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TABELA 1. Diferengas entre anticorpo policlonal e monoclonal.

Células de hibridoma (linfécito-
mieloma) de camundongos.

Origem  Soro de animal imunizado.

Relativamente pequena. Utiliza-se um
Quantidade grande nuimero de animais de Praticamente ilimitada.
laboratorio.
Contém mistura de anticorpos com
afinidade e correlagdo variando de
animal para animal, de sangria para
sangria.

Composigao Proteina homogénea monoespecifica.

Vantagens A sua produgdo é relativamente facil. ~ Produzido através de hibridoma. Alto
grau de confianga e reprodutibilidade
Imunohistoquimica, imunodetegéo e

Aplicagdo Radioimunoensai roterapia. . ;
plicag adioimuncensaio e Soroterap imunoterapia

O

1.5.2.2 Anticorpo Monoclonal antimiosina

A administragdo de Acs radiomarcados com propésitos diagnosticos ndo é
um conceito novo. Surgiu em torno de 1945 com o inicio da Medicina Nuclear.('?

A chegada da tecnologia de hibridoma permitiu a produgdo de uma grande
quantidade de AcMs com alta especificidade para antigenos associados a tumores.
A caracteristica de poder carregar radionuclideos especificamente para células ou
6rgaos possibilitou a produgado de radiofarmacos altamente especificos e foi o
comeco de uma nova era no radioimunodiagnéstico. A vantagem do anticorpo
monoclonal estd na sua homogeneidade e especificidade para os antigenos
imunizantes.

Radioimunodiagnéstico com AcMs radiorarcados tem ajudado a detectar
doengas em seu estagio precoce e a reduzir a mortalidade. ®

Em virtude de sua alta especificidade no alvo estes Acs tém uma promessa
consideravel para a detecgao de sitios de tumor primario e metastatico e na imagem
de varias condigdes benignas como, por exemplo: a avaliagdo do dano no tecido no
infarto agudo do miocardio ou lesdes inflamatérias. ©

O Ac antimiosina € um anticorpo monoclonal que apresenta alta
especificidade contra a miosina do musculo cardiaco. Esse anticorpo liga-se a
cadeia pesada da miosina intracelular, exposta quando o midcito tem sua

membrana rompida, permitindo a localizagdo nio-invasiva do infarto por meio de
s (13,14,15)

imagen
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(NaCl 0,9% - SF) e a mistura acetonitrilazagua (1,5:1) como solvente. Foram

obtidos rendimentos de 71,9% para o IgG e 70,1% para o F(ab’),.

Sapienza e col. (1995) ©®® estudaram a marcagéo direta da imunoglobulina
humana com *"Tc. A 1gG humana (Sandoglobulina — Sandoz) foi reduzida com 2-
ME em uma relagdo molar 1000:1 (2-ME:IgG). O anticorpo reduzido foi purificado
por gel filtragdo em uma coluna Sephadex G-50, e as fragdes com concentragdo
maior que 0,5 mg/mL, determinadas no espectrofotémetro (absorbancia 280 nm),
foram utilizadas para preparar o reagente liofilizado que foi reconstituido com
pertecnetato de sédio. O controle da marcagado foi realizado por cromatografia
ascendente em papel Whatman 3MM usando SF como solvente. Foi encontrada
uma eficiégcia de marcagao 2 37%.

Wilson e col. (2002) ©¥ apresentaram um método para melhorar a
pepsindlise de 1gG1 de camundongos para obtengdo do fragmento F(ab’),. Varios
anticorpos monoclonais além de 1gCG policlonal, foram deglicolisados pelo
tratamento com o peptideo: N-glicosidase F (PNGase F). A formagao do fragmento
F(ab’), foi determinada pela eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). O
tratamento prévio apenas com a PNGase F, mostrou-se suficiente para melhorar a
pepsindlise com uma maior produgdo de fragmentos F(ab’),.

Ferro-Flores e Hashimoto (1997) “9 desenvolveram diferentes reagente
liofilizados para marcacéo cireta do AcM IOR-CEA1 e seu fragmento F(ab’), com
18Re usando um ligante competidor fraco (EHDIP). O IOR-CEA1 (IgG») foi digerido
pela pepsina imobilizada em agarose para obtengao do fragmento F(ab’), que apds
ser purificado por HPLC, usando coiuna de exclusdo molecular Protein Pak SW
300, teve sua concentragdo determinada em espectrofotdmetro (absorbancia 280
nm). O F(ab’), foi entdo recuzido com 2-ME na razdo molar de 1074:1 (2-ME:Ac)
por 30 minutos a temperatura ambiente sob agitagdo constante. O fragmento
reduzido foi purificado por HPLC e o nimero de grupos —SH formados determinado
pelo teste de Ellman (geralmente entre 3-6 grupos —SH/molécula de anticorpo),
sendo esse fragmento marcado com '®*Re. O controle da marcagéo foi realizado
utilizando-se fitas ITLC-SG embebidas em soro albumina e HPLC, sendo obtido um
rendimento > 95%.

Garron e col. (1991) @Y estudaram o método de marcagdo do anticorpo
99m -

integro e seus fragmentos com ¢ e a estabilidade do marcado. O anticorpo anti-

CEA (1gGy) integro e seu fragmento F(ab’); foram reduzidos pelo 2-aminoetanotiol
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entdo marcado pela adigdo de 2600 MBq de glucarato-*"Tc. A mistura foi

purificada e a concentragéo protéica determinada pela absorbancia em 280 nm.

Abrams e col. (1990) “ avaliaram o comportamento biologico da
imunoglobulina policlonal humana (IgG) radiomarcada com %MT¢ por um método
que utiliza hidrazino nicotinamida. A biodistribuicéo e as imagens foram comparadas
as obtidas com IgG-"""In. O IgG foi marcado pela adicdo de 740 MBq de
glucoheptonato-*"Tc e um excesso molar de 4 vezes do cloridrato de nicotinitato 6-
hidrazino succinimidil. A pureza radioquimica foi determinada usando fitas ITLC-SG
com citrato de sédio 0,1M pH 5,5 como solvente. Uma pureza radioquimica > 90%
foi observada. Observou-se uma equivaléncia entre as imagens obtidas com o IgG-
¥"T¢ e 0 IgG-"""In para detecgao de focos da infecgdo em animais. |

Kasina e col. (1991) “® dessenvolveram um reagente liofilizado para
radiomarcacdo do fragmento Fab’ de anticorpo com *™Tc usando N,S, como
quelante bifundional. O %¥™T¢ foi conjugado ao quelante N,S, e usado para marcar o
fragmento Fab’ do anticorpo anti-melanoma NR-ML-05. Para separar o ¥™Tc livre
do ®¥™T¢ ligado ao anticorpo foram utilizadas fitas ITLC-SG e 4cido tricloroacético
12% como solvente. Foram cobtidos rendimentos de 80% a 95%.

3.2 O uso do anticorpo antimiosina no infarto do miocardio

Khaw e col. (1976) ¥V avaliaram a especificidade do anticorpo contra miosina
cardiaca no infar{o do miocéardio em cachiorros. O anticorpo foi digerido pela pepsina
em uma raz&o enzima:substrato de 1:100 para formar o fragmento F(ab’),. Esse
fragmento foi radioiodado pelo método da lactoperoxidase. O anticorpo angmiosina
mostrou boa especificidade na determinagédo do infarto do miocardio e o uso do
fragmentc F(ab’), possibilitou uma localizacido mais rapida da regido infartada
devido a seu menor tamanho (dois tergos do anticorpo integro), além de manter
intactos os sitios de ligagao (especificidade) e eliminar reagdes do complemento.

Frame e col. (1983) “” usaram o fragmento F(ab’), do anticorpo antimiosina
cardiaca radiomarcado para avaliar o dano na membrana durante reperfusdo apés
infarto do miocardio. O anticorpo integro, obtido pela imunizacdo de coelhos com
miosina cardiaca canina, foi digeridc pela pepsina em pH 4,5 por 20 horas a 37 °C.

