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RESUMO

ROCHA, Maximiliano. Relaxividade de Nanoparticulas de Oxido de Ferro com
Diferentes Recobrimentos em Equipamentos Clinicos de Ressonancia
Magnética. Porto Alegre, Rio Grande do Sul. 2018. Dissertagdo. Programa de Poés-
Graduacdo em Engenharia e Tecnologia de Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.

No presente estudo, algumas caracteristicas fisicas e propriedades de
relaxacdo magnética nuclear de nanoparticulas de oxido de ferro revestidas com
diferentes recobrimentos e sintetizadas em nossos laboratérios foram investigadas.
Obtiveram-se oito sistemas de nanoparticulas, sendo um destes sistemas com um
grupo fluoréforo ligado (Cy5.5). Andlises de espectroscopia Raman e difracdo de
raios-X demonstraram que o 6xido de ferro em questdo é a magnetita. As medidas
de magnetizacdo revelaram  comportamento  superparamagnético  das
nanoparticulas, devido a auséncia de histerese das mesmas, e uma magnetizacdo
de saturacdo variando entre 3,8-61,6 emu/g. A concentracdo de ferro de cada
sintese foi obtida por espectrofotometria UV-Vis e relaxometria. Os resultados
obtidos variaram entre 0,46-11,2 mg/mL. Medidas de ZFC/FC demonstraram uma
distribuicdo de temperaturas de bloqueio das nanoparticulas ndo excedendo 50 K.
Solu¢cdes aquosas com diferentes concentracdes das nanoparticulas e o agente de
contraste comercial Lumirem foram preparadas para se obter os tempos de
relaxacdo T1 e T2 e as relaxividades r1 e r.. Nessas medidas, as nanoparticulas
mostraram efeitos de contraste, perturbando a intensidade de sinal e diminuindo os
tempos de relaxagdo T1 e T2. A razdo entre as relaxividades (r2/r1) variaram entre
3,13-64,14, o que esta dentro dos valores dos agentes de contrastes de 6xido de
ferro comercialmente disponiveis. Conclui-se que as nanoparticulas avaliadas nesse

trabalho séo passiveis de serem utilizadas como agente de contraste do tipo T2.

Palavras-Chaves: imagem por ressonancia magnética, nanoparticulas magnéticas,

agentes de contraste, relaxividade.



ABSTRACT

ROCHA, Maximiliano. Relaxivity Iron Oxide Nanoparticles with Different
Coatings in Clinical Magnetic Resonance Equipment. Porto Alegre, Rio Grande
do Sul. 2018. Master Thesis. Graduation Program in Materials Engineering and
Technology, PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO GRANDE DO SUL.

In the present study, some physical characteristics and nuclear magnetic
relaxation properties of iron oxide nanoparticles coated with different coatings and
synthesized in our laboratories were investigated. Eight nanoparticle systems were
obtained, one of these systems being a linked fluorophore group (Cy5.5). Raman
spectroscopy and X-rays diffraction have shown that the iron oxide in question is
magnetite. The magnetization measurements revealed superparamagnetic behavior
of the nanoparticles due to the absence of hysteresis of the nanoparticles and a
saturation magnetization ranging from 3.8-61.6 emu/g. The iron concentration of
each synthesis was obtained by UV-Vis spectrophotometry and relaxometry and the
results obtained ranged from 0.46-11.2 mg/mL. ZFC/FC measurements showed a
distribution of the blocking temperature of the nanoparticles not exceeding 50 K.
Aqueous solutions with different concentrations of the nanoparticles and the Lumirem
commercial contrast agent were prepared to give the relaxation times T1 and T2 and
the relaxivities r1 and r2. In these measurements, the nanoparticles showed contrast
effects, disturbing the signal intensity, decreasing the relaxation times T1 and T2.
The ratio of relaxivities (r2/r1) ranged from 3.13-64.14, which is within the values of
the commercially available iron oxide contrast agents. It is concluded that the

nanoparticles evaluated in this work are suitable as a T2-type contrast agent.

Key-words: magnetic resonance imaging, magnetic nanoparticles, contrast agents,

relaxivity.
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1. INTRODUCAO

Nanoparticulas magnéticas tém sido utilizadas com grande sucesso como
blocos béasicos em sistemas de diagnostico e terapia [1]. Dentre as aplicacbes
biomédicas destacam-se a entrega de drogas com alta especificidade molecular [2],
contraste em imagens por ressonancia magnética (MRI, do inglés Magnetic

Resonance Imaging) [3] e hipertermia no tratamento de tumores [4].

As novas propriedades fisico-quimicas apresentadas por sistemas
nanoestruturados, a grande razdo éarea superficial/volume e a possibilidade de
sintonizar a funcionalidade de nano-objetos no nivel molecular, estdo na base do
grande interesse e utilidade das nanoparticulas em aplicacdes diagndsticas ou
terapéuticas [5]. Em algumas aplicacfes biomédicas, as nanoparticulas magnéticas
formam o ndcleo do sistema nanoestruturado e servem para sinalizar a sua
localizacdo espacial e sua superficie é recoberta com diferentes grupos moleculares
que dao funcado, desde a simples estabilizacdo do sistema, até propriedades de

direcionamento para a estrutura alvo no corpo ou o transporte de farmacos [5].

Em particular, nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro estdo
entre as mais exploradas para aplicacdes biomédicas devido a sua capacidade de
servir como agente de contraste em MRI via aceleracdo do tempo de relaxagéo
longitudinal (T1) e do tempo de relaxacéo transversal (T2) [5, 6]. Diversos tipos de
nanoparticulas de oxido de ferro superparamagnéticas ja estdo em uso clinico como
agentes de contraste ndo especificos como, por exemplo, os compostos Endorem,
Feridex e Resovist [6, 7]. Contudo, existe um grande interesse atualmente no
desenvolvimento de sistemas nanoestruturados avancados, que atuem muito além

da simples melhoria do contraste em imagens nao especificas [8, 9]. Isso se deve a
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possibilidade de se anexar mdultiplos componentes moleculares ao longo da

superficie do nucleo.

Estas particulas, que sdo capazes de auxiliar no diagnostico e realizar terapia,
sdo conhecidas como teranosticas e servem como plataformas para o assim
denominado imageamento molecular em nanomedicina [10]. De uma maneira ideal,
essas particulas atuam no nivel molecular e conseguem sinalizar a presencga de uma
doenca antes da sua manifestacdo anatbmica tardia. Essa é uma caracteristica
muito importante, principalmente no diagndstico e no tratamento de doengas como o
cancer e pode vir a auxiliar no diagnéstico precoce, minimizando os seus efeitos e

maximizando o tratamento [11, 12, 13, 14, 15].

Apesar dos avancos recentes na aplicacdo de sondas nanoestruturadas
baseadas em nanoparticulas, nanocépsulas e lipossomas no imageamento
molecular e no transporte de compostos terapéuticos [16, 17], essa tecnologia ainda
estd em fase de testes clinicos [18]. Um melhor entendimento do desempenho como

agente de contraste destas sondas se faz necessario.

O principal foco deste trabalho é o de investigar a relaxividade de
nanoparticulas de oxido de ferro com diferentes recobrimentos em equipamentos
clinicos de ressonancia magnética. A relaxividade influencia diretamente o
desempenho de contraste de nanoparticulas de 6xido de ferro em imageamento por
ressonancia magnética. Estudamos os casos de nanoparticulas com um nudcleo de
oxido de ferro (composto por cristais de magnetita), revestidos com diferentes
estruturas: dextrana aminada, dextrana ndo aminada, dextrana reticulada e néo
reticulada, dextrana funcionalizada com uma molécula fluor6fora e recobrimento

“casca-nucleo” com SiO:2 (dioxido de silicio).

Essa dissertacdo se encontra organizada em 8 capitulos, incluindo esse
capitulo que apresenta uma introdugdo, com conceitos gerais sobre o assunto
trabalhado. No capitulo 2, séo tracados o objetivo geral e os objetivos especificos do
projeto. No capitulo 3 séo apresentados, de uma maneira geral, os principios fisicos
de imagens por ressonancia magnética, bem como os processos de relaxagcéo

envolvidos, e os agentes de contraste utilizados nesse tipo de técnica. No capitulo 4
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sdo apresentados o0s materiais e meétodos utilizados para sintetizar as

nanoparticulas analisadas, algumas de suas caracteristicas, processos de
caracterizagdo magnética e estrutural, a constru¢cdo do simulador para as medidas
de ressonancia e como foram adquiridos os dados de relaxacdo magnética nuclear.
No capitulo 5 sdo apresentados os resultados e uma discussdo a respeito dos
mesmos. No capitulo 6 apresentam-se as conclusfes do trabalho, no capitulo 7 as

propostas para trabalhos futuros e no capitulo 8 as referéncias bibliograficas.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo geral o estudo das propriedades de
relaxacdo magnética nuclear de dispersdes aquosas de nanoparticulas de oxido de
ferro superparamagnéticas com diferentes recobrimentos, previamente sintetizadas

em nossos laboratorios [19, 20].

2.1. Objetivos Especificos

e Caracterizar propriedades estruturais e magnéticas das diferentes

nanoparticulas;

e Determinar a relaxividade magnética das nanoparticulas em equipamentos
de MRIde 1.5T;

e Investigar o efeito das nanoparticulas na alteracdo do contraste em

imagens por MRI de objetos teste (simulador);

e Investigar o efeito dos diferentes recobrimentos e do tamanho das

nanoparticulas na relaxividade.



24

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo € dedicado a revisdo de aspectos gerais sobre os principios
basicos de MRI, agentes de contraste e mecanismos moleculares de relaxacdo. Sao
discutidos aspectos e principios béasicos do fenbmeno da Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) e de imagens por ressonancia magnética. Esta revisdo também
aborda as classificacfes dos tipos de agentes de contraste, suas aplicacdes e seus

mecanismos de relaxacao.

3.1. Imagens por Ressonancia Magnética Nuclear

O MRI é uma poderosa ferramenta diagndstica, que tem como base a
interacdo de um forte campo magnético com os nucleos dos atomos de hidrogénio
do corpo humano, principalmente aqueles provenientes da gordura e da agua. Os
nucleos desses atomos tém um momento magnético intrinseco denominado spin
nuclear, que interage com o forte campo magnético do equipamento. Essa interacao
faz com que o spin se alinhe a esse campo, quando o paciente é posto no
equipamento de MRI. Isso cria condicbes para que se envie ao corpo um pulso de

radiofrequéncia (RF), excitando os spins dos nucleos dos atomos de hidrogénio [21].

Quando os spins voltam ao seu estado inicial, emitem uma radiofrequéncia
(RF), ou seja, o corpo do paciente vira um emissor de RF. Esse sinal é coletado,
processado e convertido numa imagem ou informacéo pelo equipamento de MRI
[22]. Para que tudo isso ocorra, 0s spins devem entrar em ressonancia com a RF
emitida pelo equipamento, fenbmeno conhecido como ressonancia magnética

nuclear.
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3.1.1. Spin e Magnetizacao Nuclear

O spin nuclear [ é uma caracteristica de todos os nucleos atémicos e
representa 0 momentum angular total de um nuclideo, composto pela soma entre o
momento angular orbital L e 0 momento angular intrinseco de spin S, como mostra a

equacao (3.1):

—
Il
—!
+
wl

(3.2)
Analogamente a um circuito elétrico fechado, o spin gera um momento

magnético 4, que é sempre paralelo ao momento angular de spin. O momento

magneético de um nuclideo é dado pela equacéo (3.2):

(3.2)

<l
I
=

Nessa equacdo, y é a razao giromagnética, caracteristica de cada nucleo. O
nucleo de hidrogénio, com seu Unico préton, tem um namero quéntico de spin igual a
Y%, portanto, temos que um préton do hidrogénio tem dois estados de energia de
spin, -1/2 e +1/2 [23].

Para atomos com numero atdmico e nimero de massa par, 0S momentos
magnéticos vao se cancelando aos pares, portanto, ndo sao propicios ao MRI. Para
que ocorra a RMN, deve haver, dentro do nacleo atbmico, um momento magnético
resultante ndo nulo. Além disso, adotando-se um volume V do material que tem
muitos nucleos ou spins, tem-se que a soma dos momentos magnéticos nucleares
individuais Hi forma um vetor resultante M, denominado magnetizacdo nuclear, de

acordo com a equacao (3.3):

M=, (3.3)

<Ir

Devido a agitagdo térmica, oS momentos magnéticos dentro de um

determinado volume especifico do corpo humano (temperatura média de 36,5 °C),
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7

estdo aleatoriamente distribuidos, portanto a magnetizagcdo € nula [22]. Sob a
influéncia de um campo magnético externo consideravel (1,5 T), oS momentos
magnéticos dos protons de hidrogénio irdo se orientar paralelamente (menor
energia) ou antiparalelamente (maior energia), em relacdo ao campo magnético

externo aplicado, resultando em uma magnetizacao nao nula.

