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1. INTRODUCAO

1.1. Peptideos: caracteristicas e relevancia

Peptideos sdo moléculas constituida pela unido de dois ou mais
aminoacidos, através de ligacdes peptidicas (Figura 1).0s peptideos contém
geralmente menos de 40 aminoacidos, enquanto que as proteinas contém 50
ou mais. Entre 40 e 50 aminoacidos as moléculas sdo chamadas de

7

polipeptideos. O peso molecular também é utilizado para a sua definicao,
moléculas contendo peso molecular inferior a 5000 Da sdo considerados
peptideos e com peso superior a este valor, proteinas. Por esta definicdo, a
insulina € a menor proteina disponivel, possuindo um peso molecular de 5800

Da (Degim& Celebi, 2007).

Aminoacido (1)

H

Peptidio

Aminoacido (2)

I

m4—> el o\— 2.3
\ 4
Ligaciao
pepmllca

°

/a—e—e -

Figura 1. Formacao da ligacao peptidica.




Muitos peptideos tém sido usados como farmacos desde a década de
30, com a introducdo comercial da insulina e do horménio da tireoide. Embora
alguns peptideos tenham sido usados comercialmente, s6 recentemente eles
sdo considerados moléculas chave na regulagdo da maioria dos processos
fisiologicos com enorme potencial para o tratamento de diversas doencas
(Pasha & Gupta, 2010).

Grandes progressos tém sido realizados na compreensao da funcao de
peptideos e proteinas (Brasnjevic et al., 2009). Assim, os peptideos tornaram-
se alvos importantes na concep¢cdo de farmacos para o tratamento de uma
grande variedade de doencas do sistema nervoso central (SNC), tais como
isquemia, doencas inflamatérias, doencas neurodegenerativas, enxaqueca

aguda e crbnica (Moghbeli et al., 2010; Sipos et al., 2010).

Apesar do potencial clinico, peptideostém uso limitado pela sua pobre
biodisponibilidade e baixa estabilidade em condicdes fisioldgicas (Egleton &
Davis, 1997; Gentilucci, 2004). Desta forma, a baixa absor¢cdo e alta
degradacgdo enzimatica sédo as principais barreiras que os peptideos encontram
para se tornarem eficientes (Wu et al., 2008). Assim, avangos nas areas de
biotecnologia e quimica tém conduzido ao uso de moléculas bioativas

potencialmente terapéuticas (Audie & Boyd, 2010).

Recentes descobertas sugerem a expansdo de novas aplicagdes na
medicina, principalmente na area de doengas do SNC devido a afinidade de
algumas sequéncias peptidicas a receptores especificos (Gentilucci et al.,
2006; Audie & Boyd, 2010; McGonigle, 2012).

Até o final de 2010, o lucro obtido com cerca de 60 farmacos baseados
em peptideos foi de aproximadamente 13 bilhdes de dolares (Thayer,
2011).Existem em torno de 150 candidatos a drogas em desenvolvimento
clinico. Atualmente, 17 novas moléculas baseadas em peptideos entram para
estudos clinicos a cada ano, em comparacao com apenas cerca de 10 durante
a década de 1990 e de 5 na década de 1980 (Thayer, 2011). Farmacos
peptidicos aprovados e aqueles em desenvolvimento abrangem muitas areas

terapéuticas, como oncologia, distirbios metabdlicos e doencas



cardiovasculares e neurolégicas (Zhang et al., 2002). A Tabela 1 lista exemplos

de peptideos e proteinas em uso clinico e alguns ja comercializados.

Tabela 1. Exemplos e aplicacGes de peptideos e proteinas em uso clinico ou

submetidos a ensaios clinicos (Malavolta e Cabral 2011)

Proteinas e peptideos terapéuticos Aplicacao

Proleucina Carcinoma
Factor de crescimento de fibroblastos Cicatrizacéo de feridas
Fator de crescimento epidérmico Cicatrizacdo de feridas
Hirudina Fibrinolitico

Estreptoquinase Fibrinolitico

Eritropoietina
Fator VIl
Fator IX
Insulina
Proinsulina
a- Interferon

B- Interferon

Glucocerebrosidase

Estimulac&o da eritropoiese
Hemofilia
Pitiriase résea
Regulacéo da glicose
Regulacédo da glicose
Leucemia de células pilosa
Esclerose mdltipla

Doenca de Gaucher

Cerezyme Doenca de Gaucher Tipo |
Pulmozyme Fibrose cistica
Calcitonina Doenca 0ssea
Ocitocina Inducéo do trabalho de parto
Hormonio do crescimento Baixa estatura

Em resumo, existe um crescente interesse em peptideos com potencial
terapéutico, incluindo tratamento e diagnostico de doencas do SNC (Malavolta
et al., 2009; Malavolta & Cabral, 2011). Peptideos e proteinas, ou seus
analogos, devido a sua importancia fisiolégica no sistema nervoso central,
fornecem muitas oportunidades para descoberta e desenvolvimento de novos

alvos terapéuticos de vérias desordem do SNC.



1.2. Sintese de peptideos em fase sdlida

A metodologia de sintese de peptideos em fase sdlida (SPFS),
desenvolvida por Bruce Merrifield em 1960 é baseada no crescimento da
cadeia peptidica aminoacido por aminoacido, a partir de sua regido caboxi-
terminal que se encontra ligada covalentemente ao suporte polimérico (resina)
(Albericio, 2000; Merrifield, 1963). Desta forma, a construcdo do peptideo &
baseada no crescimento da cadeia peptidica no sentido do aminoacido carboxi-
terminal para o aminoacido N-terminal, contrario ao que ocorre no processo de

sintese de peptideos pelos ribossomos.

Os polimeros utilizados na SPFS devem ser insollveis nos solventes
utilizados e inertes nas condicbes de sintese. Polimeros compostos de
poliestireno (apolar) apresentam um alto grau de solvatacdo em solventes
apolares, fator fundamental para permitir a entrada de reagentes através dos
poros existentes nas particulas e tornar acessiveis 0s seus sitios ativos. Na
SPFS, o grupo carboxila do ultimo aminoacido da cadeia (primeiro da sintese)
€ ligado ao suporte polimérico insoluvel através de uma ligacdo éster para
gerar peptideos carboxila-livre, ou uma ligagcdo amida para produzir peptideos
carboxi-amida, seguindo-se o0s acoplamentos sucessivos dos demais
aminoacidos das sequéncias (Barany & Merrifield, 1979; Stewart & Young,
1984).

A formacéo da ligagédo peptidica entre dois aminoacidos € um processo
complexo, devido a natureza polifuncional dos aminoacidos. Durante a sintese,
todos os grupos funcionais podem sofrer reacdes, necessitando realizar a
protecdo especifica daqueles que nao devem reagir. Dentre 0s vinte
aminoacidos naturais, sete apresentam cadeias laterais que ndo necessitam de
gualquer protecédo (Gly, Ala, Val, Leu, lle, Phe, Pro) e treze que necessitam de
protetores (Arg, Tyr, Ser, Thr, His, GIn, Asn, Met, Trp, Asp, Glu, Lys e Cys)
durante a sintese. Alguns aminoacidos como Asn, GIn, Met e Trp podem ser

utilizados sem protecéo ou protegidos.



A estratégia da quimica Fmoc (N-9-Fluorenilmetiloxicarboxila) € a mais
utilizada atualmente (Fields & Noble, 1990). Esta estratégia tem como protetor
temporario da regido N-terminal do aminoacido o grupo base labil Fmoc (Figura
2). A cadeia lateral do aminoacido, se reativa, também necessita ser protegida,
no entanto, por grupos estaveis a base empregada, e labeis ao TFA (acido
utilizado na etapa de clivagem do peptideo da resina). Entre os protetores mais

utilizados, podemos citar os grupos terc-butiloxicarbonila, tritila e terc-butilico.

Durante o acoplamento, os grupos carboxila livre dos aminoacidos que
serdo acoplados sdo ativados com agentes acilantes, tais como:
diisopropilcarbodiimida (DIC) / N-hidroxibenzotriazol (HOBt), para acelerar a
reacdo. O principio fundamental da maioria dos métodos de acoplamento é a
ativacdo do grupo carboxila que participa da formacdo da ligacdo amida ou
peptidica. Na ativacdo, o &tomo de carbono tem sua eletrofilicidade aumentada
por substituintes eletroaceptores ligados diretamente a ele, facilitando o ataque
do grupo amino (do aminoé&cido ligado a resina) que € nucleofilico (Barany &
Merrifield, 1979).
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Figura 2. Etapas de obtencao dos peptideos utilizando a estratégia FMOC.




1.3. Medicina Nuclear

A medicina nuclear caracteriza-se pela utilizacdo de métodos de
diagnéstico e tratamento minimamente invasivos que, para a sua execucao,
geralmente ndo requerem mais do que a simples administragao intravenosa de
um radiofarmaco (Pedroso de Lima & Lapa, 2009). Para Weatherman e
colaboradores, 2010 trata-se de um conjunto de procedimentos de alta
sensibilidade para avaliar a estrutura e funcédo dos érgaos estudados, com a
virtude de identificar precocemente, numerosas alteracdes organicas e

funcionais com relacdo a outros métodos de diagndsticos.

.Os radiofarmacos, por sua vez, consistem na combinacdo de um
componente quimico e um radioisétopo. O radioisétopo é responsavel pela
acao terapéutica e/ou diagnostica do radiofarmaco. Ja o componente quimico é
geralmente responsavel pelo comportamento fisiolégico do radiofarmaco e por

sua afinidade de ligacdo aos 6rgdos-alvo (Pujatti, 2012).

A radiacdo emitida pelo radiofarmaco permite o diagnéstico antes que
as alteracoes anatdbmicas possam surgir, uma vez que estas nao se
manifestam em estagios iniciais, como ocorrem em muitos tipos de cancer.
Outra vantagem consiste na alta sensibilidade dos radiofarmacos mesmo em

concentragcbes muito baixas (Robilotta, 2006; Couto, 2014).

Devido a essas caracteristicas, a grande aplicacdo dos radiofarmacos
esta na medicina nuclear diagnéstica, representando cerca de 95%. Entretanto,
tem crescido consideravelmente a aplicacdo dos radiofarmacos em
procedimentos terapéuticos, envolvendo desde a simples administracdo de
solucdo de iodeto de sddio (lodo-131) para terapia de cancer de tireoide e
hipertireoidismo, até o uso de peptideos e anticorpos monoclonais especificos,
como o anticorpo anti-CD-20 marcado com elementos radioativos emissores
beta (Pitrio-, Y"’Lutécio- e 'lodo), (Aradjo et al., 2004; 2005; Akanji et al.,
2005; Nagamati et al., 2005; Caldeira Filho et al., 2006; 2007).



1.4. Estudos de radiofarmacos para diagndéstico e terapia

Os radiofarmacos comecaram a ser utilizados em 1905, apds a
descoberta do Raio-X por Wilhelm Conrad Roentgen em 1895 (Santos-Oliveira
& Carneiro-Ledo, 2008). Entretanto, o primeiro uso de radionuclideos em
humanos ocorreu somente em 1927, quando Blumgart e Yens mediram a
circulacdo sanguinea apos injecdo de uma solucéao de raddnio, com o objetivo
de verificar os efeitos do metabolismo da droga(Okuno et al, 1986). A partir de
1938, através da avaliacdo da funcdo da tireoide com a utlizacdo do
radios6topo iodo-128, deu-se o inicio do uso sistematico dos radionuclideos na

clinica médica (Soares, 2002).

No Brasil os primeiros passos nesse sentido foram dados a partir de
1956, quando pelo convénio entre o Conselho Nacional de Pesquisa (CNPQ) e
a Universidade de Sao Paulo (USP) foi criado o IEA (Instituto de Energia
Atbmica) (Silva, 2002), que em 1959 deram inicioaos estudos naarea de
radionuclideos com producdo e distribuicdo do lodo-131, usado para
diagnéstico e terapia de doencas na tireoide, e até hoje € responsavel pelo
fornecimento dos radiofarmacos para o uso em procedimentos diagndsticos e

terapéuticos em Medicina Nuclear (Araujo et al., 2008).

Em 1963, o IEA, atualmente Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares (IPEN), comecou a producao rotineira de radiois6topos e depois com
a inclusdo dos procedimentos farmacéuticos, a producdo de radiofarmacos
(Almeida, 2013). Em geral, os radiofarmacos sdo utilizados em quantidades
tracos (tracadores radioativos) com a finalidade de diagnosticar patologias e

disfuncdes do organismo (Araujo 2005).

Desenvolver e produzir radiofarmacos significa estudar, entre outras
coisas, a quimica da interacdo entre elementos radioativos e diferentes
moléculas (substratos ou ligantes), para a preparacdo de compostos
radioativos com afinidade e especificidade por diferentes 6rgaos, sistemas ou

patologias. A natureza do ligante geralmente determina a especificidade do
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radiofarmaco (Aradjo 2005). Na maioria dos casos podem ser administrados

por injecao intravenosa, ou ainda, por inalacéo ou via oral (Araujo et al., 2008).

Os radiofarmacos utilizados para o diagnostico estdo classificados em
radiofarmacos de perfusédo (ou 12 geracdo), que sao aqueles transportados no
sangue e por ndo possuirem locais especificos de ligacdo, atingem o 6rgdo
alvo na propor¢cdo do fluxo sanguineo. Radiofarmacos especificos (ou 22
geracdo) sao direcionados por moléculas que possuem afinidade especifica e
se concentram em determinados 6rgdos (Melo, 2008). Ja os radiofarmacos
considerados como terceira geracdo sdo constituidos por moléculas
biologicamente ativas, que possuem afinidade para receptores celulares e/ou
para um alvo especifico e estdo sendo utilizados tanto para o diagndstico como
terapia. (IAEA, 2008)

Assim, muitas moléculas tém sido sintetizadas, radiomarcadas e
estudadas para o seu uso potencial como um novo agente de imagens para
vérias doencas (Liu e Edwards, 1999; Ali et al.,, 2011). E a utilizacdo de
diferentes metodologias de radiomarcacdo tem viabilizado a utilizacdo de
peptideos como um eficiente biomarcador de células tumorigénicas devido a
farmacocinética especifica e diferenciada dos tumores juntamente com a

superexpressao dos seus receptores (Okarvi, 2004).

Quando a finalidade do radiofarmaco € diagnosticar patologias, utiliza-
se, na composicdo dos radiofarmacos, radionuclideos emissores de radiacao
gama (*21, n, ®8Ga, ?°'TI, etc),a qual é uma onda eletromagnética e,
portanto, apresenta uma grande penetrabilidade nos tecidos e baixo poder de
ionizacdo. Se a finalidade é terapéutica, os radiofarmacos sdo compostos por
radionuclideos emissores de radiagao particulada (a ou 7), que possuem
pequeno poder de penetragdo, mas com alta energia, resultando na morte das

células tumorais (1, Y, *"Lu, *°Es, ***Sm) (Aradjo 2005).