O fragmento foi radiciodado com '?°| e "*'| pelo método da lactoperoxidase. O
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anticorpo antimiosina mostrou-se um bom marcador do dano de membrana,

devido a sua ligagdo especifica a miosina cardiaca localizada nos locais de ruptura
da membrana.

Rezkalla e col. (1989) ¥ verificaram o uso do fragmento Fab do anticorpo
monoclonal antimiosina na determinagdo do dano miocardial em camundongos. O
fragmento Fab do anticorpo monoclonal G4-2D7 clone 2 foi marcado com 125 pelo
método da lactoperoxidase. O Fab-"°l mostrou-se util na deteccdo do dano
miocardial em camundongos.

Willerson (1991) “® yelatou a capacidade do anticorpo antimiosina em
detectar o infarto agudo do miocardio e dimensionar a area afeta usando a técnica
de tomografia computadorizada por emissdo de fotons simples - SPECT. As
imagens do infarto na regido inferior do coragdo em alguns pacientes foram
dificultadas devido a grande captacdo no figado. Foi observado que o uso do
anticorpo pode trazer consequiiéncias imunoldgicas, principalmente se utilizado mais
de uma vez como na detecgéo do reinfarto. O uso de fragmentos menores e menos

imunogénicos minimiza esse problema.

3.3 Anticorpo antimiosina marcado com *™Tc

PaK e cacl. (1992) 49 desenvolveram um reagente liofilizado para marcagéo
do fragmento Fab’ do anticorpo monoclonal antimiosina, produzide pela tecnologia
do hibridoma. C IgG foi protecliticamente clivado para produzir o fragmento F(ab'),
que foi reduzido a Fab’ pelo tratamento com DTT. A marcagao foi realizada pela
adigao de pertecnetato de sédio (555-740 MBq) ao reagente liofilizado contendo 0,5
mg do fragmento Fab’ antimicsina. Foram obtidos rendimentos > 95% e o estudo de
biodistribuigdo em camundongos e experimentcs em modelos caninos infartados
mostraram que o antimiosina-*"Tc apresenta bons resultados quando usado para
visualizar o infarto agudo do miocardic.

Vaccarino e col. (1992) °Y avaliaram e compararam o uso do fragmento Fab’
do anticorpo monoclonal antimiosina marcado com '''in e **™Tc para avaliar a
rejeicdo do transplante cardiaco em primatas. Na marcagdo com "In foi utilizado
0,023 mg de Fab’ rnodificado com urn polimero de 3,3 kD, ¢ quelante DTPA foi

ligado covalentemente a esse polimero formando o complexo DTPA-Polimero. Esse



43
complexo foi ligado ao Fab’ e radicmarcado com '"'In via transquelagdo. Ja a

marcacdo com *™Tc foi realizada com 0,5 mg Fab’ utilizando o RP-1 (conjugado
éster bifuncional), sendo o compiexo RP-1-Fab’ reconstituido com pertecnetato. A
pureza radioquimica foi determinada utilizando-se ITLC, sendo > 90%.

Nedelman e col. (1993) ") avaliaram o uso de um recombinante de cadeia
simples Fv (sFv) do anticorpo antimiosina marcado com **™Tc para obtengéo de
imagem do infarto agudo do miocéardio em um modelo canino. O recombinante sFv
foi acoplado ao quelante RP-1 formandoc o complexo sFv-RP-1. Aliquotas do
quelante conjugado foram marcadas com *"Tc (740 MBq). Os estudos de
biodistribuicdo e as imagens obtidas mostraram que o composto s_Fv-RP-1-99mTc
apresenta um clareamento sanglineo mais rapido, uma melhor penetragdo na
lesdo, menor retengdo em o6rgdos criticos e potencialmente uma menor
imunogenicidade.

Senior e col. (1993) ¥ compararam imagens do infarto agudo do miocéardio
em 29 pacientes, utilizando-se dois novos métodos de marcagdao do anticorpo
antimiosina com “™Tc a imagens obtidas com o uso do antimiosina-""'In. O
fragmento Fab’ do anticorpo antimiosina foi marcado pelo método direto e pelo
método indireto usando RP-1 como quelante. Para a marcacgao direta foi utilizado
um reagente liofilizado com 0,5 mg de antimiosina Fab’, sendo esse reagente
reconstituido com 925 MBq da sclugdo de pertecnetato. O antimiosina-*"Tc
radiomarcado pelo metodo direto apresentou maior sensibilidade na detecgdo do
infarto agudo do miocardio do que o marcado utilizando-se RP-1. Quando
comparado ao antimiosina-"""In, o antimiosina->>"Tc apresenta vantagens como um
clareamento sangliineo mais rapido, menor custo e maior disponibilidade.

Taillefer e col. (1995) ' determinaram a biodistribuicdo, a seguranga e a
sensibilidade do antimiosina-*"Tc na detecgdo do infarto do miocardio em
humanos. O anticorpo antimiosina, fornecido pela Rougier Bio-Tech Ltd, foi
marcado com 1100-1480 MBq de *™Tc, sendo obtidos rendimentos de 98,4% =+
1,2%. Apbs o estudo da biodistribuicdo e andlise das imagens adquiridas, chegou-
se a conclusdo de que o antimiosina-**"Tc é seguro e apresenta alta sensibilidade
na detecgao precoce do infarto agudo do rmiocardio.

Khaw e col. (1986) ('® usaram o fragmento Fab do anticorpo antimiosina
marcado com *"Tc para realizar cintilografia em 30 pacientes com infarto do

miocardio. O Fab foi obtido pela digestdo do anticorpo com papaina e separado do

COMISSAQ HNTIOMRL DF BERaHh WUCLEARGP-REN
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Fc usando cromatografia de afinidade. Um volume de *™TcO, (3700-5550 MBq)

foi reduzido por um excesso de 5x10° M de ditionito de sddio e adicionado a
solugdo do DTPA-Fab. Apds incubagao, a mistura foi fracionada usando uma coluna
Sephadex G-25 (PD-10) e o rendimento determinado ap6s purificagdo em uma
‘coluna Sepharose 4B. As imagens usando Fab-**"Tc foreceram um diagnostico
preciso em 27 dos 30 pacientes analisados.

Khaw e col. (1982) @ desenvolveram um método para marcagdo de
macromoléculas biologicamente ativas, como o fragmento Fab do anticorpo
antimiosina. O fragmento Fab foi preparado pela digestdo do anticorpo integro com
papaina em uma razdo 1:1000 (enzima:substrato). O Fab foi separado do anticorpo
integro e da fragdo Fc utilizando uma coluna Sepharose Proteina-A. Uma solugéo
de pertecnetato (740-1110 MBq) reduzida por Na,S,0, em excesso molar de 5x10*
a 5x10° foi adicionada ao complexo DTPA-Fab, sendo a mistura purificada em
coluna PD-10. Andlise do produto em coluna Sephadex 4B confirmou um bom
rendimento de marcacgéo.

