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ABSTRACT

The purpose of this study is to examine a convenient sys-

tem that can be used to iodinate monoclonal antibodies which is rapid,

simple, efficient and reproducible, and which can be accomplished in ra

diopharmaceutical laboratories.lt is important to remember that antibod

ies are sensitive biochemicals, subject to losses of the activity that

is essential to their mode of action, namely the ability to bind specif

ic antigen.

The advent of solid phase iodination agents has greatly

expanded the range of gentle iodination techniques available for io-

dinating sensitive biological materials. The agent most widely used is

the Iodogen (1,3,4,6 tetrachloro-3a-6a diphenylglycoluril) method.

Anti-CEA 4C IgG (prepared in the Ludwig Institute-

Sao Paulo-tírasil) is used as model to evaluate the Iodogen methodology.

The miniature chromatographic system, also rapid, accu-

rate, simple, efficient was elaborated to determine the labelling effi-

ciency incorporation of iodine into immunoglobulin, and the radiochemi-

cal purity of I-anti-CEA.

(#) Paper presented at 5th Congress» - World Federation of Nuclear Medi-

cine & Biology, held in Montreal-Canada, August 26 - 31, 1990.
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RESUMO

0 objetivo deste estudo e a análise de um sistema adequado

para a iodaçao de anticorpos monoclonais, rápido, simples, eficiente e

reprodutivo, próprio aos laboratórios radiofarmaceuticos. É importante

lembrar que os anticorpos são moléculas bioquímicas sensíveis, sujeitas

durante a iodaçao a perda da atividade que e essencial ao seu modo de a

ção, especialmente a habilidade de ligação específica ao antígeno.

0 advento de agentes de iodaçao em fase solida, conduziu a

uma serie de técnicas de iodaçao, branda, útil para marcação de materi-

al biológico sensivel. 0 agente mais largamente usado e o Iodogen (1,3,

4,6 tetracloro 3a,6a difenilglicoluril).

Anti-CEA 4C IgG (preparado no Instituto Ludwig de Pes-
~11 2a,k -

quisa sobre o Cancer-Sao Paulo-Brasil) e usado, apôs a purificação em
Proteina A-Sepharose, como modelo para avaliar a metodologia do Iodo-

gen.

Elaborou-se um sistema de cromatografia miniaturizada tam-

bém rápido, simples, eficiente para determinar a eficiência de marca-

ção, incorporação do iodo na imunoglobulina e a pureza radioquimica do

1-anti-CEA.

(#) Trabalho apresentado no 5 th Congress - World Federation of Nuclear

MPdícírife i, Biologia, Montreal-Canadá, de 26 a 31 de agosto de

1990.



INTRODUÇÃO

A introdução da tecnologia de anticorpos monoclonais e o de

senvolvimento de métodos alternativos de radioiodação de proteína acele

rou o uso desses anticorpos como radioimunofarmacos em Medicina Nucle-

ar.

Nestes últimos 20 anos a tecnologia de radioiodação de pro-

teinas passou por modificações consideráveis objetivando o desenvolvi-

mento de método de marcação de proteína com a manutenção da integridade

bioquimica da molécula protêica.

A extrema sensibilidade dos procedimentos radioisotópicos é

essencial para a deteção das pequenas quantidades de antígenos presen-

tes na complexa mistura biológica.

A radioiodação, envolvendo agentes oxidantes, é o método

mais comum para marcação de proteína mas apresenta a desvantagem de, o-

casionalmente, danificar a proteína resultando na destruição de deternú

nantes antigênicos ou outra atividade biológica.

0 uso ín vivo de anticorpos monoclonais radioiodados como

radioimunofarmacos no diagnostico e terapia de tumor, e o fato de serem

estes reagentes facilmente danificados pela radioiodação torna necessá-

rio a padronização de um método de radioiodação, eficiente, tecnicamen-

te simples, brando, reprodutível, enfim um método apropriado à marcação

de biomolecuias sensíveis como o método do Iodogen(Fraker & Speck,1978;

Salacinsky e col.,1981). 0 Iodogen.l,3,4,6 tetracloro 3a,6a difenílgli-

coluril (Pierce Chemicals), composto insoluvel na água, foi primeiramen

te descrito por Fraker & Speck em 1978 como agente de iodaçao em fase

sólida para marcação de proteína. 0 Iodogen, pela natureza hidrofóbica,

mantem-se imobilizado na base do tubo de reação, durante a iodaçao, mi-

nimizando a exposição direta da proteína ?o agente oxidante diminuindo,

consequentemente, o dano a proteína.