Radiofarmacos para terapia radioisotopica sdo desenvolvidos para
conduzir por via endovenosa uma dose de radiacdo terapéutica a sitios
especificos, como por exemplo, células tumorais. Na célula alvo, a radiacédo
ionizante (particulas a ou ") pode danificar componentes celulares e levar a

morte celular de forma direta (quebra do DNA) ou indireta, via radicais livres
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(H20,, HO,, OH’, Oy) formados pela interacdo da radiacdo com a agua (Chen
et al., 2008). O desenvolvimento de radiofarmacos para terapia radioisotopica
envolve duas etapas: a escolha do radiois6topo e da substéncia a ser
radiomarcada (Zalutsky, 2003). Como exemplo, a Tabela 2 apresenta os
radiois6topos mais utilizados no diagndstico e/ou tratamento de tumores na
clinica médica. (Tauhata, et al 2001)

Tabela 2. Principais radiois6topos utilizados no diagndstico e/ou tratamento de
tumores.

Radioisétopo Aplicacdes
lodo-131(**") Tireoide, figado e rins
Cromo-51 (°'Cr) Tumores intestinais
Galio 68 (**Ga) Tecidos moles
Tecnécio (**Tc) Cérebro, glandulas salivares, coragao,
estbmago, sistema 6sseo, figado, rins
pulméo
Flior 18 (*°F) Metastatse tumoral

A terapia envolve a utilizacdo de uma molécula radiomarcada que
conduz seletivamente um nivel citotoxico de radiagdo ao sitio tumoral. O
objetivo dessa técnica € maximizar a dose de radiacao absorvida pelo tumor e
reduzir ao minimo a exposi¢éo dos 6rgados normais. Além do efeito terapéutico,
a utilizacdo de isétopos radioativos permite a aquisicdo de imagem dos
radioligantes acumulado no tumor e fornece informacdes Uteis a respeito de
sua interacdo e caracteristicas bioquimicas das células tumorais. (Zalutsky,
2003).

Neste contexto, a investigacdo de caracteristicas moleculares
intrinsecas das células tumorais levou ao aprimoramento de farmacosque
possuem afinidade por receptores de células tumorais. Essa classe de
farmacos pode apresentar atividade terapéutica intrinseca ou ainda carrear um
agente citotoxico as celulas alvo, como por exemplo,anticorpos contra
moléculas de superficie da célula tumoral e moléculas hibridas que consistem
em ligantes receptor-especificos acoplados a radioisotopos, toxinas e ou

agentes quimioterapicos (Engel et al., 2007).
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Recentemente, varios peptideos e/ou andlogos radiomarcados vem
sendo estudados e avaliados quanto a afinidade para receptores especificos
(Chen et al., 2004a; Jia et al., 2006) e inibicdo in vitro do crescimento de uma
ampla variedade de modelos tumorais, sugerindo que o tratamento a longo
prazo utilizando um tipo especifico de peptideo radiomarcado pode ser capaz
de reduzir ou parar o crescimento tumoral in vivo. (Chen et al.,
2004b;Grozinsky-Glasberg et al., 2008).

Vale ressaltar que a eficiéncia da marcacdo e/ou inibicdo do
crescimento tumoral por uma molécula radiomarcada esta diretamente
relacionada as seguintes caracteristicas: a) elevada especificidade e afinidade
de ligacdo para o receptor; b) elevada estabilidade em condicfes fisiologicas;
c) elevada captacao tumoral; d) baixa captacdo em tecidos nédo-alvos; e) rapida
depuracdo sanguinea e eliminacao por via renal (Lee et al., 2010; Correia et
al., 2011).

1.5. Radioisétopo lodo-131.

Os radiois6topos do elemento iodo mais utilizados em medicina nuclear
séo iodo-123, iodo-125 e o iodo-131 (Kowalsky et al., 2009).0Os radioisétopos
123) 124 o 131} 125 g30 utilizados nos estudos de diagndstico e tratamento de
tumores, respectivamente (Balter, et al 2000, Zuofeng, L. 2002). Dentre os
is6topos radioativos de iodo, o **!I pode ser usado tanto para diagnéstico
guanto terapia (Nagamati, 2006), além disso, possui alta pureza, quimica de

facil marcacao, e alta resolucdo de imagem (Akanji, 2006).

A escolha do radioisétopo depende ainda de suas propriedades fisicas
e nucleares (meia-vida fisica, tipo de energia e tipo de emissdo radioativa). As
caracteristicas dos radioisotopos devem ser combinadas as propriedades de

biodistribuicdo e especificidade dos radiofarmacos por determinados érgéos e
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tecidos, de modo a possibilitar a aplicacdo estrutural, funcional ou até mesmo
bioguimica relacionadas a presenca de diversas condi¢cbes patologicas, tais

como tumores (Melero, 2008).

A presenca do aminodcido tirosina nos peptideos garante a possibilidade
de incorporacdo do iodo aos peptideos por via direta, ou seja, introducdo do
iodeto no anel fendlico do residuo da tirosina, utilizando-se procedimentos

rapidos de marcacdo (Nagamati, 2006).

1.6. |Radiofarmacos baseados em peptideos

Peptideos radiomarcados tornaram-se muito importante na medicina
nuclear e oncologia nos ultimos anos (Fani et al., 2012;. Alam et al., 2015).
Sondas com base em peptideos radiomarcados representam a base molecular
para a imagem in vivo e terapia com radiofarmacos com alta especificidade
devido a alta afinidade dos peptideos para receptores superexpressos em

tumores. (Fani et al 2012; Hosseinimehr et al., 2012).

A atividade anticancerigena de diferentes peptideos é atribuida a uma
variedade de mecanismos que restringem o crescimento de tumores, entre 0s
quais: i) inibicBo da angiogénese; ii) interagcdes proteina-proteina iii)
antagonistas peptidicos que podem preferencialmente se ligar a um receptor
especifico, etc (Scaringi et al., 2012; He et al, 2015; Oliveira & Faintuch,
2015).Devido a estas caracteristicas, a utilizacdo direta de peptideos como
agente terapéutico para o tratamento do cancer vem aumentando

consideravelmente nos Ultimos anos.

Além disso, peptideos apresentam diversas vantagens em relacdo as
proteinas: tamanho reduzido, baixa imunogenicidade, facilidade de sintese e
modificacdo, facil conjugacdo com radiois6topos, boa tolerancia a condicfes

adversas de marcacado, maior afinidade de ligacdo para receptores tumorais,
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farmacocinética mais favoravel (rapida depuracdo sanguinea de tecidos nao-
alvos e maior fixacdo no tecido tumoral), capacidade de penetracdo no tumor e
de ser incorporado em vetores e nanoparticulas (Degim e Celibi de 2007;
Correia et al., 2011; Han et al, 2013).

O interesse na utilizacdo de peptideos radiomarcados iniciou-se, no final
da década de 80, com o peptideo octreotideo, um derivado da somatostatina
(Krenning et al., 1989). Posteriormente, surgiu o octreotideo conjugado ao
agente quelante DTPA e radiomarcado com ***In, o qual se tornou o primeiro
peptideo radiomarcado registrado no mundo. O octreotideo-DTPA-!In é
utilizado para diagndstico e estadiamento de tumores neuroenddcrinos (NETS)
h& mais de 20 anos (Krenning., et al 1993) e abriu as portas para a conjugacao
dos derivados da somatostatina com varios agentes quelantes e radioisétopos
emissores B, tais como Y’Lu e Y, para terapia dos NETs (De Jong., et al.,
2002).

Atualmente, muitas familias de peptideos tais como somatostatina,
bombesina, colecistoquinina / gastrina, glucagon-like peptide-1 (GLP-1) /
exendina e peptideos com base no fragmento RGD (Arg-Gly-Asp), tém sido
avaliadas durante os ultimos anos e um grande numero de potenciais
biomarcadores radiomarcados € derivado deles (Al-Nahhas & Fanti, 2012;
Laverman et al., 2012; Alam et al, 2015).

O receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) ¢é
superexpresso na superficie da célula de wuma variedade de
neoplasias(pulmao, prostata, célon, mama) (Earp et al, 1995)e esté relacionado
com o crescimento do tumor, diferenciacdo e migracdo. Devido as suas
importantes fungbes, é considerado um alvo especifico para acessar as
célulastumorigénicas. Recentemente, fragmentos peptidicos YHWYGYTPQNVI
e LARLLT, foram avaliados e apresentaram afinidade de ligacdo especifica

para o EGFR, bem como para as células tumorigénicas (Han et al., 2013).

Outro exemplo €é a utilizacdo de peptideos radiomarcados que contém
o dominio Arg-Gly-Asp (RGD) com alta afinidade para a molécula de adesao
integrina avB3 superexpressa no processo de angiogénese na maioria dos

tumores. Um grande nimero de estudos demonstra a acao in vitro e in vivo de
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diferentes peptideos contendo este dominio (Dijkgraaf et al., 2011; Oliveira &
Faintuch, 2015; Reynolds et al., 2015).

Vale enfatizar que 0s tumores cerebrais sdo altamente dependentes da
formacao da angiogénese e que a molécula de adeséo celular integrina avp3 é
superexpressa em gliomas e nas células endoteliais, desempenhando um
papel importante no crescimento do tumor cerebral. Neste sentido, um
fragmento ciclico do peptideo RGD c(RGDyK) foi radiomarcado com *®F e *°| e

avaliado em modelos animais com glioblastoma. (Chen et al., 2004a; 2004b).

Zhao, et al., 2012 demonstraramo estudo de radiomarcacdo de
fragmentos peptidicos contendo o dominio RGD com *™Tc. Os radiofarmacos
MTc-PEG4-E[PEG4-C(RGDIK)], e (*"Tc-3PRGD,) mostraram-se promissores
como possiveis agentes antiangiogénicos, através da ligacdo a moléculas de
integrina avB3. Ja Wu et al., 2005, desenvolveu um radiotragador baseado no
dominio RGD, radiomarcado com °’Cu e est4d sendo avaliado como uma
molécula promissora tanto para diagnéstico quanto para tratamento de varios

tumores soélidos.

Muitas moléculas tém sido sintetizadas, radiomarcadas e estudadas
para 0 seu potencial uso como um novo agente de imagem para Varias
doencas. (Liu e Edwards, 1999; Ali et al., 2011). A Tabela 3 demonstra os

principais radiopeptideos em estudos clinicos. (Ambrosini et al., 2011).

Assim, o presente estudo buscou avaliarasintese ea radiomarcacéo de
peptideos com afinidade para receptores superexpressosem tumores

cerebrais.
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Tabela 3. Radiopeptideos em estudos clinicos na Europa, seus receptores e

indicacdes clinicas. (Ambrosini et al., 2011)

Peptideo Receptor Indicacao Radiopeptideo
Clinica
Somatostatina Sst2 Tumores "n-DOTA-landeotido
Neuroenddcrinos n-0Y-MLu-/%Ga-
DOTATOC
Y7Lu-1**Ga-DOTATATE
n-DOTA-BASS
%M Tc-HYNIC-TOC/-TATE
M Tc-N4-TATE
¥MTc-depreotido
BE_deoxifructosil- TATE
*Ga-DOTANOC
Bombesina Receptor GRP Carjcer de 9MT .. RP527
prostata, 8Ga-B7H3
T eomais | aCUCBCAROG
gastrointestinais a-m LU
CCK CCK2r Carcinoma 1 n-DTPA-D-Glu-minigastrina
medular de ¥MTc-demogastrin 2
tiroide.
Peptideos Integrina avB3  Varios tipos de ¥F_galacto-RGD
RGD cancer ®F_RGD-K5

Substancia P

Neuroquinina 1

Glioblastoma

18E_AH111585
213Bi-DOTA-substance P
1 n-/*°Y-DOTAGA-substance P
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo principal

O projeto teve como objetivo principal a sintese e a radiomarcacéo de
peptideos, bem como, a avaliagdo da afinidade de ligagcdodestespara as

células tumorigénicas relacionadas ao glioblastoma.

2.2. Objetivos especificos

v Avaliar protocolos de marcacdo dos peptideos propostos com **!| para

obter maior eficiéncia de radiomarcacao.
v' Determinar o coeficiente de particdo dos peptideos radiomarcados;

v' Determinar a estabilidade e interacdo dos peptideos radiomarcados na

solucéo da reacdo e em plasma humano.

v' Avaliar a afinidade de ligacdo dos peptideos radiomarcados para as
células tumorigénicas in vitro e em homogenato de cérebro de ratos com

modelo de gliobastoma.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Sintese de peptideos em fase sélida (SPFS).

3.1.1. Materiais

Todos os N-9-fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc)-L aminoacidos foram
provenientes da Bachem (Califérnia) e caracterizados previamente por CLAE
(HPLC) analitico.

Os aminoacidos utilizados durante a sintese foram: Fmoc- Gly, -Phe, -
Val; Fmoc-Glu, -Asp (OtBu); Fmoc-Arg(Pmc); Fmoc-Tyr, -Leu (tBu), sendo os
grupos tBut (terc-butila) e OtBu (Benzotriazol-I-il-1,1,3,3-tetrametilurénico), os
protetores das cadeias laterais reativas dos aminoacidos. A resina empregada
em todas as sinteses foi Valina Wang de grau de substituicdo de 0.7mmol/g.

Os reagentes e solventes empregados nas sinteses dos peptideos
foram todos de grau analitico e de procedéncia Merck, Aldrich, Mallinchrodt,
Baker, Fluka e Pierce:

v diclorometano;
metanol;
dimetilformamida,;
20% metilpiperidina/DMF;
n-Hidroxibenzotriazol;
diisopropilcarbodiimida;
ninidrina;

fenol;

AN NN VU N N N N

piridina.
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Para a etapa de clivagem do peptideo da resina foram utilizados:

v' Acido trifluoroacético (TFA), tioanisol, fenol, agua.

3.1.2. Métodos

As sequéncias sintetizadas foram:
Primeira sequéncia: Glu-Glu-Glu-Glu-Tyr-Phe-Glu-Leu-Val-OH.
Segunda sequéncia: Asp-Glu-Asp-Glu-Tyr-Phe-Glu-Leu-Val-OH
Terceira sequéncia: Gly-Arg-Gly-Asp-Tyr-Val-OH

A sintese do peptideo é baseada no crescimento da cadeia peptidica
no sentido do aminoacido carboxi-terminal para o aminoacido N-terminal
(Cespedes, 2013).

