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RESUMO

As pesquisas desenvolvidas nos ultimos anos evataerx alto potencial de aplicacéo
de ferrofluidos em diversas areas biomédicas. Ums @eas de maior interesse, em
particular, € o uso de nanoparticulas magnéticahipativeis como agentes de contraste no
diagnostico e no tratamento do cancer. Neste trabalaliamos aaplicacdo do fluido
magnético contendo nanoparticulas de magnetitbikztalas pelo recobrimento com éacido
dimercaptosuccinico (FM-DMSA), em meio aquoso, cam&o de contraste em medicina
nuclear e em tomografia computadorizada. A aplcag@ medicina nuclear envolveu a
realizacdo de estudos radioquimicos e a aquisiediondgensn vivo de ratos. Os estudos
radioquimicos revelaram que aproximadamente 31%clwecio permaneceu na forma livre,
nao se ligando totalmente ao composto FM — DMSAnmometendo a localizacdo do
composto nos diferentes 6rgdos do animahplicacdo das nanoparticulas em tomografia
computadorizada foi realizada utilizando-se um tobjgimulador de cabeca onde foram
dispostas seringas que continham diferentes vola@édM-DMSA e iodo, diluidos em agua,
a fim de comparar o contraste na imagem geradaegtes dois compostos. Os resultados
obtidos evidenciaram que a atenuagdo pelo FM-DMSapkximadamente cinco vezes
menor que os valores obtidos para o iodo. Embatarauacao produzida pelo composto FM-
DMSA seja menor que a produzida pelo iodo, esseposta apresenta propriedades
favoraveis para aplicagcbes como meio de contrastéoenografia computadorizada, pois o
seu numero atdbmico efetivo € muito maior que o manadmico de tecidos moles e os
valores de HU(Unidades de Hounsfield) produzidosimagem estdo na faixa daqueles

observados para tecidos 0sseos.

Palavras chave:nanoparticulas magnéticas, medicina nuclear, toafiagcomputadorizada.



ABSTRACT

The research developed in recent years shows ghepbitential of use of ferrofluids in
biomedical applications. One major area, in paldicus the use of biocompatible magnetic
nanoparticles as contrast agents in the cancenak#ig and treatment. In this work we
evaluate the application of a fluid composed by metig nanoparticles of magnetite
stabilized by coating with dimercaptosuccinic afMSA-FM) in an agueous medium as a
contrast agent in nuclear medicine and computecogoaphy. The application in nuclear
medicine were carried out firstly performing radiemical studies and second by performing
in vivo images of rats. The radiochemical studies shows$ #bout 31% of technetium
remained in the free form, not bounded totaly ® M - DMSA, and so comprometing the
location of the compound in several organs of thenal. The application of nanopatrticles in
computed tomography was performed by using a héadlator object where syringes
containing different amounts of FM-DMSA and iodirdiluted in water were attached in
order to compare the contrast produced in the intggthese two compounds. The results
showed that the attenuation by the FM-DMSA is appnately five times lower than the
values produced by the iodine. Although the att@onaproduced by the compound FM-
DMSA is less than that produced by iodine, the coumal shows favorable properties for
applications as a contrast agent in computed toapbgy; since its effective atomic number is
much larger than those of soft tissues and the HlUeg measured at the images are in the

range of those produced by bone tissues.

Keywords: magnetic nanopatrticles, nuclear medicine, compiatechgraphy
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1 INTRODUCAO

Atualmente as imagens médicas desempenham um foapkimental na pratica da
medicina moderna. Varias modalidades de imagen®mpoder empregadas para obter
informacdes metabdlicas, funcionais ou anatdbmioascauxilio para um diagnostico médico
adequado. Dentre as diversas modalidades, a madiounclear e a tomografia
computadorizada tém se destacado por fornecer msagee contemplam importantes
informacdes diagndsticas.

A medicina nuclear emprega fontes abertas de r@dliegm finalidade diagnostica ou
terapéutica. Os radionuclideos sdo incorporadoscamgpostos quimicos ou farmacos, sem
acao farmacoldgica, que possuem caracteristicapiilbiicas, fisiolégicas ou metabdlicas
favoraveis para fins de diagnéstico (SAHA, 2001)f&maco serve como um vetor para
conduzir o radioisétopo até os 6rgdos e tecidoxapo que sdo objetos de estudo. O
radiofarmaco ao ser administrado ao paciente irdgsegar a um dado 6rgao ou tecido e o
radioisotopo por meio de decaimentos radiativostigmadiacdo gamg)( que sera registrada
por uma camara de cintilagdo, localizada externtéaneao corpo do paciente.
Aproximadamente 95% dos farmacos usados em meditiokear sdo marcados com o
radionuclided®™Tc. A ampla utilizagéo deste radioisétopo se deviam deste elemento ndo
emitir radiacdo corpuscular (prétons, elétronstipalas alfa), ser de facil obtencao, emitir
radiacdoy de espectro monoenergético com energia de 140&ea\fossibilidade de formar
complexos com varios agentes quimicos (SAHA, 2GHMANDRA, 2004). E importante que
o radiofarmaco esteja distribuido preferencialmemteérgdo a ser estudado, uma vez que a
captacdo em regides adjacentes pode compromeisuraizacao dos detalhes morfologicos e
estruturais da regiao de interesse. Um radiofarrmdage possuir caracteristicas de captacao e
registro apropriadas a fim de fornecer um diagnosaidequado com a menor dose de
radiacdo possivel para o paciente.

A tomografia computadorizada é uma das técnicasintigens médicas mais
empregadas atualmente na pratica clinica. E umduéte diagndstico rapido, as imagens s&o
obtidas em fracbes de segundos, fornece informagfiatbmicas, e com o0 avanco das
técnicas de imagens, permite obter também inforemdisiolégicas. Ao contrario da
radiologia convencional, onde existe a superposiig@oestruturas analisadas, na tomografia

computadorizada a imagem obtida corresponde a wogads transversal da regidao de



interesse no corpo do paciente, sem a interfer@asaestruturas que nao estao contidas no
plano de corte. Uma imagem produzida em um equiptnue tomografia computadorizada
€ apresentada na forma de fatias finas do corpitdasba partir de mdaltiplas medidas de
absorcéo de raios X por meio de detectores posidmsiexternamente ao corpo do paciente
(WOLBARST, 2005).

O contraste da imagem em tomografia computadorifd@a depende de como as
diferentes estruturas no corpo do paciente absoong&maios X incidentes. A interacdo do
feixe de raios X com os tecidos que compdem a oedé interesse no corpo do paciente
depende principalmente da densidade e do numemicatddos mesmos. Tecidos que
possuem baixo numero atdmico e baixa densidadenamsomenos a radiacdo e séo
responsaveis pelas tonalidades mais escuras nanma&pr outro lado, tecidos que possuem
alta densidade e alto numero atdmico absorvem anedsliacao incidente e sdo responsaveis
pelas regibes mais claras nas imagens tomografidasentanto, em alguns casos, as
estruturas a serem analisadas possuem densidaoeeeonatdmico muito semelhante, e por
isso, tornando-se necessario a utilizacao de ndei@®ntraste. Os meios de contraste usados,
em radiologia, sdo substancias radiopacas que teennai diferenciacdo na imagem produzida
entre tecidos normais e tecidos com patologiaswaszadas (HENWOOD, 2003; DOYON,
2004). A eficacia de um meio de contraste, parecagido em tomografia diagnostica, ndo
depende apenas das propriedades farmacoldgicasiade nsoléculas constituintes, mas
principalmente da sua capacidade em atenuar g éadia

Nas diversas modalidades de diagnostico, além daocppacdo com o
desenvolvimento de detectores e sistemas de imagans sensiveis existe também a
preocupacdo para o desenvolvimento de novos tpagentes de contraste, com o proprésito
de aumentar a sensibilidade e a eficacia no didignégle patologias especificas
(MATSUURA et al, 2008). Atualmente, as nanoestruturas se apresectano uma
alternativa promissora para o desenvolvimento desdipos de agentes de contraste para
aplicagdo em todas as modalidades clinicas de meageddicas, incluindo a ressonancia
magnética, a tomografia computadorizada, ultrasmedicina nuclear (GOULD P., 2004 (a);
LESLIE et al, 2005;GOULD P., 2006 (b)GALPERIN et. al 2007; VALOISet al 2008)

Atualmente tem se pesquisado muito sobre as Natfioylas Magnéticas para
aplicaces biomédicas. As nanoparticulas, devidseaptamanho (~ 10m), possuem a
capacidade de transpor as barreiras biologicasieadi a que estdo sujeitos os farmacos
administrados pelos métodos convencionais. Elasugos algumas caracteristicas muito
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interessantes como: uma grande area superficiaklamao ao seu volume, possibilidade de

recobri-las com diversos tipos de ligantes espmxsfe sdo capazes de formar monodominios

magneéticos (LACAVAet al, 2004). Uma nanoparticula, com tamanho tipico mejue
50nm, pode facilmente penetrar na maioria das agl@nquanto que aquelas menores que
20nm podem atravessar vasos. Dessa forma, as mHoolea podem interagir com

biomoléculas tanto na superficie da célula quantseu interior (BRIGGERet al, 2002).

Além disso, as nanoparticulas tém a capacidade udeerdar a captacdo do farmaco

encapsulado pelas células e protegé-lo da degmd#gdedita-se que a aplicagcdo da

nanotecnologia no diagnéstico do cancer permitlotalizacdo do tumor mesmo quando este
ainda estiver restrito a uma Unica célula.

As nanoparticulas magnéticas tém se apresentad@ com excelente meio de
contraste em ressonancia magnética, principalmenigquisicdo de imagens de figado. No
entanto, o fluido magnético é recoberto com DMSéid@ 2-3dimercaptosuccinico), que é
um farmaco usado para a aquisicdo de imagens remaisiedicina nuclear. Além disso, o
fluido magnético possui alta concentracdo de feyue, possui um numero atdmico elevado.
Essas caracteristicas indicam a possibilidade dieagfgo das nanoparticulas magnéticas
como meio de contraste em tomografia computadairatedicina nuclear (MN).

O trabalho esta estruturado da seguinte forma:

1. naunidade 2 estao apresentados os objetivostomsaho.

2. na unidade 3 estdo apresentados os conceitosoedtuadamentais relacionados ao
objeto de estudo deste trabalho, onde serdo almsrdedconceitos basicos envolvidos
com a formacdo da imagem em medicina nuclear egmfia computadorizada, bem
como as caracteristicas das nanoparticulas magsétic

3. na unidade 4 estdo descritos os procedimentosieqreris envolvidos no processo de
aquisicdo das imagens vivo em medicina nuclear. Estdo descritos também os
procedimentos experimentais usados para a aquiseggdo TC para diferentes
concentracdes de nanoparticulas e energias de feixe

4. naunidade 5 estdo apresentados os resultadas@iasdio.

5. naunidade 6 estdo apresentados as conclusOgeeespsctivas de realizactes de estudos

futuros.



2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Avaliar a aplicacdo de nanoparticulas magnéticastertas com DMSA como meios

de contraste em medicina nuclear e em TC.

2.2 Objetivos especificos

O proposito da aplicagdo em medicina nuclear davalpossibilidade de ligacdo das
nanoparticulas ao radiois6top8'Tc, assim como a sua utilizacdo na aquisicdo dgemsn
Vivo.

A aplicacdo das nanoparticulas magnéticas em t@afiagromputadorizada teve como
propodsito avaliar a atenuacdo da radiacdo em fudgd@mergia dos fotons e da concentracao
de nanoparticulas na amostra.

Além disso, a eficiéncia na atenuacao da radiagBoranoparticulas magnéticas sera
comparada aos resultados obtidos com o iodo, quenéio de contraste padrdo usado em

tomografia computadorizada.



