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Resumo

A Ressondncia Magnética Nuclear é largamente utilizada como método de diagnoés-
tico clinico na sua vertente de Imagem por Ressondncia Magnética (IRM). Para melhorar
o contraste numa imagem de IRM adicionam-se frequentemente substancias por admi-
nistracdo intravenosa, denominadas Agentes de Contraste (AC’s). Estes reduzem os tem-
pos T1 e T2 caracteristicos da amostra/tecido/6rgdo, classificando-se como positivos ou
negativos consoante o efeito que produzem na imagem. Este trabalho desenvolveu-se
na temadtica dos AC’s para IRM, negativos, constituidos por nanoparticulas de éxido de
ferro superparamagnéticas encapsuladas em lipossomas: magnetolipossomas.

Na primeira parte do trabalho sintetizaram-se magnetolipossomas com diferentes ra-
zdes molares de fosfatildicolina de soja e colesterol, estudando-se a sua relaxividade, ou
seja, a eficiéncia como AC. O Colesterol é frequentemente adicionado para melhorar a
estabilidade da vesicula em aplicagdes por administracdo intravenosa. Nas composi¢des
estudadas, verificou-se um efeito desprezavel destes magnetolipossomas sobre T1 e uma
forte diminuicdo de T2, o comportamento esperado para um AC negativo. Verificou-se
também acentuada dependéncia da eficiéncia como AC na quantidade de colesterol na
composicao do lipossoma. Pensa-se que este efeito dever-se-a a uma diferenciada troca
de 4gua entre o exterior e interior do lipossoma. O estudo efetuou-se por Espetroscopia
de RMN e por IRM, obtendo-se resultados concordantes.

Na segunda parte estudou-se o efeito de magnetolipossomas de longo periodo de cir-
culacdo na corrente sanguinea (ML'sC) na melhoria da qualidade de imagens por IRM de
6rgdos de animais sujeitos a isquemia hepatica, tentando recriar-se o dano minimo exis-
tente num transplante hepatico. As imagens foram obtidas por microscopia de IRM num
campo magnético de 7T. Distinguiram-se mais estruturas e houve melhoria no contraste,
comprovadas por uma avaliacdo quantitativa da qualidade das imagens. Os ML'sC dimi-
nuiriam os tempos de relaxagao dos tecidos normais, permitindo assim melhor distin¢ao
dos tecidos inflamados. Comprovou-se a potencial utilizagdo como AC destes magneto-
lipossomas em caso de isquemia hepatica.

Palavras- Chave: Imagem por Ressonancia Magnética, Agente de Contraste, Magne-
tolipossoma, Relaxividade, Isquemia hepética
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Abstract

Nuclear Magnetic Resonance is widely used as a clinical diagnosis method in Mag-
netic Resonance Imaging (MRI) form. To enhance the image contrast in MRI, substances
are often added using venous administration - the Contrast Agents (CA). They reduce T1
and T2 times characteristics of the sample/tissue/organ, being classified as positive or
negative depending on their effect on the image. This work was developed in the area
for negative CA for MRI, consisting of nanoparticles of superparamagnetic iron oxide
encapsulated in liposomes: magnetoliposomes.

In the first part of this work, magnetoliposomes were synthesized with different mo-
lar ratios of soybean phosphatidylcholine and cholesterol. Their relaxivity was studied,
i.e. its efficiency as CA. Cholesterol is often added to improve vesicle stability in applica-
tions for intravenous administration. In the studied compositions, there was a negligible
effectin T1 and a strong decrease in T2, the behavior expected for a negative CA. A strong
dependence of CA efficiency with the amount of cholesterol in their composition was also
verified. This effect can be due to differences in water exchange between the interior and
exterior of the liposome. This study was carried out by NMR spectroscopy and MRI, and
the results obtained were concordant.

In the second part, it was studied the effect of magnetoliposomes with long circula-
tion time in the bloodstream (ML'sC) in improving the quality of images by MRI. It were
studied animal’s organs with hepatic ischemia, attempting to recreate the minimum dam-
age on a liver transplant. The images were obtained using MRI microscopy in a magnetic
field of 7T. With a quantitative study of image’s quality more structures were detected
and an improvement in contrast was obtained. ML'sC decrease the relaxation times of
normal tissues, thus allowing better distinction of inflamed tissues, showing its potential
as CA in case of hepatic ischemia.

