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I. INTRODUÇÃO 

 

I.1. Câncer de Mama 

 

O câncer de mama é uma patologia causada pela multiplicação 

desordenada de células da mama, que pode gerar células anormais (INCA, 2020). 

O câncer de mama é um grande desafio para a saúde pública, uma vez que é o 

segundo tipo mais frequente na população mundial, apresenta alta taxa de 

mortalidade, sendo o gênero feminino o mais acometido por esta neoplasia 

(Batiston, 2011). De acordo com as estatísticas mundiais do Globocan (estatística 

de câncer global), somente em 2018, os casos de câncer de mama atingiram 2,1 

milhões com 627 mil óbitos pela doença (Bray, 2018). 

Somente no Brasil, para o ano de 2020 foram estimados 66.280 novos 

casos, o que representa 29,5% dos cânceres em mulheres. De acordo com o 

INCA (Instituto Nacional do Câncer), em 2019, houve 18.068 mortes, por causa 

do câncer de mama, no país (INCA, 2020). 

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

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

(Ronco, 2012). Além disso, um conjunto complexo de alterações moleculares está 

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

No caso do câncer de mama, o crescimento celular desordenado é 

resultante de alterações que podem conferir à célula maior potencial proliferativo 

desregulando os sinais de crescimento das células, além de influenciar a sua 

sobrevivência e metabolismo energético, levando a uma maior angiogênese e, 

consequentemente a uma maior capacidade de formar metástases (Hanahan, 

2011).  

Para este projeto 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 

diferentes, sendo as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 as que apresentam um 
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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 (Sotiriou et al., 2003; Russnes et al., 

2017). 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 moderada proliferação. São, normalmente, 

carcinomas do tipo ductal invasor, com uma alta capacidade de diferenciação 

metaplásica e medular, relacionados a um pior prognóstico. 

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 (Lukashev, 1998). 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 (Kim et al., 2011). 

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

basal, estrutura delgada constituída principalmente por moléculas de laminina 

(Aumailley et al., 2005). As lamininas são glicoproteínas compostas por três 

cadeias polipeptídicas ,  e , sendo descritas até o momento 16 isoformas de 

lamininas, que são originadas da combinação das 5 cadeias , 3 cadeias  e 3 

cadeias  (Aumailley et al., 2013). Para a classificação dessas isoformas utiliza-se 

numerações compostas que representam as cadeias pelas quais são formadas 

(,  e ). Por exemplo, a laminina-111 (antiga laminina-1) é assim chamada por 

ser composta pelas cadeias 1, 1 e 1 (Tabela 1) (Aumailley et al., 2005). Sua 

organização e interação com vários receptores são especificidades que permitem 

uma variação na sua estrutura final, que sinaliza e permite a estabilidade da 

lâmina basal (Yurchenco, 2011). 
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Tabela 1- Isoformas da laminina e suas respectivas cadeias. 

 

Nomenclatura Antiga 

 

 

Nomenclatura Nova 

 

Cadeias 

Laminina-1 Laminina-111 α1β1γ1 

Laminina-2 Laminina-211 α2β1γ1 

Laminina-3 Laminina-121 α1β2γ1 

Laminina-4 Laminina-221 α2β2γ1 

Laminina-5 Laminina-332 α3β3γ2 

Laminina-6 Laminina-311 α3β1γ1 

Laminina-7 Laminina-321 α3β2γ1 

Laminina-8 Laminina-411 α4β1γ1 

Laminina-9 Laminina-421 α4β2γ1 

Laminina-10 Laminina-511 α5β1γ1 

Laminina-11 Laminina-521 α5β2γ1 

Laminina-12 Laminina-213 α2β1γ3 

Laminina-13 Laminina-323 α3β2γ3 

Laminina-14 Laminina-423 α4β2γ3 

Laminina-15 Laminina-523 α5β2γ3 

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

 

As lamininas exercem funções importantes na morfogênese e homeostase 

tecidual por regular a arquitetura tecidual, adesão celular, espraiamento, 

sinalização celular, migração, proliferação 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 heterodímero composto pelas cadeias 1, 1 e 1, que 

se organizam formando uma estrutura cruciforme (Figura 1), está associada com 

adesão celular, secreção de proteases, diferenciação e proliferação celular e 

metástases em células tumorais (Gama et al., 2008). Uma parte dessas funções 

é resultado da sinalização celular dependente da interação de proteínas da matriz 

extracelular com receptores (Jones, 2002). Processos como mudanças 
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conformacionais ou clivagem por proteases promovem a liberação de peptídeos 

biologicamente ativos (Freitas et al., 2004). 

 

 

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

 

I.2. 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 desta 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 (Nomizu et al., 1997; 1998; 2000; 

2001). Posteriormente, por meio de experimentos adicionais, peptídeos da 

laminina-111 foram caracterizados como moduladores da progressão de tumores 

malignos (Otagiri et al., 2013; Kikkawa et al., 2013). 
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Entre os peptídeos derivados da laminina-111 que possuem atividade 

biológica está o peptídeo C16 (KAFDITYVRLKF) da cadeia γ1 (Figura 1). Este 

peptídeo auxilia no processo de adesão celular (Nomizu et al., 1997), promove 

angiogênese (Ponce, 2001) e a secreção de metaloproteinases (Siqueira, 2014). 

Estudos realizados por Santos et al. (2011) e, mais recentemente, por Smuczek 

et al. (2017) mostraram que o peptídeo C16 influencia a expressão gênica de 

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

Um segundo 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 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 (Ponce et al., 2003; Kikkawa et al., 

2013).  

Por fim, 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 (Sweeney et al., 1991; Bresalier et al., 

1995). 

 

I.3. Peptídeos Radiomarcados 

 

Peptídeos radiomarcados tornaram-se muito importante na Medicina 

Nuclear e Oncologia nos últimos anos (Fani et al., 2012; Alam et al., 2015; Oliveira 

et al., 2019; Hesham et al., 2021). 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 (Fani et al., 2012; Sobral et al., 2020; Fuscaldi et al., 

2021). 
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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 (He 

et al., 2015; Oliveira & Faintuch, 2015). 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 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 (Degim e Celim, 2007). 

Assim, muitas biomoléculas têm sido sintetizadas, radiomarcadas e 

estudadas para o seu uso potencial como um novo agente de imagens para várias 

doenças (Liu & Edwards, 1999; Ali et al., 2011; Ebenhan et al., 2018). Além disso, 

a utilização de diferentes metodologias de radiomarcação tem viabilizado a 

utilização de peptídeos como um eficiente biomarcador de células tumorais, 

devido à farmacocinética específica e diferenciada dos tumores juntamente com 

a superexpressão dos seus receptores (Okarvi, 2004). 

A terapia radionuclídica envolve a utilização de uma molécula 

radiomarcada que conduz seletivamente um nível citotóxico de radiação ao sítio 

tumoral. O objetivo dessa técnica é maximizar a dose de radiação absorvida pelo 

tumor e reduzir ao mínimo a irradiação dos órgãos normais. Além do efeito 

terapêutico, a utilização de isótopos radioativos permite a aquisição de imagem 

dos radioligantes acumulados no tumor e fornece informações úteis a respeito de 

sua interação e características bioquímicas das células tumorais. (Zalutsky, 

2003).  

Neste contexto, a investigação de características moleculares intrínsecas 

das células tumorais levou ao aprimoramento de fármacos receptor-específicos. 

Essa classe de fármacos pode apresentar atividade terapêutica intrínseca ou 

ainda carrear um agente citotóxico às células alvo e inclui anticorpos contra 
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biomoléculas de superfície da célula tumoral e moléculas híbridas que consistem 

em ligantes receptor-específicos acoplados a radionuclídeos, toxinas e/ou 

agentes quimioterápicos (Engel et al., 2007). 

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 (Melero, 2008). 

 

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 (Saha, 2010). 

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 (Saha, 2010). 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 (Gharibkandi et al., 2019). 

Considerando as características físicas e de produção, a tabela abaixo 

resume os principais radionuclídeos utilizados na área clínica (Tabela 2). 
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Tabela 2 - 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 

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

(carbono-11) (Gharibkandi et al., 2019; Saha, 2010). 

 

Dentre os elementos da Tabela 2, ênfase será dada ao iodo e seus 

radioisótopos, visto que o I-131 foi o radionuclídeo utilizado 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 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-123 ([123I]NaI), é bastante utilizado na medicina 

nuclear, em função de suas características físicas favoráveis, como T1/2 de 13,2 

horas e emissão γ de 159 KeV, energia dentro da faixa ideal para imagens por 

tomografia computadorizada por emissão de fóton único (SPECT – single photon 

emission computed tomography). Ele é produzido em cíclotron de forma direta ou 
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indireta por várias reações nucleares e se apresenta na forma de iodeto de sódio 

([123I]NaI) (Fernandez et al.,2005; International Atomic Energy Agency, 2009; 

Saha, 2010;).   

Outro radioisótopo, o iodo-124 ([124I]NaI), apresenta T1/2 de 4,2 dias com 

duas emissões β+, algumas emissões β- e várias emissões γ de alta energia. Ele 

também é produzido em cíclotron e se apresenta na forma de [124I]NaI 

(International Atomic Energy Agency, 2009; Mahajan, 2016). Em função da sua 

emissão β+ e do razoável T1/2, tem sido utilizado para radiomarcar uma variedade 

de traçadores para imagens por tomografia por emissão de pósitron (PET – 

positron emission tomography). Entretanto, devido à concomitante emissão β+ e 

de fótons de alta energia, são relatadas dificuldades na obtenção das imagens 

(Saha, 2010). 

O iodo-125 ([125I]NaI) apresenta um T1/2 de 60 dias e decai apenas por 

captura eletrônica. Ele é produzido em reator nuclear e encontra-se disponível 

comercialmente como [125I]NaI com alta pureza radioquímica. É utilizado para 

estudos in vitro e em braquiterapia na forma de sementes de iodo-125 (Saha, 

2010). 

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 (Saha, 2010; 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 (Saha, 2010; 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. 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. 
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I.4.2 Radioiodinação por substituição eletrofílica 

 

A radioiodinação é um método muito utilizado para a marcação de 

compostos de interesse médico e biológico, além de ser realizada de forma rápida 

e em condição de reação controlada (Saha, 2010; Vallabhajosula, 2009; Mock, 

2006). Nesse processo, o estado de oxidação do iodo radioativo governa a 

radiomarcação das moléculas. Além disso, a escolha da faixa de pH, a 

temperatura e o tempo de reação determinados pelo agente oxidante escolhido 

são de suma importância para o sucesso do processo (Saha, 2010).  

O iodo radioativo se liga fortemente a várias moléculas quando se encontra 

na forma oxidada e não na forma reduzida. Ele está disponível como solução de 

[*I]NaI e o iodeto (*I-) é oxidado para iodato (*I+) pela presença de agentes 

oxidantes. (Vallabhajosula, 2009, Saha, 2010). A espécie eletrofílica (*I-) não 

existe na forma livre, mas formando complexos com a água (espécie nucleofílica). 

Na radioiodinação, o H2O*I+ substitui eletrofilicamente um átomo de hidrogênio 

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

 

I.4.3. Agentes oxidantes 

 

Agentes oxidantes são utilizados em reações de radioiodinação de várias 

moléculas, sejam elas hidrofílicas ou hidrofóbicas. Eles são escolhidos de acordo 

com o tipo de reação pretendida, quanto à estabilidade do composto que será 

radiomarcado e também quanto à disponibilidade e custo de cada agente 

oxidante.  

Vários são os agentes oxidantes utilizados no processo de radioiodinação, 

como a cloramina T (CT), o Iodo-Gen® (IG), variações de estado sólido: tubos com 

Iodo-Gen® pré-fixado, Iodo-Beads® ou Enzymobeads®, lactoperoxidase e ácido 

peracético. Os mais comumente utilizados são o ácido peracético e os compostos 

N-cloro, como a cloramina T e o Iodo-Gen® em temperatura ambiente (Kung et al 

1988; Vallabhajosula, 2009). Sua função é converter o ânion iodeto (*I-) na espécie 

reativa (*I+) para a radiomarcação das moléculas com iodo radioativo (Mock et 
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al.,2006). 

No presente estudo, será avaliada a ação do agente oxidante, CT que é um 

dos mais utilizados na literatura para a radiomarcação de peptídeos com iodo 

radioativo, uma vez que a CT é solúvel em água e bastante acessível no mercado.  

 

I.4.4 Cloramina T 

 

A CT (Figura 2) é um sal sódico de n-monocloro-p-toluenosulfonamida e 

tem sido usada desde 1962 (Hunter et al., 1962; Saha, 2010). 

 

 

 

Figura 2. Estrutura química da cloramina T (sal sódico de N-monocloro-p-

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

 

A CT é a mais frequentemente utilizada na radioiodinação de anticorpos 

monoclonais, proteínas e peptídeos, nos quais os anéis aromáticos dos 

aminoácidos tirosina e histidina são os sítios de substituição de um ou mais 

átomos de iodo radioativo (Vallabhajosula, 2009; Durante et al., 2019).  