Além do alinhamento, a magnetizacao liquida M, precessiona em torno do
campo magnético externo aplicado Bo. A frequéncia da precessdo w, & dada pela

equacao de Larmor (3.4):

lwel = v.[Bol (3.4)

Nessa equacdo yvale, para o nucleo de hidrogénio, 42,58 MHz/T [22]. A
frequéncia da onda de RF emitida pelo equipamento do MRI para excitar os nucleos
dos a&tomos de hidrogénio, ou seja, para ocorrer o processo de RMN, deverd ter a
mesma frequéncia de precessédo destes nucleos. Devido a inclinacado do spin de um

préton precessionando, a magnetizacdo pode ser separada em duas componentes,
uma componente longitudinal ao campo (Mz) € uma componente transversal ao

campo (Mxy). A componente transversal da magnetizacdo acaba posicionando-se
em todas as direces e cancelando-se, restando apenas a componente longitudinal,

responsavel pelo sinal de MRI.

A distribuicdo dos spins, paralelos (spin up) ou antiparalelos (spin down), em
um volume macroscopico de tecido exposto a um campo magnético externo, é

regida pela distribuicdo de Boltzmann (3.5):
—_—= e_ﬁ, (35)

onde Np é 0 nimero de spins alinhados paralelamente ao campo magnético externo,
Nap € 0 numero de spins alinhados antiparalelamente ao campo magnético externo

aplicado, k é a constante de Boltzmann (k = 1,3805x10%° joule/kelvin), T é a

temperatura absoluta em kelvin e AE = (%)yBo € a diferenca de energia entre o
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estado up e o estado down dos spins. Como AE é muito pequeno, Np & muito
proximo de Nar. Em um campo de 1,5 T, aproximadamente 5 spins excedentes em 1
milhdo (5 ppm) estardo no estado de menor energia (spin up), ou seja, somente esta

fracdo sera responsavel pelo sinal detectavel no MRI [22].

3.1.2. Sinal de Ressonancia Magnética

Para haver a deteccdo do sinal no MRI, a magnetizacdo nuclear liquida

resultante Moz n&o pode estar no mesmo sentido que 0 campo magnético externo.
Aplicando-se um pulso de RF exatamente com a frequéncia de Larmor, a

magnetizacado nuclear pode ser inclinada para fora do eixo longitudinal, como mostra
a figura 3.1, produzindo uma componente transversal ao campo (M, ), inicialmente

coerente, implicando em um sinal detectavel [24].

Wy & =

(e = Ky

Figura 3.1. Movimento da magnetizagéo M no referencial do laboratério, guando uma RF (B1) é
aplicada a uma frequéncia exatamente igual a frequéncia de Larmor do nlcleo, orr = wo. A

magnetizagéo nuclear M gira para um plano transversal ao campo magnético externo aplicado Bo
(esquerda). Em um referencial que gira na frequéncia de Larmor, B1 parece estacionario (direita).
[Adaptado de 24].

Quando o pulso de RF muda a orientacdo do vetor magnetizagdo para um
plano transversal, ele € denominado pulso de 90°. Quando o pulso de RF muda a
orientacdo do vetor magnetizacdo de forma que ele continue na mesma diregao,
mas em sentido contrario, o pulso € denominado pulso de 180° ou pulso de

inversao. Esse pulso tem o dobro da intensidade ou o dobro da duracao de tempo
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do que um pulso de 90°. A figura 3.2 demonstra os processos dos pulsos de 90°,

180° e um pulso intermediario denominado patrtial flip.

a) ) <)

5]
=
2]

Figura 3.2. Desenho esquematico dos efeitos de diferentes pulsos de RF na magnetizagdo a) Pulso
de 90°. b) Pulso de 180 °. c) Partial flip, pulso entre 0° e 90°. [25].

3.1.2.1. Sinal FID (Free Induction Decay) e Processos de Relaxa¢éo

Apbs o pulso de 90°, a magnetizacdo, agora no plano transversal, induz nos
enrolamentos da bobina de RF uma tenséo alternada, enquanto os spins estiverem
precessionando em fase. Quando o pulso de 90° é encerrado, devido a interacdes

spin-spin, o sinal ndo persiste durante muito tempo e a coeréncia na fase dos spins €

perdida, correspondendo a uma atenuacdo da magnetizacéo transversal M,,, como

Xy

mostra a figura 3.3 [24].

ZA Pulso 90°

Figura 3.3. a) Diagrama vetorial da magnetizac&o ao longo do eixo z. b) Rotagdo da magnetizagéo
para o plano transversal ap0s a aplicacao do pulso de RF de 90°. c) Inicio do processo de defasagem
dos spins individuais. d) Decaimento da magnetizagéo transversal devido a defasagem dos spins

individuais. e) Completo decaimento da magnetizagéo transversal. [Adaptado de 26].
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Além disso, os nucleos acabam perdendo energia para os seus arredores,
resultando em uma recuperacdo da magnetizacao longitudinal, para o seu valor de
equilibrio (interacdo spin-rede). Esses processos sdo denominados de relaxacao
longitudinal (T1) e relaxacdo transversal (T2). Embora esses processos limitem o
tempo de aquisicdo de dados, eles sao utilizados para produzir contraste em
diferentes tecidos no MRI [24]. O formato do sinal induzido, ou sinal FID (do inglés,
Free Induction Decay), é a de uma onda senoidal amortecida [22], como mostra a

figura 3.4.

Relaxacdo Free Induction Decay
te N M Equiibrio Sinal
o 0

n.lll\n
Lk

“ Tempo

M

Excitado

Figura 3.4. Magnetizacdo da rede M rotacionando ao redor de Bo na frequéncia de Larmor e sua
consequente relaxacao (esquerda), produzindo uma tenséo oscilante em uma bobina de RF (direita).
[Adaptado de 24].

O termo relaxacéo se refere aos spins voltando para o seu estado de menor
energia ou, simplesmente, voltando para o seu estado de equilibrio. O tempo
necessario para a magnetizacao longitudinal recuperar 63% do seu valor inicial ap6s
um pulso de 90° é denominado tempo T1 [22, 24]. Como a relaxacao longitudinal é
causada pela interacdo entre o nucleo e o seu ambiente, os valores de T1 podem
variar de acordo com a molécula na qual aquele determinado nudcleo esta ligado, ou
com o tipo de tecido ao qual o nucleo pertence. Isso equivale dizer que a relaxagao
T1 é uma propriedade do material. Por exemplo, o T1 da agua dos tecidos tende a
ser mais longo em fluidos corporais, tais como o sangue e liquido cefalorraquidiano,

do que em tecidos mais densos, tal como a matéria branca do cérebro [24].

A equacao que descreve o retorno da magnetizacao para o eixo longitudinal &
uma solucéo da equacao de Bloch [21] para a dindmica dos spins no processo de
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RMN. Resolvendo essa equacdo em relacdo ao tempo, demonstra-se que My tem
um crescimento exponencial, caracterizado pela constante de tempo T1, como

mostra a equacao (3.6):
_t _t
M, () = Mo (1~ e7) + M,(0)e™ ™ (3.6)

Nessa equagdo M: é o valor da magnetizacdo longitudinal, Mo € a
magnetizacdo de equilibrio e Mz (0) € o valor da magnetizag&o longitudinal logo ap6s

a aplicacao do pulso de RF.

A equacao que descreve o decaimento da magnetizacao no plano transversal
também é uma equacao exponencial, s6 que desta vez decrescente e caracterizada

pela constante de tempo T2 (3.7):

t

M,y (t) = Mge 7z, (3.7)

onde T2 indica o tempo necessario para que a magnetizacdo no plano transversal

atinja 37% do seu valor inicial [22].

Outro fator determinante para a defasagem dos spins no plano transversal
sdo as nao homogeneidades do campo magnético ocasionado por, muitas vezes,
imperfeicdes no magneto do MRI e pela prépria magnetizacdo do paciente. Portanto,
€ conveniente definir outra constante de tempo, denominada T2* [23]. O processo
T2* é mais rapido que o0 processo T2, e as duas constantes de tempo sao

relacionadas pela equacéao (3.8):

1
T2*

1
= —+ YAB, (3.8)

onde AB é a variagdo da intensidade do campo magnético devido a nao

uniformidades no campo.
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3.1.3. Manipulagéo do Contraste

A manipulacdo do contraste no MRI em imagens convencionais € realizada
principalmente por dois parametros que podem ser ajustados pelo operador, o tempo
de repeticdo (TR) e o tempo de eco (TE) [23]. Esses parametros, em conjunto com
os elementos intrinsecos de contraste (os tempos de relaxa¢do T1 e T2 e o nimero
de protons méveis N(H)), permitem um controle fino do sinal na imagem.

Por definicdo, tempo de repeticdo € o tempo que leva para repetir uma
sequéncia de pulsos. Tempo de eco é o tempo no qual a medida do sinal de MRI é

realizada [23].

A intensidade do sinal (SI), no MR, utilizando-se uma sequéncia spin echo é

dada pela equacéao (3.9):

SI= N(H)(e “T)(1— e~ ) (3.9)

Observando essa equacédo, quanto maior o valor de TR, mais o segundo
termo da equacédo vai se aproximando de um, ou seja, TR longo reduz o efeito do
tempo T1. Por outro lado, se o TR escolhido € suficientemente curto, o sinal de cada

tecido dependera consideravelmente de seus valores T1 [23, 24].

Observando a equacédo da intensidade do sinal no MRI novamente, pode-se
perceber que se o TE € muito curto, a primeira exponencial se aproxima de um, e a
intensidade do sinal fica dependente apenas do segundo termo, reduzindo o efeito
de T2 no contraste. Para o efeito de T2 ser preponderante no contraste, TE devera

ser relativamente longo [23, 27].

Outra maneira de ponderar a imagem no MRI € pela densidade de proétons
N(H). Nesse tipo de ponderagao, o volume analisado que tiver a maior densidade de
prétons sera o que dara o maior sinal na imagem, portanto, € o que aparecera mais
claro. Para que isso ocorra, TR devera ser longo e TE devera ser curto, de forma

gue os dois termos entre parénteses da equacao (3.9) sejam proximos a um. Nesse
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caso, o sinal fica inteiramente dependente do nimero de prétons méveis em cada

tecido.

3.2. Agentes de Contraste em MRI

Agentes de contraste sdo compostos quimicos que manipulam o contraste em
MRI, delineando estruturas de importancia clinica [28]. Ao contrario de contrastes de
outras técnicas de imagem, tais como tomografia computadorizada ou tomografia
por emissdo de pasitrons, no MRI eles ndo séo visualizados diretamente na imagem.
Ao invés disso, seus efeitos nos tempos de relaxacdo T1 e T2 dos prétons vizinhos
e, consequentemente, no sinal do MRI, sdo observados [29]. Mesmo o efeito sendo
global, a diminuicdo dos tempos de relaxacdo sera proeminente ou em T1 (agentes

de contraste positivos) ou em T2 (agentes de contraste negativos) [29].

3.2.1. Agentes de Contraste a Base de Gadolinio

Os agentes de contraste mais amplamente utilizados para alterar o tempo de
relaxacdo T1 sdo quelatos organicos paramagnéticos que incorporam gadolinio [28].
Embora muito utilizado, esses compostos sao altamente toxicos, e podem ser
liberados no corpo por meio de transmetalacdo, processo que pode ser promovido
por calcio e fosfato ionizados, levando ao acumulo de gadolinio em ossos, figado,

rins, masculos e baco [30].

Uma variedade de agentes de contraste a base de gadolinio conjugados com
macromoléculas foi relatada, e podem ser classificados de acordo com a posicdo do
ion gadolinio no composto. O agente de contraste mais conhecido é o Gd-DTPA
(Magnevist®, acido gadopentético) [28], agente de contraste extracelular ibnico,
utilizado para diagnostico de lesBes intracranianas, na cabeca, pescogo e no corpo,
com excecdo do coracao [31], tendo como principal desvantagem o aumento do
risco de desenvolvimento de fibrose sistémica nefrogénica (FSN), em pacientes que
tenham histérico de problemas renais [30, 31]. Outros agentes de contraste a base
de complexos de gadolinio comercialmente disponiveis sdo: Gd-DOTA (Dotarem®),
Gd-HP-DO3A (Prohance®), Gd-DTPA-BMA (Omniscan®), Gd-BOPTA
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(Multihance®), Gd-EOB-DTPA (Eovist®/Primovist®), Gd-DO3A-butrol (Gadovist®) e
Gd-DTPA-BMEA (OptiMARK®) [32].

