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RESUMO

O anti-CEA IOR-1 (Centis Cuba) é um anticorpo monoclonal contra antigeno
carcinoembriondrio do carcinoma do célon. Marcado com “™Tc tem como principal aplicacio em
Medicina Nuclear: no estadiamento, deteccdo e avaliagdo de recidivas tumorais, especialmente
aquelas do trato gastrointestinal. Objetiva-se neste trabalho determinar se o anticorpo, uma vez
radiomarcado, conserva suas propriedades imunorreativas. Apds a reducdo, purificacdo e avaiagdo
da fracdo protéica do anti-CEA |OR-1 deve-se posteriormente realizar a marcagéo com pertecnetato
(®™c), via reducdo com Sn™, na presenca de um quelante fraco: metileno difosfonato (MDP) e
andisar a imunorreatividade. A determinacdo da imunorreatividade é realizada por métodos
quantitativos e qualitativos de imunoandlise. Este foi 0 método adotado, utilizando-se cromatografia
de afinidade em camada delgada. Um rendimento de 60% foi obtido, mostrando afinidade anticorpo-

antigeno.
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I. INTRODUCAO

Os anticorpos monoclonais (AcM) contra aguns
antigenos associados a tumores conduzem a possibilidade
prética de preparar anticorpos radiomarcados, atamente
especificos, utilizados como radiofarmacos no diagnostico e
terapia de cancer em humanos[l]. A preparacdo do
radiof&rmaco depende de um sistema de marcagdo que
conduza a uma ligagdo especifica com o radionuclideo
selecionado e que ndo danifique o sitio de ligagdo do AcM
com o antigeno[2].

Diferentes radionuclideos foram estudados para a
marcacdo de AcM[3], sendo o *¥™T¢ o radionuclideo ideal
utilizado no diagndstico clinico em medicina nuclear,
devido a sua disponibilidade na forma de gerador *Mo-
%MTc[4], de baixo custo, propriedades fisicas apropriadas
com um féton de 140 keV e uma mela vida de 6 horas. Os
métodos usados para a marcacdo de AcM com *™T¢ podem
ser por meio de técnicas diretas (acoplamento direto na
molécula) ou indiretas (acoplamento por meio de outro
composto gque funciona como ponte)[5].

A determinacdo da fragdo imunorredtiva, que é a
porcentagem do anticorpo radiomarcado que mantém a sua
especificidade original de ligagdo ao antigeno, € uma
importante medida do controle de qualidade[6].

O objetivo deste trabalho é analisar por métodos
guantitativos e qualitativos a imunorreatividade do
anticorpo anti-CEA |OR-1 marcado com *™Tc.

Il. PARTE EXPERIMENTAL

Marcacdo: Apés a reducdo, purificagdo e avaliagdo da
frag@o protéica do anti-CEA IOR-1 no espectrofotémetro,
as fragbes concentradas em 1mg /ml foram utilizadas para a
marcacdo direta pela adicdo de  pertecnetato de sodio
(®™TcOy), via reducdo com Sn*, na presenca de um
quelante fraco — metileno difosfonato (MDP). Os tempos
estudados foram 15, 30 e 60 minutos.

Controle Radioquimico: Para determinar a pureza
radioguimica foram utilizadas: fitas cromatogréaficas de
papel Whatman 1; Whatman 3MM (1 x 10 cm); ITLC-SG
(Al) e TLC fibra de vidro embebida em albumina 5% (2 x
10 cm), nos solventes: metiletilcetona (MEK), solucdo
salina (NaCl 0,9%) e ETOH:NH,OH:H,0 (2:1.5).

Controle de imunorreatividade: Para a determinacdo da
fracdo imunorreativa utilizou-se cromatografia em camada
delgada seguindo o seguinte método[ 6]:

1 - Preparo dasfitas cromatogréaficas:

" Ativar asfitas cromatogréficas de fibra de vidro (1 x 10
cm) impregnadas de silica gel (ITLC-SG) durante 30
minutos por aquecimento a 110 °C;

Preparar as fitas com antigeno positivo semeando 200
m do antigeno CEA (10 ng/ml) sobre asfitas de ITLC-
SG ativadas, aaproximadamente 3 cm da parte inferior,
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deixando-se 20 segundos para o antigeno se impregnar
na fita cromatogréfica;

Posteriormente, submergir as fitas completamente por 2
segundos em uma solugéo de soro albumina humano (5
mg/ml) em salina 0,9%, retirar as fitas e deixar que a
soluc&o se impregne por 20 segundos,

Enxaguar as fitas com &gua bidestilada e secar com ar
frio;

Colocar as fitas em uma estufa a 37 °C para secagem
completa;

Preparar as fitas com antigeno negativo colocando 200
m de soro fetal bovino. Seguir o mesmo tratamento
dado &s fitas de antigeno positivo.