Iniciamos nossos estudos com a purificação da molécula de î

munoglobulina (anticorpo monoclonal anti-CEA 4C da classe IgG ,con

tido no fluido ascítico de camundongo BALB/c isogênico imunizado ' com

CEA-antígeno carcínoembríônico- gentilmente cedido pelo Instituto Lud-

wig de Pesquisa sobre o Cancer-São Paulo-Brasil) por afinidade cromato-

gráfica em Proteína A-Sepharose. Proteína A é uma proteína produzida pe

Ia maioria das linhagens de Staphylococcus aureus (Staphylococcal Pro-

teína A) acoplada a Sepharose.

Se o anticorpo monoclonal (imunoglobulina IgG) e de uma

classe que se liga à Proteína A (IgG ,IgG e IgG ) a afinidade croma-
, 2a 2b 3

tografica em Proteína A-Sepharose, pela sua disponibilidade comercial

(Pharmacia Fine Chemicals,Uppsala-Sweden), alta capacidade de ligação e

condições brandas de eluição é método de escolha para a purificação de

imunoglobulinas.

Cinco mililitros do gel intumescido (l,5g seco) é capaz de

ligar 100-125mg de IgG. As condições de eluição da IgG ligada â Proteí-



na A dependem da subclasse de IgG.

Para a radioiodaçao do anti-CEA 4C da classe IgG purifi^

cado em Proteína A-Sepharose utilizamos o método do Iodogen. Investiga-

mos também os procedimentos de cromatografia miniaturizada (Colombeti &

col.,1976;Zimmer & col.,1978) de baixo custo e de avaliação rápida, exa

to e reprodutivel. A vantagem deste método esta no fato das impurezas

moverem-se com a frente do solvente (Rf 0,8-1,0) enquanto que o radio-

farmaco permanece proximo a origem (Rf 0,0-0,3 ou vice-versa). Isto per

mite cortar a fita ao meio (Rf 0,5) e ensaiar os dois segmentos para de

terminar o nivel de impureza radioquimica na preparação.

Utilizando sistemas de papel e solvente especifico e possí-

vel quantificar os componentes radioquimicos dentro do radiofarmaco com

base na migração perceptivel ao iongo do cromatograma.

MATERIAL E MÉTODOS

Para estes estudos usa-se sempre o anticorpo monoclonal an-

ti-CEA 4C , imunoglobulina da classe IgG doado pelo Instituto Lud-
11 - 2a, k

wig de Pesquisa sobre o Cancer.

1. Purificação do anti-CEA

1.1. Preparo da coluna de purificação

A coluna de Proteína A-Sepharose é preparada de acordo com

Ey & col.,1978. Intumesce-se l,5g de Proteína A-Sepharose em

5ml de PBS (tampão fosfato-salina) lOmM, pH 8,0. A Proteína A-

Sepharose intumescida e empacotada em pipeta de vidro de 10ml.

Antes do uso a coluna e lavada com tampão citrato-acido cí-

trico 0,lM, pH 4,5 para remoção de algum material imprecisamen-

te ligado. A seguir a coluna e equilibrada com tampão fosfato

0.1M, pH 8,0.

1.2. Preparo do fluido asei tico

0 fluido ascítico é diluído em PBS lOmM, pH 8,0 (2:l,v/v).Ve

rifica-se o pH 8,0.Um ml do filtrado de ascite e aplicado à co-

luna de Proteína A-Sepharose. Lava-se a coluna com tampão fosfa

to 0,lM, pH 8,0.0 efluente da coluna e monitorado em 280nm per

monitor de fluxo Uvicord LKB e registrador até a absorbância a

í?80nm retornar a linha basal.

Para a eluíçao do anticorpo, subclase IgG usa-se como e-
* 2a

luente o tampão citrato-acido citrico O,lM,pH 4,5.0 efluente da

coluna e monitorado ate que a absorbância em 280nm retorne a li

nha basal.

A razão do fluxo e de 0,46ml por minuto. Coletam-se frações

de 3,0ml.A denaturação da IgG é minimizada por adição de 0,65
ml de Tris-HCl 1M, pH 9,0 a cada tubo para garantir a neutrali-
zação das frações coletadas. Apôs o uso, a coluna e reequilibra
da com tampão fosfato 1M, pH 8,0. ~



A coluna pode ser usada repetidamente (40-50 vezes) sem de-

terioração ou troca nas propriedades de ligação.