Keywords: Magnetic Resonance Imaging, Contrast Agent, Magnetoliposome, Relax-
ivity, Hepatic Ischemia
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Enquadramento

A imagem por Ressondncia Magnética (IRM) é um método de diagnéstico por imagem
muito utilizado na prética clinica, que se encontra em constante desenvolvimento. A
IRM possui elevada resolugdo espacial em comparagdo com outras técnicas de imagem,
mas pode tornar-se um pouco limitativa, na medida em que podem ndo se visualizar
todas as estruturas, tecidos ou lesdes. Neste contexto, surgem os Agentes de Contraste
(AC’s) utilizados em IRM, que permitem a reducdo dos tempos de relaxagdo T1 e T2,
caracteristicos da Ressonancia Magnética, melhorando-se assim o contraste das imagens
ponderadas em T1 e T2, permitindo uma melhor diferenciacdo das estruturas presentes,
podendo realgar lesdes existentes face aos tecidos normais.

O AC mais utilizado tem na sua composi¢do gadolineo, uma substancia paramagné-
tica. Os compostos de quelato de gadolineo sdo os mais utilizados para o efeito, dimi-
nuindo o tempo de relaxacdo T1 dos tecidos e classificando-se, portanto, como agentes
positivos. Atualmente tém vindo a ser desenvolvidos e estudados, como potenciais agen-
tes de contraste, diversas particulas superparamagnéticas, como é o caso dos 6xidos de
ferro. Por darem origem a uma diminui¢do nos tempos de relaxacdo T2 e T2%, estes AC’s
sdo classificados como negativos. As nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de
ferro alteram os tempos de relaxacdo nos 6rgaos que se pretendem observar, necessi-
tando de doses mais baixas do que as utilizadas para as particulas paramagnéticas, como
no caso de quelatos de gadolineo. Os magnetolipossomas, que consistem em lipossomas
cujo interior aquoso é ocupado por ntcleos de 6xido de ferro, sdao exemplos de potenciais
agentes de contraste.

Neste panorama, o presente trabalho surge com o intuito de estudar a potencialidade
de magnetolipossomas desenvolvidos como AC em IRM e verificar a sua eficiéncia nessa

aplicagdo. Tendo em conta este quadro, foram definidos os seguintes objetivos:
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e Estudo da eficiéncia como AC’s em IRM de magnetolipossomas desenvolvidos com
diferentes formulagdes, através do estudo da sua relaxividade, por Espectroscopia
de Ressonancia Magnética Nuclear.

e Estudo da potencial utilizacdo como AC’s de magnetolipossomas com longo pe-
riodo de circulacdo na corrente sanguinea, apds a sua injecao num 6rgao de um
rato, através da obtengdo e comparagdo de imagens obtidas do 6rgdo por IRM, e
quantificacdo estatistica da melhoria de imagem obtida, em casos de isquemia he-
patica.

A presente dissertacdo encontra-se organizada em quatro capitulos. Do primeiro capi-
tulo consta um enquadramento do tema do trabalho, seguida de uma introdugéo teérica
em que se abordam os conceitos base da Ressonancia Magnética Nuclear, e no¢des acerca
de Agentes de Contraste, em particular no caso dos magnetolipossomas. Consolidadas
as bases tedricas que sustentam o presente trabalho, segue-se o capitulo dois, onde se
apresentam, numa primeira parte, os materiais e métodos para a producdo dos magneto-
lipossomas desenvolvidos e para o estudo da sua relaxividade, e, numa segunda parte,
os materiais e métodos utilizados no estudo do comportamento de magnetolipossomas
em tecidos, através de IRM. No capitulo trés apresentam-se os resultados obtidos e a sua
discussdo. Finalmente, no capitulo quatro, sdo resumidas as principais conclusdes deste
trabalho e propostas perspetivas futuras visando a sua continuagao.



Introducao

2.1 Ressondncia Magnética Nuclear

2.1.1 Conceitos Fundamentais

As particulas subatémicas, tais como protdes, eletrdes ou neutrdes, possuem um mo-
mento angular intrinseco, ou spin, que podemos classicamente fazer corresponder a uma
rotagdo da particula em torno do seu eixo. No entanto, em muitos 4tomos, o nticleo ndo
apresenta spin global, I, devido a forma como os spins dos nucledes estio emparelhados.
Como os nticleos possuem carga, ao spin nuclear estd associado um momento magnético

nuclear, /i, dado pela expressao:

%)f 2.1)

—

fi=(
onde v € a razdo giromagnética do niicleo e h a constante de Planck.

As propriedades magnéticas dos nicleos sdo, por conseguinte, caracterizadas pela
intensidade do seu spin, [, e, de acordo com as suas orienta¢des possiveis segundo uma
dada direcao (por exemplo a de um campo magnético externo By) , pela projecio do spin,
my, segundo essa diregdo. Estes valores estdo quantificados, podendo [ assumir valores
nulos, inteiros ou semi-inteiros e, para cada valor de [, podendo m,; tomar 2/ + 1 valores,
de +! a —I, separados pela unidade.