Sénior e col. (1991) ©Y utilizaram antimiosina->*"Tc para fornecer um
diagnédstico preciso de uma paciente de setenta anos com histérico de doenca
isquémica cardiaca. Uma massa de 5 mg do fragmento do anticorpo antimiosina
marcado com 740 MBq de *"Tc¢ foi administrada por via intravenosa 48 horas apés
inicio da dor no peito. Os resultados demonstraram excelente correlagdo entre os
locais de necrose miocardial sugeridos pelo radionuclideo e pela histopatologia,
mostrando que o ®"Tc-Fab liga-se especificamente ao miocardio necrosado.

lwasaki e col. (2001) ©? examinaram a viabilidade do uso do anticorpo
monoclonal antimiosina do musculo liso (SM-AcM) marcado com *MTc para
diagnéstico nédo-invasivo da dissecagdo adrtica em camundongos. O SM=AcM foi
reduzido pelo 2-ME em uma razdo molar de 1000:1 (2-ME:AcM) por 30 minutos a
temperatura ambiente. O anticorpo reduzido foi purificado em coluna PD-10 e
marcado pela adi¢cdo de uma massa de 2,5 ug de cloreto estanoso e 740 MBq de
pertecnetato. Para o controle da marcagdo, utilizaram fitas ITLC-SG usando

acetona como solvente, sendo o rendimento maior que 98%.
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o Hidroxido de aluminio (Al(OH);), Pepsamar: Sanofi-Synthelabo

Ltda;
e Carbonato de soédio (Na;CQ3;), p.a: Cinética Quimica;
e Orto fenil diamino (OPD): Sigma;
o Dextran-70%: Sigfna;
e Cloreto de calcio (CaCly), p.a: Vertec;
e Acido cloridrico (HCI), p.a: Merck;
o Acido tricloroacético (TCA): Dinamica;
e Sulfato de aménio ((NH;).SO4) p.a: Reagen;
¢ Nitrato de prata (AgNOQO3), p.a: Cennabras;
¢ Bicarbonato de aménio (NHsHCO3), p.a: Merck;
e Bicarbonato de sédic (NaHCO3), p.a: Merck;

4.3 Preparo das solugoes

4.3.1 Tampao Fosfato Salina (PB$} 0,1 mol/L. pH 7,2

Para preparo da solugdo (A) pesou-se 2,758 g de fosfato de sédio
monobasico (NaH:PO4.H,0) e dissolveu-se em 100 mL de agua bidestilada; para a
solugdo (B) pesou-se 5,678 g de (Na,HPQO,) e dissolveu-se em 200 mL de agua
bidestilada. Misturou-se 170 mL de solug¢édo A e 20 ml da solucdo B e adicionados
190 mL de 4gua bidestilada e 3,42 g de NaCl.*>*)

4.3.2 Tampao Fosfato 0,1 mol/L pH 8,0

Para preparo da solugdo (A) pesou-se 13,79 g de fosfato de sdédio
monobasico (NaH,P04.H,0) e dissolveu-se em 500 mL de agua bidestilada; para a
solugéo (B) pesou-se 2,838 g de fosfato de sodio dibasico (Na;HPQO4) e dissolveu-
se em 100 mL de agua bidestilada. Misturou-se 500 mL de solucdo A e 20 mL da
solugdo B e adicionou-se 520 mL de agua bidestilada. ¥
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4.3.7 Solucéo de Cisteina

Para o preparo das solucdes de cisteina pesou-se 0,006 g de L-cisteina
(C3sHsNO,S) e dissolveu-se em 50 hL de tampéo fosfato 0,1 M pH 8,0, obtendo-se
uma solugdo de 1,0 mmol/L. Os padrdes de cisteina nas concentragdes 0,75
mmol/L; 0,5 mmol/L; 0,25 mmol/L; 0,1 mmol/L e 0,01 mmol/L foram préparadas pela

diluigdo da solugdo 1,0 mmol/L %"

4.3.8 Reagente de iZllman

O reagente de Ellman foi preparado em uma concentragdo de 0,3 mg/mL,

usando 3,0 mg do reagente de Ellman para 10 mL de tampé&o fosfato 0,1 mol/L pH
8,0. (5"

4.3.9 Solugdo de Imunizagao

Pesou-se 2,6 mg de veneno de Bothrops jararacussu e dissolveu-se em 1,5
mL de tamp&o PBS 0,1 mol/L. Um volume de 115 pL (200 ug) dessa solugao foi
misturada a 1,4 mg de saponina em 1,0 mL de tampao PBS 0,1 mol/L. e 0,5 mL da
suspensdo de hidréxido de aluminio (Al(OH)3). Completou-se o volume para 10 mL
com tamp&o PBS 0,1 mol/L.©%5 %

4.3.10 Corante Coomasie Biue R-250

Pesou-se uma massa de 1,25 g de Coomasie Blue R-250, adicionou-se um

volume de 40 mL de Acido Acético, 230 mL de metanol e 230 mL de agua, com um

volume final de 500 mL. (%%
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Protein Liquid Chromatography” - FPLC), usando uma coluna de afinidade

“HiTrap r Protein A Fast Flow”, Amersham.

A amostra foi diluida em uma relagdo 1:2 em tampdo PBS e aplicada na
coluna. A eluigao foi iniciada ern pH basico (100% tampao PBS 0,1 mol/L pH 8,0) no
qual, os Acs apresentam grande afinidade pela proteina A, ligando-se fortemente.
Ja os outros constituintes do soro (Globulinas, Albumina e etc) sao eluidos. O final
da eluicdo desses constituintes € acompanhado pela queda do pico que atinge a
linha base. Nesse momento a eluicdo passa a ser realizada em pH acido (100%
tampao Glicina 0,1mol/L pH 2,8), sendo a IgG deslocada da proteina A e coletada
em um tubo com tampao Tris/HCI pH 8,0, usado para alcalinizar o meio e impedir a

denaturagao do anticorpo.

4.4.3 Digestao do anticorpo pela pepsina imobilizada em agarose para
obtenc¢ao fragmento F(ab’),

Anticorpos purificados do soro dos camundongos imunizados e o Ac anti-
CEA, foram utilizados para a padronizagéo e otimizagdo da digestdo, sendo as
condi¢des otimas utilizadas na digestio do anticorpo antimiosina.

Visando uma otimizagdo da digestdo, utilizando-se anticorpos purificados do
soro dos camundcngos imunizados, realizou-se um planejamento experimental para
estudar as seis variaveis mais importantes envolvidas no processo: tratamento
prévio com deglicosidase (PNGase F), tempo de incubacdo, concentragdo de
pepsina, pH da reagdo, temperatura e agitagao.

Foram estudadas concentragdes de pepsina de 10 unidades, 25 unidades, 40
unidades, 100 unidades e 400 unidades. A reacao foi realizada em temperaturas de
23° C, 30° C e 37° C, com tempos de incubagao de 8 horas, 16 horas e 24 horas e
agitacao de 50 rprn, 100 rpm e 150 rpm (TAB. 2).

A PNGase F € uma glicosidase que facilita a digestdo do anticorpo pela
pepsina por meio da remogao dos carboidratos que dificultam a agcdo da pepsina em
seu sitio. A cada amostra (1 mg de anticorpo purificado do soro dos camundongos
imunizados) em tampao fosfato 0,4 M pH 7,4 foi adicionado 5,0 pL de PNGase F e
incubou-se por 4 horas a 37° C.



55
Pelo fato da pepsina apresentar-se na forma de pepsinogénio, sem

atividade proteolitica em pH = 5,5, a reagdo deve ser realizada em pH acido, no
qual o pepsinogénio transforma-se em pepsina, com atividade proteolitica. As
amostras foram dialisadas contra tampéo citrato/acido citrico pH 3,5, pH 4,0 e pH
4,5 durante toda noite a 4° C sob agitagdo constante para avaliar a importancia do

pH na reagéo.

TABELA 2. Planejamento experimental da digestéao.

1 Nao 4,5

2 Sim 8 3,5 23 150
3 Nao 24 3.5 23 50
4 Sim 24 4,5 23 50
5 Nao 8 4,5 23 50
6 Sim 8 35 23 50
7 Né&o 24 400 3,5 23 150
8 Sim 24 400 4,5 37 150
9 Sim 16 25 4.0 30 100
10 Sim 16 25 4,0 30 100

Os resultados obtidos com a execugao desse planejamento foram analisados
utilizando-se o programa Minitab 14, um software de estatistica que permite calcular

os efeitos das varidveis no processo a partir de correlagdes mdiltiplas.

