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RESUMO

O uso de anticorpos e peptideos radiomarcados em radioimunodeteccéo e radioimunoterapia,
tem sido extensivamente estudado nas Ultimas décadas. O principal problema associado ao uso de
proteinas radioiodadas é a delodacdo observada “in vivo®. Diversas metodologias de marcacdo
indireta de proteinas, tém sido estudadas a fim de minimizar esta dehalogenacdo. O objetivo deste
trabalho foi a obtencéo do grupamento prostético iodado N-succinimidil 4-radioiodo benzoato (SIB),
a partir iodacdo do &cido p-bromo-benzdico e posterior reacdo com TSTU. Os resultados mostram
gue a obtencéo deste grupamento prostético apresenta um bom rendimento.

L INTRODUCAO

O uso de anticorpos e peptideos radiomarcados em
radioimunodeteccdo e radioimunoterapia, tem sido
extensivamente estudado nas Ultimas décadas.

Diversos nuclideos metdlicos como Indio-111,
Tecnécio-99m, Renio-166, Cobre-67, Tritium90 e os
radioisotopos do lodo tém sido utilizados na marcacdo
destas biomoléculas. Destes, o0s isdtopos do iodo
gpresentam uma série de vantagens para estudos pré-
clinicos e clinicos na marcacdo de proteinas para
diagndstico e terapia de tumores, sendo o **!1 utilizado para
tratamento de massas tumorais sdlidas, o I em
diagnésticos “in vitro”e 0 | utilizado em diagnésticos “in
vivo'[1,2].

O principal problema associado ao uso de proteinas
radioiodadas € a deiodacdo observada “in vivo'. Esta
dehalogenacdo estd relacionada com a degradacdo
enzimética do residuo iodotiroisina produzido na iodacéo
eletrofilica de proteinas, como resultado da semelhanca
estrutural com hormonios datiredide [3].

Diversas metodologias de marcacdo de proteinas,
baseadas no uso de intermediarios bifuncionais, que ap6s
serem radiomarcados sdo acoplados a proteina, tém sido
descritas ra literatura [4,5,6]. Estes métodos indiretos de
marcagdo visam minimizar os danos causados a proteina
durante 0 processo de marcagdo e a dehalogenacdo da
molecula biologicamente ativa “in vivo”. Outra vantagem
desta radioiodacdo por via indireta é a possibilidade de

iodacéo de peptideos que ndo possuam residuos de tiroisina
ou higtidinalivres.

O objetivo deste trabalho foi a obtencéo do
grupamento prostético iodado N-succinimidil 4-radioiodo
benzoato (SIB), paramarcacéo de proteinas por viaindireta.
Para tal utilizamos uma rota aternativa descrita por
Stocklin e colaboradores [7]. Este grupamento foi
originalmente obtido por Zalutsky e col. [4] e Wilbur e
col.[5], a partir da radioiodinacéo do derivado estanilico N-
succinimidil-(tri-n-butilestanil)benzoato (ATE).

Este estudo faz parte de um projeto coordenado pela
IAEA para o desenvolvimento de metodologia de marcacdo
e controle de qualidade de proteinas com 3 e F.

IL MATERIAL E METODOS

Material

O Na™ utilizado foi produzido no Centro de
Radiofarmécia do [IPEN-CNEN/SP. O &cdo p-
bromobenzoico foi obtido junto a Sigma-Aldrich e 0 0-(N-
succinimidil)-N,N,N’,N’ -tetramethiluronium
tetrafluoroborate (TSTU) junto a Fluka Chemika. Os
solventes usados foram de ato grau de pureza (Sigma
Aldrich). Colunas do tipo Sep-Pack de silicae C-18 foram
obtidas da Waters e as colunas de silica e as de G-18 para
cromatografia liquida de ata eficiéncia (CLAE) foram
obtidas na Whatman.
Métodos
Obtencio do acido p-iodobenzéico — Utilizou-se