Na auséncia de campos magnéticos aplicados, nenhuma das orientagdes é privilegi-
ada, possuindo todas a mesma energia e probabilidade. No entanto, considerando uma
amostra sob a ac¢io de um campo magnético externo By, estaciondrio e homogéneo,

estabelece-se uma interagdo entre o campo e os ntcleos, e as 2/ + 1 orienta¢des do spin de

3
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uma espécie nuclear, na dire¢do do campo, correspondem a diferentes estados de energia,
E,,; - Efeito de Zeeman. No estado de equilibrio os niicleos da mesma espécie da amostra
vao ocupar os vdrios estados de energia segundo uma lei de Boltzmann, conferindo um
magnetismo nuclear macroscépico a amostra[1].

No caso do hidrogénio, ! H, o nticleo é constituido por um simples protdo, com spin
[ = 1/2. Assim, quando um grupo de atomos de hidrogénio se encontra sob a acgdo
de um campo magnético externo, os protdes podem alinhar-se paralelamente ou anti
paralelamente ao campo principal, nos dois possiveis estados de energia (m; = +1/2),
com populagdes respetivamente (n e n).

Sob a ac¢do de um campo estaciondrio, a energia necessdria para estimular ou excitar
um protdo num estado paralelo de baixa energia para um estado antiparalelo de maior
energia, pode ser fornecida por uma radiagdo eletromagnética ¥ no dominio das radi-
ofrequéncias (RF), funcdo do ntcleo, por intermédio da sua razdo giromagnética, e do

campo By, através da equagdo de Larmor:

_1*Bo
o

(a frequéncia 1 corresponde classicamente a frequéncia de precessao de um dipolo mag-

0 (2.2)

nético, com o momento magnético do ntcleo, no mesmo campo, e é designada por
frequéncia de Larmor).

Uma radiacdo eletromagnética de RF que incida sobre uma amostra com spins nu-
cleares imersos num campo magnético estaciondrio elevado, se possuir uma frequéncia
em ressonancia com a frequéncia de Larmor dos nticleos, pode ser absorvida ao excitar
transi¢des dos spins nucleares para niveis de energia mais elevados, criando-se uma si-
tuagdo fora de equilibrio que é, por sua vez, compensada com transi¢des nucleares para
estados de energia inferior que pretendem reconstituir a distribuicdo de equilibrio de
Boltzmann. Este processo é acompanhado por emissdo de radiacdo com exatamente a
mesma frequéncia. Esta emissdo constitui o sinal de RMN (Ressonancia Magnética Nu-
clear), que pode ser detetado, processado e estudado.

Posto isto, é possivel compreender o termo “Ressondncia Magnética Nuclear” - Resso-
nancia devido ao facto da radiagdo eletromagnética incidente e da frequéncia de Larmor
dos spins nucleares (que podemos visualizar como a frequéncia de precessdo dos spins
em torno do campo magnético) terem de ser iguais; Magnética pelo facto dos nticleos da
amostra em estudo apresentarem um paramagnetismo nuclear sob a acgdo de um campo
magnético externo, homogéneo e estaciondrio, com origem nas diferencas entre as popu-
lagdes dos niveis de energia dos spins nucleares; e Nuclear porque 0 momento magnético

na base desta técnica estd associado ao spin nuclear de um nticleo atémico com carga [2].
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2.1.2 A origem do sinal de RMN

Consideremos agora apenas uma amostra de Hidrogénio ! H. Em equilibrio, os pro-
tdes, quando sujeitos a acgdo de um campo estaciondrio By, encontram-se em maior nd-
mero no estado de menor energia, do que resulta uma magnetizacdo nuclear longitudi-
nal, M, paralela a By, ndo nula. Por outro lado, precessando os spins de uma forma
incoerente perpendicularmente ao plano xy, a magnetizagao nuclear transversal média,
My, é nula. A aplicagdo de um pulso de RF a frequéncia de ressonancia, segundo uma
direcdo perpendicular a By, tem dois efeitos. Em primeiro lugar, induzindo transi¢des
entre os niveis de energia dos protdes, modifica o valor de equilibrio do magnetismo nu-
clear longitudinal M,. Em segundo lugar, por ser aplicado no plano zy (perpendicular
a By), estimula uma coeréncia na precessdo dos spins no plano horizontal, induzindo o
aparecimento de um magnetismo nuclear transversal, M,,, que precessa a frequéncia de
Larmor em torno do eixo dos zz (a diregdo de By) e, por conseguinte, é perpendicular
a M,. Se o pulso de RF tiver uma forma e uma duragéo tal que a componente M, re-
sulte nula e M, seja maxima, o pulso diz-se de 90° ou 7/2 (efetivamente, a aplicacdo de
um campo de RF de intensidade B; segundo uma direcdo perpendicular a By tem como
efeito a precessdo de M, em torno dessa diregdo com a frequéncia vy = %). A figura 2.1
pretende demonstrar de forma esquemadtica a magnetizacdo dos spins ap6s a aplicacdao
de um pulso de RF de 90°[3]

Figura 2.1: Alteracdo da magnetizacdo nuclear dos spins apés a aplicacdo do pulso de RF

Quando, para o mesmo By, se aplica um pulso com o dobro da duragdo, designado
de 180° ou T, verifica-se um alinhamento anti-paralelo dos protdes, ficando M, com o

valor simétrico (negativo) do valor de equilibrio, e a componente M, nula [4].