4.4.4 Andlise da digestdo e purificacdo do fragmento digerido

Para determinar o rendimento da digestdo e separar o fragmento F(ab'), do
anticorpo integro e dos fragmentos Fc, foram utilizadas técnicas cromatograficas
como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e a Cromatografia Liquida Rapida

de Proteinas, além da eletroforese.

4.4.41 Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Para analisar a digestédo do anticorpo e purificar o fragmento F(ab’),, utilizou-
se a cromatografia de exclusdo molecular, na qual os componentes da amostra

analisada sdo separados de acordo com o peso molecular.
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As amostras foram submetidas a cromatografia de exclusdo molecular em

um sistema Waters equipado com uma coluna de exclusdo molecular Toso-Haas
TSK 2000 (7,5 x 600 mm) ou TSK 3000 (7,5 x 600 mm). A fase movel utilizada foi
bicarbonato de amdnio 100 mmol/L pH 7.5 e o fluxo foi de 1mL/minuto.

4.44.2 Cromatografia Liquida Rapida de Proteinas (FPLC)

A Cromatografia Liquida Rapida de Proteinas também foi utilizada para
analisar o rendimento da digestZo e purificar o fragmento F(ab’)s.

As amostras foram submetidas a cromatografia de exclusdo molecular em
um sistema Waters equipado com uma coluna de exclusdo molecular Sephacryl S-
200 High Resolution HiPrep 16/60 da marca Amercham Biosciences. A fase movel
utilizada foi tampé&o PBS 0,1 mol/L pH 7,2 e o fluxo foi de 0,35 mL/minuto.

4443 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Trata-se de um procedimentc no qual macromoléculas sdo separadas de
acordo com sua carga ou tamanho pela migracédo diferencial através de uma matriz
de gel sob influéncia de um campo elétrico. A eletroforese de proteinas é
normalmente realizada em géis de agarose ou poliacrilamida com tamanho de
poros caracteristicos.*®

Um volume de 40 L cas amostras co anticorpo digerido foi diluido em 10 pL
de tamp&o de amostra néo reduzidos (sem B-mercaptoetanol), e aquecidas a 70° C
por 5 minutos. Em seguida, as amostras foram aplicadas em um gel de
poliacrilamida a 15%. Também foram aplicados padroes de pesos moleculares
conhecidos e a voltagem foi fixada em 90 volts. Terminada a eletroforese, o gel foi
corado com Coomassie Blue 250-R.

4.5 Redugio do anticorpo integro e do fragmernto F(ab’)

O anticorpo anti-CD20 integro e o fragmento F(ab’), do anti-CEA, obtido

apés a digestdo, foram reduzidos utilizando-se como agentes redutores o 2-
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mercaptoetanol (2-ME) ou o ditiotreitol (DTT). Esses agentes redutores quebram

as pontes dissulfidricas dentro da molécula do anticorpo com a consequente
formagdo de grupos -SH livres, responséaveis pela marcacdo do anticorpo com o
Tecnécio-99m. 4

O fragmento F(ab’), do anticorpo anti-CEA, obtido pela digestdo com pepsina
imobilizada em agarose, foi reduzido com o DTT em uma razdo molar de 1:1000
(Ac:DTT) por 30 minutos sob agitagao constante.

Visando uma otimizagdo do processo de reducgdo, realizou-se um
planejamento experimental para estudar as 4 variaveis mais importantes envolvidas
no processo: agente redutor utilizado, concentragdo do redutor, tempo de reacéo e
agitagdo. Para o desenvolvimento desse planejamento foi utilizado o anticorpo anti-
CD20 (IgG4) integro, sendo as condi¢des otimas utilizadas na redugdo do anticorpo
antimiosina.

A redugdo foi realizada com 1 mg de anticorpo (anti- CD20), utilizando-se o
2-ME ou o DTT em relagdes molares de 1:500, 1:1000 e 1:1500 (Ac:redutor). As
reagbes foram incubadas por 15 minutos, 30 minutos e 45 minutos e sob agitagéo
constante de 300 rpm, 850 rpm e 1400 rpm. (TAB. 3 e TAB. 4)

TABELA 3. Planejamento experimental da redugdo com 2-mercaptoetanol.

1 :

2 1:1500 15 300

3 1:500 45 300

4 1:1500 45 1400
5 1:1000 30 850

6 1:1000 30 850

1:1500
1:520
1:1500
1:1000
1:1000

DA DON -~
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Os rendimentos obtidos pela execugdo desse planejamento foram analisados
com o programa Minitab 14, sendo a importdncia das variaveis envolvidas no

processo determinadas por correlagdes muliiplas.

4.5.1 Purificagdo do anticorpo integro e do fragmento F(ab’), reduzido

Para purificar o anticorpo e o fragmento reduzido e eliminar o excesso de
agente redutor, ap6s o tempo de reacao, a solucdo resultante foi aplicada em uma
coluna Sephadex G-25 (PD-10) e eluida com tampdo PBS frio nitrogenado para
retirar oxigénio (Oz) do meio. A coluna foi equilibrada antes da aplicagdo do
anticorpo com aproximadamente 30 mL tampao PBS. Foram coletadas 12 fragdes

de 1 mL em tubos de vidro.

4.5.2 Avaliagdo da concentragdo protéica do anticorpo reduzido

As fragbes colhidas nas colunas de purificagdo foram analisadas em
espectrofotdmetro UV-visivel, medida da absorbancia a 280 nm, utilizando-se
cubetas de quartzo e o tampac PBS como branco.

A concentragao protéica de cada fracdo foi determinada utilizando-se a
equagao 1.

Proteina (mg/ml.) = Azg (fator de diluigao)/ € ;g9 (EQ. 1)

Onde o coeficiente de extingado de IgG a tmg/mL (€ 250) € igual a 1,4 e Aggo
representa a absorbancia lida em espectrofotdmetro a 280nm.
As fragdes referentes ao anticorpo reduzido foram reunidas e o concentrado

esterilizado em membrana filtrante 0,22 um, aliquotado e refrigerado (4-8°C). ©*°)
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4.5.3 Determinacio do nimero de grupos —SH formados

O método mais usado para a determinagédo dos grupos —SH é o método de
Ellman, no qual 5,5-ditio-2-nitrobenzoato (DTNB) € usado para reagir com grupos
-SH para produzir uma substancia amarela com absorbancia maxima em 412 nm.&
%)) Este método é simples, rapido e direto. Seguiu-se o procedimento descrito
abaixo:

1. A 50 pL da solugdo de anticorpo reduzido e purificado, adicionou-se
50 pL de reagente de Ellman com concentragdo de 0,3 mg/mL em
tampao fosfato 0,1 mol/l pH 8,0;

2. Esta solugdo foi diluida a 3,0 mL com tampéo fosfato 0,1 mol/L pH
8,0;

3. Incubou-se durante 15 minutos a temperatura ambiente;

4. Mediu-se a absorbancia em espectrofotémetro UV-VIS a 412 nm:

5. Determinou-se a concentragdo de grupos sulfidrilas livres (-SH) por

interpolagdo na curva padrdo de cisteina.

O numero de mmol/L de anticorpo reduzido foi determinado utilizando-se a

equacdo 2 e o numero de grupos —SH por molécula de anticorpo foi determinado
pela equacéo 3.

mmol/L = [(mg de Ac/mL)/ PM igG] x 10° (EQ.2)

-SH/mol Ac = (mmol/L interpoiado na curva de cisteina) / (mmol/l. de Ac) (EQ.3)

4.5.3.1 Construgdo da curva padrao de cisteina

A construgdo da curva padréo de cisteina foi realizada com as seguintes
concentragdes milimolares: 0,25, 0,5, 0,75 e 1,0. Amostras de 50 pL de cada
solugio de cisteina foram incubadas com 50 pL de solugéo de reagente de Ellman e
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0,9 mL de tamp3o fosfato 0,1 mol/L pH 8,0 por 5 minutos. A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro UV-VIS, com um comprimento de onde de 412 nm. Como

solugdo de referéncia usou-se 1 mL de tampao fosfato 0,1 mol/L pH 8,0.