Por se tratar de um agente oxidante forte, somente poucos miligramas são 

requeridos, além de um tempo curto de reação, uma vez que tempos maiores 

favorecem a cloração de anéis aromáticos (Tashtoush et al., 2001; Mock et al., 

2006; Hermanson, 2008; Ardisson et al., 2009). A CT é solúvel em soluções 

aquosas, facilitando o seu preparo, e se decompõe em ácido hipocloroso (HClO) 

de forma bastante lenta (Vallabhajosula, 2009; Mock et al., 2006; Seevers et al., 

1982; Eisenhut et al.,2011). 
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A radioiodinação utilizando a CT possibilita a obtenção de radiofármacos 

com alta atividade específica e com eficiência de radiomarcação, geralmente 

acima de 90% (Saha,2010; Mock et al.,2006; Eisenhut et al., 2011). 

Para evitar danos à molécula, a reação com CT precisa ser interrompida 

pela adição de um agente redutor, como o metabissulfito de sódio (Na2S2O5) ou o 

hidróxido de sódio (NaOH) para que a CT seja inativada (Molavipordanjani et al., 

2019). 

 

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 (Brasil. ANVISA, 2009; Schreuder et al., 2019;). Sua 

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 garante a possibilidade 

de substituição do iodo por via direta, ou seja, introdução do I- no anel fenólico do 

resíduo da tirosina, utilizando-se procedimentos rápidos de marcação (Nagamati, 

2006). 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 alta pureza química e radionuclídica, ser de fácil marcação e gerar 

imagens com alta resolução (Akanji, 2005). 
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Assim, o presente trabalho buscou pela primeira vez avaliar a síntese e a 

padronização da radiomarcação de peptídeos biologicamente ativos das cadeias 

α1 (IKVAV); β1(YIGSR); γ1 (KAFDITYVRLKF) da laminina-111 com [131I]NaI, com 

o intuito de compreender a interação destes fragmentos com as células tumorais 

relacionadas ao câncer de mama. Importante pontuar que, no caso do peptídeo 

da cadeia α1, um resíduo extra de tirosina foi introduzido na porção N-terminal 

(YIKVAV) para permitir a radiomarcação.  

 

I.6. Justificativa 

  

O presente trabalho envolveu uma linha de pesquisa em grande expansão, 

englobando a área de síntese e radiomarcação de peptídeos, como proposta de 

estudo de doenças tumorigênicas, em especial o câncer de mama, 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 clínica que acomete milhões de pessoas no mundo inteiro. Além disso, 

este estudo favoreceu a integração interdisciplinar e multiprofissional de 

pesquisadores das áreasa de química, física e oncologia. 
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II. OBJETIVO GERAL 

 

O presente estudo teve como objetivo principal a síntese e a padronização 

da radiomarcação de peptídeos da laminina-111, bem como a avaliação da 

ligação e internalização dos peptídeos propostos às células tumorais relacionadas 

ao câncer de mama. 

 

II.1. Objetivos Específicos 

 

✓ Sintetizar, purificar e caracterizar os peptídeos biologicamente ativos 

derivados das cadeias α1 (YIKVAV), β1(YIGSR) e γ1 (KAFDITYVRLKF) da 

laminina-111; 

✓ Avaliar protocolos de marcação com o radioisótopo [131I]NaI para obter maior 

eficiência de marcação; 

✓ Determinar o rendimento de radiomarcação por cromatografia ascendente e 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE); 

✓ Avaliar a estabilidade dos peptídeos radiomarcados em meio reacional e em 

soro humano; 

✓ Determinar o coeficiente de partição dos peptídeos radiomarcados; 

✓ Quantificar a porcentagem de ligação dos peptídeos radiomarcados às 

proteínas séricas; 

✓ Quantificar a porcentagem de fração ligada dos peptídeos radiomarcados às 

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

✓ Quantificar a porcentagem de fração internalizada dos peptídeos 

radiomarcados pelas células tumorais relacionadas ao câncer de mama 

(MDA-MB-231 e MCF-7). 
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III. MATERIAL E MÉTODOS 

 

III.1. Material 

 

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

provenientes da Bachem (Califórnia) e caracterizados previamente por CLAE 

analítico. Os aminoácidos utilizados nas sínteses peptídicas foram: Fmoc-Lys 

(Boc); -Fmoc-Ala; Fmoc-Phe; Fmoc-Asp (tBu); Fmoc-Ile; Fmoc-Thr (tBu); Fmoc-

Tyr (tBu); Fmoc-Val; Fmoc-Arg (Pmc); Fmoc-Leu; Fmoc-Gly; Fmoc-Ser(tBu). As 

resinas empregadas nas sínteses foram Fmoc-Phe-Wang; Fmoc-Arg-Wang; 

Fmoc-Phe-Wang com grau de substituição de 0,62 mmol/g; 0,70 mmol/g e 0,70 

mmol/g, respectivamente. Os reagentes e solventes empregados nas sínteses 

dos peptídeos foram todos de grau analítico e de procedência Merck, Aldrich, 

Baker, Fluka e Pierce. Para a síntese, clivagem e purificação dos peptídeos foram 

utilizados os seguintes solventes/reagentes: 

 

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

• 60% acetonitrila (ACN) / 40% H2O. 

• Ácido trifluoroacético (TFA);  

• Água destilada; 

• Diclorometano (DCM);  

• Diisopropilcarbodiimida (DIC);  

• Dimetilformamida (DMF);  

• Éter gelado 

• Fenol;  

• Metanol (MeOH);  

• n-hidroxibenzotriazol (HOBt);  

• Ninidrina;  

• Piridina;  

• Tioanisol. 
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O radionuclídeo iodo-131 livre de carreador foi fornecido pelo IPEN-

CNEN/SP na forma de solução de iodeto de sódio - [131I]NaI e utilizado nas 

reações de radiomarcação dos peptídeos sintetizados. Nos estudos propostos 

com os peptídeos radiomarcados foram utilizados os seguintes reagentes, meios 

de cultura, linhagens celulares, solventes e equipamentos: 

• 60% acetonitrila (ACN) / 40% H2O; 

• 95% acetonitrila (ACN) / 5% H2O; 

• 100% acetonitrila (ACN); 

• 85% metanol (MeOH) / 15% H2O; 

• 95% metanol (MeOH) / 5% H2O; 

• 0,9% NaCl (Cloreto de sódio); 

• Ácido clorídrico (HCl) 0,1 M; 

• Agitador Vórtex Genius 3 (Ika®, EUA);  

• Balança analítica;  

• Calibrador de doses CRC 25W – Capintec; 

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

• Cloramina T; 

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

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

• 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 sódio; 

• Radio-TLC imaging scanner AR-2000 (Eckert & Ziegler, Alemanha). 

• Solução de Iodeto de sódio [131I]NaI; 

• 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 KAFDITYVRLKF, YIGSR e YIKVAV foram 

sintetizados através da Síntese de Peptídeos em Fase Sólida (SPFS) utilizando a 

estratégia Fmoc/tBut (Fields & Noble, 1990). No caso da estratégia Fmoc/tBut, o 

ciclo sintético se inicia com a remoção 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 introdução do aminoácido é 

usualmente feita com a mistura acilante diisopropilcarbodiimida/1-

hidroxibenzotriazol (DIC/HOBt). Nesta etapa, é utilizado um excesso de Fmoc-

aminoácidos e agentes acilantes de 2,5 vezes em relação a escala de síntese 

utilizada em mmol/g. A retirada do grupo Fmoc (base-lábil) é realizada com 

solução de 20% 4-metilpiperidina / 80% DMF em dois ciclos de 1 e 20 min. Entre 

cada etapa são realizadas lavagens com os solventes orgânicos DMF, DCM e 

MeOH (Figura 3).  

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. 

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 a 

entrada de todos os resíduos de aminoácidos. Vale ressaltar que a síntese de 

peptídeos em fase sólida é baseada no crescimento da cadeia peptídica no 

sentido do aminoácido carboxi-terminal para o aminoácido N-terminal (Cespedes, 

2013). 

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

das cadeias laterais são efetuadas em uma única etapa em uma mistura contendo 

elevado teor de TFA (acima de 80%) e, contendo também diversos tipos de 

agentes supressores de reações colaterais (Figura 3). Após a clivagem, a resina 

é lavada com éter gelado e o peptídeo extraído com solução aquosa de ácido 

acético 5% v/v e 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 

 

 

 

 

4º Etapa: Desproteção do grupo protetor (Fmoc) 

5a Etapa: Clivagem do peptídeo da resina (90%TFA) 

 

 

 

                                     = grupos protetores 

 

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

Fmoc. 
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III.2.2. Purificação e caracterização dos peptídeos  

 

A purificação e a caracterização dos peptídeos foram realizadas no 

departamento de Biofísica da UNIFESP. 

 

III.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 da 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 semipreparativa e/ou preparativa Vydac C18 (10 x 

250 mm) ou (25 x 250 mm), respectivamente e diâmetro dos poros de 300 Å.  

 

As condições cromatográficas foram: 

Sistema de Solventes:   

A: 0,1% TFA / H2O e B: 0,1% TFA - 60% ACN / 40% H2O 

Gradiente:    0,33% B/min 

Fluxo:    10 mL/min 

Comprimento de onda:  220 nm. 

 

III.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 5 % 

AcOH / 95% H2O (v/v), na concentração de 1 mg/mL. 
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As condições experimentais foram: 

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

Solventes:  A: 0,1% TFA/H2O e B: 0,1% TFA - 60% ACN / 40% H2O 

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. 

 

III.2.3. Radiomarcação dos Peptídeos Sintetizados 

 

A radiomarcação dos peptídeos foi realizada com o radioisótopo [131I]NaI. 

Como já descrito anteriormente, o radionuclídeo [131I]NaI pode ser conjugado aos 

peptídeos através da via direta, usualmente no anel aromático do aminoácido 

tirosina, utilizando o método de substituição eletrofílica (Hunter, 1970). Para tanto, 

o aminoácido tirosina foi adicionado no N-terminal da sequência do peptídeo 

proposto (1YIKVAV) da cadeia α1 da laminina-111). Os outros peptídeos propostos 

YIGSR (cadeia β1, laminina-111) e KAFDITYVRLKF (cadeia γ1, laminina-111) já 

continham em suas sequências o aminoácido tirosina.  

Experimentalmente, foram usados (=̃ 25 μg/25 µL) do peptídeo incubado 

com aproximadamente 0,5 mCi (18.5 MBq) de [131I]NaI (=̃ 25 µL) com pH no 

intervalo entre 9-10 para os peptídeos KAFDITYVRLKF e YIGSR. Para o 

fragmento YIKVAV foi necessária a utilização do [131I]NaI com pH = 7,0. Em 

seguida, 3 a 5 μL de CT (1 mg/1 mL) foram adicionados para o início do processo 

de radiomarcação. Após o tempo reacional, o qual variou de 30 s a 240 s, 5 μL de 

metabissulfito de sódio (2 mg/1 mL) foram adicionados, a fim de parar a reação. 

Ao meio reacional foram adicionados 500 µL de tampão PBS (pH 7,4), totalizando 

um volume de aproximadamente 550 µL (Figura 4). 
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Figura 4. Etapas da radiomarcação dos peptídeos com [131I]NaI. 

 

III.2.3.1. Avaliação do rendimento radioquímico 

 

A avaliação do rendimento radioquímico foi realizada através da 

cromatografia ascendente, a qual consiste na migração da fase móvel por 

capilaridade através de uma fase estacionária. Neste trabalho, as fases 

estacionárias utilizadas foram papel cromatográfico (Whatmann® 3 MM) ou placa 

de sílica gel depositada sob uma base de alumínio (TLC-SG). O desenvolvimento 

cromatográfico foi realizado com a semeadura de uma alíquota de 1,5 µL do meio 

reacional contendo o peptídeo radiomarcado ou da solução de [131I]NaI na origem 

das fitas cromatográficas (a 1,5 cm da base). As fitas (10 cm de altura e 1,5 cm 

de largura) foram colocadas em cubas cromatográficas saturadas previamente 

com a fase móvel (Figura 5). As fases móveis avaliadas foram 85% MeOH / 15% 

H2O e 95% MeOH / 5% H2O, utilizando papel cromatográfico Whatmann 3MM; 

60% ACN / 40% H2O, 95% ACN / 5% H2O e NaCl 0,9%, utilizando fitas TLC/SG. 

Ao final do desenvolvimento cromatográfico, as fitas cromatográficas foram 

secas em estufa e a radioatividade lida em equipamento radio-TLC imaging 

scanner. O fator de retenção (Rf) dos peptídeos radiomarcados e do iodo-131 livre 

foram determinados e o cálculo dos rendimentos radioquímicos foi apresentado 

em porcentagem da atividade de cada espécie radioquímica em relação à 

atividade total da fita, sempre de acordo com o Rf correspondente. 
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Figura 5. Semeadura da amostra na fita TLC/SG de 10 cm para análise 

cromatográfica.  

