INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA DE SANTA
CATARINA — CAMPUS FLORIANOPOLIS
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE SAUDE E SERVICOS - DASS
CURSO SUPERIOR DE TECNOLOGIA EM RADIOLOGIA

EDUARDO SANT’ANA RICARDO

NANOPARTICULAS SUPERPARAMAGNETICAS DE OXIDO DE
FERRO COMO POTENCIAIS AGENTES DE CONTRASTES
NEGATIVO EM IMAGEM POR RESSONANCIA MAGNETICA

FLORIANOPOLIS, 2019.



INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGICA DE SANTA
CATARINA — CAMPUS FLORIANOPOLIS
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE SAUDE E SERVICOS - DASS
CURSO SUPERIOR DE TECNOLOGIA EM RADIOLOGIA

EDUARDO SANT’ANA RICARDO

NANOPARTICULAS SUPERPARAMAGNETICAS DE OXIDO DE
FERRO COMO POTENCIAIS AGENTES DE CONTRASTES
NEGATIVO EM IMAGEM POR RESSONANCIA MAGNETICA

Trabalho de Concluséo de Curso
submetido ao Instituto Federal de
Educacdo, Ciéncias e Tecnologia de
Santa Catarina como parte dos requisitos
para aprovacdo no Curso Superior de
Tecnologia em Radiologia.

Orientador: Dr. Alexandre D. Zottis

Coorientadora: Dra. Tula Beck Bisol

FLORIANOPOLIS, 2019.



Ficha de identificac&o da obra elaborada pelo autor.

Ricardo, Eduardo Sant’Ana

Nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro como
potenciais agentes de contraste negativo em imagens de
ressondncia magnética / Eduardo Sant’Ana Ricardo;
orientacdo de Alexandre D’Agostini Zottis; coorientacdo
de Tula Beck Bisol. - Floriandpolis, SC, 2019. 73 p.

Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC) - Instituto
Federal de Santa Catarina, Campus Floriandépolis. CST em
Radiologia. Departamento Académico de Saude e Servigos.
Inclui Referéncias.

1. Nanoparticulas superparamagnéticas de ¢éxido de ferro.
2. Imagem ressondncia magnética. 3. Agentes de
Contraste. I. Zottis, Alexandre D’Agostini. II. Bisol, Tula
Beck. III. Instituto Federal de Santa Catarina. Departamento
Académico de Saude e Servicos.

IV. Titulo.




NANOPARTICULAS SUPERPARAMAGNETICAS DE OXIDO DE
FERRO COMO POTENCIAIS AGENTES DE CONTRASTES
NEGATIVO EM IMAGEM POR RESSONANCIA MAGNETICA

EDUARDO SANT’ANA RICARDO

Este trabalho foi julgado adequado para obtencao do titulo de tecnologo
em radiologia e aprovado na sua forma final pela banca examinadora do Curso
Superior de Tecnologia em Radiologia do Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e
Tecnologia de Santa Catarina.

Florianopolis, 27 de junho, 2019.

Banca Examinadora:

i)

/}\léxandre [é’Agostini Zottis, Dr.

Tl Do (;;S.-L‘.x,(

]

/
/
)

Tula Beck Bisol, Dra.

s

\ N
-./,

| CoUpONR Yo b, ?OGM NP

Jeovandro Maria Beltrame, Dr.

////7”9&;///4 .
7.7 7
“’C&%S/R%\an Flores Rodrigues, Ms.




Dedico este trabalho a minha esposa, Alair,
Que foi, € e sempre sera o grande
amor da minha vida.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de comecar agradecendo ao Instituto Federal de Educacéo,
Ciéncias e Tecnologia, por todo o suporte e estrutura que foram destinadas a minha

formacdo profissional e académica.

Ao professor Alexandre Dagostini Zottis, meu orientador, que desde cedo
me orienta nesse projeto, pela orientacdo, apoio, confianca e emprenho dedicado a

elaboracao deste trabalho. Seu conhecimento, muito contribuiu na minha formacéao.

Aos membros do grupo Nanotec, principalmente a professora Tula Beck
Bisol por sua coorientacdo. Sem a participacdo de vocés, meu projeto nao teria

acontecido.

Agradego a todos o0s professores que me proporcionaram todo o
conhecimento necessario para minha formacéo pessoal. A palavra mestre, nunca
fard justica a dedicagdo de vocés, os quais, sem nominar, terdo oS meus eternos

agradecimentos.

Aos amigos Edson Conod, Leonardo Cristtopher da Silveira e Salomé&o
Francisco do Nascimento, que muitas vezes me ajudaram com a rotina sem fim de
trabalhos, apresentacdes, provas. Hoje vejo como crescemos academicamente
juntos. Verdade seja dita, vocés foram os melhores companheiros de trabalhos e
contribuiram muito na minha formacao. A amizade de vocés foi uma das melhores

coisas que conquistei nessa jornada. Contem comigo sempre.

Aos meus filhos, Arthur e Lucas e minha esposa Alair. Meus filhos por
serem crian¢as maravilhosas, e que, quase sempre, me deram tranquilidade para
poder estudar. O pai ama vocés. Minha esposa por ser minha fonte de inspiracéo e

admiracdo. Eu sempre vou ser grato por ter vocé na minha vida. Sempre.

Para terminar, a todos que, direta ou indiretamente, fizeram parte da

minha formacao académica e profissional, 0 meu muito obrigado.



“Eu, um universo de atomos,
um atomo no universo. ”
Richard Feynman



RESUMO

O uso de nanoparticulas superparamagnéticas de oOxido de ferro
(SPIONs) nas mais diversas areas de conhecimento tem mostrado como essa
tecnologia € promissora. Na obtencdo de imagens por ressonancia magnética (IRM)
0 uso das nanoparticulas pode ser uma alternativa ao uso de agentes de contrastes
a base de Gadolinio, ja que estes podem causar fibrose nefrogénica. Este trabalho
apresenta o0s resultados das IRM de trés amostras de nanoparticulas
superparamagnéticas de oxido de ferro apontado para seu uso biomédico como meio
de contraste negativo em exames clinicos de ressonancia magnética. As analises
envolvendo as IRM nas ponderacfes T1 e T2 revelaram o efeito de reducéo do sinal
nas amostras. Em AO1 a reducéo foi de 10,13%, 34,49%, 56,85%, 71,09%, para A02
de 31,58%, 55,1%, 75,05% e 85,5% para CO1 as reducgOes foram de 12,79%,
26,84%, 46,61%, 74,85% para as concentracdes de Ferro de 10 ppm, 25 ppm, 50
ppm, 75 ppm e com tempo de eco de 60 milissegundos. A taxa de relaxividade
transversal r2 foram elevadas quando comparadas com outras amostras da literatura
(re-cor = 217,84 mM1.s?t r2a01 = 198,21 mM1.s? ra.a02 = 303,9119 mM1.s?). Foi
possivel concluir que o uso das SPIONs pode ser um meio viavel como meio de
agente de contraste na obtencado clinica de IRM de forma que pode atender aos

objetivos propostos pelo presente trabalho.

Palavras-chave: Nanoparticulas Superparamagnéticas de Oxido de Ferro; IRM;
Agentes de Contraste;



ABSTRACT

The use of superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONSs) in the most diverse
areas of knowledge has shown how this technology is promising. In magnetic
resonance imaging (MRI) the use of nanoparticles may be an alternative to the use
of gadolinium-based contrast agents, since they may cause nephrogenic fibrosis.
This work presents the results of MRI of three samples of superparamagnetic
nanoparticles of iron oxide aimed at its biomedical use as a negative contrast medium
in clinical MRI scans. Analyzes involving MRIs in T1 and T2 weights revealed the
effect of signal reduction in the samples. In A01 the reduction was 10.13%, 34.49%,
56.85%, 71.09%, for AO2 of 31.58%, 55.1%, 75.05% and 85.5% for CO1 the
reductions were 12.79%, 26.84%, 46.61%, 74.85% for Iron concentrations of 10 ppm,
25 ppm, 50 ppm, 75 ppm and with an echo time of 60 milliseconds. The rate of
transverse relaxivity r2 was high when compared to other samples in the literature
(r2-C01 = 217.84 mM-1.s-1 r2-A01 = 198.21 mM-1.s-1-R2-A02 = 303, 9119 mM-1.s-
1). It was possible to conclude that the use of SPIONs may be a viable medium as a
means of contrast agent in the clinical acquisition of MRI so that it can meet the

objectives proposed by the present study.

Keywords: Superparamagnetic Nanoparticles of Iron Oxide; IRM; Contrast Agents;



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Comportamento do proéton como um dipolo magnético.............ccccceeeennee 21
Figura 2 - Orientagdes do proton sob um campo magnético externo...................... 22
Figura 3 - Movimento de precessao e vetor de Magnetizacdo Resultante MO........ 22
Figura 4 - Movimento de precessao e coordenadas do Campo..........ccceeeeeeeeeeeennnns 23
Figura 5 - Vetor magnetizagao NO €IX0 XY. ....uuurrururummmmnrniiiiiiiiiininiinnninnnnnnennnennennnnnes 24
Figura 6 - Retorno do vetor magnetizagao para eixo longitudinal. .......................... 25
Figura 7 - RelaxXag@o €M TL. ...t e e e e e e e e e e e eeeeenes 25
Figura 8 - RelaXaCao €M T 2. ...cooiiiiiii et e e e e e e e e e e e e eeanans 26
Figura 9 - Representacdo do Gradiente do Campo Magneético. .........cccuvveeeeeeeeennns 28
Figura 10 - Sequéncia de pulSO SPiN ECO ...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieae 29
Figura 11 - Influéncia de TE e TR em uma sequéncia de pulso Spin Eco. ............. 30

Figura 12 - Exemplos de estrutura linear (a) e ciclica (b) de quelatos de Gadolinio.

Figura 13 - Microscopia de luz das células C6 nao marcadas (A) e células C6
Marcadas COM SPIONS (B) .....uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 37
Figura 14 - Imagens de RM ponderadas em T2 mostrando o efeito das SPIONs
como marcadores (Setas amarelas). ..........eiiiiieeiiiiiiiiee e 38
Figura 15 - Esquema representativo do alinhamento dos momentos magnéticos: (A)
superparamagnéticos, (B) ferromagnéticos, (C) antiferromagnéticos e (D)

(=T 0= 1o 1= (oo LR 40
Figura 16 - llustracdo da curva de histerese magneética. ............cccceevvvvvciiieeeeeeennnns 41
Figura 17 - Curva de histerese magnética; a) Material duro. b) Material mole........ 42

Figura 18 - Curvas de magnetizacao associados a (a) curva de histerese presente
em materiais ferromagnéticos e (b) processos reversiveis presentes em SPIONs
COM HC NUIO e 43

Figura 19 - Sala de comando e ressonancia Sigma Excite 1.5 T — General Electric.