3 FUNDAMENTACA TEORICA

Neste capitulo apresentaremos as bases tedricagediaina nuclear, da tomografia
computadorizada e as propriedades das nanopasticodgnéticas, as quais podem ser

utilizadas para veicular e potencializar a disigba de farmacos.

3.1 Medicina nuclear

A descoberta dos raios X em 1895 por Wilhem CorRaéntgen representou uma
enorme contribuicdo para o avanco da ciéncia medigae Ihe concedeu um prémio Nobel
em 1901. Um ano apés a descoberta dos raios X genten, Henri Becquerel descobre a
radioatividade natural, e, em 1913, Georg de Hewvespduziu o conceito de marcador
radioativo, recebendo com este o prémio Nobel e#3,18 qual € utilizado atualmente e é o
principio da pratica em medicina nuclear. A padeste periodo iniciaram-se diversas
pesquisas relacionadas a utilizacdo de radionudiad® diagndstico médico. O primeiro
mapeador retilineo foi desenvolvido em 1950 poreBigt Cassen, o qual foi modificado por
David Kuhl, em 1952.

O primeiro scanner de corpo inteiro foi desenvalyido ano de 1951, pelo fisico H.
Anger. Nos anos 60, uma série de diferentes verdéesamaras de cintilagdo foram
propostas, contudo, o aprimoramento e a sofisticalgdMedicina Nuclear comegaram nos
anos 70, com o uso de cristais com diametros ng@o®m a técnica de emissao tomografica
proposta por Dave Khull, em 1971. Nessa mesma ¢pdtsico George Hounsfield inseriu a
técnica de tomografia computadorizada. No fim dossa’0, gama camaras tomograficas do
tipo SPECT (single photon emission computed tomograployam desenvolvidas por R.
Jaszczak e comecaram a se tornar conhecidas nexssadivservicos de medicina nuclear
(CASTROet al, 2000).

A medicina nuclear € uma especialidade médica quprema técnicas seguras e
indolores para formar imagens do corpo e tratamdatpatologias. A medicina nuclear é
singular por mostrar dados anatdomicos e funciodass 0rgaos, ao contrario da radiologia,
que tipicamente mostra apenas a estrutura anatGgadrgdos. Os exames de medicina
nuclear podem detectar precocemente anormalidadé&sgdo ou estrutura de um 6rgédo do
corpo. Esta deteccédo precoce permite que deterasnadfermidades sejam tratadas nos
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estagios iniciais, quando existe uma maior chargaragnostico bem sucedido e recuperagéo
do paciente.

A formacdo das imagens diagndsticas tem como bagwozessos de interacdo da
radiacdo com os tecidos biolégicos. Na medicindeauncas imagens sédo formadas a partir
dos raios gamas emitidos pelo radioisétopo agregaddrgdo de interesse no corpo do
paciente. Os radiofdrmacos consistem basicamentenderadioisétopo, que permite o
rastreamento através do uso de detectores de &adiagado a um farmaco, que por sua vez
€ responsavel pela especificidade do tracadortekfe@réncia diagnostica € obtida a partir da
avaliacdo temporal e espacial da distribuicdo dternad radioativo. A farmacocinética dos
radiotracadores e a captagao seletiva pelos tes#@inas bases do seu uso no diagnostico.

Atualmente a maioria das imagens diagndsticas edicina nuclear séo realizadas
com o radiois6topd”™Tc ligado a um farmaco especifico para cada 619&8™Tc é obtido a
partir do processo de decaimento isoméric°tn e possui uma meia-vida de 6 horas. A
sua ampla utilizacdo deve-se ao fato de ser umsemge radiagdo gama monoenergética
com energia de 140 keV, que corresponde a umaoregide o detector da camara de
cintilacdo possui uma alta eficiéncia de detecédém disso, esse radioisétopo é de facil
aquisicdo, nao emite nenhum tipo de radiacdo cogtars(particulas alfa ou elétrons), e pode
ser facilmente ligado a diferentes compostos quisiic

3.1.1 Decaimento Radioativo

A radiatividade, descoberta em 1896 por Henri Bepgjué um processo pelo qual

um nucleo instavel pode emitir espontaneamentécpéas alfa, particulas bet@ (3", raiosy
e neutrinos até atingir uma configuracdo estavekem nimero de néutrons e o niumero de
prétons (SIMONet al, 2003). Para uma amostra radiativa que contém umeraiN de
atomos radiativos de um dado radionuclideo, o narderatomos que se desintegram durante
um certo tempo € proporcional ao nimero de atomdi®ativos da amostra (SIMO&t al,
2003):

dN _

NN 1)
dt



OndeN é o numero de atomos radioativos presentes nati@masinstanteé e A € a

constante de decaimento radiativo que possui ueslate 1/segundo. O termiN,/ dt

expressa a variacdo do numero de atomos no imedeatempo. A integral da equacao (1)
fornece (SIMONet al, 2003):

N =N, e"'t' ()

OndeNp é o0 numero de elétrons radioativos no instantem@o t = 0.
A meia vida de uma amostra radiativa é definida@ontempo necessario para que o nimero

de atomos de uma amostra decaia a metade do sewenat = 0 e € expressa como:

T,,=0,69341 | 3)

A meia-vida de diferentes iso6topos pode variar dédes de anos até fracbes de
segundos. De acordo com a equacéo (3), quantolongis for a meia-vida fisica, menor sera
a constante de decaimento. Na medicina nuclear@imdos radionuclideos tem meia-vida
de horas ou dias, tempo suficiente para seremaowido local de producéo ao hospital, para
gue possam marcar os radiofarmacos e permitir ggmaO uso de radiois6topos com meia-
vida menor s6 é possivel se houver ciclotrons @leeadores especiais juntos aos locais de
utilizacao.

A relacéo entre o niumero de atomos de uma ameastiaiva e a sua atividade € dada
por (SIMONet al,2003):

A= AN _ (4)
As unidades de atividade sdo o Curie, que € a deiddaginal, e o Becquerel, definido

pelo Sistema Internacional de unidades (Sl), e poskr relacionados por:
1 Ci = 3,7 x 18°desintegracdes/segundo = 3,7 X’Hy.

3.1.2 O Gerador de RadionucideB&o/®™T¢c

Os radiois6topos naturais possuem meia vida maiigd e, portanto ndo devem ser
usados para aplicacdes médicas. Os radioisétopdesiem medicina nuclear sdo produzidos
artificialmente em aceleradores ciclotrons, reatongcleares ou geradores de radionuclideos.

O elementd®™Tc é obtido a partir de um sistema de gerador diemaclideos*Mo/**™Tc.



A Figura 3.1 ilustra o principio de funcionamente dm gerador. O gerador de
tecnécio é constituido por uma coluna de alumimaeégnada com®Mo. O “Mo possui meia
vida de 66 horas e decai par&8Tc, com meia vida de 6 horas, por meio de um desation

B (Figura 3.2) e é descrito pela equacao 2.

Solupao teioldgica ——
A Frason de Coleta
e {vicuo)
== <t Volume ehuido
Coluna de vidro - = f= e
i | B |
e |
Fhao adecrico : | 4 L%
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ALOL Llﬁ_
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|'q:5. 1 . : I. . r
Fitro — - :‘I.' r

Figura 3.10 esquema de funcionamento de um gerador seco
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Figura 3.20 esquema de decaimento®ddo / *°™Tc.
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O crescimento radiativo d&°™Tc pode ser representado pela seguinte expressdo
(HENDEE et. al, 2002):
No = (Nole ™+ A Moo )
1 : ()
Onde:
Noé o nimero de atomos do nuclideo-P&p) no tempo t=0
A1 € a constante de decaimento do nuclideo-pai
)\ é a constante de decaimento do nuclideo-fifitre)

(N2)o € o numero de atomos do nuclideo-filho no tempo t=

Atividade maxima

16
i — em 23 h
. - Decaimento do **Mo |
/ — / T/2—28dias
£ 05
© i
e ' Crescimento |
5 /
ko] / [ -
= 99m T ;
2 [Te=6h | [ _ [
0.2+ eluicio —>| | Eliigdo—> | -;——‘ Eluigao
| i ' parcial
¥
\

0.1 B Iy - _| Ly ! b
10 20 30 40 50 60 70 80

Tempo (horas)

Figura 3.3 A curva de decaimento do molibdénio —99 e cuneasrdscimento do 99mTc,
ilustrando a resposta em elui¢cdes continuas, mduuma eluigédo parcial. A atividade
relativa é plotada em escala logaritmica, por #ssorva de decaimento do 99Mo € uma linha
reta (THRALLet al, 2001).

O equilibrio transiente entre o nuclideo-paMp) e nuclideo-filho P™Tc) é atingido
quando as atividades 8o e do®*"Tc sdo aproximadamente iguais . A Figura 3.3 mastra
relacdo entre o decaimento Mo e o maximo de crescimento 83'Tc, atingido 23 horas
depois de ocorrer a eluicdo. Apos ocorrer a elug&guilibrio radioativo se da novamente
num intervalo de vinte e trés horas. Pode-se aalio entanto, eluicbes parciais sem estar
no estado de equilibrio. O que permite a obtengdeldicdes com diferentes concentragdes
radioativas dé°™Tc.

A extracdo do®™Tc é feita passando-se uma solucdo salina estépiregénica da

coluna de alumina do gerador (Figura 3.1)°°®Tc tem pouca afinidade com a alumina e é
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rapidamente incorporado e passa a ser uma soluedpedecnetato®{™TcO,;) em alta
concentracdo radioativa e com meia-vida fisica €is Boras, a coluna € fechada nas
extremidades e duas agulhas de aco inoxidavel mamma entrada e a saida do liquido
eluente, que é conduzido do frasco no qual vemdicionado para o frasco coletor (Figura
3.1). 0%Mo n&o é soltvel na solucéo salina e permaneckirmara (ALOs).

O *™ ¢ é um elemento do Grupo VIIB, ele possui 7 efé&roa Gltima camada e
perde os 7 elétrons para assumir estado de oxid@cto=43, 1§ 2<, 2p°, 3¢, 3¢, 4<, 4P,
3d"°, 4d,55"). Em solucdo aquosa seu grau de oxidacéo var{d)de (+VII), sendo que os
estados VII, IV e lll sdo estaveis em presencagim,doutros estados de oxidagdo sdo mais
estaveis em presenca de ligantes especificos. rAafanais estavel em solugdo aquosa é

TcOy4- (VII): a quimica deste metal de transicéo podeceasiderada a partir deste ion.

3.1.3 Radiofarmacos

A substancia radioativa introduzida no paciente (@ intravenosa, oral, ou inalacéo)
num exame de medicina nuclear chama-se radiofarmianaradiofarmaco é constituido por
um agente quimico (farmaco) marcado por um raditoem O agente quimico deve ser
especifico para um 6rgédo ou compartimento, preferignte com uma captacao diferenciada
para tecidos normais e patolégicos. Em alguns caspsiprio radionuclideo serve também

como agente. E o caso dos isétopos radioativoodo 'Y e 43,

que séao utilizados em
exames de tiredide e dispensam o farmaco paraeto@zacao.

Um radiofarmaco é usado na maioria dos casos [ea informacdes diagnosticas e
Gnica e ndo deve produzir efeitos farmacolégicasi@eadministrado em dose Unica. A
grande vantagem da capacidade diagnéstica em MMNnEaese na variedade dos
radiofarmacos. Os melhores sdo aqueles que mosiréisiologia ou a fisiopatologia do
sistema em estudo. Os radiofarmacos tém uma pdaplée muito desejavel, a de nao
perturbar a funcéo dos 6rgaos, ao contrario destifpos de drogas diagnosticas.