 

Todo o processo de radiomarcação foi realizado no Centro de 

Experimentação e Treinamento em Cirurgias (CETEC) do Hospital Israelita Albert 

Einstein.  

  

III.2.4. Estudos de estabilidade dos peptídeos radiomarcados 

 

III.2.4.1 Estabilidade em meio reacional 

 

A estabilidade dos peptídeos radiomarcados em meio reacional foi avaliada 

sob duas condições de armazenamento, à temperatura ambiente e sob 

refrigeração (2-8 °C), nos tempos zero (controle) até 48 h após a radiomarcação, 

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

 

III.2.4.2. Estabilidade em soro humano  

 

Uma amostra de 10 mL de sangue humano (do próprio pesquisador) 

colhido sem anticoagulante foi centrifugada a 3000 rpm por 10 min para a retirada 

do coágulo de fibrina e obtenção do soro. A estabilidade dos peptídeos 

radiomarcados em soro humano a 37 °C foi avaliada em um eppendorf contendo 
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475 µL de soro recém centrifugado e 25 L (~1.96 MBq) dos peptídeos 

radiomarcados, nos tempos de 1, 4 e 24 h de incubação sob leve agitação (500 

rpm) em ThermoShaker TS-100C. Em seguida, em uma alíquota de 200 µL da 

amostra foram adicionados 500 µL de ACN 100% gelada para a precipitação das 

proteínas séricas e posterior análises cromatográficas, em triplicada, utilizando a 

técnica de cromatografia ascendente. 

 

III.2.4.3. 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 30 °C.  

 

As condições cromatográficas foram: 

Sistema de Solventes:  

A: 0,1% TFA/H2O e B: 0,1% TFA - 60% ACN / 40% H2O 

Gradiente:    3% B/min    

Fluxo:    1 mL/min 

Comprimento de onda:  220 nm. 

 

 

III.2.5. Interação dos peptídeos radiomarcados com as proteínas séricas 

 

A porcentagem de ligação às proteínas séricas dos peptídeos 

radiomarcados foi avaliada pelo método de precipitação proteica com ácido 

tricloroacético (TCA) 10%. Primeiramente, uma amostra de 10 mL de sangue 

humano (do próprio pesquisador) colhido sem anticoagulante foi centrifugada a 
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3000 rpm por 10 min para a retirada do coágulo de fibrina e obtenção do soro. 

Para este estudo foram adicionados 25 µL dos peptídeos radiomarcados a 475 µL 

de soro humano e incubados à 37°C por 1 h. Para a precipitação das proteínas, 

500 µL de TCA 10% foi adicionado. Após agitação por um minuto em vórtex, as 

amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos, em centrífuga Minispin® 

plus. Os sobrenadantes foram coletados e o procedimento com TCA 10% foi 

repetido três vezes (Figura 6). 

 

 

 

Figura 6. Etapas da avaliação da ligação dos radiopeptídeos às proteínas séricas. 

 

As atividades contidas nos precipitados e sobrenadantes foram 

mensuradas em contador gama automático Wizard2™ 3” 2480. O valor de ligação 

às proteínas séricas (%) para cada radiopeptídeo foi determinado pela equação 

abaixo. 

 

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

(precipitado + sobrenadante)(cpm)
 x 100 
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III.2.6. Determinação do coeficiente de partição (CP) dos peptídeos 

radiomarcados  

 

A lipofilicidade de uma biomolécula é determinada pela sua estrutura e 

pode ser refletida através da determinação da sua razão de partição entre água e 

n-octanol. O coeficiente de partição (CP) dos peptídeos radiomarcados foi 

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

Experimentalmente, uma alíquota de 25 µL de cada peptídeo radiomarcado 

foi adicionada a um eppendorf contendo 500 µL de n-octanol e 475 µL de água e 

agitado em vórtex durante 1 min. Em seguida, a mistura final foi centrifugada a 

5000 rpm por 3 min em centrífuga Minispin® plus e mantida em repouso por 15 

min para completa separação de fases. Foram coletadas, em quintuplicata, 

alíquotas de 100 µL das fases orgânica e aquosa e suas atividades mensuradas 

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

 

Figura 7. Etapas da determinação do coeficiente de partição dos radiopeptídeos. 

 

O CP para cada método de radiomarcação foi determinado pelo cálculo do 

logaritmo da razão das atividades entre as fases orgânica e aquosa, conforme a 

equação abaixo: 

 

𝑪𝐏 = log [ 
fase orgânica (cpm)

fase aquosa (cpm)
 ] 
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III.2.7. Avaliação da ligação e internalização dos peptídeos radiomarcados às 

células tumorais. 

 

III.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 37º C (5% CO2), 

onde alcançaram a confluência de 90%. O meio foi removido e as células liberadas 

para incubação 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 realização dos experimentos de ligação e internalização. 

 

 

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). 

 

III.2.7.2. Avaliação da ligação e internalização dos peptídeos radiomarcados com 

as células tumorais 

 

Em quintuplicada, os radiopeptídeos (50 µL) foram adicionados em 450 µL 

de meio de cultura DMEM F-12 ou RPMI contendo 2x106 células MDA-MB-231 e 

MCF-7, respectivamente. A avaliação da ligação e internalização dos peptídeos 
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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. Após o término de cada período 

de incubação, 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 automático 

Wizard2™ 3” 2480 (Figura 9). 

 

 

Figura 9. Etapas da avaliação das frações ligada e internalizada às células 

tumorais. 

 

A porcentagem da fração ligada às células tumorais foi calculada de acordo 

com a equação abaixo: 

 

𝐹𝑟𝑎çã𝑜  𝐿𝑖𝑔𝑎da =
𝑎𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑛𝑜 𝑝𝑒𝑙𝑙𝑒𝑡

𝑎𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑛𝑜 𝑝𝑒𝑙𝑙𝑒𝑡 + 𝑎𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑛𝑜 𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒
 

 

Após a contagem da atividade, a internalização dos radiopeptídeos às 

células tumorais foi mensurada após a 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 1.500 rpm por 5 min e as 

atividades dos pellets celulares e dos sobrenadantes foram mensuradas em 
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contador gama automático Wizard2™ 3” 2480 (Figura 9). 

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.2.8. Análise estatística  

 

A análise estatística dos dados obtidos foi realizada pelo programa 

GraphPad Prism® (versão 5.0). 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. Síntese e Caracterização dos Peptídeos 

 

Para atingirmos os objetivos, iniciamos com as sínteses dos fragmentos 

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

YIKVAV. As sínteses das sequências foram realizadas através da síntese de 

peptídeos em fase sólida, manualmente, utilizando a estratégia Fmoc/tBut. 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. A primeira sequência proposta trata-se do peptídeo de 12 aminoácidos 

denominado C16 (KAFDITYVRLKF) (cadeia γ1, da laminina-111). O 

peptídeo C16, conforme descrito anteriormente, auxilia no processo de 

adesão celular e promove angiogênese (Ponce, 2001). Recentemente 

Smuczek et al (2017) mostrou que este peptídeo também influencia a 

expressão gênica de células derivadas de carcinoma ductal invasivo de 

mama (MDA-MB-231). Esse peptídeo foi sintetizado na escala de 0,31 

mmol/g. A resina utilizada foi Phe-Wang de 0,5 mmol/g. Peso molecular 

teórico do peptídeo = 1500,8 g/mol e o obtido = 1501,0 g/mol.  

 

ii. Segunda sequência: o pentapeptídeo YIGSR (cadeia β1, da laminina-111). 

Este peptídeo mostrou ser capaz de inibir o processo angiogênico de 

células tumorais relacionadas ao câncer de mama. (Mokotoff et al 1997). A 

síntese foi realizada utilizando a resina Arg-Wang (1 mmol/g), na escala de 

0,7 mmol/g. Peso molecular teórico do peptídeo = 594,7 g/mol e o obtido = 

596,0 g/mol.  

 

iii. Terceira sequência: o peptídeo YIKVAV (cadeia α1, laminina-111) foi 

proposto por ser descrito por promover adesão celular e migração, tendo 

um papel importante no crescimento tumoral, metástase, secreção de 
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protease e angiogênese em diversos tipos de tumores (Sweeney et al., 

1991; Bresalier et al., 1995). A síntese foi realizada utilizando a resina Val-

Wang na escala de 0,7 mmol/g. Peso molecular teórico = 691,87 g/mol e o 

obtido = 693,0 g/mol. Vale ressaltar que o aminoácido Tyr (Y) foi 

acrescentado no N-terminal da sequência IKVAV, já descrita (Sweeney et 

al., 1991; Bresalier et al., 1995) para a realização da radiomarcação com o 

radionuclídeo iodo-131.   

 

Os rendimentos finais das sínteses foram de aproximadamente 60% para 

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

Tabela 3 abaixo resume os parâmetros utilizados nas análises cromatográficas. 

 

Tabela 3. Parâmetros utilizados na caracterização dos peptídeos propostos. 

Peptídeos 
Massa molar 

(g/mol) obtido 

CLAE-FR analítico 

Gradiente  
Tempo de 

Retenção 

% de Sol. B 

para eluição 

KAFDITYVRLKF 1501,0 
5% - 95% 

em 30min 
12,1 min 38% 

YIGSR 596,0 
5% - 95% 

em 30 min 
7,4 min 22% 

YIKVAV 693,0 
5% - 95% 

em 30 min 
15,6 min 47% 

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

 

 As Figuras 10-12 abaixo mostram os perfis cromatográficos obtidos nas 

análises por CLAE-FR e a espectrometria de massas dos fragmentos peptídicos 

sintetizados KAFDITYVRLKF, YIGSR e YIKVAV, respectivamente. 
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Figura 10. Perfil cromatográfico (A) e a espectrometria de massas (B) do 

fragmento KAFDITYVRLKF purificado.  

 

A 

B  
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Figura 11. Perfil cromatográfico (A) e a espectrometria de massas (B) do 

fragmento YIGSR purificado.  

A 
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Figura 12. Perfil cromatográfico (A) e a espectrometria de massas (B) do 

fragmento YIKVAV purificado. 

B 
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As sínteses, purificações e caracterizações dos peptídeos foram realizadas 

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

foram iniciados. 

 

IV.2. Radiomarcação dos Peptídeos 

 

A obtenção dos peptídeos radiomarcados com 131I baseou-se na 

substituição eletrofílica do anel aromático do aminoácido tirosina presente nas 

sequências dos peptídeos propostos através da oxidação do 131I- pelo método da 

Cloramina T (Hunter, 1962). O radioisótopo 131I possui características físicas 

favoráveis tanto para o diagnóstico (emissão de raios-γ) quanto para terapia 

(emissão de partículas β-). Além disso, este radioisótopo é produto de reator 

nuclear e tem sua distribuição já estabelecida em todo o país pelo IPEN.  

Para padronizar o processo de radiomarcação e obter alto rendimento 

radioquímico, diferentes condições de marcação foram avaliadas, além de se 

avaliar os melhores sistemas de solventes a serem utilizados nas análises 

cromatográficas. Vale ressaltar que é considerado o melhor solvente aquele que 

nas análises cromatográficas consegue separar melhor o [131I]NaI do peptídeo 

radiomarcado. Assim, primeiramente foi avaliado o perfil cromatográfico do 

[131I]NaI em diversos solventes e concentrações.  

A Tabela 4 mostra as variações realizadas para a padronização das 

reações de radiomarcação, bem como os sistemas cromatográficos utilizados 

para avaliarmos o rendimento radioquímico por cromatografia ascendente para 

cada radiopeptídeo. 
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Tabela 4. Parâmetros de radiomarcação dos peptídeos KAFDITYVRLKF, YIGSR e 

YIKVAV. 

Parâmetros de 

radiomarcação 

KAFDITYVRLKF YIGSR YIKVAV 

Quantidade de peptídeo 25 µg e 30 µg 25 µg e 30 µg 15 µg e 25 µg 

Volume do [131I]NaI 25 µL 25 µL 25 µL 

pH reacional 9,0-10,0 9,0-10,0 7,0-7,5 

Tempo de reação 

de Cloramina T  

90 s, 120 s, 180 s, 

190 s e 240 s 
60 s e 90 s 90 s 

Volume de Cloramina T 3-5 µL 5 µL 5 µL 

Volume de metabissulfito 

de sódio 

 

5 µL 

 

5 µL 

 

5 µL 

Volume de PBS 0,1 M 

(pH 7,4) 
500 µL 500 µL 500 µL 

Fases móveis para 

análise do rendimento 

radioquímico 

85% MeOH /15% H2O 

95% MeOH /5% H2O 

60% ACN /40% H2O 

95% ACN /5% H2O 

NaCl 0,9% 

85% MeOH /15% H2O 

95% MeOH /5% H2O 

60% ACN /40% H2O 

95% ACN /5% H2O 

NaCl 0,9% 

85% MeOH /15% H2O 

95% MeOH /5% H2O 

60% ACN /40% H2O 

95% ACN /5% H2O 

NaCl 0,9% 

Fase estacionária para 

análise do rendimento 

radioquímico 

TLC/SG TLC/SG TLC/SG 

 

IV.3. Determinação do Rendimento Radioquímico dos Peptídeos 

 

A avaliação do rendimento radioquímico foi realizada através da 

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

fases móveis (Tabela 4).  