Dependendo da aplicacdo, a macromolécula adicionada ao gadolinio podera
aprimorar o sinal e aumentar o tempo de retencdo na circulagdo sanguinea
(macromoléculas com alto peso molecular), o que pode ser favoravel dependendo
do tipo de exame a ser realizado ou desfavoravel do ponto de vista toxicoldgico, ja
gue um aumento no tempo de circulacdo do agente de contraste pode contribuir com

a liberacéo de gadolinio no organismo [32].

A maioria dos agentes de contraste a base de gadolinio sdo contraindicados
em pacientes com insuficiéncia renal [30, 33, 34, 35], para exames pediatricos [33,
34], para gestantes e/ou em mulheres em periodo de amamentacao [30, 33, 34, 35]
e pacientes que foram submetidos recentemente, ou que serdo submetidos, a um

transplante de figado [33].

3.2.2. Agentes de Contraste a Base de Oxido de Ferro

Os agentes de contraste utilizados para afetar mais proeminentemente o
tempo de relaxacdo T2 sdo nanoparticulas magnéticas que consistem basicamente
de um nucleo de é6xido de ferro, composto por cristais de maguemita (Fe203) ou
magnetita (FesOas) [36, 37], principalmente ligados com trés diferentes grupos
funcionais: fosfatos, sulfatos ou carboxilatos [37].

Para revestir as nanoparticulas sédo utilizados tanto materiais organicos (por
exemplo, polimeros), como inorganicos (metais e 6xidos). Esses materiais previnem
a aglomeracéo das nanoparticulas, reduzem a toxicidade, alteram a farmacocinética
e a biodistribuicdo e abrem o caminho para a posterior funcionalizagdo da
nanoparticula [37]. Os mais utilizados sdo os polimeros, incluindo a dextrana, o
alcool polivinilico (PVA), a quitosana, poli (metacrilato de metila) (PMMA), poli
(etileno-glicol) (PEG), poli (&cido co-glicolico) (PLGA), polivinilpirrolidona (PVP) e poli
(acido acrilico) (PAA) [37].
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Nanoparticulas magnéticas séo divididas em trés categorias: SPIO oral (do
inglés, superparamagnetic iron oxide), com um diametro hidrodinamico meédio
(diametro que inclui o revestimento do nucleo do 6xido de ferro), de 300 nm a 3,5
um, SPIO polidisperso (PSPIO, do inglés polydisperse superparamagnetic iron
oxide), com um didmetro hidrodindmico médio de 50 a 150 nm e SPIO ultrapequeno
(USPIO, do inglés ultrasmall superparamagnetic iron oxide), com um diametro
hidrodinamico menor que 50 nm. Existem ainda duas subcategorias dentro da
categoria  USPIO, denominadas MION (do inglés, monocrystaline iron oxide
nanoparticles) e CLIO (cross-linked iron oxide). A subcategoria MION se refere as
nanoparticulas que tém como nucleo magnético um material monocristalino. A
subcategoria CLIO é derivada da MION, e sdo nanoparticulas que consistem de um
polissacarideo reticulado ligado ao nucleo magnético da nanoparticula [37]. Se este
polissacarideo for aminado, passa a ser denominado CLIO-NH2 [19, 29]. Um
exemplo de CLIO-NH:2 sdo nanoparticulas de magnetita recobertas com dextran

reticuladas com epicloridrina e aminadas [19, 29], como representado na figura 3.5.

Crosslinked Dextran

OH

o )
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Figura 3.5. Representacdo de uma nanoparticula de 6xido de ferro do tipo CLIO-NHz. O nulcleo
magnético (dc), é revestido com dextran reticulado formando a nanoparticula com didmetro
hidrodindmico dn. [Adaptado de 38].

Além dos recobrimentos poliméricos naturais, as nanoparticulas também

podem ser revestidas com o material inorganico de silica. A silica é geralmente
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escolhida por formar facilmente particulas core-shell, com elevada estabilidade.
Moléculas como proteinas, corantes, entre outros, podem subsequentemente ser
ligadas covalentemente a uma superficie da silica funcionalizada e utilizada em

diferentes aplicacoes [39].

Um método de sintese bastante utilizado na producdo de materiais
nanoestruturados inorganicos e hibridos de silica € um método conhecido como
processo sol-gel. Nesse processo, ocorre a transicdo de uma dispersao de particulas
coloidais em um liquido para o sistema em gel, formando um sistema gel polimérico.
Em qualquer processo sol-gel, primeiro € necessario selecionar o tipo de precursor,
capaz de originar diferentes composicoes de géis. Esse tipo de sintese pode ser
realizado a partir de dois tipos de precursores: sais de metais alcalinos ou alcoxidos.

Dentre os alcéxidos mais utilizados, destaca-se o tetraetilortossilicato (TEOS) [46].

O gel é formado por ligacfes cruzadas de cadeias poliméricas, resultantes da
hidrolise, condensacéo dos precursores em solucdo. O método Stober foi a primeira
sintese de nanoparticulas de silica pela reacdo de hidrélise e condensacdo de
organoalcoxissilanos em solucdo alcodlica e a amdnia como catalisador, obtendo
nanoesferas de silica com uma distribuicdo de tamanho bastante homogénea [45]. A
figura 3.6 mostra um esquema simplificado da sintese de nanoparticulas FesOa,
estabilizadas com ions citrato, seguidas de silanizacdo da superficie via método de
Stober.

O+
~Si<0-H
Yo-H

Figura 3.6. Nanopatrticulas de 6xido de ferro revestidas com 6xido de silicio do tipo core-shell [20].
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As nanoparticulas do tipo SPIO oral sé@o tipicamente administradas tanto por
via oral, quanto por via retal. Um agente de contraste clinicamente aprovado que se
encaixa nessa categoria é o AMI-121 (Lumirem-Gastromark). O Lumirem
(Europa/Brasil) € um agente de contraste fabricado pelo laboratério Patheon France
e importado para o Brasil pela Guerbet Produtos Radiolégicos Ltda. Composto por
um nucleo de 6xido de ferro de aproximadamente 10 nm de didmetro revestido com
silica, com concentragcédo de 0,1750 mg de ferro por mL do agente de contraste, €
uma solucéo utilizada por via oral, eficaz na ressonancia magnética gastrointestinal e
no delineamento das estruturas normais e patologicas do intestino, tendo como alvo
o sistema reticuloendotelial [37]. Com o revestimento, o tamanho hidrodinamico total

da nanoparticula fica em torno de 300 nm.
3.3. Processos de Relaxacao em Nanoparticulas Magnéticas

O tempo de relaxacdo de uma nanoparticula magnética € essencialmente o
tempo necessario para reverter 0 momento magnético de um estado de equilibrio
para outro. Esta reversibilidade é dada principalmente por flutuacbes térmicas,
quando a energia térmica é suficientemente grande para superar a energia de
barreira (energia de anisotropia) promovida pela anisotropia magnética da particula
[40]. A anisotropia magnética da particula € dependente da sua composicdo e de
sua estrutura cristalografica [7]. Além disso, para uma nanoparticula magnética ser
considerada superparamagnética, a relaxacdo do momento magnético da

nanoparticula deve ser mais rapida que o tempo de medida.

Quando nanoparticulas superparamagnéticas estdo contidas em um liquido,
ha dois mecanismos de relaxacdo ocorrendo ao mesmo tempo: a relaxacédo de Néel
e a relaxacao rotacional Browniana [40]. A relaxacdo de Néel se refere a relaxacao
do momento magnético eletrénico global de um cristal superparamagnético, e seu
comportamento exponencial depende do volume da nanoparticula, como mostra a

equacao (3.10):

KV/
N = t0e kT, (3.10)
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onde V é o volume da particula, ks € a constante de Boltzmann, T é a temperatura
da amostra e K é a constante de anisotropia magnetocristalina que, para a maioria
dos 6xidos de ferro e para nanoparticulas ndo interagentes, tem um valor de 1 x 10°
erg/lcm® [41, 42]. O fator pré-exponencial o € uma constante que depende de
diversos parametros da particula, tais como volume, energia de anisotropia,
temperatura, etc [40]. Para a magnetita, to € aproximadamente igual a 10° s [7].
Para uma nanoparticula de magnetita esférica de raio 8 nm, ty ~ 0,2 us, ja para uma
nanoparticula de magnetita de raio 16 nm, ty ~ 84 anos. Isso mostra que pequenas
variacfes no volume de uma nanoparticula causam mudancas significativas em seu

tempo de relaxagéo.

Em um liquido, também ocorrem colisbes entre as nanoparticulas e as
moléculas do solvente, o que faz com que a particula gire aleatoriamente. O tempo
de giro € caracterizado pelo tempo de relaxacdo rotacional Browniano, dado pela
equacao (3.11):

3nVv
5 = I?BTH, (3.11)

onde n € a viscosidade dindmica do solvente e Vu € o volume hidrodindmico da
nanoparticula [40]. E importante destacar que, para particulas em estado
superparamagnético, a relaxacdo de Néel serd muito mais rapida que a Browniana,

ficando esta desprezivel.

Embora a relaxacdo de Néel ndo diga respeito a relaxacdo magnética nuclear
dos prétons das moléculas de agua no processo de RMN, essa relaxacdo do
momento magnético das nanoparticulas ira influenciar nas taxas de relaxacao

desses protons [7].

3.4. Relaxividade de Agentes de Contraste em MRI

A habilidade de um agente de contraste de modificar o tempo T1 e o tempo

T2 é caracterizada pelas relaxividades r1 e rz2, respectivamente [29]. A relaxividade &
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definida como o0 aumento da taxa de relaxacdo do solvente (agua), induzida por 1
mM do ion ativo de um agente de contraste. A relaxividade é obtida pela equacgéo
(3.12):

1

1 .
Ticobs) = % + ri[C], i=1,2 (312)

Nessa equacdo 1/Tiobs) € a taxa de relaxacdo global do solvente na presenca
do agente de contraste, 1/Tiq) é a taxa de relaxagéo do sistema antes da adi¢céo do
agente de contraste, C é a concentracdo do ion - ou do nlcleo magnético - presente

no agente de contraste, em mM e ri € a relaxividade em Hz/mM [5, 29].

Um parametro utilizado para classificar os agentes de contraste é a razao
r2/ri. Esta razdo varia entre 1 e 2 para quelatos paramagnéticos (agentes de
contraste T1), e pode chegar até 50 para coldides superparamagnéticos (agentes de
contraste T2) [29].

3.4.1. Mecanismos de Relaxacdo Magnética Nuclear

Os mecanismos de relaxacdo magnética nuclear acontecem quando ocorre
uma interacdo entre o momento magnético eletrébnico do agente de contraste e o
momento magnético muito menor dos protons que o circundam. Quando este agente
de contraste interage com um campo magnético externo aplicado, seus momentos
magnéticos se alinham com esse campo externo e isso ocasiona flutuacdes no
campo magnético local experimentado pelos prétons das moléculas de agua que

circundam o agente de contraste [29].

Ha trés contribuicdes para a relaxacdo do proton: relaxacdo da esfera interna
(inner sphere), relaxacéo da segunda esfera (second sphere) e relaxacdo da esfera
externa (outer sphere) [5, 29]. A relaxagéo da esfera interna lida diretamente com a
troca de energia entre os elétrons e os protons localizados na primeira esfera de
hidratacdo do agente de contraste e € dominada por acoplamento dipolar (dipolo-

dipolo) e escalar dos spins (spin-spin direto) [5]. O acoplamento spin-spin se origina
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quando a orientacdo do spin de um ndcleo vizinho interfere na energia de outro
ndcleo e causa pequenas variages na localizacdo da ressonancia deste ultimo [43].
Para agentes com baixo peso molecular, em torno de metade da relaxividade se
deve ao efeito da esfera interna e a outra metade se divide entre o efeito da segunda
esfera e o da esfera externa [29]. A figura 3.7 mostra uma representacéo
esquematica dos mecanismos da relaxacdo para agentes de contraste a base de

gadolinio.

Molécula na
Esfera Interna
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Figura 3.7. Representacédo esquemaética dos mecanismos da relaxagdo paramagnética para agentes

de contraste a base de gadolinio [29].