Quando os pulsos de RF terminam, os nticleos que se encontravam excitados, retor-
nam ao seu estado original de orientagdo: M, retoma o seu valor maximo de equilibrio,
paralelo a By, e M,, anula-se. E o fenémeno da Relaxacao, longitudinal no primeiro caso,

transversal no segundo.
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2.1.2.1 Relaxacao Longitudinal-T1

Com o retorno dos protdes dos estados energéticos mais elevados (anti-paralelos)
para os inferiores (paralelos), M, retorna ao seu valor de equilibrio. Essa recuperacdo ao
longo do tempo é exponencial, caracterizada por um tempo de relaxagdo longitudinal ou
spin-rede, T1. Assim, a evolu¢do de temporal de M, ap6s uma sequéncia de pulsos que
o anule, segue (representado no grafico da figura 2.2 [5]):

M(t) = Mo(1 — e=H/TD) (2.3)

em que t corresponde ao periodo de tempo apds o instante de excitagdo, e T1 é o

tempo necessario para que M, retome 63% (1 — 1/e) do seu valor inicial M [4].

M;
B >

63%

S

Tempo T1 Tempo

Figura 2.2: Retorno da magnetizagdo longitudinal

2.1.2.2 Relaxag¢ido Transversal-T2

Quando o pulso de RF termina, a coeréncia de fase na precessdo do spin dos pro-
tdes no plano zy volta a desaparecer, devido as trocas de energia entre si (interaccdo
spin-spin), no que resulta um decaimento exponencial para o equilibrio de M, com um
tempo caracteristico de relaxagdo transversal, ou de spin-spin, T2 (que corresponde ao
tempo necessério para reduzir M, a 1/e do seu valor imediatamente apds a excitagdo
dos protdes pelo pulso de RF). A relaxagdo da magnetizagdo transversal é descrita pela
curva exponencial (representada no gréfico da figura 2.3 [5]):

My (t) = My * e 71T (2.4)

em que t é o periodo de tempo apods a fase de excitagdo, correspondendo T2 ao tempo
necessdrio para que a magnetizagdo no plano transversal atinja 37% do seu valor inicial
M [4].
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Figura 2.3: Decaimento da magnetizacao transversal

2.1.3 FID (Decaimento Livre da Inducao)

Durante o intervalo de tempo em que a componente transversal M, do magnetismo
nuclear precessa em torno de By, é induzida uma forca eletromotriz numa bobina re-
cetora que envolve a amostra, de acordo com a Lei de Faraday da indug¢do magnética,
podendo ser detetado um sinal de RMN, designado por Decaimento Livre da Indugéo,
ou FID (Free Induction Decay). Esta tensdo induzida na bobina corresponde a um sinal de
onda oscilante sinusoidal (sin(wt)) que se reduz em amplitude de forma exponencial com
o tempo e(~*/72), uma vez que ap6s a aplicacdo do pulso de RF a componente transversal
da magnetiza¢do nuclear relaxa para zero. Se o campo magnético estaciondrio By apli-
cado fosse totalmente homogéneo, a constante de decaimento seria igual a T2, o que ndo
se verifica na pratica, pois 0os campos magnéticos gerados pelos magnetos apresentam
sempre algumas heterogeneidades. Na realidade, o envelope FID decai com um tempo

de relaxagao T2*, descrito por:

L1, 1
T2* 12 T2heterogeneidades

(2.5)

em que T2pcterogencidades COTTesponde ao tempo de relaxagdo devido as heterogenei-
dades do campo externo. Assim, o decaimento do sinal de RMN de uma amostra é carac-
terizado por dois tempos caracteristicos, um devido as intera¢des spin-spin, localmente
originadas pelos momentos magnéticos vizinhos (com o valor T2), e o outro devido as
imperfeicdes do campo magnético principal By (com o valor T2p,cierogencidades)- O resul-
tado final observavel é o decaimento exponencial do FID, com o tempo de relaxagao T2*
[1, 4]. A figura 2.4 apresenta o sinal de FID gerado apds a aplicagdo de um pulso de RF de
90° (adaptado de [6]).
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Figura 2.4: Sinal de FID gerado ap6s a aplica¢do de pulso de RF de 90°

2.14 Espectroscopia de RMN

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear é uma técnica muito comum de
espectroscopia utilizada para estudo da estrutura e dindmica molecular pela irradiacdo
dos nucleos atémicos colocados num campo magnético externo intenso e detegdo das

transi¢oes ocorridas.

