenientes da Bachem (Califérnia) e caracterizados previamente por CLAE
analitico. Os aminoacidos utilizados nas sinteses peptidicas foram: Fmoc-Lys
(Boc); -Fmoc-Ala; Fmoc-Phe; Fmoc-Asp (tBu); Fmoc-lle; Fmoc-Thr (tBu); Fmoc-
Tyr (tBu); Fmoc-Val; Fmoc-Arg (Pmc); Fmoc-Leu; Fmoc-Gly; Fmoc-Ser(tBu). As
resinas empregadas nas sinteses foram Fmoc-Phe-Wang; Fmoc-Arg-Wang;
Fmoc-Phe-Wang com grau de substituicdo de 0,62 mmol/g; 0,70 mmol/g e 0,70
mmol/g, respectivamente. Os reagentes e solventes empregados nas sinteses
dos peptideos foram todos de grau analitico e de procedéncia Merck, Aldrich,
Baker, Fluka e Pierce. Para a sintese, clivagem e purificacdo dos peptideos foram

utilizados os seguintes solventes/reagentes:

e 20% 4-metilpiperidina/ 80% dimetilformamida (DMF);
e 60% acetonitrila (ACN) / 40% H20.

e Acido trifluoroacético (TFA);

e Agua destilada;

¢ Diclorometano (DCM);

e Diisopropilcarbodiimida (DIC);

e Dimetilformamida (DMF);

e FEter gelado

e Fenol;

e Metanol (MeOH);

¢ n-hidroxibenzotriazol (HOBt);

e Ninidrina;
e Piridina;
e Tioanisol.
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O radionuclideo iodo-131 livre de carreador foi fornecido pelo IPEN-

CNEN/SP na forma de solugdo de iodeto de sédio - [**'I]Nal e utilizado nas

reacdes de radiomarcacdo dos peptideos sintetizados. Nos estudos propostos

com os peptideos radiomarcados foram utilizados os seguintes reagentes, meios

de cultura, linhagens celulares, solventes e equipamentos:

60% acetonitrila (ACN) / 40% H20;

95% acetonitrila (ACN) / 5% H20;

100% acetonitrila (ACN);

85% metanol (MeOH) / 15% H20;

95% metanol (MeOH) / 5% H20;

0,9% NaCl (Cloreto de sédio);

Acido cloridrico (HCI) 0,1 M;

Agitador Vértex Genius 3 (lka®, EUA);

Balancga analitica;

Calibrador de doses CRC 25W — Capintec;

Centrifuga Minispin® plus (EppendorfAG, Hamburgo, Alemanha);
Cloramina T;

Contador gama automatico Wizard’3 2480 (Perkin Elmer);
Cuba de vidro, pingas, canetas, tesouras, pipetas automaticas;
Estufa 515 (Fanem);

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

Linhagem celular MDA-MB-231;

Linhagem celular MCF-7;

Meio de cultura DMEM - F12;

Meio de cultura RPMI — 1640;

N-Octanol,

Metabissulfito de sodio;

Radio-TLC imaging scanner AR-2000 (Eckert & Ziegler, Alemanha).
Solugao de lodeto de sodio ['3'I]Nal;

Soro Fetal Bovino (SFB);

Tampao PBS;

Tripsina.
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I1l.2. Métodos

1ll.2.1. Sintese de Peptideos em Fase Soélida (SPFS)

Os peptideos propostos KAFDITYVRLKF, YIGSR e YIKVAV foram
sintetizados através da Sintese de Peptideos em Fase Sdlida (SPFS) utilizando a
estratégia Fmoc/tBut (Fields & Noble, 1990). No caso da estratégia Fmoc/tBut, o
ciclo sintético se inicia com a remogao do grupo Fmoc com 20% 4-metilpiperidina
/ 80% DMF (2 e 20 min), o que libera o amino grupo na forma desprotonada para
a fase seguinte de acoplamento. A etapa de introdugdo do aminoacido é
usualmente feita com a mistura acilante diisopropilcarbodiimida/1-
hidroxibenzotriazol (DIC/HOBt). Nesta etapa, € utilizado um excesso de Fmoc-
aminoacidos e agentes acilantes de 2,5 vezes em relacéo a escala de sintese
utilizada em mmol/g. A retirada do grupo Fmoc (base-labil) é realizada com
solugao de 20% 4-metilpiperidina / 80% DMF em dois ciclos de 1 e 20 min. Entre
cada etapa sédo realizadas lavagens com os solventes orgénicos DMF, DCM e
MeOH (Figura 3).

O término da reacao de acoplamento € monitorado pelo método qualitativo
de ninidrina (Kaiser, et al., 1970), que detecta a presenga de amino grupos livres.
Caso se obtenha um teste positivo (coloragdo azul ou marrom), repete-se o
acoplamento do aminoacido, geralmente nas mesmas condi¢ées do acoplamento
anterior. Apdés o encerramento desta etapa, reinicia-se o proximo ciclo até a
entrada de todos os residuos de aminoacidos. Vale ressaltar que a sintese de
peptideos em fase sélida € baseada no crescimento da cadeia peptidica no
sentido do aminodacido carboxi-terminal para o aminoacido N-terminal (Cespedes,
2013).

A clivagem final do peptideo da resina e a remogao dos grupos protetores
das cadeias laterais sdo efetuadas em uma unica etapa em uma mistura contendo
elevado teor de TFA (acima de 80%) e, contendo também diversos tipos de
agentes supressores de reagdes colaterais (Figura 3). Apds a clivagem, a resina
€ lavada com éter gelado e o peptideo extraido com solugdo aquosa de acido
aceético 5% v/v e liofilizado para se obter geralmente um p6é amorfo.
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12 Etapa: Acoplamento do primeiro aminoacido

CH,
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|
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22 Etapa: Desprotecado do grupo protetor (Fmoc)

R
Sw oI
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CH,

32 Etapa: Acoplamento do aminoacido subsequente

CH,

|

A A B A

|
O—C—NH—FCH—C—NH—CH—C—O—CH, Polimero

4° Etapa: Desprotecéo do grupo protetor (Fmoc)

52 Etapa: Clivagem do peptideo da resina (90%TFA)

R
CSUSraRE I
+ €Oz + H3N—CH—C__NH—CH—C—OH
CH,
t£ i\’ \:grupos protetores

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

Fmoc.
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Ill.2.2. Purificagdo e caracterizagao dos peptideos

A purificagdo e a caracterizagdo dos peptideos foram realizadas no
departamento de Biofisica da UNIFESP.

111.2.2.1. Purificagdo dos peptideos

A etapa de purificacdo dos peptideos foi realizada apdos a liofilizagao, e
envolveu a utilizagdo dos sistemas analitico e preparativo de cromatografia. Todos
os peptideos foram purificados em um sistema de CLAE-FR da 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 semipreparativa e/ou preparativa Vydac C18 (10 x

250 mm) ou (25 x 250 mm), respectivamente e didmetro dos poros de 300 A.

As condigdes cromatograficas foram:

Sistema de Solventes:

A: 0,1% TFA/H20 e B: 0,1% TFA - 60% ACN / 40% H20
Gradiente: 0,33% B/min

Fluxo: 10 mL/min

Comprimento de onda: 220 nm.

111.2.2.2. Espectrometria de Massas

Os peptideos foram caracterizados por um sistema de LC/ESI-MS,
constituido por um modelo de separagdo 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 5 %

AcOH / 95% H20 (v/v), na concentragcéo de 1 mg/mL.
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As condigcdes experimentais foram:

Coluna: Waters Nova-Pak C18 (2,1 x 150 mm), 60 A, 3,5 ym
Solventes: A: 0,1% TFA/H20 e B: 0,1% TFA - 60% ACN / 40% H20
Gradiente: 5% a 95% de B em 30 minutos

Fluxo: 1,0 mL/min

Comprimento de onda: 220 nm

Intervalo de massas: 500-2000 Daltons.

1ll.2.3. Radiomarcacao dos Peptideos Sintetizados

A radiomarcacao dos peptideos foi realizada com o radioisétopo ['3'I]Nal.
Como ja descrito anteriormente, o radionuclideo ['3'[]Nal pode ser conjugado aos
peptideos através da via direta, usualmente no anel aromatico do aminoacido
tirosina, utilizando o método de substitui¢cao eletrofilica (Hunter, 1970). Para tanto,
o0 aminoacido tirosina foi adicionado no N-terminal da sequéncia do peptideo
proposto (YIKVAV) da cadeia a1 da laminina-111). Os outros peptideos propostos
YIGSR (cadeia 31, laminina-111) e KAFDITYVRLKF (cadeia y1, laminina-111) ja

continham em suas sequéncias o aminoacido tirosina.