4.6 Marcacao do anticorpo integro e do fragmento reduzido com *"Tc

Os grupos livres (-SH) obtidos apés a reducgdo das pontes dissulfidricas da
molécula de anticorpo pelo agente redutor, se unem ao **"Tc formando ligagbes
gngC-S-.(ﬂ)

A otimizagdo da marcagdo foi feita com o Ac integro anti-CD20 e as melhores
condigdes aplicadas ao anticorpo antimiosina. Foram estudadas a influéncia do uso
de diferentes redutores (2-ME e DTT) na redugéo do anticorpo sobre o rendimento
de marcagéo, diferentes concentragdes do ion estanho Sn?* (2,5 ug, 3,0 Mg, 5,0 ug,
25 ug e 50 ug), diferentes tempos de incubagdo (30 e 60 minutos), e diferentes pHs
(3,0, 3,5,4,0,4,5,5,0,5,5€6,0).

A marcagdo do anticorpo reduzido com tecnécio-99m foi realizada pelo

método direto, com a redugéo do pertecnetato via Sn**, da seguinte forma:

1. Retirou-se do refrigerador um frasco de anticorpo reduzido e purificado
(em solugdo) e esperou-se atingir a temperatura ambiente (20-25 °C);

2. O SnCl3.2H,0 foi dissolvido em solugdo de HCI 0,1 mol/l. (previamente
nitrogenada por 30 minutos);

3. O anticorpo reduzido foi adicionado a um frasco de reagdo, seguido pela;
adicdo da solugdo de HCI contendo SnCl,.2H,O e da solugdo de
pertecnetato eluido do gerador de ¥*Mo->*"T¢;

4. A solugao foi agitada e deixada em repouso a temperatura ambiente por
60 minutcs para reacao;

5. Apos reagdo o pH da mistura foi medido e o controle da marcagéo

realizado.
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4.6.1 Controle de qualidade dos anticorpos marcados

A influéncia nos processos de marcagdo pode dar origem a impurezas
radioquimicas. A pureza radioquimica pode ser definida como a fragdo da
radioatividade total na forma quimica desejada presente no radiofarmaco. Estas
impurezas podem ser causadas por decomposicdo do radiofarmaco por agao do
solvente utilizado, temperatura, luz, radidlise ou marcagdo de uma impureza com o
mesmo radionuclideo. A presenca deste fipo de impureza (radioquimica) pode
ocasionar padrdes de biodistribuicdo diferentes do esperado, produzindo em
consequéncia: diminuigdo da qualidade da imagem, aumento da dose absorvida
pelo paciente e dificuldades na interpretagéo diagnéstica, por isso sua determinagédo
€ de suma importancia. Além disso, a radiomarcagdo pode causar alterages
significativas nas propriedades biolégicas e imunolégicas na molécula do anticorpo,
portanto a preparagéo foi submetida a procedimentos de controle de qualidade mais
especificos do que os estabelecidos para marcacdo de moléculas nao bioldgicas
com %"Tc.

4.6.1.1 Determinacao da pureza radioquimica

As impurezas radioquimicas forrnadas decorrentes do processo de marcagéo
podem ser o proprio pertecnetato (99’"TCO4'), decorrente da sua ndo redugdo; o
oxido de tecnécio (TcO,), também denominado de tecnécio hidrolisado; e reduzido
(TcHR), decorrente da reducéo e nZo-complexagdo do metal; e outras espécies
reduzidas e complexadas com arranjos diferentes do desejado.t®

A qualidade final do radiofarmaco foi avaliada inicialmente utilizando-se a
cromatografia ascendente, em seguida a cromatografia em colunas Sep-Pak Silica
(Waters) e Sephadex G-25 (PD-10) da Amersham também passaram a ser
utilizadas.

Na cromatografia ascendente, a amostra do produto é aplicada sobre um
suporte (fase estacionaria) e arrastada por um solvente (fase moével). Na fase
estacionaria foi usado fitas de papel Whatman 3MM (1 x 10 cm) e fitas (fibra de

vidro) ITLC-SG (1,5 x 10 cm) embebidas em uma solugéo de soro albumina humana
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5%. Na fase moével usaram-se os solventes SF, MEC e etanol:aménia:agua

(EtOH:NH40H:H,0) em uma proporgdo de 2:1:5 (viviv). Essas andlises foram
realizadas em duplicatas, para minimizar o erro.

Os valores do Fator de Retengdo (Rf) das possiveis espécies quimicas
presentes apds a marcagdo para cada sistema cromatografico estudado estdo
listados na TAB. 5.

TABELA 5. Fator de retencdo das diferentes espécies.

¥mTc reduzido hidrolisado (TcO,)
BmTc-anticorpo 0,0
®¥mTe livre (TcO,) 1,0

*Rf (Fator de retengéo): é a relagdo entre o quanto a espécie quimica migrou em relegdo a corrida do solvente.

Na cromatografia em coluna Sep-Pak Silica, a coluna foi ativada com 3 mL
de etanol seguida pela injegdo de ar e 3 mL de agua e uma segunda injegdo de ar.
A amostra foi aplicada a coluna e a atividade determinada em curiémetro. A coluna
foi entdo eluida inicialmente com SF (3 mL) e em seguida com a mistura
etanol:amonia:dgua (EtOH:NH4OH:H,0) na proporgdo 2:1:5 (viviv), sendo as
fragbes coletadas (3 mL) contadas em curibmefro e a troca de eluente realizada
apo6s a atividade tornar-se residual. Por fim, & atividade restante na coluna foi
determinada em curidmetro.

Na cromatografia em ccluna Sephadex G-25 (PD-10), a coluna foi
previamente eluida com 20-30 mL de tampéo fosfato 0,1M pH 7,4. A amostra foi
entdo aplicada a coluna que teve a atividade determinada e em seguida foi eluida
com diversas fracdes de 1 mL de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,4. Essas fragoes foram

coletadas e tiveram a atividade determinada em curidmetro.
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4.7 Anticorpo Antimiosina

4.7.1 Digestdo do znticorpo antimiosina pela pepsina imobilizada em agarose
para obtengao fragmento F{ab’),

Apbés a otimizagao dos processos de digestdo, reducdo e marcagio
utilizando-se os anticorpos purificados do soro dos camundongos imunizados e os
Acs anti-CEA e anti-CD20, as condigbes encontradas como ideais foram utilizadas
para o anticorpo antimiosina.

A uma massa de 1 mg do anticorpo antimiosina em tampao fosfato 0,1 M pH
7,4 foi adicionado 5,0 uL de PNGase F e incubou-se por 4 horas a 37° C. A amostra
foi entdo dialisada contra tampao citrato/acido citrico 0,1 M pH 4,0 a 4° C durante
toda a noite sob agitagio constante.

O pH da amostra foi confirmado como pH 4,0 e em seguida, a pepsina
imobilizada em agarose (25 unidades) foi adicionada e a amostra incubada por 24
horas a 37° C sob agitagdo constante (650 rpm).

Para analisar a digestdo do anticorpo e purificar o fragmento F(ab’),, foi
utilizado HPLC. A amostra foi aplicada a uma coluna de exclusdo molecular, Toso-
Haas TSK 3000, na qual os componentes da amostra analisada sdo separados de
acordo com o peso molecular. A fase moével utilizada foi bicarbonato de aménio 100

mmol/L pH 7,5 e ¢ fluxo foi de 1mL/minuto.

4.7.2 Redugdo do anticorpo integro @ do fragmento F(ab’),

O fragmento F(ab’),, obtido apds a digestdo do anticorpo antimiosina integro,
foi reduzido ao fragmento Fab’ utilizando-se como agente redutor o DTT em uma
razdo molar de 1:1000 (Ac:DTT), sendo a mistura incubada por 30 minutos sob
agitacao constante (850 rpm). O anticorpo antimiosina integro também foi reduzido

sob as mesmas condigdes para marcagao subsequente.