Figura 20 - Representacdo das SPIONSs recobertas por Pheomelanina (C02) e
Polietilenoglicol (ADL € AD2).......oouii i 46
Figura 21 - Amostras AO1 - PEG (direita) e CO1 — Pheo (esquerda)...................... 47



Figura 22 - Espectro de Infravermelho das NPMs AO1 (azul) e A02 (verde) e do

o = o1 = TP TRSPPPPPPPPT 48
Figura 23 - Espectro de Infravermelho da NPM CO1 (rosa) e pheomelanina pura

6274 | SRR 49
Figura 24 - Etapas da PESOUISAL. ... ..uuuuuuuruiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiitsiisesebienbebeeebseenee e 50
Figura 25 - Distribuicdo das amostras C01 e A02 para IRM. .........cccccuvvvviiniinnnnnnnne 52
Figura 26 - Distribuicdo das amostras AOL para IRM..........cccoeoeeeiiiiiiiiiiiiiee e, 53
Figura 27 - Leitura da intensidade de pixel das imagens geradas por RM.............. 55

Figura 28 — Resultado da medida de magnetizagdo por amostra vibrante (VSM) ..59
Figura 29 - Intensidade de Sinal versus TE por concentracéo de Ferro da Amostra

0 1 PR OPPSRR 61
Figura 30 - Intensidade do sinal de IRM ponderada em T2 versus concentracdo de

1] (0TS 62
Figura 31 - Percentual da reducao do sinal em relacéo ao controle para sequéncias
(ofo] g gl oo ] aTo =] = Vo= Lo TN 2 (2 O I S 62
Figura 32 - Percentual da reducao do sinal em relacéo ao controle para sequéncias
com PONAEragan T2 (COL) ..ooeeeeieeeeeeeeeee e 63
Figura 33 - Grafico da Relaxividade Transversal (r2)........ccueeeeeeeeniiiiiiiiieeeeeeeeeeens 64
Figura 34 - Gréafico da Relaxividade Longitudinal (r1) ...........eeeevieeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeens 65

Figura 35 — Comparativo da intensidade de sinal do agente de contraste gadolinio e
a amostra A0l para sequéncias variando Tempo de Eco de 10 até 120 ms para
5107 ] 1 0 RO PPPPPT 66



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Valores de w para alguns elementos qUIMICOS. ........ccccoeeevirvviiiiiinneeenn. 21
Tabela 2 - Tempos de relaxacdo T1 e T2 para alguns tecidos do corpo humano...27
Tabela 3 - Agentes de contraste contendo gadolinio liberados pelo FDA............... 33
Tabela 4 —Propriedades fisicas de algumas nanoparticulas utilizadas como agente

B CONMIIAST ..o 36
Tabela 5 - Métodos de preparo de nanoparticulas............cccccvceeiiiieeiiieeicceee e, 39
Tabela 6 - Descricdo das principais diferencas das classes dos materiais.............. 40
Tabela 7 - Resultados DLS ........cooooiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee et 49
Tabela 8 - Resultados EDS. ... 50
Tabela 9 - Organizacao dos dados coletados da amostra COL...........cccccccceeeeeeennn. 57
Tabela 10 - Organizacao dos dados coletados da amostra AO2. ...........cccccceeeeeennenn. 57
Tabela 11 - Organizacao dos dados coletados da amostra AOL. ..........ccccvveeeeeennnn. 57
Tabela 12 - Valores da taxa de relaxacdo da amostra AOL.........ccccccvvvveviviiiiieeeennn. 60
Tabela 13 - Valores da taxa de relaxividade da amostra AOL. ........cccccvvvvvveveeennnnnn. 60

Tabela 14 - Comparativo da relaxividade r2 e r1 de nanoparticulas com

FECODINMENTOS QIfEIENTIES. ... e e eaen 65



LISTA DE SIGLAS

AC - Agentes de Contraste

DLS — Espalhamento de Luz Dinamico

DP — Densidade de Protons

EDS — Microanalise por energia dispersiva
FDA — Food and Drug Administration

FNS — Fibrose Nefrogénica Sistémica
Gd3+ — lon Gadolinio

IFSC — Instituto Federal de Santa Catarina
IRM — Imagem Ressonancia Magnética
M:z - Magnetizacdo Longitudinal

Mxy - Magnetizagéo Transversal

MN — Medicina Nuclear

NPM — Nanoparticulas Magnéticas

RF — Radiofrequéncia

RM — Ressonancia Magnética

RMN — Ressonancia Magnética Nuclear
SPIONs — Nanoparticulas Superparamagnéticas de Oxido de Ferro
TC — Tomografia Computadorizada

UFSC - Universidade Federal de Santa Catarina
US - Ultrassonografia

VME - Vetor De Magnetizacao Efetiva

VSM — Magnetizagdo Por Amostra Vibrante



SUMARIO

1. INTRODUGAD.......oiieeiee ettt ettt sttt ettt e te et e steeae e e 15
1.1 JUSHITICALIVA .oeeeeiiieee et a e 17
1.2 Problema da PeSQUISA......cceeiviuiiiiiiiiiiiiie s e e e e e e e e e e e e e et a e e e e e e e e e e e aaeeeees 17
RS @ oY= (LYo I 1= - | 17
1.4 Objetivos @SPECITICOS ..o 18
2 REVISAO DA LITERATURA ....oooviitiieceeee ettt 19
2.1 Modalidades de radiodiagndstico envolvendo imagens ...........cccccoevvuvvnnnnn. 19
2.1.1Imagem por reSSONANCIA MAGNELICA ... ...cceieiiiriiiiiieeeeiiiiee e 20
2.1.1.1 A fisica por tras da imagem por ressonancia magnetica................c..cc.uvuens 20
2.2 Agentes de contraste @M IRM........ooooiiiiiiiiiiiiiie e 30
2.3 Fibrose NefrogéniCa SISTEMICEA ....uuvviiiiiiiieeeeeeee e 33
2.4 Nanoparticulas como agentes de contraste em IRM..............ccoovvrrviriininnnnn, 34
2.4.1 Nanoparticulas de oxido de ferro superparamagnéticas. .............ccceeeevvvvvvnnnns 36
2.4.1.1 Sintese de Nanoparticulas superparamagneétiCas.........ccccovcvvveeeeeniiiievennenn 38
2.4.1.2 Comportamento Magneético das SPIONS ........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiieee e 39
2.4.1.3 Curva de Histerese MagnétiCa ...........cceeuiiueiiiiieeniiiiiiie e 41
3 METODOLOGIA et e e e e e e s 44
3.1 LOCAl A PESOUISA...ccceeiiiiiiieeeieieteee et s e e e e e e e e et e e e e e e e e aeaaees 44
3.1.1Equipamentos ULIHZATOS .........euriiiiiiiieieeiii e 45
3.2 PartiCipantes da PESTUISA .....uueiiiiiiiieeeaiiiiiiiiiieieee ettt e e e e e e e e e e e e 46
3.2.1Sintese da Pheomelaning...........oooiiuiiiiiiiiiiiieee e 47
3.2.2 Espectrometria por Infravermelno ... a7
3.2.3Espalhamento de luz DinamiCo (DLS) .......ooooiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 49
3.2.4Microanalise por Energia Dispersiva (EDS).........ccccuuuviiiiiiiiiiiiieeeeesieee 50
3.3 Etapas da PESOUISA ..uuiiiiiiiiiiiiii ettt e e e e e e e aaaae 50

3.3.1Pesquisa bibliografiCa..............uuuuiiiiiiiiii e 51



3.3.2IRM das NAaNOPAItICUIAS. .........ueiiieiiiiiiiie e 51

3.3.2.1 Preparacao do imageamento com phantom ...........cccceeeeeiiieeiieiiiiiieeeeeninnnnn, 51
3.3.2.2 TeSteS das @MOSIIAS .......cuvviiieeiiiiiiiie e et e e s e e e e e e 52
3.3.3C0leta 0OS TAUOS .......uuuiiiiiiiiiii et e e e e e e e e e 54
3.3.4ANALISE 8 dAUODS .....eeiiiieiiiiiiiii et 55
4 RESULTADOS E DISCUSSAO .......c.coiiiiiecteceeee e 57
4.1 Efeito de reduc8o do SiNal T2 .....coooo i 58
4.2 Relaxividade longitudinal (r1) e transversal (r2). ......cooovvvviiiiiiiiieiiiineeeeeneens 64
4.3 Comparacdes com gadoliniO ......cccooeeiiiiiiiiieeece i 66
5 CONSIDERACOES FINAIS .....oiieieeeteeeeee et et ettt ste et ete e sve e e sne e 67
5.1 Sugestdes para trabalhos fUtUIOS ......cccooeiiiiiiiiiiici e, 67

REFERENCIAS ....cce oo ettt ettt e e et e e e e e e e, 69



15

1. INTRODUCAO

Os primeiros estudos com ressonancia magnética nuclear (RMN) datam
do inicio do século XX, década de 20, com os estudos de Otto Stern e Walther
Gerlach que realizaram a experiéncia de Stern-Gerlach, determinando assim o
momento magnético do atomo de prata e, em 1933, Stern, juntamente com fisico
Otto Robert Frisch, mediu o momento magnético do préton utilizando a mesma
técnica (BASSALO, 2018). Em 1937, Isidor Isaac Rabi apresentou um trabalho onde
aperfeicoava a técnica de Stern-Gerlach para obter medidas mais precisas dos
momentos magnéticos nucleares (SILVA, 2004), publicando o que viria a ser a
primeira observacdo de RMN. Em 1946, os fisicos Edward Mills Purcell e Félix Bloch
publicaram trabalhos independentes, onde anunciavam o efeito de ressonéancia
magnética em solidos (Bloch) e liquidos (Purcell) (HAGE, 2009; BASSALO, 2018).

Foi Raymond Vahan Damadian, em 1971, que observou que tecidos
cancerosos de ratos apresentavam caracteristicas diferentes dos tecidos normais
quando submetidos a exames de ressonancia magnética, sugerindo que tais
diferencas poderiam ser usadas para o diagnoéstico do cancer (HAGE, 2009). Paul
Christian Lauterbur, em 1972, usou um campo magnético com comportamento
espacial conhecido para “codificar”’ o sinal de ressonancia magnética (SILVA, 2004),
e Peter Mansfield, em 1976, produziu a primeira imagem de uma parte do corpo
humano: um dedo (HAGE, 2009; BASSALO, 2018).

Apesar de todas essas descobertas, ndo era interessante, para época, o
uso da RMN como método de diagndstico. Sé6 houve um maior interesse em
imageamento, envolvendo ressonancia magnética, com a melhoria tecnolégica dos
equipamentos (aperfeicoamento das bobinas geradoras do campo, bobinas de
radiofrequéncia, bobinas gradientes, refrigeracéo etc.), métodos para diminuicéo de
tempo de aquisicéo de sinal (BASSALO, 2018), e melhoria da computacao. Hoje, o
exame de Ressonancia Magnética € uma das técnicas de diagndstico por imagem
mais sofisticados existentes (THOMAS, 2013), considerado um método nao invasivo,

uma vez que nao faz uso de radiagdo ionizante (CARVALHO, 2014).

Muitas das técnicas para obtencdo de Imagens por Ressonancia

Magnéticas (IRM) fazem uso de agentes de contraste (AC) para realcar as lesbes
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facilitando a localizacdo, caracterizagdo e diagnostico. Os AC utilizados para IRM
sdo, na sua maioria, a base de quelatos do ion gadolinio (Gd3+), sendo o efeito de
reducdo do tempo de relaxamento T1 a sua caracteristica mais importante como

agente de contraste em imagens de ressonancia magnética (ELIAS JUNIOR,2008).

Descobriu-se, em 2004, os primeiros casos de pacientes com deficiéncia
renal crbnica que ao realizarem exames de IRM foram a 6bito devido a fibrose
nefrogénica sistémica (FNS), causada pela toxicidade do ion Gd3+ quando
desprendido dos seus quelatos (LEITE, 2007), o que forcou a Food and Drug
Administration (FDA) emitir um aviso, alertando quanto ao uso de agentes de

contraste de gadolinio.

A toxicidade do Gd3+ fez com que novos estudos surgissem com o intuito
de substituir esses ACs por outras substancias mais eficientes e menos toxicas ao
paciente. Alguns estudos em biomedicina apontam para o uso de nanoparticulas
superparamagnéticas de 6xido de ferro (SPIONS) como agentes de contraste para
imagem por ressonancia magnética (IRM) e transporte de farmacos para células
tumorais (SIVAKUMAR, 2013). Essas nanopatrticulas séo revestidas com polimeros

para serem estabilizadas e, posteriormente, funcionalizadas para determinados fins.

O presente trabalho fard uso de IRM obtidas em uma maquina de
ressonancia magnética, modelo Sigma Excite 1.5 T — General Electric, de SPIONs
produzidas pelo grupo de pesquisa NanoTec, liderado pelo professor Alexandre
Dagostini Zottis e colaboradores. Estas imagens serdo comparadas através de uma

analise quantitativa da reducéo de sinal de relaxacédo T2 das amostras.