Experimentalmente, foram usados (= 25 ug/25 uL) do peptideo incubado
com aproximadamente 0,5 mCi (18.5 MBq) de ['3'[[Nal (= 25 pL) com pH no
intervalo entre 9-10 para os peptideos KAFDITYVRLKF e YIGSR. Para o
fragmento YIKVAV foi necessaria a utilizagdo do ['3'I]Nal com pH = 7,0. Em
seguida, 3 a 5 yL de CT (1 mg/1 mL) foram adicionados para o inicio do processo
de radiomarcacdo. Apds o tempo reacional, o qual variou de 30 s a 240 s, 5 yL de
metabissulfito de sddio (2 mg/1 mL) foram adicionados, a fim de parar a reagéao.
Ao meio reacional foram adicionados 500 uL de tampao PBS (pH 7,4), totalizando
um volume de aproximadamente 550 pL (Figura 4).
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Figura 4. Etapas da radiomarcagdo dos peptideos com ['3'[]Nal.

111.2.3.1. Avaliagéo do rendimento radioquimico

A avaliacdo do rendimento radioquimico foi realizada através da
cromatografia ascendente, a qual consiste na migracdo da fase moével por
capilaridade através de uma fase estacionaria. Neste trabalho, as fases
estacionarias utilizadas foram papel cromatografico (Whatmann® 3 MM) ou placa
de silica gel depositada sob uma base de aluminio (TLC-SG). O desenvolvimento
cromatografico foi realizado com a semeadura de uma aliquota de 1,5 uL do meio
reacional contendo o peptideo radiomarcado ou da solugdo de ['3']]Nal na origem
das fitas cromatograficas (a 1,5 cm da base). As fitas (10 cm de altura e 1,5 cm
de largura) foram colocadas em cubas cromatograficas saturadas previamente
com a fase movel (Figura 5). As fases moveis avaliadas foram 85% MeOH / 15%
H20 e 95% MeOH / 5% H20, utilizando papel cromatografico Whatmann 3MM;
60% ACN / 40% H20, 95% ACN / 5% H20 e NaCl 0,9%, utilizando fitas TLC/SG.

Ao final do desenvolvimento cromatografico, as fitas cromatograficas foram
secas em estufa e a radioatividade lida em equipamento radio-TLC imaging
scanner. O fator de retengao (Rr) dos peptideos radiomarcados e do iodo-131 livre
foram determinados e o calculo dos rendimentos radioquimicos foi apresentado
em porcentagem da atividade de cada espécie radioquimica em relagcdo a
atividade total da fita, sempre de acordo com o Rr correspondente.

21



Semeadura

=
Fita TLC-SG
== | 4— 3L Ng Livre
«—FRONTE
Leitura
<= |«—ORIGEM ’
SOLVENTE —» - o
N -~

Figura 5. Semeadura da amostra na fita TLC/SG de 10 cm para analise

cromatografica.

Todo o processo de radiomarcagdo foi realizado no Centro de
Experimentacao e Treinamento em Cirurgias (CETEC) do Hospital Israelita Albert

Einstein.

1ll.2.4. Estudos de estabilidade dos peptideos radiomarcados

111.2.4.1 Estabilidade em meio reacional

A estabilidade dos peptideos radiomarcados em meio reacional foi avaliada
sob duas condicbes de armazenamento, a temperatura ambiente e sob
refrigeracao (2-8 °C), nos tempos zero (controle) até 48 h apds a radiomarcagéo,

em triplicada, utilizando a técnica de cromatografia ascendente descrita acima.

111.2.4.2. Estabilidade em soro humano

Uma amostra de 10 mL de sangue humano (do préprio pesquisador)
colhido sem anticoagulante foi centrifugada a 3000 rpm por 10 min para a retirada
do coagulo de fibrina e obtencdo do soro. A estabilidade dos peptideos

radiomarcados em soro humano a 37 °C foi avaliada em um eppendorf contendo
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475 pL de soro recém centrifugado e 25 uL (~1.96 MBq) dos peptideos
radiomarcados, nos tempos de 1, 4 e 24 h de incubagéo sob leve agitagao (500
rom) em ThermoShaker TS-100C. Em seguida, em uma aliquota de 200 pL da
amostra foram adicionados 500 pL de ACN 100% gelada para a precipitagcao das
proteinas séricas e posterior analises cromatograficas, em triplicada, utilizando a

técnica de cromatografia ascendente.

[11.2.4.3. 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 retengao (Rt) e a
pureza radioquimica (PRQ) dos peptideos radiomarcados. A CLAE-FR foi
realizada no UHPLC Infinity 1l 1290, equipado com detector UV-visivel, injetor
automatico, forno de coluna e sistema de dados Open Lab ECM acoplado ao
detector de radiagdo. Para as analises foi utilizada a coluna analitica de fase

reversa Phenomenex Kinetex® C18 (100 mm x 3 mm; 2,6 um) mantida a 30 °C.

As condigdes cromatograficas foram:

Sistema de Solventes:

A: 0,1% TFA/H20 e B: 0,1% TFA - 60% ACN / 40% H20
Gradiente: 3% B/min

Fluxo: 1 mL/min

Comprimento de onda: 220 nm.

1ll.2.5. Interagao dos peptideos radiomarcados com as proteinas séricas

A porcentagem de ligagdo as proteinas séricas dos peptideos
radiomarcados foi avaliada pelo método de precipitacdo proteica com &cido
tricloroacético (TCA) 10%. Primeiramente, uma amostra de 10 mL de sangue

humano (do proprio pesquisador) colhido sem anticoagulante foi centrifugada a
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3000 rpm por 10 min para a retirada do coagulo de fibrina e obten¢&do do soro.
Para este estudo foram adicionados 25 uL dos peptideos radiomarcados a 475 L
de soro humano e incubados a 37°C por 1 h. Para a precipitacdo das proteinas,
500 pL de TCA 10% foi adicionado. Apds agitacdo por um minuto em vértex, as
amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos, em centrifuga Minispin®
plus. Os sobrenadantes foram coletados e o procedimento com TCA 10% foi

repetido trés vezes (Figura 6).

Figura 6. Etapas da avaliagcdo da ligagao dos radiopeptideos as proteinas séricas.

As atividades contidas nos precipitados e sobrenadantes foram
mensuradas em contador gama automatico Wizard2™ 3” 2480. O valor de ligacao
as proteinas séricas (%) para cada radiopeptideo foi determinado pela equacao

abaixo.

Lioacio 3 o sricas (%) = precipitado (cpm) 100
1gagao as proteinas sericas L7) = (precipitado + sobrenadante)(cpm) x

24



lll.2.6. Determinagdao do coeficiente de particdo (CP) dos peptideos

radiomarcados

A lipofilicidade de uma biomolécula é determinada pela sua estrutura e
pode ser refletida através da determinacao da sua raz&do de particdo entre agua e
n-octanol. O coeficiente de particdo (CP) dos peptideos radiomarcados foi

determinado, conforme descrito por Schibli & Schubiger (2002).

Experimentalmente, uma aliquota de 25 pL de cada peptideo radiomarcado
foi adicionada a um eppendorf contendo 500 pL de n-octanol e 475 uL de agua e
agitado em vortex durante 1 min. Em seguida, a mistura final foi centrifugada a
5000 rpm por 3 min em centrifuga Minispin® plus e mantida em repouso por 15
min para completa separacdo de fases. Foram coletadas, em quintuplicata,
aliquotas de 100 pL das fases orgéanica e aquosa e suas atividades mensuradas

em contador gama automatico Wizard2™ 3” 2480 (Figura 7).

Figura 7. Etapas da determinacao do coeficiente de particdo dos radiopeptideos.

O CP para cada método de radiomarcacao foi determinado pelo calculo do
logaritmo da razéo das atividades entre as fases organica e aquosa, conforme a

equacao abaixo:

fase organica (cpm
CP = log g (cpm)

fase aquosa (cpm)
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111.2.7. Avaliagao da ligagao e internalizagao dos peptideos radiomarcados as

células tumorais.

111.2.7.1. Cultura de células de tumor de mama

As células de tumor de mama MDA-MB-231 e MCF-7 (Figura 8) foram
cultivadas nos meios DMEM F-12 e RPMI (Gibco, Gaithersburg, MD),
respectivamente, com 10% de soro bovino fetal (Invitrogen) a 37° C (5% COz2),
onde alcangaram a confluéncia de 90%. O meio foi removido e as células liberadas
para incubagao com tripsina (0,04% de tripsina / EDTA). Em seguida, as células
foram centrifugadas a 1000 rpm por 5 min e ressuspendidas em meio de cultura

para a realizagdo dos experimentos de ligacao e internalizagéo.

ATCC Number: HTB-26 ™ ATCC Number: HTB-22
Designation:  MDA-MB-231 Designation: ~ MCF-7

Figura 8. (A) Culturas das linhagens MDA-MB-231 com baixa e alta densidades
e (B) MCF-7 com baixa e alta densidades. (ATCC, 2021).