O fragmento F(ab’), e o anticorpo integro reduzidos, foram entdo aplicados a

uma coluna Sephadex G-25 (PD-10) para eliminar o excesso de agente redutor e

COMISSAO HACICHAL DE EXEHew: HUCLEAR/SP-PEN
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purificagdo do reduzido. A coluna foi equilibrada previamente com

- aproximadamente 30 mL tamp&o PBS. Foram coletadas 12 fragcdes de 1 mL em
tubos de vidro, sendo a absorbancia (280 nm) de cada fracdo lida em
espectrofotdmetro UV-visivel e a concentragéo protéica determinada utilizando-se a
equagao 1 (item 4.5.2, pagina. 58).

O rendimento da redugéo foi determinado utilizando-se o método de Eliman.
O numero de mmol/l. de anticorpo reduzido foi determinado utilizando-se a equagao
2 e o numero de grupos —SH por molécula de anticorpo foi determinado pela
equacéao 3 (item 4.5.3, pagina 59).

4.7.3 Marcagdo do anticorpo integro e seu fragmento F(ab’); com tecnécio-
99m

Apoés redugdo com DTT e purificacdo, o enticorpo antimiosina integro e seu
fragmento F(ab'), foram marcados com tecnécin-99m pelo método direto, com a
redugdo do pertecnetato via Sn®*, da seguinte forma:

1. Retirou-se do refrigerador um frasco com amostra reduzida e purificada
(100 ug do anticorpo integro ou 25 ug do Fab’) e esperou-se atingir a
temperatura ambiente (20-25 °C);

2. Uma massa de 0,011875 g de SnCl,.2H,0 foi dissolvida em 200 mL da
solugdo de HCI 0,1 mel/L (previamente nitrogenada por 30 minutos);

3. A amostra (Ac integro ou Fab’) foi adicionada a um frasco de reacéo,
seguida pela adiciao de 100 plL tampdo acetato pH 4,5 (pH mais
indicado), 80 ul da solugdo de HCI contendo SnCl,.2H,0 (equivalente a
2,5 ug Sn?*) e um volume da solugdo de pertecnetato (equivalente a 37
MBaq) eluido do gerador de ®*Mo-*™Tc;

4. A solugao foi agitada e deixada em repouso a temperatura ambiente por

60 minufcs para rez¢as.

A pureza radicquimica da marcagao foi avaliada utilizando-se a cromatografia
ascendente (fitas de papel Whatman 3MM e fitas ITLC-SG), a cromatografia em
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colunas Sep-Pak Silica (Waters) e a cromatografia em coluna PD-10 (Amersham)

conforme descrito no item 4.6.1.1. Os resultados obtidos pelos diferentes métodos
foram comparados com o objetivo de determinar a confiabilidade e reprodutibilidade

de cada um dos métodos empregados.

4.7.4 Estudo da Biodistribuigédo

A biodistribuicdo do anticorpo antimiosina integro marcado com Tecnécio-
99m foi realizada em camundongos Swiss normais (fémeas adultas, pesando entre
20-30 g) apds jejum de 24 horas.

O estudo foi realizado utilizando-se método invasivo. Apdés a administragio
de 2,50 MBq / 100 uL do antimiosina-*"Tc purificado, na veia caudal lateral, os
animais, em respectivos tempos pré-fixados (t = 1, 4 e 24 horas), foram
puncionados na veia do sinus orbital com capilar de vidro heparinizado especial
para coleta de 100 pL da aliquota sangliinea, sendo imediatamente sacrificados
para retirada dos oOrg&os que, depois de lavados e pesados, tiveram a
radioatividade determinada emn um contador tipo pocgo, calibrado para o
radionuclideo *™Tc.

Nesse estudo, além da amostra sangiinea e do rabo foram retirados os
seguintes ¢rgdos considerados de interrese: cérebro, tiredide, pulmao, coragio,
baco, figado, estdmago, rins, intestino delgado e intestino grosso, além de parte do
musculo da coxa.

A porcentagem de atividade presente em cada 6rgdo de interesse foi
calculada a partir de um padrdo real. Para determinar esse padrdo real foram
utilizadas a contagem (cpm) média do padrdo de atividade administrada e a
contagem (cpm) do rabo de cada animal seguindo a equagao:

Todos os estudos de biodistribuicdo em animais foram realizados de acordo
com as normas da COBEA (Colégic Brasileiro de Experimentagdo Animal),

permanecendo com agua e ragdo durante todo o periodo de experimentagao.

Padrdo Real = cpm padréo atividade administrada — cpm dorabo (EQ. 4)

onde cpm = contagem por minuto
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Esse padrdo de atividade administrada foi preparado pela diluigdo da dose

administrada em baldo volumétrico de 10 mL, com agua destilada e contagem de
trés diferentes aliquotas de 1 mL do padrdo diluido. Calculou-se a média das trés
determinagdes e multiplicou-se por 10, determinando-se a “cpm padréo atividade
administrada”.

Com base no padrao real calculado, para cada animal, a porcentagem de
dose presente em cada érgao de interesse foi calculada da seguinte forma:

cpm érgao
% Atividade/orgao = x 100 (EQ. 5)
padrao real

% Atividade/érgao
% Atividade 6rgaol grama = (EQ. 6)
peso do érgao (g)

As porcentagens de atividade presente no sangue e no musculo dos animais

foram determinadas de acordo com as seguintes equacdes:

cem sargue(100 L) x 10
% Atividade sangue/mL = (EQ.7)
padrao real

% Atividade/sangue total = % Atividade sangue/mL x volemia (EQ. 8)

Sendo a volemia calculada de acordo com a equacgéo:

Volemia = Peso do animal (g) x 0,0778 (mL/g) (EQ.9)
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cpm musculo / peso musculo

Atividade musculo/grama = (EQ.10)
Padréo real

% Atividade/musculo Total = % Dose musculo/grama x 40% peso animal (EQ.11)

4.7.5 Estudo cintilografico do antimiosina->>"Tc

O estudo cintilografico do anticorpo antimiosina integro marcado com
tecnécio-99m foi realizado em ratos Wistar, pesando 250-300 gramas. Foram
utilizados animais sadios e animais com infarto agudo do miocardio induzido por
procedimento cirargico.

O radiofarmaco (antimiosina->*"Tc) foi obtido pela marcacdo do anticorpo
antimiosina integro reduzido (100 pg) com 1850 MBq de pertecnetato em um
volume de 2 mL. Apdés 60 minutos de reagdo em temperatura ambiente, o
radiofarmaco foi purificado em coluna PD-10 e uma dose de 90 MBq/300 uL foi
administrada na veia caudal de cada rato.

Foram realizadas imagens estaticas dos ratos, em decubito dorsal, em
tempos pré-fixados (t = 1, 4 e 24 horas). As imagens forarn adquiridas utilizando a
camara de cintilagdo em matriz 256 x 256 por 300 segundos cada. O colimador

utilizado foi o de baixa energia e alta resolugdco (“Low Energy High Resolution” —
LEHR).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Preparo do fragmento de anticorpo F(ab’).

Como citado anteriormente, devido ac alto custo do anticorpo monoclonal
antimiosina, para otimizagéo do processo de digestdo, foram utilizados o Ac anti-
CEA (subclasse igG+) e Acs purificados do soro de camundongos imunizados com
veneno de Bothrops jararacussu.