Nos sistemas cromatográficos mais adequados para a análise, o peptídeo 

radiomarcado ficou retido no ponto de aplicação, com Rf de 0,1 – 0,2, enquanto o 

[131I]NaI migrou com o eluente, com Rf 0,9 – 1,0. Todas as análises 
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cromatográficas foram realizadas em triplicata. O cálculo do rendimento 

radioquímico foi determinado em porcentagem da atividade de cada espécie 

radioquímica em relação à atividade total da fita, sempre de acordo com o Rf 

correspondente. 

 

IV.3.1. Perfis cromatográficos obtidos para o peptídeo KAFDITYVRLKF 

 

As Figuras 13-16 mostram os perfis cromatográficos obtidos em diferentes 

condições de radiomarcação para o peptídeo KAFDITYVRLKF, de acordo com o 

solvente utilizado nas análises cromatográficas. 
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Figura 13. Perfis cromatográficos do [131I]NaI e do peptídeo [131I]I-

KAFDITYVRLKF em 95% ACN / 5% H2O (TLC/SG). 
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Figura 14. Perfis cromatográficos do [131I]NaI e do peptídeo [131I]I-

KAFDITYVRLKF em 85% MeOH / 15% H2O (TLC/SG). 
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Figura 15. Perfis cromatográficos do [131I]NaI e do peptídeo [131I]I-

KAFDITYVRLKF em 95% MeOH / 5% H2O (TLC/SG). 
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Figura 16. Perfis cromatográficos do [131I]NaI e do peptídeo [131I]I-

KAFDITYVRLKF em NaCl 0,9% (TLC/SG). 

 

De acordo com as Figuras 13-16 os sistemas de solventes 95% ACN / 5% 

H2O, 85% MeOH / 15% H2O e 95% MeOH / 5% H2O não foram adequados para 

mensurar o rendimento radioquímico das reações de radiomarcação porque não 

foram capazes de separar o [131I]NaI do peptídeo radiomarcado, ou seja, 

apresentaram o mesmo Rf de 0,9 – 1,0. O único solvente que foi capaz de separar 

o [131I]NaI (Rf = 0,8-1.0) do peptídeo radiomarcado [131I]I-KAFDITYVRLKF (Rf = 

0,1-0,2) foi o NaCl 0.9% (Figura 16). A partir da definição do sistema 

cromatográfico para a análise do rendimento radioquímico vários parâmetros 

foram avaliados e elencados na Tabela 4, a fim de se obter rendimentos 

radioquímicos acima de 90%. 
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IV.3.2. Perfis cromatográficos obtidos para o peptídeo YIGSR 

 

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

peptídeo YIGSR em diferentes sistemas de solventes utilizados nas análises 

cromatográficas. 
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Figura 17. Perfis cromatográficos do [131I]NaI e do peptídeo [131I]I-YIGSR em 95% 

ACN / 5% H2O (TLC/SG). 
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Figura 18. Perfis cromatográficos do [131I]NaI e do peptídeo [131I]I-YIGSR em 85% 

MeOH / 15% H2O (TLC/SG). 
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Figura 19. Perfis cromatográficos do [131I]NaI e do peptídeo [131I]I-YIGSR em 95% 

MeOH / 5% H2O (TLC/SG). 
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Figura 20. Perfis cromatográficos do [131I]NaI e do peptídeo [131I]I-YIGSR em NaCl 

0,9% (TLC/SG). 

 

Os resultados das análises cromatográficas mostraram que o melhor 

eluente para o peptídeo [131I]I-YIGSR foi 95% ACN / 5% H2O (Figura 17) com uma 

excelente separação do [131I]NaI (Rf = 0,9-1,0) do peptídeo radiomarcado (Rf = 

0,1-0,2).  
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IV.3.3. Perfis cromatográficos obtidos para o peptídeo YIKVAV 

 

 As Figuras 21-24 mostram os perfis cromatográficos obtidos para o 

peptídeo YIKVAV em diferentes sistemas de solventes utilizados nas análises 

cromatográficas.  
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Figura 21. Perfis cromatográficos do [131I]NaI e do peptídeo [131I]I-YIKVAV em 

95% ACN / 5% H2O (TLC/SG). 
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Figura 22. Perfis cromatográficos do [131I]NaI e do peptídeo [131I]I-YIKVAV em 

85% MeOH /15% H2O (TLC/SG).  
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Figura 23. Perfis cromatográficos do [131I]NaI e do peptídeo [131I]I-YIKVAV em 

95% MeOH / 5% H2O (TLC/SG). 
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Figura 24. Perfis cromatográficos do [131I]NaI e do peptídeo [131I]I-YIGSR em NaCl 

0,9% (TLC/SG). 

 

De acordo com as Figuras 21-24 os eluentes 85% MeOH / 15% H2O e 95% 

MeOH / 5% H2O não foram adequados para mensurar o rendimento radioquímico 

das reações de radiomarcação porque não foram capazes de separar o [131I]NaI 

do peptídeo radiomarcado. O solvente 95% ACN / 5% H2O foi o que melhor 

separou o [131I]NaI (Rf = 0,9-1,0) do peptídeo radiomarcado [131I]I-YIKVAV (Rf de 

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

A partir da definição do melhor eluente a ser utilizado nas análises 

cromatográficas dos radiopeptídeos foi possível calcular os rendimentos 

radioquímicos obtidos em diferentes condições de radiomarcação. A Tabela 5 

mostra os valores dos rendimentos radioquímicos obtidos em diferentes sistemas 

de solventes e condições de radiomarcação para os peptídeos propostos. 
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Tabela 5. Rendimentos radioquímicos dos peptídeos obtidos em diferentes 

condições de radiomarcação. 

 

Peptídeos Fase móvel 
Tempo de 

reação (s) 

Quantidade 

Cloramina T 

Rendimento 

Radioquímico 

(%) 

[131I]I-

KAFDITYVRLKF 

ACN 95% / 5% H2O 

MeOH 95% / 5% H2O 

MeOH 95% / 5% H2O 

NaCl 0,9% 

NaCl 0,9% 

NaCl 0,9% 

NaCl 0,9% 

NaCl 0,9% 

NaCl 0,9% 

NaCl 0,9% 

NaCl 0,9% 

90 

90 

90 

90 

180 

120 

150 

180 

240 

200 

180 

5 µL 

5 µL 

5 µL 

5 µL 

5 µL 

5 µL 

5 µL 

3µL 

3 µL 

3 µL 

4 µL 

9,2 

1,9 

4,2 

30,7 

30,7 

45,9 

49,5 

70,4 

79,1 

75,9 

62,2 

[131I]I-YIGSR 

ACN 95% / 5% H2O 

MeOH 85% / 5% H2O 

MeOH 95% / 5% H2O 

NaCl 0,9% 

NaCl 0,9% 

ACN 95% / 5% H2O 

ACN 95% / 5% H2O 

90 

90 

90 

90 

60 

60 

5 µL 

5 µL 

5 µL 

5 µL 

5 µL 

5 µL 

90,3 

85,9 

77,3 

81,3 

90,4 

93,3 

[131I]I-YIKVAV 

ACN 95% / 5% H2O 

MeOH 85% / 5% H2O 

MeOH 95% / 5% H2O 

NaCl 0,9% 

90 

90 

90 

90 

5µL 

5µL 

5µL 

5µL 

97,5 

55,3 

77,7 

85,7 

  

 Os dados da Tabela 5 confirmam que o melhor rendimento radioquímico 

para o [131I]I-KAFDITYVRLKF foi obtido quando o sistema utilizado nas análises 

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

e 3 µL de Cloramina T (Figura 16 e Tabela 5). Entretanto, para o segundo peptídeo 



43 

 

[131I]I-YIGSR um melhor rendimento radioquímico foi obtido quando o eluente ACN 

95% / 5% H2O em TLC/SG foi utilizado, com tempo de reação de 60 s e 5 µL de 

Cloramina T (Figura 17 e Tabela 5). O terceiro peptídeo [131I]I-YIKVAV também 

teve o melhor rendimento radioquímico (97,5%) no sistema cromatográfico ACN 

95% / 5% H2O, como fase móvel e TLC/SG como fase estacionária, com o tempo 

de reação de 90 s e 5 µL de Cloramina T (Figura 21 e Tabela 5). 

 Resumidamente, após avaliarmos a influência do tempo de reação, 

quantidade de cloramina T e também o melhor sistema cromatográfico, 

rendimentos radioquímicos de aproximadamente 80% para o [131I]I-

KAFDITYVRLKF, 93% para [131I]I-YIGSR e 98% para o [131I]I-YIKVAV foram 

obtidos. 

 

IV.4. Estudo de estabilidade dos peptídeos radiomarcados 

 

O emprego de métodos cromatográficos simples constitui um dos 

parâmetros básicos para estimar a estabilidade dos radiofármacos. Além disso, a 

estabilidade de um radiocomposto influencia diretamente na sua biodistribuição in 

vivo. Neste estudo, foram avaliadas as estabilidades dos peptídeos 

radiomarcados, em meio reacional, mantidos em temperatura ambiente e sob 

refrigeração (2-8ºC), por até 48 h pós-marcação.  

As Figuras 25 a 27 mostram a pureza radioquímica dos fragmentos 

peptídicos [131I]I-KAFDITYVRLKF, [131I]I-YIGSR e [131I]I-YIKVAV, 

respectivamente, mantidos em temperatura ambiente e sob refrigeração por até 

48 h (n = 3).  
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Figura 25. Pureza radioquímica do fragmento [131I]I-KAFDITYVRLKF até 48 h 

pós-marcação (n = 3). Não houve diferenças estatisticamente significativas entre 

as condições (Temp. Ambiente X Refrigerado) (p >0,05). Letras diferentes indicam 

diferenças estatisticamente significativas para os diferentes tempos de uma 

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

radioquímico inicial = 80,37%. 
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Figura 26. Pureza radioquímica do fragmento [131I]I-YIGSR até 48 h pós marcação 

(n = 3). Não houve diferenças estatisticamente significativas entre as condições 

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

Rendimento radioquímico inicial = 86,13%. 
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[131I]I-YIKVAV
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Figura 27. Pureza radioquímica do fragmento [131I]I-YIKVAV até 48 h pós 

marcação (n = 3). Não houve diferenças estatisticamente significativas entre as 

condições (Temp. Ambiente X Refrigerado) e entre os tempos avaliados. (p 

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

 

Para o fragmento [131I]I-KAFDITYVRLKF a pureza radioquímica diminuiu 

significativamente em ambas as condições de armazenamento (temperatura 

ambiente ou refrigerado) com uma redução 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 [131I]I-YIGSR e [131I]I-YIKVAV 

apresentaram boa estabilidade, mantendo alta pureza radioquímica até 48 h, em 

ambas as condições de armazenamento (Figuras 26 e 27). Desta forma, este 

experimento mostrou que o único peptídeo que não se manteve 

radioquimicamente estável, ao longo do tempo avaliado, foi o [131I]I-

KAFDITYVRLKF. 

  

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

 

A estabilidade da radiomarcação também foi avaliada quando os peptídeos 

radiomarcados foram incubados a 37º C em soro (Figuras 28 a 30). 
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Figura 28. Pureza radioquímica do fragmento peptídico [131I]I-KAFDITYVRLKF 

até 24 h pós-marcação incubado em soro humano a 37 ºC (n = 5). Não houve 

diferenças estatisticamente significativas entre os tempos avaliados. (p >0,05). 

Rendimento radioquímico inicial (antes incubação) = 75,7%. 

[131I]I-YIGSR
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Figura 29. Pureza radioquímica do fragmento peptídico [131I]I-YIGSR até 24 h pós-

marcação incubado em soro humano a 37 ºC (n = 3). Não houve diferenças 

estatisticamente significativas entre os tempos avaliados. (p >0,05). Rendimento 

radioquímico inicial (antes da incubação) = 96,0%. 
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Figura 30. Pureza radioquímica do fragmento peptídico [131I]I-YIKVAV até 24 h 

pós-marcação incubado em soro humano a 37 ºC (n = 3). Não houve diferenças 

estatisticamente significativas entre os tempos avaliados. (p >0,05). Rendimento 

radioquímico inicial (antes da incubação) = 86,4%. 

Os resultados da avaliação da estabilidade dos peptídeos em soro 

mostraram o mesmo perfil de pureza radioquímica obtido nos experimentos 

quando os radiopeptídeos foram mantidos em meio reacional. 