Os radiofarmacos estéo classificados em radiofaysde perfusdo (ou 12 geracéo) e
radiofarmacos especificos (ou 22 geracao) (DILWORTHL, 1998). Os radiofarmacos de
perfusdo sdo transportados no sangue e atingengdo @lvo na propor¢cdo do fluxo

sanguineo. Nao tém locais especificos de ligagdensa-se que sao distribuidos de acordo

10



com tamanho e carga do composto. Os radiofarmaspsciéicos sdo direcionados por

moléculas biologicamente ativas, como, por exemgiticorpos e peptideos, que se ligam a
receptores celulares ou sao transportados parateviom de determinadas células. A

capacidade da biomolécula reconhecer os receptareeterminar a fixacdo do radiofarmaco

no tecido pretendido e ndo deverd ser alterada aomcorporagdo do radionuclideo

(JURISSONet al, 1999; FICHNAet al, 2003).

Um dos radiofarmacos mais utilizados em MN é o@didhercaptosuccinico (DMSA,
Figura 3.4) marcado conml™Tc, no estado de oxidacdo Ill, (Tc-99m-DMSA). Este
radiofarmaco é usado para a obtengcdo de imageas rem SPECT, entretanto, 0 mesmo
composto com estado de oxidagdo V é consideradaador ideal no diagndstico do cancer
medular de tiredide, tumores em tecidos moles, wiaotes de pescoco e cabecga,
osteosarcomas e tumores 0Sseos.

O processo de marcacdo do DMSA coni®T@corre por complexacdo, que é uma
atracdo eletrostatica entre um ion e um agenteugigelneste caso o DMSA representado na
figura 2.4, de modo que ndo ha transferéncia deoek entre estes. Quanto as cargas, a
estrutura final tera como carga a somatoria dagasaindividuais de cada participante do
complexo.

O agente quelante € qualquer estrutura da quaimfgate dois ou mais atomos
possuidores de pares de elétrons ndo utilizadofigagdes quimicas primarias, mais sim

usados como imas eletrostaticos para se prendei@m eetalicos.

O SH

OH
N ¢

HS o}

DMSA
Figura 3.4 Formula estrutural do DMSA.

A captacao renal do compleX8"Tc-DMSA apds administracdo por via intravenosa é
cerca de 24% da dose administrada, apos 1 horgudando-se parte nos sitios distal e
proximal do cortex e em extensdo na medula redainéyulo, tibulos coletores e vasos
sanguineos.

Sua ligacdo nos rins € provavelmente devido a ig@g@do a metalotioneina, uma

proteina ligante de metais pesados que possui der68 grupos mercapto por molécula. A
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filtracdo glomerular do complexo é insignificanf@,que se apresenta, em grande extensao
(75-90%) ligada as proteinas plasmaticas. Apresemta liberacdo renal lenta, com

aproximadamente 37% da dose injetada excretadaldmaras.

3.1.4 Controle de Qualidade dos Radiofarmacos

A quimica dificil do®*™Tc ressalta a importancia de checar o produto fipahto a
pureza radioquimicayue € definida como a percentagem do total da atididade que se
encontra na forma radioquimica desejada. Por exeng# 5% da atividade d€™Tc
permanece livre na forma de pertecnetato de spdaemos dizer que a pureza radioquimica
€ de 95%, assumindo que ndo ha outras impureza® f@aiofarmaco tem uma pureza
radioquimica especifica, segundo os requisitos &P Wu da FDA Kood and Drug
Administration), tipicamente de 90%As causas de impurezas radioquimicas sdo: marcacao
inicial pobre, radiodlise, decomposi¢cdo, mudancapHe exposicdo a luz ou presenca de
agentes oxidantes ou redutores (THRAdtlal, 2001).

Em diversos radiofarmacos a presenca de impureizgremica pode ser reconhecida
pela alteragcdo da biodistribuicdo, no entanto étanumportante identificar a preparacao
incorreta antes de ser injetada no paciente. Algigstiesmas foram desenvolvidos para testar a
pureza radioquimica. O teste mais basico é a cagrafta em camada delgada, com grande
diversidade de produtos disponiveis no mercad@addocromatografia é realizada da mesma
forma que a cromatografia convenciordéra radiofarmacos marcados cdffirc, faz-se o
teste para pesquisar a presenca de pertecnetedo rizduzido e hidrolisado insoluvel. Por
exemplo, o pertecnetato migra para a linha de da&gam o solvente (na cromatografia de
camada delgada, usando acetona como solvente) reaqod’ " Tc-difosfonato e 0°™Tc
reduzido e hidrolisado permanecem na origem. Pesguisa seletiva d€™Tc reduzido e
hidrolisado, usa-se preferencialmente fita de asitiel com solucdo salina (NaCl) como
solvente. Neste sistema, tanto o pertecnetato quatif'Tc-difosfonato migram para a linha
de chegada, enquanto®¥"Tc reduzido e hidrolisado permanece na linha dédaarver
Figura 3.5. A combinacéo destes dois procedimgmosiite a avaliacdo individualizada de

cada um dos trés componentes.
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WMTe reduzido WMTe reduzido
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com solvente acetona com solvente salina

Figura 3.5 Um sistema de radiocromatografia em duas partesquatrole de qualidade do
9mre-disfosfonato (THRALLet al, 2001).

3.1.5 Céamara de Cintilacado

A camara de cintilagdo, ou gama camara, consistsstaumento de obtengéo de
imagens mais utilizado na MN. Ela também é chantededmara Anger em homenagem a
Hal O. Anger. As gamas camaras podem ser usadas @auisicao de imagens dindmicas ou
imagens estéticas da area de interesse no pafsit\, 2001).

Uma camara de cintilagdo é composta pelo colimackistal de iodeto de sdédio
dopado com talio (Nal(Tl)), acoplamento Optico, jooto de tubos fotomultiplicadores
(FTM), circuitos de pré-processamento de sinaiadhbens radioativas e magnéticas (Figura
3.6). Os equipamentos modernos dispdem de uniddelesquisicdo e processamento de
imagens completamente microprocessadas que permdbtar imagens planares e
tomogréficas de alta qualidade.

Para que haja uma correlacéo entre o ponto dexgdemo cristal e a regido em que
ocorre a emissdo da radiacdo no interior do comppatiente, é necessario selecionar entre
todas as direcdes em que os rgigsio emitidos, aquelas de interesse. Essa functenpe
aos colimadores. A maioria dos colimadores sdo ostop de uma liga metalica de chumbo
e tungsténio. A espessura dos septos (aberturamgerpassa a radiacéo) depende da energia
da radiacdo emitida pelo radioisétopo. A funcdo dobBmadores é absorver os fotons
espalhados, isto é, aqueles raiagie incidirem no cristal segundo uma trajetéradaguada

sdo absorvidos pelo colimador e, portanto, ndogafio o cristal. Deste modo, o0s
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colimadores estabelecem uma relacédo biunivoca anp@sicdo de emissao dos rajos a

posicado em que estes interagem com o cristal dg@ )al

Colimador
Cristal

=
4
Raio X ou Cm— >DL £ |Pulsos de e
féton o 3 posi¢ao
gama ] i %
>D_ & A X Osciloscopio
— 4| @ * da
fe——=o >D_ g J gama-camara
:| 2 A (Y) * e
M A £ meméria do
N 2 computador
= e A P
FD4|_
FTM — Pulsos ldgicos
e Analisador
dcah;?n; 5 de altura
16 de pulso
Pulso Z Atz)

Figura 3.6 O esquema simplificado de uma camara de cintil@CARALL et al, 2001).

O cristal de Nal(Tl) tem por funcéo transformarai®sy em luz visivel. A dopagem
com talio é utilizada para que os fétons de luadpriados no cristal estejam na faixa de
comprimentos de onda do visivel. Os tubos fotomliddores e os dispositivos eletrbnicos
captam a radiacdo do local de origem gerando mdgatistribuicdo da radioatividade no
corpo do paciente, as imagens. Os tubos fotomchighbres (FTM) s&@o opticamente
acoplados ao cristal de Nal(Tl) a fim de evitardasrdo sinal produzido na interface. Além
disso, transformam os fétons de luz em correnteiedée amplificam o sinal. Posteriormente,
0 sinal € processado por um circuito de posiciomameara calcular as coordenadax aey
e 0 pulso Z. A determinacéo da posicdo em que ec@rcintilacdo no interior do cristal de
Nal(Tl) é realizada analisando-se a altura de cpdiso gerado pelos varios tubos
fotomultiplicadores acoplados ao cristal. O puls@ £ntédo relacionado com a janela de
energia pré-definida pelo analisador de alturaudsos. O dispositivo eletrénico responsavel
por essa analise € o analisador de altura de fRlI$a - Pulse Height AnalyserfBua funcéo
consiste em comparar a altura do pulso Z provemidas tubos fotomultiplicadores com as
referéncias internas da camara de cintilacéo, abtdr meio de calibracdes. A escolha, pelo

operador, da energia de fotopico e do percentutdldeincia na variagdo da mesma (janela)
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é transformada em niveis de tensdo no PHA, o qumeitgea sele¢do do pulso Z gerado por
cada raioy que incide no cristal. Se o evento for aceito,sel& gravado espacialmente na
localizacdo determinada pelos pulsosy (THRALL et al, 2001). O sinal é entdo enviado

para um computador onde a imagem pode ser proeessathlisada.

3.2 Tomografia computadorizada(TC)

A TC é uma técnica radiodiagndstica recente queldscoberta no ano de 1972 por
Hounsfield, na Inglaterra, inicialmente aplicadansate para exploracdes cerebrais, hoje seu
uso se estende para todas as regides do corpé. e técnica ndo invasiva de exame de
estruturas internas do corpo, produzindo uma imagedimensional chamada corslice,
que revela a distribuicdo espacial destas estritii@ obtencédo das imagens tomograficas, 0s
raios X atravessam 0 objeto ao longo de diferecaéesinhos e dire¢cbes, resultando numa
imagem que apresenta as diferencas nas densidaslestduturas ao longo destes caminhos,
como um corte bidimensional do objeto (corte a{i@MRCIA,1998). Cada corte representa
uma certa espessura finita (determinada pelas gieslide imageamento). Os cortes podem
ser agrupados numa seérie de fatias equidistantess paduzir um mapa continuo e

tridimensional das variagbes de densidade no abjeto

A TC contribuiu fortemente para os avancos tecnot@gno campo do diagndstico
por imagem. Os fatores decisivos para isso forgarfeicoamentos na geracao de raios X e
seus métodos de deteccao, a transformada de Rarmldasenvolvimento dos computadores.
Uma das vantagens da TC é que a imagem obtida éergao transversal do paciente, sem a
interferéncia das estruturas ndo contidas no plocorte ao contrario da radiografia
convencional onde existe a superposicado das estsuaimalisadas no filme radiografico.Uma
imagem de TC é uma apresentacdo na forma de uradfifet do corpo desenvolvida por
multiplas medidas de absor¢éo de raios X feitasedor da periferia do corpo (DOUGLAS,
2002).

O equipamento de TC utiliza, basicamente, uma fdeteaios X, um conjunto de
detectores e um poderoso sistema computadorizadoagaiguirir e apresentar imagens do
corpo  humano. O método de formacdo dos tomogramesrte$ transversais”

computadorizados € bem mais complexo do que a maggiografica convencional.
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3.2.1 Formacédo da Imagem Tomogréfica

O processo de formacao de imagem tomogréfica (Ti@stante complexo, bem mais
gue a imagem radiografica convencional. Pode-ddidovem 3 fases: a) aquisicdo de dados,

b) reconstrucdo matematica da imagem e, c) formaggwesentacao da imagem.