5.1.1 Imunizagdo de camundongos para obtengao de anticorpos

5.1.1.1 Ensaio Imunoenzimético (ELISA)

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi realizado com plasma dos
camundongos para pesquisar a presenga de Acs especificos decorrentes do
processo de imunizagdo com veneno Bothrops jararacussu. Na leitura das placas
em leitor de micro placas Dynatech foram observados resultados positivos até a
diluicdo de aproximadamente 1:500C0. Esses resultados confirmaram a produgéo
de uma quantidade satisfatéria de Acs especificos, comprovando assim a eficiéncia

do protocolo de imunizagéao utilizado.

5.1.2 Fracionamento do plasma e purificagao para obtencdo de anticorpo

O plasma obtido dos animais imunizados foi purificado pela Cromatografia
Liquida Rapida de Proteinas (“Fast Protein Liquid Chromatography” - FPLC),
usando uma coluna de afinidade (HiTrap r Protein A Fast Flow), para a obtengéo de
Acs (1gG).

Observa-se claramente na FIG. 1 que conforme esperado, quando o soro é
eluido em pH basico (100% tampéo PBS 0,1 molll. pH 8,0) os Acs ligam-se

fortemente a proteina A, sendo os outros constituintes do soro (Globulinas,
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Albumina e etc) eluidos (1° Pico). Apos a mudanga do pH (linha tracejada) para

pH acido (100% tampé&o Glicina 0,1mol/L pH 2,8), a IgG é removida da proteina A
(2° Pico). Isso comprova a alta afinidade dos Acs pela proteina A em pH basico,

permitindo assim a utilizagdo de um método simples e eficaz para purificagéo de

B

Acs do plasma.

Absorbancia (280 nm)

%mr e

Fragdo de eluigao (Tubo)

FIGURA 1. Perfil cromatografico em FPLC da purificacdo do plasma de
camundongos imunizados com veneno de Boihrops jararacussu em coluna de
afinidade (HiTrap r Protein A Fast Flow).

5.1.3 Digestdo do anticorpo pela pepsina imobilizada em agarose para
obtencao dec fragmento F(ab’),

As técnicas cromatograficas utilizadas (FIG. 2, FIG. 3 e FIG. 6) e a
eletroforese (FIG. 7) comprovaram a eficiéncia e a especificidade da pepsina
imobilizada em agarose para clivar a molécula de anticorpo integro em uma regiao
especifica, formando assim o fragmento F(ab’),.
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5.1.4 Analise da digestio e purificagdo do fragmento digerido

Para avaliar o rendimento da digestéo e separar o fragmento digerido,

F(ab’),, do anticorpo integro e dos fragmentos Fc foram utilizadas as técnicas HPLC
e FPLC, além da eletroforese.

5.1.4.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Apds a execugdo do planejamento experimental da digestdo, as amostras
digeridas foram aplicadas ao HPLC e os perfis cromatograficos obtidos foram
comparados ao perfil cromatografico do anticcrpo integro para identificagdo dos
compostos formados.

Ao comparar os tempos de retencdo dos picos na FIG. 3, 1° Pico (15,60
minutos), 2° Pico (23,87 minutos) e 3° Pico (25,52 minutos), com o tempo de
retengdo do anticorpo integro (13,74 minutos), na FIG. 2, supde-se que a digestao
foi eficiente. Por apresentar um tempo de retengdo maior, ou seja, uma menor
massa do que o anticorpo integro, o 1° Pico da FIG. 3 provavelmente é referente ao

fragmento F(ab’); e os dois outros picos aos fragmentos F¢, que apresentam uma
massa menor ainda.
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FIGURA 2. Cromatograma de HPLC da amostra de anticorpo integro (anticorpo de
camundongo imunizedo com veneno de Bothrops jararacussu) em coluna de
exclusdo molecular (TSK 2000 7,5 x 600 mm, Tosc-Haas).
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FIGURA 3. Cromatograma de HPLC da amostra 09 (planejamento experimental) em
coluna de exclusdo molecular (TSK 2000 7,5 x 600 mm, Toso-Haas).

Como o HPLC determina a area dos picos a partir da absorbancia da
molécula em 280 nm e sendc essa absorbancia relacionada a concentragdo de
aminoécidos aromaticos (tirosina, fenilalanina e triptofano), a area dos picos néo
representa a real concentragdo do composto, mas sim a absorbancia do mesmo.

Para avaliar o rendimento da digestéo utilizando o programa Minitab 14, foi
necessario quantifica-la. Prireiramente, tentou-se usar a razdo entre o tempo de
retengdo dos picos formados pela digestdo e o tempo de retencdo do anticorpo
integro para determinagdo de um indice, mas como os valores foram muito
proximos optou-se pelo uso da diferenga entre os tempos de retengéo, ja que essa
apresentava valores mais distantes (TAB. 6). Essa diferenga entre os tempos de
retengdo foi charmada de indice de Fragmentagdo e foi utilizada para avaliar o

rendimento da digestdo com o programa Minitab 14. Os indices entre 0,64 e 2,18
foram entendidos como satisfatérios, pois representam a formagéo dos fragmentos
desejados, sendo essa variagdo grande, devido aos diferentes compostos

formados, como o fragmento F(ab’), deglicosilado e o F(ab'), ndo deglicosilado pela

PNGase F.
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Absorbéncia (280 nm)

Fracdo de eluicdo (Tubo)

FIGURA 6. Perfil cromatografico em FPLC com uma coluna de exclusdo molecular,

Sephacryl S-200, da amostra de anticorpo Anti-CEA digerido pela pepsina
imobilizada em agarose.

5.1.4.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacriiamida foi utilizada para verificar a eficiéncia
da pepsina na digestao do anticorpo integro e o rendimento dessa digestao.

As fragbes referentes ao 1° Pico e 2° Pico da FIG. 6,‘ foram submetidas a
eletroforese para confirmar a digestdo do anticorpo.

Ao analisar a FIG. 7, cbserva-se no primeiro pogo as bandas formadas pelo
padrdo de peso molecular utilizade. As trés bandas seguintes (2°, 3° e 4° pogos)
s&o referentes as fragdes do primeiro pico (150 kDa), as outras trés (5°, 6° e 7°
pocos) sao referentes ao segundo pico (100 kDa) e a ultima referente a amostra de
anticorpo integro (150 kDa) antes da digestao que foi usada como controle.

Os dados observados na FIG. 7, confirmam assim a digestdo do anticorpo
pela pepsina com a formacgao do fragmento F(ab'),.
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Curva Padrao de Cisteina
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FIGURA 10. Curva padréo de cisteina usada para andlise das amostras 1 e 4 do
planejamento da redugdo com 2-ME e DTT.
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FIGURA 11. Curva padrdo de cisteina usada para analise das amostras 2 e 3 do

planejamento da redu¢io com

2-ME ¢ D1T
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FIGURA 12. Curva padrdo de cisteina usada para andlise das amostras 5 e 6 do .

planejamento da redug&o com

2-ME e DTT.
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5.3 Marcacéo do fragmento reduzido com tecnécio-99m

Seguindo os dados da bibliografia, as amostras do fragmento de anticorpo,
reduzidas previamente pelo 2-ME e pelo DTT, foram inicialmente marcadas com
tecnécio-99m (37 MBg) em pH 4,0, com uma massa de estanho (Sn?*) de 2,5 ug e
uma incubacgio de 60 minutos a temperatura ambiente.® 12-31.52) , |

Esses parametros foram entdo variados com o objetivo de determinar a
condigdo que proporciona os melhores rendimentos, sendo essa condigéo utilizada

para marcagdo do fragmento do anticorpo antimiosina reduzido.

5.3.1 Controle de qualidade dos anticorpos marcados

Para determinagdo da condicao ¢tima foi realizado o controle de qualidade
do anticorpo marcado. Foram determinadas as quantidades de tecnécio-99m livre
(TcOys), de coldide (TcO,) e do composto anticorpo->*"Tc, sendo essa ultima
utilizada como parametro de rendimento.