O circulo rosa representa uma molécula de dgua acoplada dipolarmente e
escalarmente ao ion gadolinio sofrendo, assim, a influéncia do mecanismo de
relaxacdo da esfera interna. O circulo verde representa moléculas de agua ligadas
as macromoléculas que revestem o ion sofrendo, assim, a influéncia do mecanismo
de relaxacdo da segunda esfera. As esferas azuis representam moléculas de agua
que circundam o gadolinio e as macromoléculas ligadas a ele. Essas moléculas
sofrem maior influéncia do mecanismo de relaxacdo da esfera externa. Para
particulas superparamagnéticas, a contribuicdo da relaxagdo pelo mecanismo da
esfera interna e da segunda esfera sdo menores e facilmente negligenciadas se

comparadas a contribuicdo da relaxacéo pelo mecanismo da esfera externa [5].
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3.4.1.1. Mecanismo de Relaxacéo da Esfera Externa

O mecanismo de relaxacdo da esfera externa estd associado ao movimento
dos protons de agua perto dos gradientes do campo magnético local gerado pelo

nucleo magnético das nanoparticulas, como mostra a Figura 3.8.

Figura 3.8. Representacdo de um nucleo da molécula de 4gua (esfera menor), difundindo perto de

uma nanoparticula superparamagnética [Adaptado de 40].

A interacdo entre os spins dos prétons com o momento magnético € de
carater dipolar. As ndo homogeneidades magnéticas sdo produzidas pelo campo
das nanoparticulas superparamagnéticas e as flutuacbes provém da difusdo do
préton e das flutuagcbes do momento magnético superparamagnético devido as

relaxacdes rotacionais de Néel ou Browniana [40].

Quando os prétons das moléculas de &gua experimentam uma grande
variedade de campos magnéticos durante a sua difusdo nas vizinhancas das
nanoparticulas, esses protons estdo em uma condigdo denominada “condigdo de
Redfield”, ou condicdo MAR (do inglés, motional averaging regime) [40]. Nessa
condicdo, ha quatro modelos tedricos que preveem o comportamento das taxas de

relaxacdo dos nucleos das moléculas de agua.

O primeiro modelo € o de baixa anisotropia magnética, e é utilizado para

descrever as taxas de relaxacdo quando a concentracdo das nanoparticulas em
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meio aquoso é baixa, ndo h4 agregacdo das nanoparticulas e a relaxacdo de Néel é
dominante [40]. Nesse modelo, o fator que mais influencia a relaxividade no valor de
campo magnético utilizado no MRI clinico é o tempo de correlagdo translacional (tp)
[5]. O tempo de correlacdo translacional € o tempo que uma molécula de agua leva
para difundir da sua posi¢ao para a distancia minima entre ela e o nicleo magnético
[44]. Esse tempo leva em conta uma constante de difuséo relativa do solvente em
relacdo ao centro magnético (D) e suas distancias, no momento em que estdo mais

préoximos (R) [5], como mostra a equacéo (3.13):

w= X (3.13)

O segundo modelo utilizado é o de alta anisotropia magnética, também
conhecido como modelo do dipolo rigido. Nesse modelo, a concentracdo das
nanoparticulas também deve ser baixa, ndo deve haver agregacao das mesmas e a
relaxacdo Browniana € a dominante [40]. Nesse modelo, a magnetizacdo da
nanoparticula tem uma influéncia na magnitude da relaxividade r1 de uma maneira

proporcional.

Esses dois modelos, embora adequados para prever o comportamento da
relaxacao longitudinal, ndo descrevem de uma maneira adequada o comportamento
da relaxagcdo transversal, principalmente quando o campo magnético aplicado
aumenta. Para resolver esse problema, outro modelo foi proposto, denominado
‘modelo de ferro trifasico”. Nesse modelo, a nanoparticula € composta,
supostamente, de trés fases: um ndcleo superparamagnético, inclusdes
antiferromagnéticas no nucleo e uma fase paramagnética [40]. Para a utilizacao
desse modelo, técnicas de caracterizagdo estrutural devem ser empregadas, tais
como magnetometria, TEM e DRX, para se ter certeza da estrutura da nanoparticula

avaliada.

Em campos magnéticos tendendo ao infinito, a taxa de relaxacdo longitudinal
sempre tende a zero, enquanto a taxa de relaxagao transversal converge para um
valor denominado “termo secular’, que ndo depende do campo aplicado [40, 44]. O

termo secular resulta da flutuacdo da componente do campo interno paralelo ao
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campo magnético externo Bo, 0 que ocasiona mudancas de fase na precesséo de
Larmor da magnetizacdo do conjunto de prétons que contribuem para a taxa de

relaxacao transversal [44].

Com um campo magnético alto, a magnetizacdo das nanoparticulas esta
blogueada ao longo da direcdo de Bo, e seus tempos de relaxacado, tanto de Néel
guanto Browniano, se tornam infinitos, o que leva a uma simplificacdo dos modelos
tedricos anteriores [40]. Com isso, as equacdes que expressam a taxa de relaxacéo
transversal no modelo de Néel e no modelo Browniano sédo simplificadas e podem
ser expressas em uma lei de escala (do inglés, scaling law), no regime MAR, que
mostra que a relaxividade r2 aumenta quadraticamente com o aumento do raio e da

magnetizacdo das nanoparticulas [40].

Quando o tamanho ou a magnetizacdo de uma nanoparticula aumenta a
ponto da molécula de agua parecer estatica durante a relaxagdo em comparagao a
nanoparticula, as propriedades da nanoparticula estdo fora do regime MAR. Nesse
caso, o regime adotado é o SDR (do inglés, static dephasing regime), ou regime
estatico, onde a taxa de relaxacdo transversal é independente do tamanho da
nanoparticula e é dependente somente da concentracdo da nanoparticula e do seu

momento magnético [40].
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4. MATERIAIS E METODOS

Esse capitulo é dedicado a descricdo dos materiais, equipamentos,

procedimentos e andlises realizadas no desenvolvimento desse trabalho.

4.1. Sintese e Caracteristicas Fisicas das Nanoparticulas

As nanoparticulas investigadas nesse trabalho foram sintetizadas
previamente por meio de diferentes rotas investigadas em trabalhos anteriores do
nosso grupo [19, 20]. As sinteses estabilizadas com citrato e com revestimento de
dextran foram preparadas pelo método da coprecipitacdo. As nanoparticulas de
oxido de ferro revestidas de oxido de silicio (SiOz) foram preparadas por hidrdlise e
condensacao de tetraetil ortossilicato (TEOS), utilizando o processo sol-gel por
Stober [45, 46, 47, 48, 49].

Amostras de oito sinteses de nanoparticulas constituidas por um nucleo de
oxido de ferro e diferentes recobrimentos foram preparadas para a andlise da
relaxacdo magnética nuclear, como disposto na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Resumo das principais caracteristicas das nanoparticulas analisadas.

Sintese Recobrimento
SPION-UC Sem recobrimento. Estabilizada com citrato e cloreto de sédio
SPION-D Dextran néo reticulado e ndo aminado
SPION-DCL~-NH: Dextran reticulado e aminado
SPION-(D/2)CL-NH; Dextran reticulado e aminado, com 50% menos dextran
SPION-(D/2)CL-NH>-Cy5.5 Dextran reticulado e aminado + fluoréforo
SPION-(D/4)CL-NH; Dextran reticulado e aminado, com 75% menos dextran
SPION@SIO> Oxido de Silicio
USPION@SIO; Oxido de Silicio
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A sintese SPION-UC sdo nanoparticulas de Fes3Os sem revestimento,
somente estabilizadas com citrato de sédio (NazCesHs07.2H20) e cloreto de sodio. Na
sintese SPION-D o nucleo foi revestido com dextran T10, (H(CsH100s5)xOH), com

peso molecular de 10 kDa, néo reticulado e ndo aminado.

A sintese SPION-DCL-NH:2 sdo nanoparticulas de Fe3Oa4, onde o nucleo foi
revestido com dextran T10, reticulado com epicloridrina (C3sHsCIO) e aminado. Nessa
sintese, a massa de dextran e de sais de ferro foram iguais e a temperatura de
reacdo foi de 80 °C. Na sintese SPION—(D/2)CL—NHz, o nucleo também foi revestido
com dextran T10, reticulado com epicloridrina e aminado. Nessa sintese, as massas
de sais de ferro utilizadas foram iguais as da sintese SPION-DCL-NH2, mas a
massa de dextran adicionada foi a metade e a temperatura de reacao foi menor (75
°C). A sintese SPION-(D/2)CL-NH2—Cy5.5 é a mesma sintese SPION—(D/2)CL—NHz,
porém funcionalizada com uma molécula fluoréfora denominada Cianina 5.5 NHS

Ester (C44H46CIN304), que emite no infravermelho préximo.

Na sintese SPION—(D/4)CL—NHz, nanopatrticulas de 6xido de ferro revestidas
com dextran T10 foram preparadas com metade da massa de dextran utilizada na
sintese SPION—(D/2)CL-NH2z, com a mesma massa de sais de ferro e temperatura
de reacéo de 78 °C. As sinteses SPION@SiO2 e USPION@SiO2, sdo nanoparticulas
de oOxido de ferro revestidas com SiO2. Todas as sinteses foram realizadas no
Laboratério de Sintese de Materiais Nanoestruturados (LASINE), da Escola de
Ciéncias da PUCRS.

4.1.1. Determinacao da Concentracéo de Ferro nas Solugfes Aquosas

Para se obter a concentracdo de Fe foram realizadas medidas de absorcéo
Optica ou medidas da taxa de relaxacao longitudinal das solu¢des de nanoparticulas.

As medidas de absorcdo optica foram feitas no Espectrofotbmetro UV-Vis
modelo Lambda 35, fabricado pela Perkin Elmer, que pode realizar medidas de
absorcao optica na faixa de 190 a 1100 nm de comprimento de onda.
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As medidas de absorbancia foram utilizadas para quantificar o contetdo de
ferro das sinteses SPION-D, SPION-DCL-NH2, SPION—(D/2)CL-NH2, SPION-
(D/2)CL-NH2-Cy5.5 e SPION—(D/4)CL-NHe:. Inicialmente, preparou-se 8 solugbes
padrdo de Fe, em baldo volumétrico de 50 mL de capacidade, a partir de solucéo
certificada de 1,0 e 10,0 mg/mL de ferro. Em cada baldo volumétrico preparou-se
aliquotas de 0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 6,0 e 8,0 mg/mL. Foram utilizadas cubetas

descartaveis poliméricas, de caminho 6ptico de 10 mm.

Em cada cubeta adicionou-se 10 pL da solugcéo padrdo com concentracao
variando entre 0,1 a 8,0 mg/mL, 10 pL de H202 3% e 980 uL de acido cloridrico 6 M
totalizando 1,0 mL em cada cubeta, usando-se como branco a mistura entre o
peréxido e o acido cloridrico na proporcao dita anteriormente. Homogeneizou-se a
solucdo e aguardou-se cerca de 60 minutos para realizar a leitura no
espectrofotdbmetro. Nesse tempo, ocorre a digestdo acida do composto, liberando

Fe*3 livre.

Para leitura das absorbancias, foi utilizado o comprimento de onda A = 410
nm. Em seguida, foi construida uma curva de calibracdo com esses valores de

absorbancia com as suas respectivas concentracdes ja conhecidas.

Para a determinacdo da concentracdo das amostras contendo as
nanoparticulas, foram pipetados 10 pL na cubeta e seguiu-se a adicdo dos
reagentes conforme a preparacdo das amostras padréo. Realizou-se a leitura da

absorbancia no mesmo comprimento de onda obtendo-se, assim, a concentracao.

Para as sinteses SPION-UC e USPION@SiOz, a concentracdo de ferro foi
determinada medindo a taxa de relaxacao longitudinal R1 [50, 51]. As amostras
foram digeridas em microondas (MLS-1200 Mega, Milestone), e o valor de R1 das
solugdes resultantes foi analisado em um relaxémetro de 0,47 T (Minispec mq-20,
Bruker), a 37 °C, o que permitiu a determinacdo da concentracdo de ferro usando a
equacao:

[Fe] = (Rlamostra - Rldiamagnético) x 0.0915 (4.1)
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onde R1 diamagnético é a taxa de relaxagdo diamagnética da agua (0,36 Hz) e
0.0915 (Hz/mM) é ainclinac&o da curva de calibracao.

4.1.2. Medidas de Magnetizacao

As medidas de magnetizacdo das solugbes de nanoparticulas foram
realizadas em um magnetémetro de amostra vibrante (VSM — EZ9), no Laboratorio
de Magnetismo (LAM) do Instituto de Fisica/lUFRGS, com as amostras das sinteses
SPION-UC, SPION-DCL-NH2, SPION—(D/2)CL-NH2, SPION—(D/2)CL-NH2—Cy5.5
e USPION@SiO: liofilizadas. As medidas foram realizadas num campo maximo de
19000 Oe.