3.2.1.1 Aquisicéo de dados

Também conhecida como fase de varredura ou expldséoinicio com a exposi¢ao
de uma regido do corpo a um feixe de raios X, adionna forma de um leque fino. Os
foétons que atravessam 0 corpo posicionado no ceatnarredura atingem um conjunto de
detectores, posicionados diametralmente opostostubo de raios X. Os detectores
individualmente recebem apenas a projecédo da sepdandlise no determinado angulo de
visdo. Um “raio” em TC € uma estreita e pequensepo feixe de raios X que sai do ponto
focal e intercepta um unico elemento detector.ittyia do sinal do detector € proporcional a
intensidade da radiacdo, portanto o sinal geraddetector € uma medida da atenuacédo do
feixe ao longo do caminho percorrido por ele. Amassar um corpo a radiagdo é atenuada
exponencialmente. O ponto chave em tomografia érmi@tar a atenuacdo ao longo do
caminho percorrido pela radiacdo em diferentes laege usar esta informacdo para
reconstruir uma imagem da fatia do tecido. A atednadepende da densidade atbmica
efetiva (&tomos/volume), niumero atdbmico Z do abmwdov e da energia dos fotons. A
atenuacao da radiagdo pode ser expressa por:

| = lo ™ (6)
Onde | é a intensidade transmitida, lo € a inteecao atenuada, x € a espessura do

objeto, eu (cm™) é o coeficiente de atenuacéo linear. O coefieieletatenuacao linear, para
um feixe de radiacdo monoenergético, pode sermbbticho:

w= (1/x).(In lo/) (7)

Em tomografia os valores de | e lo sdo conhecidosd{dos pelos detectores), x

também é conhecido, pode-se entéo calcular o galor
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O coeficiente de atenuacéo linga¢ o parametro do material que descreve a reducéo
da intensidade da radiacao por unidade de comptinaznintensidade de um feixe de raio X
que atravessa um meio o material [HAA@Aal , 1981]. Para fotons na faixa de energia
usada no diagnéstico em tomografia (< 150 keV) ra paateriais bioldgicos, existem trés
processos responsaveis pela interacdo da radiagéa matéria.

O primeiro mecanismo é a absorcao fotoelétrica, @umportante para fotons de
baixas energias ou para nucleos de alto Z (nUménoieo). Nesse tipo de interagdo o féton é
completamente absorvido por um atomo do materagide em seguida ejetado um elétron
acompanhado em geral pela emisséo de um raio Xteestico (CARLOS, 2004).

O segundo mecanismo € o espalhamento Rayleigmpa¥tante somente para fétons
de baixa energia (menor que 20 keV). Neste tiponte¥acdo no ocorre transferéncia de
energia para o meio material, o féton é desviadsudadirecdo original por um pequeno
angulo.

O terceiro mecanismo é o espalhamento Comptoné guedominante para fotons de
alta energia. Isto se deve principalmente a umandigéo da sec¢do de choque fotoelétrica
com o aumento das energias. Na agua, por exengplwrooessos fotoelétricos somam cerca
de 95% das interacdes para fotons de 10keV, ermgaet a 60 keV, 93% das interacdes se
devem ao espalhamento Compton. Como em tomografiteires de radiacdo possuem
energia superior a 20 keV a atenuacgdo da radiagde per atribuida principalmente aos
efeito fotoelétrico e espalhamento. A atenuacé pmide ser descrita por,

| = |Oe‘(Up+UC)X (8)

Ondey, é o coeficiente de atenuagéo linear resultantésiargéo fotoelétrica . € o
coeficiente de atenuacao linear resultante doced@mpton. Em razéo do perfil de corte ser
composto de tecidos diferentes, a secdo de calieddda em pequenas regifes de mesmo
comprimento X, ao longo do caminho percorrido peldiacdo, cada regido é caracterizado
pelo seu coeficiente médio de atenuacgao lineau(&ig.7).

Os dados da projecao séao usados para a reconstiag@iagem. O objetivo real desta
etapa é calcular os coeficientes de atenuacéao @anpumto (pixel) no objetqy,y) com base

nos coeficientes de atenuacao lineares atravébjdtm@m diferentes direcdes.
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Figura 3.7 Escala dos coeficientes de Atenuacéo para a foordeggdmagem. (CARLOS,
2004)

Uma projecdo € composta por um conjunto de medidaatenuacdo dos raios X,
denominado "perfil de atenuacéo”. Para produzimagem € necessario um conjunto de
perfis de atenuacgao obtidos em diferentes ang@qea@ecao. Estes dados sao obtidos pela
rotacdo do tubo de raios X em torno da secdo dmoc@urante a rotacao, as leituras dos
detectores sao registradas em intervalos fixogmea (ver figura 3.8). O angulo minimo de
varredura necessario para obter a imagem atravésageamento dos coeficientes lineares
de atenuacdo da secdo é°1L& nimero total de medicdes de atenuacio durardeedura
de corte € dado pelo produto de numero de projez@esimero de raios por projecdo. Cada
imagem requer cerca de 100.000 a 1.000.000 med{€*RLOS, 2004), dependendo do

modelo do tomografo e da técnica selecionada.

.

Colirmador \\
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1
Detector |
N

Instrurnentacao eletrdnica

Compﬂ-fadc:r

Figura 3.8 Perfil de atenuacéo e de intensidade para umalagldo. (CARLOS, 2004)

3.2.1.2 Reconstrucéo da imagem

A secdo analisada do objeto de natureza tridimeakié dividida emvoxels

(elementos de volume), e cadexel é representado na matriz de reconstrucéo
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bidimensional por unpixel (contracdo da expressao ingleseture elementou elemento
de imagem). A altura deoxelé a propria espessura do corte, e a base € esidagbela
razao entre o campo de visdo e o tamanho da m@trizampo de visdo (FOV) € o
diametro maximo da imagem reconstruido, selecionaelo operador. A matriz de
reconstrucdo, que possui valores fixos, € em gdealb12 x 512 ou de 1024 x 1024
pixels dependendo das caracteristicas de cada tomoOdeasfas quantidades estédo

representadas na Figura 3.9.

FOV (mm)
l v Espessura de corte
R : \ VYOXEL
o ; 1 _ L FOV
EEEEEEE ;.q | tamanho da matriz
S 50 :MH—» g / |
ENEEEEEEEREY ‘
d
d
T d
4 . —
_—'-/j/
._E Pixel

L
]

|

B

Imagem digital
(matriz)

Figura 3.9 Cada célula de uma matriz de imagem em TC € upmasentacao bidimensional
(pixel) de um volume de tecido (voxel) (CARLOS, 200

Algoritmos matematicos transformam os dados brgws imagem numérica ou
digital. Na TC cada elemento de matriz recebe ulor vaumérico, denominado de namero de
TC. O numero de TC em cagiel esta relacionado ao coeficiente linear médio deuacéo

(1) do voxel que ele representa. O numero de TCigidefpor:

N°TC =4 - p K, (12)

ondel; € o coeficiente de atenuagdo do tecido mediga o coeficiente de atenuacéo da
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agua, e K é uma constante ou fator de contraste. 8edade utilizada é a de Hounsfield
(UH), K assume o valor 1000. Os numeros de TC sdabelecidos com base em uma
referéncia relativa, no caso com a agua. O numerbQipara a agua por definicdo é 0 (zero).
Para tecidos menos densos do que a agua o valuimdero de TC € negativo, para tecidos
mais densos é positivo. O numero de TC de um rahdepende da composi¢cdo quimica e
densidade do material e da energia média dos fatoientes.

O coeficiente de atenuacédo linea),(entre outros fatores, depende da energia da
radiacdo. Por exemplo, o coeficiente de atenuagéarlpara a agua a 60 keV, 84 keV, e 122
keV vale, respectivamente, 0,206 tn®,180 crit, e 0,166 cnt (CARLOS, 2004). Em TC
usam-se tensdes em torno de 120 kV e alta filtrageoduzindo uma energia média dos
fétons entre 50 e 70 keV. As razdes para isto sao:

1. Reduzir a dependéncia do coeficiente com a endogféaton.
2. Reduzir o contraste relativo entre 0sso e tecidassn

3. Produzir um alto fluxo de fétons no detector.

Ha véarios métodos mateméticos para a reconstruedimndgens de TC: Métodos
Iterativos (Técnica de Reconstrucdo Algébrica, M8 Quadrados lIterativo, Técnica de
Reconstrucdo Iterativa Simultdnea), Retroprojecaora,p Retroprojecao filtrada e
Transformada de Fourier. O método da retroprojdifiada € quase exclusivamente usado.
O método de retroprojecao consiste em superpoinas projetados do perfil de atenuacao
para trds, ao longo da direcdo em que os dadooegio foram coletados.

Na Figura 3.10lustramos a formac&o da imagem a partir de tréswiatas projecdes
realizadas na varredura real. E possivel obsemvar silhueta borrada do objeto. Com um
namero muito maior de proje¢Bes, o borrdo permangde@do a contribuicdo dos
prolongamentos dos perfis que caem fora da imagerdethlhe analisado. Para evitar o
borrdo as projecfes sdo pré-processadas e subsnatiglaa convolugdo com uma funcao
filtro, antes da retroprojecéo (b). O filtro mateéim@também é conhecido por "kernel”, isto €
nucleo. A convolugdo produz sinais que contém corapies positivas e negativas, que se
cancelam na retroprojecdo. Ha diferentes filtrostematicos disponiveis que sao

selecionadas de acordo com a necessidade clinica.
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a) Retroprojegdo sem convolugdo b) Retroprojec@io com convaolucdc
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Figura 3.10 Representacgdo das etapas de formacéo da imagentir @lp Método da
Retroprojecao Filtrada (CARLOS, 2004)

3.2.1.3 Apresentacédo da Imagem

O computador calcula os nimeros de TC, que podemiselizados como imagem
numérica, mas a imagem € mais Util ao radiologist@onvertida em tons de cinza. A fase
final é a conversdo da imagem digital em uma imagmvideo, para que possa ser

diretamente observada em um monitor de TV e posteeinte documentada em filme.

3.2.2 Manipulacdo da Imagem, Pds-processamento

A manipulacdo de imagem pertence ao dominio doepsatnento digital de imagem,
e pode-se defini-la como: "os processos que madificima imagem ou um conjunto de
imagens para melhorar a visualizagdo da informag#io A manipulacdo da imagem € um
processo que nao produz qualquer informacédo adiGi@u seja, o conteudo na imagem

processada € sempre menor ou igual aquele na imaiginmal.

Um conceito importante na manipulacdo da imagendé fanela”. A janela em
TC refere-se a técnica pela qual manipula-se daedeecinza da imagem, ao selecionar a

faixa dos numeros de TC da imagem numérica quernsesfrada em tons de cinza. Os
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limites da faixa podem ser alterados pelo obsemnvadon de fornecer uma visualizagao
otimizada das estruturas de interesse, variandm-sentraste entre elas. A selecdo da
janela é realizada por meio de dois dispositivosatdrole, a largura da janela (WW -
Window Width e o centro da janela (WLWindow Level (CARLOS, 2004). A largura
da janela determina a faixa de niumeros de TC géeapresentada em tons de cinza no
monitor, portanto determina o contraste da imagéneentro da janela corresponde ao
namero de TC que sera mostrado em tom de cinzaom€icentro é escolhido
aproximadamente como o valor médio do numero deldCestruturas de interesse. Este
procedimento é ilustrado na Figura 3.11.

Tanto WW quanto WL sdo modificados para que a imagessa ser ajustada de
acordo com tecido de interesse e a necessidadeséovador. Como exemplo, se o tecido
de interesse é osso, 0 WW deve incluir os maiogesenos de TC na escala, por outro
lado, se as estruturas de interesse contém adéjnosras de TC devem ser mais baixos na

escala.