Podem ser estudados por RMN todas as espécies nucleares com spin ndo nulo, em-
bora a fraca sensibilidade da técnica apenas torne prética a observagdo de ntcleos abun-
dantes (por exemplo o ! H) ou covalentemente ligados a nticleos abundantes (o 13C ligado
a um ou mais 'H). A observagéo de cada espécie nuclear é determinada pela escolha da
radiagdo RF com a frequéncia de Larmor do ntcleo que se pretende excitar. As restan-
tes espécies nucleares ndo sdo excitadas pelas frequéncias da banda passante do pulso em
torno da onda portadora com a frequéncia de ressonéncia selecionada. Em contrapartida,
pequenas variagdes de frequéncia do mesmo ntcleo, devido a diferentes localiza¢des na
configura¢do molecular, sdo excitados pela banda passante do pulso.

O FID do sinal de RMN detetado inclui assim todas as frequéncias associadas aos
posicionamentos do mesmo tipo de 4tomo na configuracdo molecular, permitindo a elu-
cidagdo da estrutura da molécula. O FID nio contém, no entanto, nenhuma informagao
sobre a distribuicdo espacial dos 4tomos, apenas sobre as ligacdes e correlagdes que man-
tém com a sua vizinhanga quimica.

Para se obter a informacado sobre a estrutura molecular é necessario converter o FID
de RMN, no dominio do tempo, no espectro de RMN, no dominio da frequéncia, através
de uma Transformacao de Fourier.

Em liquidos o espectro de RMN é constituido por um conjunto de bandas, com frequén-

cias bem definidas, e que normalmente apresentam uma estrutura fina de multipletos.
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Cada banda corresponde a ressondncia de 4tomos quimicamente equivalentes na molé-
cula, e a estrutura fina d4 indicacao sobre a vizinhanga homonuclear ou heteronuclear
com os dtomos vizinhos. As bandas tém origem em campos locais originados por um
fenémeno de blindagem dos niicleos ao campo magnético aplicado, associado a defor-
magdo dos orbitais eletrénicos das ligagdes de covaléncia. Deste fenémeno resulta um
desvio quimico (em relagdo a frequéncia de Larmor) caracteristico no espectro que iden-
tifica aqueles atomos.

Convém assinalar que a espectroscopia de RMN é sensivel ndo aos d&tomos mas sim
aos nucleos, por conseguinte os espectros sdo relativos a nuclideos bem definidos e di-
ferentes is6topos comportam-se como entidades diferentes do ponto de vista da RMN.
As respetivas ressonancias podem ser observadas a frequéncias completamente afastadas
(caso do protdo, ' H, e do deutério 2H). Em alguns casos um dos is6topos pode néo dar
origem a qualquer tipo de sinal (caso do 3C, muito estudado em produtos organicos, ou
o “C, mais abundante mas que possui momentos angular e magnético nulos e ndo sao
observaveis em RMN).

Os desvios quimicos sdo quantitativamente descritos em termos das constantes de
blindagem o, que caracterizam a resposta linear dos orbitais moleculares ao campo ex-
terno e a forma como essa resposta é sentida pelos ntcleos, isto é, como campos locais
AB, definidos por:

ABdesvio(.j) = (1 - Uj) * By (2.6)

em que j identifica conjuntos de 4&tomos quimicamente equivalentes na molécula. A

condicdo de ressonancia e a frequéncia da respetiva banda é dada entdo por:

vj = %WBO * (1 —0j) (2.7)
Quanto mais elevado for o campo aplicado By, mais importante é o desvio quimico e
maior é a resolugao espectral.
O desvio quimico é habitualmente quantificado através do parametro J;, que é de-
finido pelas frequéncias de ressonancia do ntcleo de interesse e por um composto de
referéncia (normalmente o TMS para o protdo) [7]:

5; = 10° « Vi~ Pref
Vref

(2.8)

Se a frequéncia, ou desvio quimico, das bandas da informacdes sobre os grupos qui-
micos onde os d&tomos estdo inseridos, a area dessa banda é proporcional ao nidmero de
atomos que gozam dessa especificidade quimica. A andlise de um espectro de RMN
consiste portanto ndo s6 em determinar os desvios quimicos das bandas como também
calcular as suas dreas relativas (mediante o cdlculo numérico dos seus integrais).