4.1.3. Difrag&o de Raios X (DRX)

As medidas de difracdo de raios X foram realizadas usando um Bruker D8
Advanced, no Laboratorio de Magnetismo de la Materia, na Universidad de
Cantabria (Espanha), trabalhando com uma poténcia de 40 kV/30 mA, com um tubo
de Cu, utilizando-se um comprimento de onda de A = 1.5418 x 10° m. A
configuragdo utilizada foi com um conjunto de janelas fixas de 0,5 mm de
divergéncia e antidivergéncia de 0,5 mm com um detector de cintilagdo (contador de
cintilagdo). Um volume de 80 uL de cada amostra foi depositado em um suporte de
amostra convencional. O espectro foi coletado nos angulos 260, entre 5° e 70° (A26 =

0,05°) a temperatura ambiente, com um tempo de integracdo de 5 s por etapa.

4.1.4. Espectroscopia Raman

O espectro Raman da sintese SPION—(D/4)CL—NHz: foi obtido no Laboratorio
de Magnetismo de la Materia, na Universidad de Cantabria (Espanha), depositando-
se as nhanoparticulas em silicio e utilizando um espectrometro Raman confocal
T64000 da Horiba com um monocromador triplo na configuragdo subtrativa
(resolugéo espectral de 0,6 cm™). Uma linha de 647,1 nm de um laser Coherent
Innova Spectrum 70C Ar*-Kr* foi utilizado como fonte de excitagdo e um CCD

refrigerado com nitrogénio (Jobin-Yvon Symphony) foi usado como detector. A



47

medida foi realizada a temperatura ambiente com uma objetiva de 20X e uma
poténcia do laser de 162 mW. N&o foi possivel obter o espectro das demais sinteses

devido a impossibilidades técnicas.

4.1.5. Medidas ZFC/FC

Medidas magnéticas estaticas em funcéo da temperatura da sintese SPION—
(D/4)CL-NH2 (amostra liquida e depositada em silicio), foi obtida no Laboratorio de
Magnetismo de la Materia, na Universidad de Cantabria (Espanha), utilizando-se um
magnetdmetro Quantum Design MPMS XL-5 SQUID. Para o estudo magnético, as
amostras foram contidas numa capsula de Teflon selada. O recipiente de Teflon foi
medido nas mesmas condi¢cdes das amostras, antes que as medidas das amostras
fossem tomadas, e depois subtraidas do sinal magnético total para se obter os

dados magnéticos.

As curvas de Zero Field Cooled (ZFC) e de Field Cooled (FC) foram tiradas
entre 5 K e 300 K usando o seguinte protocolo: as amostras foram arrefecidas de
300 K para 5 K em campo magnético zero, entdo um campo magnético estatico de
100 Oe foi aplicado e o Mzrc (magnetizacdo na curva ZFC), foi medido enquanto as
amostras estavam aguecendo. ApGOs o Ultimo ponto ser medido, as amostras foram
novamente arrefecidas até a temperatura basal mantendo o mesmo campo
(processo FC); entdo, os dados de Magnetizagdo vs Temperatura foram medidos
para temperaturas crescentes. Novamente, ndo foi possivel obter as curvas das

demais sinteses devido a impossibilidades técnicas.

4.2. Construcédo do Simulador

Um simulador foi construido para a aquisicdo dos dados de relaxacéo
magnética nuclear. O simulador, construido de espuma, € um disco de 24 cm de
didmetro por 5 cm de altura, com 16 orificios concéntricos, a 8 cm do centro e um
orificio central. Os orificios concéntricos serviram para alocar seringas de 3 mL com
as solucdes de nanoparticulas e o orificio central para alocar um tubo de

centrifugacéo do tipo falcon de 50 mL, com um buffer salino e/ou agua, que serviu
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como referéncia nas medidas de relaxacdo. A figura 4.1 mostra fotos do simulador

construido.

Figura 4.1. Fotos do simulador construido para as medidas de relaxagdo magnética nuclear. A) Lado

superior. B) Lado inferior. C) Lateral.

4.3. Aquisicao dos Dados de Relaxagdo Magnética Nuclear

A analise da relaxacdo magnética nuclear das nanoparticulas foi realizada no
Hospital S&o Lucas da PUCRS, no aparelho de Ressonancia Magnética, modelo
450W gem, da GE, com campo de 1,5 T. A Figura 4.2 mostra o simulador no MRI e

as imagens geradas.

Figura 4.2. A) Simulador instalado no equipamento de MRI. B) Visualizacdo dos dados no console.
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Para as sinteses SPION-UC, SPION-D, SPION-DCL-NHz, SPION—-(D/2)CL~-
NH2, SPION—(D/2)CL-NH2>—Cy5.5, SPION—(D/4)CL-NH2, USPION@SiO2 e 0 agente
de contraste comercial Lumirem foram utilizadas solu¢cdes diluidas com as
nanoparticulas, em agua qualidade Milli-Q, nas seguintes concentracdes: Co/100;
Co/200; Co/500; Co/1000; Co/2000, sendo Co a concentracdo de nanoparticulas na
solucdo estoque. Essas amostras diluidas foram colocadas em seringas de 3 mL e
dispostas no simulador. Um recipiente com buffer salino de citrato de s6dio 20 mM e
cloreto de sédio 150 mM, diluido 2000 vezes, no centro, serviu de referéncia para a
analise das sinteses SPION-DCL-NH2, SPION-(D/2)CL-NH2, SPION—(D/2)CL-
NH2—Cy5.5, SPION—(D/4)CL-NH: e do agente de contraste Lumirem. Para a anélise
das sinteses SPION-UC, SPION-D, SPION@SiO2 e USPION@SIO2, foi utilizado
agua qualidade Milli-Q no recipiente central. A sintese SPION@SiO2 foi
primeiramente diluida em 10 mL de Dimetilsulféxido (DMSO) puro e, logo apdés,
diluida em &gua qualidade Milli-Q nas mesmas concentracbes das sinteses

anteriores.

As medidas foram efetuadas com bobina de cranio vascular (Head 24), em
trés cortes do simulador, usando sequéncias de fast spin echo (FSE), para a
obtencéo dos valores de T2 e inversion recovery (IR), para a obtencédo dos valores

de T1 das amostras.

Para as sinteses SPION-DCL-NH2, SPION—(D/4)CL-NHz e o agente de
contraste Lumirem foram utilizados as seguintes condigcdes para a aquisicdo das
imagens de FSE: 4 mm de espessura do corte, 5 mm de espacamento entre 0s
cortes, tempo de repeticdo (TR), de 1000 ms, uma matriz de 512x512 pixels, e
tempo de eco (TE), variavel: 7,4; 10; 14; 18; 25; 35; 50; 75; 100; 150; 200; 250 ms.
Para aquisicdo das imagens de IR, as seguintes condi¢cdes foram adotadas: 4 mm
de espessura de corte, 5 mm de espagcamento entre os cortes, matriz 512x512
pixels, TR de 3000 ms, TE de 20 ms, e tempo de inversao (Tl) em: 50, 70, 90, 110,
130, 150, 200, 400, 600, 800, 1000, 1300, 1600, 1900, 2500 ms.

Para as sinteses SPION-UC e SPION-D, os parametros utilizados foram os
mesmos da anadlise das sinteses SPION-DCL-NH2 e SPION—(D/4)CL-NHz, com

excecdo da espessura do corte, que de 4 mm passou para 5 mm; o espagamento
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entre os cortes foi de 5 mm para 15 mm. Para as sinteses SPION—(D/2)CL—NHz,
SPION—(D/2)CL-NH2—Cy5.5, SPION@SiO2 e USPION@SiO2 o0s parametros
utilizados foram os mesmos das sinteses SPION-DCL—-NH2 e SPION—(D/4)CL—NHz,
com excecdo da espessura do corte, que de 4 mm passou para 2 mm € 0
espacamento entre os cortes, que de 5 mm passou para 3 mm. Todos 0s cortes
foram realizados no plano axial, com FOV de 299,98 mm x 299,98 mm.

4.4. Analise das Imagens do MRI

As imagens do MRI foram analisadas com o software ImageJ verséo 1.38x.
Adotando-se uma ROI de 7 x 7 mm?, mediu-se a média do nivel de cinza dos pixels
de cada uma das secOes transversais das seringas contendo a amostra de
interesse, para um dos cortes da imagem, para cada um dos tempos de eco e
tempos de inversdo, e se construiram curvas de intensidade do sinal em funcgéo

desses tempos, para cada concentracdo das amostras.

O tamanho do pixel na imagem é de aproximadamente 0,59 mm, o que é
muito pequeno se comparado ao diametro da seringa utilizada para as medidas de
MRI, que foi cerca de 10 mm, o que reduziu os efeitos de volume parcial nas

imagens.

Para ajustar as curvas de decaimento e de recuperacao do sinal em funcao
do tempo de eco efetivo e do tempo de inversdo, foi utilizada a equacdo do
decaimento da magnetizacdo transversal (3.7) e da recuperacdo da magnetizacao

longitudinal (3.6), com o software KaleidaGraph versao 4.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesse capitulo serdo apresentados os resultados e uma discussao sobre 0s

mesmaos.

5.1. Caracterizacao Estrutural

5.1.1. Raman

Na espectroscopia Raman foi possivel observar picos caracteristicos da
magnetita, com uma banda principal centrada em 668 cm?, referente a um modo de
estiramento totalmente simétrico dos atomos de oxigénio ao longo das ligacdes Fe-O
(A1) [52] e uma banda a 306 cm?, devido a um modo de tor¢cdo simétrico do
oxigénio em relacao ao Fe (Eg) [53]. O pico mais intenso é atribuido ao silicio, onde
as nanoparticulas foram depositadas. Os picos caracteristicos da magnetita foram
ajustados por uma curva lorentziana. A Figura 5.1 mostra o espectro Raman obtido
da sintese SPION-(D/4)CL-NH..
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Figura 5.1. Espectro Raman da sintese SPION—(D/4)CL—NH2 depositada em silicio..

5.1.2. Medidas de Difracdo de Raios-X

As medidas de difracdo de raios-X revelam informagdes estruturais, fase e
tamanho aproximado do nucleo cristalino das nanoparticulas de 6xido de ferro. Nos
difratogramas, o padrdao de difragdo mostrou picos em 20 de aproximadamente
30.3°, 35.6°, 43.3°, 53.8°, 57.2° e 62.7°. Comparando com a carta cristalografica
para a magnetita, PDF n° 19-629 JCPDS, observa-se que as amostras possuem
picos correspondentes a estrutura de espinélio inverso da magnetita (Fes0a),
representando os planos cristalinos (220), (311), (400), (422), (511) e (440). A Figura
5.2 mostra a comparacéao entre os difratogramas das diferentes nanoparticulas.
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Figura 5.2. Difratogramas das sinteses analisadas. As posi¢des angulares dos materiais de

revestimento estdo marcadas com um asterisco (*).
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Usando dados do pico de maior intensidade (311), o tamanho do cristalito foi

estimado de acordo com a equacao de Scherrer [54]:

KA
" B.cos(0)’

(5.1)

em que K é uma constante igual a 0,94 para uma particula esférica, A é o
comprimento de onda dos raios-X, 3 é a largura a meia altura (FWHM, do inglés Full
Width at Half Maximum) do pico e 8 € o angulo de Bragg. Os tamanhos do cristalito,
estimados pela Equacédo 5.1, para as diferentes sinteses variaram entre 6,5 e 11,3
nm e estdo dispostos na Tabela 5.1. Também estdo dispostos, na Tabela 5.1, os
didmetros hidrodindmicos e medidas de tamanho por TEM, obtidos em trabalhos

anteriores [19, 20].

Tabela 5.1. Valores dos diametros dos nucleos e dos diametros hidrodinamicos das diferentes

sinteses.
Sintese Didmetro do Nucleo | Diametro do Nucleo | Didmetro Hidrodindmico
(nm) - DRX (nm) - TEM (nm) - DLS
SPION-UC 11,3 95+1,8 49,4+ 23,4
SPION-D 6,5 6,6+1,8 11,7+0,9
SPION=-DCL—~NH; 6,8 9,3+1,6 162+ 7,4
SPION-(D/2)CL-NH; 6,5 - 21,8+6,7
SPION-(D/2)CL-NH,- - - 28,2+6,3
Cy5.5
SPION-(D/4)CL-NH; 8,4 174+24 485+ 8,9
SPION@SIiO; - - 207,2+18,5
USPION@SIiO; 9,5 - 30,4+1,3

As estimativas dos diametros dos nucleos obtidos por DRX e TEM s&o muito

proximas entre si, exceto para a sintese SPION-(D/4)CL-NH2. Isso pode ser
atribuido a pouca massa de dextran utilizado na sintese, 0 que ocasionou um menor
revestimento das nanoparticulas e uma maior instabilidade coloidal, levando a uma

agregacao das nanoparticulas.
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Nao foi possivel determinar o tamanho de ndcleo para a sintese
SPION@SiO2, devido a ndo definicdo do pico no plano (311), atribuido ao
revestimento de Oxido de silicio. Na sintese SPION-UC ha trés picos referentes ao
cloreto de sodio (PDF n° 5-628 JCPDS), correspondente ao sal halita, com picos em
20 de aproximadamente 27.4°, 31.9° e 45.5°, devido ao buffer salino utilizado na
sintese. Todas as amostras exibem reflexes para angulos baixos, devido ao

material de revestimento, exceto a sintese SPION-UC.