111.2.7.2. Avaliagdo da ligagéo e internalizagdo dos peptideos radiomarcados com

as células tumorais

Em quintuplicada, os radiopeptideos (50 pL) foram adicionados em 450 pL
de meio de cultura DMEM F-12 ou RPMI contendo 2x108 células MDA-MB-231 e

MCEF-7, respectivamente. A avaliagdo da ligagéao e internalizagdo dos peptideos
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radiomarcados com as células foi realizada apds a incubacéo a 37°C, com leve
agitacao (500 rpm), nos tempos de 1, 4 e 24 h. Apds o término de cada periodo
de incubacgao, os eppendorfs foram centrifugados a 1.500 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 9).
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Figura 9. Etapas da avaliagdo das fragdes ligada e internalizada as células

tumorais.

A porcentagem da fragao ligada as células tumorais foi calculada de acordo

com a equagao abaixo:

atividade no pellet
atividade no pellet + atividade no sobrenadante

Fragdo Ligada =

Apos a contagem da atividade, a internalizagdo dos radiopeptideos as
células tumorais foi mensurada apds a adigdo de 500 pyL de tampao 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 1.500 rpm por 5 min e as
atividades dos pellets celulares e dos sobrenadantes foram mensuradas em
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contador gama automatico Wizard2™ 3” 2480 (Figura 9).

A porcentagem da fragao internalizada as células tumorais foi calculada de

acordo com a equagao abaixo:

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

lll.2.8. Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada pelo programa
GraphPad Prism® (versdo 5.0). As médias de trés ou mais grupos foram
comparadas por Analise de Variancia (one-way ANOVA), seguida pelo teste de
comparagao multipla de Tukey. Foram consideradas diferengas significativas os

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

IV.1. Sintese e Caracterizacdo dos Peptideos

Para atingirmos os objetivos, iniciamos com as sinteses dos fragmentos

peptidicos da molécula da laminina-111 propostos: KAFDITYVRLKF, YIGSR e

YIKVAV. As sinteses das sequéncias foram realizadas através da sintese de

peptideos em fase sélida, manualmente, utilizando a estratégia Fmoc/tBut. A

clivagem final do peptideo da resina e a remoc¢édo dos grupos protetores das

cadeias laterais foram efetuadas em uma mistura contendo elevado teor de TFA.

A primeira sequéncia proposta trata-se do peptideo de 12 aminoacidos
denominado C16 (KAFDITYVRLKF) (cadeia y1, da laminina-111). O
peptideo C16, conforme descrito anteriormente, auxilia no processo de
adesao celular e promove angiogénese (Ponce, 2001). Recentemente
Smuczek et al (2017) mostrou que este peptideo também influencia a
expressdo génica de células derivadas de carcinoma ductal invasivo de
mama (MDA-MB-231). Esse peptideo foi sintetizado na escala de 0,31
mmol/g. A resina utilizada foi Phe-Wang de 0,5 mmol/g. Peso molecular

tedrico do peptideo = 1500,8 g/mol e o obtido = 1501,0 g/mol.

Segunda sequéncia: o pentapeptideo YIGSR (cadeia 1, da laminina-111).
Este peptideo mostrou ser capaz de inibir o processo angiogénico de
células tumorais relacionadas ao cancer de mama. (Mokotoff et al 1997). A
sintese foi realizada utilizando a resina Arg-Wang (1 mmol/g), na escala de
0,7 mmol/g. Peso molecular tedrico do peptideo = 594,7 g/mol e o obtido =
596,0 g/mol.

Terceira sequéncia: o peptideo YIKVAV (cadeia a1, laminina-111) foi
proposto por ser descrito por promover adesao celular e migragao, tendo

um papel importante no crescimento tumoral, metastase, secre¢cao de
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protease e angiogénese em diversos tipos de tumores (Sweeney et al.,
1991; Bresalier et al., 1995). A sintese foi realizada utilizando a resina Val-
Wang na escala de 0,7 mmol/g. Peso molecular tedérico = 691,87 g/mol e o
obtido = 693,0 g/mol. Vale ressaltar que o aminoacido Tyr (Y) foi
acrescentado no N-terminal da sequéncia IKVAYV, ja descrita (Sweeney et
al., 1991; Bresalier et al., 1995) para a realizagao da radiomarcagado com o

radionuclideo iodo-131.

Os rendimentos finais das sinteses foram de aproximadamente 60% para
todos os fragmentos e a pureza dos peptideos foi confirmada por CLAE-FR. A

Tabela 3 abaixo resume os parametros utilizados nas analises cromatograficas.

Tabela 3. Parametros utilizados na caracteriza¢do dos peptideos propostos.

CLAE-FR analitico
Massa molar

Peptideos ] Tempode % de Sol.B
(g/mol) obtido Gradiente

Retencao para eluigao

5% - 95% .
KAFDITYVRLKF 1501,0 . 12,1 min 38%
em 30min
5% - 95%
YIGSR 596,0 . 7.4 min 22%
em 30 min
5% - 95% .
YIKVAV 693,0 . 15,6 min 47%
em 30 min

Solvente A: 0,1% TFA/H20; Solvente B: 60%ACN/H20.
As Figuras 10-12 abaixo mostram os perfis cromatograficos obtidos nas

analises por CLAE-FR e a espectrometria de massas dos fragmentos peptidicos
sintetizados KAFDITYVRLKF, YIGSR e YIKVAV, respectivamente.
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Figura 10. Perfil cromatografico (A) e a espectrometria de massas (B) do
fragmento KAFDITYVRLKF purificado.
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As sinteses, purificacdes e caracterizacdes dos peptideos foram realizadas
com sucesso. Em seguida, os processos de padronizacdo das radiomarcacoes

foram iniciados.

IV.2. Radiomarcacao dos Peptideos

A obtencdo dos peptideos radiomarcados com 3! baseou-se na
substituicdo eletrofilica do anel aromatico do aminoécido tirosina presente nas
sequéncias dos peptideos propostos através da oxidacdo do 131I- pelo método da
Cloramina T (Hunter, 1962). O radioisétopo 3!l possui caracteristicas fisicas
favoraveis tanto para o diagnostico (emissao de raios-y) quanto para terapia
(emisséo de particulas B). Além disso, este radioisétopo é produto de reator

nuclear e tem sua distribuicéo ja estabelecida em todo o pais pelo IPEN.

Para padronizar o processo de radiomarcacdo e obter alto rendimento
radioquimico, diferentes condicdes de marcacdo foram avaliadas, além de se
avaliar os melhores sistemas de solventes a serem utilizados nas analises
cromatograficas. Vale ressaltar que € considerado o melhor solvente aquele que
nas analises cromatograficas consegue separar melhor o [**!]Nal do peptideo
radiomarcado. Assim, primeiramente foi avaliado o perfil cromatogréafico do

[*3l]]Nal em diversos solventes e concentragoes.

A Tabela 4 mostra as variacdes realizadas para a padronizacdo das
reacdes de radiomarcacdo, bem como os sistemas cromatogréaficos utilizados
para avaliarmos o rendimento radioquimico por cromatografia ascendente para

cada radiopeptideo.
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Tabela 4. Parametros de radiomarcacdo dos peptideos KAFDITYVRLKF, YIGSR e
YIKVAV.

Parametros de KAFDITYVRLKF YIGSR YIKVAV

radiomarcacao

Quantidade de peptideo 25 ug e 30 ug 25 ug e 30 pg 15 pg e 25 ug
Volume do [**]Nal 25 uL 25 uL 25 uL
pH reacional 9,0-10,0 9,0-10,0 7,0-7,5
Tempo de reacao 90 s, 120 s, 180 s,
) 60se90s 90 s
de Cloramina T 190se 240 s
Volume de Cloramina T 3-5uL 5 pL 5L
Volume de metabissulfito
de sédio 5uL 5uL 5uL
Volume de PBS 0,1 M
500 pL 500 pL 500 pL
(pH 7,4)

85% MeOH /15% H,O 85% MeOH /15% H,O 85% MeOH /15% H,0
Fases moveis para  95% MeOH /5% H,O 95% MeOH /5% H,O 95% MeOH /5% H,O
analise do rendimento  60% ACN /40% H.O  60% ACN /40% H,O  60% ACN /40% H,0
radioquimico 95% ACN /5% H,0  95% ACN /5% H,O  95% ACN /5% H,O
NaCl 0,9% NaCl 0,9% NaCl 0,9%

Fase estacionéria para
analise do rendimento TLC/SG TLC/SG TLC/SG

radioquimico

IV.3. Determinacdo do Rendimento Radioquimico dos Peptideos

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

fases méveis (Tabela 4).

Nos sistemas cromatograficos mais adequados para a andlise, o peptideo
radiomarcado ficou retido no ponto de aplicacdo, com Rsde 0,1 — 0,2, enquanto o

[*34]Nal migrou com o eluente, com Rf 0,9 — 1,0. Todas as andlises
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cromatograficas foram realizadas em triplicata. O célculo do rendimento
radioquimico foi determinado em porcentagem da atividade de cada espécie
radioquimica em relacdo a atividade total da fita, sempre de acordo com o Rt
correspondente.

IV.3.1. Perfis cromatogréaficos obtidos para o peptideo KAFDITYVRLKF

As Figuras 13-16 mostram os perfis cromatograficos obtidos em diferentes
condi¢cBes de radiomarcacao para o peptideo KAFDITYVRLKF, de acordo com o

solvente utilizado nas andlises cromatogréficas.