O objetivo de estudo deste trabalho foi determinar a taxa de relaxividade
transversal (1/T2) das nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de ferro a fim
de observar se tais amostras podem ser utilizadas como agentes de contrastes
negativos em exames de imagem por ressonancia magnética para serem Uteis

futuramente como sondas marcadoras de tumores malignos.
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1.1 Justificativa

O ion Gd**, guando liberado no organismo, pode causar as mais diversas
reacOes, desde nauseas, vomitos, urticarias, cefaleia, irritacéo no local de aplicacéo,
ardor e sensacéo de frio. Em gestantes, ja foi comprovada a passagem de ACs pela
placenta e para o leite em mulheres em lactacdo (ELIAS JUNIOR, 2008). Raros
casos de laringoespasmo e choque anafilaticos podem ocorrer, e, em paciente
nefropatas, a o risco de desenvolverem fibrose nefrogénica sistémica (FNS),
podendo causar o ébito do paciente (KARAM, 2008; LEITE, 2010). Nesses casos, 0
uso de nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro como agentes de
contrastes em substituicio aos ACs a base de Gd3*' seria uma alternativa
interessante. Além disso, diferentemente dos ACs de gadolinio, que tém como efeito
a reducao do sinal em T1, as SPIONs usadas como agentes de contraste reduzem
o tempo de relaxacdo em T2, agindo como um agente de contraste negativo
(ZOTTIS, 2015) e possuem tanto natureza menos téxica como propriedades
magnéticas superiores as do Gadolinio (AHMAD et al., 2015). Por essas razfes, um
estudo da eficiéncia das nanoparticulas de 6xido de ferro tem grande importancia

cientifica.

1.2 Problema da pesquisa

Diante dos riscos que pacientes expostos a AC formados por quelatos de
Gd3* estdo expostos e da importancia do uso das SPIONs como AC na deteccdo
precoce de diversos tipos de cancer, questiona—se: qual é a eficiéncia das SPIONs
recobertas por diferentes polimeros em relacdo ao efeito de reducdo do sinal de
relaxacdo T2 apresentado?

1.3 Objetivo geral

Calcular a taxa de relaxividade transversal em IRM das SPIONs
recobertas por polimeros e biopolimeros a fim de estudar o seu efeito no realce como

contraste negativo.



18

1.4 Objetivos especificos

Para alcancar o objetivo geral, foram tracados os seguintes objetivos

especificos:

a)

b)

efetuar medidas das taxas de relaxacédo transversal (1/T2) das

amostras estudadas;

esbocar curva de intensidade de sinal em funcao dos valores de tempo
de eco (TE);

demonstrar efeito de reducdo do sinal no tempo de relaxacdo

transversal (T2) em funcéo da concentracdo de ferro;

comparar o efeito de reducdo do sinal do T2 das amostras com 0

agente de contraste Gd-DTPA;

calcular taxa de relaxividade transversal (r2) em funcdo da
concentracédo das amostras.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo serdo abordados conceitos referentes a exames de
radiodiagnostico, a IRM, ao uso de agentes de contraste, ao risco do uso desses
agentes de contraste por pacientes nefropatas, ao conceito de nanoparticulas
superparamagnéticas e a importancia do uso de nanoparticulas de 6xido de ferro
como agentes de contraste negativo, com o intuito de compilar referéncias tedricas
gue subsidiem as analises aqui pretendidas e fundamentar teoricamente a presente

pesquisa.

2.1 Modalidades de radiodiagndstico envolvendo imagens

No geral, os exames de radiodiagndstico utilizam técnicas diferentes para
obtencdo das imagens do corpo humano. Diagnésticos feitos com tomografia
computadorizada (TC), radiografias e medicina nuclear (MN) se utilizam de radiagoes
ionizantes para formacéo das imagens, cada qual com sua técnica e principios de
aguisicao da imagem. Exames de ressonancia magnética e ultrassonografia ndo se
utilizam de radiacfes ionizantes, mas de outros principios fisicos para geracdo das
imagens diagnésticas. Além disso, custo do exame, exposi¢ao a radiacado ionizante,
reacOes alérgicas aos agentes de contraste intravenoso, capacidade do método de
diferenciar lesdes benignas das malignas interferem na escolha do exame a ser
realizado (RIBEIRO, 2004).

Dependendo do tipo de patologia que se esta investigando, faz-se
necessario um exame especifico. Em alguns casos, o diagnéstico sé é possivel com
complemento de outro exame, como € o caso de canceres de mama. O exame de
mamografia, que € o exame padréo-ouro (BRASIL, 2018) no diagnostico do cancer
de mama, as vezes € inconclusivo, sendo necessaria uma ultrassonografia ou, em
alguns casos, uma ressonancia magnética para um diagnéstico preciso desta

patologia.
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2.1.1 Imagem por ressonancia magnética

A ressonancia magneética nuclear (RMN) & uma propriedade fisica exibida
por ndcleos de determinados elementos quimicos, que, quando submetidos a um
campo magnético extremamente forte, podem ser excitados por sinais de radio em
uma determinada frequéncia, indo para um nivel energia mais alto, e liberam essa
energia, quando deixam de ser excitados, em forma de sinal de radio retornando
para o nivel de energia inicial. (HAGE, 2009; MAZZOLA, 2009)

O exame de IRM derivou dos estudos de ressonancia magnética nuclear
(RMN), que é uma ferramenta desenvolvida para identificacdo de estruturas
quimicas de moléculas organicas. Com essa técnica é possivel obter informacdes
sobre a estrutura de diversos compostos que possuam spins +1/2 e -1/2, como *H,
13C, 15N, °F e 3P (PAVIA, 2010).

7z

Hoje, o exame de Ressonéncia Magnética é uma das técnicas de
diagnéstico por imagem mais sofisticados existentes, por conta da sua excelente
resolucdo espacial, contraste entre tecidos moles apresentados nas imagens
(THOMAS, 2013) e por ser considerado um método nédo invasivo, uma vez que nao
faz uso de radiacao ionizante (CARVALHO, 2014).

2.1.1.1 Afisica por trds da imagem por ressonancia magnética

A IRM, como ja mencionado, € um exame de imagem, que se utiliza dos
fendmenos fisicos da RM para obtencao de imagens do corpo humano, tendo como
objetivo o diagndstico médico. O processo de aquisicdo de imagem por ressonancia
magnética fundamenta-se em trés estagios: o alinhamento, a excitacdo e a deteccéo
de radiofrequéncia. (AMARO JUNIOR, 2001).

No primeiro estagio é onde ocorre o alinhamento dos momentos
magnéticos do ndcleo do atomo de hidrogénio presentes no corpo humano,
principalmente os ligados a moléculas de agua presentes no organismo, através da

exposicdo a um forte campo magnético Bo.
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O alinhamento poderia ocorrer com outros &tomos, mas, no exame
médico de IRM, utiliza-se do alinhamento dos &tomos de hidrogénio por ele ser o
mais abundante no corpo humano; o sinal gerado por tecidos sadios se diferencia do
sinal de tecidos lesionados. O atomo de hidrogénio possui 0 maior momento
magnético (Tabela 1), pois seu nucleo é formado apenas por um préton, sendo o
mais sensivel dentre os 118 elementos quimicos (MAAR, 2012) existentes aos

efeitos do campo magnético Bo.

Tabela 1 - Valores de w para alguns elementos quimicos.

Elemento  N°de protons N° de neutrons Spin @ (MHz,15T)
H 1 0 1/2 63,864
c 6 6 0 0
14N 7 7 1 4,613
160 8 8 0 0
OF 9 10 1/2 60,081

2Na 11 12 32 16,893
3ip 15 16 1/2 25,898

Fonte: RABELO, (2018).

Prétons sdo particulas carregadas positivamente, sendo uma de suas
propriedades o momento angular ou spin (HAGE, 2009). O spin (l) representa o
movimento de rotacdo do préton em torno de seu eixo e pode assumir 0s valores de
+1/2 ou -1/2 e, sendo uma carga em movimento, também possui um momento
magneético, comportando-se como um dipolo magnético, que pode ser representado

por um vetor, conforme Figura 1.

Figura 1 - Comportamento do préton como um dipolo magnético

- Y & l-l
. . .‘l ' .' . .".
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1) 2) 3)

Fonte: MAZZOLA, (2009).
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Em temperatura ambiente e sobre o campo magnético da Terra (3x10°
tesla), esses prétons estdo dispostos aleatoriamente no tecido e a soma de todos os
seus vetores de momento magnético € nula. Quando o paciente € exposto ao campo
magnético B (1,5 tesla) das maquinas de RM, os prétons dos atomos de hidrogénio
se alinham paralelamente e antiparalelamente ao campo aplicado, sendo essas

orientacdes representacdes dos valores de spin.

O proton de hidrogénio (I=1/2) possui duas possiveis orientacdes, que

correspondem aos niveis de baixa e alta energia, conforme Figura 2.

Figura 2 - Orientagcdes do préton sob um campo magnético externo

Farals bo - babos arargic

Pe ¢ ¢
b oo I

Antipa~alelo - alta energic

Fonte: HAGE, (2009).

Segundo Mazzola (2009), sob um campo magnético de 1,5 T e para
temperatura média do tecido humano, a diferenca entre 0s spins que ocupam o0
estado de menor energia e o de maior energia é de aproximadamente 5 para 1
milhdo. Bastam esses cinco spins para gerar um vetor de Magnetizacdo Resultante
Mo (Figura 3).

Figura 3 - Movimento de precesséo e vetor de Magnetizagdo Resultante MO

Fonte: MAZZOLA, 2009.
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Além do alinhamento, sob a acdo do campo magnético Bo, 0s prétons do
atomo de hidrogénio precessam a uma frequéncia w determinada pela equacédo de

Larmor (Equacaol).
w =YBy (1)
Onde:
y =razao giromagneética; para o hidrogénio, a razao giromagnética € de 42,58 MHz/T

Bo = valor do campo magnético externo aplicado.

A Figura 4 representa 0 momento magnético de um proéton de hidrogénio
em seu movimento de precessdo em torno do eixo z, longitudinal, que é a direcao de

aplicacdo do campo magnético externo.

Figura 4 - Movimento de precessao e coordenadas do campo.
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Fonte: HAGE, (2009).

Antiperaleio - elita eneryis

Embora todos os momentos magnéticos individuais precessem em torno
do campo Bo a uma frequéncia igual, ndo existe coeréncia de fase entre eles
(MAZZOLA, 2009) e com isso nao existe componente de magnetizagcao no eixo Xy,
transversal. Com o alinhamento ao campo magnético Bo e o movimento de
precessao do préton de hidrogénio, é acontecer a segunda etapa do processo, a
excitacao.
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O segundo estagio, excitacado dos prétons, ocorre por meio de pulsos de
radiofrequéncia na frequéncia de Larmor dos prétons alinhados pelo campo
magnético Bo. Conforme a equagéo 1, um campo de 1,5 teslas fara os protons do
nacleo de hidrogénio, com razao giromagnética de 42,58 MHz/T, precessarem em
uma frequéncia de 63,87 MHz. Essa serd a frequéncia de transmissdo de
radiofrequéncia. E com esse pulso, na mesma frequéncia de precessio, que ocorre

o fendbmeno de ressonancia.

Antes do pulso, os protons do atomo de hidrogénio, que estdo
precessando, tém seu vetor de magnetizacdo paralelos ao eixo longitudinal. Com a
aplicacao do sinal, parte dos protons que estdo precessando paralelamente, fora de
fase, em torno do eixo longitudinal e em nivel menos energético, passam a precessar
antiparalelamente, em nivel mais energético e em fase. Desta forma, surge um vetor

magnetizagao no eixo xy, conforme mostrado na Figura 5.

Figura 5 - Vetor magnetizag@o no eixo xy.

Fonte: RABELO, (2018).

Com o fim da aplicacdo do pulso de RF, ha o inicio a ultima etapa para
formacdo da IRM. Apds o pulso, o sinal decai gradualmente como resultado do
processo de retorno do vetor magnetizagdo para o eixo longitudinal. O formato do
sinal induzido é o de uma onda seno amortecida, como mostra a Figura 6.
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Figura 6 - Retorno do vetor magnetizacao para eixo longitudinal.
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Fonte: MAZZOLA, (2009).