Radioiodação do anti-CEA: Iodogen

A radioiodação de anticorpos monoclonais envolve, em geral,

os mesmos princípios e procedimentos aplicados a proteínas. Escolhem

se as condições de reação baseando-se na eficiência e na concentra-

ção do anticorpo.

0 Iodogen (lmg) é dissolvido em diclorometano para concen-

tração 0,1mg/ml. Desta solução lOOul (lOug)são pipetados nos tubos

de reação. A remoção do solvente, por simples evaporação, resulta

na formação de um fino filme na base do tubo. Esses tubos, assim re-

vestidos, são preparados com antecedência e estocados por um período
o

de ate um ano em dissecador a -20 C.
A iodação da imunoglobulina é desenvolvida por simples adição

de I seguido pela imunoglobulina nas quantidades adequadas para a

atividade específica desejada. 0 tempo de reação e tipicamente de 10

minutos a temperatura ambiente. A reação e encerrada por simples re-

moção do conteúdo do tubo.

A preparação é aplicada a uma coluna de resina de troca iô-

nica Dowex X1-X8, 100-200 mesh, forma cloreto para a purificação.

2.1. Iodação

No tubo de reação revestido com lOug de Iodogen, preparado

previamente, os reagentes são adicionados como se segue:40ul d*>

tampão fosfato 0,5M, pH 7,5, lOul de I (2mCi) e 20ul de an-

ti-CEA (37ug). A reação é processada em 10 minutos à temperatu-

ra ambiente e encerrada com a adição de 300ul de tampão fosfato

0.05M, pH 7,5. Separam-se alíquotas para a determinação da efi-

ciência de marcação (percentual de I incorporado à molécula)

por um sistema de cromatografia miniaturizada. 0 conteúdo do tu

bo de reação é aplicado a coluna preparada com resina de troca

iônica Dowex X1-X8, 100-200 mesh, forma cloreto (Bio-Rad) para

a remoção do I que não reagiu.

2.2. Preparo da coluna de resina de troca iônica Dowex X1-X8 (Wong &

col.,1988)

A purificação é razoavelmente simples. 0 conteúdo do tubo

de iodação e aplicado em uma pequena coluna de resina de troca

iônica (seringa de lml de plástico descartável preenchida com a

resina previamente tratada). Lava-se a coluna com 40ml de tam-

pão fosfato 0,12P,M, pH 7,5 e então carrega-se com 25mg de albu-

mina humana dissolvida em pequeno volume de solução fisiológi-

ca. Lava-se novamente a coluna com 40ml de tampão fosfato

0,l25M, pH 7,5 para a remoção do excesso de albumina que não se

adsorveu com alta afinidade à resina de troca iônica. Esta colu

na não pode tornar-se seca durante a lavagem, antes e durante o

processo de purificação.
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O produto obtido na iodaçao do anti-CEA e aplicado a colu-

na. 0 I-anti-CEA ê eluído com tampão fosfato 0.125M, pH 7,5.

0 primeiro eluato (lml) corresponde ao I-anti-CEA puro e é
o

estocado a 4 C por duas semanas nara ensaios futuros.
Determina-se a pureza da preparação por um sistema de croma

tografia miniaturizada.

<?.3. Sistema de cromatografia miniaturizada

0 solvente ótimo para a determinação é escolhido em primei-

ro lugar.

Solvente: A seleção do solvente para a separação e quase que in

teiramente um procedimento empirico. Na maioria dos casos o sol̂

vente consiste de um líquido orgânico contendo água. Em muitos

casos também pode ser uir árido como ácido cloridrico ou um sal.

Suporte: 0 papel Whatman 3MM tem-se mostrado um excelente papel

cromatografico. A razão do fluxo resulta em rápida mas adequada

separação.

Para o desenvolvimento do método utiliza-se papel Whatman

3MM (Icmx6,5cm) como suporte e 3 solventes diferentes (TCA 10%,

metanol 85% e solução fisiológica).

Aplicam-se as amostras na origem (lcm da base do papel). As

fitas são colocadas em recipientes contendo lml de cada solven-

te. 0 cromatograma é desenvolvido para uma distância de 5cm. Es

se percurso é alcançado ao redor de 10 minutos. As fitas são re

movidas, secas e cortadas ao meio (seção 1 e seção 2) entre a o

rigem e a frente do solvente e cada seção contada no contador

gama de poço (well type scintillation counter-ANSR Gamma Count-

er, ABBOT Lab.) com uma janela de 200-500KeV. A atividade de ca

da seção é comparada com a atividade total da fita. A imunoglo-

bulina e precipitada na origem e o I livre cromatografado

com a frente do solvente.