[*3L]Nal ACN 95% [*34]I-KAFDITYVRLKF ACN 95%
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Figura 13. Perfis cromatograficos do ['*!]Nal e do peptideo [*31]I-
KAFDITYVRLKF em 95% ACN / 5% H20 (TLC/SG).
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Figura 14. Perfis cromatograficos do ['*}]Nal e do peptideo [*3]I-
KAFDITYVRLKF em 85% MeOH / 15% H20 (TLC/SG).
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[*31]Nal MeOH 95% [BH)I-KAFDITYVRLKF MeOH 95%
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Figura 15. Perfis cromatograficos do ['*!]Nal e do peptideo [*31]I-
KAFDITYVRLKF em 95% MeOH / 5% H20 (TLC/SG).
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Figura 16. Perfis cromatograficos do ['*!]Nal e do peptideo [*3I]I-
KAFDITYVRLKF em NaCl 0,9% (TLC/SG).

De acordo com as Figuras 13-16 os sistemas de solventes 95% ACN / 5%
H20, 85% MeOH / 15% H20 e 95% MeOH / 5% H20 nao foram adequados para
mensurar o rendimento radioquimico das reac¢des de radiomarcagdo porque nao
foram capazes de separar o [**!]Nal do peptideo radiomarcado, ou seja,
apresentaram o mesmo Rsde 0,9 — 1,0. O unico solvente que foi capaz de separar
o [*34]Nal (Rf = 0,8-1.0) do peptideo radiomarcado [*3!]I-KAFDITYVRLKF (Rt =
0,1-0,2) foi o NaCl 0.9% (Figura 16). A partir da definicho do sistema
cromatografico para a analise do rendimento radioquimico varios parametros
foram avaliados e elencados na Tabela 4, a fim de se obter rendimentos

radioquimicos acima de 90%.
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IV.3.2. Perfis cromatograficos obtidos para o peptideo YIGSR

As Figuras 17-20 mostram os perfis cromatograficos obtidos para o

peptideo YIGSR em diferentes sistemas de solventes utilizados nas analises

cromatograficas.

[*3Y]Nal ACN 95%
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[134]1-YIGSR ACN 95%

Figura 17. Perfis cromatograficos do [*3!]Nal e do peptideo [*3!]I-YIGSR em 95%

ACN / 5% H20 (TLC/SG).
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Figura 18. Perfis cromatograficos do [**']Nal e do peptideo [*31]I-YIGSR em 85%

MeOH / 15% H20 (TLC/SG).
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Figura 19. Perfis cromatogréficos do [**11]Nal e do peptideo [**1]I-YIGSR em 95%
MeOH / 5% H20 (TLC/SG).
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Figura 20. Perfis cromatograficos do [**'1]Nal e do peptideo [**!1]I-YIGSR em NaCl
0,9% (TLC/SG).

Os resultados das analises cromatograficas mostraram que o melhor
eluente para o peptideo [**1]I-YIGSR foi 95% ACN / 5% H20 (Figura 17) com uma
excelente separacdo do [*3!]Nal (Rf = 0,9-1,0) do peptideo radiomarcado (Rf =
0,1-0,2).
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IV.3.3. Perfis cromatograficos obtidos para o peptideo YIKVAV

As Figuras 21-24 mostram os perfis cromatograficos obtidos para o
peptideo YIKVAV em diferentes sistemas de solventes utilizados nas analises

cromatograficas.
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Figura 21. Perfis cromatogréaficos do [**!I]Nal e do peptideo [*3]I-YIKVAV em
95% ACN / 5% H20 (TLC/SG).
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Figura 22. Perfis cromatogréficos do ['*!]Nal e do peptideo [**!]I-YIKVAV em
85% MeOH /15% H20 (TLC/SG).
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Figura 23. Perfis cromatograficos do [**'I]Nal e do peptideo [*3]I-YIKVAV em
95% MeOH / 5% H20 (TLC/SG).

131
[*31]Nal NaCl0,9% [H]I-YIKVAV NaCl 0,9%

5000001 40000
= —
S S

o 4000007 ~
3 S 30000
= Q
5 5

5300000- S

S (o]

2 % 200001

£ 2000001 £

o o

o o
2 © 100001
£ 1000001 =

5 =
o £

0 0 — T ———2 ¢/T/T\.. )
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Rf Rf

Figura 24. Perfis cromatogréaficos do [**!I]Nal e do peptideo [*3]I-YIGSR em NaCl
0,9% (TLC/SG).

De acordo com as Figuras 21-24 os eluentes 85% MeOH / 15% H20 e 95%
MeOH / 5% H20 néo foram adequados para mensurar o rendimento radioquimico
das reacoes de radiomarcacdo porque ndo foram capazes de separar o [*3]Nal
do peptideo radiomarcado. O solvente 95% ACN / 5% H20 foi o que melhor
separou o [**]Nal (Rt = 0,9-1,0) do peptideo radiomarcado [*3]I-YIKVAV (Rt de

0,1-0,2) com um excelente perfil cromatografico (Figura 21).

A partir da definicho do melhor eluente a ser utilizado nas analises
cromatograficas dos radiopeptideos foi possivel calcular os rendimentos
radioquimicos obtidos em diferentes condi¢cdes de radiomarcacédo. A Tabela 5
mostra os valores dos rendimentos radioquimicos obtidos em diferentes sistemas

de solventes e condi¢des de radiomarcacdo para os peptideos propostos.
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Tabela 5. Rendimentos radioquimicos dos peptideos obtidos em diferentes

condi¢cBes de radiomarcacao.

) Rendimento
) ) Tempo de Quantidade _ o
Peptideos Fase moével . _ Radioquimico
reacdo (s) CloraminaT
(%)
90 5 L 9,2
ACN 95% / 5% H,0
MeOH 95% / 5% H,O 90 5L 1.9
MeOH 95% / 5% H,0 90 Sl 4,2
NaCl 0,9% 90 5uL 30,7
o NaCl 0,9% 180 S L 30,7
NaCl 0,9% 120 5 L 45,9
KAFDITYVRLKF
NaCl 0,9% 150 5 L 49,5
NaCl 0,9% 180 3uL 70,4
NaCl0,9% 240 3L 79,1
NaCl 0,9% 200 3L 75.9
NaCl 0,9% ’
180 4 uL 62,2
MeOH 85% / 5% H,0O 90 5 L 85.9
MeOH 95% / 5% H,O ’
90 5 L 77,3
[131]I-YIGSR NaCl 0,9%
90 5 pL 81,3
NaCl 0,9%
ACN 95% / 5% H,O 60 SuL 90.4
ACN 95% / 5% H,O 60 S pL 93,3
ACN 95% / 5% H,O 90 SuL 97,5
MeOH 85% / 5% H,0O 90 5L 55,3
[131[]1-YIKVAV
MeOH 95% / 5% H,0O 90 5uL 77,7
NaCl 0,9% 90 5uL 85,7

Os dados da Tabela 5 confirmam que o melhor rendimento radioquimico

para o ['!]I-KAFDITYVRLKF foi obtido quando o sistema utilizado nas analises

cromatograficas foi o NaCl 0,9% em TLC/SG com um tempo de reacao de 240 s

e 3L de Cloramina T (Figura 16 e Tabela 5). Entretanto, para o segundo peptideo
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[*31]1-YIGSR um melhor rendimento radioquimico foi obtido quando o eluente ACN
95% / 5% H20 em TLC/SG foi utilizado, com tempo de reacdo de 60 s e 5 pL de
Cloramina T (Figura 17 e Tabela 5). O terceiro peptideo [*1]I-YIKVAV também
teve o melhor rendimento radioquimico (97,5%) no sistema cromatografico ACN
95% / 5% H20, como fase movel e TLC/SG como fase estacionaria, com o tempo
de reacdo de 90 s e 5 uL de Cloramina T (Figura 21 e Tabela 5).

Resumidamente, apds avaliarmos a influéncia do tempo de reacéo,
guantidade de cloramina T e também o melhor sistema cromatografico,
rendimentos radioquimicos de aproximadamente 80% para o ['3]I-
KAFDITYVRLKF, 93% para ['*!]I-YIGSR e 98% para o ['31]I-YIKVAV foram
obtidos.

IV.4. Estudo de estabilidade dos peptideos radiomarcados

O emprego de métodos cromatograficos simples constitui um dos
parametros béasicos para estimar a estabilidade dos radiofarmacos. Além disso, a
estabilidade de um radiocomposto influencia diretamente na sua biodistribui¢do in
vivo. Neste estudo, foram avaliadas as estabilidades dos peptideos
radiomarcados, em meio reacional, mantidos em temperatura ambiente e sob

refrigeracao (2-8°C), por até 48 h pés-marcacao.