Os peptideos utilizados neste estudo foram obtidos, manualmente, pelo
método da SPFS, por meio da estratégia Fmoc (Fields & Noble, 1990). O
protocolo de sintese quimica consistiu de passos ciclicos de desprotecéo e
acoplamento, intercalados por lavagens, para a eliminacdo dos reagentes
utilizados e subprodutos obtidos.

O acoplamento foi realizado pela ativacdo dos grupos carboxila do
Fmoc-aminoacido acoplante com DIC/HOBt, durante duas horas de agitacao
utilizando como solvente uma mistura com aproximadamente 20% de DMF
(dimetilformamida) em DCM (diclorometano). Nesta etapa, foi usado um
excesso de Fmoc-aminoacidos e agentes acoplantes de 2,5 vezes em relacao
ao namero de sitios reativos existentes na resina.

A desprotecdo do grupo amino apos acoplamento, ou seja, a retirada
do grupo Fmoc base-labil foi realizada por meio da rea¢cdo com uma solugao

20% piperidina/DMF em dois ciclos de 1 e 20 minutos, respectivamente. Entre
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cada passo foram efetuadas lavagens subsequentes com o0s solventes
organicos DMF e DCM (Figura 3). A resina utilizada foi a Wang propria da
guimica Fmoc/tBu.

Inicio <

Lavagem com 2x DMF

1 % 20% piperidina em DMF por 1 mun

Desprotecio/

1 x 20% piperidina em DMF por 20 mun Neutralizacio

Lavagem com 2 x DMF

Lavagem com 2 x DMF Proximo Ciclo

Lavagem com 2x DCM A
2 Eq. de Fmoc-AA + agentes acoplantes 4 Acoplamento
em DCM e DMF (1:1, v/v)-duracio de 1 a 2 horas.
Lavagem com 2 x DMF
Lavagem com 2 x DCM ‘
¥ ——————> Positivo

Teste de Ninidrina

I Negativo

Figura 3. Protocolo de sintese utilizado na sintese dos peptideos.

O sucesso de cada etapa de acoplamento/desprotecdo foi monitorado
empregando-se o teste de ninidrina (Kaiser et al., 1970), sendo que no caso da
desprotecdo um resultado positivo (cor azul), determina que o amino grupo
esta livre, pronto para receber um novo aminoacido. J& o sucesso do
acoplamento do aminoacido é obtido quando um resultado negativo (cor
amarela) € observado, demonstrando que o Fmoc-aminoacido seguinte foi
acoplado e que ndo existe nenhum grupo amino livre. As reacdes de
acoplamento, utilizam como solvente uma mistura contendo DMF e DCM, e
reagentes DIC e HOBt. A descricdo de um ciclo de sintese esta demonstrada
na Figura 3. A clivagem final do peptideo da resina e a remocao dos grupos
protetores das cadeias laterais sdo efetuadas geralmente em uma Unica etapa
de tratamento com uma mistura contendo elevado teor de TFA (acima de 80%)
e contendo também diversos tipos de agentes supressores de reacles
colaterais. Apos esta clivagem, a resina é lavada com éter etilico e o peptideo
extraido com 200mL de solucdo aquosa de acido acético (5%, v/v, para os
soluveis). Apos esta lavagem, o extrato acido é liofilizado para se obter o

peptideo geralmente como um pé branco e amorfo.
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3.1.2.1. Purificacdo dos peptideos

A etapa de purificacdo dos peptideos foi realizada apoés a liofilizagéo, e
envolveu a utilizacdo dos sistemas analitico e preparativo de cromatografia.
Todos os peptideos foram purificados em um sistema de RP-HPLC da Waters,
modelo Delta Prep 4000, ao qual é acoplado a um detector UV-Vis (modelo
2487), coletor de fracbes LKB-Frac-200 da Pharmacia e registrador Servogor
120. De um modo geral foi utilizada uma coluna semipreparativa e/ou
preparativa Vydac C;g (10 x 250 ou 25 x 250 mm, respectivamente, diametro

dos poros de 300 A e diametro dos gréos da resina de 15-20 pm).
As condi¢Bes cromatograficas foram:
Sistema de Solventes: A: 0,1% TFA/H.0O e B: 0,1% TFA - 60% ACN/H,O
Gradiente: 0,33% B/min
Fluxo: 10 mL/min

Comprimento de onda: 220 nm.

3.1.2.2. Espectrometria de Massas

Os peptideos foram caracterizados por um sistema de LC/ESI-MS do
departamento de Biofisica (Unifesp), constituido por um modelo de separacao
com um injetor automéatico com capacidade para 120 amostras Alliance modelo
2695, um detector do tipo UV-Vis modelo 2486, e um detector de massas da
Micromass modelo 3100, todos da Waters Associates, Milford, MA, EUA. Os
peptideos foram dissolvidos em 5 % AcOH/H,O (v/v), na concentracdo de 1

mg/mL.

As condi¢cbes experimentais foram:
Coluna: Waters Nova-Pak Cig (2,1 x 150 mm), 60 A 35 um
Solventes: A: 0,1% TFA/H,0 e B: 0,1% TFA - 60% ACN/H,0O

Gradiente: 5% a 95% de B em 30 minutos
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Fluxo: 1,0 mL/min

Comprimento de onda: 214 e 220 nm

Intervalo de massas: 500-2000 Daltons.

3.2.1.

<N X X

b)

S N X

<

d)

3.2. Padronizacdo da Radiomarcacdo dos Peptideos
Sintetizados

Materiais

Os reagentes usados na marcacao dos peptideos foram:
cloramina T

metabisufito de sodio

solucéo de lodeto de sédio Na-'*'|

tampéao PBS.

Solventes usados para eluicdo dos fragmentos radiomarcados foram:
metanol 70%, 85%, 95% e 100%

acetonitrila 60% e 95%

acetona

NaCl (Cloreto de sbdio) 0,9%.

Materiais usados para realizagdo da cromatografia planar, camada
delgada e em fase solida.

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

Sep-Pack C18

Agitador, cuba de vidro, pingas, canetas, tesouras.

Equipamentos usados para analise das atividades
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Calibrador de doses CRC 25W — Capintec
Contador Gama automatico Wizard’3 2480 — Perkin Elmer
Balanca analitica

Pipetas automaticas

AN NN NN

Centrifuga MiniSpin.

3.2.2. Métodos

3.2.2.1. Radiomarcacéo dos Peptideos

Como ja& abordado na Introducdo, o radioisétopo Na-'*'Ipossui
caracteristicas fisicas favoraveis tanto para o diagndéstico quanto para terapia.
Além disso, o radioisétopo Na-'*!I é produto de reator nuclear e tem sua
distribuicdo ja estabelecida em todo pais (Nagamati, 2006). Desta forma, foi
adicionado, na sequéncia dos peptideos propostos, 0 aminoacido Tyr, onde no
anel da cadeia lateral deste aminoacido ocorre a substituicdo eletrofilica com a
incorporacdo do iodo radioativo através do método da cloramina T (Hunter,
1970).

A Cloramina T é um sal sodico derivado do N-cloro 4-metil benzeno
sulfonamida trihidratado (Figura 4). A acdo oxidante se d& através da sua
hidrélise em pH 7,0-8,0 liberando hipoclorito de sédio que oxida o radioiodo
para acido iodoso. Apés um curto periodo de reacdo, adiciona-se um agente
redutor para interromper a reacdo. Trata-se de uma técnica relativamente
barata e facil de realizar. (Lever, 1995; Kowalsky et al, 2004; Colturato, 2005).

® Cl

1 /
H,C S—N

1 \

O Na

Figura 4. Estrutura quimica da cloramina T.
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Apesar de ser uma metodologia eficiente e com alto rendimento, as
condicbes de marcacado exigem um controle cuidadoso, pois a Cloramina T é
um forte agente oxidante e pode provocar a degradacdodos peptideos (Lever,
1995).

Experimentalmente, foi preparado uma solucdo contendo o peptideo (=
25ug a 100upg) em tampéao fosfato 0,1 M pH = 7,4 na presenca de = 0,5 mCi
(18,5 MBq) de !-Na e 5 pL de cloramina T (1mg/1mL). Apds 30 & 180
segundos, adicionou-se 5 pL de metabisulfito de sodio (2mg/lmL) em um
volume total de = 100uL. (Figura 5). O peptideo monoiodado foi imediatamente
purificado por Sep-pak e analisado quanto ao seu rendimento de
radiomarcacgédo e estabilidade por cromatografia em papel (Whatmann 3MM) e
TLC/SG, nos respectivos solventes metanol e acetonitrila 95%.

(o)
/~\ |
‘::. . HaC —(( \/\—S—N Na“* Na,SO;
AphS ~, o @ 131|Na
Peptideo \ / ¢ .
30 a 180 seg

P— —

Temp. Ambiente

1T—0—
131|.Peptideo

p

131|

Figura 5. Etapas da radiomarcacdo dos peptideos com Na-I1"2,

Foram estudados os seguintes parametros de marcacgao:

1. Para o fragmento EEEEYFELV foram realizadas as seguintes variacoes
de marcacéo, a fim de obtermos uma eficiéncia de radiomarcagéo acima
de 90%:

a) Massa do peptideo: 20ug, 25ug, 30ug, 40ug, 50ug e 100ug;

b) pH:7,0,7,3,7,4e7,5;
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c)
d)
e)

a)

cmd

Tempo de reacédo da cloramina T: 30s, 60s, 90s, 120s e 180s;

Volume do Metabisulfito de Sodio: 5uL.

Solventes: Metanol 70%, 85% e 95%, utilizando fitas cromatogréficas
Whatmann 3MM e o solvente Acetonitrila 60% e 95% em fitas TLC/SG.

Para o fragmento DEDEYVELV as seguintes variagcbes de marcacao
foram realizadas:

Massa do peptideo: 25ug e 100 ug;

pH:7,0,7,3,74e7,5;

Tempo de reagao da cloramina T: 60s, 90s, 120s e 180s

Volume do Metabisulfito de Sodio: 5puL.

Solventes: Metanol 70%, 85% e 95%, utilizando fitas cromatograficas
Whatmann 3MM e o solvente Acetonitrila 60% e 95% em fitas TLC/SG.

E para o fragmento GRGDYYV as seguintes variacOes foram avaliadas:
Massa do peptideo: 25ug e 100ug;

pH: 7,0,7,3,7,4e7,5

Tempo de reagéo da cloramina T: 60s, 90s, 120s e 180s

Volume do Metabisulfito de Sodio: 5uL;

Solventes: Metanol 70%, 85% e 95%, utilizando fitas cromatograficas
Whatmann 3MM e o solvente Acetonitrila 60% e 95% em fitas TLC/SG.

3.2.2.2. Determinacédo do rendimento e pureza radioguimica dos peptideos

radiomarcados.

Determinacéo do rendimento radioquimico

A avaliacdo do rendimento radioquimico foi realizada através da

cromatografia de camada delgada ascendente (TLC/SG) e através da
cromatografia em papel (Whatmann 3MM), utilizando fitas com dimenséo de 10

e altura e 1,5 cm de largura. Foi semeada uma aliquota da solucdo do

radiofarmaco a 1,5 cm do ponto de origem com auxilio de uma seringa. Em

seguida, as amostras foram suspensas verticalmente com a extremidade
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inferior imersa nas fases méveis. Os solventes ascenderam pela fase solida por
capilaridade através da fita. Depois de secas, as fitas foram cortadas em
segmentos de 1 cm e colocadas em tubos para contagem da radiagdo gama

em detectores de Nal (TI) tipo poco.

Nesse sistema, o peptideo radiomarcado migra com fator de retencao
(Rf) 0,1 — 0,2, enquanto o iodeto migra com Rf 0,9 — 1,0. Todas as andlises

cromatograficas foram realizadas em triplicata (Zimmer &Pavel, 1978).

O calculo de rendimento radioquimico foi determinado em porcentagem
da atividade de cada espécie radioquimica em relacdo a atividade total da fita,

sempre de acordo com o fator de retencao (Rf) correspondente.

b) Determinacéo da pureza radioquimica

A pureza radioquimica dos peptideos radiomarcados foi determinada
através da cromatografia em fase sélida descrita por Zhang e colaboradores
(2004), usando colunas compactas de matriz C18 (Sep-Pak). Primeiramente, a
coluna C18¢é condicionada com uma sequéncia de solventes: 5mL de metanol
100% seguido de 5 mL de salina 0,9% retirando o excedente de cada solucao
com ar corrente, para entdo adicionarmos em torno de 100uL do peptideo
radiomarcado. Posteriormente, o produto radiomarcado é eluido com 5mL de
salina 0,9% para a retirada do lodeto e em seguida com 5mL de metanol 100%

para a eluicdo do peptideo radiomarcado.

3.2.2.3. Estudos de estabilidade de marcacdo dos peptideos

radiomarcados.

A estabilidade dos peptideos radiomarcados foi avaliada a
temperaturaambiente e refrigerada em geladeira nos tempos zero (controle),
até 72 horas apoés seu preparo. Para talfinalidade, a pureza radioquimica foi
guantificada por cromatografia seguindo o0 mesmo procedimento descrito no
item 3.2.2.2.
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3.2.2.4. Estabilidade dos peptideos radiomarcados em soro humano.

Uma amostra de 10mL de sangue humano colhido sem anticoagulante
foi centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos para a retirada do coagulo de fibrila.
Em seguida, foi centrifugado novamente por 10 minutos para separacdo do
soro. A 0,1mL de soro foi adicionado 25uL=53uCi (1.96MBq) e =1,70mCi
(62,9MBq) dos peptideos radiomarcados e apds 1 e 2 horas de incubagéo a
37°C foi realizado o controle cromatografico. Os ensaios foram realizados em

triplicata.

3.2.2.5. Interagéo dos peptideos radiomarcados as proteinas plasmaticas.

A porcentagem de ligacdo as proteinas plasmaticas foi avaliada pelo

método de precipitacao proteica com acido tricloroacético (TCA) 10%.

Primeiramente, uma amostra de 10mL de sangue humano colhido sem
anticoagulante foi centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos para a retirada do
codagulo de fibrila. Em seguida, foi centrifugado novamente por 10 minutos para

separacgéo do soro.

Para este estudo foram adicionados 25uL dos peptideos
radiomarcados a 100 pL de plasma humano previamente separado. Para a
precipitagdo das proteinas, 1mL de TCA 10% foi adicionado. Apos agitagcdo por
um minuto em vortex, as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 10
minutos. A operacao foi repetida por mais duas vezes com 1mL de TCA 10%.
O experimento foi realizado em triplicata. Tanto o sobrenadante quanto o
precipitado foram contados em contador gama e a porcentagem de ligacdo as

proteinas plasmaticas foi calculada conforme férmula abaixo:

% LPP = (cpm ppt /cpm total*) x 100

*cpm total = cpm ppt + cpm sobrenadante.
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3.2.2.6. Determinacdo do coeficiente de particdo (CP) dos peptideos

radiomarcados.