2 - Marcacdo do anti-CEA-1:

" Recongtituir um frasco liofilizado de anti-CEA 1 (1,0

mg AcM/frasco) com 5ml de solucdo de pertecnetato
de sodio. Aliquotas de 2m (0,4 ng de AcM) foram
diluidas em 10ni com soro fetal bovino. Colocar os 10
m sobre as fitas tanto de antigeno positivo quanto do
antigeno negativo.
Redlizar as cromatografias em tampdo fosfato salina
(PBS) : etanol a 4% até aproximadamente 9 cm. Cortar
as fitas pela metade e determinar a porcentagem da
frac@o imunorreativa (%F!) utilizando a férmula (1):

% FI = (O/T)100 - %UlI ()
onde:

O = Atividade na origem da fita de antigeno positivo

T = Atividade total aplicada na fita de antigeno positivo
%Ul (unido inespecifica) = (Atividade na origem /
Atividade total) 100, da fita antigeno negativo, como mostra
aFigural.
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Figura 1. Determinagdo da porcentagem da fracdo
imunorreativa.

I11. RESULTADOSE DISCUSSAO

Nos ensaios redlizados na primeira parte deste
trabalho definiram-se: o método de reducdo do anti-CEA, o
método de marcacdo com *™Tc, os sistemas
cromatogréficos de controle de qualidade (radioguimico)
onde os rendimentos de marcagdo foram superiores a 90%
aos 15, 30 e 60 minutos apés a adicdo do ®™Tc, com
atividades de 55,5 até 1391 MBq [7].

Os resultados das andlises para este experimento
mostram que hé afinidade anticorpo-antigeno (Tabela 1). E
muito importante que a relagdo molar antigeno:anticorpo
mantenha-se em uma propor¢gdo minima de 100:1. Do
contrario, 0 anticorpo pode migrar na cromatografia e dar
resultados incorretos. A %Ul obtida na origem das tiras
antigeno negativo, pode variar de 8% até 20%. No entanto,
a %k deve ser de aproximadamente 60% a 70%, conforme
descrito no informe do protocolo modelo [6].

TABELA 1. Resultados da andlise daimunorreatividade

O T
(ativ. origem - cpm) | (ativ. total - cpm)
Antigeno positivo 1525433 2089551
Antigeno negativo 312648 2323740
% positivo 73
%UlI 13
* 0% FI 60

*n=5
IV.CONCLUSAO

Verificase, a partir do resultado obtido que o
processo de marcagdo foi eficiente e ndo causou danos a
molécula do anticorpo. A porcentagem da fracdo
imunorreativa (%FI) obtida foi de 60% e a de unido
inespecifica (%Ul) foi de 13%, estando dentro dos padrdes
estabelecidos, mostrando que ha afinidade antigeno-
anticorpo.
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ABSTRACT

The anti-CEA |OR-1 (Centis Cuba) is a monoclonal
antibody against carcinoembryonic antigen of colon
carcinoma. Labelled with *™T¢ it has a main application in
Nuclear Medicine: follow up, detection and evaluation of
tumor recurrences, specially those of the gastrointestinal
track. The objective of this work is to determine if the
antibody keeps its immunoreactive properties once
radiolabelled. After the reduction, purification and
evaluation of the protetic — fraction of anti-CEA IOR-1itis
necessary to label with pertechnetate (" Tc) via Sn™*
reduction in the presence of a weak chelating agent:
methylene diphosphonate (MDP) and to anayse its
immunoreactivity. The evaluation of the immunoreactivity
is performed by quantitative and qualitative methods of
immunoanalysis. This was the chosen method, employing
thin layer affinity chromatography. A yield of 60% was
obtained, showing the antibody — antigen affinity.
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