As Figuras 25 a 27 mostram a pureza radioquimica dos fragmentos
peptidicos [*31]I-KAFDITYVRLKF, [3H]I-YIGSR e [13H]I-YIKVAV,
respectivamente, mantidos em temperatura ambiente e sob refrigeracéo por até
48 h (n = 3).
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Figura 25. Pureza radioguimica do fragmento [**!]I-KAFDITYVRLKF até 48 h

pos-marcacao (n = 3). Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre
as condicfes (Temp. Ambiente X Refrigerado) (p >0,05). Letras diferentes indicam
diferencas estatisticamente significativas para os diferentes tempos de uma

mesma condicdo (Temp. Ambiente ou Refrigerado) (p <0,05). Rendimento

radioquimico inicial = 80,37%.
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Figura 26. Pureza radioquimica do fragmento [*3]I-YIGSR até 48 h p6s marcacao

(n = 3). Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre as condi¢cfes

(Temp. Ambiente X Refrigerado) e entre os tempos avaliados. (p >0,05).

Rendimento radioquimico inicial = 86,13%.
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Figura 27. Pureza radioquimica do fragmento ['3!]I-YIKVAV até 48 h pos
marcacao (n = 3). N&o houve diferencas estatisticamente significativas entre as
condicbes (Temp. Ambiente X Refrigerado) e entre os tempos avaliados. (p

>0,05). Rendimento radioquimico inicial = 93,01%.

Para o fragmento ['3!]I-KAFDITYVRLKF a pureza radioquimica diminuiu
significativamente em ambas as condicbes de armazenamento (temperatura
ambiente ou refrigerado) com uma reducéo de aproximadamente 50% em 48 h
(de 80,37% + 4,51 para 41,83% = 8,47) quando mantido em temperatura ambiente
(Figura 25). Por outro lado, os fragmentos [*3]I-YIGSR e [*3]I-YIKVAV
apresentaram boa estabilidade, mantendo alta pureza radioquimica até 48 h, em
ambas as condicbes de armazenamento (Figuras 26 e 27). Desta forma, este
experimento mostrou que o0 UOnico peptideo que ndo se manteve
radioquimicamente estavel, ao longo do tempo avaliado, foi o [*3]I-
KAFDITYVRLKF.

IV.4.1. Estudo da estabilidade dos peptideos radiomarcados em soro

A estabilidade da radiomarcacao também foi avaliada quando os peptideos

radiomarcados foram incubados a 37° C em soro (Figuras 28 a 30).
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Figura 28. Pureza radioquimica do fragmento peptidico [**!1]I-KAFDITYVRLKF
até 24 h pos-marcacao incubado em soro humano a 37 °C (n = 5). Nao houve
diferencas estatisticamente significativas entre os tempos avaliados. (p >0,05).

Rendimento radioquimico inicial (antes incubagéo) = 75,7%.
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Figura 29. Pureza radioquimica do fragmento peptidico [*31]I-YIGSR até 24 h pés-
marcacao incubado em soro humano a 37 °C (n = 3). N&o houve diferengas
estatisticamente significativas entre os tempos avaliados. (p >0,05). Rendimento
radioquimico inicial (antes da incubagéo) = 96,0%.
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Figura 30. Pureza radioquimica do fragmento peptidico [*3]I-YIKVAV até 24 h
pos-marcacao incubado em soro humano a 37 °C (n = 3). Nao houve diferencas
estatisticamente significativas entre os tempos avaliados. (p >0,05). Rendimento

radioquimico inicial (antes da incubacao) = 86,4%.

Os resultados da avaliacdo da estabilidade dos peptideos em soro
mostraram o mesmo perfil de pureza radioquimica obtido nos experimentos

guando os radiopeptideos foram mantidos em meio reacional.

Para o peptideo [H]I-KAFDITYVRLKF uma redugcdo da pureza
radioguimica de aproximadamente 35% foi observada logo na primeira hora de
incubacdo (de ~76% para ~45%) (Figura 28). Assim, tanto em meio reacional
guanto em soro, o peptideo ['*!]I-KAFDITYVRLKF foi o que apresentou a maior
perda de estabilidade radioquimica. Em contrapartida, os fragmentos [*31]I-YIGSR
e [13H]I-YIKVAV se mantiveram bastante estaveis durante todo o periodo avaliado

(Figuras 29 e 30, respectivamente).

IV.4.2. 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 retencdo (Rt) dos
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peptideos radiomarcados e do [*3!I]Nal e avaliar a pureza radioquimica (PRQ) do
produto radiomarcado. As Figuras 31-33 mostram os perfis cromatogréaficos

obtidos do [**!]Nal, dos peptideos antes e ap6s o processo de radiomarcacgéo.
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Figura 31. Perfis de cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa: (A)
[*34]Nal, (B) KAFDITYVRLKF e (C) [*3]I-KAFDITYVRLKF.
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Figura 32. Perfis de cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa: (A)

[*3!]Nal, (B) YIGSR e (C) [**]I-YIGSR.
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Figura 33. Perfis de cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa: (A)
[*3H]Nal, (B) YIKVAV e (C) [*3U]I-YIKVAV.

IV.5. Estudo da interacdo dos peptideos radiomarcados as proteinas séricas

A ligacdo as proteinas séricas (LPS) desempenha um papel critico na
determinacdo da biodistribuicdo, taxa de eliminacdo, circulagdo sanguinea,

acesso ao sitio de acdo e metabolismo de um farmaco (Jeghers et al., 1990).

A porcentagem de LPS foi avaliada pelo método de precipitacdo proteica

com &cido tricloroacético (TCA) 10% e os resultados obtidos estdo representados
na Figura 34.
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Figura 34. Interacdo dos peptideos radiomarcados as proteinas séricas (n = 5).
Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p <0,05).

Os resultados mostraram que o peptideo [*2]I-KAFDITYVRLKF
apresentou uma interacdo as proteinas séricas ao redor de 57,48 + 0,48%. Para
o peptideo [*3]I-YIGSR, a porcentagem de interacdo foi da ordem de 25,01 +
0,70%. E para o peptideo [*3M]I-YIKVAV a porcentagem de interacéo foi de 48,40
+ 0,78%.

IV.6. Determinacdo do coeficiente de particdo (CP) dos peptideos

radiomarcados

O coeficiente de particAo € expresso em Log P, o qual nos indica a
hidrofobicidade do radiofarmaco. S&o considerados compostos hidrofilicos
guando o valor de Log P <0 e hidrofébico para Log P >0 (Durkan et al 2007). A
Figura 35 mostra os resultados do coeficiente de particdo obtidos para os trés

fragmentos avaliados.
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Figura 35. Coeficiente de particdo (Log P) dos fragmentos [*3]I-KAFDITYVRLKF,
[3U]I-YIGSR e [BH]I-YIKVAV (n = 5). Letras diferentes indicam diferenca

estatisticamente significativas (p <0,05).

Os resultados mostraram que o peptideo [**]I-KAFDITYVRLKF
apresentou um Log P = -1,10 * 0,04%. Para o peptideo ['3!]I-YIGSR a
porcentagem foi da ordem de -2,12 + 0,08%. E para o peptideo [131]I-YIKVAV o
CP foi de -1,61 + 0,07%. Assim, como era o esperado, o fragmento ['3I]I-
KAFDITYVRLKF foi 0 menos hidrofilico dos peptideos avaliados.

IV.7. Avaliagcdo da ligacao e internalizagdo dos peptideos radiomarcados

com as células tumorais.

As porcentagens de fracdes ligadas e internalizadas dos complexos
[1311]1-KAFDITYVRLKF, [131]I-YIGSR e [131]I-YIKVAV as células MDA-MB-231

estdo demonstradas nas Figuras 36 e 37, respectivamente.

A Figura 36 mostra valores de porcentagens de ligacdo entre 16,02 +
1,22% a 18,06 + 3,27% para o peptideo ['*1I]KAFDITYVRLKF durante 24 h de
incubacdo. O peptideo [**']YIGSR apresentou uma porcentagem de ligacao

de 8,42 = 0,50% na primeira hora com uma queda para 5,72 + 0,31% em 24
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h (p<0,05). Para o fragmento [**1I]YIKVAV a porcentagem de ligacdo foi de

aproximadamente 7% ao longo do tempo avaliado.

MDA-MB-231

B [*3Y]I-KAFDITYVRLKF
[*3]1-YIGSR
B [*34]1-YIKVAV
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Figura 36. Porcentagem de fragdo ligada dos peptideos [**!1]I-KAFDITYVRLKF,
[F3H]I-YIGSR e ['*H]I-YIKVAV as células MDA-MB-231 (n = 5). Letras diferentes
indicam diferencas estatisticamente significativas para o mesmo peptideo ao
longo do tempo (p <0,05).