Para o peptídeo [131I]I-KAFDITYVRLKF uma redução da pureza 

radioquímica de aproximadamente 35% foi observada logo na primeira hora de 

incubação (de ~76% para ~45%) (Figura 28). Assim, tanto em meio reacional 

quanto em soro, o peptídeo [131I]I-KAFDITYVRLKF foi o que apresentou a maior 

perda de estabilidade radioquímica. Em contrapartida, os fragmentos [131I]I-YIGSR 

e [131I]I-YIKVAV se mantiveram bastante estáveis durante todo o período avaliado 

(Figuras 29 e 30, respectivamente). 

 

IV.4.2. 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) dos 
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peptídeos radiomarcados e do [131I]NaI e avaliar a pureza radioquímica (PRQ) do 

produto radiomarcado. As Figuras 31-33 mostram os perfis cromatográficos 

obtidos do [131I]NaI, dos peptídeos antes e após o processo de radiomarcação. 

 

 

Figura 31. Perfis de cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa: (A) 

[131I]NaI, (B) KAFDITYVRLKF e (C) [131I]I-KAFDITYVRLKF. 
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Figura 32. Perfis de cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa: (A) 

[131I]NaI, (B) YIGSR e (C) [131I]I-YIGSR. 
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Figura 33. Perfis de cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa: (A) 

[131I]NaI, (B) YIKVAV e (C) [131I]I-YIKVAV. 

 

IV.5. Estudo da interação dos peptídeos radiomarcados às proteínas séricas 

 

A ligação às proteínas séricas (LPS) desempenha um papel crítico na 

determinação da biodistribuição, taxa de eliminação, circulação sanguínea, 

acesso ao sítio de ação e metabolismo de um fármaco (Jeghers et al., 1990). 

A porcentagem de LPS foi avaliada pelo método de precipitação proteica 

com ácido tricloroacético (TCA) 10% e os resultados obtidos estão representados 

na Figura 34.  

 



51 

 

           Ligação as Proteínas Plasmáticas

I]I-
KAFDITYVRLKF 

131

[

I]I-
YIG

SR

131

[
I]I-

YIKVAV

131

[

0

20

40

60

80

100

 a

b

c
L
ig

a
çã

o
 (

%
)

 

Figura 34. Interação dos peptídeos radiomarcados às proteínas séricas (n = 5). 

Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas (p <0,05). 

 

Os resultados mostraram que o peptídeo [131I]I-KAFDITYVRLKF 

apresentou uma interação às proteínas séricas ao redor de 57,48 ± 0,48%. Para 

o peptídeo [131I]I-YIGSR, a porcentagem de interação foi da ordem de 25,01 ± 

0,70%. E para o peptídeo [131I]I-YIKVAV a porcentagem de interação foi de 48,40 

± 0,78%. 

 

IV.6. Determinação do coeficiente de partição (CP) dos peptídeos 

radiomarcados 

 

O coeficiente de partição é expresso em Log P, o qual nos indica a 

hidrofobicidade do radiofármaco. São considerados compostos hidrofílicos 

quando o valor de Log P <0 e hidrofóbico para Log P >0 (Durkan et al 2007). A 

Figura 35 mostra os resultados do coeficiente de partição obtidos para os três 

fragmentos avaliados. 

 



52 

 

I]I
-K

AFD
IT

YVR
LK

F

13
1

[

I]I
-Y

IG
SR

13
1

[
I]I

-Y
IK

VAV

13
1

[

-2.5

-2.0

-1.5

-1.0

-0.5

0.0

a

b

c

L
o
g
 P

 

Figura 35. Coeficiente de partição (Log P) dos fragmentos [131I]I-KAFDITYVRLKF, 

[131I]I-YIGSR e [131I]I-YIKVAV (n = 5). Letras diferentes indicam diferença 

estatisticamente significativas (p <0,05). 

 

Os resultados mostraram que o peptídeo [131I]I-KAFDITYVRLKF 

apresentou um Log P = -1,10 ± 0,04%. Para o peptídeo [131I]I-YIGSR a 

porcentagem foi da ordem de -2,12 ± 0,08%. E para o peptídeo [131I]I-YIKVAV o 

CP foi de -1,61 ± 0,07%. Assim, como era o esperado, o fragmento [131I]I-

KAFDITYVRLKF foi o menos hidrofílico dos peptídeos avaliados. 

 

IV.7. Avaliação da ligação e internalização dos peptídeos radiomarcados 

com as células tumorais. 

 

As porcentagens de frações ligadas e internalizadas dos complexos 

[131I]I-KAFDITYVRLKF, [131I]I-YIGSR e [131I]I-YIKVAV às células MDA-MB-231 

estão demonstradas nas Figuras 36 e 37, respectivamente. 

A Figura 36 mostra valores de porcentagens de ligação entre 16,02 ± 

1,22% a 18,06 ± 3,27% para o peptídeo [131I]KAFDITYVRLKF durante 24 h de 

incubação. O peptídeo [131I]YIGSR apresentou uma porcentagem de ligação 

de 8,42 ± 0,50% na primeira hora com uma queda para 5,72 ± 0,31% em 24 



53 

 

h (p<0,05). Para o fragmento [131I]YIKVAV a porcentagem de ligação foi de 

aproximadamente 7% ao longo do tempo avaliado. 
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Figura 36. Porcentagem de fração ligada dos peptídeos [131I]I-KAFDITYVRLKF, 

[131I]I-YIGSR e [131I]I-YIKVAV às células MDA-MB-231 (n = 5). Letras diferentes 

indicam diferenças estatisticamente significativas para o mesmo peptídeo ao 

longo do tempo (p <0,05). 

 

A Figura 37 mostra que para o peptídeo [131I]I-KAFDITYVRLKF a 

porcentagem de fração internalizada foi de 85,29 ± 2,70% da fração ligada. Para 

os peptídeos [131I]I-YIGSR e [131I]I-YIKVAV a internalização foi de 49,70 ± 4,40% 

e 73,37 ± 3,73%, respectivamente, na primeira hora de incubação. No entanto, 

em 24 h, a porcentagem de internalização para o peptídeo [131I]I-YIKVAV diminuiu 

para 51%. 
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Figura 37. Porcentagem de fração internalizada dos peptídeos [131I]I-

KAFDITYVRLKF, [131I]I-YIGSR e [131I]I-YIKVAV às células MDA-MB-231 (n = 5). 

Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas para o mesmo 

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

 

As Figuras 38 e 39 mostram as porcentagens de frações ligada e 

internalizada, respectivamente, dos peptídeos [131I]I-KAFDITYVRLKF, [131I]I-

YIGSR e [131I]I-YIKVAV às células MCF-7. 

O peptídeo [131I]I-KAFDITYVRLKF apresentou porcentagens de ligação de 

22,65 ± 1,11% a 18,23 ± 0,61% durante todo o tempo de incubação avaliado. Já 

o peptídeo [131I]I-YIGSR apresentou uma porcentagem de fração ligada de 6,67 ± 

0,25% na primeira hora com um aumento para 10,02 ± 0,61% durante o tempo de 

incubação de 24 h. O fragmento [131I]I-YIKVAV apresentou uma porcentagem de 

fração ligada ao redor de 15% ao longo do período de incubação (Figura 38). 
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Figura 38. Porcentagem de fração ligada dos peptídeos [131I]I-KAFDITYVRLKF, 

[131I]I-YIGSR e [131I]I-YIKVAV às células MCF-7 (n = 5). Letras diferentes indicam 

diferenças estatisticamente significativas para o mesmo peptídeo ao longo do 

tempo (p <0,05). 

 

Para o fragmento [131I]I-KAFDITYVRLKF a porcentagem de 

internalização foi de 88,06 ± 1,17% da fração ligada. Os peptídeos [131I]I-

YIGSR e [131I]I-YIKVAV apresentaram valores de internalização de 

aproximadamente 41,92 e 80%, respectivamente na primeira hora de 

incubação. No entanto, em 24 h, a porcentagem de internalização para o 

peptídeo [131I]I-YIKVAV diminuiu para 59,71 ± 5,57% (Figura 39). 
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Figura 39. Porcentagem de fração internalizada dos peptídeos [131I]I-

KAFDITYVRLKF, [131I]I-YIGSR e [131I]I-YIKVAV às células MCF-7 (n = 5). Letras 

diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas para o mesmo 

peptídeo ao longo do tempo (p <0,05). 
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V. DISCUSSÃO  

 

V.1 Definição dos fragmentos peptídicos propostos 

 

A escolha das sequências peptídicas para o desenvolvimento do presente 

trabalho se baseou na importância e 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 (Gama et al., 2008). 

Como já relatado, a laminina-111 é um heterodímero composto pelas 

cadeias 1, 1 e 1. Em todas as suas cadeias há a presença de peptídeos 

biologicamente ativos. O mais estudado trata-se do peptídeo denominado C16 

(KAFDITYVRLKF) derivado da cadeia 1 porque tem sido associado com adesão 

celular (Nomizu et al., 1997), angiogênese (Ponce et al., 2001) e secreção de 

metaloproteinases (Kuratomi et al., 2002). Smuczek e colaboradores, 2017 

demonstraram que o peptídeo C16 influencia a expressão gênica de células de 

tumores de mama (MDA-MB-231). Assim, este peptídeo foi o primeiro a ser 

proposto para os estudos de radiomarcação. 

 O segundo peptídeo, o qual contém a sequência YIGSR, é derivado da 

cadeia β1 da laminina-111 e está relacionado como a inibição da angiogênese de 

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

O último 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 protease e angiogênese em diversos tipos de tumores (Sweeney et 

al., 1991; Bresalier et al., 1995). Entretanto, para facilitar o processo de 

radiomarcação com o 131I foi incorporado o aminoácido tirosina, que não está na 

sequência original do peptídeo. Portanto, a sequência do peptídeo utilizado em 

nosso estudo foi YIKVAV. 

Assim, a proposição dos estudos de padronização da radiomarcação de 

três peptídeos biologicamente ativos e representantes das três cadeias da 
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laminina-111, bem como os estudos de ligação e internalização em células 

tumorais, relacionadas ao câncer de mama, poderiam trazer importantes 

elucidações para o envolvimento desses fragmentos no processo tumoral. 

Resumidamente, os peptídeos foram sintetizados, caracterizados e 

purificados de maneira bastante satisfatória para iniciar o processo de 

radiomarcação. 

 

V.2. Utilização do radionuclídeo iodo-131 

 

O radioisótopo escolhido para este estudo foi o iodo-131 (131I), disponível 

na forma química de iodeto de sódio ([131I]NaI). Este radionuclídeo apresenta 

características físicas favoráveis para a marcação de moléculas do tipo peptídeos 

e, além disso, o [131I]NaI apresenta alto índice de pureza radionuclídica e química 

de fácil marcação, e sua distribuição é estabelecida em todo o Brasil (Akanji, 

2006). 

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 tirosina. 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 oito dias, 

possibilitando que estudos de estabilidade de longo prazo fossem realizados. 

A Cloramina T é um sal sódico derivado do N-cloro-4-metil benzeno 

sulfonamida trihidratado com ação oxidante. Nesta reação, ela é responsável pela 

oxidação do iodeto radioativo para que seja incorporado no anel aromático do 

aminoácido tirosina. Por se tratar de um oxidante forte, após um curto período de 

reação, adiciona-se um agente redutor, como o metabissulfito de sódio, para 

interromper a reação. Trata-se de uma técnica relativamente barata e fácil de se 

realizar (Kowalsky et al., 2004; Colturato, 2005). Apesar de ser uma metodologia 
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eficiente, as condições de marcação exigem um controle cuidadoso, pois por ser 

um agente oxidante forte pode provocar a degradação dos peptídeos (Lever, 

1995). 

 

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, primeiramente foi estabelecido o melhor sistema eluente para ser 

utilizado nas análises cromatográficas 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 

radioisótopo livre do peptídeo radiomarcado. Assim, foi escolhido o melhor 

sistema eluente para separação do [131I]NaI dos peptídeos radiomarcados. Neste 

estudo um fator de retenção (Rf) = 0,1 - 0,2 foi observado para os peptídeos 

radiomarcados, enquanto o radionuclídeo apresentou um Rf = 0,9-1,0. 

Para o peptídeo [131I]I-KAFDITYVRLKF foram avaliados diversos sistemas 

eluentes (95% ACN / 5% H2O, 85% MeOH / 15% H2O, 95% MeOH /5% H2O, NaCl 

0,9%) e o eluente NaCl 0,9% em TLC/SG foi o que melhor separou o peptídeo 

radiomarcado do radioisótopo, conforme descrito anteriormente. Para os 

peptídeos [131I]I-YIGSR e [131I]I-YIKVAV, o melhor perfil cromatográfico foi obtido 

quando foi utilizado o solvente 95% ACN / 5% H2O em TLC/SG. Sempre com o 

intuito de padronizar o processo de radiomarcação com o maior rendimento 

radioquímico, vários experimentos foram realizados alterando a quantidade de 

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

Após definido o melhor sistema de análise cromatográfica para cada 

peptídeo e também as melhores condições de radiomarcação, rendimentos 

radioquímicos de aproximadamente 80%, 93% e 92% para os fragmentos [131I]I-

KAFDITYVRLKF, [131I]I-YIGSR e [131I]I-YIKVAV, respectivamente, foram obtidos. 