Apoés a aplicacao do pulso, duas medidas de tempo podem ser aferidas
pelo equipamento. O tempo necessario para a magnetizacao longitudinal recuperar
63% do seu valor inicial € chamado de T1 (Figura 7), enquanto o tempo necessario
para que a magnetizacdo no plano transversal atinja 37% do seu valor inicial &
chamado de T2 (Figura 8). As Equacdes 2 e 3 descrevem os gréaficos de T1 e T2,

respectivamente.
M, = M, = M,.(1— ) (2)
Onde:

Mz = magnetiza¢do no eixo z;
ML = magnetizacao longitudinal,
Mo = magnetizacéo inicial;

t = tempo;

T1 = constante de relaxacao longitudinal.

Figura 7 - Relaxacéo em T1.

Tempo T1 Tempo

Fonte: MAZZOLA, (2009).



26

My, = My = My.e772 3)
Onde:
Mxy = magnetizag&o no plano xy;
Mt = magnetizacéo transversal;
Mo = magnetizacgéo inicial; e
t = tempo; e

T2 = tempo de relagao transversal.

Figura 8 - Relaxa¢céo em T2.
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Fonte: MAZZOLA, (2009).

Como o campo gerado Bo pode sofrer variagbes locais que causam
defasagem dos momentos magnéticos e como isso aumenta ainda mais a relaxagéo
no plano transversal e, consequentemente, acelera o decaimento do tempo de
relaxacao transversal (T2), foi definida uma terceira constante de tempo, chamada
de T2* (ou T2 Estrela), que é definida pela Equacao 4, onde T2inomog descreve o
decaimento adicional causado pelas inomogeneidades locais do campo Bo.

1
T2*

1 1
=+ —— )
T2 Tzinomog

Os valores de T1 e T2 vao depender das propriedades de cada tecido, e
podemos diferenciar os diversos tecidos do corpo como gordura, mausculo,
substancia branca, substancia cinzenta e liquor atraves das diferencas nos tempos

de relaxacdo associados a quantidade protons de hidrogénio da agua nos tecidos.
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De modo que a consequéncia desses diferentes tempos de relaxacao (transversal e
longitudinal) influenciam nos diferentes gradientes de contrastes (cinza claro, cinza
escuro, mais escuro) entre os tecidos nas imagens. A Tabela 2 apresenta os tempos

de relaxacdo T1 e T2 de alguns tecidos, expostos a um campo Bode 1,5 T.

Tabela 2 - Tempos de relaxacdo T1 e T2 para alguns tecidos do corpo humano.

Tecido T1 (ms) T2 (Ms)
Substancia Branca 790 90
Substancia Cinzenta 920 100
Liquor 4000 2000
Parénquima Hepatico 490 40
Musculo 870 50
Gordura 260 80

Fonte: REBELO, (2018).

Em IRM, como visto anteriormente e observado na Tabela 2, nota-se que
o contraste gerado nas imagens com ponderacao em T1 (hipersinal ou elevado brilho
em tecidos de baixo valor de T1) é favorecido, os tecidos com tempo T1 longo
aparecerdo com hipossinal e tecidos com T1 curto com hipersinal. J& na ponderacéo
T2, tecidos com tempo T2 longo apresentam hipersinal, enquanto tecidos com T2

curto, hipossinal.

Para a formacao da imagem € necessaria a codificacdo espacial do sinal
através do uso de gradientes de campo magnético (Figura 9). Paul Lauterbur, em
1973, propbs o0 uso de gradientes de campo magnético, tornando possivel a
codificacdo espacial do sinal gerado pelo equipamento de RM (HAGE, 2009;
BASSALO, 2018; VIEIRA, 2014).

Desta forma, foi possivel estabelecer coordenadas para cada parte do
tecido examinado, uma vez que, para cada valor do gradiente do campo, os prétons
precessam com uma frequéncia proporcional ao valor do campo magnético,

conforme estabelece a equacédo de Larmor.
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Figura 9 - Representacao do Gradiente do Campo Magnético.
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Fonte: VIEIRA, (2014).

Segundo Mazzola (2009), o acionamento de um gradiente de campo
também altera a fase dos spins e € proporcional ao tempo que o gradiente fica ligado
e a amplitude do gradiente. Com as informacfes de fase e frequéncia podem-se

obter informacgdes espaciais do sinal.

Essas informacdes sdo armazenadas no computador e 0 mesmo aplica
uma transformada de Fourier, que € uma ferramenta analitica para decompor uma
funcdo de onda continua em suas componentes oscilatérias e amplitudes. Com isso,
€ possivel determinar as amplitudes e frequéncias do sinal e, consequentemente, as
posi¢cdes dos sinais de RM coletadas pelo equipamento, que sao transformadas em

imagens de ressonancia magnética.

Além do gradiente de campo, também séo utilizadas sequéncias de
pulsos para aquisi¢cdo do sinal gerado pelos prétons do atomo de hidrogénio. Uma
das sequéncias utilizadas para a leitura do sinal de relaxacdo é a sequéncia SPIN

ECO, formada por um pulso de RF de 90° e seguido por um segundo pulso de 180°.

Na Figura 10 fica explicito o surgimento do Tempo de Eco (TE) e 0 Tempo
de Repeticao (TR). Enquanto o TE determina o quanto de relaxagdo no plano
longitudinal estard presente no eco, o TR estabelece o quanto de magnetizagédo

longitudinal se recuperou entre sucessivos pulsos de 90°.
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Figura 10 - Sequéncia de pulso Spin Eco
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Fonte: REBELO, (2018).

Quando analisamos a forma da Equacéo 5, da sequéncia de pulso Spin-
Eco, que representa a intensidade do sinal, podemos entender melhor a capacidade

de contraste gerado em um exame de IRM.

I =N.f(v). (e_(%)) ) (1 — e_(%)) (5)

Onde:

| = Intensidade de imagem (brilho do pixel);

N = Densidade de protons do tecido;

f(v) = funcéo de fluxo do tecido;

TE = Tempo de Eco;

TR = Tempo de Repeticao;

T1 = Tempo de relaxagéo longitudinal do tecido;

T2 = Tempo de relaxacgao transversal.

O termo N da equacado, densidade de protons do tecido, interfere
proporcionalmente na intensidade de imagem. Tecidos com baixa densidade de

protons tém um baixo sinal tanto nas pondera¢des T1 como nas T2, como ar,
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calcificacbes, tecido 6sseo. Tais materiais e tecidos apresentaram hipossinal na

imagem.

Para tecidos com maior densidade de prétons, os termos TR e TE podem
ser regulados pelo operador, para aumentar ou diminuir as ponderac¢des T1, T2 nas
imagens. Imagens com TR e TE curtos tem ponderacéo T1; imagens com TR longo
e TE curto apresentam uma densidade de protons dos tecidos; ja imagens com TR
e TE longo tém uma ponderacdo T2. Na Figura 11 € possivel verificar os diferentes

contrastes alterando-se apenas os parametros TR e TE.

Figura 11 - Influéncia de TE e TR em uma sequéncia de pulso Spin Eco.

Fonte: MAZZOLA, (2009).

2.2 Agentes de contraste em IRM

O contraste que a IRM oferece tem origem em diversos fatores, tais como:
0 caso da intensidade do campo magnético estacionario e gradientes aplicados, a
homogeneidade do campo magnético, o tipo de bobina utilizada, parametros para

obtencdo de imagens como o numero de acumulacdo de sinal, espessura,
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localizag&o e orientacéo de cortes, sequéncias de pulsos de RF e seus parametros
TE e TR, os tempos de relaxacdo T1 e T2, a diferenca de densidade de prétons nos
tecidos. E possivel combinar sequéncias de pulso que, combinadas a diferentes
tempos de eco, entregam imagens com diferentes ponderacfes e diferentes

contrastes, dependendo do que se deseja ver.

Como nem sempre €é possivel determinar a melhor sequéncia para realce
do tecido desejado ou determinar a patologia, ja que varias patologias apresentam
IRM semelhantes a tecidos adjacentes, faz-se uso de agentes de contraste
(PEREIRA, 2016). Agentes de contraste sao substancias que, quando aplicadas no
organismo, interferem nos tempos de relaxacéo dos prétons do atomo de hidrogénio
das moléculas de agua do tecido, alterando o contraste da imagem gerada
diferenciando o tecido saudavel do tecido doente. Pereira (2016) lembra que “os
agentes de contraste ndo geram sinais, apenas modificam a amplitude dos sinais
gerados pelos protons de hidrogénio quando estes estdo na presenca de um campo

magnético”.

Os ACs em uso clinico na IRM, na sua maioria, sdo baseados em quelatos
de gadolinio (STEPHEN, 2011) e sao utilizados desde o final da década de 1980. O
Gd3+ é um material paramagnético. Seus dipolos magnéticos tendem a se alinhar
com o campo magnético externo, possuem pequena suscetibilidade magnética
positiva e se orientam aleatoriamente na auséncia de um campo externo (THOREK,
2006).

A eficiéncia do AC é quantificada pela relaxividade longitudinal (r1) ou
transversal (e € uma medida do aumento da taxa de relaxacdo da 4gua presente no
organismo, que pode ser calculado pela Equacao 6, onde Ti pode ser T1 ou T2, Tio
o tempo de relaxacéo antes da aplicacdo do AC, C quantifica a concentragao do AC
em mil molar e r;a relaxividade nos tempos T1 ou T2 (LAURENT et al, 2008)).

li = Tio + 1;C (6)

Os ACs que contém gadolinio sdo classificados como agentes de
contraste positivo, pois a interacdo entre 0 momento magnético do Gd3* e o momento
magneético das moléculas de agua faz com que o tempo de relaxacdo T1 diminua.
(PEREIRA, 2016).
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Mesmo gue sejam os meios de contraste mais utilizados, quelatos de Gd3*
possuem desvantagens, como dificuldade de deteccdo de patologia pela qualidade
da imagem obtida, curta duracdo na corrente sanguinea (o que dificulta exames mais
demorados), toxicidade quando livre no organismo, bem como possivelmente causar

Fibrose Nefrogénica Sistémica (FNS) em pacientes nefropatas.

Caracteristicas como estrutura molecular (linear ou ciclica) (Figura 12),
carga (ibnica e nao idnica), osmolaridade, viscosidade e estabilidade molecular,
(GONCALVES, 2017) interferem diretamente na seguranca do uso desses ACs de
Gd?**, sendo a estabilidade molecular um fator de alta ponderacdo, uma vez que
agentes de contraste com baixa estabilidade molecular podem quebrar e reduzir o
quelato a seus componentes formadores, liberando o ion Gd3* diretamente no
organismo. (ELIAS JUNIOR, 2008).

Figura 12 - Exemplos de estrutura linear (a) e ciclica (b) de quelatos de Gadolinio.
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Fonte: GONCALVES, (2017).
A Tabela 3 apresenta alguns agentes de contraste liberados pela FDA e

suas propriedades.
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Tabela 3 - Agentes de contraste contendo gadolinio liberados pelo FDA

Gd.pTpa Gd-HP- GA-DTPA-  Gd-  Gd-DO3A- Gd-DTPA-
Nome Genéticos (0,5 mol/l) DO3A BMA BOPTAt butrol BMEA -
R % ' (0,5 mol/l) (0,5mol/l) (0,5mol/l) (1.0 mol/l) (0,5 mol/l)
©
S
[
=] Comercial Magnevist ProHance Omniscan MultiHance Gadovist® OptiMARK®
Estrutura Linear Ciclica Linear Linear Ciclica Linear
molecular
Carga ibnica  ndo-ibnica ndo-ibnica  idnica nao-ibnica nao-ibnica
Const.
estabilidade 22,1 23,8 16,9 22,6 21,8 16,6
termodinami-ca
(log Keq)
Const. de
9 estabilidade 18,1 17,1 14,9 18,4 - 15
o condicional em
= pH 7,4
N2
- .
Q Osmolalidade - o 0,63 0,65 1,97 1,6 1,11
O (osm/kg)
© .
< Viscosidade
O (MPa.s 37 °C) 2,9 1,3 1,4 53 4,96 2
Relaxamento T1
(I/mmol/s) 0,47 4,9 4,6 4,8 9,7 5,6 .
T,plasma
Quelato metal 469 279,3 287 334 604,7 330,9
(mg/ml)
Excesso de 0,4 0,23 12 - - 28,4

quelante (mg/ml)

Fonte: ELIAS JUNIOR, (2008).