A qualidade de um espectro RMN, do ponto de vista da sua andlise, depende ba-
sicamente de dois fatores: a forma das linhas ou bandas espectrais e a sua resolucao

ou separagdo. Estes dois fatores estdo de algum modo relacionados. Uma melhoria da

9
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qualidade de resolugdo dos espectros de RMN pode ser obtida intervindo nos seguintes

pontos:

Aumentando a intensidade do campo magnético aplicado, que aumenta os desvios

quimicos das bandas, separando-as;

Melhorando a homogeneidade do campo magnético principal, com a utiliza¢do de
bobinas de Shim que compensam as imperfei¢des do campo externo com pequenos
campos induzidos de forma a tornar o campo aplicado (total) mais uniforme no

volume da amostra, com consequente estreitamento das bandas (e aumento de T2%);

Escolher nticleos com spin 1/2, para evitar as chamadas intera¢des quadrupolares,

que alargam as bandas de niicleos com spin superior a esse valor;

Utilizar amostras liquidas, onde a dindmica molecular de difusdo browniana is6-
tropa anula, em média, as interagdes tensoriais com estreitamento das bandas es-
pectrais. Em amostras de elevada viscosidade, como é o caso dos tecidos biolégicos,
as linhas espetrais sdo sempre largas, o que limita, por exemplo, a possibilidade de

se fazer espectroscopia localizada de alta resolugao.

O isétopo do Hidrogénio mais utilizado em técnicas de RMN, e em particular, em

IRM,

é o isétopo ' H, devido ao facto de [8]:
Ter um spin de £1/2 e por conseguinte ndo ser quadrupolar;
Ser o is6topo de hidrogénio mais abundante;

A sua recetividade com relacdo a um campo aplicado é a maior de todos os nucli-

deos, tornando o nucleo mais facilmente observavel em RMN;

O corpo humano é composto por tecidos que sdo constituidos fundamentalmente
por dgua e gordura, contendo ambos hidrogénio;

A molécula de dgua é pequena e relativamente mével, o que permite obter sinais
com linhas espectrais finas e longos tempos de relaxagdo transversal (caracteristica
atil na imagem para controlar a obtencdo de contrastes com a aplicagdo de Agentes
de Contraste apropriados).

2.1.5 Construcao da imagem

Em espectroscopia de RMN, uma amostra é colocada sob a ac¢do de um campo mag-

nético e, através das transi¢des induzidas num determinado sistema de spins nucleares,

numa molécula, por uma radiagdo de RF, obtém-se uma informacgao estrutural sobre a

vizinhanga quimica de 4tomos equivalentes, e respetiva quantidade, que constituem essa

molécula, independentemente da posi¢do que ocupam na amostra em estudo.
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Em IRM, ndo é a informacdo a nivel dos desvios quimicos (estrutural) que importa,
mas sim a informagdo ao nivel da posigdo, ou seja, importa saber de que ponto no espago
provém cada sinal originado na amostra em estudo.

A construgao de imagem envolve a localizagdo dos spins de interesse, excitagdo dos
spins selecionados, codificagdo espacial do seu sinal, detegdo do sinal e reconstrucdo da
imagem.

Para a construgdo de uma imagem é necessario que haja excitagdo simultanea de nu-
cleos em planos especificos ou cortes. Estes, uma vez excitados, emitem simultanea e in-
dividualmente um sinal, que é coletado sob a forma de uma superposigdo de ecos, sendo
necessdria a codificagdo espacial de cada um, em fase e em frequéncia, para distinguir e
identificar o eco com origem em cada ponto de plano selecionado. Ora, para a obtencdo
de imagens, cada ponto do corte produz, com efeito, um eco com uma frequéncia e uma

fase caracteristicas, devido ao facto de os gradientes de campo provocarem:

e numa dire¢do, uma variagdo de frequéncia de ressonédncia do eco, se aplicados por

um pulso durante a sua aquisic¢do;

e numa dire¢do perpendicular, varia¢des da fase (na origem) do eco, se aplicados por

um pulso previamente a aquisigdo.

Podem-se assim separar as respostas dos diferentes pontos do corte e reconstruir uma
imagem planar de RM (ressondncia magnética).

Para haver excitacdo seletiva de um corte, é necessdria a aplicagdo de um campo de
RF na presenca de um gradiente de campo magnético na direcdo de By. Os nticleos em
planos paralelos ao longo dessa dire¢do possuem, assim, diferentes frequéncias de Lar-
mor. Desta forma, ap6s um pulso de excitagio RF com uma determinada frequéncia,
apenas os nucleos do corte que apresentem a mesma frequéncia de Larmor serdo excita-
dos. A localizacdo de cada corte ao longo da direcdo de gradiente depende da frequéncia
da radiagdo de RF, e a orientagdo do corte depende da direc¢do do gradiente do campo
magnético, normalmente paralela a direcdo do campo principal (podem-se também sele-
cionar cortes obliquos jogando com combinagdes dos trés gradientes, x, y e z), enquanto
a espessura de corte é determinada pela largura do pulso de RF e pela intensidade do
gradiente.