Esta diferença de porcentagem da eficiência de radiomarcação se deve, 

provavelmente, ao fato da maior dificuldade do iodo oxidado se ligar ao anel 

aromático da tirosina do peptídeo KAFDITYVRLKF devido ao impedimento 
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estérico, uma vez que este aminoácido se encontra exatamente no meio da 

sequência peptídica, diferentemente dos peptídeos YIGSR e YIKVAV, onde a 

tirosina se encontra no N-terminal. 

Recentemente, 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. 

As análises dos rendimentos e purezas radioquímicas foram realizadas por 

CCD e CLAE. Através da CLAE foi possível determinar os tempos de retenção 

(Rt) dos peptídeos radiomarcados e do radionuclídeo livre, além de avaliar a PRQ 

dos complexos radiomarcados.  

A análise por CLAE-FR dos fragmentos peptídicos mostrou que os 

peptídeos frios, os radiomarcados e o radioisótopo livre tiveram Rt determinados. 

Vale a pena mencionar que os radiopeptídeos apresentaram um Rt ligeiramente 

maior quando comparados com os peptídeos não marcados devido ao tempo 

necessário para que as amostras percorram 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 PRQ >80%, 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). 

 

V.3. Determinação da estabilidade dos peptídeos radiomarcados  

 

O radioisótopo 131I possui propriedades que permite sua utilização ao longo 

de uma semana, pois sua meia vida física 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 pós-marcação, além disso para a realização 

de futuros estudos in vivo é necessária alta atividade específica. Conforme 

descrito nos resultados, foi avaliada a estabilidade dos peptídeos radiomarcados 
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tanto em meio reacional quanto em soro humano. É desnecessário mencionarmos 

que uma alta estabilidade dos peptídeos radiomarcados é essencial para uma 

possível aplicação na área clínica. Estudos realizados por Araújo e colaboradores 

(2008) mostraram que [131I]I-peptídeos em diferentes concentrações 

permaneceram estáveis por até 24 h após a marcação. 

Nos nossos estudos, o [131I]I-KAFDITYVRLKF foi o fragmento que 

apresentou menor estabilidade com uma redução da pureza radioquímica de 

aproximadamente 50%, durante o período de tempo avaliado, tanto em 

temperatura ambiente quanto refrigerado. Entretanto, 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 ambiente ou refrigerados. 

O mesmo perfil foi observado quando a estabilidade dos peptídeos foi 

avaliada após incubação em soro. Para o fragmento [131I]I-KAFDITYVRLKF uma 

queda brusca na estabilidade foi observada logo após a incubação por 1 h, com 

uma redução em torno de 35%. Os fragmentos [131I]I-YIGSR e [131I]I-YIKVAV se 

mantiveram estáveis durante todo o período avaliado. Acreditamos que a perda 

de estabilidade radioquímica observada para o [131I]I-KAFDITYVRLKF se deva à 

clivagem do peptídeo (degradação) por proteínas contidas no soro. 

 

V.4. Determinação da ligação às proteínas séricas 

 

Os resultados da interação dos peptídeos às proteínas séricas mostraram 

que os peptídeos [131I]I-KAFDITYVRLKF, [131I]I-YIGSR e [131I]I-YIKVAV 

apresentaram valores de ligação 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 peptídicos, respectivamente se encontram livres na 

corrente sanguínea para poderem atingir o alvo desejado mais rapidamente ou 

serem depurados, o que é altamente compatível para aplicações clínicas, uma 

vez que produz um bom contraste de imagem. 

A interação das moléculas com as proteínas séricas representa um 
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importante fenômeno biológico que irá influenciar a biodistribuição, a taxa de 

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

radiocomposto (Jeghers et al., 1990). 

 

V.5. Determinação da lipofilicidade dos peptídeos radiomarcados através do 

coeficiente de partição 

 

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. Quanto maior o Log P, maior é a afinidade da substância 

pela fase orgânica e, portanto, mais hidrofóbico é o composto. 

Os resultados obtidos mostraram que todos os radiopeptídeos 

apresentaram Log P negativos, ou seja, apresentam características hidrofílicas. 

Sendo o [131I]I-YIGSR o mais hidrofílico 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 séricas são esperados, como foi observado 

com o fragmento [131I]I-YIGSR. 

Vários estudos com peptídeos contendo o domínio RGD mostraram valores 

de coeficiente de partição negativos, independente do radioisótopo utilizado 

(Oliveira, 2015; Wu et al., 2015). É importante salientar que o metabolismo de 

fármacos mais hidrofílicos é de fundamental importância para a eliminação desses 

compostos do organismo ao término de sua atividade biológica e que compostos 

lipofílicos são amplamente reabsorvidos e voltam para a circulação sistêmica 

(Brunton et al., 2010). 
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V.6. Avaliação da ligação e internalização dos peptídeos radiomarcados com 

as células tumorais MDA-MB-231 

 

Os resultados obtidos nos estudos de ligação e internalização com a 

linhagem MDA-MB-231 mostraram diferenças significativas entre os três 

peptídeos avaliados. O primeiro peptídeo [131I]I-KAFDITYVRLKF foi o que 

apresentou os maiores valores de frações ligadas ( 18%) e internalizadas ( 

80%), durante os tempos avaliados, em relação aos outros peptídeos propostos. 

Por outro lado, os [131I]I-YIGSR e [131I]I-YIKVAV apresentaram valores de fração 

ligada abaixo de 10% e uma porcentagem de fração internalizada entre 50 e 60%, 

em 24 h de incubação. De Barros e colaboradores (2013) utilizaram a linhagem 

MDA-MB-231 para avaliarem a ligação do peptídeo bombesina marcado com 

99mTc. Uma fração ligada e internalizada de aproximadamente 2,5% e 16.8% 

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 os radiopeptídeos se deve, provavelmente, à maior 

afinidade do fragmento [131I]I-KAFDITYVRLKF às células MDA-MB-231, uma vez 

que este fragmento tem sido associado com adesão celular (Nomizu et al., 

1997) e angiogênese (Ponce et al., 2001), o que explica uma maior 

porcentagem de ligação e internalização. Por outro lado, Ponce e 

colaboradores (2003) 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 [131I]I-YIKVAV está associado a promoção de adesão e 

migração celular (Sweeney et al., 1991; Bresalier et al., 1995) 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. Entretanto, com 24 h essa porcentagem diminuiu para 

aproximadamente 50%. Desta forma, maiores estudos se fazem necessários 

para tentarmos explicar as diferenças encontradas. 
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V.7. Avaliação da ligação e internalização dos peptídeos radiomarcados com 

as células tumorais MCF-7 

 

Os resultados obtidos nos estudos de ligação e internalização com as 

células da linhagem MCF-7 corroboraram os resultados obtidos com as células 

MDA-MB-231. Assim, maiores porcentagens de frações ligada ( 19%) e 

internalizada ( 88%) foram obtidas com o radiopeptídeo [131I]I-KAFDITYVRLKF. 

Da mesma forma, o peptídeo [131I]I-YIGSR apresentou valores de ligação e 

internalização ao redor de 8% e 41%, respectivamente. Um pequeno aumento de 

frações ligada ( 15%) e internalizada ( 78 %) com a linhagem MCF-7 na primeira 

hora de incubação, foi obtida com o peptídeo [131I]I-YIKVAV, mas assim como 

observado com a linhagem MDA-MB-231 houve uma diminuição da internalização 

para 60% após um período de 24 h de incubação. Tejería e colaboradores (2017) 

utilizaram a linhagem MCF-7 para a avaliação da ligação de um derivado de 

estradiol marcado com 99mTc tendo uma ligação de 2.0 ± 0.2% e uma 

internalização de 56.3 ± 1.1% após 4 h de incubação. 

Desta forma, os nossos resultados mostraram que os peptídeos propostos 

apresentaram uma boa interação 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. 
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VI. CONCLUSÃO 

 

➢ Os peptídeos KAFDITYVRLKF, YIGSR e YIKVAV foram eficientemente 

sintetizados, caracterizados e purificados; 

➢ Os estudos de radiomarcação demonstraram que a metodologia de 

marcação dos peptídeos, utilizando o método da cloramina T, se mostrou 

bastante eficiente com a obtenção dos fragmentos radiomarcados com alto 

rendimento radioquímico; 

➢ Após todo o processo de padronização das radiomarcações, rendimentos 

radioquímicos da ordem de 80%, 93% e 92% foram obtidos para os 

fragmentos [131I]I-KAFDITYVRLKF, [131I]I-YIGSR e [131I]I-YIKVAV, 

respectivamente; 

➢ Os estudos de estabilidade mostraram que os peptídeos [131I]I-YIGSR e 

[131I]I-YIKVAV apresentaram boa estabilidade, tanto em meio reacional 

quanto em soro humano. Entretanto o peptídeo [131I]I-KAFDITYVRLKF 

apresentou perda de pureza radioquímica ao redor de 50%, mesmo em 

meio reacional. 

➢ O estudo de ligação às proteínas séricas mostrou que os [131I]I- 

KAFDITYVRLKF, [131I]I-YIGSR e [131I]I-YIKVAV apresentaram uma 

porcentagem de LPS ao redor de 58%, 27% e 49%, respectivamente, 

resultados altamente compatíveis para futuras aplicações clínicas. 

➢ O estudo do coeficiente de partição corroborou os resultados de interação 

às proteínas séricas, mostrando uma menor hidrofilicidade do peptídeo 

[131I]I-KAFDITYVRLKF em relação aos fragmentos [131I]I-YIKVAV e [131I]I-
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YIGSR. 

➢ Os estudos de ligação e internalização com as linhagens de câncer de 

mama mostraram diferenças estatisticamente significativas entre os três 

peptídeos avaliados. Estes resultados podem estar relacionados aos 

processos de adesão, migração e angiogênese que estes peptídeos estão 

associados. 

➢ Diante dos resultados, estudos in vivo serão necessários para melhor 

elucidar a ação destes fragmentos. Em virtude da alta perda de estabilidade 

radioquímica do [131I]I-KAFDITYVRLKF, este peptídeo não será avaliado na 

continuação deste trabalho. 
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VII. RESUMO 
 

Introdução: O tumor de mama vem sendo considerado um problema de saúde 

pública por ser o tumor mais comum em mulheres. Vários estudos demonstram 

que peptídeos biologicamente ativos derivados da laminina-111 regulam a 

expressão gênica em células derivadas de câncer de mama, entre eles o peptídeo 

C16 (KAFDITYVRLKF) da cadeia γ1, o peptídeo YIGSR da cadeia β1 e, como 

representante da cadeia α1, o peptídeo bioativo IKVAV.  

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

radiomarcação dos peptídeos KAFDITYVRLKF, YIGSR e YIKVAV da laminina-

111 com [131I]NaI, bem como a avaliação da ligação e internalização às células 

tumorais relacionadas ao câncer de mama. 

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

caracterização e purificação foi efetuada por CLAE-FR. Os peptídeos 

KAFDITYVRLKF, YIGSR e YIKVAV foram marcados com o radionuclídeo 131I 

através do método de Cloramina T. O rendimento radioquímico dos peptídeos 

[131I]I-KAFDITYVRLKF, [131I]I-YIGSR e [131I]I-YIKVAV foi avaliado por 

cromatografia ascendente em camada delgada e por CLAE-FR. Estudos de 

estabilidade foram realizados em temperatura ambiente e refrigerada (4ºC) até 48 

h e em soro humano até 24 h. A ligação às proteínas séricas foi avaliada pelo 

método de precipitação proteica com ácido tricloroacético 10% e o coeficiente de 

partição dos radiopeptídeos determinado e expresso em Log P. A avaliação da 

ligação e internalização dos peptídeos com as células tumorais (MDA-MB-231 e 

MCF-7) foi realizada nos tempos de 1, 4 e 24 h.  

Resultados: Os peptídeos propostos foram sintetizados, caracterizados, 

purificados e radiomarcados com eficiência. Após a padronização da 

radiomarcação, rendimentos radioquímicos >80% foram obtidos para todos os 

fragmentos. Os estudos de estabilidade mostraram uma boa estabilidade para os 

fragmentos [131I]I-YIGSR e [131I]I-YIKVAV com uma pequena redução de 5% e 

10%, respectivamente. Entretanto uma queda na pureza radioquímica de 

aproximadamente 50% foi obtida para o [131I]I-KAFDITYVRLKF. Os peptídeos 

[131I]I-KAFDITYVRLKF, [131I]I-YIGSR e [131I]I-YIKVAV apresentaram 

características hidrofílicas e uma porcentagem de ligação às proteínas séricas em 
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torno de 58%, 27% e 49%, respectivamente, o que é altamente compatível com 

aplicações clínicas. Além disso, os radiopeptídeos mostraram capacidade de se 

ligarem e internalizarem às células tumorais (MDA-MB-231 e MCF-7) com 

diferenças estatísticas significativas entre os radiopeptídeos.  