2.3 Fibrose nefrogénica sistémica

A FNS é uma condi¢do rara, que ocorre apenas em pacientes com

disfuncéo renal, caracterizada pela formacgéo de tecido conectivo na pele, tornando-

a espessada e endurecida. Pode causar fibrose de muasculo esquelético,
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articulacdes, figado, pulméo e coragdo (MUNDIM et al, 2009) e ndo possui cura
(LEITE, 2010). A doenca é progressiva e pode ser fatal em 5% dos casos (ELIAS
JUNIOR, 2008).

A doenca foi identificada em 15 pacientes, em 1997 (LEITE, 2010), todos
portadores de insuficiéncia renal cronica, sendo que esta condi¢do, juntamente com
0 uso de altas doses de AC a base de Gd?*, foi fundamental para o surgimento da
doenca, uma vez que ndo ha relatos de portadores de FNS que n&o sejam nefropatas
ou que sejam nefropatas e ndo tenham feito uso de AC de Gd3*. Como lembram
Mundim et al. (2009), “ocorre em pacientes com insuficiéncia renal, principalmente
pacientes em hemodialise, dialise peritoneal, receptores de transplante renal, com
doenca renal crénica avancada ou insuficiéncia renal aguda sem necessidade de

dialise”, mas que tenham feitos exames de IRM com uso de AC.

Pacientes com insuficiéncia renal ndo conseguem excretar o gadolinio
livre na corrente sanguinea e acabam acumulando-o no organismo, inclusive nos
0ssos em desenvolvimento, o que pode ser um problema grave para criangas e fetos

em desenvolvimento.

Para esses pacientes, o uso do Gadolinio deve ser restrito, e outros
exames de imagem podem ser uma op¢ao, como, por exemplo, a tomografia
computadorizada, que pode ser feita com contrastes iodados. Apesar de
apresentarem risco, os efeitos dos contrastes iodados, utilizados na tomografia,
geralmente, séo reversiveis, diferentemente da FNS causada pelos contrastes de

Gadolinio (KARAM, 2008) utilizados nos exames de ressonancia.

2.4 Nanoparticulas como agentes de contraste em IRM

O termo nanotecnologia foi utilizado pela primeira vez numa conferéncia
de engenharia em 1974, pelo professor Norio Taniguchi, que expbs seu trabalho
sobre semicondutores por uso de praticas de deposicao de filmes e feixes de energia

com controle nanométrico das dimensfes (MARQUES, 2014).

Hoje, a nanotecnologia € um novo campo de pesquisa, investigacao e

elaboracao de materiais industriais com base na criagéo de estruturas moleculares
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que mostram avancos que prometem afetar muitas areas da ciéncia e da tecnologia
(MOLINS, 2008).

Nanoparticulas magnéticas podem ser definidas como sistemas formados
por particulas com tamanho da ordem de nandmetros (10° metros) que possuem
propriedades fisicas diferentes de quando com tamanhos macroscopicos. Suas
propriedades séo fortemente dependentes do seu tamanho, morfologia e estrutura.
As principais caracteristicas sdo a formacdo de monodominios magnéticos, a
existéncia de grande area superficial em relacdo ao volume e a possibilidade de
recobri-las com diversos tipos de ligantes especificos (ALVES, 2007), tendo com isso

uma gama gigante de aplicacdes.

Os métodos de preparo de nanoparticulas mais conhecidos sdo os
métodos eletroquimicos, decomposicdo térmica, sintese hidrotérmica, micro
emulsdo, decomposicao-precipitacdo, coprecipitacdo, deposi¢do quimica a vapor e
a impregnacao (CASANOVA, 2010). Dos métodos de preparo mais conhecidos, o
método da coprecipitacdo € o mais antigo, simples e eficiente e o que permite maior
producdo em larga escala. A coprecipitacado consiste na reacdo de precipitacéo de
um ou mais precursores em meio aquoso, que sao inicialmente misturados e

precipitados na forma de carbonatos ou hidroxidos (PANTA, 2013).

Estas nanoparticulas, além de apresentarem propriedades magnéticas,
mecanicas e térmicas, oferecem um alto potencial para diversas aplicacdes, tais
como descontaminacdo ambiental, fluidos magnéticos, processos cataliticos,
coloracdo de imagens, tintas magnéticas e agentes de contraste em ressonancia
magnética de imagem (JUNIOR, 2011). Suas caracteristicas magnéticas fazem das
nanoparticulas magnéticas um agente de contraste positivo, caso do gadolinio, ou
negativo, caso das NP de 6xido de ferro, com aplicagdes no diagnostico por IRM de
diversas patologias (STEPHEN, 2011). A Tabela 4 apresenta algumas NP estudadas

para o uso em medicina diagnostica.
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Tabela 4 —Propriedades fisicas de algumas nanoparticulas utilizadas como agente de

contraste.
, L. Diametro Diametro o r2
Nome Nucleo Superficie Nucleo Hidrodinamico Magnetizacao (MM-15-1)
. Fe304,
Feridex y.Fe203 Dextran 4,96 160 45 120(1.5T)
Resovist Fe304  Carboxydextran 4 60 186
Combidex Fe304 Dextran 5,85 35 61 65
CLIO-tat Fe304 Dextran 5 30 60 62
WSIO
(MEIO) Fe304 DMSA(b) 4 25 78
FeNP a.Fe PEG 10 70 129
MnMEIO MnFe204 DMSA(b) 6 68 208
CoMEIO  CoFe204 DMSA(b) 12 99 172
NiMEIO Ni.Fe304 DMSA(b) 12 85 152
Au.Fe304 Fe304 PEG 20 114 (3T)
Au.FePt FePt (fcc) PEG 6 59

Fonte: CARVALHO, (2011).

2.4.1 Nanoparticulas de 6xido de ferro superparamagnéticas.

O ferro (Fe) € um elemento quimico de nimero atbmico 26 e massa
atdbmica 56 uma. Este metal de transi¢cdo é encontrado no grupo 8 (VIIIB) da tabela
periddica. E o quarto elemento mais abundante da crosta terrestre (AL—ABADLEH,
2015). Pode ser encontrado em minerais, como o 0xido de ferro, nas suas formas de
hematita (Fe20O3), maghemita (y-Fe203) a magnetita (Fes0a4), goethita (a—Fe203)
(SOUZA, 2011).

O wuso de oOxido de ferro para sintese de nanoparticulas
superparamagnéticas tém sido extensivamente investigadas como novos agentes de
contraste em IRM (STEPHEN, 2011). O oxido de ferro tem caracteristicas
biocompativeis (com uma toxicidade menor) mais interessantes que o gadolinio, uma
vez que o ferro é encontrado de forma natural no nosso organismo (LEE, 2014). Além
disso, as SPIONs apresentam propriedades superparamagnéticas por conta do seu
tamanho de proporcdes nano e biodegradabilidade, podendo ser recobertas com
diversos polimeros conforme Zottis (2015 apud THANH, 2012; LEE, N.; HYEON,
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2012; YOFFE, 2013) e funcionalizadas para as mais diferentes aplicac6es. Além de

reduzirem o tempo de relaxacdo T2 e T2* (GONCALVEZ, 2017), funcionam como

agente de contraste negativo em IRM, uma vez que alteram as intensidades de

susceptibilidade magnética em funcéo da ndo homogeneidade do campo magnético

local.

As SPIONSs tém sido estudadas como meio de diagndstico e tratamento

para 0s mais variados tipos de canceres. Estudos como o de Mamani et al. (2012)

com células de glioblastoma multiforme, tumor cerebral com maximo grau de

malignidade, de crescimento rapido, que se espalha rapidamente em poucos meses,

mostram que tais células podem ser marcadas com SPIONs para que possam ser

monitoradas in vivo através de IRM, possibilitando um acompanhando mais preciso

da evolugao da doenga, conforme mostrado nas Figura 13 e Figura 14.

Figura 13 - Microscopia de luz das células C6 ndo marcadas (A) e células C6 marcadas com
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Fonte: MAMANI et al., (2012)
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Figura 14 - Imagens de RM ponderadas em T2 mostrando o efeito das SPIONs como
marcadores (setas amarelas).
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Fonte: MAMANI et al., (2012)

2.4.1.1 Sintese de Nanoparticulas superparamagnéticas

Para a obtencdo de nanoparticulas magnéticas pode-se utilizar dois tipos
de sintese: os métodos mecanicos ou os métodos quimicos (SCHAFER, 2017 apud
COSTA, 2013). A sintese por método mecanico, conhecido como “top down”,

manipulam o material em escala macro.

Ja por métodos quimicos, conhecidos por “bottom up”, sdo construgcdes
que ocorrem da escala nano em dire¢cdo a micro e macro escala (SCHAFER, 2017

apud BRANCO, 2013). A Tabela 5 apresenta alguns métodos de preparo de

nanoparticulas e suas descri¢oes.
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Tabela 5 - Métodos de preparo de nanoparticulas

Métodos Descricéo

Reduz o tamanho das particulas até a

Moagem Mecanica escala nanometrica utilizando
o
(&) -
= moinhos.
«S
Q g 7 - - ~
g _ . Utiliza a técnica de pulverizagéo
Filmes finos nanoestruturados o
catodica.
""""""""""""""""" _ . Sistema estavel e translucido de dois
Microemulséo o o
liguidos imisciveis.
Formagdo de uma suspensao (sol),
o através de policondensacdo que
o Processo sol-gel o
= forma uma matriz sélida (gel), logo
> e
g apoés secagem.

Materiais sao dissolvidos em um
Coprecipitacao solvente e precipitados pela adicdo de

outro composto quimico.

Fonte: SCHAFER, 2017 apud RAGEL, 2014

As formas de preparacado das NPMs envolvendo solucédo aguosa que mais
se destacam sdo o0s métodos de solvotérmica, decomposicdo térmica
(LIMATENORIO et al., 2015) e coprecipitacdo (SIVAKUMAR, et al., 2013). A sintese
por coprecipitacdo é a mais utilizada, dentre as citadas, em funcdo de possuir um
elevado rendimento, relativo controle do tamanho, baixo custo e por ser menos
agressiva ao meio ambiente, pois ndo utiliza solventes organicos (LIMA-TENORIO
et al., 2015).

2.4.1.2 Comportamento Magnético das SPIONs

O grande interesse no estudo da nanoparticula de 6xido de ferro € devido
sua propriedade magnética. A propriedade magnética corresponde a forgca ou

influéncia atrativa ou repulsiva que um material imp&e sobre outros materiais
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(SCHAFER, 2017 apud ROSSATO, 2012). Quando os atomos magnéticos se
agregam em uma estrutura cristalina, a rede magnética pode se arranjar como,
paramagnetismo, ferromagnetismo, antiferromagnetismo, ferrimagnetismo e
superparamagnetismo (FRANCISQUINI et al., 2015). O esquema representativo do
alinhamento dos momentos magnéticos para estes materiais esta representado na

Figura 15 e as principais diferengas das classes desses estéo descritas na Tabela 6.