A Figura 37 mostra que para o peptideo [**]I-KAFDITYVRLKF a
porcentagem de fracdo internalizada foi de 85,29 + 2,70% da fracado ligada. Para
os peptideos [*]I-YIGSR e [*31]I-YIKVAYV a internalizacéo foi de 49,70 + 4,40%
e 73,37 + 3,73%, respectivamente, na primeira hora de incubacédo. No entanto,

em 24 h, a porcentagem de internalizacdo para o peptideo [*3]I-YIKVAV diminuiu
para 51%.
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Figura 37. Porcentagem de fracdo internalizada dos peptideos [*3]I-
KAFDITYVRLKF, [13]I-YIGSR e [**]I-YIKVAV as células MDA-MB-231 (n = 5).
Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas para 0 mesmo

peptideo ao longo do tempo (p <0,05).

As Figuras 38 e 39 mostram as porcentagens de fracdes ligada e
internalizada, respectivamente, dos peptideos ['3]I-KAFDITYVRLKF, [*3]I-
YIGSR e [**]I-YIKVAV as células MCF-7.

O peptideo [**]I-KAFDITYVRLKF apresentou porcentagens de ligacédo de
22,65 +1,11% a 18,23 + 0,61% durante todo o tempo de incubacéo avaliado. Ja
o peptideo ['*1]I-YIGSR apresentou uma porcentagem de fracéo ligada de 6,67 +
0,25% na primeira hora com um aumento para 10,02 + 0,61% durante o tempo de
incubacéo de 24 h. O fragmento [131]I-YIKVAV apresentou uma porcentagem de

fracao ligada ao redor de 15% ao longo do periodo de incubacao (Figura 38).
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Figura 38. Porcentagem de fragdo ligada dos peptideos [**!1]I-KAFDITYVRLKF,
[F3H]I-YIGSR e [*3U]I-YIKVAV as células MCF-7 (n = 5). Letras diferentes indicam

diferencas estatisticamente significativas para o mesmo peptideo ao longo do
tempo (p <0,05).

Para o fragmento [*3]I-KAFDITYVRLKF a porcentagem de
internalizacdo foi de 88,06 + 1,17% da fracdo ligada. Os peptideos [**!I]I-
YIGSR e [!3%]I-YIKVAV apresentaram valores de internalizacdo de
aproximadamente 41,92 e 80%, respectivamente na primeira hora de
incubacdo. No entanto, em 24 h, a porcentagem de internalizacdo para o
peptideo [*3]I-YIKVAV diminuiu para 59,71 + 5,57% (Figura 39).
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Figura 39. Porcentagem de fracdo internalizada dos peptideos [*3!]I-
KAFDITYVRLKF, [*34]I-YIGSR e [*3H]I-YIKVAV as células MCF-7 (n = 5). Letras
diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas para 0 mesmo

peptideo ao longo do tempo (p <0,05).

56



V. DISCUSSAO

V.1 Definicdo dos fragmentos peptidicos propostos

A escolha das sequéncias peptidicas para o desenvolvimento do presente
trabalho se baseou na importancia e envolvimento da molécula laminina-111 em
processos de adesao celular, secrecao de proteases, diferenciagao e proliferacéo
celular e metastases em células tumorais de diversos tipos de canceres, incluindo

o cancer de mama (Gama et al., 2008).

Como ja relatado, a laminina-111 € um heterodimero composto pelas
cadeias a1, p1 e y1. Em todas as suas cadeias ha a presenga de peptideos
biologicamente ativos. O mais estudado trata-se do peptideo denominado C16
(KAFDITYVRLKF) derivado da cadeia y1 porque tem sido associado com adesao
celular (Nomizu et al., 1997), angiogénese (Ponce et al., 2001) e secrecao de
metaloproteinases (Kuratomi et al., 2002). Smuczek e colaboradores, 2017
demonstraram que o peptideo C16 influencia a expressao génica de células de
tumores de mama (MDA-MB-231). Assim, este peptideo foi o primeiro a ser

proposto para os estudos de radiomarcacao.

O segundo peptideo, o qual contém a sequéncia YIGSR, é derivado da
cadeia B1 da laminina-111 e esta relacionado como a inibicdo da angiogénese de

diferentes tipos de tumores (Mokotoff et at 1997; Ponce et al., 2003).

O ultimo peptideo proposto contém a sequéncia IKVAV derivada da cadeia
a1 da laminina-111. Esta sequéncia é descrita por promover adesao celular e
migragdo tendo um papel importante no crescimento tumoral, metastase,
secrecao de protease e angiogénese em diversos tipos de tumores (Sweeney et
al.,, 1991; Bresalier et al., 1995). Entretanto, para facilitar o processo de
radiomarcagéo com o '3'| foi incorporado o aminoacido tirosina, que néo esta na
sequéncia original do peptideo. Portanto, a sequéncia do peptideo utilizado em
nosso estudo foi YIKVAV.

Assim, a proposicao dos estudos de padronizagdo da radiomarcacao de

trés peptideos biologicamente ativos e representantes das trés cadeias da
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laminina-111, bem como os estudos de ligacdo e internalizacdo em células
tumorais, relacionadas ao cancer de mama, poderiam trazer importantes

elucidagdes para o envolvimento desses fragmentos no processo tumoral.

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

radiomarcagao.

V.2. Utilizagao do radionuclideo iodo-131

O radioisétopo escolhido para este estudo foi o iodo-131 ('3'), disponivel
na forma quimica de iodeto de sddio (['*'l]Nal). Este radionuclideo apresenta
caracteristicas fisicas favoraveis para a marcagcao de moléculas do tipo peptideos
e, além disso, o ['3'[|Nal apresenta alto indice de pureza radionuclidica e quimica
de facil marcagéo, e sua distribuicdo & estabelecida em todo o Brasil (Akaniji,
2006).

O método utilizado para a radiomarcacao dos peptideos com '3l foi a
substituicdo eletrofilica aromatica, que através da utilizacdo de um agente
oxidante (Cloramina T) provoca a oxidagdo do iodeto ('3'I") a iodato ('3'I*) e sua
ligagao covalente ao anel aromatico da cadeia lateral do residuo da tirosina. 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 '3l foi em razao
da disponibilidade (fornecimento pelo IPEN-SP) e pelo T2 de oito dias,

possibilitando que estudos de estabilidade de longo prazo fossem realizados.

A Cloramina T é um sal sédico derivado do N-cloro-4-metil benzeno
sulfonamida trihidratado com acao oxidante. Nesta reacéo, ela é responsavel pela
oxidagao do iodeto radioativo para que seja incorporado no anel aromatico do
aminoacido tirosina. Por se tratar de um oxidante forte, apds um curto periodo de
reacdo, adiciona-se um agente redutor, como o metabissulfito de sodio, para
interromper a reagao. Trata-se de uma técnica relativamente barata e facil de se

realizar (Kowalsky et al., 2004; Colturato, 2005). Apesar de ser uma metodologia

o8



eficiente, as condi¢gbes de marcagado exigem um controle cuidadoso, pois por ser
um agente oxidante forte pode provocar a degradagao dos peptideos (Lever,
1995).

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

radioquimico da marcagao

Para quantificarmos o rendimento radioquimico da reacao de marcagao dos
['*"1I-peptideos, primeiramente foi estabelecido o melhor sistema eluente para ser
utilizado nas analises cromatograficas por meio da cromatografia de camada
delgada (CCD). 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. Assim, foi escolhido o melhor
sistema eluente para separagéo do ['*'l]Nal dos peptideos radiomarcados. Neste
estudo um fator de retencédo (Rr) = 0,1 - 0,2 foi observado para os peptideos

radiomarcados, enquanto o radionuclideo apresentou um Rs = 0,9-1,0.

Para o peptideo ['3'l]I-KAFDITYVRLKF foram avaliados diversos sistemas
eluentes (95% ACN / 5% H20, 85% MeOH / 15% H20, 95% MeOH /5% H20, NaCl
0,9%) e o eluente NaCl 0,9% em TLC/SG foi o que melhor separou o peptideo
radiomarcado do radioisotopo, conforme descrito anteriormente. Para os
peptideos ["3']I-YIGSR e ['3']I-YIKVAV, o melhor perfil cromatografico foi obtido
quando foi utilizado o solvente 95% ACN / 5% H20 em TLC/SG. Sempre com o
intuito de padronizar o processo de radiomarcacdo com o0 maior rendimento
radioquimico, varios experimentos foram realizados alterando a quantidade de

Cloramina T e o tempo de reacao (Tabela 5).

Apos definido o melhor sistema de analise cromatografica para cada
peptideo e também as melhores condicdes de radiomarcacao, rendimentos
radioquimicos de aproximadamente 80%, 93% e 92% para os fragmentos ['3'l]I-
KAFDITYVRLKF, ["¥'[]I-YIGSR e [3'I]I-YIKVAV, respectivamente, foram obtidos.
Esta diferenca de porcentagem da eficiéncia de radiomarcagdo se deve,
provavelmente, ao fato da maior dificuldade do iodo oxidado se ligar ao anel

aromatico da tirosina do peptideo KAFDITYVRLKF devido ao impedimento
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estérico, uma vez que este aminoacido se encontra exatamente no meio da
sequéncia peptidica, diferentemente dos peptideos YIGSR e YIKVAV, onde a

tirosina se encontra no N-terminal.