Conclusão: Os peptídeos foram eficientemente sintetizados e radiomarcados. Os 

radiopeptídeos mostraram características compatíveis para futuras aplicações 

clínicas, com capacidade de ligação e internalização em células tumorais de 

câncer de mama. 

 

Palavras-chaves: Câncer de mama; Peptídeos; Compostos radiofarmacêuticos; 

Radioisótopos do iodo. 
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VIII. 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 γ1 chain, 

the YIGSR peptide of the β1 chain and as representative of the α1 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 [131I]NaI, 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 131I using the Chloramine 

T method. The radiochemical yield of the peptides [131I]I-KAFDITYVRLKF, [131I]I-

YIGSR and [131I]I-YIKVAV was evaluated by thin layer ascending chromatography 

and by RP-HPLC. Stability studies were carried out at room temperature and 

refrigerated (4ºC) 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 [131I]I-YIGSR and [131I]I-YIKVAV fragments with a small decrease of 5% and 

10%, respectively. However, radiochemical purity loss of approximately 50% was 

obtained for [131I]I-KAFDITYVRLKF. The [131I]I-KAFDITYVRLKF, [131I]I-YIGSR and 

[131I]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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



71 

 

IX. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
 

Akanji, AG. Estudo de Marcação com Iodo-131 de anticorpo monoclonal anti-

CD20 usado na terapia de linfoma não-Hodgkin. Dissertação (Mestrado) São 

Paulo: Instituto de Pesquisa Energéticas e Nucleares -Ipen: 2006.  

Akanji AG, Muramoto E, Filho JSC, Couto RM, Araújo EB. Radiolabeling and 

biodistribution of monoclonal antibody (MAb) anti-CD20 with iodine-131. Braz 

Arch Biol Technol. 2005; 48: 69-72. 

Alam, IS; Arshard, MA; Nguyen, QD. Radiopharmaceutical as probes to 

characterize tumour tissue. Eur J. Nucl. Med. Mol. Imag. 2015; 42:537-561. 

Ali, M; Vanniasinghe, A; Kumar, V; Barnett, R; Alberto, R.; Manolios, N. 99mTc-

technetium labeling of antiarthritic peptides to evaluate homing and 

biodistribution at inflamed joints. Nucl. Med. Biol. 2011;38:751-756.  

Araujo, EB; Lavinas, T; Colturato, MT; Mengatii, J. Garantia de qualidade aplicada 

à produção de radiofármacos. RBCF, Rev. Bras. Ciênc. Farm. 2008; 44 

(1):Jan/Mar.  

Ardisson V, Lepareur N. Labeling techniques with 123I: application to clinical 

settings. In: Preedy VR, Watson RR, Burrow GN (eds). Comprehensive 

handbook of iodine: nutritional, biochemical, pathological and therapeutic 

aspects. Londres: Elsevier. 2009; p. 741-56. 

Aumailley, M; Bruckner-Tuderman, L; Carter, WG;  Deutzmann, R; Edgar, 

D; Ekblom,  P; Engel, J; Engvall, E; Hohenester, E; Jones, JC; Kleinman, 

HK; Marinkovich, MP; Martin, GR; Mayer, U; Meneguzzi, G; Miner, JH; 

Miyazaki, K; Patarroyo, M; Paulsson, M; Quaranta, V; Sanes, JR; Sasaki, 

T; Sekiguchi, K; Sorokin, LM; Talts, JF; Tryggvason, K; Uitto, J; Virtanen, I; 

Von Der Mark, K; Wewer, UM; Yamada, Y; Yurchenco, PD. A simplified 

laminin nomenclature. Matrix Biology: J. Int. Soc. Matrix Biol., v. 24, n.5, 

p.326-332, 2005.  



72 

 

ATCC. MCF7 (ATCC® HTB-22™). Disponível em: < 

https://www.atcc.org/Products/All/HTB-26.aspx>, acesso em 01/07/2021.  

ATCC. MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™). Disponível em: < 

https://www.atcc.org/en/Products/All/HTB-26.aspx>, acesso em 01/07/2021. 

Batiston, APT, EM; Souza, LA; Santos, MLM. Conhecimento e prática sobre os 

fatores de risco para o câncer de mama entre mulheres de 40 a 69 anos. Rev. 

Bras. Saúde Matern. Inf. 2011:163-171.  

Brasil. Ministério da Saúde. Agência Nacional de Vigilância Sanitária. Resolução 

RDC n. 64, de 18 de dezembro de 2009. Dispõe sobre o registro de 

radiofármacos. ANVISA [online] Brasília (DF), 23 dez 2009. Disponível em: 

http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/anvisa/2009/res0064_18_12_2009

.html 

Bray, F. et al. Global Cancer Statistics 2018: GLOBOCAN Estimates of Incidence 

and Mortality Worldwide for 36 Cancers in 185 Countries. CA: Cancer J 

Clinicals, v. 68, n. 6, p. 394-424, 2018. 

Brunton, L.L; Parker, K.L; Blumenthal, D.K; Buxton, I.L.O. Goodman & 

Gilman: Manual de Farmacologia e Terapêutico. 11° ed. Rio de Janeiro: 

Artmed. 2010.p. 04-14.  

Carpinelli A, Matarrese M, Moresco R.M, Simonelli P, Todde S, Magni F, et al. 

Radiosynthesis of [123I]βCIT, a selective ligand for the study of the 

dopaminergic and serotoninergic systems in human brain. Appl Radiat Isot. 

2001; 54: 93–5. 

Colturato, MT. Marcação do Peptídeo Intestinal Vasoativo (VIP) e do fragmento 

Vip10-28 com Radioidodo por método direto. Estudo comparativo da cinética 

de biodistribuição e da afinidade por células  de tumor neuroendócrino. Tese 

(Doutorado). São Paulo. Instituto de Pesquisa Energéticas Nucleares - IPEN; 

2005. 

Degim, T; Celebi, N. Controlled delivery of peptides and proteins. Curr. Pharm. 

Des. 2007;13:99-117.     

http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/anvisa/2009/res0064_18_12_2009.html
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/anvisa/2009/res0064_18_12_2009.html


73 

 

De Barros, ALB, das Graças Mota, L., de Aguiar Ferreira, C.et al .Análogo de 

bombesina marcado com 99m Tc para identificação de câncer de mama. J 

Radioanal Nucl Chem 295, 2083–2090 (2013). 

https://doi.org/10.1007/s10967-012-2331-8 

 

De Souza Santos, E. Análise por microarray de genes diferencialmente expressos 

em linhagem celular de câncer de mama (MDA-MB-231) tratada com o 

peptídeo bioativo da laminina C16. 2011. 103f. Dissertação. (Mestrado em 

Biologia Celular e Tecidual) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade 

de São Paulo, São Paulo, 2011.  

Double KL, Rowe DB, Hayes M, Chan DKY, Blackie J, Corbett A, et al. Identifying 

the pattern of olfactory deficits in Parkinson disease using the brief smell 

identification test. Arch Neurol. 2003; 60: 545-9 

Eerola J, Tienari PJ, Kaakkola S, Nikkinen P, Launes J. How useful is [123I] beta-

CIT SPECT in clinical practice? J Neurol Neurosurg Psychiatry. 2005; 76: 

1211-16. 

Eisenhut M, Mier W. Chloramine-T. In: Vértes A, Nagy S, Klencsár Z, Lovas RG, 

Rösch F (eds). Handbook of nuclear chemistry. 2ª ed. Londres: Springer. 

2011; p. 2132-3. 

Eisenhut M, Mier W. Iodogen. In: Vértes A, Nagy S, Klencsár Z, Lovas RG, Rösch 

F (eds): Handbook of nuclear chemistry. 2ª ed. Londres: Springer. 2011; p. 

2133-4. 

Engel, JB; Schally, AV; Dietl, J; Rieger, L; Honig, A. Targeted therapy of breast 

and gynecological cancer with cutotoxic amaloques of peptide hormones. Mol. 

Pharm. 2007;4(5):653-658.  

Fani, M; Marcelo, HR; Okarvi, SM. Radiolabeled peptides: valuable tools for the 

detection and treatment of cancer. Thno. 2012; 2 (5):481-501.  

https://doi.org/10.1007/s10967-012-2331-8


74 

 

Fernandez HH, Ravin PD, Wint DP. [123I]-altropane SPECT. In: Broderick PA, 

Rahni DN, Kolodny EH (eds). Bioimaging in neurodegeneration. Nova Jersey: 

Humana Press. 2005; p. 37-44. 

Fields, GB; Noble, RL. Solid-phase peptide-synthesis utizing 9- 

fluorenylmethoxycarbonyl amino-acids. Int. J. Pept. Prot. 

Res. 1990;35(3):161-214.  

Freitas, VM; Scheremeta, B; Hoffman, MP; Jaeger, RG. Laminin-1 and SIKVAV 

a laminin-1-derived peptide, regulate the morphology and protease activity of 

a human salivary gland adenoid cystic carcinoma cell 

line. Oral Oncol. 2004;40:483-489.   

Fuscaldi, L.L.; Sobral, D.V.; Durante, A.C.R.; Mendonça, F.F.; Miranda, A.C.C.; da 

Cunha, M.L.; Malavolta, L.; Mejia, J.; de Barboza, M.F. Standardization of the 

[68Ga]Ga-PSMA-11 Radiolabeling Protocol in an Automatic Synthesis Module: 

Assessments for PET Imaging of Prostate Cancer. Pharmaceuticals 2021, 14, 

385. https://doi.org/10.3390/ph14050385 

Gama-de-Souza, LN; Cyreno-Oliveira, E; Freitas,VM; Melo, ES; Vilas-Boas, 

VF; Moriscot, AS; Jaeger, RG. Adhesion and protease activity in cell lines from 

human  salivary gland tumors are regulated by the laminin-derived peptide 

AG73, syndecan-1 and  beta1 integrin. Matrix Biology: J. Int. Soc. Matrix 

Biol., v.87, n.17, p. 407-419, 2008. Gharibkandi NA, Hosseinimehr SJ. 

Radiotracers for imaging of Parkinson’s disease. Eur J Med Chem.2019; 166: 

75-89. 

Hanahan, D; Weinberg, RA. Hallmarks of cancer: the nest 

generation. Cell 2011;144:646-674.   

He, X; Hao, Y; Long, W; Song, N; Fan, S; Meng, A. Exploration of peptide T7 and 

its derivative as integrin αvβ3-targeted imaging agents. Onco Targets Ther. 

2015;8:1483- 1491.  

Hermanson GT. Chloramine-T. In: Bioconjugate techniques. 2ª ed. Londres: 

Elsevier. 2008; p. 548-50. 

https://doi.org/10.3390/ph14050385


75 

 

Hesham A. Shamsel-Din, Mohamed A. Gizawy. A novel dipeptide coupled with 

pyrazine-oxadiazole derivative as a potential antitubercular agent: Synthesis, 

radioiodination and bioevaluation, Applied Radiation and Isotopes, Volume 

173, 2021, 109719, ISSN 0969-8043, 

https://doi.org/10.1016/j.apradiso.2021.109719. 

Hunter, WM. Greenwood FC. Preparation of iodine-131 labeled human growth 

hormone of high specific activity. Nature. 1962;194: 495. 

Instituto Nacional de Câncer José Alencar Gomes da Silva. A situação do câncer 

de mama no Brasil: síntese de dados dos sistemas de informação. / Instituto 

Nacional de Câncer José Alencar Gomes da Silva. – Rio de Janeiro: INCA, 

2019. 85 p. ISBN 978-85-7318-377-1 (versão eletrônica) 

International Atomic Energy Agency. Cyclotron produced radionuclides: physical 

characteristics and production methods. Vienna: IAEA. [internet] 2009; [citado 

27 Agosto 2021], p. 155-67. Disponível em: 

http://wwwpub.iaea.org/MTCD/publications/PDF/trs468_web.pdf 

Jeghers, O; Piepzs, A; Ham, HR.What does protein binding of 

radiopharmaceuticals mean exactly. Eur. J. Nucl. Med. 1990;17:101-102.  

Jomes, JM; Cohen, RL; Chambers, DA. Collagen modulates gene activation of 

plasminogen activator system molecules. Exp. Cell Res. 2002;280:244-254.  

Kaiser, E; Colescot, RI; Bossinge, CD; Cook, PI. Color test for detection of free 

terminal amino groups in solid-phase synthesis of peptides. Anal. 

Biochem. 1970;34(2):595-598.  