Figura 15 - Esquema representativo do alinhamento dos momentos magnéticos: (A)
superparamagnéticos, (B) ferromagnéticos, (C) antiferromagnéticos e (D) ferrimagnéticos
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,tf'1++++++*+#*‘vfﬁfrf+
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A B C D

Fonte: ZALICH, (2005)

Tabela 6 - Descricdo das principais diferencas das classes dos materiais

Classe Estrutura atbmica

f: Atomos tém momentos de dipolo permanentes, mas

Paramagneética . ~
momentos adjacentes ndo interagem

Atomos tém momentos de dipolo permanentes e

Ferromagnética . i
interagem causando alinhamento (paralelo)

Atomos tém momentos de dipolo permanentes e
Antiferromagnética interagem causando alinhamento (antiparalelo)

Atomos tém momentos de dipolo permanentes e
Ferrimagnética interagem causando alinhamento antiparalelo desigual

Atomos tém momentos de dipolo permanentes e

Superparamagnética . i
Perp 9 interagem causando alinhamento

Fonte: ZALICH, (2015)
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2.4.1.3 Curva de Histerese Magnética

A histerese é a tendéncia de um material conservar suas propriedades na
auséncia de um estimulo externo. A curva de histerese completa (quando se leva o
material até a saturacdo em ambos os sentidos do campo H € uma espécie de
resumo das propriedades magnéticas de um material ferromagnético ordenado
(AMORIM, 2011)

Na Figura 16 é mostrada uma curva tipica de um material ferromagnético
policristalino de alta permeabilidade, submetido a niveis elevados de inducédo sob
regime de corrente alternada. Inicialmente a magnetizacédo € nula a campo nulo. A
curva interna (primeiro ramo) do primeiro quadrante é chamada de magnetizagéo
inicial, comecando com uma inclinacdo que define a susceptibilidade magnética
inicial, e atingindo a magnetizacdo de saturacdo (Ms) onde todos os dominios
magneéticos estdo alinhado na mesma direcdo do campo aplicado. A partir dai,
observa-se a irreversibilidade da curva M em funcéo de H, com os demais ramos

completando o ciclo de histerese.

Figura 16 - llustracdo da curva de histerese magnética.

M: Magnetizacao do Material

Mr: Magnetizacao Remanente (Remanencia ou Residual)
Ms: Magnetizagao de Saturacao

H: Intensidade do Campo Magnético Aplicado

Hec: Campo Coercivo (Coercividade ou Forga Coercitiva)

-Ms: Magnetizacao de Saturagao no sentido oposto

Fonte: AMORIM, (2011)

Um material ferromagnético quando submetido a um ciclo de varredura de

campo magnetizante H, sofre um rearranjo da distribuicGo dos momentos
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magnéticos para manter reduzida a energia do sistema. A forma da curva de
histerese de um material (Figura 17) define a dureza do material. Materiais com uma
curva larga séao de dificil magnetizacéo. Ele possuira alta permeabilidade magnética,
sendo necessario uma alta forca coercitiva (Hc) para desmagnetizar o material além
de um alto magnetismo residual (Mr), devido a indugdo magnética que se conservou
no material depois de anulado o campo externo. Nesse caso o alinhamento dos

dominios permanece.

Uma curva estreita, indica que esse material é de facil magnetizacéo
(material mole), com baixa permeabilidade magnética, baixa coercividade (Hc) e
baixo magnetismo residual (Mr). Ja nesse caso o alinhamento dos dominios

desaparece ao retirarmos 0 campo magnético externo.

Figura 17 - Curva de histerese magnética; a) Material duro. b) Material mole

a) b)

Fonte: AMORIM, (2011)

A curva de histerese de fato representa perdas energéticas durante o
processo de magnetizacdo apods a aplicacdo de um campo magnético H, e a area da
curva de histerese esta associada com essas perdas. Por isso, materiais com “pouca
ou nenhuma histerese” exibirdo menores valores de campo coercivo (Hc), e de
remanéncia (Mr), e representam perdas minimas na magnetizacdo. E nesta
categoria que se encontram as particulas superparamagnéticas de Fe304, pois, elas
representam perdas minimas da magnetizacdo associadas aos processos
reversiveis, indicando curva de magnetizacdo com histerese nula, conforme pode

ser visto na Figura 18.
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Figura 18 - Curvas de magnetizacdo associados a (a) curva de histerese presente em
materiais ferromagnéticos e (b) processos reversiveis presentes em SPIONs com Hc nulo

a) M b) M

Fonte: AMORIM, (2011)

Os valores despreziveis de Mr e Hc das particulas de Fe304 evidenciam
o efeito de superparamagnetismo, e representam uma propriedade nova, uma vez
que evita a agregacao das particulas na solugéo coloidal, em ambas as situacdes,
quando em armazenamento e apds administracdo intravenosa (ZOTTIS, 2015 apud
NEUBERGER et al., 2005), ja que, apds supressao do campo magnético aplicado
(H), as particulas deixam de apresentar a interacdo magnética, e se comportam

como materiais paramagnéticos.
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3 METODOLOGIA

Quanto ao enquadramento metodolégico, o presente trabalho € uma
pesquisa, do ponto de vista da sua natureza, aplicada, que, segundo Prodanov
(2013, p. 51), tem por objetivo “gerar conhecimentos para aplicagéo pratica dirigidos

a solugao de problemas especificos”.

Quanto aos seus fins, a pesquisa é descritiva, que, segundo Gil (2010, p.
47), sdo aquelas que “procuram descrever as caracteristicas de determinada
populagdo”. Segundo Prodanov (2013, p. 69), uma abordagem quantitativa
“considera que tudo pode ser quantificavel, o que significa traduzir em numeros
opinides e informacdes para classifica-las e analisa-las. Requer o uso de recursos e
de técnicas estatisticas”. Este tipo de abordagem € o que melhor se enquadra para
uma comparacao entre as taxas de relaxacdo dos agentes de contrastes estudados,
ja que estas podem ser facilmente estudadas através de graficos matematicos
gerados no programa Excel, o que corrobora com Vergara (2009), quando mostra
que a pesquisa quantitativa pode se utilizar de programas estatisticos para

quantificar as informacgdes coletadas.

Do ponto de vista dos procedimentos técnicos, a pesquisa foi
experimental, associada a uma pesquisa bibliografica, como afirma Prodanov (2013,
p. 57) “numa pesquisa experimental determinamos um objeto de estudo,
selecionamos as variaveis que seriam capazes de influencia-lo, definimos as formas

de controle e de observagao dos efeitos que a variavel produz no objeto”.

3.1 Local dapesquisa

O levantamento de dados ocorreu em uma clinica de diagndstico por
imagem da Grande Floriandpolis, onde foram realizados testes de IRM das amostras
estudadas. Os dados da pesquisa foram coletados como parte da pesquisa
desenvolvida pelo grupo de pesquisa NanoTec, que estuda o desenvolvimento e
preparacdo das SPIONSs recobertas por varios polimeros e materiais recobridores e

cujas propriedades fisicas e quimicas sao investigadas para melhoria no efeito de
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relaxacao transversal (T2) como agente de contraste negativo. Essas pesquisas
refletem a importancia da busca aprimorada de ferramentas tecnoldgicas para

deteccdo do cancer de mama ainda nos seus estagios iniciais.

3.1.1 Equipamentos utilizados

A presente pesquisa utilizou o equipamento de ressonancia magnética
cedido com tempo de maquina pela clinica de diagndstico de imagem. Trata—se de
uma maquina de ressonancia magnética, modelo Sigma Excite 1.5 T — General
Electric, com uma bobina transmissora—receptora de cabeca apresentado na Figura
19.

Figura 19 - Sala de comando e ressonancia Sigma Excite 1.5 T — General Electric.

Fonte: Do Autor (2019).

Para a manipulacgéo, visualizacdo e andlise das imagens de IRM de todas
as amostras, foi usado o programa de computador Weasis DICOM viewer, Eclipse
Public License — v 1.0. Os dados foram tratados no aplicativo Origin, verséao 8.0.
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3.2 Participantes da pesquisa

A pesquisa foi realizada com trés amostras de nanoparticulas
superparamagnéticas de oxido de ferro, em diferentes concentracdes de ferro e com
recobrimentos diferentes. A amostra denominada CO1 foi recoberta com um
oligdbmero, a pheomelanina. As amostras A02 e AO1 possuem como cobertura o
polietilenoglicol (PEG) em diferentes proporcdes estequiométricas (A01, 8:1 e A02,
2:1 de Fe3®* para o polimero). Além das amostras contendo nanoparticulas, cada
ensaio continha uma amostra de AC de Gd3* na concentracéo de 50 ppm (ug . mL-
1) usado como marcador de posicdo e como meio de comparacdo com as amostras
de mesma concentracdo. Uma representacdo das SPIONs pode ser vista na Figura
20.

Figura 20 - Representacdo das SPIONs recobertas por Pheomelanina (C02) e Polietilenoglicol
(A0l e AD2).
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Fonte: Do Autor (2019).

Para a sintese das nanoparticulas utilizou-se o método de coprecipitagéo
com adaptacdes de ZOTTIS (2015) e a sintese do recobrimento de Pheomelanina

com adaptacdes de COSTA (2012). Para a caracterizagdo das amostras foram
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realizadas analises de Infravermelho, DLS e EDS. Os resultados a seguir foram
publicados como parte do trabalho desenvolvido pelo grupo Nanotec.

3.2.1 Sintese da Pheomelanina

A metodologia utilizada para sintetizar a pheomelanina seguiu de acordo
com adaptacgdes (COSTA, 2012; CHEDEKEL, 1985), onde a L-DOPA é solubilizada
no tampéao Fosfato PBS (1M pH=7,3 ) e entdo adiciona-se uma quantidade minima
de Tirosinase, apos 1 minuto a solucdo apresenta uma coloracdo alaranjada
caracteristica da formacao das dopaquinonas, adiciona-se entdo o aminoacido L-
cisteina, tornando a solugcado com coloragdo marrom resultando na formacéo da Cys-
DOPA (pheomelanina) e deixa-se reagir por 48 horas. A reacao deve ser feita em
ambiente aberto para permitir a oxidacdo da L-dopaquinona para sucesso da
obtencao do produto final. Para a purificacdo do produto final é adicionado HCI (1M),
centrifugado a 3900 rpm, descartando o sobrenadante e filtrado a vacuo, lavando
com uma solucéo de acetona 50% v/v a quente e apos é deixado secar em estufa a

50°C. Na Figura 21 € possivel ver o resultado da sintese da amostra AO1 e CO1.

Figura 21 - Amostras A0l - PEG (direita) e CO1 — Pheo (esquerda)

Fonte: RIBEIRO, (2017).

3.2.2 Espectrometria por Infravermelho
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Os espectros obtidos na andlise de Infravermelho (Figura 22) apontaram
0s picos caracteristicos da presenca de 6xido de ferro com a ligacdo de Fe-O em
595,2 cm-1 (A01), em 575,3 cm-1 (A02). Também revelaram que houve a presenca
do polimero PEG para o recobrimento das NPMs nas amostras A0l e A02, pois
notou-se que 0S espectros apontaram 0s grupos quimicos da PEG, identificados
pelas bandas de estiramento de grupo éter -C-O-C em 1135 cm-1 (AO1) e em 1124
cm-1 (A02), bandas atribuidas a CH2 em 1400,5 cm-1 (AO1 e A02) além da banda
de vibracédo fora do plano C-H em 981,7 cm-1 (AO1l) e em 982,3 cm-1 (A02) e as
ligacdes hidroxila O-H em 3399,93 cm-1 (A01) e em 3434,85 cm-1 (A02). (RIBEIRO,
2017)

Figura 22 - Espectro de Infravermelho das NPMs A01 (azul) e A02 (verde) e do PEG pura.
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Fonte: RIBEIRO, (2017).

Para a amostra CO1 (Figura 23) identificou-se a banda em 674,51 cm-1
atribuida a fases de maghemita (y-Fe203 ). Para as bandas caracteristicas dos
principais grupos quimicos da pheomelanina temos os picos em 3138,85 cm-1 (O-
H), em 1621,67 cm-1 (C=0), em 1001cm-1(C-O) que caracterizam 0s grupamentos
catecol, acido carboxilico e quinonaimina, respectivamente, e em 617, 75 cm-1 C-S

gue caracterizam grupos benzotiazéis. (RIBEIRO, 2017)
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Figura 23 - Espectro de Infravermelho da NPM CO1 (rosa) e pheomelanina pura (azul).
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Fonte: Ribeiro, (2017).

3.2.3 Espalhamento de luz Dinamico (DLS)

Com essa analise € possivel estimar o tamanho total das NPMs em
solucdo aquosa, ou seja, o tamanho do nucleo e do recobrimento, os valores médios
dos didmetros hidrodinamicos ficaram melhores para os pH 7,3 e 9,3. Para serem
utiizadas no meio intravenoso como potencial agente de contraste, as
nanoparticulas devem atender as condicbes de 80 a 200 nm (ZOTTIS, 2015),

podendo assim concluir que as trés amostras estdo dentro desse requisito. Tabela
7.