5.2. Medidas Magnéticas

5.2.1. Curvas de Magnetizacao

As curvas de magnetizacdo dos diferentes sistemas de nanoparticulas
analisados apresentaram histerese minima, com coercividade (Hc) menor ou igual a
22 Oe, 0 que € um indicativo do comportamento superparamagnético. O valor da
magnetizacdo de saturacao variou entre 3,8-61,6 emu/g, e € menor do que para a
magnetita pura (100-85 emu/g) [55]. Para essa medida, a massa considerada foi de
toda a amostra. A Figura 5.3 mostra as curvas de magnetizagdo em funcdo do
campo magnético externo, em temperatura ambiente, para amostra das sinteses
SPION-UC, SPION-DCL-NH2, SPION—(D/2)CL-NH2, SPION—(D/4)CL-NH2 e
USPION@SiO2. A Tabela 5.2 mostra os valores da magnetizagdo de saturacdo para

todas as sinteses analisadas.
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Figura 5.3. Curvas de magnetizacdo em fungédo do campo magnético em temperatura ambiente das
sinteses SPION-UC, SPION-DCL—NH2, SPION—(D/2)CL—NH2, SPION—(D/4)CL-NH: e
USPION@SiO2.

Tabela 5.2. Valores da magnetizagdo de saturagdo para cada sintese analisada.

Sintese Magnetizacao de Saturacéo (emu/g)
SPION-UC 61,6
SPION-D -
SPION-DCL-NH 9.0
SPION-(D/2)CL-NH; 10,2

SPION-(D/2)CL-NH2-Cy5.5 -

SPION-(D/4)CL-NH: 29,9
SPION@SiO> -
USPION@SIO: 3,8

Como esperado, a nanoparticula com o maior nucleo apresentou a maior
magnetizacdo de saturacao (SPION-UC) [56], assim como as nanoparticulas com o
menor conteddo de Dextran (SPION—(D/2)CL-NHz e SPION—(D/4)CL-NH-2).



57

Também se observa uma reducdo significativa da magnetizacdo na sintese
recoberta com silicio (USPION@SiOz2), o que indica que os valores de magnetizacao
de saturacédo diminuem devido ao aumento de conteddo ndo magnético ocasionado

pelos recobrimentos [57].
5.2.2. Curvas ZFC/FC

A medida de ZFC/FC foi realizada em um campo de 100 Oe em uma amostra
liguida de SPION—(D/4)CL—-NH2, como mostra a Figura 5.4. Nessa medida, a massa
magnética da sintese foi estimada, com base no volume do porta amostra e na

concentracdo da sintese, obtendo-se a magnetizacdo apenas considerando a massa

magnética.

M (emu/gFe)

T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Temperatura (K)

Figura 5.4. Curva ZFC/FC para uma amostra liquida da sintese SPION—(D/4)CL—NHz.

Ha trés maneiras de se determinar a temperatura de bloqueio (Tp), de
nanoparticulas magnéticas. A primeira maneira € utilizando o ponto de inflexdo da
curva ZFC. Esse é um bom método para uma estimativa da temperatura de bloqueio
médio das nanoparticulas, mas ndo leva em conta a distribuicdo de tamanhos das
nanoparticulas em solucéo [58]. A partir da curva, a média de Ty para a amostra
liguida da sintese SPION—(D/4)CL—NH: foi de aproximadamente 25 K.
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A segunda maneira é pegando-se o0 ponto maximo na curva ZFC.
Nanoparticulas maiores requerem maior temperatura para que a energia térmica
exceda a energia de barreira, e assim serem desbloqueadas, entrando no estado
superparamagnético. Nesse ponto ha a garantia de que todas as nanoparticulas do
sistema estdo desbloqueadas [41]. A partir da curva, a Tb no ponto maximo da curva
ZFC foi de aproximadamente 75 K.

A terceira maneira leva em conta a distribuicdo de tamanhos das
nanoparticulas em solugdo. Como h& uma distribuicdo de tamanhos, também havera
uma distribuicdo de temperaturas de bloqueio. E possivel usar uma relagéo, que n&o

€ estritamente exata nesse caso, mas pode ser muito util para se ter uma ideia da

distribuicdo das temperaturas de bloqueio. Essa relacdo é dada por p(T) oc—%dj—TM

[59], onde p(T) € a distribuicdo das temperaturas de bloqueio, T € a temperatura e
AM é a diferenca entre a magnetizacdo na curva FC (Mrc) e a magnetizacdo na
curva ZFC (Mzrc).

Com essa relacdo, uma limitacdo vem do fato de que o ruido experimental
sera amplificado primeiro pela derivacdo e segundo pela multiplicacdo 1/T [59]. As
vezes, o ruido torna impossivel fazer essa estimativa, como no caso dessa amostra.
Para contornar esse problema, uma segunda medida foi realizada, s6 que dessa vez

com a solucdo de nanoparticulas depositada em silicio.

A distribuicdo mostra que a sintese tem a maioria das nanoparticulas com
uma distribuicdo de Tp abaixo dos 50 K, com um pico em 10 K. A Figura 5.5 mostra a
curva ZFC/FC para a solucédo da sintese SPION—(D/4)CL—-NH: e a distribuicdo das

temperaturas de bloqueio para a mesma amostra.
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Figura 5.5. Curva ZFC/FC para uma amostra depositada em silicio da sintese SPION—(D/4)CL—NH:

(A). Distribuicdo das T para a mesma amostra (B).

Essa medida € representativa para as outras sinteses de nanoparticulas
recobertas com dextran. A sintese SPION—(D/4)CL—NH: é a sintese mais instavel de
todas devido a pequena massa de dextran na sintese e, mesmo com essa

tendéncia, foi possivel obter uma distribuicdo de Ty estreita.

5.3. Medidas de Relaxividade

5.3.1. Concentragcéao de Ferro

Para se obter a relaxividade, é necessério estipular a concentracdo de ferro
nas solucdes de nanoparticulas. Utilizando a técnica de espectrofotometria por UV-
Vis foi possivel determinar a concentracao de ferro das sinteses SPION-D, SPION-
DCL-NHz, SPION—(D/2)CL—NH2, SPION—(D/2)CL-NH2—Cy5.5 e SPION—(D/4)CL—
NH2. Seguindo procedimentos apresentados em [19, 60], primeiramente foi feita a
leitura das absorbéancias no comprimento de onda de 410 nm dos padrdes de ferro
de concentracdo conhecidas. Com esses dados foi construida uma curva de
calibracdo absorbéncia versus concentracdo. Trés curvas de calibracdo foram
obtidas, uma curva para a analise da sintese SPION-D (curva 1), outra curva para
andlise das sinteses SPION—(D/2)CL—NH2z, SPION—(D/2)CL-NH2—Cy5.5 (curva 2) e
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uma curva para a analise das sinteses SPION-DCL-NHz e SPION—(D/4)CL—NH:

(curva 3). A Figura 5.6 mostra as curvas de calibragdo construidas.

14 | —e—cuval
—&— Curva 2 '

——Curva 3
*

Absaorbancia

0 1 2 3 4 5 6 7
Concentracéo de Fe (mg/mL)

Figura 5.6. Curvas de calibracé@o para andlise das sinteses. Curva 1 (R?=0,98532), curva 2 (R? =
0,99604), curva 3 (R? = 0,98244).

Com a equacdo da reta de cada uma das curvas de calibracdo e as
absorbéancias das amostras da solu¢do aquosa das nanoparticulas foi determinada a
concentracéo das solucdes estoque para cada sintese. Para as sinteses SPION-UC
e USPION@SIO:2 analisadas por relaxometria, as concentracdes medidas foram de,

respectivamente, 3.98 mg/mL e 0.46 mg/mL. Os valores sdo encontrados na Tabela

5.3.
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Tabela 5.3. Valores de concentracdo de ferro de cada uma das solucdes estoque das diferentes

nanoparticulas.

Sintese Concentracdo de Fe (mg/mL)
SPION-UC 3,98
SPION-D 10,8
SPION-DCL-NH: 6,75
SPION-(D/2)CL-NH; 11,2
SPION-(D/2)CL-NH;-Cy5.5 9,30
SPION-(D/4)CL-NH; 1,44
SPION@SIO> -
USPION@SIO; 0,46

A concentragdo da sintese SPION-UC foi medida por relaxometria devido a
sua alta instabilidade, o que poderia acarretar em erros no valor de sua absorbancia
se a concentracdo dessa sintese fosse obtida por espectrofotometria. A
concentragcdo da sintese USPION@SIO: foi obtida por relaxometria devido a ndo a
digestéo &cida do silicio no processo de preparacao para a leitura das absorbancias
na espectrofotometria. N&o foi possivel obter a concentracdo da sintese
SPION@SIO2 devido ao seu alto teor de silicio.

Os valores da concentracdo de ferro obtidos para essas sinteses sdo maiores
do que os valores da concentracdo de ferro para agentes de contraste

comercialmente disponiveis, como por exemplo, o agente de contraste Lumirem.

5.3.2. Medidas do Tempo de Relaxagéo T2

As medidas dos tempos de relaxagcdo T2 foram obtidas com o uso do
simulador e da metodologia descrita na se¢éo 4.4. As imagens de MRI da Figura 5.7,
mostram cortes do simulador para a obtencéo dos valores de T2, com solucbes de
nanoparticulas das sinteses SPION-DCL—-NH2, SPION—(D/4)CL-NH:z e do agente de
contraste Lumirem em cinco diferentes concentragdes. As imagens séo referentes a

segunda fatia adquirida e os circulos menores correspondem as sec¢des transversais
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de cada seringa. A Tabela 5.5 identifica o material em cada seringa no simulador,

aonde o numero apos a barra indica o grau de diluicdo (de 100 a 2000 vezes).

Figura 5.7. Imagens de MRI de dispersfes aquosas contendo as nanoparticulas das sinteses SPION-
DCL-NH2, SPION—(D/4)CL—NH: e do agente de contraste Lumirem. Nas aquisi¢des foi utilizado um
TR de 1000 ms e TE efetivo de 22.116 ms (A), 51.604 ms (B) e 103.208 ms (C). A Tabela 5.4 define

as diluicBes das amostras rotuladas de A1-A5 (SPION-DCL-NHz), B1-B5 (SPION—(D/4)CL—NHz) e L1-

L5 (Lumirem).

Tabela 5.4. Localizador das amostras no simulador.

Localizacéo Amostra
Al SPION-DCL-NH/100
A2 SPION-DCL-NH2/200
A3 SPION-DCL-NH2/500
A4 SPION-DCL-NH2/1000
A5 SPION-DCL-NH/2000
B1 SPION—(D/4)CL-NH2/100
B2 SPION—(D/4)CL-NH/200
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B3 SPION—(D/4)CL—-NH2/500
B4 SPION—(D/4)CL-NH2/1000
B5 SPION—(D/4)CL-NH2/2000
L1 Lumirem/100
L2 Lumirem/200
L3 Lumirem/500
L4 Lumirem/1000
L5 Lumirem/2000

Pode-se verificar, por meio das imagens, que existem diferencas no contraste
(nivel de cinza dos pixels da imagem) com a variacdo da concentracdo de ferro
presente na solucdo das sinteses SPION-DCL-NH2 e SPION-(D/4)CL-NH2. Quanto
maior a concentracdo de ferro na amostra, mais rapidamente o sinal de MRI decai.
N&o houve diferenca aparente no contraste dado pelo agente de contraste Lumirem,
em relacao a referéncia utilizada. 1sso pode ser atribuido a alta diluicdo do agente de

contraste, ja que a concentracao de ferro presente é muito baixa.