A lipofilicidade de uma molécula € determinada pela sua estrutura e
pode ser refletida através da determinagdo da sua razdo de particdo entre agua
e n-octanol.O coeficiente de particdo (CP) dos peptideos radiomarcados foi
determinado conforme descrito por Schibli & Schubiger
(2002).Experimentalmente, adicionou-se 25uL =648uCi (24MBqg) de cada
peptideo radiomarcado a um tubo contendo 1mL de n-octanol e 1mL de
solucdo salina 0,9%. Agitou-se o tubo e, com a finalidade de separar as duas
fases (aquosa e oleosa), as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 1
minuto. Em seguida, cuidadosamente, foi coletado em triplicata, 100 pL da fase
oleosa e da fase aquosa para contagem em contador automatico tipo poc¢o. O
coeficiente de particdo foi determinado pela equacao abaixo e expresso em
Log P:

cpm fase organica ]

cpm fase aquosa

3.3. Modelo animal

Todos os procedimentos foram realizados apés a aprovacao do Comité de

Etica em Pesquisa do Instituto de Ensino e Pesquisa do Hospital Albert Einstein

sob o numero CEUA/Einstein: 1989-14. O Centro de Experimentacdo e

Treinamento em Cirurgia (CETEC) do Hospital Albert Einstein, onde estdo sendo

realizados os estudos de radiomarcacéo e os estudos de interacdo com as células

tumorigénicas também possui aprovacdo no CONCEA sob o numero

CIAEP/CONCEA 01.0119.2014.
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3.3.1. Culturade células de glioblastoma C6.

Células C6 de glioma de ratos Wistar foram cultivadas em meio
Dulbecco’s Eagle (Gibco, Gaithersburg, MD), com 20% de soro bovino fetal
(Invitrogen) a 37° C (5% CO,), onde alcangaram uma confluéncia de 90%
(Figura 6). O meio foi removido e as células liberadas pelaincubacdo com
tripsina (0,04% de tripsina / EDTA). As células foram centrifugadas a 800 rpm
por 5 minutos, ressuspendidas em meio Dulbecco’s a uma concentracao final

de 10° células/10 pL e mantidas resfriadas até a sua implantacéo.

Figura 6. Células C6 em confluéncia de 90%.

3.3.2. Implante esteriotaxico das células C6.

Para o implante das células C6 os animais foram anestesiados, e apés
a tricotomia, o animal foi fixado em um aparelho esteriotaxico (Figura 7). O
ponto para implantagdo das células foi determinado, seguindo as seguintes
coordenadas: Antero-posterior = 2,0mm; Latero-lateral = 2,0mm; Profundidade
= 2,5mm. O implante das células tumorigénicas de glioma foi feito com uma
seringa Hamilton, diretamente no cortex frontal direito em uma concentracdo de

10° células em 10pL de meio de cultura que é injetado lentamente por um
periodo de 10 minutos. No grupo controle é injetado o meio de cultura sem
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células. Apds aproximadamente 2 minutos, a seringa foi suspendida

lentamente até a sua total remocao.

Figura 7. Implantacéo de células C6 por esteriotaxia.

3.3.3. Avaliacdo da interacdo dos peptideos radiomarcados com as

células tumorigénicas.

a) Culturade células

Em triplicata, foi adicionado 10° células em 100 pL de meio de cultura
DMEM,os frascos foram centrifugados a 5.000 rpm por 5 minutos a 4°C, o meio
de cultura foi removido, e os pellets celulares foram lavados com 200uL de
tampao PBS pH= 7,4). Em seguida, uma aliquota de 25 uL, 315uCi (11,65MBQq)
dos peptideos radiomarcados foi adicionada. Apds incubacdo por 1 hora a
37°C sem agitagdo, os tubos foram centrifugados a 10.000 rpm, por 5 minutos
a 4°C, O sobrenadante foi retirado, e o procedimento de lavagem e retirada do
sobrenadante foi repetido por trés vezes com tampao PBS. Apo6s a Ultima

lavagem, a atividade contida nos sobrenadantes e na célula foi mensurada
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através do contador gama e os resultados foram expressos em porcentagem

de atividade total ligada as células.

b) Homogenato do cérebro do animal

Experimentalmente, a afinidade de ligacgdo dos peptideos
radiomarcados para as células tumorigénicas foram avaliadas usando
homogenato de cérebro de ratos modelo (injetados com células C6 de glioma).
Como controle foi tilizado o homogenato de cérebro de rato onde foi injetado

somente 0 meio de cultura.

Aregido do cortex frontal foi removida e congelada a -80°C.
Homogenatos foram preparados em uma solucdo de tampéo fosfato (PBS, pH
7,4) a uma concentracdo de aproximadamente 10 mg de tecido/mL, em

aliquotas de 1 mL, e estocado a -80 °C para futuro uso.

Em triplicata, foi adicionado 200uL do homogenato recém preparado a
uma solucéo de 25 pL de cada peptideo radiomarcado e também para o iodeto
de sodio. Apos repouso por 60 minutos a 37°C, os tubos foram centrifugados
por 10 minutos e o sobrenadante retirado. Foi realizada a lavagem
doprecipitado por mais duas vezes com tampdo PBS pH= 7,4 com
concomitante retirada do sobrenadante. Tanto o sobrenadante (obtido em

todas as lavagens) quanto o precipitado foram contados em contador gama.

Basicamente, a porcentagem de afinidade de ligacdo dos peptideos
radiomarcadoscom os receptores EGFR e integrina foi estimada pela interacao
dos peptideos com oprecipitado e foi calculada pela diferenca entre a atividade
contida no sobrenadante e no precipitado através da contagem da atividade em

um contador gamma.
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4. RESULTADOS

4.1. Sintese, Caracterizacéo e Purificacdo dos Peptideos

Iniciamos com as sinteses dos fragmentos peptidicos que de acordo
com suas sequéncias Glu-Glu-Glu-Glu-Tyr-Phe-Glu-Leu-Val, e seu analogo
Asp-Glu-Asp-Glu-Tyr-Phe-Glu-Leu-Val possuem afinidade para o receptor
EGFR (Fan et al, 2004), enquanto o fragmento Gly-Arg-Gly-Asp-Tyr-Valpossui
afinidade para as moléculas de integrinas a,83 (Horton, 1997), ambos

superexpressos em tumores.

Primeiramente, obtivemos os resultados do rendimento da sintese das

sequéncias puras e caracterizadas:

1) Primeira  sequéncia: Glu-Glu-Glu-Glu-Tyr-Phe-Glu-Leu-Val-resina
Wang. Este peptideo foi descrito por Fan et al.,, 2004 por bloquear a
sinalizacdo citoplasmatica do EGFR e mais recentemente pelo seu
envolvimento na interacao proteina-proteina. (Kim & Huang, 2012).Sabe-
se que as interacbes proteina-proteina desempenham um papel
fundamental em muitos processos celulares e estdo relacionadas ao
desenvolvimento de varias doencas, inclusive cancer (Shoemaker &
Panchenko, 2007).Esse peptideo foi sintetizado na escala de 1,0 mmol/g
utilizando a estratégia Fmoc. A resina p-Alkoxybenzyl Alcohol Resin
(Wang) de 0,7 mmol/g foi usada e apds a clivagem com Reagente K,
esse peptideo foi purificado. Um total de 680 mg de peptideo bruto foi
obtido e, depois da purificacdo em HPLC, 70 mg de composto puro foi
obtido com a seguinte caracterizacdo analitica: ESI-MS, m/z: 1186,2
g/mol (tedrico); 1186,5 g/mol (obtido).
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ii)

Segunda sequéncia: Asp-Glu-Asp-Glu-Tyr-Phe-Glu-Leu-Val-resina
Wang. Trata-se de um analogo da primeira sequéncia A sintese foi
realizada também na resina Val-Wang (0,7 mmol/g) na escala
1,0mmol/g. Um total de 514 mg de peptideo bruto foi obtido e, depois da
purificacdo em HPLC, 83 mg de composto puro foi obtido com a seguinte
caracterizacdo analitica: ESI-MS, m/z: 1158,2 g/mol (tedrico); 1158,4
g/mol (obtido).

Terceira sequéncia: Gly-Arg-Gly-Asp-Tyr-Val-resina Wang - a
sequéncia sintetizada corresponde ao fragmento RGD. Este fragmento
estd presente em varias proteinas de matriz extracelular incluindo
vitronectina, fibronectina, e tromboespondina e possui alta afinidade para
integrinas (Kim et al., 2008; Chen et al., 2012). A sintese foi realizada da
mesma maneira dos peptideos anteriores. O rendimento bruto foi de 250
mg e apos a purificacdo, 104 mg do peptideo puro foi obtido com a
seguinte caracterizacdo analitica: ESI-MS, m/z: 665,7 (teorico); 666,2
(obtido)

As Tabelas4 e 5 abaixo resumem o0s parametros utilizados para a

caracterizacao e obtencéo dos peptideos puros propostos, respectivamente.

Tabela 4.Parametros utilizados na caracterizacdo dos peptideos propostos.

Peptideos Tempo de
(mg) Gradiente PO C % de Sol. B
Retencéo
EEEEYFELV 680 5% - 95% 30min 18 min 60%
DEDEYVELV 514 5% - 95% 30 min 12 min 45%
GRGDYV 250 5% - 95% 30min 10 min 30%

Tabela 5. Parametros utilizados para a purificacdo dos peptideos propostos.

HPLC preparativo

Peptideos Gradiente Tempo <~3Ie % de Sol. B Massa pura
Retencéo (mg)
EEEEYFELV  23%-53% 90min 16min 48% 70
DEDEYVELV  30%-60% 90min 15 min 45% 83
GRGDYV 10%-40% 90min 7 min 21% 104
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Os perfis cromatogréficos e espectros de massa dos fragmentos
EEEEYFELV, DEDEYVELV e GRGDYV puros estdo respectivamente
representados nas Figuras 8, 9 e 10.
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Figura 8.Perfil cromatografico (A) e espectrometria de massas (B) do
fragmento puro EEEEYFELYV sintetizado.
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Figura 9.Perfil cromatografico (A) e especrometria de massas (B) do fragmento
puro DEDEYFELYV sintetizado.
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Figura 10. Perfil cromatografico (A) e espectrometria de massas (B) do

fragmento puro GRGDYYV sintetizado.
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4.2. Padronizagcdo da radiomarcacdo dos fragmentos

peptidicos com lodo-131

421. Estudo da influéncia do solvente utilizado nas analises

cromatogréficas para determinar o rendimento radioquimico.

A obtencdo dos peptideos radiomarcados baseiou-se na substituicdo
eletrofilica do anel aromético do amino&cido Tyr presente em todos o0s
peptideos propostos através da oxidacdo do Na-'*'Ipelo método da Cloramina
T conforme descrito nos Métodos.

Para determinarmos o solvente adequado para avaliar de maneira
eficiente o rendimento radioquimico dos peptideos radiomarcados,
primeiramente avaliamos o perfil cromatografico do radiois6topo **'I-Na em
diversos solventes e concentragcdes (Figuras 11, 12 e 13).Vale ressaltar que é
considerado o melhor solvente aquele que nas analises cromatograficas

consegue separar melhor o radioisétopo Na-**'I do peptideo radiomarcado.

—MeOH 70%  ==————=NMeOH85% MeOHS5%

5000000 A
4500000 A
4000000 A
3500000 -+
3000000 A

2500000 +

CPM

2000000 -+
1500000 -+
1000000 -

500000 A

2. g I\
10

cm

Figura 11. Perfil Cromatografico do Na-'*'I em diferentes concentracdes de
MeOH (Whatmann 3MM).
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Figura 12.Perfil Cromatografico do Na-**!I em diferentes concentracdes de
ACN (TLC/SG).
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Figura 13. Perfil Cromatografico do Na-'*'lemacetona(Whatmann 3MM).

Os resultados demonstrados nas Figuras 11 - 13estdo de acordo com a
Farmacopeia Americana de 2010 (USP 33 NF28), a qual defineque os
melhores solventes para o radioisétopo **!I-Na s&o: MeOH 70% e ACN 60%
com Rf de aproximadamente 0,9. Por outro lado, oresultado obtido com o
solvente Acetona mostra que o iodeto eluiu por toda a fita cromatografica, o

gue torna este solvente inviavel. Ja o solvente MeOH 85% também foi bastante
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satisfatério, mas,uma vez que, o solvente MeOH 70% € o preconizado pela
farmacopeia iniciamos os estudosda radiomarcacdo dos peptideos, utilizando

este solvente para as andlises cromatogréficas.

4.2.2. Estudo da influéncia da massa do peptideoEEEEYFELV na

radiomarcacao.

Para um primeiro estudo, o rendimento daradiomarcacdo do peptideo
EEEEYFELV foi avaliado utilizando diferentes quantidades de amostras deste
peptideo. = A  Figurald4mostraos  perfis  cromatograficos  do®-
EEEEYFELV,obtidos do estudo da variagdo da quantidade em massa do
peptideo através de andlises cromatograficas em papel (Whatmann 3MM)
utilizando MeOH 70%. Para este estudo uma atividade do Na-'**Ide 269 pCi
(9,95 MBQq) foi utilizada.
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Figura 14.Perfil Cromatografico do **!-EEEEYFELV em MeOH 70%
(Whatmann 3MM).
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Embora o solvente MeOH 70% foi o solvente de escolha para a
avaliacdo do iodeto de sodio, ele ndo foi satisfatorio para quantificarmos de
maneira eficiente o rendimento radioquimicodo peptideo radiomarcado, uma
vez que houve um arraste do peptideo radiomarcado independente da
guantidade deamostra utilizada (Figura 14). Desta forma, iniciamos com o

estudo da variacao de solventes em diferentes concentracdes do peptideo.

A Tabela 6 e Figura 15 mostram os rendimentos radioquimicos obtidos
naradiomarcacdo de acordocom a quantidade deamostra do peptideo e do

solvente utilizado nas analises cromatograficas.

Tabela 6. Efeito da variacdo dos solventes na analise do rendimento da
radiomarcacdodo peptideo *'-EEEEYFELV em diferentes
concentracoes.(n=3)

Quantidade de Rendimento da

Solventes - Atividade do Na-"*|
amostra marcacao (%)

MeOH 70% 55,2746,50

20 pg MeOH 85% 83,4240,05 464 puCi (17.16MBq)
ACN 60% 32,10+3,31
MeOH 70% 23,61+1,98

25 ug MeOH 85% 91,49+0,41 518 pCi (19.16MBQq)
ACN 60% 2,21+0,48
MeOH 70% 45,40+0,05

40 ug MeOH 85% 35,91+2,14 485 LCi (17.94MBq)
ACN 60% 18,46+0,01
MeOH 70% 63,90+3,87

50 ug MeOH 85% 86,06+2,98 410 pCi (15.17MBq)
ACN 60% 2,16+0,02
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Figura 15.Perfil Cromatografico **I-EEEEYFELV em 20 pg (A) 25 pg (B) 40 ug
(C) e 50 pug (D) nos solventes MeOH 70%,MeOH 85% e ACN 60%.