Tabela 7 - Resultados DLS

pH A0l AQ2 Co1
7,3 160 nm 120 nm 120 nm
9,3 120 nm 120 nm 110 nm

Fonte: Ribeiro, (2017).
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3.2.4 Microanalise por Energia Dispersiva (EDS)

Os resultados do EDS estédo apresentados na Tabela 8, em que mostra
os valores encontrados para o percentual de atomos de oxigénio (O), ferro(Fe),
enxofre (S). Nas trés amostras, verificou-se a formacao das nanoparticulas de 6xido
de ferro através do percentual de Fe e O. Também mostrou a presenca de S em
todas as amostras devido ao fato de que para a sintese, o precursor utilizado foi
FeSO4 (sais de Fe 2+), porém, particularmente para a amostra CO1 foi encontrado
presenca de 7,5 % que corresponde a presenca de grupos tidis e benzotiazéis

caracteristicos da estrutura da pheomelanina (ZOTTIS et al., 2015).

Tabela 8 - Resultados EDS.

Amostras %0 %Fe %S
A01 51,3 41,2 2,2
A02 29,2 65,8 1,3
Co1 45,8 38,55 7,5

Fonte: Ribeiro, (2017).

3.3 Etapas da pesquisa

Para melhor execucdo e apresentacdo dos resultados, a pesquisa foi

dividida em quatro etapas, descritas na Figura 24.

Figura 24 - Etapas da pesquisa

,] Analise Resutados

Tabulagao Dados

o’ Imageamento Nanoparticulas
9
Pesquisa Bibliografica

Fonte: Do Autor (2019).
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3.3.1 Pesquisa bibliogréfica

Com o intuito de aprofundar o conhecimento acerca do assunto, o
presente estudo comeg¢ou com uma pesquisa bibliografica, onde buscou-se, em nas
bases de dados SciELO (Scientific Electronic Library Online), Periédicos Capes,
Biblioteca Digital de Teses e Dissertacfes e Biblioteca Virtual em Saude, artigos
cientificos que serviram de base para a revisdo de literatura bem como meio de

aprofundamento do conhecimento do pesquisador sobre o tema da pesquisa.

3.3.2 IRM das nanopatrticulas.

As amostras foram submetidas a um exame de imagem por ressonancia

magnética onde foram rodadas diferentes sequéncias de ponderacdes.

Essa foi uma das partes mais importantes do presente estudo, uma vez
gue toda a pesquisa realizada, baseia-se nas imagens obtidas nessa fase. A forma
como foram preparadas as amostras e de como 0S ensaios ocorreram estdo

descritos nas préximas sec¢6es desse trabalho.

3.3.2.1 Preparacdo do imageamento com phantom

As amostras contendo as nanoparticulas foram preparadas em
suspengao em um “phantom” de gel agar para aquisi¢do das IRMs. As amostras A01,
A02 e CO1 foram preparadas em tubos de eppendorf com concentracdes de 0, 5, 10,
25, 50 mmol L de ferro. A preparacdo do gel agar, bem como a preparacéo das
misturas, seguiu o método proposto por Zottis (2015, apud LEE, N.; HYEON, 2012)

e foi preparado pelo grupo Nanotec.

De modo a avaliar os efeitos do realgamento no sinal de IRM, as solu¢bes
aquosas das NPMs em diferentes concentragfes de Fe foram mantidas, como ja
mencionado, em um “phantom” constituido de gel agar para evitar agregacédo das
NPMs. O “phantom” serviu para permitir a localizagéo do sinal de IRM. Os tubos de

eppendorf, contendo cerca de 250uL, foram posicionados préximo ao isocentro do
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“scanner’” de IRM dentro de uma bobina transmissora-receptora de quadratura de
cabeca com um campo homogéneo B1 de 1,5 T a fim de serem adquiridas as

imagens por IRM.

3.3.2.2 Testes das amostras

Os testes realizados no dia 28/06/2017, entre 06:00 e 07:00 horas da manh4,
com as amostras C01 e A02, foram fixadas em suporte feito de polietileno, construido
pelo pesquisador. O suporte possui espago para onze tubos de eppendorf,
distribuidos em sentido anti-horario comecando com a amostra de menor

concentracdo logo abaixo do marcador com gadolinio, conforme Figura 25.

O eppendorf que possui o AC de gadolinio foi colocado em posi¢éao de destaque
para marcar o comeco da distribuicdo das amostras.

Figura 25 - Distribuicdo das amostras C01 e A02 para IRM.

Fonte: Do Autor (2019).

Os testes da amostra A01 foram realizados no dia 08/07/2017, entre 23:00
e 24:00 horas, foram fixadas em um suporte de papelédo, presas com fita adesiva.

Foram fixados seis tubos de eppendorf e as amostras distribuidas em sentido horario
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comecando com a amostra de menor concentragdo. O eppendorf que possui 0
marcador de AC de gadolinio foi colocado em posicédo de destaque para marcar o

comeco da distribuicdo das amostras, conforme Figura 26.

Figura 26 - Distribuicdo das amostras A0l para IRM

DMI - Diag Med por Imagem
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Fonte: Do Autor (2019).

Os testes de IRM das nanoparticulas foram realizados em dois dias com
a participacdo da clinica parceira do grupo de pesquisa Nanotec, o tecndlogo da
clinica e o orientador dessa pesquisa. Nesta etapa, foram obtidas imagens de
ressonancia magnéticas das amostras A01l, A02 e CO1, as quais forneceram o0s
dados necessarias para continuacao e alcance dos objetivos 0s quais este trabalho
se propos.

As imagens foram obtidas em duas ocasifes, em 28 junho 2017 e 08 de
julho de 2017. Na primeira ocasido, os testes foram rodados das seis horas da
manha com duracdo de aproximadamente uma hora, antes do inicio da agenda de

atendimento da clinica. O segundo teste foi rodado apds o horario de atendimento
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da clinica, onde programou-se o equipamento para ficar rodando as sequéncias de

séries automaticamente.

Foram rodadas varias sequéncias, apresentadas nos quadros 1 e 2, que
geram imagens de ressonancia magnética das amostras que serdo apresentadas na

secédo 3.4.

Quadro 1 - Sequéncias rodadas no dia 28/06/2017.

T2 SE TE 60ms T1 SE TR 400ms T1 SE TR 800ms

T1 SE TR 1600ms

Fonte: Do Autor (2019).

Quadro 2 - Sequéncias rodadas no dia 08/07/2017.

T2 SE TE 10ms T2 SE TE 30ms T2 SE TE 60ms

T2 SE TE 90ms T2 SE TE 120ms

Fonte: Do Autor (2018)

3.3.3 Coleta dos dados

Através do aplicativo Weasis DICOM viewer, Eclipse Public License — v
1.0, foram criados ROIs idénticos, com a mesma area (quantidade de pixels), os
quais foram posicionados sobre cada uma das imagens geradas pelas amostras e
em suas respectivas concentracdes. Isso foi feito para cada uma das duas

sequéncias rodadas nos ensaios e detalhadas nos quadros 1 e 2.

Como apresentado na Figura 27, para cada ROI, o aplicativo apresenta a
area e a intensidade de pixel, sendo que todas as areas sao iguais para que fosse

possivel comparar a quantidade de pixel em cada um dos ROIs.
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Figura 27 - Leitura da intensidade de pixel das imagens geradas por RM.

Fonte: Do Autor (2018)

3.3.4 Analise de dados

Para analisar a eficiéncia das nanoparticulas como agentes de contraste
negativo, os dados tabulados foram utilizados para calcular a relaxividade
transversal r2 que, como ja explicado, pode ser calculado pela Equacéo 7, e foram
calculados os valores percentuais da diferenca entre a intensidade do sinal da
amostra controle (O ppm) com as demais concentragdes da amostra.

l=i+7‘2C (7)

T Tyo

Onde:

T2 é tempo de relaxacgao transversal,

T2.00 tempo de relaxacdo antes da aplicacdo do AC;
C quantifica a concentracdo do AC; e

r> a relaxividade no tempo T2.



56

As imagens geradas pelos ensaios forneceram a possibilidade de
comparar as imagens do comportamento das amostras com as imagens do agente

de AC a base de gadolinio.
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Todos os dados extraidos das IRM foram devidamente tabulados,
organizados e apresentados na Tabela 9 (C01), Tabela 10 (A02) e Tabela 11 (A01).

Tabela 9 - Organizacéo dos dados coletados da amostra CO1.

Gd 50 Intensidade Sinal de Pixels por Concentracdo das Amostras

Sequéncias mm?
ppm Oppm 5S5ppm 10ppm 25ppm 50 ppm
T1 SE TR 400 ms 40,7 1493,5 993,7 1325,8 14299 1596,3 1177,7
T1 SE TR 800 ms 40,7 2735,5 1962,2 2478,3 2929 2888,6 2275,5
T1 SE TR 1600 ms 40,7 4484,6 3474,6 4341,1 5051,4 5005,1 39205
T2 SE TE 60 ms 40,7 5716,5 6030 5258,7 4411,7 3219,2 1516,6

Fonte: Do Autor (2019).

Tabela 10 - Organizacéo dos dados coletados da amostra A02.
Gd 50 Intensidade Sinal de Pixels por Concentragao das Amostras
Sequencias mm ppm Oppm Sppm 10ppm 25ppm 50 ppm
T1 SE TR 400 ms 40,7 1493,5 1052,9 1563,5 1538,3 1521,4 13495
T1 SE TR 800 ms 40,7 2735,5 1915,1 2901,1 2854,1 2770,4 2399,7
T1 SE TR 1600 ms 40,7 4484,6 3381,4 4994,3 4741,3 4561,6 3825,1
T2 SE TE 60 ms 40,7 5716,5 6052,9 41414 2717,8 1510,3 877,9

Fonte: Do Autor (2019).

Tabela 11 - Organizacéo dos dados coletados da amostra A01.

Gd 50 Intensidade Sinal de Pixels por Concentragdo das Amostras
Sequéncias mm?

ppm Oppm 5S5ppm 10ppm 25ppm 50 ppm
T2SETE 10 ms 41,4 4120,3 4037,4 4923 40575 3967,5 3616,7
T2 SETE 30ms 41,4 3153,1 3335,7 3486,4 2779,3 2247,1 1702,8
T2 SETE 60 ms 41,4 23254 25751 2314,2 1687 1111,1 7445
T2 SETE 90 ms 41,4 1755,7 2014,3 1529,8 1040,2 648,8 446,9
T2 SETE 120 ms 41,4 1565,7 1622,1 1081,7 673,2 458,9 403,3

Fonte: Do Autor (2019).
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Para estimar o tempo de relaxacéo transverso (T2) para cada amostra,
imagens coronais com espessura de corte (TH = 2 mm) foram adquiridas em varios
tempos de eco (TE) de 10 a 120 ms com um tempo de repeticdo (TR) de 10000. De
forma similar, o tempo de relaxacdo T1 para cada amostra foi medido variando o TR
entre 0s seguintes valores: 400, 800, 1600 ms, enquanto foi mantido o valor de TE
constante em 10 ms.

Apols a aquisicdo das imagens, as magnitudes das intensidades das
imagens foram medidas dentro das regifes de interesse (ROIs) manualmente
desenhadas pelo “software” Weasis para cada uma das amostras de NPMs ja

apresentadas na Figura 27.

4.1 Efeito de reducéo do sinal T2

A taxa de relaxacdo transversal R2 (1/T2) (amostra A0l) foi calculada
considerando uma estimativa para uma curva monoexponencial de dados da
intensidade de sinal versus tempo (usando o “software” Origin 8.0). De modo que a
estimativa da curva para a taxa de relaxacao transversal R2 (1/T2) pela intensidade
(I(t)) do sinal em funcédo de TR e TE para cada concentracdo de ferro [Fe] das

amostras € dada pelas equacdes 08 e 09.
Iy = My (1—e710) ®
_TE
Iy = Mxy- (e712) 9)

Onde:

M: € a magnetizacéo longitudinal;

Mxy € a magnetizagéo transversal;

TE € o tempo de eco;

TR é o tempo de repeticao;

T1 é o tempo de relaxacao longitudinal;

T2 é o tempo de relaxacdo transversal.
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Isolando o termo 1/T2 da equacgao 9, obtemos a equacéo 10, o qual nos
d& a taxa de relaxacdo da amostra AOle possibilita o calculo da taxa de relaxividade
(equacdo 7) da amostra, apresentados nas tabelas Tabela 12 e Tabela 13,

respectivamente.