Os resultados para as curvas de decaimento do sinal em funcdo do tempo de
eco efetivo para as dispersfes a base de SPION-UC e SPION-D sdo mostrados na
Figura 5.8. Para as demais sinteses, os dados aparecem como segue: SPION-DCL-
NHz e SPION-(D/2)CL-NH: (Fig. 5.9), SPION-(D/2)CL-NH>—Cy5.5 e SPION-(D/4)CL-
NH2 (Fig. 5.10), SPION@SIiO2 e USPION@SIO:2 (Fig. 5.11) e o agente de contraste
Lumirem (Fig. 5.12).
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Figura 5.8. Curvas de intensidade do sinal em funcdo de TE efetivo para solu¢gbes aquosas com
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diferentes concentra¢des de nanoparticulas das sinteses SPION-UC (esquerda) e SPION-D (direita).
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Figura 5.9. Curvas de intensidade do sinal em funcdo de TE efetivo para solugbes aquosas com
diferentes concentragdes de nanoparticulas das sinteses SPION-DCL-NH: (esquerda) e SPION-
(D/2)CL-NH: (direita).
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Figura 5.10. Curvas de intensidade do sinal em funcéo de TE efetivo para solu¢cbes aquosas com
diferentes concentragdes de nanoparticulas das sinteses SPION-(D/2)CL-NH2-Cy5.5 (esquerda) e
SPION-(D/4)CL-NH: (direita).
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Figura 5.11. Curvas de intensidade do sinal em funcéo de TE efetivo para solu¢cées aquosas com
diferentes concentragdes de nanoparticulas das sinteses SPION@SIO: (esquerda) e USPION@SIO2
(direita).
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Figura 5.12. Curvas de intensidade do sinal em func¢éo de TE efetivo para solu¢cbes aquosas com

diferentes concentracdes de nanoparticulas do agente de contraste Lumirem.

Com as curvas de decaimento do sinal, obtiveram-se os valores dos tempos

de relaxacdo T2 e das taxas de relaxacdo R2 obtidos para cada sintese analisada,

0S quais estdo apresentados na Tabela 5.5.

Tabela 5.5. Valores dos tempos de relaxac¢édo T2 e da taxa de relaxacdo R2.