Com os resultados compilados na Tabela 3 e os perfis cromatogréaficos
demonstrados na Figura 15, podemos inferir que o melhor solvente para avaliar
o rendimento radioquimico do peptideo EEEEYFELV foi o MeOH 85%,
independente da quantidade de amostra do peptideo utilizada. Em relagéo a
guantidade do peptideo utilizado, com excecdo do resultado obtido com 40ug,
o qual sugerimos que houve um erro experimental (Figura 15C), a variacao
daquantidade em massa, realizada neste experimento, ndo foi crucial para
obtermos maiores rendimentos. Sendo assim repetimos a marcagao usando
como solvente o MeOH 85%, pois foi 0 solvente que apresentou melhor

rendimento radioquimico, conforme representado na Figura 15.
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Figura: 16.Perfil cromatografico do peptideo **'I-EEEEYFELV, em 25 pg (A) e
50 pug (B) em MeOH 85% (Whatmann 3MM).

Diante dos resultados obtidos através das andlises cromatogréaficas em
MeOH 85% confirmamos que utilizando uma atividade de aproximadamente 17
MBqg tanto com 25ug quanto com 50 pg, o rendimento radioquimico foi em
torno de 85% (Figura 16). Afim de aumentarmos o rendimento radioquimico

(acima de 90%), iniciamos novos experimentos como descritos abaixo.

4.2.3. Estudo dainfluéncia do tempo de reacao da cloramina T.

Conforme previamente descrito, cloramina T trata-se de um eficiente
agente oxidante, uma vez que, em curto periodo de tempo (= 30-60 segundos)
€ capaz de oxidar todo o iodeto de sodio, a fim de, ser incorporado no anel
aromatico da tirosina. Por outro lado, por ser um agente oxidante forte, o
aumento do tempo de reacdo deste composto poderia causar uma degradacao
dos peptideos. Desta forma, este experimento teve como finalidade avaliar o
rendimento radioquimico baseado no tempo de reacao da cloramina T (30 e 60
segundos).Nessa avaliacéo, foi utilizado 518 pCi (19.16MBq) de Na-**!I, 25ug
do peptideo EEEEYFELV e como solvente de fase movel para as analises

cromatograficas o MeOH 85%. Para o tempo de reacdo da cloramina Tde 30
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segundos, o rendimento radioquimico foi de84,44%+2,82(n=3) e com 60
segundos, 91,49%+0,41(n=3).

Mantendo os mesmos parametros jA mencionados (amostra do
peptideo, solvente e atividade do radioisétopo), os resultados obtidos
mostraram um aumento no rendimento radioquimico do peptideo'*I-
EEEEYFELVde aproximadamente 7% com 60 segundosde reacdo da

cloramina T.

Desta forma, como um primeiro estudo da avaliacdo do melhor tempo
de reacao da cloramina T, 60 segundos foi o tempo de escolhapara o peptideo
131_EEEEYFELV. A Figura 17 mostra o perfil cromatografico do peptideo **!I-
EEEEYFELV apés a reacdo com 60 segundos da cloramina T. O resultado
obtido mostra que em 60 segundos de reacdo da cloramina T tivemos um

aumento no rendimento radioquimico sem causar degradacédo do peptideo

131-EEEEYFELV
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430000 8,52%
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Figura 17.Perfil cromatografico do peptideo **!I-EEEEYFELYV, ap6s tempo de

reagdo de 60 segundos de cloramina T (n=3).
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4.2.4. Estudo da marcacdo dos fragmentos peptidicos DEDEYFELV e
GRGDYV.

Com alguns parametros ja definidos: i) quantidade de amostra do
peptideo = 25 ug; ii) sistema de solvente utilizado nas analises cromatograficas
= MeOH 85%; iii) tempo de reacado da cloramina T = 60 segundos, demos inicio
a marcacao dos demais fragmentos peptidicos DEDEYFELV e GRGDYV.

Sendo assim, seguindo 0s mesmos parametros obtidos para o
peptideoEEEEYFELV, os rendimentos radioquimicos obtidos através dos perfis
cromatograficos dos peptideos DEDEYFELV e GRGDYV estdo representados

respectivamente na Figural8 (A e B).
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Figura 18. Perfil cromatogréafico do peptideo “*'-DEDEYFELV (A) e -
GRGDYYV (B), em MeOH 85% Whatmann/3MM.

Os resultados demonstraram, como era 0 esperado, que para O
peptideoDEDEYFELV analogo do primeiro fragmento avaliado (EEEEYFELV),
0S parametros propostos se mostraram adequados, uma vez que, no primeiro
experimento realizado com este segundo fragmento obtivemos um rendimento
radioquimico de 91,5% (Figura 18A).Entretanto, para o ultimo fragmento a ser
avaliado GRGDYV, o sistema de solvente MeOH 85% nao foi
satisfatério,causando uma eluicdo do fragmento peptidico(Figura 18B). Assim,

para o peptideo GRGDYV foi necessario realizarmos novos estudos de
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variacfes do sistema de solvente conforme representado na Tabela 7e Figura
19.

Tabela 7.Estudo da variagdo do sistema de solvente para o fragmento
peptidico GRGDYV(n=3).

Peptideo Rendimento . 131
GRpGDYV Solvente radioquimico (%) Atividade do Na-—-|
MeOH 70% 1,30+0,03
543 pCi (20.05MBq)
MeOH 95% 95,08+0,84
2519 ACN 60% 84,00+0,00
398 uCi (14.72MBQq)
ACN 95% 97,95+0,05
MeOH 70% RE—— MeOH 95% N——
2500000 e odeto livre 1200000 e |odeto livre
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1500000 £a0a00
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§1ouuuou B . 00000
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Rendimento Radioquimico
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Figura 19. Perfis cromatograficos do "*!I-GRGDYV em MeOH 70% e 95%
(Whatmann/3MM) e ACN 60% e 95% (TLC/SG).

Ao avaliarmos os resultados das andlises cromatograficas em
diferentes sistemas de solventes, constatamos que o solvente de escolha para
avaliar o rendimento radioquimico para o peptideo **I-GRGDYV é ACN 95%
(Tabela 7 e Figura 19), sendo que a porcentagem de 95% parao MeOH, mas
principalmente para o solvente ACN favoreceuum melhor perfil cromatografico

(sem qualquer tipo de arraste do peptideo radiomarcado). Como néo
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esperavamos esse resultado, repetimos a marcacdo dos dois primeiros
fragmentos EEEEYFELV e DEDEYFELV usando como sistema de solvente
ACN 95% e MeOH 95%, comatividade do Na-'*'| de 347 pCi (12.83MBq),

conforme demonstrado na Figura 20.
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Figura 20. Perfil cromatografico do fragmento '*I-EEEEYFELV (A) e ™|
DEDEYFELV (B)emACN 95% (TLC/SG) e MeOH 95%
(Whatmann/3MM).

Embora nos dois sistemas de solventes avaliados (ACN e MeOH) na
porcentagem de 95%, os resultados do rendimento radioquimico foram
bastante satisfatorios, optamos por manter as andlises cromatograficas em
MeOH para os peptideos EEEEYFELV e DEDEYFELV.Assim, definimos que
para os peptideos EEEEYFELV e DEDEYFELV o solvente de escolha seria o
MeOH 95%, enquanto para o peptideo GRGDYV o solvente para as analises
cromatograficas seria aACN 95%. Com ossistemas de solventesdefinidos para
cada fragmento realizamos experimentos para avaliarmoso rendimento

radioquimico com 100ug de peptideo.
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4.2.5. Avaliagcdodo rendimento radioquimico utilizando 100ug dos

peptideos.

Apés a definicdo do protocolo de marcacdo para os trés peptideos
propostos, decidimos avaliar se com uma amostra de 100 pug de peptideo,

aumentando também a concentracdo de Na-'3!l,

0 rendimento radioquimico
seria 0 mesmo, pois até o presente momento tinhamos variado a quantidadede
amostra somente entre 10 pg e 50 pg.Desta forma, realizamos
umaradiomarcacao, utilizando 100 pg dos trés peptideos, aumentando também
o volume da solucédo de radioisétopo, respeitando uma atividade entre 500uCi e
900uCi (18,00MBq — 33,30MBQ). A Tabela 6 mostrao rendimento radioquimico
obtido para cada peptideo de acordo com o protocolo utilizado.Além do
aumento da quantidade em massa, avaliamos também a influéncia do tempo

da reagdo da cloramina T quando foi utilizado 100 pg dos peptideos.

Os resultados obtidos mostraram que para uma quantidade de amostra
de 100ug dos peptideos h&a a necessidade de aumentarmos o tempo de reagéo
da cloramina T. A relacdo massa versus tempo de reacdo da cloramina T foi
observada para os trés peptideos avaliados demonstrados através do

rendimento radioquimico (Tabela 8)e doperfis cromatogréficos (Figura 20).

Embora houve um aumento do rendimento radioquimico relevante
guando aumentamos o tempo de reagdo de cloramina T de 60 para 90
segundos, a partir de 90 segundos o rendimento apresentou apenas pequenas
alteracdes (Tabela 8), inferindo que o tempo de 90 segundos é suficiente para
uma eficiente marcacdo quando foi utiizado uma amostrade 100 pg dos
peptideos.Jda em 180 segundos, verificamos uma pequena diminuicdo do
rendimento radioquimico para todos os peptideos, o que é claramente
observado também pela piora nos perfis cromatogréaficosquando foi utilizado90

segundos de reacao da cloramina T (Figura21l).
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Tabela 8. Rendimento radioguimico com 100ug dos fragmentos peptidicos e

em diferentes tempos de reacdo da Cloramina T .

Peptideo

Tempo de

Solvente Cloramina T

Amostra

Rendimento
radioquimico (%)

Atividade do Na-"*'| de 535 pCi (19.79MBQ).

181 . EEEEYFELV 38,40+0,65
MeOH 95%
31| _ DEDEYFELV 100 pg. 60 seg 62,98+0,35
18 . GRGDYV ACN 95% 55,38+0,70
Atividade do Na-**'l de 725 pCi (26.82MBq)
18l . EEEEYFELV 86,33+0,12
MeOH 95%
131 . DEDEYFELV 100 pg. 90 seg 91,20+0,14
18 . GRGDYV ACN 95% 97,38+0,07
Atividade do Na-"*'l de 879 uCi (32.52MBq)
18 _ EEEEYFELV 88,02+1,05
MeOH 95%
31| _ DEDEYFELV 100 pg. 120 seg 92,95+0,15
18 GRGDYV ACN 95% 94,38+0,16
Atividade do Na-**I de 825 pCi (30.52MBq)
18l . EEEEYFELV 90,01+0,34
MeOH 95%
131 _ DEDEYFELV 100 pg. 180 seg 88,69+0,23
18 . GRGDYV ACN 95% 95,15+0,26
(n=3)
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Figura 21. Perfil cromatogréfico dos fragmentos peptidicos:**'I-EEEEYFELV e
131|_.DEDEYFELV em MeOH 95% (Whatmann/3MM) e em ACN 95%
(TLC/SG) para o fragmento *'I-GRGDYV. Tempo de reacdo de
cloramina T de 60 segundos (A), 90 segundos (B), 120 segundos (C)
e 180 segundos (D).

Com o intuito de avaliarmos o tempo de 90 segundos de reacao de
cloramina T para a quantidade de peptideo padrdo (25 ug) realizamos uma

nova radiomarcacao e os resultados estdo contidos na Tabela 9.

Os resultados mostraram que para uma quantidade de amostra de 25
Hg, também pode ser usado o tempo de reacdo de cloramina T de 90
segundos, principalmente para o peptideo *I-GRGDYV que apresentou um
rendimento radioquimico de 97,9%, embora o tempo de 60 segundos seja
suficiente para que ocorra a oxidacdo do iodo e promova uma eficiente

radiomarcagéo.
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Tabela 9. Parametros utilizados e rendimento radioquimico dos trés fragmentos

peptidicos.
. Tempo de Rendimento
Peptideo Amostra Solvente Cloramina T radioquimico (%)
18| _ EEEEYFELV 81,49+0,45
MeOH 95%
31| _DEDEYFELV 25 pg. 90 seg 87,10+0,13
18l GRGDYV ACN 95% 97,88+0,00

(n=3)

4.2.6. Estudo da estabilidade dos peptideos radiomarcados.

A avaliacdo da estabilidade de um radiofarmaco através de simples
métodos cromatograficos constitui um dos parametros basicos para estimar o
comportamento dos radiofarmacos, pois a estabilidade de um radiofarmaco

influencia diretamente a sua biodistribuic&o in vivo.

Assim, neste estudo foi avaliada a estabilidade dos peptideos
radiomarcados no meio reacional em temperatura ambiente e refrigerado em
geladeira por até 72 horas pos-marcacédo e no plasma humanopor até 24 horas

pbs-marcacao.

As condic@es utilizadas neste estudo foram:

a) Solventes: MeOH 95% para os fragmentos EEEEYFELV, DEDEYFELYV;
ACN 95% para o fragmento GRGDYV.

b) Tempo de reacdo de cloramina T: 60 segundos para quantidade de
amostra do peptideo inferior a 50ug e de 90 segundos para quantidade
de amostra do peptideosuperior a 50ug.

¢) Quantidade de amostra do peptideo de 25 ug e 100 ug.

A Figura 22 mostra o resultadoda estabilidade radioquimica dos trés
fragmentos peptidicos quando foi utiizado100 pg dos peptideos e conservados
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em temperatura ambiente. A média dosrendimentos radioquimicos dos
fragmentos peptidicos foide 84,61% para o fragmento '*'I-EEEEYFELV:;
82,78% para o fragmento **!|-DEDEYFELV e de 85,10% para o peptideo **I-
GRGDYYV (Figura 22).
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Figura 22. Estabilidade radioquimica dos trés fragmentos peptidicos até 72

horas po6s-marcacéo (n=3).

Com excessdo do peptideo '*'I-DEDEYFELV, os outros dois
fragmentos **'I-EEEEYFELV e'*'I-GRGDYYV apresentaram uma degradac&o do
complexo ao decorrer do tempo. A partir deste resultado, repetimos a
marcacgao econservamos o material refrigerado.