1 _ . (1) (-1000
7z (Mxy) ( TE ) (10)

Onde:

1/T2 é a taxa de relaxacéao;

Mxy € a magnetizacdo transversal;

TE é o tempo de eco;

T2 é o tempo de relaxacao transversal.

O valor da magnetizagao transversal (Mxy) das amostras foi obtido através
da medida de magnetizacéo por amostra vibrante (VSM) e os valores foram cedidos
pelo grupo Nanotec (A0l — 22,24034 emu/g, A02 — 65,007825 emu/g e CO1 —
37,8134875 emu/g) e podem ser observados na Figura 28.

Figura 28 — Resultado da medida de magnetizagdo por amostra vibrante (VSM)
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Fonte: Do Autor (2019).
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Com os valores de magnetizacao transversal foi possivel calcular a taxa
de relaxacao da amostra AO1 e consequentemente a taxa de relaxividade da mesma

amostra. Tabela 12 e Tabela 13

Tabela 12 - Valores da taxa de relaxagdo da amostra AO1.

1/T2
TE 10 ms 30 ms 60 ms 90 ms 120 ms
g_ 0 -520,145 -167,018 -79,1956  -50,068 -35,7464
lg 5 -539,977 -168,491 -77,4152 -47,0109 -32,3698
g 10 -520,641 -160,935 -72,1467 -42,7251  -28,4178
g 25 -518,398  -153,85  -65,1866 -37,4802 -25,2244
O

50 -509,141 -144,604 -58,5134 -33,3381 -24,1481
Fonte: Do Autor (2019).

Tabela 13 - Valores da taxa de relaxividade da amostra AO1.

1/T2-1/72,0

TE 10 ms 30 ms 60 ms 90 ms 120 ms

= 0 0 0 0 0 0
oy

) 5 -19,8317 -1,4729 1,78041 3,05705 3,37657
O

g 10 -0,49661 6,08278 7,04894 7,34287 7,32862
[

[J]

‘g’ 25 1,74647 13,16807 14,00897 12,5878 10,52204
o

50 11,00389 22,41362 20,68218 16,72991 11,5983
Fonte: Do Autor (2019).

Como evidenciado na Figura 29, houve uma reduc¢éo da intensidade do

sinal com o aumento do tempo de eco.
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Figura 29 - Intensidade de Sinal versus TE por concentracdo de Ferro da Amostra A0l
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Fonte: Do Autor (2019).

Notou-se também que essa reducdo do sinal € maior em amostras com
uma concentracdo de ferro mais alta. Sendo assim, quanto maior a inclinacdo da
curva de relaxacdo T2, maior € a reducao do sinal e consequentemente melhor se
apresenta o efeito de realce como agente de contraste negativo T2, que é uma
propriedade importante para investigacdo de tumores primarios.

Esse efeito de reducao do sinal com o0 aumento da concentracdo de ferro
pode ser um dos responsaveis pela reducao do sinal uma vez que as nanoparticulas
com nucleo de oxido de ferro podem perturbar a homogeneidade local do campo
magnético, o que faria os prétons perderem energia devido a interacdo spin-spin em
meio aquoso, aumentando a perda de coeréncia e consequentemente diminuindo o
tempo T2 (ZOTTIS, 2015, apud LEE,; HYEON, 2012) o que pode ser evidenciado na
Figura 30, onde observa-se que a intensidade do sinal das imagens ponderadas em
T2 reduziram o contraste das amostras, associado a redugéo do sinal seguindo o

aumento da concentracao de ferro [Fe].
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Figura 30 - Intensidade do sinal de IRM ponderada em T2 versus concentragéo de ferro.
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Fonte: Do Autor (2019).

O efeito de reducdo do sinal na sequéncia T2 SE com TE de 60ms,
guando comparado com os resultados do controle, 0 ppm, e suas respectivas

concentracfes de nanoparticulas, pode ser observado nas Figura 31 e Figura 32.

Figura 31 - Percentual da reducéo do sinal em rela¢cdo ao controle para sequéncias com
ponderacdo T2 ( A01)
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Fonte: Do Autor (2019).
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Na Figura 31, a comparacao é feita apena com os dados da amostra AO1
com os tempos de eco de 60, 90 e 120ms. Com isso foi possivel verificar que o tempo
de eco é um parametro importante para se que se consiga a reducéo de sinal em
imagens ponderadas em T2. Tempos de eco abaixo dos 60ms ndo sé&o
categorizados como imagens com ponderacao T2.

A reducdo observada (Figura 31) corrobora com as Figura 29 e Figura 30,
gue demostram um maior efeito da reducéo do sinal com o aumento da concentracao
de SPIONs bem como com o aumento do tempo de eco em sequéncias de IRM com
ponderacdo T2, amostra AOL.

Quando comparadas entre si, e submetidas ao mesmo parametro, TE de
60ms, (Figura 32) todas as amostras demonstraram reducédo significativa do sinal

guando comparadas a amostra controle (0O ppm).

Figura 32 - Percentual da reducéo do sinal em relagdo ao controle para sequéncias com ponderacdo T2
(Co1)
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Fonte: Do Autor (2019).

A amostra C01, também teve reducdo de sinal com o aumento de
concentracdo SPIONs. A amostra A02, que difere da AO1 apenas na sua proporgao

estequiométrica (A02, 2:1 e AO1, 8:1 de Fe®* para o polimero), mesmo tendo uma
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concentracdo menor de ferro teve a maior reducao do sinal quando comparada ao
controle, possivelmente pelo seu valor de magnetizacdo transversal elevado (A0l —
22,24034 emu/g, A02 — 65,007825 emu/g e CO1 — 37,8134875 emu/g) o mais alto
das trés amostras. Zottis (2015, apud HERMAN et al.,2011) destaca que as
nanoparticulas em questéo obtiveram resultados semelhantes ou superiores a outros
trabalhos com nanoparticulas com caracteristicas de sintese e concentracdes

semelhantes das amostras A01, A02 e CO1.

4.2 Relaxividade longitudinal (r1) e transversal (rz2).

A Figura 33 mostra uma dependéncia linear e o ajuste da curva forneceu
boas correlagdes (R2ao1 = 0,9673, R2a02 = 0,9791 e R?co1 = 0,9642 para r2). Quando
comparamos os resultados da taxa de relaxividade rz-co1 (Figura 33) da amostra CO1
com os resultados obtidos por Zottis (2015) para a relaxividade ri-co: (Figura 34),
pode-se observar que os valores de rz-cox frente aos valores de ri-coi, S80 muito
maiores (rz2-cor= 217,8 mM1s?, ricor= 1,63 mM-s?). Este resultado indica que, pelo
menos, a SPION CO01 apresenta caracteristica como realce de agente de contraste
T2 negativo para IRM (ZOTTIS, 2015).

Figura 33 - Gréfico da Relaxividade Transversal (r2)
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Fonte: Do Autor (2019).



Figura 34 - Gréafico da Relaxividade Longitudinal (r1)
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Fonte: ZOTTIS, (2015).

O valor de r2-co1 = 217,84 mM-.s! foi superior que os de outras SPIONs

recobertas por outras substancias, como quitosana, NPMs@POA, entre outras

encontradas na literatura, apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 - Comparativo darelaxividade r2 e r1 de nanoparticulas com recobrimentos

diferentes.
Diametro
Recobrimento Hidrodinamico r2 r R2 (r2/r1)
Médio
) 1,63 (ZOTTIS,
Pheomelanina (C01) 90 217,84 133,64
2015)
Acido Citrico 150 155,7 3,5 44,5
Acido Poliacrilico 172 232,4 3,9 59,6
Quitosana 130 64,31 9,44 6,8
Copolimero
" 71 63,4 1,33 47,7

F127/Acido Oleico
Lactoferrina 75 75,6 - -

Fonte: (ZOTTIS, 2015, apud JEDLOVSZKYHAJDU et al.,2012, SANJAI et al.,2014, QIN et al., 2007

e XIE et al., 2011)
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4.3 ComparacGes com gadolinio

Nos ensaios realizados, uma amostra de gadolinio com 50 ppm foi
utilizada para marcar o inicio da distribuicdo das amostras. Uma comparacéao entre
a amostra A0l e a amostra contendo o agende te contraste gadolinio deixa claro o
efeito de reducdo do sinal nas imagens causado pelas nanoparticulas
superparamagnéticas (Figura 35). Observa-se uma reducao acentuada para valores
de TE maiores que 60ms. Imagens em ponderacfes T2 possuem TE maiores que
60ms e TR maiores que 650ms. Imagens com ponderacdo em T1 possuem baixos
valores de TE e baixos valores de TR menores que 650 ms.

Figura 35 — Comparativo da intensidade de sinal do agente de contraste gadolinio e a
amostra A0l para sequéncias variando Tempo de Eco de 10 até 120 ms para 50ppm.
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Fonte: Do Autor (2019).

Isso explica a imagem com gadolinio ter um sinal mais forte em TE 10ms
(ponderacao T1), caracterizando um agente de contraste positivo, enquanto para a
amostra A0O1 com TE de 120 ms (ponderacgdo T2) aimagem apresenta um hipossinal,

caracterizando um agente de contraste negativo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo apresentou a capacidade que as SPIONs tém de alterar a
susceptibilidade magnética do tecido e, por consequéncia, a intensidade de sinal
gerado em um exame de ressonancia magnética.

Quanto as caracteristicas como agente de contraste negativo para IRM
envolvendo as suspensfes A01, A02 e C01, comprovou-se, através dos resultados
obtidos da taxa de relaxacdo, que as nanoparticulas apresentaram o efeito de
reducdo de sinal em sequéncias com ponderacdo T2, além de apresentarem uma
taxa de relaxividade transversal elevada (r2-ao1 = 198,21, rz2-ac2 = 303,91 e r2-co1 =
217,84 mM1ls?), com valores superiores ou iguais em relacdo as outras
nanoparticulas preparadas pelo mesmo método desenvolvido no trabalho do grupo
Nanotec.

A Figura 35 confirma o efeito de contraste negativo em ponderacdes T2
com a diminuicao do sinal gerado nas imagens. Com valores de TE superiores a 60
ms, pode-se observar uma queda acentuada da intensidade de sinal da amostra AO1.
E mesmo as amostras A02 e CO1 apresentam a mesma redugéo com valor de TE
de 60 ms (Figura 30).

Foi possivel concluir que o uso das SPIONs pode ser um meio viavel como
meio de agente de contraste na obtencdo IRM de forma que pode atender aos
objetivos propostos pelo presente trabalho.

E interessante deixar claro que os resultados positivos alcancados nesse
trabalho abordam apenas uma de muitas propriedades que precisam ser testadas
antes do uso efetivo das nanoparticulas superparamagnéticas como agentes de
contraste em exames de ressonancia magnética. Sua efetividade clinica como
agente de contraste negativo nao pode ser atestada apenas pelo estudo da reducao
de sinal nas imagens, testes comprovando sua seguranca (toxicidade baixa) entre

outros parametros, sdo de suma importancia antes da liberagdo para uso clinico.

5.1 Sugestdes para trabalhos futuros

As amostras utilizadas nesse trabalho, ndo foram funcionalizadas, ou

seja, ndo possuem nenhum grupo quimico funcional em sua superficie (moléculas,
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polimeros, aminas, enzimas), de modo a lhes conferir as caracteristicas fisico-
quimicas desses grupos. Para trabalhos futuros sugere-se testes com SPIONs
funcionalizada e com outras substancias recobridoras, afim de estudar o efeito da
funcionalizac&o na intensidade do sinal gerado em IRM e verificar se tais amostras
podem ser utilizadas como agentes de contrastes negativos em exames de imagem
por ressonancia magnética para serem Uteis futuramente como sondas marcadoras

de tumores malignos.
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