5.3.1.1 Determinagio da pureza radioquimica

Os gréficos, FIG. 13 e FIG.14, mostram os rendimentos das marcagbes em
fungdo da concentragdo de Sn“* determinados pela cromatografia ascendente e
pela cromatografia em mini colunas Sep-Pak Silica, respectivarmente. ©

Observa-se que os melhores rendimentos, nos dois casos, foram obtidos
com concentragdes de estanho (Sn**) de 2,5 ug.
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Observa-se que os rendimentos obtidos pelo método da cromatografia em

mini coluna Sep-Pak Silica sdo mais reprodutiveis, estando concentrados em uma
area menor do grafico. Isso indica que o método apresenta uma melhor precisédo do
que o método da cromatografia em fita. Mesmo assim, observa-se ainda uma
grande variagcdo no rendimento de marcagdo para uma mesma condigdo
experimental.

Outro metodo cromatografico empregando coluna Sephadex G-25 (PD-10)
eluida com tampao PBS 0,1 M pH 7,4 foi utilizado, sendo a pureza radioguimica
determinada por esse método comparada a encontrada com outras técnicas com o
objetivo de determinar se a variabilidade refere-se & marcacédo em si ou ao método

cromatografico empregado. Esses resultados estdo apresentados no item 5.4.3.

5.4 Anticorpo Antimiosina

5.4.1 Digestao do anticorpo antimicsina pela pepsina imobilizada em agarose
para obtencido fragmento F(ab’);

Ao comparar os tempos de retencao dos picos na FIG. 18, Pico 2 (23,017
minutos), Pico 3 (23,429 minutos) e Pico 4 (25,005 minutos), com o tempo de
retencao do anticorpo integro (17,624 minutos), FIG. 17, observa-se que a digestao
foi eficiente. Por apresentar um tempo de retengdo maior, ou seja, uma menor
massa do que o anticorpo integro, os Picos 2,3 e 4 (FIG. 18) sdo provavelmente
referentes ao fragmento F(ab’), e outros produtos formados pela digestdo do

anticorpo integro.
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FIGURA 18 Cromatograma de HPLC da amostra de anticorpo integro (anticorpo

antimiosina) em coluna de exclusdo molecular (TSK 3000 7,5 x 600 mm, Toso-Haas).
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FIGURA 17. Cromatograma de HPL.C da amostra de anticorpo antimiosina digerido, pela

pepsina imobilizada em agarose, em coluna de exclusdo molecular (TSK 3000 7,5 x 600
mm, Toso-Haas).
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Devido a sua maior resolugdo na faixa de peso molecular do Ac, a coluna

TSK 3000 foi utilizada para a analise da digestdo do anticorpo antimiosina e
purificagdo do fragmento digerido em substituicdo a coluna TSK 2000, previamente
utilizada. Isso explica a diferenga no tempo de retengdo observada para o mesmo

composto quando comparados os cromatogramas obtidos pelas duas colunas.

5.4.2 Redugao do anticorpo integro e do fragmento F(ab’);

Apos a reducdo do anticorpo antimiosina integro e do fragmento F(ab’),
utilizando-se o DTT em uma razao molar de 1:1000 (Ac:DTT) e uma incubagéo de
30 minutos sob agitagéo constante (850 rpm), as amostras foram aplicadas em uma
coluna Sephadex G-25 (PD-10) para eliminar o excesso de agente redutor e
purificar o reduzido.

Assim como esperado, observou-se gue tanto o anticorpo integro quanto seu
fragmento F(ab’),, apds reducdo, foram eluidos sempre entre as fragdes 2, 3 e 4
(TAB. 15 e TAB. 16).

TABELA 15 Concentragdo protéica das fragbes eluidas em coluna PD-10 na

redugao do anticorpo antimiosina integro com DTT.

ANTICORBO ANTIMIOSINAINTEGR

Abgplrbé;n'_cia: (280nm) - Concentracdo (mg/ml

3 1,002 0,716
4 0,383 0,274

TABELA 16 Conceniragdo protéica das fragdes eluidas em coluna PD-10 na
reducdo do fragmento F(ab’), com DTT.

FRAGMENTO F(ab’): ANTICOR

0,035 0,025
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O rendimento da reducao foi determinado utilizando-se 0 método de Ellman.
O numero de mmol/L de anticorpo reduzido foi determinado utilizando-se a equagéo
2 e o numero de grupos —SH por molécula de anticorpo foi determinado pela
equacgao 3. O anticorpo antimiosina reduzido com o DTT apresentou 13,28 grupos
—-SH/molécula de anticorpo, comprovando assim sua reducgdo eficiente. Por
apresentar uma massa muito pequena o fragmento F(ab’), reduzido foi marcado
sem a determinagdo do nimero de grupos —-SH formados, j& que o método de
Ellman nfo apresenta sensibilidade para determinagdo de concentragdes muito
baixas de cisteina.

5.4.3 Marcagao do anticorpo integro e seu fragmento F(ab’), com tecnécio-99m

O anticorpo antimiosina integro foi reduzido com DTT e marcado com %*™Tc
segundo as condigdes encontradas como otimas (pH 4,5 e concentragbes do ion
estanho de 2,5 ug). A pureza radioquimica da marcagao foi avaliada utilizando-se a
cromatografia ascendente (fitas de papel Whatman 3MM e fitas ITLC-SG), a
cromatografia em colunas Sep-Pak Silica (Waters) e a cromatografia em colunas
Sephadex G-25 (PD-10 - Amersham). Os resultados obtidos pelos diferentes
métodos (TAB. 17) foram comparados com o objetivo de determinar a confiabilidade

e reprodutibilidade de cada um dos métodos empregados.

TABELA 17 Rendimento da marcagao do anticorpo antimiosina integro determinado
pela cromatografia ascendente (fitas Whatman 3MM e fitas ITLC-SG), cromatografia
em coluna Sep-Pak Silica e cromatografia ern coluna PD-10.

RENDIMENTO DA MARCAGAO DO ANT! ANTIMIOSINA (N=6

Método Whatman 3MM / ITLC-SG Sep-Pak Silica PD-10

Rendimento 45,21 £2,05 53,18 £ 4,40 90,06 £+ 1,53
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5.4.4 Estudo da Biodistribuicao

Os resultados do estudo bioldégico com o anticerpo antimiosina integro (TAB.
18, TAB. 19, FIG. 19 e FIG. 20), demonstram que o perfil de biodistribuicdo do
radiofarmaco foi compativel com a biodistribuizdo descrita na literatura para um
radiofarmaco constituido por anticorpo monoclonal &7 42

Observa-se uma baixa captagdo no estdmago e na tiredide, evidenciando a
pequena conceniragdo de %Mmre fivre. Corn o passar do tempo, essa captagéo
diminui, comprovando uma boa estabilidade do produto in vivo.

A alta captagédo no figado demonstra que o radiofarmaco é metabolisado
nesse o0rgéo. Ja a aita captacéo nos rins apds 1 hore, indica que a excrec¢ao inicial
desse radiofdmaco ocorre por via renal. Uma zlta captacdo no intestino foi
observada com 4 e 24 horas, indicando que apds esse tempo a via de excregao
predominante desse radiofamaco ¢é a via intestinal.

Nao foi observada uma grande captagdo no cérebro, demonstrando que o
radiofarmaco, &assim como esperado, provavelmente ndo atravessa a barreira
hemato-encefalica.

O.coragdo apresentou uma baixa captagao, indicando pequena afinidade do
radiofamaco pelo miocardio sadio.

A captagdo sanguinea foi extremarnente baixa e diminuiu rapidamente com o
passar do tempo. Is30 evidencia uma pequena concentracdo de material circulante
e um rapido clareamento sanguineo do radiofarmaco. Esse rapido clareamento
sanguineo sugere que o Ac integro apresenta uma cinética rapida, podendo ser
utilizado na sua forma integra sem necessidade da fragmentacdo, um processo
trabalhoso e com baixos rendimentos.
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