Uma meédia de rendimento radioquimico de 85,21% para o fragmento
13l.EEEEYFELV; 90,55% para o fragmento *'|-DEDEYFELV e de 96,58%
para o peptideo !-GRGDYV foi obtida para a realizacdo da avaliagdo da
estabilidade dos radiopeptideos quando uma quantidade de 100 pg dos
peptideos foram utilizados e mantidos sob refrigeracdo pos-marcacao (Figura
23).
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Figura 23. Estabilidade radioquimica dos trés fragmentos peptidicos até 72

horas p6s-marcacéo refrigerado (n=3).

Analisando a estabilidade radioquimica apresentada nas Figuras 22 e
23, podemos inferir que os peptideos radiomarcados sdo mais estaveis quando
mantidos refrigerados, ocorrendo uma pequena diminuicdo do rendimento
radioquimico ap6s 24 horas, sendo que quando mantidos a temperatura
ambiente o rendimento comeca a diminuir logo apos as primeiras horas.
(Figuras 22 e 23).

Afim de avaliarmos a influéncia da quantidade em massa dos
peptideos na estabilidade de marcacdo repetimos as reacdes utilizando 25 ug
dos peptideos. Para este experimento, os peptideos radiomarcados também
foram mantidos sob refrigeracdo e a média do rendimento radioquimico foi de
85,27% para o fragmento *'I-EEEEYFELV; 90,75% para o fragmento **!I-
DEDEYFELYV e de 97,02% para o peptideo **'I-GRGDYYV (Figura 24).
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Figura 24. Estabilidade radioquimica dos trés fragmentos peptidicos até 72

horas p6s-marcacéo refrigerado (n=3).

Os resultados apresentados na Figura 24 mostram que quando foi
utiizado uma massa de 25 pgdos peptideos, todos os fragmentos
radiomarcados apresentaram uma alta estabilidade radioquimica (baixaou
nenhuma degradacé&o) por até 72 horas sob refrigeracao.

A estabilidade da radiomarcacdo também foi avaliada quando os
peptideos radiomarcados forammantidos a 37° C em plasma humano (Figura
25). Uma média de rendimento radioquimico de 91,48% para o fragmento **!I-
EEEEYFELV; 93,61% para o fragmento **'I-DEDEYFELV e de 83,87% para o
peptideo *!I-GRGDYV foi obtida nas reacdes de radiomarcacdo. Para este
estudo, uma quantidade de 25 pg dos peptideos foram utilizadas.

Os resultados da avaliacdo da estabilidade de marcacdo dos
peptideosem plasma humano pelo método in vitroestdo representados na
Figura 25 e mostram que mesmo em plasma incubado a 37°C, os peptideos
apresentaram uma baixa degradacdo, sendo o peptideo *'I-EEEEYFELV o

menos estavel com uma degradacéo de aproximadamente 10% em 24 horas.
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Figura 25. Estabilidade radioquimica dos trés fragmentos peptidicos até 24

horas pds-marcacao incubados em soro humano a 37 °C (n=3).

4.2.7. Estudo da determinacado da pureza radioquimica.

A pureza radioquimica de um radiofarmaco demonstra a eficiéncia do
processo de marcacdo, bem como, a porcentagem da atividade presente na
molécula radiomarcada e no radionuclideo livre, determinando a pureza e

separando de forma precisa o produto radiomarcado puro.

A Tabela 10 apresenta a pureza radioquimica dos trés fragmentos

peptidicos marcados.
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Tabela 10. Determinacdo da pureza radioquimica dos fragmentos 131).

peptideos.

Peptideos Amostra  Atividade do **'I  Pureza Radioquimica (%)
131_.EEEEYFELV 91,5
131|_.DEDEYFELV 25 ug 175 uCi (6.47MBq). 94,9

B_.GRGDYV 96,5
31|_EEEEYFELV 82,5
B_.DEDEYFELV ~ 100pg 632 uCi (23.38MBQ) 88,5

11.GRGDYV 91,9

De forma geral, a pureza radioquimica para todos os peptideos
radiomarcados quando foi utilizado 25 pug dos peptideos foi acima de 90%,
sendo que o peptideo *'-GRGDYV apresentou uma pureza de 96,5%,
demonstrando que o protocolo de marcacéo foi adequado. Foi observado uma
pequena reducdo na pureza quando a massa utilizada dos peptideos foi de 100

Hg mesmo com o0 aumento da atividade do iodeto (Tabela 10).

4.2.8. Estudo da interacdo dos peptideos radiomarcados as proteinas

plasmaticas.

A ligacdo as proteinas plasméticas (LPP) desempenha um papel critico
na determinacdo da biodistribui¢do, taxa de eliminacéo, circulacdo sanguinea,
acesso ao sitio de acdo e metabolismo da droga. Algumas delas tém
associacdo limitada com os constituintes do sangue quando administrados,
enquanto outros se associam ou se ligam a albumina, globulinas, lipoproteinas
e eritrocitos (Jeghers et al., 1990). Assim, radiocompostos com alta ligacdo as
proteinas plasmaticas apresentam baixas taxas de depura¢éo da radioatividade
do sangue, comprometendo sua liberacdo aos tecidos e/ou 6Orgaos alvos.

Somente drogas livres ou néo ligadas sao capazes de difundirem através das
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paredes dos vasos, alcancando assim o sitio de agdo, ou mesmo, serem

excretadas.

A porcentagem de ligacdo as proteinas plasmaticas foi avaliada pelo
método de precipitacdo proteica com &cido tricloroacético (TCA) 10% e os
resultados obtidos representados na Figura 26.
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Figura 26. Interacdo dos peptideos radiomarcados e do lodo-131as proteinas

plasmaticas.

Os resultados obtidos mostraram que os peptideos **!l-EEEEYFELV e
131 _DEDEYFELVapresentaram uma interacdo as proteinas plasmaticas ao
redor de 50%. Para o peptideo *!I-GRGDYV a porcentagem de interacéo foi
da ordem de 30%. Enquanto a interacdo as proteinas plasmaticas quando foi

utilizado apenas o iodeto foi da ordem de 22%.
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4.2.9. Determinacdo do coeficiente de particdo (CP) dos peptideos

radiomarcados.

A lipofilicidade de uma molécula € determinada pela sua estrutura e
pode ser refletida através da determinagdo da sua razdo de particdo entre agua
e n-octanol. O coeficiente de particdo € expresso em Log P, o qual nos indicaa
lipossolubilidade do radiofarmaco. Sdo consideradas compostos hidrofilicos
guando o valor de Log P < 0 e hidrofébica para Log P > 0 (Durkan et al 2007).
A Tabela 11 mostra os valores de Log P para os fragmentos peptidicos

radiomarcados.

Tabela 11. Determinacéo da lipofilicidade dos ***I-peptideos.

Determinac&o do Coeficiente de Particéo

Peptideos (Log P) HIdI’OfObI(,:Idade
dos peptideos
1° 20 30
Experimento Experimento Experimento

131_.EEEEYFELV -2,73+0,11 -3,22+0,02 -2,34+0,05 -8,0
¥ _DEDEYFELV -2,75+0,05 -2,79+0,01 -2,30+0,08 -8,0

BlL.GRGDYV -3,00+0,08 -3,32+0,10 -3,30+0,01 -5,9
(n=3)

Os resultados obtidos mostram que as variagdes da lipofilicidade dos
compostos corroboram a hidrofobicidade das sequéncias dos peptideos
avaliados. Os valores encontrados mostram que todos o0s peptideos
radiomarcados apresentam um carater hidrofilicocom valores de log P

negativos.
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4.2.10. Avaliacdo da interacdo dos peptideos radiomarcados com as

células tumorigénicas.

a) Culturade Células

Os resultados obtidos e apresentados na Figura 27mostram que houve
uma interacéo de 2,86% para o peptideo **'I-EEEEYFELV e na ordem de 5,0%
para os peptideos *!|-DEDEYFELV e -GRGDYV. Ja para o iodo-131 essa
interagdo foi de apenas 0,32% mostrando que a presenca dos peptideos

aumentou a afinidade com as células tumorigénicas.

cultura de células C6
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Figura 27. Interacdo dos peptideos radiomarcados e do lodo-131com células

de glioblastoma C6 provenientes da cultura celular.
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b) Homogenato de cérebros de ratos

O estudo da interacdo dos peptideos radiomarcados com as ceélulas
tumorigénicas, através daligacdo ao precipitado dohomogenato do cérebro de
animais modelo de glioblastoma teve como objetivo avaliara capacidade dos
radiopeptideosse ligarem aos receptores EGFR e integrina superexpressos em
células tumorigénicas contidas no precipitado. Os resultados obtidos estéo

demonstrados na Figura 28.
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Figura 28. Interacdo dos peptideos radiomarcados com o homogenato de

cérebro de animais modelos de glioblastoma.

Os resultados mostraram que para os fragmentos *!|-EEEEYFELV e
131.DEDEYFELV a interacdo com o homogenato foi em torno de 4,5%. J& para
o peptideo’™'-GRGDYV essa porcentagem diminuiu para aproximadamente
1,73%, mostrando que os fragmentos com afinidade ao receptor EGFR possui
uma maior porcentagem de ligagdoao homogenato do que o peptideo com
afinidade ao receptor da integrina. Entretanto os peptideos avaliados se
mostraram eficientes em aumentar a afinidade uma vez que quando foi
utilizado apenas o iodo-131 praticamente ndo houve interacdo. No grupo
controle, ou seja, no cértex frontal do lado oposto ao crescimento do tumor, a
interacdo foi ao redor de 0,3% inferindo que com a formacao do tumor hd uma

maior expressao dos receptores EGFR e integrina.
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5. DISCUSSAO

5.1. Definicdo dos peptideos estudados

A primeira classe de peptideos investigada baseou-se na sequéncia
Glu-Glu-Glu-Glu-Tyr-Phe-Glu-Leu-Val, a qual é descrita na literatura como
sendo o fragmento com maior afinidade para a proteina tirosina-kinase do
EGFR que por sua vez, tem sua expressdo aumentada na presenca de uma
variedade de tumores (Fan et al., 2004). Usando uma biblioteca de peptideos,
Fan e colaboradores, 2014 mostraram que a especificidade e afinidade da
tirosina-kinase do EGFR para substratos peptidicos € dependente dos residuos
proximos do aminoacido tirosina. Além disso, analogos deste peptideo desde
gue contenha o aminoéacido tirosina o qual é fosforilado pela proteina tirosina-
kinase vem sendo estudado inclusive como potenciais inibidores da interagao
entre proteinas durante a sinalizacdo do EGFR (Songyang et al., 1995; Croxtall
et al., 1998; Fan et al., 2004).

Por outro lado, até o presente momento nenhum estudo havia
demonstrado a radiomarcacdo desta classe de peptideos. Assim, tanto o
peptideo contendo a sequéncia de aminoacidos Glu-Glu-Glu-Glu-Tyr-Phe-Glu-
Leu-Val quanto o seu analogo Asp-Glu-Asp-Glu-Tyr-Phe-Glu-Leu-Val foram
avaliados quanto a eficiéncia da sintese dos peptideos, e da radiomarcacao.
Vale ressaltar, que baseado no estudo de Croxtall e colaboradores (1998), o
qual demonstra que o fragmento Glu-GIn-Glu-Tyr-Val trata-se do menor
peptideo com afinidade para o EGFR, o propésito de sintetizarmos um
peptideo analogo ao Glu-Glu-Glu-Glu-Tyr-Phe-Glu-Leu-Val, com apenas a
troca de de dois aminoacidos Glu'® por Asp foi de verificarmos a importancia
da sequéncia dos quatro acidos glutamicos para os estudos de radiomarcacédo
e estabilidade, por isso nenhuma mudanca foi realizada no sentido de

alterarmos o namero de cargas elétricas entre os dois peptideos.
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Os fragmentos peptidicos propostos foram sintetizados, purificados e
caracterizados com sucesso. O rendimento final foi de aproximadamente de
65% para fragmentos EEEEYFELV e DEDEYFELV e a pureza dos peptideos

foi confirmada tanto por cromatografia quanto por espectrometria de massas.

A segunda classe de peptideo avaliada corresponde ao fragmento Gly-
Arg-Gly-Asp-Tyr-Val o qual contém o dominio RGD e possui alta afinidade por
moléculas de adesaocelular: integrina avBs(Pierschbacher 1984). Esta
afinidade também foi comprovada porBeer e colaboradores (1992), onde o
dominio RGD com um numero variado de residuos de glicina foram avaliados

em plaguetas contento cinco receptores de integrina.

InUmeros peptideos contendo o fragmento RGD foram base de estudos
académicos e de aplicacfes clinicas (Hersel et al., 2003).De acordo com Hersel
e colaboradores (2003), o qualavaliou o fragmento GRGDNP (gly-arg-gly-asp-
asn-pro) para testar a influéncia das integrinas sob a contragdo do musculo
cardiaco, o fragmento RGD € a sequéncia peptidica mais utilizada para
estimular a adesao celular, pois se encontra amplamente distribuida em todo o
organismo, com capacidade de se ligar a mais de uma célula que contenha o

receptor de adesédo, possuindoalto impacto biologico celular.

Muitos outros estudos avaliaram o fragmento peptidico RGD como uma
nova classe de radiomarcadores tumorais e como antagonista as moléculas de
integrinas. Haubner e colaboradores (1999) realizaram estudos de
biodistribuicdo em modelo animal com melanoma, carcinoma mamario e
osteosarcoma usando os radiopeptideos ?°I-RGDdPV, (que demonstrou ser
um antagonista de integrina aV; seletivo com elevada afinidade) '*I-RGDdYV
e *I-RdADYV, respectivamente.

Ao longo dos anos o fragmento RGD vem sendo avaliado em diversos
tipos de tumores. Chen e colaboradores (2004a) estudaram a eficacia do
radiofarmaco *?°I-RGD-mPEG em camundongos com glioblastoma. Ainda em
2004b o grupo radiomarcou o fragmento ciclico c(RGDyK) com F*®, como um
potencial marcador, para imagem cerebral. Wu e colaboradores (2005) também
estudaram radiotracadores usando peptideos RGD radiomarcados com Cu®

em modelos animais com glioma. Em 2006, Jia e colaboradores avaliaram a
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bidistribuicdo do composto ®™Tc-RGDfK, o qual apresentou uma afinidade

significativa para a molécula integrina avf3s.

Durante a ultima década muitos peptideos lineares radiomarcados
também vem sendo estudados como tragadores para avfs. Liu, S. (2009)
estudou o complexo *®F-galacto-RGD, afim de, maximizar a capacidade de
acdo do peptideo e melhorar a cinética de absor¢cdo em tecidos alvo e
excrecdo do radiofarmaco de oOrgdos ndo especificos, apresentando uma
melhorespecificidade. Ainda no mesmo ano (2009), Liu e colaboradores
investigaram as  propriedadesdo peptideo RGD-BBN (Bombesina)
radiomarcado com ®Ga e demonstraram que o radiofarmaco *®Ga-Nota-RGD-
BBN exibiu um direcionamento especificocom alta captacdo tumoral e

imagiologia do tumor.