Valores de CT HIT +2250 HUI
& _),—"'i
3000 T
—’ff.f‘ -
H,-f’/ Janela dssea
d C/AW 1000, 2500 250 HI
2000 - p
v
A +150 HU
/o
v v
P
1000 _;/'J Janela do
7 me diastino
o CAW -50, 400 s
A Nt 250 HU
0o 7 +250 HU
F;r.‘ b
Janela do pulmio
-1000)  wf CAV -600, 1700
S -1450 HU

Figura 3.11Janela em TC: a selecdo dos parametros deternciati@ste da imagem

(CARLOS, 2004).
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3.2.3 Manipulagao da Imagem em TC

Véarios aspectos de manipulacdo sao incorporadoss@&mnners,porém o mais
importante, sem duvida é a capacidade de variaivel B 0 nUmero de tons de cinza na
imagem. Via de regra o olho humano néo pode percifagencas de contraste menores que
cerca de 10% enquanto que simannersde TC podem facilmente demonstrar diferencas
menores que 1%. Assim a pequena diferenca de ¢@sotie densidade medida pst@nner
de TC deve ser exagerada para permitir que o oayisdh a veja. Isso é realizado com um
“écran de visualizacao interativo”, que permitetéonico ou radiologista selecionar uma
pequena faixa de tons de cinza de toda a escalandero TC e reajustar os limites de preto e
branco. Por exemplo, os niumeros TC de tecidos ieepasituam-se aproximadamente na
faixa de 40 a 90 UH em uma escala de Hounsfielel HO00. Se uma parte da escala com um
namero TC igual a 40 UH ou menor é estabelecidaocamato, e um numero TC igual a 90
UH ou maior é estabelecido como branco, entdoaaede visualizacdo é de 50 UH, e toda a
faixa de tecidos hepaticos cobre uma faixa de astgrde 100% (PAULA, 2004).

Agora, uma alteracéo de densidade de 10 UH naaesaginal, que representa uma
alteracdo de contraste de 1% real, é convertidareaalteracdo de contraste de 20% (10/50)
na faixa ajustada. Isso produz um grande aumentomtoaste visual. A faixa de numeros TC
selecionados para amplificacdo da escala de cinzeené@minadalargura da janelae
geralmente pode ser selecionadaseannergle 1 a toda a escala. (No ajuste de um todos os
pixels sdo pretos ou brancos) (HAA@Aal, 1981). A posicao nesta escala, onde a imagem é
centralizada, € denominadavel da janelaNa Figura 3.11 é mostrada uma imagem do figado
com diferentes ajustes da janela. A importanciaxdbicao interativa e da escolha de ajustes
€ demonstrada neste exemplo, observando-se quanetag largas as metastases hepaticas

nao sao visualizadas.
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Figura 3.11Imagem do figado demonstrando metastases. A,éAjlesjanela larga. Ndo sao
observadas metastases (seta). B, Um ajuste da jaagd apropriado que realca a presenca a
presenca da lesdo (HAAG# al, 1981)

Outro aspecto importante € o uso doan longitudinal (escanograma). Neste
procedimento, o tubo é estacionario e a imagemélaiala movendo-se o0 paciente entre o
tubo e o detector para produzir uma imagem quessenelhe a uma imagem de radiografia
convencional. Com a maioria desanneranodernos, o tubo pode ser fixado em um dentre
varios angulos para produzir imagens sagitais,naso laterais ou obliquas.

O uso frequiente decanlongitudinal é para ajudar no posicionamento daguae
para obter o corte exato necessario. O operad@anab® scan longitudinal, seleciona a
localizac&o exata e a inclinacéo glantry para obter o efeito desejado, e coloca o cursor do
computador naquela localizacdo e inclinacadgcannerentdo, automaticamente, move o

paciente para a posi¢ao correta e obtém a imageunér2.12).

Figura 3.12 Scanlongitudinal (escanograma) do abdomemSaAanlongitudinal tipico de um
scannerde terceira geracdo. Becanaxial feito na localizacao da linha tracejada em\A.
linha tracejada € a localizacdo selecionada pedcagipr na imagem longitudinal para a
imagem axial (PAULA, 2004).
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3.2.4 Unidade de Haunsfiel

O coeficiente de atenuacdo linear médiadg cada pixel é comparado com o

coeficiente da aguagpdefinindo o namero CT:

CT =1000(14- Ha) / Ha 13)

A agua é utilizada como referéncia porque seu cieetie de atenuacao € similar ao
dos tecidos moles, e € um material facil de ob&ea galibrar os aparelhos. O coeficiente
1000 é utilizado para obter nUmeros inteiros.

O numero CT, ou coeficiente de Hounsfield, é ddfintomo -1000 para o ar e 0 para
a agua, Tabela 3.1. Para os tecidos em geralepknde da energia do feixe empregado. Por
exemplo, para 80 keV, se o coeficiente de atenuiaygar tipico de ossos é de 0,38%ra da
agua 0,19 ci, o nimero CT dos ossos é de +1000. Pode ser miaite para 0Ssos corticais.
Estes valores também variam de aparelho para hpajélque os coeficientes dependem da
distribuicdo de energia do feixe. A radiacdo obeaay I, esta relacionada com a radiacdo na

fonte, b, por I= ke

Tabela 3.1Valores de CT para cada tecido.

Tecido CT

Ar -1000
Pulméo -900 a -400
Gordura -110 a -65
Agua 0

Rim 30

Sangue normal 35a55
Sangue coaguladg 80
Musculo 40 a 60
Figado 50 a 85
Ossos 130 a 250

Por convencéo, altos valores de CT sdo imageados beanco, e baixo como preto.
Como o olho humano néo pode distinguir os milhdeesoeficientes, utilizamos a técnica de
janelas (windowing), para graficar somente os e&a@&m uma certa faixa. Por exemplo, uma
tomografia do térax na altura do mediastino, usa janela de CT=500, com niveis de -211 a

289, em intervalos de 39, Figura 3.13. Os pulmdes,tém CT muito menor, S0 escuros.
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Figura 3.13Tomografia do térax na altura do mediastino usada janela de CT=500.

Para observar os pulmfes, usamos uma janela deB&,=em niveis muito mais
baixo, préximo de -1000, e o mediastino fica conguteente branco, Figura 3.14.

Figura 3.14 Tomografia do térax na altura do mediastino usada janela de CT=-850.

3.3 Fluidos magnéticos

Os fluidos magnéticos sédo dispersdes constituidasadoparticulas magnéticas por
uma camada molecular estabilizante, como, por elkenapido citrico, acido poliaspartico,
dextran e DMSA, num solvente carreador organicommorganico (HALBREICH et al., 1998;
MASSART, 1982). As nanoparticulas magnéticas paosstananhos controlaveis da ordem
de poucos nanometros, o que as coloca em dimensfiexes ou comparaveis as de células
(10-100um), virus (20-450 nm), proteinas (5-50 nm) ou géAesm de largura e 10-100

nm de comprimento), Figura 3.15, e as torna adexpuasl aplicacées que envolvam entidades
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bioldgicas dessa ordem de grandeza, Elas podemirdetizadas a partir de varias ferritas
cubicas, cuja composicao geral é MBg onde 0 M representa um metal divalente que pode
ser cobalto, magnetita, manganés, niquel ou zirf®ION( et al., 2004). Dentre estes,
nanoparticulas de magnetita {B¢), com tamanho entre 4 e 15 nm, sdo frequentemente
utilizadas para obtencao de solugdes coloidaisofdera-se solucdo coloidal toda a mistura
homogénea constituida de particulas com tamanhameétte 1 a 100nm) estaveis em meio
fisiolégico (MASSART, 1982; SUNt al, 2004)
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Fig. 2 NP systems for drug delivery applications. (Adapted with permission from' 1% © 2005 Elsevier; and from %@ 2005 PharmaVentures Ltd. )
Figura 3.15Diferentes tamanhos de nanoparticulas e sistemasttega de drogas. (Fonte:
ARRUEBOet al, 2007)

Nos fluidos magnéticos, a interacdo da nanopagticoagnética com o solvente
carreador é forte 0 bastante para que o comportanmagnético das nanoparticulas seja
transmitido para a dispersdao como um todo (MASSABB2; ROSENSWEIG, 1985). Esta
propriedade, juntamente com o fato da camada &zsaite permitir que outros agentes,
como por exemplo, anticorpos ou quimioterapicoganseassociados as nanoparticulas
magnéticas, tem despertado o interesse de variissede pesquisa no que se refere ao
emprego de tais dispersdes para o diagnosticdaamieato de patologias (BERKOVISKat
al., 1993)

Estudos demonstraram a aplicabilidade dos fluid@gméticos na conducdo de

farmacos para alvos especificos no organismo, eapd®m-se magnetos externos
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(MAINARDES; SILVA, 2004). Ja com a associacao dmsdbs magnéticos a hipertermia,
uma nova modalidade terapéutica estd sendo desalajoh magnetohipertermia. Nesta
terapia um campo magnético é utlizado para indwaivibracdo das nanoparticulas
magnéticas e, por seguinte, o aumento da tempaiatwa a lise e a morte da célula alvo (ITO
et al., 2004). Um outro emprego dos fluidos magnétié na magnetoforese, processo pelo
qual ocorre a separacdo de células por meio deampa magnético (DA SILVA et al.,
1997). Os fluidos magnéticos podem ser utilizadioslaacomo agentes de contraste em
exames de imagem por ressonancia magnética (WEBSREt al,, 1990).

Aliado a isso, a possibilidade da utilizacdo desdfis magnéticos para estimular a
migracdo transendotelial dos leucocitos em modatosais de inflamagdo pulmonar tem
sido relatada na literatura (AZEVEDO et al., 2004AVES, 2002; CHAVESt al, 2005;
GARCIA, 2005). Chaves, em 2002, demonstrou, poordeianalise em microscopia de luz e
ressonancia magnética, que o Fluido Magnético ndotenanoparticulas magnéticas
recobertas por DMSA (FM-DMSA) apresenta, nas priagevinte e quatro horas apds a sua
admisnitracdo endovenosa, distribuicdo preferermaah o pulmao, onde desencadeia um
quadro inflamatério de moderado a severo, caraei@oi pela migracdo transendotelial dos
leucécitos para o parénquima pulmonar. Tais achémam confirmados posteriormente por
Azevedo e colaboradores, em 2004. De forma sentelh@haves e colaboradores, em 2005,
observaram, por meio de imunohistoquimica, queoogaso inflamatério desencadeado pelo
FM-DMSA é acompanhado pelo aumento dos niveis geesgdo da citocina interleucina-1
(IL-1 ) no pulméo. Esses mesmos autores discutasmda que a expressao de tal citocina
pode estar relacionada com o estimulo pré-migatéwduzido pelo FM-DMSA, Ja Garcia,
em 2005 avaliando os efeitos subcrénicos e crémiodaM-DMSA no periodo de até noventa
dias ap0s a sua administracdo endovenosa, relatarara migracao dos leucocitos pode se
estender pelo parénquima pulmonar e alcancar éliepite alvéolos e brénquios; e que, por
conseguinte, o0 FM-DMSA pode servir como um modetoedtudoin vivo para a analise
concomitante da migracao transendotelial e tratedgpidos leocdcitos no pulméo. J& no que
se refere aos outros fluidos magnéticos, estudo®sigraram qua a distribuicdo preferencial
para o pulméo encontrada com o FM-DMSA néo seapléca as demais dispersdes tambéem
constituidos por nanoparticulas magnéticas de niggnenas com diferentes coberturas
estabilizantes (CHAVES, 2002; GARCIA, 2005). Garcem 2005, discutiu que o
comportamento bioldgico dos fluidos magnéticos mielacordo com a finalidade que a sua
cobertura apresenta em relacdo aos diferentesoseda organismo. Desta maneira, vale a
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pena ressaltar que, até o momento, apenas o FM-DE[8&sentou um comportamento
interessante no ponto de vista do emprego dosoBuithagnéticos como um agente
estimulador da migracéo transendotelial dos let@®a@m modelos animais de inflamacéo
pulmonar.