Quando o mesmo corte é excitado repetidamente, mantendo, por um lado, constante
a intensidade do gradiente de codificagdo em frequéncia e, por outro, incrementando su-
cessivamente o gradiente de codificagdo em fase, o FID é amostrado em func¢do do tempo
de aquisicdo e das intensidades do gradiente de codificacdo em fase com a mesma dura-
¢do (ou do tempo de aplicagdo do gradiente de codificacdo em fase se a sua intensidade
for constante). Estes dados sdo digitalizados numa matriz 2D (que constitui o espago-k), e
sujeitos a uma Transformacdo de Fourier bidimensional, permitindo obter a distribuicao
espacial do sinal de RM no corte através de um mapa de amplitude do sinal, ou seja, a

imagem do corte ponderada pela densidade de spins [9].
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2.2 Agentes de Contraste em IRM

Em contexto clinico pretende-se de uma imagem de RM que esta tenha a maior infor-
magdo possivel para a obtengdo de um diagndstico o mais fidvel possivel. A qualidade
da imagem em IRM ¢ influenciada por diversos fatores, como o caso da intensidade do
campo magnético estaciondrio e gradientes aplicados, a homogeneidade do campo mag-
nético, o tipo de bobina utilizada, parametros para obtencdo de imagens como o ntimero
de acumulagdo de sinal, espessura, localizagdo e orientagdo de cortes, sequéncias de pul-
sos de RF e seus parametros (tais como TE e TR), agentes de contraste utilizados, entre
outros [10].

Quando por vezes o contraste observado numa imagem obtida por IRM néao é sufici-
ente, conforme o que se pretende observar na imagem, recorre-se a utilizacdo de agentes
de contraste, que permitem a reducgdo dos tempos de relaxagdo T1 e T2.

Os agentes de contraste (AC’s) podem ser classificados de acordo com [11]:

¢ O Comportamento magnético:

- Agentes Paramagnéticos

- Agentes Superparamagnéticos
e Efeito na imagem:

— Agentes Positivos (predominantemente diminuem T1)

— Agentes Negativos (predominantemente diminuem T2)
e Biodistribuicdo:

— Agentes de Fluidos Extracelulares (ECF)
- Agentes Intravasculares

— Agentes Especificos para 6rgaos ou tecidos

2.21 Comportamento Magnético
2.2.1.1 Agentes de Contraste Paramagnéticos

Os AC’s paramagnéticos tem na sua composigdo ides metélicos que possuem um ou
mais eletrdes desemparelhados, possuindo assim momento magnético permanente. Em
solucdo aquosa, surge uma interacdo magnética dipolar entre o momento magnético ele-
trénico do 4tomo paramagnético e os momentos magnéticos dos protdes das moléculas
de dgua na vizinhanga, pelo que os movimentos moleculares levam a flutuag¢des aleaté-
rias nesta interacdo magnética dipolar, levando a uma reducdo tanto do tempo de rela-
xagdo T1 como do T2 dos protdes de dgua. O Gadolineo (Gd**) e o Manganésio (Mn2*)
sdo exemplos de AC’s paramagnéticos, possuindo o Gd>™ sete eletrdes desemparelhados,

enquanto que o Mn?* possui cinco eletrdes desemparelhados.
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Os ides livres de Gd** sdo altamente toxicos devido a sua tendéncia para precipitar e
serem depositados no figado, ganglios linfaticos e 0ssos, que prolongam o seu tempo de
permanéncia no organismo. Podem também obstruir a passagem de ides de calcio pelas
células musculares, e bloquear o fluxo de célcio na epifise dos ossos e células do tecido
nervoso, impedindo a transmissdo neuromuscular. Um fator importante que contribui
para esta toxicidade é o facto de o Gd substituir alguns metais endégenos, como o zinco
[12].

Devido ao facto de na sua forma idénica os metais paramagnéticos ndo conduzirem a
uma biodistribuigdo desejdvel, e ao facto de apresentarem uma toxicidade relativamente
alta, é necessario ligar os metais a um ‘ligante’, surgindo um complexo denominado que-
lato, que conduz a uma biodistribui¢do mais desejavel e mais segura [11, 13]. Os compos-
tos extracelulares quelatos de Gadolineo sdo a classe de AC’s mais utilizada na pratica
clinica. Apo6s a sua administracdo, estes compostos distribuem-se rapidamente no es-
pago vascular e pelo compartimento extracelular, sendo rapidamente excretados pelos
rins. Sdo compostos bem tolerados, e com baixos niveis de toxicidade, sendo os seus
efeitos laterais ligeiros e transitorios, ocorrendo com uma incidéncia menor do que 2%, e
sendo 0s mais comuns a ndusea, enxaqueca e vomitos. No entanto, ainda que raramente,
sdo descritas reacdes de anafilaxia graves envolvendo manifestacdes respiratorias, cardi-
ovasculares, cutaneas e gastrointestinais, ocorrendo a sua maioria em pacientes com um
historial ao nivel das dificuldades respiratdrias [12, 14].