Recentemente, com o objetivo de desenvolver um novo agente de
imagem marcado com *™Tc, com afinidade para receptores superexpressos
em angiogénese, Oliveira & Faintuch (2015) radiomarcaram o fragmento RGD-
GX1 empregando o quelante HYNIC, para avaliacdo radioquimica e

propriedades bioldgicas.

Nesse sentido,0 fragmento peptidico proposto foi o GRGDYV. Este
fragmentofoi sintetizado, purificado e caracterizado com sucesso. O rendimento
final foi de aproximadamente de 30% e a pureza do peptideo também foi
confirmada tanto por cromatografia quanto por espectrometria de massas.

5.2. Radiomarcacao dos fragmentos peptidicos com lodo-131

O radiois6topo de escolha para os estudos de radiomarcacdo dos
peptideos propostos foi o iodeto de sédio (Na™!l) porque este radioisétopo
pode ser usado tanto para diagnostico quanto terapia (Nagamati, 2006), o que

poderia ser uma vantagem caso o iodo radioativo fosse capaz de inibir o
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crescimento de células tumorigénicas relacionadas ao glioblastoma. Além
disso, o0 iodo-131 apresenta alto indice de pureza, quimica de facil marcacao, e
sua distribuicéo é estabelecida em todo o Brasil (Akanji, 2006).

O método de escolha utilizado para a radiomarcagdo dos peptideos
propostos com o radioisétopo Na-**'1 foi o da substituicéo eletrofilica aromatica,
a qual envolve a utilizacdo de um agente oxidante para promover a oxidacéo
do iodo. Os agentes oxidantes mais utilizados sao os clorados como Cloramina
T e lodogen e ambos promovem a ligacao covalente do iodo catiénico ao anel
aromatico do residuo de tirosina do peptideo. Varios estudos demonstram a
eficiéncia desta metodologia com excelentes resultados (Lever, 1995; Kowalsky
et al, 2004; Colturato, 2005 e Nagamati, 2005).

Com o Na'!l foi possivel obter complexos extremamente estaveis
ligados ao anel fendlico do aminoacido Tyr que trata-se de um dos sitios de
ligagdo mais convenientes na marcacéao direta de peptideos.Corroborando com
diversos estudos descritos na literatura,Colturato e colaboradores (2005b)
apresentaram um estudo onde o peptideo VIP foi radiomarcado com lodo-131,
usando como agente oxidante a cloramina T. Vale ressaltar que apos a
definicdo do protocolo de radiomarcagdo, O rendimento radioquimico dos

peptideos propostos utilizando 0***I-Na foi acima de 90%.

5.2.1. Estudo da influéncia dos solventes na determinacdo do
rendimento radioquimico dos peptideos EEEEYFELV, DEDEYFELV
e GRGDYV.

Primeiramente para quantificarmos de forma precisa o rendimento
radioquimico dos fragmentos **!|-peptideos foi necessario definir o melhor
sistema de solvente a ser utilizado nas analises cromatograficas. De acordo
com Zimmer e Pavel 1978, é considerado o solvente mais adequado aquele
gue consegue separar de forma mais eficiente o radioisétopo livre do peptideo
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radiomarcado. Assim, foram selecionados os solventes que forneceram uma
melhor separacdo do iodeto dos peptideos radiomarcados. Neste estudo, 0s
peptideos radiomarcados apresentaram um fator de retengdo (Rf) = 0,1 — 0,2

enguanto o radionuclideo um Rf = 0,9.

Baseando-se ndo s6 no conceito de melhor separagdo, mas também
no melhor perfil cromatogréfico que fornecesse o valor real do rendimento
radioquimico, varios experimentos foram realizados e foi definido o melhor
solvente a ser utilizado nas analises cromatogréficas. Resumidamente,
obtivemos uma melhor eficiéncia radioquimica quando utilizamos MeOH 95%
(Whatmann 3MM) para os peptideos *'I-EEEEYFELV; *!I-DEDEYFELV e
ACN 95% (TLC-SG) para o peptideo **'I-GRGDYV. Desta forma a definicéo do
solvente a ser utilizado nas analises cromatograficas € muito dependente do
composto a ser radiomarcado, do radiois6topo e do préprio radiocomposto

formado.

Apds a obtencdo dos peptideos puros, iniciamos os estudos para a
definicdo do protocolo da radiomarcacgéo, avaliando a influéncia da quantidade
em massa dos peptideos, dos solventes utilizados nas analises
cromatograficas e do tempo de reacdo da cloramina T. Primeiramente,
utilizamos o solvente MeOH 70% (Whattman 3MM) porque este solvente é
considerado o solvente ideal para o ***I-Na segundo a farmacopeia Americana
(USP 33 NF 28) e avaliamos o perfil cromatografico do primeiro fragmento
EEEEYFELV em diferentes quantidades de peptideo (Figura 14), Os resultados
obtidos mostraram que o solvente MeOH 70% utilizado ndo foi um bom
solvente independente da quantidade em massa peptidica utilizada para a
separacdo do radioisotopo livre do peptideo radiomarcado, caracteristica
essencial para avaliar o rendimento radioguimico, conforme descrito em

Zimmer e Pavel, 1978.

Desta forma, uma vez que o MeOH 70% nao foi o adequado para
avaliar o rendimento radioquimico das radiomarcacfesrealizamos um estudo
de variacdo de solventes para o peptideo EEEEYFELV (Tabela 6 e Figura 15).
Entre os solventes avaliados (MeOH 70 e 85% e ACN 60%) o melhor perfil

cromatografico foi obtido com o solvente MeOH 85%
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As radiomarcacdes dos demais fragmentos peptidicos DEDEYFELV e
GRGDYV se deram, respeitando os parametros de marcagao previamente
definidos com o peptideo EEEEYFELV. Como era o esperado, o solvente
utilizado nas analises cromatograficas para o peptideo EEEEYFELV (MeOH
85%) também foi eficiente para determinarmos o rendimento radioquimico do
peptideo DEDEYFELV, uma vez que, trata-se de um analogo do peptideo
EEEEYFELV. Vale ressaltar que o rendimento radioquimico foi também
bastante semelhante ao primeiro fragmento, mostrando que os dois fragmentos
se comportam de maneira analoga quanto as reagdes de radiomarcagdo como
era o esperado, uma vez que, uma diferenca de apenas dois aminoacidos em
suas sequéncias (Glu®® por Asp) néo influenciaria na iodacdo do anel fenélico

da tirosina (Figura 18).

No entanto, as condicdes pré-estabelecidas ndo foram adequadas para
o terceiro fragmento peptidico, confirmando que embora a metodologia seja a
mesma, as caracteristicas de cada peptideo (carga, hidrofobicidade,
sequéncia) alteram o sistema de solvente que determina o rendimento
radioquimico de forma precisa. Assim, para o peptideo GRGDYV foi necessario
um novo estudo de variagcdo de solventes. A Tabela 7 e Figura 19, mostram
gue o melhor solvente para as analises cromatograficas do peptideo GRGDYV
foi ACN 95% (TLC/SG) o qual revelou um rendimento radioquimico ao redor de
98% (Tabela 7).

Diante deste alto rendimento obtido com os solvente ACN 95% para o
fragmento GRGDYV repetimos a radiomarcacdo de todos os fragmentos
EEEEYFELV, DEDEYFELV e GRGDYYV incluindo também os solventes MeOH
95% (Whatmann 3MM) e ACN 95% (TLC/SG). Os resultados obtidos
mostraram que ambos os solventes (MeOH 95% e ACN 95%) foram eficientes
para determinar o rendimento radioquimico de todos os fragmentos
(rendimento radioguimico acima de 90%), mostrando que no caso dos
peptideos avaliados uma alta porcentagem do solvente organico € necessario
(Figura 20). Assim, uma discreta melhora no perfil cromatogréfico foi observado
guando o solvente MeOH 95% (Whatmann 3MM) foi utilizado para os
peptideos EEEEYFELV, DEDEYFELV e para o peptideo GRGDYV o solvente
de escolha foi ACN 95% em fitas de TLC/SG.
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Apobs a definicdo dos melhores parametros a serem utilizados para cada
peptideo, os rendimentos radioquimicos alcancados foram em
média:92,4+4.5% e 92,1+4.2% (n=6) para os fragmentos **I-EEEEYFELV e
131.DEDEYFELV, respectivamente. Para o peptideo *'I-GRGDYV a

porcentagem de radiomarcacéo chegou proxima a 100% (97.7£0.9% (n = 6).

O resultado do rendimento radioquimico obtido para os fragmentos
peptidicos foi bastante similar aos descritos na literatura por Araujo e
colaboradores (2009), que radiomarcaram com I*** a molécula de DOTATATE,
como um tragcador para tumores neuroendécrinos obtendo resultados de
93,87%=0.8. Nossos resultados foram superiores ao apresentados por Sims-
Mourtada e colaboradores (2012) que radiomarcaram a proteina SHH (Sonic

Hedgehog) com '3

como possiveis marcadores para tumores de mama. O
rendimento radioquimico obtido por esses pesquisadores foi da ordem de 40-
65%.E rendimentos ainda mais baixos(ao redor de 30%) foram descritos por
Blom et al., 2012, onde varios peptideos contendo o dominio RGDforam

radiomarcados com Ga-68 com o uso de quelantes (DOTA e NOTA).

5.2.2. Estudo davariacdo da quantidade em massa dos peptideos e do

tempo de reacado de cloramina T.

Com o intuito de otimizarmos a radiomarcacdo, realizamos
primeiramente uma variacdo do tempo de reacao da cloramina T. A cloramina
T é um reagente oxidante bastante eficiente e promove a oxidag¢ao do iodo e
por substituicdo eletrofilica ocorre a incorporacéo do **!I-Na no anel aromético
do aminoacido tirosina presente na sequéncia dos peptideos. Esta metodologia
foi descrita por Hunter, 1970 e até hoje € um dos métodos de escolha para a

iodacao de peptideos.

Embora é descrito que a iodacdo ocorre em apenas 30s, avaliamos

também no tempo de 60s. Os resultados mostraram que o tempo de 60
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segundos de reacao da cloramina T foi mais eficiente, uma vez que melhorou o
rendimento radioquimico (91,5% em 60s ao invés de 84,4% em 30s) sem

gualquer degradacéo do peptideo EEEEYFELV.

Um estudo realizado por Nagamati, 2006 demonstrou que nenhuma
degradacdo do complexo radiomarcado(**!I-Dota-Tyr3-Octreotato)  foi

observada mesmo apo6s 10 minutos de reacéo da cloramina T.

Em segundo lugar, um estudo da variacdo da quantidade em massa dos
peptideos utilizados nas reacdes de radiomarcacao se fez necessario uma vez
gue, para os posteriores estudos in vivo é imprescindivel termos uma alta
atividade radioquimica. Assim apés a definicdo do melhor solvente para cada
peptideo, avaliamos a radiomarcacdo utilizando uma amostra peptidica de
100pg. Concomitante ao aumento de massa, a atividade do 1'** e o tempo de
reacdo de cloramina T foram aumentados, uma vez que, para uma maior
guantidade em massa de peptideo foi necessario um tempo maior de reacao
para que ocorresse a total iodacdo dos peptideos. Corroborando os estudos de
Couto, 2014 o qual descreve que a quantidade de amostra peptidica utilizada
na reacdo de marcacdo nao deve estar em excesso para poder diminuir ao
maximo a porcentagem de peptideo ndo marcado, impedindo ou diminuindo a

ligacdo dos peptideos radiomarcados aos receptores especificos.

Para esse estudo, avaliamos os tempos de 30, 90, 120 e 180 segundos
de reacdo do agente oxidante Cloramina T. A Tabela 8 e Figura 21 mostram
gue para uma quantidade de 100 pg dos peptideos resultados mais
satisfatérios sdo observados a partir de 90 segundos de reacdo. Assim,
estabelecemos de forma mais precisa o tempo de reacdo da cloramina T a ser
utilizado para obtermos melhores rendimentos radioquimicos utilizando os
peptideos propostos: 60s para quantidade em massa inferior a 50ug e 90s para

guantidade em massa superior a 50 ug (Tabela 9).

Deste modo, os resultados demonstraram que ha uma relacdo direta
entre a atividade do radionuclideo e a quantidade em massa do peptideo, bem
como, entre a quantidade em massa do peptideoe o tempo de reacdo da
cloramina T. Assim, é possivel mudar varios pardmetros, a fim de obter um

maior rendimento radioquimico. Vale ressaltar que alta eficiéncia de
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radiomarcacdo € necessaria para que o composto possa ser utilizado para
estudos in vivo. No entanto, a estabilidade do conjugado marcado também &

crucial para o sucesso de um novo radiofarmaco.

5.2.3. Determinacéo da pureza radioquimica.

E preconizado que para o uso clinico o composto radiomarcado precisa
apresentar pureza radioquimica superior a 95% (Zhao et al 2012), inferior a
esse valor o material precisa passar por processos de purificacdo (Couto,
2014). Entretanto, para estudos in vivo é aceitavel um radiofarmaco que

apresente uma pureza radioquimica > 90% (Faintuch et al 2014).

No nosso estudo, apos a definicdo dos melhores parametros para cada
peptideo, os trés peptideos radiomarcados apresentaram uma pureza
radioquimica superior a 90% quando uma quantidade de 25 pg dos peptideos
foi utilizada, demonstrando que a metodologia de radiomarcacéo foi adequada.
Uma diminuicdo na pureza radioquimica (82-91%) foi observada quando 100

Hg de peptideos foi utilizada (Tabela 10).

5.2.4. Determinacdo da estabilidade de marcacéo dos **I-peptideos.

O radiois6topo iodo-131, possui propriedades que permitem sua
utilizacdo ao longo de uma semana, pois sua meia vida fisica é de 8 dias
(Kowalsky et al., 2004). Contudo, como sua atividade vai diminuindo ao longo
dos dias realizamos o estudo da estabilidade da marcacéo até trés dias apos a
marcacao, pois para os estudos in vivo ha a necessidade de termos uma alta
atividade do complexo radiomarcado. Além disso, uma alta estabilidade
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apresentada pelos peptideos radiomarcados no meio reacional é essencial

para um possivel uso na pratica clinica.