Enfim, para essas e inUmeras outras aplicacdedreas de medicina em biologia, as
caracteristicas e comportamentos peculiares daspasditulas magnéticas tém muitas
vantagens a oferecer. Cabe a comunidade cienéifidenorar cada vez mais os métodos de
sinteses desses materiais a fim de obter as megllaomestras com as melhores respostas
magnéticas possiveis, pois assim se pode dimingjuamtidade de material utilizado e,
conseguentemente, 0s possiveis efeitos deleténi@sggalquer material estranho ao corpo
humano pode produzir.
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4 METODOLOGIA

Neste capitulo descreveremos as abordagens megardditilizadas neste trabalho,
as quais envolvem o estudo da interacdo do fluidgntico contendo nanoparticulas de
magnetita estabilizadas pelo recobrimento com DM8&M-DMSA) com o radiois6topo
9Mrc e a eficiéencia dessas nanoparticulas em atentatiacdo quando usadas como meios

de contraste em tomografia computadorizada.

4.1 Nanoparticulas magnéticas

O fluido magnético contendo nanoparticulas de ntitgnd-igura 4.1, estabilizadas
pelo recobrimento com DMSA (FM-DMSA), em meio aquo®i produzido, caracterizado e
gentilmente cedido pela Profa. Dra. Emilia Limaldboratério de Quimica da Universidade
de Goias (Goias, Brasil). A amostra possui diametédio, determinado por difracéo de raios
X, de 9 nm. O potencial zeta das nanoparticulasidnalizadas na suspensao coloidal foi de -
55,1 mV. O didmetro hidrodindmico das nanopart@m suspensdo corresponde a 106,9
nm. A concentracdo total de ferro na amostra fa24l6 mg/ml. O niumero de particulas/ml,
determinado a partir de analise quimica e do tamatas particulas, obtidos a partir do
espectro de difracdo de raios X, corresponde a1@Bparticulas/ml.

Figura 4.1 Amostra de nanoparticulas de magnetita estabilizpdi recobrimento com
DMSA.
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4.2 Preparacéo do radiofarmaco e imagens em MN

Os estudos realizados em medicina nuclear tiveramocpropdsito comparar a
biodistribuicdo do FM-DMSA com a biodistribuicdo éirmaco DMSA, ambos associados
ao radiois6topo®™Tc. Os estudos realizados envolveram a determinaigiopureza
radioquimica das amostras DMSA¥'Tc e FM-DMSA +°°™Tc, determinacéo do pH destes
compostos e do eluald"Tc, bem como a aquisicdo de imagensivo.

4.2.1 Controle Radioquimico

A determinacé@o da pureza radioquimica dos radiaféos foi realizada por meio da
técnica de cromatografia liquida planar. O contmadioquimico do radiofarmact™Tc-
DMSA (4cido dimercaptosuccinico marcado com o iadtopo ™ c) foi realizado
adicionando-se aproximadamente 50 ml de solventelwas cubas, uma com acetona, para
avaliar o percentual de coloide, e outra com solugdina, para avaliar o percentual de
tecnécio livre, mantendo em ambos os casos a aéusalucdo dentro das cubas igual a 1 cm,
Figura 4.2.

Figura 4.2 llustracdo da altura de 1cm de solucédo na cutmageralizacéo dos estudos
radioquimicos.

As cubas foram fechadas por aproximadamente 10tosinpara permitir a saturacao
do ambiente interno. O processo de marcacéo do DBA0**™Tc foi realizando usando-

se uma seringa comercial com tamanho igual a 5Nheista seringa adicionou-se 35 mCi de
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9mre e solucdo salina (NaCl 0,9%). A quantidade dacéio total foi fixado em 2 ml. A
solucdo d€°™c foi injetada no frasco (que continha 1,2 mg aédA dimercaptosuccinico
(DMSA), 0,7 mg Acido L-ascorbico ¢EsOg), 50 mg Inositol (gH120¢), 0,42 mg Cloreto
estanoso anidro (Sngl) e agitado sob inversdo durante 30 segundoderfmmente, o
composto ficou em repouso por 10 minutos. O procedio de marcacdo das nanoparticulas
com *™Tc foi 0 mesmo descrito anteriormente, substituingenas o DMSA por 100 de
FM-DMSA.

Para facilitar a leitura, as tiras cromatografife@m marcadas com um lapis nas
linhas definidas como linha de partida (LP) e lideachegada (LC). A linha de chegada
encontra-se a 1,0 cm do topo da tira, e a linhpadeda a 1,5 cm da base da tira, conforme

ilustra a Figura 4.3.

Il Linha da

, chegada

Linha de
,_,._.—-———"
particla

Figura 4.3 llustracdo das linhas de chegada e de partidaanertmatografica, a cor
vermelha é apenas para ilustrar na imagem o loxhd @i marcado com l4pis.

Com o auxilio de uma seringa de 1 ml, o radiofaomiami extraido do interior do
frasco e uma gota do mesmo foi colocado em duas tromatograficas na posicéo
correspondente a linha de partida. Posteriormeme, das tiras cromatograficas foi colocada
na cuba com acetona e a outra na cuba com solaljéa, snantendo a extremidade das fitas
com a linha de partida para baixo. Apos a migralgiisolvente, avaliado por inspecao visual,
as tiras foram cortadas a uma distancia de 3,7atimka de partida. A leitura individual da
atividade na linha de chegada e na linha de patedaada uma das fitas foi realizada em uma
camara de ionizacéo do tipo poco (Calibrador deedark V — Modelo 34-164), Figura 4.4.
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O percentual de tecnécio livre (%Jg) nos compostos DMSA ¥™Tc e FM-DMSA
+ 99T foi calculado usando-se a seguinte expressao:

%Tc,,, =100—=C
(Lc+Lp)

onde Lc corresponde a leitura da atividade na podgétira cromatografica referente a linha

de chegada e Lp a atividade referente a porcéioaddet linha de partida

O percentual de colb6id@ocoldide)foi obtida a partir da seguinte equacéo:

%coldide=100— P
(Lc+Lp)

O percentual de pureza radioguimi@purezg, para o sistema organico (acetona
como solvente) foi calculado através da equacéao:

%purezg,, =100-%Tc,,,

Para o sistema aquoso (solucéo salina como so)\wdaguacao:

%pureza, =100-%coldide

Figura 4.4 Calibrador de Dose Mark V — Modelo 34-164

4.2.2 Avaliagao do pH das Amostras

O pH das amostras foi avaliado usando-se umadig@a@el indicador que apresentara,

guando em contacto com a solugéo, cores difergraes cada gama de pH, ilustrado na
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Figura 4.5. O valor do pH foi estimado a partircdaparacéo da cor apresentada pela tira de
papel exposta adequadamente aos compostos anslisado as cores da escala padrao
fornecida pelo fabricante.

Figura 4.5 Papel indicador de PH e a escala padrao existentaixa da embalagem.

4.2.3 Testedn-vivo

Foram realizadas imagens, em uma camara de c@djlag ratos wistar machos com
massa entre 250 e 300 gramas cada. Os ratos foestesiados por inalacdo com Eter etilico
e apos foram administrados o radiotracador e oof@unaco por via intravenosa (veia
caudal).

Para a realizagdo das imagens em medicina nuclean futilizados 3 grupos de ratos
(com 5 animais em cada grupo), sendo que paragraga foi administrado um composto
diferente. Os compostos quimicos, o volume e adatie de’®"Tc administrados para cada
grupo esta ilustrada na Tabela 4.1. A aquisicdandagens foi realizada em um equipamento
de marca GE, modelo MILLENIUM MPR. As imagens foradquiridas 15 minutos apds a
administracado dos compostos radioativos aos gra@oatos.

As imagens da distribuicdo radioativa para os @ifegs grupos de animais foram
adquiridas usando-se um colimador do tipo LEHBW Energy High Resolutidne o nimero
de contagens por imagem foi fixado em 600 Contagpem/

Tabela 4.1Material administrado e seus respectivos volunmiisse utilizados em cada grupo
para imagens em MN.

Grupo | Material administrado | Volume administrado (pl) | Dose (kBq)
1 [P"Tc 100 1850
2 %TTc + DMSA 100 1850
3 | ®"Tc + FM-DMSA 100 1850
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4.3 Contraste em tomografia computadorizada

Os estudos realizados em TC tiveram com o propésitiar o contraste na imagem
variando-se o volume de nanoparticulas em uma&wolaguosa. A eficiéncia de absorcéo da
radiacdo em funcdo da energia do feixe de radifng@valiada usando-se feixes de radiacéo
produzidos por um equipamento de tomografia condmuizada. O mesmo procedimento foi
realizado variando o volume de iodo ha mesma pgdjpousada para as nanoparticulas.

4.3.1 Preparacao das Amostras

O FM-DMSA foi diluido em diferentes volumes em aguaim de avaliar a influéncia
da concentracdo de nanoparticulas no contrasteizidmdna imagem de raios X. A Tabela
4.2 mostra o volume de nanoparticulas utilizada@s vwlume de agua na qual elas foram
diluidas. As soluctes de FM-DMSA e agua foram peges em seringas e o volume total da
solucéo em todos os casos foi igual a 1,0 ml, adBnevitar o efeito da variacdo de espessura
de material na atenuacao da radiacdo. Para agaltegnuacao da radiacdo pelo material da

seringa foram realizadas imagens das seringassvazia

Tabela 4.2Volume de nanoparticulas e agua usada em cadgaerin

Seringa Volume de FM-DMSA (ml) | Volume de agua (ml dVqume~totaI
a solucao (ml)
1 0,1 0,9 1,0
2 0,2 0,8 1,0
3 0,3 0,7 1,0
4 0,4 0,6 1,0
5 0,6 0,4 1,0
6 1,0 0,0 1,0
7 0,0 1,0 1,0
8 0,0 0,0 0,0

O contraste de iodo utilizado neste trabalho, usadmtina clinica como meio de
contraste em tomografia computadorizada, € de n@@chlealthcare, e possui concentracao
de 270mg I/ml, Figura 4.6. O procedimento de pragiEs das amostras de iodo para estudos
de atenuacdo em tomografia computadorizada foismmoalescrito anteriormente para o FM-

DMSA. Os volumes de iodo e 4gua em cada seringa dastrados na Tabela 4.3.
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Tabela 4.3Volume de iodo e agua usada em cada seringa.

Seringa | Volume deiodo (ml)| Volume de agua (ml d\éoslgmgggt?:“)
1 0,1 0,9 1,0
2 0,2 0,8 1,0
3 0,3 0,7 1,0
4 0,4 0,6 1,0
5 0,6 0,4 1,0
6 1,0 0,0 1,0
7 0,0 1,0 1,0
8 0,0 0,0 0,0

Figura 4.6 Amostra de iodo utilizada.

4.3.2 Aquisicdo de Imagens em Tomografia Computadorizada

Para a aquisicdo das imagens utilizou-se um olsj@alador de cabeca projetado
especialmente para ser usado em procedimentos mdmleode qualidade em tomografia
computadorizada. O objeto simulador é compostacdéca e possui formato cilindrico, com
espessura de 9,5 cm e diametro de 16 cm. O objatdaslor possui 5 orificios, sendo um
central e quatro orificios periféricos. As seringasitendo as amostras foram posicionadas
apenas nos quatro orificios periféricos para ewtafeito da atenuacdo da radiacdo por
diferentes espessuras de acrilico. Conforme mead@anteriormente, o volume de material
para todas as seringas foi igual a 1,0 ml, variapinas a concentracdo de FM-DMSA, iodo

e agua na solugdo. A Figura 4.7 mostra a visdorisug objeto simulador e a disposicao
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das seringas nos orificios. A Figura 4.8 mostra wisdo lateral do objeto simulador e da
disposi¢céo das seringas com as amostras de matejaa proporcoes estéo ilustradas nas
Tabelas 4.2 e 4.3.

O processo de aquisicdo de imagens foi realizadaranequipamento clinico de TC
da marca PHILIPS, modelo Brillance, Figura 3.9ue qpera entre 90 e 140 kV e entre 30 e
395 mA. As imagens foram obtidas utilizando-se 9@ kV, 200 mA e espessura do corte
igual a 2 mm (Tabela 4.4). Os parametros de aguasie imagens foram os mesmos para
todas as amostras descritas no item 4.3.1. A Figuit® mostra o objeto simulador

posicionado no tomégrafo para aquisicdo das imagens

Tabela 4.4llustracdo das técnicas usadas para a aquisicdmdgens em tomografia
computadorizada.