Concentracéo

Sintese Diluigéo de Fe CSZCFE;”E;,?&?O T2 (ms) R2 (Hz)
(mg/mL)
100 0,0398 0,7126 9,13 £ 0,86 109,50 + 10,34
200 0,0199 0,3563 14,79 £ 0,95 67,61 + 4,36
SPION-UC 500 0,0080 0,1425 29,80 £ 1,92 33,56+ 2,16
1000 0,0040 0,0712 59,23+ 4,20 16,88 £ 1,20
2000 0,0020 0,0356 79,58 + 7,80 12,56 + 1,23
Agua 0 0 124,41 + 60,44 8,04 £+ 3,90
200 0,0540 0,9669 14,67 + 0,97 68,16 + 4,53
500 0,0216 0,3867 17,77 £ 1,07 56,29 + 3,39
SPION-D 1000 0,0108 0,1934 68,21 + 5,97 14,66 + 1,28
2000 0,0054 0,0967 163,42 + 37,01 6,12 + 1,39
Agua 0 0 124,41 + 60,40 8,04 £+ 3,90
100 0,0675 1,2085 14,17 £ 0,93 70,57 +4,65
SPION-DCL- 200 0,0337 0,6043 24,25 + 1,57 41,24 + 2,68
NH:2 500 0,0135 0,2417 56,97 £ 4,68 17,55+ 1,44
1000 0,0067 0,1209 92,52 +£10,77 10,81 £ 1,26
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2000 0,0033 0,0604 131,90 + 28,01 7,58 + 1,61
Buffer 0 0 270,88 + 271,08 3,69 + 3,69
100 0,1120 2,0053 7,46 £ 1,63 134,08 £ 29,31
~~~~~~~~~~~~~~~~~ 200 0,0560 1,0027 12,30 + 1,20 81,33+ 7,95
SPION- 500 0,0224 0,4011 41,38 + 7,49 24,17 + 4,37
(DI2)CL-NHz | 1000 0,0112 0,2005 40,61 + 10,63 24,62 + 6,44
2000 0,0056 0,1002 59,81 + 21,83 16,72 £ 6,10
Buffer 0 0 208,53 + 245,04 3,35+ 2,75
100 0,0930 1,6652 8,82 + 1,96 113,34 + 25,20
200 0,0465 0,8326 16,57 + 1,84 60,34 + 6,70
SPION- 500 0,0186 0,3330 39,86 + 3,31 25,00 + 2,08
(D/2)CL-NH2—
Cy5.5 1000 0,0093 0,1665 69,45 £ 4,42 14,40 £ 0,92
2000 0,0046 0,0832 146,45 £ 19,67 6,83 £ 0,92
Buffer 0 0 208,53 + 245,04 3,35+ 2,75
100 0,0144 0,2578 130,39 + 27,86 7,67 + 1,64
200 0,0072 0,1289 143,67 + 33,68 6,96 + 1,63
SPION- 500 0,0029 0,0516 182,43 £ 61,06 5,48 + 1,83
(D/4)CL-NHz | 1000 0,0014 0,0258 303,10 + 219,84 3,30 + 2,39
2000 0,0007 0,0129 223,57 + 168,56 4,47 £ 3,37
Buffer 0 0 270,88 + 271,08 3,69 + 3,69
100 - - 300,83 + 238,92 3,32 + 2,64
200 - - 337,31 + 288,89 2,96 + 2,54
500 - - 387,73 £ 401,51 2,58 + 2,67
SPION@SIO>
1000 - - 382,76 + 342,97 2,61 + 2,34
2000 - - 428,86 + 317,74 2,33+1,73
Agua 0 0 1106,5 + 2287,3 0,90 + 1,87
100 0,0046 0,0820 164,60 + 27,30 6,07 + 1,01
200 0,0023 0,0410 267,49 + 77,80 3,74 + 1,09
500 0,0009 0,0164 339,91 + 181,81 2,94 + 1,57
USPION@SIO2
1000 0,0004 0,0082 340,03 + 181,76 2,94 + 1,57
2000 0,0002 0,0041 357,64 + 219,84 2,80 +1,72
Agua 0 0 1046,7 + 2205,8 0,95+ 2,01
100 0,00175 0,0313 71,39 £ 15,69 14,01 + 3,08
Lumirem 200 0,000875 0,0157 98,30 £ 20,58 10,17 +2,13
500 0,00035 0,0063 133,03 + 28,81 7,52 + 1,63
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1000 0,000175 0,0031 165,55 + 31,67 6,04 +1,15
2000 0,0000875 0,0016 204,06 + 31,53 4,90+ 0,76
Buffer 0 0 270,88 + 271,08 3,69 + 3,69

Nesses resultados € importante destacar as medidas relacionadas ao buffer e
a agua. Um dos grandes problemas para se obter o tempo T2 da agua ou do buffer é
0 ajuste da exponencial do decaimento do sinal com os dados experimentais. Em
sistemas muito diluidos, ou com uma grande quantidade de ions presentes, como no
caso do buffer, o decaimento ndo segue uma exponencial perfeita, o que leva a
erros no ajuste da medida, tdo grandes quanto a propria medida.

Outra dificuldade que pode ser encontrada é em realacdo a propria
reprodutibilidade das medidas no equipamento de MRI. Em principio, se o0 sistema
medido € o mesmo, nao deveria haver variacdes na medida. Um estudo de 2014
demonstrou variacdes significativas em medidas de sinal em sequéncias EPI,
utilizando um equipamento de 3,0 T, com medidas realizadas no mesmo dia, entre

manha e noite, o que indicou instabilidade em equipamentos de MRI [61].

5.3.3. Medidas do Tempo de Relaxacgéo T1

As imagens de MRI da Figura 5.13 mostram cortes do simulador para a
obtencado dos valores de T1, com solu¢des de nanoparticulas das sinteses SPION—
DCL-NH2, SPION—-(D/4)CL-NH2 e o agente de contraste Lumirem em cinco
diferentes concentracdes. As imagens sdo referentes a segunda fatia adquirida e os
circulos menores correspondem as secfes transversais de cada seringa. As

posi¢coes das amostras no simulador sdo as mesmas da Tabela 5.5.
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Figura 5.13. Imagens de MRI de dispers@es aquosas contendo nanoparticulas das sinteses SPION—
DCL-NH2, SPION—(D/4)CL—NH: e do agente de contraste Lumirem. Nas aquisi¢des foi utilizado um
TR de 3000 ms e Tl de 70 ms (A), 400 ms (B) e 2500 ms (C).

As Figuras 5.14 a 5.17 mostram os graficos da funcdo da recuperacdo do
sinal em funcdo do tempo de inversdo para as diferentes sinteses e o agente de

contraste Lumirem (5.18).
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Figura 5.14. Curvas de intensidade do sinal em fun¢éo do Tl para solu¢des aquosas com diferentes

concentracdes de nanoparticulas das sinteses SPION-UC (esquerda) e SPION-D (direita).
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Figura 5.15. Curvas de intensidade do sinal em funcéo do Tl para solu¢bes aquosas com diferentes

concentracdes de nanoparticulas das sinteses SPION- DCL-NH:z (esquerda) e SPION-(D/2)CL-NH:
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Figura 5.16. Curvas de intensidade do sinal em func¢éo do Tl para solu¢des aquosas com diferentes

concentracdes de nanoparticulas das sinteses SPION-(D/2)CL-NH2>—Cy5.5 (esquerda) e SPION-

(D/4)CL-NH: (direita).
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Figura 5.17. Curvas de intensidade do sinal em funcéo do Tl para solu¢bes aquosas com diferentes

concentracdes de nanoparticulas das sinteses SPION@SIO:2 (esquerda) e USPION@SIO: (direita).

3000
2000
T 1000
ow
o
-
= 0
s
=]
n
=
z
E -1000 -
—&— Lumirem/100
—&— Lumirem/200
—— Lumirem/500
-2000 —&— Lumirem/L000
—%— Lumirem/2000
-3000
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Tl (ms)

Figura 5.18. Curvas de intensidade do sinal em func¢éo de Tl para solu¢des aquosas com diferentes

concentracdes de nanoparticulas do agente de contraste Lumirem.

Os valores dos tempos de relaxacdo T1 e das taxas de relaxacdo R1 obtidos
a partir da regressdo dos pontos da curva para cada concentracdo e para cada

sintese analisada séo apresentados na Tabela 5.6.



Tabela 5.6. Valores dos tempos de relaxacéo T1 e da taxa de relaxacdo R1.
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Concentracéo

Sintese Diluicéo de Fe ngc&n:g&?o T1 (ms) R1 (Hz)
(mg/mL)
""""""""" 200 0,0199 0,3563 60,75 + 1,06 16,46 + 0,29
500 0,0080 0,1425 115,39 + 1,64 8,67 + 0,12
SPION-UC 1000 0,0040 0,0712 223,54 + 1,14 4,47 0,02
2000 0,0020 0,0356 293,88 + 1,34 3,40 + 0,02
Agua 0 0 2254,70 + 133,28 0,44 + 0,03
200 0,0540 0,9669 333,34 20,71 3,00 + 0,19
500 0,0216 0,3867 359,95 + 10,59 2,78 + 0,08
SPION-D 1000 0,0108 0,1934 946,01 + 27,55 1,06 + 0,03
2000 0,0054 0,0967 1269,20 + 15,87 0,79 + 0,01
Agua 0 0 2254,70 + 133,28 0,44 + 0,03
100 0,0675 1,2085 75,68 + 0,77 13,21+ 0,13
200 0,0337 0,6043 120,62 + 2,80 8,29 + 0,19
SPION-DCL- 500 0,0135 0,2417 279,86 + 1,73 3,57 0,02
NH: 1000 0,0067 0,1209 474,38 + 5,15 2,11 £ 0,02
2000 0,0033 0,0604 758,84 + 47,22 1,32+ 0,08
Buffer 0 0 4201,5 + 660,88 0,24 + 0,04
100 0,1120 2,0053 ; ]
200 0,0560 1,0027 86,87 + 4,12 11,51 + 0,55
SPION- 500 0,0224 0,4011 289,06 + 3,34 3,46 + 0,04
(DI2)CL-NHz | 1000 0,0112 0,2005 302,20 + 3,55 3,31 £ 0,04
2000 0,0056 0,1002 461,50 + 3,76 2,17 £ 0,02
Buffer 0 0 2172,7 +142,6 0,46 + 0,03
100 0,0930 1,6652 ; )
200 0,0465 0,8326 117,00 # 6,20 8,55 + 0,45
SPION- 500 0,0186 0,3330 233,91+ 6,84 4,27 +0,12
(D/2)CL-NH>—
Cy5.5 1000 0,0093 0,1665 392,19 + 3,25 2,55 + 0,02
2000 0,0046 0,0832 812,31 + 5,63 1,23+ 0,01
Buffer 0 0 2172,7 +142,6 0,46 + 0,03
100 0,0144 0,2578 2976,80 + 326,93 0,34 + 0,04
SPION- 200 0,0072 0,1289 3271,70 + 388,65 0,31+ 0,04
(D/4)CL-NH: 500 0,0029 0,0516 3625,9 + 470,0 0,28 + 0,04
1000 0,0014 0,0258 3860,60 + 471,58 0,26 + 0,03
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2000 0,0007 0,0129 3875,90 + 453,23 0,26 + 0,03

Buffer 0 0 4201,5 + 660,88 0,24 + 0,04
100 - - 3087,20 + 258,34 0,32 £ 0,03
200 - - 3154,60 + 231,79 0,32 £ 0,02
500 - - 3150,60 + 204,71 0,32 £ 0,02

SPION@SIO:

1000 - - 3120,60 + 177,68 0,32 £ 0,02
2000 - - 3064,40 + 215,06 0,33 £0,02

Agua 0 0 3046,90 + 344,76 0,33+ 0,04
100 0,0046 0,0820 2175,70 + 83,93 0,46 + 0,02
200 0,0023 0,0410 2451,60 + 89,41 0,41 £ 0,01
500 0,0009 0,0164 2590,80 + 81,17 0,39 £ 0,01

USPION@SIO>

1000 0,0004 0,0082 2644,50 + 95,95 0,38 £ 0,01
2000 0,0002 0,0041 2625,90 + 119,01 0,38 £ 0,02

Agua 0 0 2748,30 + 248,97 0,36 + 0,03
100 0,00175 0,0313 1929,00 + 55,77 0,52 £ 0,01
200 0,000875 0,0157 2298,60 + 51,09 0,43 £ 0,01
500 0,00035 0,0063 2860,10 + 40,92 0,350 + 0,005

Lumirem

1000 0,000175 0,0031 3765,50 + 39,89 0,275 + 0,003
2000 0,0000875 0,0016 4172,40 + 42,66 0,240 + 0,002

Buffer 0 0 4201,5 + 660,88 0,24 + 0,04

Novamente, assim como nos tempos de relaxacdo T2, os tempos de

relaxacdo T1 da agua e do buffer sofrem variacées com o dia da medida. Desta vez

nao houve dificuldade com o ajuste da curva exponencial aos dados experimentais,

mas como o0s tempos de inversdo, em todos os casos medidos, ndo foram o

suficiente para saturar o sinal de MRI para os casos da agua e do buffer, pode ter

ocorrido uma subestimacao ou superestimacao dos valores.
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5.3.4. Relaxividade

A Figura 5.19 mostra os gréficos da taxa de relaxacdo R2 e da taxa de
relaxacdo R1 em funcédo da concentracdo de ferro para todas as sinteses, exceto
SPION@SIOz2.
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Figura 5.19. Grafico da taxa de relaxagdo R1 em funcdo da concentracdo de ferro em mM para as
sinteses SPION-UC (R? = 0,98412), SPION-D (R? = 0,9981), SPION-DCL-NH2 (R? = 0,98649),
SPION-(D/2)CL-NH: (R? = 0,99569), SPION-(D/2)CL-NH2-Cy5.5 (R? = 0,99142), SPION-(D/4)CL-NH2
(R?=0,94768), USPION@SiO:2 (R? = 0,98049) e o agente de contraste Lumirem (R? = 0,93965),
esquerda. Gréfico da taxa de relaxacdo R2 em fungéo da concentragdo de ferro em mM para as
sinteses SPION-UC (R? = 0,99), SPION-D (R? = 0,98545), SPION-DCL-NH: (R? = 0,99639), SPION-
(D/2)CL-NH2 (R? = 0,99027), SPION-(D/2)CL-NH: -Cy5.5 (R? = 0,99923), SPION-(D/4)CL-NH2 (R? =
0,96672), USPION@SIO: (R? = 0,95879) e o agente de contraste Lumirem (R? = 0,96508), direita.

O coeficiente angular de cada uma das retas da Figura 5.19 representam a
relaxividade r1 e r2 de cada sintese, ou seja, o quanto as nanoparticulas afetam a
taxa de relaxacdo spin-rede e spin-spin dos prétons nas moléculas de &gua
circundantes. Devido a escala de concentragdo, a curva relacionada ao agente de
contraste Lumirem nao aparece se comparada aos demais, pois a concentracao de
nanoparticulas é muito baixa. Os valores das relaxividades r2 e r1, da razao entre
elas e demais parametros fisicos e estruturais das sinteses analisadas e do agente

de contraste Lumirem estao dispostos na Tabela 5.7.
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Tabela 5.7. Valores das relaxividades e de outros parametros fisicos e estruturais das sinteses analisadas e do agente de contraste Lumirem.

Diametro do Didmetro do Didmetro Magnetizacdo
Sintese r. (mMs)? r. (mMs)? rafry Nucleo (nm) - | Nacleo (nm) - | Hidrodinamico | de Saturagéo
DRX TEM (hm) - DLS (emu/g)
SPION-UC 148,10 = 5,09 47,34 £ 2,84 3,13+0,22 11,3 9,5+1,8 49,4+ 23,4 61,6
SPION-D 66,24 £ 2,92 2,67 +0,08 24,78 £1,31 6,5 6,6+1,8 11,7+ 0,9 -
SPION-DCL-NH:2 56,75+1,21 11,38 £ 0,53 4,99 + 0,26 6,8 9,3+1,6 16,2+ 7,4 9,0
SPION-(D/2)CL-NH: 68,14 + 3,36 11,20+ 0,48 6,08 = 0,40 6,5 - 21,8+6,7 10,2
SPION-(D/2)CL-NH2- 66,45 + 0,65 10,03 £ 0,38 6,62 + 0,26 - - 28,2+6,3 -
Cy5.5
SPION-(D/4)CL-NH2 26,94 + 2,59 0,42+0,04 63,85+ 8,99 8,4 17,4+2,4 48,5+8,9 29,9
USPION@SIO2 65,31 £ 5,90 1,16 + 0,04 56,31 + 5,37 9,5 - 30,4+1,3 3,8
Lumirem 358,25 + 13,59 + 2,43 26,37 £5,24 - - ~ 300 -

30,66
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As altas relaxividades apresentadas pela sintese SPION-UC podem ter
relagdo com a auséncia de recobrimento, diminuindo a distancia minima de
aproximacdo das moléculas de agua ao nucleo magnético. Com o aumento da
proximidade, aumenta-se tanto a interagdo spin-spin quanto a spin-rede,
aprimorando a defasagem na precessdo dos spins dos hidrogénios das moléculas
de 4gua e a troca de energia com a rede [40].

A auséncia de recobrimento dessa sintese também acarreta sua instabilidade
coloidal, faciltando a agregacdo entre as particulas. Com a agregacdo, a
magnetizagdo das nanoparticulas aumenta, e como consequéncia a influéncia sobre
as moléculas de agua circundantes também aumenta, aprimorando as taxas de

relaxacdo R1 e R2, e as relaxividades [40].

A sintese SPION-D apresenta relaxividades menores se comparada com a
SPION-UC. De uma maneira geral, isso pode ser atribuido ao revestimento de
dextran que, além de estabilizar as nanoparticulas, diminuindo a agregacéao,
influencia na distancia minima de aproximacdo entre os prétons da agua e as

nanoparticulas [40].

As sinteses SPION-DCL-NH2, SPION-(D/2)CL-NH2 e SPION-(D/2)CL-NH2-
Cy5.5 ndo apresentaram diferencas significativas nos valores de relaxividade, muito

provavelmente devido as suas caracteristicas fisicas e estruturais similares.

A sintese SPION-(D/4)CL-NH2, se comparada com as demais sinteses onde
as nanoparticulas também foram encapsuladas com dextran, apresenta valores de
relaxividade menores que as demais. Isso pode estar relacionado ao volume
hidrodinamico das particulas dessa sintese. Se o volume hidrodinamico medido para
essa sintese representa uma barreira entre as moléculas de agua e as particulas, e
as moléculas de agua ndo conseguirem difundir pelas camadas de dextran que
recobrem as particulas, temos que a distdncia minima de aproximacdo das
moléculas de agua serda maior do que nas demais sinteses com dextran, o que

ocasiona uma diminuicdo nas relaxividades [62].



77

A sintese USPION@SIOz, apesar de apresentar um valor de relaxividade r2,
parecido com as sinteses cujo o revestimento € o dextran, apresenta um valor de
relaxividade r1 muito menor. Isso pode ser atribuido ao revestimento de silica, que é
muito denso, o que leva a uma baixa area de superficie interna e menor porosidade.
Assim, a maioria das moléculas de &gua circundantes ndo difundem pelo
recobrimento, e uma quantidade muito insignificante pode permanecer nas

proximidades do nucleo magnético [57].

Com esses resultados, é possivel classificar os diferentes sistemas em
agentes de contraste do tipo T1 ou do tipo T2. Todas as sinteses analisadas nesse
trabalho podem ser classificadas como agentes de contraste do tipo T2. Seu uso em
MRI ocasiona um hiposinal na regido analisada, ocasionando um escurecimento
dessa regido. Os valores da razéo entre as relaxividades encontradas néo estao
distantes dos valores encontrados para estes sistemas na literatura, para campos de
047Tel5TI6, 7,37, 40].
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6. CONCLUSOES

Foram analisados oito sistemas de nanoparticulas, sintetizados pelo método
da coprecipitacdo ou por Stdber, resultando em nanoparticulas recobertas com
dextran e com oxido de silicio. As analises por espectrofotometria e relaxometria
indicaram solu¢des de nanoparticulas com concentracdo de ferro variando entre

1,44 a 11,2 mg/mL, dependendo da sintese.

As curvas de magnetizacdo das nanoparticulas ndo apresentaram
magnetizagdo residual quando o campo magnético foi removido e nem histerese,
indicando comportamento superparamagnético. Com essas medidas, foi possivel
obter a magnetizacdo de saturacdo dos diferentes sistemas, variando entre 3,8 a

61,6 emu/g.

Os resultados de difracdo de raios X demonstraram um nucleo de 6xido de
ferro cristalino composto por magnetita e maguemita, com diametros médios em
torno de 6,5-11,3 nm. Corroborando os resultados de difracdo, a espectroscopia
Raman demonstrou picos caracteristicos da magnetita, com uma banda principal
centrada em 668 cm™ (A1) e outra banda em 306 cm (Eg). Medidas de ZFC/FC
demonstraram uma distribuicdo das temperaturas de bloqueio das nanoparticulas

ndo excedendo 50 K, com uma temperatura de bloqueio média de 25 K.

As medidas de tempos de relaxagdo T1 e T2 mostraram efeitos de contraste
das nanoparticulas, reduzindo os tempos de relaxacdo Tl e T2 e aumentando as
taxas de relaxacdo. A aglomeracéo das nanoparticulas na sintese sem recobrimento
demonstrou um aumento das relaxividades. O recobrimento com dextran reduziu as
relaxividades, devido a um afastamento das moléculas de agua ao nucleo
magnético. A presenca do fluoréforo ndo influenciou nas relaxividades das

nanoparticulas e a encapsulagdo com o silicio demonstra uma diminuicdo na
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relaxividade ri1, atribuida a rigidez do encobrimento, impossibilitando a difusdo das
moléculas de agua perto do nuacleo magnético. Os valores da taxa de relaxacao r1
variaram de 0,42 a 47,34 (mMs)! e para r2 de 26,94 a 358,25 (mMs).

A razdo entre as relaxividades r2/r1 encontradas para as sinteses e para o
agente de contraste Lumirem variaram de 3,13 a 64,14. Os valores de relaxividade
das nanoparticulas de oxido de ferro obtidas estdo dentro dos valores esperados
para agentes de contraste compostos por Oxido de ferro, podendo ser utilizadas
como agente de contraste do tipo T2. Em razdo das caracteristicas fisico-quimicas
da sintese, maior estabilidade coloidal, tamanho do nucleo, tamanho hidrodinamico,
magnetizacdo de saturacdo e raz&o entre as relaxividades a que se mostrou mais

promissora para uso como agente de contraste foi a sintese SPION-DLC-NH2.
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

No decorrer deste trabalho, visou-se a caracterizacao fisica de nanoparticulas
e testes para seu uso como agente de contraste em MRI, puramente no ambito
experimental. Esse tipo de sistema demonstra um oOtimo efeito de contraste nas
imagens de MRI, mas os mecanismos moleculares pelos quais esses efeitos
ocorrem ainda ndo sdo muito claros, principalmente na relaxacdo transversal.
Diversos modelos tedricos foram propostos para resolver tal problema, mas ndo ha
um modelo Unico que expligue os diversos sistemas e comportamentos

apresentados.

Portanto, para uma andlise complementar desses sistemas, propde-se, em
trabalhos futuros, a realizacdo de simulacbes de Monte Carlo que corroborem os
resultados experimentais. Além disso, perfis de dispersdo da relaxacdo magnética
nuclear (NMRD, do inglés Nuclear Magnetic Relaxation Dispersion), também sao
importantes para demonstrar como esses sistemas se comportam em diferentes

campos magnéticos.
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