Estudos anteriores realizados por Araujo e colaboradores (2008)
mostraram que '*!I-peptideos em diferentes concentracbes permaneceram
estaveis por até 24 horas apdés a marcagdo. NO nosso caso, para uma
quantidade em massa de 100 pg (Figuras 22 e 23) observamos uma
diminuicdo do rendimento radioquimico logo apés as primeiras horas para os
peptideos '*'I-EEEEYFELV e ™!-GRGDYV, enquanto o peptideo *3!I-
DEDEYFELV néo apresentou nenhuma degradacéao durante as 72h avaliadas
guando o meio reacional foi mantido a temperatura ambiente. (Figura
22).Quando mantidos refrigerados, (Figura 23) os *!|-peptideos foram mais
estaveis, apresentando uma pequena diminuicdo da estabilidade apenas 48h
ap6s a marcacdo. Quando uma amostra de 25 ug foi utilizada, todos os **!I-
peptideos apresentaram uma alta estabilidade (Figura 24), ou seja, ndo houve
degradacdo do complexo marcado, em até 72 horas de controle radioquimico.
Couto e colaboradores 2007, também avaliram a estabilidade de peptideos

marcados com Lul”’

sob refrigeracdo, e o0s complexos radiomarcados
permaneceram com rendimentos superiores a 90%, mesmo apds 5 dias de

marcacao.

Entretanto para os estudos in vivo é desejado que os peptideos
radiomarcados também apresentem alta estabilidade em plasma humano. E os
resultados deste experimento mostraram que os fragmentos ‘*'I-DEDEYFELV
e ¥I-GRGDYV apresentaram alta estabilidade radioquimica nas primeiras 24
horas ap6s a incubacgdo a 37 °C corroborando com os estudos realizados por
Colturato e colaboradores (2005), onde os radiopeptideos foram estaveis com
pureza acima de 90% durante 24 horas. Diferentemente dos radiopeptideos
avaliados por Couto 2014, que apresentaram estabilidade no plasma humano
por apenas 1 hora, e um decréscimo na pureza radioquimica de até 20% nas
primeiras 24 horas. JA no estudo descrito por Nagamati 2006, a pureza
radioquimica caiu em média 13% apos 24 horas. Em nossos estudos o Unico
fragmento que apresentou uma diminuicdo da estabilidade da ordem de 10%
(Figura 25) foi o peptideo EEEEYFELV, confirmando que o anéalogo
DEDEYFELV sintetizado é mais estavel. Uma boa estabilidade dos derivados
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radiomarcados no soro, pode refletir em uma maior quantidade de
radiofarmaco intacto presente no alvo desejado, aumentando a probabilidade
de ligagéo. (Couto, 2014).

De acordo com Santos e colaboradores (2008), muitos compostos
radiomarcados decompfem-se por acdo da radiacdo emitida pelo préprio
radionuclideo. Este efeito, chamado de radidlise, pode acontecer quando a
atividade especifica do composto é muito elevada. A radidlise pode provocar a
guebra da ligacdo quimica entre o radionuclideo e a molécula ou interagir com
o solvente formando radicais livres, que também podem ter efeito nocivo para o
composto radioativo, promovendo o aparecimento de impurezas radioquimicas.
No nosso estudo ndo observamos aumentos significativos de impurezas devido

a radidlise durante o periodo de incubacéo do complexo radiomarcado.

Além disso, os resultados de estabilidade dos '*!I-peptideos estdo
coerentes com o a literatura que descreve que, em geral, a estabilidade dos
complexos formados diminuem chegando até 70% em 24 horas ap0s marcagao
(Okarvi & Jammaz, 2003).

5.2.5. Determinacao daligacéo as proteinas plasmaticas

Os estudos da ligacdo as proteinas plasméticas mostraram uma
porcentagem de ligacdo dos peptideos ***I-EEEEYFELV e **!|-DEDEYFELV ao
redor de 50% e de 30% para o peptideo *'I-GRGDYV (Figura 26). Neste
sentido, podemos afirmar que se trata de compostos com forte indicio de sua
potencial aplicabilidade nas radiofarmacias hospitalares uma vez que,
aproximadamente de 50% a 70% dos complexos formados dependendo do
peptideo avaliado estéo livres para atingir o alvo desejado, corroborando com
os estudos de Oliveira e colaboradores (2015), onde obtiveram uma ligacdo as
proteinas plasméticas de 54,87 + 5,49% para o radiotracador 99MTc-HYNIC-E-
[c(RGDfk)-c(GX1)].
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Assim radiocompostos altamente ligados apresentam baixas taxas de
depuracdo da radioatividade do sangue, comprometendo sua liberagcdo aos
tecidos e/ou 6rgdos alvos. Somente drogas livres ou ndo ligadas na circulagéao
sdo capazes de difundirem através das paredes dos vasos, alcancando assim

o sitio de acéo (Jeghers et al., 1990).

Em geral,baixas liga¢des dos radioconjugados as proteinas plasméaticas
pode estar relacionada ao carater hidrofilico dos complexos também avaliados
pela sua lipofilicidade. Em outras palavras, quanto menor a lipofilicidade do
composto menor seria a porcentagem de LPP. Entretanto, ndo observamos
uma relacdo relevante entre a ligagdo as proteinas plasmaticas e a
lipofilicidade dos peptideos descrita abaixo. Similarmente, nenhuma diferenca
relevante na porcentagem de LPP foi encontrada no estudo comparativo
realizado por Vanderheyden et al. (2006)quando a molécula Anexina-V foi

radiomarcada com *°"Tc.

5.2.6. Determinacdo da lipofilicidade dos peptideos radiomarcados

através do coeficiente de partigao.

De acordo com Kothari e colaboradores (2003), o coeficiente de particao
€ uma das principais propriedades fisico-quimicas de um farmaco, pois sua
farmacocinética e biodistribuicdo in vivo dependem da sua caracteristica
hidrofilica ou lipofilica. Quanto maior o Log P, maior é afinidade da substancia
pela fase organica.

Nossos resultados apresentados na Tabela 11 mostraram que 0s
fragmentos peptidicos radiomarcados, apresentaram afinidade pela fase
aguosa, com Log de P negativos corroborando com valores de hidrofobicidade
também negativos, por se tratarem de fragmentos hidrofilicos. Varios estudos
avaliando peptideos pequenos com o dominio RGD mostraram resultados de
coeficiente de particdo negativos, independente do radiois6topo utilizado

72



7

(Oliveira, 2015; Wu et al., 2015), mostrando que a lipofilidade é altamente

dependente da carga e do tamanho do peptideo avaliado.

Vale ressaltar que altos valores de lipofilicidade é considerado
indesejavel em um radiofdrmaco porque leva a via de excrec¢ao intestinal ao
invés da renal (Lister-James, 2004). Isso ocorre porgue as caracteristicas
lipofilicas dos farmacos promovem sua passagem através das membranas
biolégicas e acesso subsequente a seu local de acao dificultando sua excrecéo
do corpo. Além disso, compostos lipofilicos sdo amplamente reabsorvidos e
voltam para a circulagdo sistémica. Por outro lado, o metabolismo de farmacos
mais hidrofilicos é de fundamental importancia para a eliminagdo desses
compostos do organismoao término de sua atividade biologica (Brunton et al,
2010)

5.2.7. Estudo da interacdo dos peptideos radiomarcados com as células

tumorigénicas

O estudo da interagdo dos peptideos com as células tumorigénicas em
cultura de células C6, mostraram-se promissores.Umaafinidade de
aproximadamente 3% foi observada para o fragmento *'I-EEEEYFELV e de
5% para os fragmentos™'I-DEDEYFELV e "*'-GRGDYVenquanto o grupo
controle contendo somente o iodo-131 a afinidade diminuiu para 0,3%, iSSO
demonstra que os peptideos sdo essenciais para que ocorra a interacdo com
as células tumorigénicas (Figura 27). Uma maior afinidade do peptideo *I-
DEDEYFELV em relacdo ao seu andalogo '*'I-EEEEYFELV pode estar

relacionada a sua maior estabilidade.

Comparando os nossos resultados com o estudo apresentado por
Faintuch e colaboradores (2014) onde uma interacdo de apenas 0,05% foi
obtida apés 1 hora de incubacdo da radiomolécula **"Tc-MAG3-PEGS-

c(NGRyk) em tumores de pulmdo, ovario e protata e uma interacdo de
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0,68%quando incubada em células de glioblastoma U87MG, acreditamos que o

nosso resultado é bastante promissor para a continuidade dos estudos.

A interacdo dos peptideos radiomarcados com as células
tumorigénicastambém foi avaliada utilizando homogenato de cérebro de
animais modelos de glioblastoma. Uma interagcdo de aproximadamente 4%foi
verificadaparaos fragmentos peptidicos **'I-EEEEYFELV e *'|-DEDEYFELV, e
para o terceiro fragmento *'-GRGDYV, a interacdo foi de 1,7%, porém
superior ao grupo controle onde foi usado cérebro de animais sadios (grupo
controle).Quando somente o radioisétopo 1*** livre foi avaliado a interacao foi
praticamente nula mostrando que sequéncia peptidica é essencial para a
interacdo0 com 0s receptores superexpressos em células tumorigénicas
contidas no precipitado do homogenato do cortex cerebral. Embora
preliminares, os estudos de interacdo com células tumorigénicas se mostraram

bastante promissores.
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. CONCLUSOES

Os peptideos EEEEYFELVY, DEDEYFELV e GRGDYV foram

eficientemente sintetizados, caracterizados e purificados;

Os estudos de radiomarcacao demonstraram que a técnica de marcagao
dos peptideos utilizando o método da cloramina T po6de ser executada
com bons resultados possibilitando um grande potencial para aplicacao
clinica. Ressaltamos que as trés moléculas dos peptideos propostos,
embora a primeira seja descrita na literatura, nenhum dos fragmentos

passaram por outro estudo de radiomarcacao.

Complexos estaveis foram obtidos na ordem de 92,4+4.5% e 92,1+4.2%
para os fragmentos “'l-EEEEYFELV e "*!I-DEDEYFELV quando o
sistema cromatogréfico foi Whatman 3MM em MeOH 95%. E pr6ximo a
100% (97.7+0.9%) para o peptideo **'I-GRGDYV quando utilizamos o
solvente ACN 95% (TLC-SG).

Os estudos de estabilidade mostraram que todos os peptideos foram
estaveis em até 72 horas, mas melhores resultados foram observados
guando os peptideos foram armazenados em geladeira.

Os estudos de ligacdes as proteinas plasmaticas mostraram que 0s 181
peptideos apresentaram uma porcentagem de LPP ao redor de 40% o

gue altamente compativel para aplicacdes clinicas.

Todos os peptideos radiomarcados possuem carater hidrofilico, e devem
mostrar preferencialmente alta excrecdo renal, uma propriedade

vantajosa para radiofarmacos de diagnostico.

Os trés fragmentos peptideos radiomarcados apresentaram
interacbescom células tumorigénicas, tanto no estudo realizado em

homogenato quanto diretamente incubados em cultura de células.
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7. RESUMO

Varios receptores peptidicos sdo superexpressos em células
tumorigénicas. Peptideos radiomarcados que se ligam com alta afinidade e
especificidade aos receptores de células tumoraispossuem um grande
potencial tanto para diagndéstico quanto terapia.O objetivo do presente trabalho
foi avaliar a eficiéncia de radiomarcacdo dos complexos de ***I-peptideos, bem
como, a sua interacdo com o receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR) ou com a molécula de adesdo celular integrina avp3,
ambossuperexpressos numa ampla variedade de tumores. O peptideo Glu-Glu-
Glu-Glu-Tyr-Phe-Glu-Leu-Val e seu analogo Glu-Asp-Glu-Asp-Tyr-Phe-Glu-
Leu-Val com afinidade para o receptor EGFR e o fragmento Gly-Arg-Gly- Asp-
Tyr-Val contendo o dominio RGD e com alta afinidade para o receptor integrina
foram sintetizados, purificados e radiomarcados com o radioisétopo **'I-Na.A
radioiodacao foi avaliada e otimizadautilizando a metodologia da cloramina-T,
afim de, obtermos peptideos radiomarcados com maior estabilidade e
especificidade.Todos os peptideos mostraram rendimento radioquimico entre
90-98% e pureza radioquimica em torno de 90%.0s estudos de estabilidade
mostraram que todos os peptideos foram estaveis em até 72 horas quando
armazenados em geladeira e até 24 horas em soro humano. Todos os -
peptideos possuem caracteristica hidrofifica demonstrada pela determinacéo
do coeficiente de particdo e apresentaram uma porcentagem de ligacdo as
proteinas plasmaticas ao redor de 40% o0 que é altamente compativel para
aplicacdes clinicas. Além disso, os trés fragmentos peptidicos radiomarcados
apresentaram afinidade com as células tumorigénicas relacionadas ao
glioblastoma tanto no estudo realizado em homogenato quanto em cultura
celular.Em conclusédo, os peptideos foram eficientemente sintetizados e as
estratégias de radiomarcacdo mostraram resultados bem sucedidos. Além
disso, os resultados obtidos sédo consistentes para aplicacdo clinica. Deste
modo, estes peptideos radiomarcados podem se tornarem U(teis para uma

ampla variedade de estudos in vitro e in vivo.
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8. ABSTRACT

Cancer cells overexpress many peptide receptors. Radiolabeled peptides
that bind with high affinity and specificity to the receptors on tumor cells hold great
potential for diagnostic and therapy. The objective of this study was to evaluate the
radiolabeling efficiency of the of **!I-peptides complex, as well as their interaction
with the epidermal growth factor receptor (EGFR) or cell adhesion molecule
integrin avp3, both overexpressed in a wide variety tumors.The Glu-Glu-Glu-Glu-
Tyr-Phe-Gly-Leu-Val peptide and its analogue Glu-Asp-Glu-Asp-Tyr-Phe-Leu-Val-
Glu both with affinity for EGFR receptor and the fragment Gly Arg-Gly-Asp-Tyr-Val
containing the RGD domain with high affinity for the integrin receptor were
synthesized, purified, and radiolabeled with a radioisotope *'I-Na.The
radioiodination was evaluated and optimized using the methodology of
chloramine-T in order to obtain radiolabeled peptides with improved stability and
specificity. All peptides showed radiochemical yield between 90-98% and
radiochemical purity around 90%. The stability studies showed that all the peptides
were stable within 72 hours when stored in the refrigerator and up to 24 hours in
human serum.All **'I-peptides have hydrophilic character demonstrated by the
determination of the partition coefficient and showed a binding percentage to
plasma proteins around 40% which is highly compatible for clinical applications.
Furthermore, the three radiolabeled fragments presented affinity with tumorigenic
cells related to glioblastoma in both homogenate and in cell culture. In conclusion,
the peptides were efficiently synthesized and radiolabeled strategies showed
successful results. Moreover, the results obtained are consistent for clinical
application. Thus, these radiolabeled peptides may become useful for a wide

variety of in vitro and in vivo studies.
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