Técnica kv mA Espessgrg do corte
tomografico (mm)
1 90 225 2
2 120 225 2

Figura 4.7 Vista superior do objeto simulador de cabeca ceseangas dispostas nos 4
orificios externos.
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Figura 4.8 Vista lateral do objeto simulador de cabeca e podigdo das seringas.

Figura 4.9 Tomografo utlizado para aquisicao das imagens.
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Figura 4.10llustracdo do posicionamento do objeto simuladaton@dgrafo para aquisicdo
das imagens.

As imagens tomograficas obtidas foram analisadaandesse o programa
computacional eFilm. O contraste da imagem em furdz# tensdo e do volume de FM-
DMSAViodo foi avaliado em termos do nimero de Hdieltd (HU).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo seréo apresentados os resultadgdidacao do fluido magnético
contendo nanoparticulas de magnetita estabilizaelasecobrimento com DMSA (FM-

DMSA), em meio aquoso, em testesszivo em medicina nuclear.

5.1 Preparacédo do radiofarmaco e imagens em MN

Nesta secao serdo descritos os resultados ob#ilddisos ao controle radioquimico, pH

e imagens$n-vivo em medicina nuclear.

5.1.1 Controle radioguimico

As Tabelas 5.1 e 5.2, ilustram os resultados obtidara os testes de controle
radioquimico realizados para os compostos quimisaslos para a aquisicao de imagens
vivo. A Tabela 5.1 mostra a atividade na fita cromatficm registrada pelo curibmetro nas
fitas cromatograficas. Conforme discutido na setadl, a fita cromatografica foi cortada em
duas partespara a realizacdo da leitura da atividade no cuweiton nas regides
correspondentes a linha de partida (LP) e a lithaheégada (LC). A divisdo da fita em duas
partes foi necessaria para realizar a leitura torda atividade da amostra nas linhas de
chegada e de partida, evitando que a leitura ddasrlados da tira tivesse a contribuicdo da

atividade presente na extremidade oposta.

Tabela 5.1 Valores lidos no curibmetro para cada pedaco @adibmatografica para o
compostd®™ Tc - DMSA

NaCl (kBq) Acetonitrila (kBQ)
LP 37 620,49
LC 728,16 12,95

Tabela 5.2Valores lidos no curidmetro para cada pedaco dacfitmatografica’”™Tc- FM-
DMSA

NaCl (kBq) Acetonitrila (kBQq)
LP 66,6 259
LC 288,6 118,4
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A Tabela 5.3 mostra os valores calculados de téxrnéce, coléide e a pureza
radioguimica dos composto8'Tc — DMSA e**™Tc-FM-DMSA.

Tabela 5.3Valores obtidos de porcentagem de Tecnécio livodgiGe e Pureza.

Material Acetona NaCl Acetona NaCl
(%TcLivre) (%Coldide) %Pureza %Pureza

T Tc - DMSA 2 5 o8 o

" Tc — FM-DMSA 31 18 69 %

Os resultados ilustrados na Tabela 4.3 mostrano gpeecentual de tecnécio livre para o
composta™Tc-DMSA é de 2% enquanto que para o compdstoc-FM-DMSA é de 31%.
Esse resultado evidéncia que a ligacdd°@oc ao composto FM-DMSA é menor que para o
farmaco DMSA puro. A menor ligacdo ao tecnécio psdonposto FM-DMSA pode ser
devido ao menor quantidade de ligacdes do tipoliStés para realizarem a ligacdo com o
tecnécio, devido a elas ja estarem em grande |jgatas as nanoparticulas.

Para que obtivéssemos bons resultados nos TestésgRianicos a porcentagem de
pureza para 0 sistema organico (acetona como ge)vado poderia ser menor que 95%,
assim como para o0 sistema aquoso (NaCl como selvenporcentagem de pureza nao
poderia ser menor que 95%. Encontramos um bomtadsupara®"Tc - DMSA pois este
teve resultados acima de 95% para o sistema om&njara 0 Sistema aquoso, ja para a
amostra d€°™Tc — FM-DMSA ficou abaixo dos 95% para os doisesisis. Repetimos a
marcacdo para esta amostr@s vezes mas foram obtidos resultados muito prds;
mostrando que as NPs ndo se ligam totalmenté®&kc ndo obtendo assim uma boa

marcagao,

5.1.2 PH das amostras

A Tabela 5.4 ilustra os valores de pH obtidos marfd"Tc, para o composto & +
FM-DMSA, e para o composto T€ + nanoparticulas de éxido de ferro envoltas em BMS

Tabela 5.4Valores de pH medido para cada uma das amostras.

Material pH
¥ Te 6
" Tc+ DMSA 4
#"Tc+ FM-DMSA 55
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Os valores de PH obtido para as amostras se eacaatfaixa entre 4 e 6, que esta
dentro da regido definida como pH acido. A regi@@H acido vai de 0 a 6.

5.1.3 Testedn-vivo

Apresentaremos a seguir os resultados de biodistéib dos compostos obtidos por

meio de imagens realizadas em uma camara de cédila

5.1.4 Imagens de biodistribuicdo do radiois6tdpBTc

A Figura 5.1 ilustra a imagem da distribuicdo ratlica obtida a partir da
administracdo do radiois6topd®™Tc a um grupo de ratos. Conforme mencionado
anteriormente, a imagem foi adquirida 15 min ap@sl@ainistracdo do composto radioativo
por via intravenosa. Os niveis de cinza de caddoetp imagem forneceram indicativos do
grau de concentracdo do composto radioativo addotecorrespondentes. As regides mais
escuras correspondem a tecidos onde houve maegagio do composto enquanto que nas
regibes mais claras a agregacao do radioisotopteam®s foi menor. Na Figura 5.1 as setas
indicam os 6rgdos onde houve uma maior concentrégaadioisétopd”™Tc administrado
de forma pura.

Verificou-se, portanto que a maior concentracacseya, maior emissao de rayptem
origem nas regides correspondentes a tirdide égadd, o que esta correto, pois quando o

9mrc esta em sua forma livre (sem a presenca de ¢adnete se fixa nestes 6rgaos.
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Figado

Tiredide

Figura 5.1 Imagens em medicina nuclear de ratos 15 min apésninistracdo d&™Tc puro.

5.1.5 Imagens de biodistribuicdo do radiofarmaco DMSA™c

O radiofarmaco DMSA 2°™T¢ é usado na pratica clinica em medicina nuclesa p
realizar imagens do cértex renal. A Figura 5.2tiusima imagem da biodistribuicdo do
radiofarmaco DMSA #°™ Tc 15 min apés administrac&o intravenosa em rgimsmeio da
veia caudal. As setas na figura indicam a locadiaatps rins (direito e esquerdo) e da bexiga
do rato. De acordo com essa imagem, a maior caag@ot do radiofarmaco encontra-se nos
rins. Verificou-se também que o radiofarméaco esté@ls eliminado para a bexiga.

O resultado mostrado na Figura 5.2 esta em coneoisléom a pratica clinica e serve
para certificar o processo de marcacao do farmacocacradioisétopo e os procedimentos de

aquisicao de imagens na camara de cintilacéo.
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Bexiga

Rin

Direito
Rin :
Esquerdo

Figura 5.2 Imagens em medicina nuclear de ratos adquiridasidapos a administracéo de
DMSA - *™Tc.

5.1.6 Biodistribuicdo do fluido magnético contendo nantipalas de magnetita
estabilizadas pelo recobrimento com DMSA ligadd°a@c

A Figura 5.3 ilustra uma imagem da biodistribuigdo radiofarmaco de fluido
magnético contendo nanoparticulas de magnetithikzdalas pelo recobrimento com DMSA
marcado com o radioisétopd" Tc 15 min ap6s administracéo intravenosa em raptsmeio
da veia caudal. As setas na figura indicam a Ipagdio do figado e do estdmago do rato. De
acordo com essa imagem a maior concentracdo dofaedaco encontra-se no figado, em
uma captacdo menor no estdmago do rato. Comparareigura 5.1 com a Figura 5.3,
observou-se que para a biodistribuicdo’d&c puro houve captacdo do elemento radiativo
pela tiredide. A imagem da biodistribuicio do FM-BM ndo mostra captacdo do
radiofarmaco pela tiredide. Por outro lado na Fig&.3 observou-se uma pequena

concentracdo no estdmago do rato.
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Estdmago

Figura 5.3 Imagens em medicina nuclear de ratos adquiridasid&pds a administracédo de
nanoparticulas de 6xido de ferro, envoltas em DM&ATc

Trabalhos na literatura mostraram que nanopartaddamagnetita ndo recobertas por
DMSA tem uma concentracéo preferencial no figadstemago (MANUELet. al,2007) ja
para FM-DMSA observou-se uma maior concentragdo pusdes (CAROLINEet. al
2008), o que nao foi observado neste trabalho.

No entanto, sugere-se realizar novos estudos cpropmsito de aumentar a eficiéncia
de marcacéo do composto FM-DMSA com o radiois6tdfioc. A realizacéo de imagens em
diferentes intervalos de tempo poderia auxiliafatalizacdo das nanoparticulas ou avaliar a
migracao das nanoparticulas para diversos orgéger&se, também, a realizagéo de estudos

histoldgicosex-vivopara a analise do 6rgdo e avaliar a concentrag&ambparticulas.

5.2 Contraste em tomografia computadorizada

A Figura 5.4 ilustra uma imagem do objeto simuladi®icabeca obtida no equipamento
de TC para uma tensao de 90 kV e 200 mAs. Os felgeios X foram gerados por um

equipamento de TC e, como mencionado anteriormeétefoi posicionado nenhuma seringa
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no orificio central para evitar diferencas de atexdo pelo acrilico nos fétons detectados. Nos
demais orificios estavam posicionadas seringasooinham uma solucédo de agua com FM-
DMSA.

Figura 5.4Imagem do Phantom em TC para 90kV e 200mAs pagaetiifes solucdes de
FM-DMSA, onde: (a) seringal, 32HU, (b)seringa2, 45kt)seringa3, 54HU, (d) seringa4,
59HU.
A Tabela 4.5 ilustra os numeros de Hounsfiled (ldbtjdos a partir das imagens de

atenuagcao em TC nas tensdes 90 e 120 kV, em fulog@ume de FM-DMSA na solucgéao.

Tabela 5.5Contraste de cada seringa com diferentes concéesag FM-DMSA para 90kV
e 120kV.

Seringa Volume de Volume de | Contraste (HU) | Contraste (HU)
FM-DMSA (ml) agua (ml) para 90kV para 120kV

1 0,1 0,9 32 27

2 0,2 0,8 45 31

3 0,3 0,7 54 33

4 0,4 0,6 59 40

5 0,6 0,4 75 57

6 1,0 0,0 113 91

7 0,0 1,0 0 0

8 0,0 0,0 -1000 -1000

A Figura 5.5 ilustra a variacdo do numero de Haetgsem funcéo da concentracao de
nanoparticulas na solucdo. Verifica-se que o nurderélounsfiled aumenta em funcéo da

concentracdo de nanoparticulas na solucdo. Congmassnos dados obtidos para 90 e 120
46



kV é possivel observar que o numero de Hounsfiatd ps amostras € menor em 120 kV que
em 90 kV para todas as concentracdes das solugieseatadas na Tabela 5.5.

O resultado obtido a partir dos dados € esperagoven que aumentando o volume de
nanoparticulas na solucdo aumenta a densidadem@ném da densidade da amostra resulta
em um maior nimero de interagfes dos fotons de maicom 0s atomos da amostra, que
resulta em uma maior atenuacdo da radiacdo. Evpbsadrificar na Figura 5.4 que os
orificios com um maior numero de HU possuem toneiiza mais claros, o que corresponde

a uma concentracdo maior de nanoparticulas e manero atdmico efetivo da solucéo.