metodologia descrita por Moerlin e col. [8] para
radioiodacdo do é&cido p-bromo-benzdico em meio de
dimetilsulfoxido e em presenca de catalisador de Cu(l).
Avaliou-se a influencia do tempo de reacdo (20, 40 e 60
minutos), temperatura (155, 165 e 175°C) e concentracdo
de CuCl (0,005, 0,01, 0,1 e 0,2M) no rendimento de
marcacd. O &cido p-[**!1]iodobenzdico obtido foi
purificado para separagéo do radioiodo livre. A purificacdo
foi realizada conforme descrito por Stocklin e col. [7]
utilizando-se coluna Sep-Pack C-18 pré saturada com agua
e posteriormente eluida com agua (5mL) e acetonitrila
(10mL). Alternativamente introduzimos a purificacéo por
processo de precipitacdo do composto com agua, seguida
de centrifugacdo, lavagem e separacdo das fases com
subsequente ressuspensdo do produto purificado em
acetonitrila (300-400p4.). O controle radioquimico desta
fase foi realizado em CLAE usando-se coluna C-18 (5nin,
4,6 250mm) e um gradiente de metanol/agua e em
cromatografia de papel W3MM utilizando-se uma solugdo
de clorof ormio:écido acético (9:1) como fase moével.
Obtencdo do SIB — Apos acalinizacdo do meio de reagdo
adicionase a0 &cido p- [*Y1]iodobenzéico purificado
100k de TSTU (0,2M), e deixa-se reagir por 15 min. a
60°C. A purificacdo do SIB é realizada em coluna Sepack
de silica eluida @m hexano (40mL) e hexano:acetato de
etila 30% (30mL). Nesta fase a pureza radioquimica do
produto foi determinada por CLAE com uma coluna de
silica (Partisil 10pn, 4,6 250mm) e uma mistura de
hexano:acetato de etiladcido acetico (70:30:0,2) como
solvente e em cromatografia de camada delgada (TLC-SG)
com uma solucdo de hexano:acetato de etila(70:30) como
fase mével.

118 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 1 podemos observar o efeito de diferentes
intervalos de tempo sobre a substituicdo do Br do acido
bromobenzdico pelo radioiodo. Estes resultados foram
obtidos utilizando-se cromatografia em papel como
descrito anteriormente. Os Rf obtidos neste sistema foram:
doiodo livre = 0,0 e do &acido p-radioiodobenzéico = 1,0.
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Figura 1 - Efeito do tempo na producéo
do &cido -[**"1]iodobenzdico
A andlise do estudo da concentracdo de CuCl a ser
usada foi redlizada em CLAE onde o &cido

[**!]iodobenzéico apresentou um Rt=32 min. e o
radioiodo livre um Rt de 3,8 min. Utilizando-se
concentragdes 3 0,1M de CuCl, observou-se também um
pico de Rt= 2,7 min., que esta relacionado com excesso de
cobre (figura 2).
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Figura 2 — Efeito das concentracfes de CuCl no
rendimento do &cido p-iodobenzoico

A temperatura escolhida para reacdo foi de 165°C
uma vez que temperaturas maiores ndo contribuem para
melhora do rendimento de marcac&o, conforme observado
na figura 3. Apesar da temperatura de 155°C promover
resultados semelhantes, sua utilizacdo foi excluida uma
vez que promove formagdo de outra espécie radioguimica
aém do &cido-p-radioiodobenzéico e o iodeto livre
observada no control e radiogquimico da marcaggo.
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Figura 3 - Efeito do temperatura na producéo
do &cido -[**"1]iodobenzdico

Na reacédo do &cido p -[*"]iodobenzéico com
TSTU, observou-se que, apés purificacdo em coluna de
Sepack, aproximadamente 6,5% da atividade do &cido p
[**!1]iodobenzéico inicial encontra-se na fragdo de hexano,
51,4% na fragdo de hexano:acetato de etila 30% e o
restante permaneceu retido na coluna. Ou sgja, 0 SIB foi
obtido na fragdo de purificagdo de hexano-acetato de etila
com rendimento de 51,4% da atividade inicial do acido p-
[**Y1]iodobenzéico.

Esta frac8o devera ser evaporada a secura em um
frasco conico para reacdo com 1gG humano. Os estudos de
acoplamento deste composto a proteina encontram-se em
fase preliminar.
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ABSTRACT

Antibodies and peptides labeled with radionuclides
has been extensvely used in radioimunotherapy and
radioimunodetection. The principal problem with the use of
radioiodinated proteins is the in vivo dehalogenation. The
use of prosthetic groups for indirect labeling of proteins
with radioiodine has showed to be useful on labeling
proteins with greater in vivo stability. A procedure is
described for the preparation of an radioidinated prosthetic
group (N-succinimidy 4-radioidine-benzoate-SIB), using
procedure described by Stocklin et al, with the iodination of
p-bromo-benzoic acid and subsequent reaction with TSTU.

Preliminary labeling results showed that the prosthetic
group can be obtained in a good yield. The coupling of the
SIB to the protein will be studied using human 1gG as
protein model.