RESULTADOS

1. Perfil de eluição (DO )de IgG^ do fluido ascítico de camundongo

BALB/c °

Observa-se na Fig» 1 o perfil de eluiçao monitorado no com-

primento de onda 280nm (DO ) de lml do fluido ascítico, previamen-

te tratado, aplicado à coluna de Proteína A-Sepharose, fluxo de 0,46

ml/min e frações coletadas de 3,9ml. Em pH 8,0 observa-se um pico ú-

nico de proteína. A IgG retida na coluna é eluída em pH 4,5.

2. Determinação da concentração de anti-CEA

A concentração da imunoglobulin , purificada é determinada

por espectrofotometria, medindo-se a densidade óptica no comprimen-

to de onda 280nr: e assumindo um coeficiente de extinção (1% , p/v;



1 cm) de 14 (Tabola 1).
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Fig.l-Períil de eluição (DO 1 do anti-CEA 4C IgG
280 11 2a,k

Tabela 1

CONCENTRAÇÃO DE ANTI-CEA

Kfluentes Absorbância (DO ) Concentração

280 ,
A mg/ml

]

2

3

4

1 ''98

2,68b

?,541

1,024

0,78

1,92

1,82

0,73

üs efluentes ? e 3 sao misturados e alíquotas de 50yl/tubo
o

sao estocadas a -20 C.

3. Kadioiodação

A eficiência das marcações expressa como a percentagem do

total de radioatividade na molécula, determinada em duplicata por

cromatografia miniaturizada e observada na Tabela 2.

131

4. Determinação da pureza radioquimica do I-anti-ÇEA

0 percentual da pureza radioquimica do I-anti-CEA, pri-

meiro eluato (lml) da coluna de resina de troca iônica determinado,

em duplicata, por cromatografia miniaturizada, resultou em 98% nos

dois procedimentos de marcação (Tabela 3).
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Tabela 2

EFICIÊNCIA DA MARCAÇÃO DO AHTI-CEA

Solventes

TCA 10%

Metanol 85%

S<?1. Fisioló-
gica

karcaçao n»r
Contagens (cpm)

Seção 1

1 201 210

1 317 470

1 090 320

1 463 990

392 758

249 457

Seção 2

429 489

435 814

440 399

668 992

165 197

118 706

Eficiência (X)

73

75

7"

6S

70
68

Marcação n* 2«*

TCA 10%

Metanol 85%

Spl.Fisioló-
gica

527
468

636

592

599

666

021
416

233

989

474

359

213
198

311

268

328

332

740
350

591

643

580

612

71
70

67

69

65

66

• Atividade específica 50uCi/pg

•• Atividade especifica 40 u(
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Tabela 3

PERCENTUAL DE PUREZA DO PRIMEIRO ELUATO DA COLUNA DE RESINA DE

TROCA IÕNICA DOWKX X1-X8 POR CROMATOGRAFIA MINIATURIZADA

Solventes

TCA 10%

Metanol 85%

Sol.Fisiológica

Harcaçac

Contagens

Seção 1

109 499

123 359

107 507

e6 309

74 270

92 801

> n« 1*

(cpm)

Seção 2

1 6iO

1 844

1 523

1 181

1 442

1 775

Pureza radioquimi

ca (%)

98
98

98
98

98
98

Marcação n« 2**

TCA 10%

Metanol 85%

Sol.Fisiológica

69
372

2
2S6

296
195

221
898

983
381

089
187

4

3

3
1

859
654

78
823

088
625

98
98

98
98

98
98

• Atividade específica 50 uCi/ug

•• Atividade específica 40

CONCLUSÕES

A técnica utilizada para a radioiodação do anticorpo mono-

clonal anti-CEA 4C^ IgG , após a purificação em Proteína A-Sepharo-

se, utilizando o método do'iodogen, rápido, simples e confiável; a puri

ficação em resina de troca iônica Dowex X1-X8; os procedimentos cromato

gráficos miniaturizados, já anteriormente avaliados (Souza & d . , 1986,

1987), pura a determinação da eficiência de marcação e pureza radioquí-

mica do I-anti-CEA, apresentam a conveniência e simplicidade essen-

ciais à Radíofarmácía.
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