120

100

80 -

@ 90 kV
m 120 kV

60

40

20 -

Unidades de Hounsfield (HU)

0,1 0,2 0,3 0,4 0,6 1
Volume de FM-DMSA (ml)

Figura 5.5 Variacdo do numero de HU em funcdo do volume delMWBA diluido em agua
e da tensao aplicada ao tubo de raios X.

A Figura 5.6 ilustra a imagem do objeto simuladercdbeca, onde foram posicionadas
seringas nos orificios externos com diferentesmekide iodo diluido em agua, obtida para
uma tensao de 90 kV e 200 mAs.
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Figura 5.6 Imagem do Phantom em TC para diferentes solu¢coegldes um regime de
90kV e 200mAs, onde: (a) seringal, 736HU, (b)sa2)d 122HU, (c)seringa3, 1733HU, (d)
seringa4, 2976HU.

A Tabela 5.6 ilustra os numeros de Hounsfiled (ld&lfulado a partir do contraste das

imagens de atenuacao, nas tensdes de 90 e 12thikiuneao do volume de iodo na solucgéo.

Tabela 5.6Contraste de cada seringa com diferentes volumesidepara 90kV e 120kV.

Seringa| Volume de | Volume de Contraste Contraste
lodo (ml) agua (HU) para (HU) para
(ml) 90kV 120kV
1 0,1 0,9 736,3 496,8
2 0,2 0,8 1122,2 999,9
3 0,3 0,7 1733,2 1370,6
4 0,4 0,6 2976 2212,9
5 0,6 0,4 2818,2 2774,9
6 1,0 0,0 2976 2976
7 0,0 1,0 0 0
8 0,0 0,0 -1000 -1000

A Figura 5.7 ilustra a variacdo do numero de HaeltseEm fungdo do volume de iodo
na solucdo. Os resultados mostram que o numeroadmdfled aumenta em funcédo da
concentracdo de iodo. Comparando-se os dados slgata 90 e 120 kV é possivel observar

gue o numero de Hounsfield para as amostras € nreem@20 kV que em 90 kV
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Figura 5.7 Variacdo do numero de HU em funcéo do volume de aluido em agua e da
tensdo aplicada ao tubo de raios X.

Da mesma forma que no caso das FM-DMSA para mawlesnes de iodo na solucéo
iodo+agua, a densidade da amostra aumenta o qukaresn valores mais altos para o
numero de Hounsfield.

Comparando os resultados ilustrados nas Tabelas 5.6 verifica-se que os valores
para o0 numero de Hounsfield sdo muito maiores garsolucdes agua+iodo. Esse resultado
pode ser entendido com base na concentracdo desiddaconcentracdo de ferro na solucao
de FM-DMSA. A concentracdo de iodo que utilizamosled270 mg/ml enquanto que a
concentracdo de ferro no composto FM-DMSA € de 8#g6nl. Portanto a concentracdo de
iodo é aproximadamente 10 vezes maior que a coacéot de ferro na solucdo. Por outro
lado, as diferencas também estéo relacionadageasrdia de nimero atdmico e densidade do
iodo, com Z=53 e densidade igual & 4,93 §/amo nimero atdmico e densidade do ferro,
com Z= 26 e densidade 7,87 gfcm

A fim de comparar os valores de Hounsfield nos nosswalores de concentracao para
as duas substancias, a concentracdo de ferro nd3MBA foram ajustados em funcao da
concentracdo de iodo. As Figuras 5.8 e 5.9 ilusaarriacdo do numero de Hounsfield em
funcdo da concetragdo de ferro nas tensdes de B &V. Os dados foram ajustados

linearmente usando o método de minimos quadrados.
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Figura 5.8 llustracdo da variagao dos valores de HU em fude@amoncentracao de ferro na
amostra FM — DMSA, na tenséo de 90 kV.

100 . , . . . . . . . .

90 |- 120kV L .
T HU=14,73 (2,9) + 2,98*concentracao(0,23)

80 |- E
R’=0,9882

70 | -

60 E

HU
u

50 |- -

40 - [ ] -

30 . -

20 f 1 . 1 . 1 . 1 . 1
0 5 10 15 20 25

Concentragdo Fe (mg/ml)

Figura 5.9 llustragéo da variacdo dos valores de HU em fudedmoncentragéo de ferro na
amostra FM — DMSA, na tenséo de 120 kV.

50



Os coeficientes das retas ajustados estdo apdssntas Figuras 5.8 e 5.9, bem como
as respectivas incertezas. As retas ajustadas fotdiradas para estimar o niumero de
Hounsfield nos mesmos valores de concentracdodtena solugdo com 4gua. Os valores
obtidos estao ilustrados nas Figuras 5.7 e 5.8.

Tabela 5.7 Comparacédo entre os numeros de Hounsfield pafeMaBMSA extrapolados
para os mesmos valores de concentracdo do iodulugds, para a tensédo de 120 kV

e Coneeneel [ 0
IODO FM-DMSA FM-DMSA/IODO
(mg/ml) (mg/ml)
27 27 497 95 0,2
54 54 999 176 0,18
81 81 1370 256 0,19
108 108 2213 337 0,15
162 162 2775 498 0,18
270 270 2976 819 0,28

Tabela 5.8 Comparacdo entre os numeros de Hounsfield pardVaPMSA extrapolados
para os mesmos valores de concentracdo do iodulugdie, para a tensédo de 90 kV.

Concentracéo de Conce_ntra(;éo HU HU HU
Fe FM-DMSA de iodo I0DO FM-DMSA | FM-MSA/IODO
(mg/ml) (mg/ml)
27 27 736 120 0,16
54 54 1122 215 0,19
81 81 1733 310 0,18
108 108 2976 405 0,14
162 162 2818 595 0,21
270 270 2976 976 0,33

Nas Tabelas 5.7 e 5.8 as duas primeiras colurgtsailn as concentracoes de Ferro na
solucéo de FM-DMSA, em mg/ml, e a concentracaade,iem mg/ml. A coluna 3 ilustra os
valores de HU calculados a partir dos dados expertians para o iodo. Na coluna 4 estéao
ilustrados os valores calculados de HU a partirajostes lineares apresentados nas Figuras
5.8 e 5.9. Na coluna 5 esta ilustrada a razdo estrealores de HU FM-DMSA/iodo em
funcdo da concentracdo. Os resultados obtidos amogjue os valores de HU para composto

FM-DMSA sao aproximadamente 5 vezes menor quelosagobtidos para o iodo.
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CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

As pesquisas desenvolvidas nos ultimos anos evatane alto potencial de aplicagédo
de ferrofluidos em diversas areas biomédicas. Ums @eas de maior interesse, em
particular, € o uso de nanoparticulas magnéticapativeis como agentes de contraste no
diagndstico e no tratamento do cancer. Embora apie® caracteristicas favoraveis para
aplicacdes em diversas modalidades de diagnostcticoy tais como a presenca de ferro em
sua composicao e, em alguns casos, recobrimentoocédmmaco DMSA, a maioria dos
estudos realizados concentram-se apenas na siraQdid com meios de contraste para
aquisicdo de imagens em ressonancia magnéticaanu@&®UNKE et. al, 2006). Neste
trabalho avaliamos aplicacdo do fluido magnético contendo nanopad&ule magnetita
estabilizadas pelo recobrimento com DMSA (FM-DMS@&) meio aquoso, como meids
contraste em imagens diagnosticas em medicinaaruelem tomografia computadorizada.

A aplicagcao em medicina nuclear envolveu estudasateacédo do FM-DMSA com o
radiois6topo™™Tc. Os testes de pureza radioquimica mostraranpgrea ligacdo do FM-
DMSA ao radiois6topd®™Tc resultou em 31% de tecnécio livre. Esse resultadere que
houve uma baixa eficiéncia na ligacdo entre o FMS2Mao radiois6topd®™Tc. A baixa
ligacdopode ser devido a menor quantidade de ligacdoagpddH livres para realizarem a
ligagcdo com o tecnécio, por elas ja estarem emdgrparte ligadas as nanoparticulas. Em
medicina nuclear a aquisicdo das imagens foranzagals usando trés grupos de ratos, com
cinco animais em cada grupo. Para um grupo de @fisiaadministrado®™Tc puro, para o
outro grupo administrou-se DMSA %¥™c e para o terceiro grupo foi administrado FM-
DMSA + *™T¢. As imagens obtidas com?8"Tc puro mostraram alta captacéo pela tirdide e
pelo figado. Para o caso do DMSA*'Tc, conforme esperado, mostrou uma alta captacéo
pelos rins e pode-se visualizar nas imagens ag@ngela bexiga. Por outro lado, as imagens
realizadas FM-DMSA +#°™Tc mostraram maior agregacdo do composto pelo digacem
menor proporcao, pelo estbmagorealizacdo de imagens em diferentes intervalo®hgpo
poderia auxiliar na localizacdo das nanoparticalagvaliar a migracdo das nanoparticulas
para diversos orgaos. A realizacdo de estudosldgstosex-vivopara a analise do 6rgao e
avaliar a concentracédo de nanoparticulas.

A aplicacdo das nanoparticulas em tomografia coadouizada foi realizada com o
auxilio de diferentes volumes de FM-DMSA e iodauitibs em agua. As imagens foram
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obtidas em um equipamento clinico de tomografiaprdadorizada nas tensfes de 90 e 120
kV. O contraste nas imagens foram avaliadas com basiimero de Hounsfield. Observou-
se que quanto maior a concentracdo de FM-DMSA da i@ solucdo, maior é o contraste.
Por outro lado, para ambos os compostos o contlasimagem € maior em 90 kV do que o
observado em 120 kV.

Comparando os valores de Hounsfield calculados pai@do e para o FM-DMSA
observou-se que os valores de Hounsfield obtidos @paodo sdo muito maiores que aqueles
obtidos com o FM-DMSA. Esse resultado pode sermelide com base na concentracdo de
iodo (270 mg/ml) e da concentracdo de ferro (24@m) na solucdo de FM-DMSA.
Portanto a concentracdo de iodo € aproximadaménteedes maior que a concentracao de
ferro na solucéo, pois a solucao foi obtida mardeselos volumes de agua e dos compostos
iodo e FM-DMSA constantes. A fim de uma comparagags realistica calculamos, por meio
de um ajuste linear, os niumeros de Hounsfield dedaue a concentracdo de FM-DMSA se
igualasse as concentracdes de iodo. Os resultédiol®® a partir desta extrapolacdo para as
solugbes com o composto FM-DMSA sédo aproximadameim&o vezes menores que 0S
valores obtidos para o iodo. As diferencas encdagrastao relacionadas as diferencas de
ndmero atébmico e densidade do iodo, com Z=53 eidtmies igual a 4,93 g/cine o nimero
atémico e densidade do ferro, com Z= 26 e densid&¥eg/cm.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram quengposto FM-DMSA possui
propriedades importantes para aplicacdo em medicioar e tomografia computadorizada.
Para o caso da tomografia computadorizada a alusdecéadiacdo € muito maior que para 0s
tecidos moles o que viabiliza a sua aplicacao cagemte de contraste. Os resultados obtidos
mostram que a tomografia computadorizada se ageesem um método rapido e eficiente
para a localizacdo dessas nanoparticulas no corpadente quando usadas para veiculacao
de farmacos ou tratamento de tumores. Entretaraplieacdo clinica exige a realizacédo de
estudos de toxicidade, os quais podem definir $& 30 de material pode ou nao ser
administrado como meio de contraste em seres Yutasamente sem que ocorram reacdes
adversas. Futuramente pretendemos avaliar o ctnt@®duzido pelas nanoparticulas

magnéticas em tomografia computadorizada a partastdos vivo.
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