Recentemente, Sobral e colaboradores (2020) marcaram dois peptideos
EEEEYFELV e DEDEYFELV que interagem com o receptor EGF utilizando o
radioisétopo '3l e obtiveram rendimentos de 90.80 + 5.90% e 95.10 *+ 3.39%,

respectivamente.

As analises dos rendimentos e purezas radioquimicas foram realizadas por
CCD e CLAE. Através da CLAE foi possivel determinar os tempos de retengcao
(Rt) dos peptideos radiomarcados e do radionuclideo livre, além de avaliar a PRQ

dos complexos radiomarcados.

A andlise por CLAE-FR dos fragmentos peptidicos mostrou que os
peptideos frios, os radiomarcados e o radioisétopo livre tiveram Rt determinados.
Vale a pena mencionar que os radiopeptideos apresentaram um Rt ligeiramente
maior quando comparados com os peptideos ndo marcados devido ao tempo
necessario para que as amostras percorram do detector de UV para o detector de

radioatividade.

Os resultados das analises da CLAE-FR corroboraram os resultados da
CCD e confirmaram o sucesso do processo de radiomarcagcdo com a obtencao de
peptideos radiomarcados com PRQ >80%, mostrando a importancia das analises
da CCD na avaliagao do rendimento radioquimico de peptideos marcados, uma

vez que € um método rapido, confiavel e de facil execucao (Durante et al., 2019).

V.3. Determinagao da estabilidade dos peptideos radiomarcados

O radioiso6topo 3!l possui propriedades que permite sua utilizagéo ao longo
de uma semana, pois sua meia vida fisica é de 8 dias (Kowalsky et al., 2004).
Entretanto, sua atividade vai diminuindo ao longo dos dias, assim os estudos de
estabilidade foram feitos até 48 horas pés-marcacao, além disso para a realizagao
de futuros estudos in vivo é necessaria alta atividade especifica. Conforme

descrito nos resultados, foi avaliada a estabilidade dos peptideos radiomarcados
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tanto em meio reacional quanto em soro humano. E desnecessario mencionarmos
que uma alta estabilidade dos peptideos radiomarcados é essencial para uma
possivel aplicagao na area clinica. Estudos realizados por Araujo e colaboradores
(2008) mostraram que ["¥'l]l-peptideos em diferentes concentragbes

permaneceram estaveis por até 24 h apds a marcagao.

Nos nossos estudos, o ['"¥'l]I-KAFDITYVRLKF foi o fragmento que
apresentou menor estabilidade com uma reducdo da pureza radioquimica de
aproximadamente 50%, durante o periodo de tempo avaliado, tanto em
temperatura ambiente quanto refrigerado. Entretanto, os fragmentos ["3'1]I-YIGSR
e [PU]I'YIKVAV foram bastante estaveis, com uma pequena redugdo de
aproximadamente 5% e 10%, respectivamente, em 48 h pds-marcagao. Vale
ressaltar que ndo houve diferengas significativas na pureza radioquimica destes

radiopeptideos quando mantidos em temperatura ambiente ou refrigerados.

O mesmo perfil foi observado quando a estabilidade dos peptideos foi
avaliada apds incubagdo em soro. Para o fragmento [3'1]I-KAFDITYVRLKF uma
queda brusca na estabilidade foi observada logo apds a incubagéo por 1 h, com
uma reducgdo em torno de 35%. Os fragmentos ['3'I]I-YIGSR e [1311]I-YIKVAV se
mantiveram estaveis durante todo o periodo avaliado. Acreditamos que a perda
de estabilidade radioquimica observada para o ['?'l]I-KAFDITYVRLKF se deva a

clivagem do peptideo (degradagao) por proteinas contidas no soro.

V.4. Determinacgao da ligagao as proteinas séricas

Os resultados da interacédo dos peptideos as proteinas séricas mostraram
que os peptideos ["']I-KAFDITYVRLKF, [']I-YIGSR e ["®']I-YIKVAV
apresentaram valores de ligacdo de 57,48 + 0,48%, 25,01 £ 0,70% e 48,40 +
0,78%, respectivamente. Podemos inferir, desta forma, que em torno de 40%, 75%
e 51% dos fragmentos peptidicos, respectivamente se encontram livres na
corrente sanguinea para poderem atingir o alvo desejado mais rapidamente ou
serem depurados, o que é altamente compativel para aplicagdes clinicas, uma

vez que produz um bom contraste de imagem.

A interagcdo das moléculas com as proteinas séricas representa um
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importante fendmeno biolégico que ira influenciar a biodistribuicdo, a taxa de
eliminagdo, como também o acesso ao sitio de ligacdo e metabolismo do

radiocomposto (Jeghers et al., 1990).

V.5. Determinacao da lipofilicidade dos peptideos radiomarcados através do

coeficiente de particao

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 hidrofébica. Quanto maior o Log P, maior € a afinidade da substancia

pela fase orgéanica e, portanto, mais hidrofobico é o composto.

Os resultados obtidos mostraram que todos os radiopeptideos
apresentaram Log P negativos, ou seja, apresentam caracteristicas hidrofilicas.
Sendo o [**]I-YIGSR o mais hidrofilico em comparacdo com o0s outros
fragmentos. Como era o esperado, a baixa lipofilicidade de um composto reflete
geralmente em uma menor interacdo do mesmo com as proteinas séricas, em
outras palavras, quanto mais negativo o Log P do composto menores valores de
porcentagem de ligacdo as proteinas séricas sédo esperados, como foi observado

com o fragmento [*3H]I-YIGSR.

Vérios estudos com peptideos contendo o dominio RGD mostraram valores
de coeficiente de particdo negativos, independente do radioisétopo utilizado
(Oliveira, 2015; Wu et al., 2015). E importante salientar que o metabolismo de
farmacos mais hidrofilicos é de fundamental importancia para a eliminacao desses
compostos do organismo ao término de sua atividade biolégica e que compostos
lipofilicos sdo amplamente reabsorvidos e voltam para a circulacdo sistémica
(Brunton et al., 2010).
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V.6. Avaliacao da ligacao e internalizagao dos peptideos radiomarcados com
as células tumorais MDA-MB-231

Os resultados obtidos nos estudos de ligagcdo e internalizacdo com a
linhagem MDA-MB-231 mostraram diferencas significativas entre os trés
peptideos avaliados. O primeiro peptideo ["*'1]I-KAFDITYVRLKF foi o que
apresentou os maiores valores de fragdes ligadas (= 18%) e internalizadas (=
80%), durante os tempos avaliados, em relagdo aos outros peptideos propostos.
Por outro lado, os ["?'l]I-YIGSR e [*'1]I-YIKVAV apresentaram valores de fracédo
ligada abaixo de 10% e uma porcentagem de fragao internalizada entre 50 e 60%,
em 24 h de incubagao. De Barros e colaboradores (2013) utilizaram a linhagem
MDA-MB-231 para avaliarem a ligagao do peptideo bombesina marcado com
99mTc. Uma fragdo ligada e internalizada de aproximadamente 2,5% e 16.8%
foram obtidas nos tempos de 1 h. Ja com 4 h de incubagdo um aumento foi

observado tanto para a ligagao (9%) quanto para a internalizagédo (20%).

A diferenca obtida entre os radiopeptideos se deve, provavelmente, a maior
afinidade do fragmento ['3'[]I-KAFDITYVRLKF as células MDA-MB-231, uma vez
que este fragmento tem sido associado com adesao celular (Nomizu et al.,
1997) e angiogénese (Ponce et al.,, 2001), o que explica uma maior
porcentagem de ligacdo e internalizagcdo. Por outro lado, Ponce e
colaboradores (2003) 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 fragado ligada (= 6%) quanto internalizada (= 50%), em 24 h de
incubacgéo. O peptideo ["?'I]I-YIKVAV esta associado a promogao de ades3o e
migragao celular (Sweeney et al., 1991; Bresalier et al., 1995) o que pode ser
correlacionado ao alto valor de fracao internalizada. Os nossos resultados
mostraram uma porcentagem de internalizagédo ao redor de 75% com 1 h de
incubagao. Entretanto, com 24 h essa porcentagem diminuiu para
aproximadamente 50%. Desta forma, maiores estudos se fazem necessarios

para tentarmos explicar as diferencas encontradas.
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V.7. Avaliagao da ligacao e internalizagao dos peptideos radiomarcados com

as células tumorais MCF-7

Os resultados obtidos nos estudos de ligagdo e internalizagdo com as
células da linhagem MCF-7 corroboraram os resultados obtidos com as células
MDA-MB-231. Assim, maiores porcentagens de fragcdes ligada (= 19%) e
internalizada (= 88%) foram obtidas com o radiopeptideo ['3'I]I-KAFDITYVRLKF.
Da mesma forma, o peptideo ["*'1]I-YIGSR apresentou valores de ligagdo e
internalizagao ao redor de 8% e 41%, respectivamente. Um pequeno aumento de
fragbes ligada (= 15%) e internalizada (= 78 %) com a linhagem MCF-7 na primeira
hora de incubacéao, foi obtida com o peptideo ['3'[]I-YIKVAV, mas assim como
observado com a linhagem MDA-MB-231 houve uma diminuigédo da internalizagao
para 60% apds um periodo de 24 h de incubacéo. Tejeria e colaboradores (2017)
utilizaram a linhagem MCF-7 para a avaliacdo da ligacdo de um derivado de
estradiol marcado com %™Tc tendo uma ligagdo de 2.0 * 0.2% e uma

internalizacao de 56.3 + 1.1% apds 4 h de incubacgao.