Kim SH, Turnbull J, Guimond S. Matriz extracelular e sinalização celular: a 

cooperação dinâmica de integrina, proteoglicano e receptor do fator de 

crescimento. The Journal of Endocrinology. Maio de 2011; 209 (2): 139-

151. DOI: 10.1530 / joe-10-0377. PMID: 21307119. 

Kothari, KK; Raghuraman, K; Pillarsetty, NK; Hoffman, TJ; Owen, NK; Katti, 

KV; Volkert, WA. Syntheses in vitro and in vivo characterization of a 99mTC-

https://doi.org/10.1016/j.apradiso.2021.109719
http://wwwpub.iaea.org/MTCD/publications/PDF/trs468_web.pdf


76 

 

(I)-tricarbonyl- benzylamino-dihydroxymethyl phosphine (NP2) chelate. Appl. 

Radiat. Isot. v.58,  p.543-549,2003.  

Kowalsky, RJ; Fallen, SW. Radiopfiarmaceuticals in Nuclear Pharmacy and 

Nuclear  Medicine. Radiopharm. Chem. 2004;9:235-336.  

Kung MP, Kung HF. Peracetic acid as a superior oxidant for preparation of 

[123I]IBZM: a potential dopamine D-2 receptor imaging agent. J Label Comp 

Radiopharmac. 1988; 27(6): 691-700. 

Kuratomi, Y; Nomizu, M; Tanaka, K; Ponce, M.L; Komiyama, S; Kleinman, H.K; 

Yamada,  Y. Laminin gemma 1 chain peptide, C-16 (KAFDITYVRLKF), 

promotes migration,  MMP-9 secretion, and pulmonary metastasis of B16-F10 

mouse melanoma     cells. British Journal of Cancer, v. 86, n. 7, p. 1169-

1173, 2002.  

Lever, J.R; Radioiodinated Compounds. In: Buchanan, W.S; Wagner, H.N; Szabo, 

Z. (Ed.). Principles of Nuclear Medicine. Philadelphia, Pennylvania: 

Saunders, 1995. Cap   11. Parte 4. P.199-2013.  

Liu, S; Edwards, DS. 99mTc-Labeled Small Peptides as Integrin αvβ3-Targeted 

Radiotracers: Maximizing Binding Affinity via Bivalency. Bioconj. 

Chem. 2009;20(12):2199-2213. 

Lukashev, ME; Werb, Z. ECM signaling: orchestrating cell behavior and 

misbehavior. Trends Cell Biol., v.8, n.11, p. 437-441, 1998.  

Mahajan S, Divgi CR. The role of iodine-124 positron emission tomography in 

molecular imaging. Clin Transl Imaging. 2016; 4(4): 297-306. 

Markwell MAK. A new solid-state reagent to iodinate proteins: I. Conditions for the 

efficient labeling of antiserum. Anal Biochem. 1982; 125: 427–32. 

Mock B, De Zheng QH. Radiopharmaceutical chemistry: iodination techniques. In: 

Henkin, RE (ed). Nucl. Med., 2ª ed. Michigan: Mosby Elsevier. 2006; p. 397-

405. 



77 

 

Mokotoff, M.; Swansonz, D.P.; Jonnalagadda, S.S.; I , Epperly, M.W.; Brown, M.L. 

Evaluation of laminin peptide fragments labeled with indium-111 for the 

potential imaging of malignant tumors. J. Pept. Res. 1997;49:510-516.  

Molavipordanjani S, Tolmachev V, Hosseinimehr SJ. Basic and practical concepts 

of radiopharmaceutical purification methods. Drug Discov Today. 2019 

Jan;24(1):315-324. doi: 10.1016/j.drudis.2018.09.018. Epub 2018 Sep 29. 

PMID: 30278224.  

Montor, W.R.; Salas, A.R.O.S.E.; Melo, F.H.M. Receptor tyrosine kinases and 

downstream pathways as druggable targets for cancer treatment: the current 

arsenal of inhibitors. Mol. Cancer 2018 https://doi.org/10.1186/s12943-018-

0792-2.  

Nagamati, L.T. Marcação do Peptídeo Dota-Tyr3-Octreootato com radioiodo e 

estudo da biodistribuição e afinidade por células de tumor neuroendócrino 

AR42J em camundongos. Dissertação (Mestrado). São Paulo: Instituto de 

Pesquisa Energéticas e  Nucleares-IPEN;2006.   

Nagamati, L.T; Caldeira-Filho, J.S; Muramoto, E; Araújo, E.B; Da Silva, 

C.P.G. Labeling of DOTA-Tyr3-Octreootate with 131iodine 

for therapy application. In: ANNUAL MEETIG OF THE SOCIETY OF 

NUCLEAR MEDICINE, 52., Toronto, 2005. Scientific Abstract. Totonto: 

Society of Nuclear Medicine, 2005. n.p., Abstract    No  806.  

Nomizu, M; Kuratomi, Y; Malinda, KM; Song, SY; Miyoshi, K; Otaka, A; Powell, 

SK; Hoffman, MP; Kleinman, HK; Yamada , Y. Cell binding sequences in 

mouse laminin alpha1 chain. J. Biol. Chem. 1998; 273:32491-32499.  

Nomizu, M; Kuratomi, Y; Song, S. Y; Ponce, ML; Hoffman, M.P; Powell, SK; 

MiyoshiI, K.; Otaka, A; Kleinman, HK.; Yamada, Y. Identification of call binding 

sequences in mouse laminin gamma1 chain by systematic peptide 

screening. J. Biol. Chem. 1997;272: 32198-32205.  

https://doi.org/10.1186/s12943-018-0792-2
https://doi.org/10.1186/s12943-018-0792-2


78 

 

Nomizu, M; Kuratomi, Y.; Ponce, ML; Song, SY; Miyoshi, K.; Otaka, A; Powell, 

SK.; Hoffman, MP; Kleinman, HK.; Yamada, Y. Cell Adhesion sequences in 

mouse laminin beta1 chain. Arch. Biochem. Biophys. 2000;378:311-320.  

Nomizu, M; Yokoyama, F; Suzuki, N; Okazaki, I; Nichi, N; Ponce, ML; Kleinman, 

HK.; Yamamoto, T; Nakagawa, S; Mayum, T. Identification of homologous 

biologically active sites on the N-terminal domain of laminin alpha 

chains. Biochemistry 2001;40:15310-15317.  

Okavi, SM. Radiofármacos baseados em peptídeos: ferramentas futuras para 

diagnóstico por imagem de cânceres e outras doenças. Med. Res. 

Rev. 2004;99:2235-2268.  

Oliveira, EA; Faintuch, BL. Radiolabeling and biological evaluation of the GX1 and 

RGD-GX1 peptide sequence for angiogenesis targeting. Nucl. Med. 

Biol. 2015;42:123-130.  

Oliveira, MC; Correia, JDG. Biomedical applications of radioiodinated peptides, 

European Journal of Medicinal Chemistry, Volume 179, 2019, Pages 56-77, 

ISSN 0223-5234, https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2019.06.014. 

OMS: câncer mata 8,8 milhões de pessoas anualmente no 

mundo  (https://nacoesunidas.org/oms-cancer-mata-88-milhoes-de-pessoas-

anualmente-  no-mundo/) Visualizado  no dia 06/02/2018  

Otagiri, D; Yamada, Y; Hozumi, K; Katagiri, F; Kikkawa, Y; Nomizu, M. Cell 

attachment and spreading activity of mixed laminin peptide-chitosan 

membranes.  Biopolymers, 2013; 100:751-759.  

Pimlott SL, Sutherland A. Molecular tracers for the PET and SPECT imaging of 

disease. Chem Soc Rev. 2011; 40: 149-62. 

Ponce, ML; Hibino, S; Lebioda, AM; Mochizuki, M; Nomizu, M; Kleinman, HK. 

Identification of a potent peptide antagonist to active laminin-1 sequences and 

angiogenesis and tumor growth. Cancer Res. 2003;63:5060-5064.  

https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2019.06.014
https://nacoesunidas.org/oms-cancer-mata-88-milhoes-de-pessoas-anualmente-%20%20no-mundo/%22%20/t%20%22_blank
https://nacoesunidas.org/oms-cancer-mata-88-milhoes-de-pessoas-anualmente-%20%20no-mundo/%22%20/t%20%22_blank


79 

 

Ponce, ML; Nomizu, M; Kleinman, HK. An angiogenic laminin site and its 

antagonista bind through the alpha(v)beta3 and alpha5beta1 

integrins. FASEB J. 2001;15:1389-1397.  

R Durante AC, V Sobral D, C Miranda AC, V de Almeida É, L Fuscaldi L, R F F de 

Barboza M, Malavolta L. Comparative Study of Two Oxidizing Agents, 

Chloramine T and Iodo-Gen®, for the Radiolabeling of β-CIT with Iodine-131: 

Relevance for Parkinson's Disease. Pharmaceuticals (Basel). 2019 Feb 

5;12(1):25. doi: 10.3390/ph12010025. PMID: 30764521; PMCID: 

PMC6469179. 

Ronco, AL; De Stefani, E; Deneo-Pellegrini, H. Risk factors for premenopausal 

breast cancer: a case-control study in Uruguay. Asian Pacific 

J. Cancer Prev: APJCP, 2012;13:2879-2886.  

Russnes H. G., Lingjærde, O. C., Børresen-Dale, A. L., Caldas, C. Breast cancer 

molecular stratification: from intrinsic subtypes to integrative clusters. Review. 

The American Journal of Pathology, v. 10, p. 2152-2162, 2017. 

Saha GB. Fundamentals of nuclear pharmacy. 6ª ed. New York: Springer; 2010. 

428p. 

Schreuder N, Koopman D, Jager PL, Kosterink JGW, van Puijenbroek E. Adverse 

events of diagnostic radiopharmaceuticals: a systematic review. Semin Nucl 

Med. 2019; 49: 382– 410. 

Seevers R.H, Counsell R.E. Radioiodination techniques for small organic 

molecules. Chem Rev. 1982; 82(6): 575-90. 

Sihver W, Drewes B, Schulze A, Olsson R.A, Coenen HH. Evaluation of novel 

tropane analogues in comparison with the binding characteristics of [18F]FP-

CIT and [131I]β-CIT. Nucl Med Biol. 2007; 34: 211–9. 

Siqueira, AS. Peptídeo C16, derivado da laminina, regula invasão, dinâmica de 

formação e atividade de invadopódios em linhagens celulares de 

carcinoma epidermóide e fribrossarcoma. 2014.123 f. Tese (Doutorado em 



80 

 

Biologia Celular e Tecidual) – Instituto de Ciências Biomédicas, São Paulo, 

2014.    

Smuczek, B; Santos, ES; Siqueira, AS; Pinheiro, JJV; Freitas, VM; Jaeger, 

RG. The laminin-derived peptide C16 regulates GPNMB expression and 

function in breast cancer. Exp. Cell Res. 2017;358:323-334.  

Sobral DV, Fuscaldi LL, Durante ACR, Rangel MG, Oliveira LR, Mendonça FF, 

Miranda ACC, Cabeza JM, Montor WR, Cabral FR, Barboza MFF, Malavolta 

L. Radiochemical and biological properties of peptides designed to interact 

with EGF receptor: Relevance for glioblastoma. Nucl Med Biol. 2020 Jul 3;88-

89:14-23. doi: 10.1016/j.nucmedbio.2020.07.001. Epub ahead of print. PMID: 

32663774. 

Sotiriou, C., Neo, S. Y., Mcshane, L. M., Korn, E. L., Long, P. M., Jazaeri, A., 

Martiat, P., Fox, S. B., Harris, A. L., Liu, E. T. Breast cancer classification and 

prognosis based on gene expression profiles from a population-based study. 

Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 18, p.10393-8, 2003. 

Tashtoush BM, Traboulsi AA, Dittert L, Hussain AA. Chloramine-T in radiolabeling 

techniques. IV. Penta-O-acetyl-N-chloro-N-methylglucamine as an oxidizing 

agent in radiolabeling techniques. Anal Biochem. 2001; 288: 16–21.  

 

Tejería ME, Giglio J, Dematteis S, Rey A. Development and characterization of 

a 99mTc‐tricarbonyl–labelled estradiol derivative obtained by “Click 

Chemistry” with potential application in estrogen receptors imaging. J Label 

Compd Radiopharm. 2017;1–7. https://doi.org/10.1002/jlcr.3527 

Vallabhajosula S. Molecular imaging: radiopharmaceuticals for PET and SPECT. 

Heidelberg (GE): Springer; 2009. 371p. 

Wu, Y; Zhang, X; Xiong, ZCheng, Z; Fisher, D.R; Lui, S; Gambhir, S.S; Chen, X. 

microPET Imaging of Glioma Interin alfavbeta3 Expression Using 64 Cu 

-   Labeled  Tertrameric RGD Peptide. J. Nucl. Med. 2005;46:1707-1718.  

https://doi.org/10.1002/jlcr.3527


81 

 

Zalutsky, MR. Radionuclide Therapy. In: Vértes, A; Nagy, S: Zoltán, K Handbook 

of Nuclear chemistry. Netherlands: Kluwer Academic Publishers, 2003. v. 

4. p. 315-348. ; 

 