Desta forma, os nossos resultados mostraram que os peptideos propostos
apresentaram uma boa interagdo 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 expressdao génicas

diferentes.
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VI. CONCLUSAO

» Os peptideos KAFDITYVRLKF, YIGSR e YIKVAV foram eficientemente

sintetizados, caracterizados e purificados;

» Os estudos de radiomarcagdo demonstraram que a metodologia de
marcacao dos peptideos, utilizando o método da cloramina T, se mostrou
bastante eficiente com a obtencéo dos fragmentos radiomarcados com alto

rendimento radioquimico;

» Apos todo o processo de padronizagao das radiomarcagdes, rendimentos
radioquimicos da ordem de 80%, 93% e 92% foram obtidos para os
fragmentos  ["'I]I-KAFDITYVRLKF, [®']I-YIGSR e ["™®]I-YIKVAY,

respectivamente;

> Os estudos de estabilidade mostraram que os peptideos [3'I]I-YIGSR e
['311]I-YIKVAV apresentaram boa estabilidade, tanto em meio reacional
quanto em soro humano. Entretanto o peptideo ['3'l]I-KAFDITYVRLKF
apresentou perda de pureza radioquimica ao redor de 50%, mesmo em

meio reacional.

> O estudo de ligagdo as proteinas séricas mostrou que os [']I-
KAFDITYVRLKF, [®']I-YIGSR e [®3']I-YIKVAV apresentaram uma
porcentagem de LPS ao redor de 58%, 27% e 49%, respectivamente,

resultados altamente compativeis para futuras aplicagdes clinicas.

» O estudo do coeficiente de particido corroborou os resultados de interagao
as proteinas séricas, mostrando uma menor hidrofilicidade do peptideo

[311I-KAFDITYVRLKF em relagao aos fragmentos ["3'[]I-YIKVAV e ["3'1]I-
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YIGSR.

Os estudos de ligagao e internalizagdo com as linhagens de cancer de
mama mostraram diferencas estatisticamente significativas entre os trés
peptideos avaliados. Estes resultados podem estar relacionados aos
processos de adesao, migragao e angiogénese que estes peptideos estao

associados.

Diante dos resultados, estudos in vivo serdo necessarios para melhor
elucidar a agao destes fragmentos. Em virtude da alta perda de estabilidade
radioquimica do ["*'1]I-KAFDITYVRLKF, este peptideo ndo sera avaliado na

continuacao deste trabalho.
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VIl. RESUMO

Introducado: O tumor de mama vem sendo considerado um problema de saude
publica por ser o tumor mais comum em mulheres. Véarios estudos demonstram
que peptideos biologicamente ativos derivados da laminina-111 regulam a
expressao génica em células derivadas de cancer de mama, entre eles o peptideo
C16 (KAFDITYVRLKF) da cadeia y1, o peptideo YIGSR da cadeia 1 e, como

representante da cadeia al, o peptideo bioativo IKVAV.

Objetivo: Este estudo teve como objetivo principal a sintese e a padronizacao da
radiomarcacado dos peptideos KAFDITYVRLKF, YIGSR e YIKVAV da laminina-
111 com [*3I]Nal, bem como a avaliacdo da ligacédo e internalizacdo as células

tumorais relacionadas ao cancer de mama.

Métodos: Os peptideos foram sintetizados pela estratégia Fmoc/tBut. A
caracterizacdo e purificacdo foi efetuada por CLAE-FR. Os peptideos
KAFDITYVRLKF, YIGSR e YIKVAV foram marcados com o radionuclideo 3|
através do método de Cloramina T. O rendimento radioquimico dos peptideos
[132]I-KAFDITYVRLKF, [BU]I-YIGSR e [BU]I-YIKVAV foi avaliado por
cromatografia ascendente em camada delgada e por CLAE-FR. Estudos de
estabilidade foram realizados em temperatura ambiente e refrigerada (4°C) até 48
h e em soro humano até 24 h. A ligacao as proteinas séricas foi avaliada pelo
método de precipitac@o proteica com &cido tricloroacético 10% e o coeficiente de
particdo dos radiopeptideos determinado e expresso em Log P. A avaliacdo da
ligacdo e internalizacdo dos peptideos com as células tumorais (MDA-MB-231 e
MCF-7) foi realizada nos tempos de 1, 4 e 24 h.

Resultados: Os peptideos propostos foram sintetizados, caracterizados,
purificados e radiomarcados com eficiencia. Apdés a padronizacdo da
radiomarcacao, rendimentos radioquimicos >80% foram obtidos para todos os
fragmentos. Os estudos de estabilidade mostraram uma boa estabilidade para os
fragmentos [*3]I-YIGSR e [**]I-YIKVAV com uma pequena reducédo de 5% e
10%, respectivamente. Entretanto uma queda na pureza radioquimica de
aproximadamente 50% foi obtida para o [*3]I-KAFDITYVRLKF. Os peptideos
[F3U]I-KAFDITYVRLKF,  [BU]I-YIGSR e  [BU]I-YIKVAV  apresentaram

caracteristicas hidrofilicas e uma porcentagem de ligacao as proteinas séricas em
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torno de 58%, 27% e 49%, respectivamente, 0 que € altamente compativel com
aplicacdes clinicas. Além disso, os radiopeptideos mostraram capacidade de se
ligarem e internalizarem as células tumorais (MDA-MB-231 e MCF-7) com

diferencas estatisticas significativas entre os radiopeptideos.

Concluséo: Os peptideos foram eficientemente sintetizados e radiomarcados. Os
radiopeptideos mostraram caracteristicas compativeis para futuras aplicacoes
clinicas, com capacidade de ligacao e internalizacdo em células tumorais de

cancer de mama.

Palavras-chaves: Cancer de mama; Peptideos; Compostos radiofarmacéuticos;

Radiois6topos do iodo.
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VIll. ABSTRACT

Introduction: Breast tumor has been considered a public health problem, because
it is the most common type in women. Several studies demonstrate that biologically
active peptides derived from laminin-111 regulate gene expression in breast
cancer-derived cells, including the C16 peptide (KAFDITYVRLKF) of the y1 chain,
the YIGSR peptide of the B1 chain and as representative of the al chain the
bioactive peptide IKVAV.

Objective: The main objective of this study was the synthesis and standardization
of the radiolabeling process of the peptides KAFDITYVRLKF, YIGSR and YIKVAV
of laminin-111 with [*311]Nal, as well as the evaluation of binding and internalization

to tumoral cells related to breast cancer.

Methods: Peptides were synthesized by the Fmoc/tBut strategy. Characterization
and purification were carried out by RP-HPLC. The peptides KAFDITYVRLKF,
YIGSR and YIKVAV were labeled with the radionuclide 3!l using the Chloramine
T method. The radiochemical yield of the peptides [**1]I-KAFDITYVRLKF, [*311]I-
YIGSR and [**]I-YIKVAV was evaluated by thin layer ascending chromatography
and by RP-HPLC. Stability studies were carried out at room temperature and
refrigerated (4°C) for up to 48 h and in human serum for up to 24 h. Binding to
serum proteins was evaluated by the protein precipitation method with 10%
trichloroacetic acid and the partition coefficient of radiopeptides were determined
and expressed in Log P. The evaluation of binding and internalization of peptides
with tumor cells (MDA-MB-231 and MCF-7) was performed at 1, 4 and 24 h after

incubation.

Results: The proposed peptides were efficiently synthesized, characterized,
purified and radiolabeled. After standardization of radiolabeling, radiochemical
yields >80% were obtained for all fragments. Stability studies showed good stability
for [3U]I-YIGSR and [*3]I-YIKVAV fragments with a small decrease of 5% and
10%, respectively. However, radiochemical purity loss of approximately 50% was
obtained for [*3]I-KAFDITYVRLKF. The [*34]I-KAFDITYVRLKF, [*3%]I-YIGSR and
[34]I-YIKVAV peptides showed hydrophilic characteristics and binding
percentages to serum proteins around 58%, 27% and 49%, respectively, which is

highly compatible with clinical applications. Furthermore, radiopeptides showed
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the ability to bind and internalize into tumor cells (MDA-MB-231 and MCF-7) with

statistically significant differences between radiopeptides.

Conclusion: Peptides were efficiently synthesized and radiolabeled. The
radiopeptides showed compatible characteristics for future clinical applications,

with binding and internalization capacity in breast cancer tumor cells.

Keywords: Breast cancer; Peptides; Radiopharmaceutical compounds;
Radioisotope of iodine.
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