Estes AC’s realgam o efeito de T1, ou seja, tornam os tecidos hiperintensos quando
ponderados em T1, pelo que o efeito predominante a baixas doses destes tipos de AC’s é
o de diminuir T1.

Menos de 0, 5% dos tecidos bioldgicos sao naturalmente paramagnéticos, pelo que os
agentes paramagnéticos podem ser utilizados para aumentar a relaxagao, e permitir uma
melhoria no contraste em IRM, sendo que é a presenga destes que influéncia a aparéncia

na imagem, e ndo o proéprio agente que € visivel na imagem por IRM [3].

2.2.1.2 Agentes de Contraste Superparamagnéticos

As particulas ferromagnéticas de tamanho inferior a 10 nm apresentam superpara-
magnetismo, caracterizando-se pelo facto de o seu momento magnético ser livre de po-
der oscilar por estimulo térmico, enquanto que os seus momentos atémicos individuais
mantém o seu estado ordenado, conduzindo a curvas de Magnetizacdo, M, em funcao
do campo magnético aplicado, H, (sendo H o campo magnético dentro da matéria) com
histerese [15].

Um AC superparamagnético é em geral constituido por coldides da éxide de ferro,
cujo tamanho varia tipicamente entre os 5-200 nm, compostos por pequenos cristais (1-10
nm) que possuem milhares de momentos magnéticos [16].

O comportamento dos materiais superparamagnéticos é semelhante ao paramagne-

tismo. No entanto, 0 momento magnético de todo o cristalito tende a alinhar-se com o
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campo magnético, ao invés de cada dtomo ser individualmente influenciado pelo campo
magnético externo. Assim sendo, os ides individuais encontram-se mutuamente alinha-
dos, e os cristais ttm um momento magnético permanente que aumenta na presenga de
um campo magnético externo.

Cada particula Superparamagnética (SPM) é constituida por um ntdcleo com um ou
mais cristais magnéticos incorporados num revestimento, cujo objetivo é prevenir a aglo-
meracdo, aliando também noutros casos a possibilidade de “direcionar” a particula SPM
para um alvo especifico [17].

Os 6xidos de ferro superparamagnéticos podem ser classificados, de acordo com o
tamanho total do seu cristal, em trés tipos [17, 18]:

e USPIO (ultra-small paramagnetic iron oxide particles) - que se caracterizam por pos-

suirem apenas um cristal superparamagnético, com diametro inferior a 40 nm;

o SPIO (small particles of iron oxide) - em que varios ntcleos superparamagnéticos se
encontram distribuidos na mesma particula, cujo tamanho hidrodinamico é supe-

rior a 40 nm;

e MPIO (micron-sized particles of iron oxide) - que sdo particulas maiores em compa-
ragdo com as anteriormente mencionadas, possuindo um didmetro da ordem de

alguns microns.

AC’s superparamagnéticos produzem gradientes de campo magnético local que que-
bram a homogeneidade do campo magnético local, pelo que o tempo de relaxacdo T2 é
reduzido por efeito da difusdo da dgua através destes gradientes de campo. Estes AC’s
sdo utilizados em imagens ponderadas por T2 [10].

Apo6s a administragdo intravenosa de nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido
de ferro hd uma absorcéo especifica destas pelo sistema reticuloendotelial (ou mononu-
clear fagocitario), a maioria no figado (aproximadamente 80% da dose injetada é absor-
vida pelas células de Kupffer) e baco (entre 5 a 10% da dose injetada) [12]. Estas sdo
fortes potenciadores da relaxagdo de protdes, com grandes efeitos de diminuigdo de T2,
e podem ser utilizadas em mais baixas concentra¢des do que os agentes paramagnéticos
[19].

2.2.2 Efeito na Imagem

A eficiéncia de um agente de contraste é estudada em solugdes aquosas, e é quantifi-
cada pela relaxividade, que pode ser longitudinal (r1) ou transversal (12), e corresponde
a uma medida de quanto aumenta, por unidade de concentracdo de um agente de con-
traste, o ritmo de relaxacdo dos protdes [20].

A taxa de relaxacdo longitudinal (R1), que corresponde ao inverso do tempo de rela-
xacdo T1, segue a seguinte expressao:

R1 = r1[AC] + Rl (2.9)
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em que [AC] corresponde a concentracdo do agente de contraste em mmol/litro(mM),

rl é a relaxividade longitudinal em mAM g1

, € R1y corresponde a taxa de relaxagao
para uma concentracdo nula de agente de contraste. A taxa de relaxagdo transversal (R2)

é definida de forma andloga a anterior:
R2 = r2[AC]| + R2y (2.10)

sendo que neste caso r2 corresponde a relaxividade transversal [18, 11].

As expressdes anteriores apenas podem ser aplicadas quando a relaxa¢do dos protdes
se deve a interagdes dipolares, ou seja, uma interagdo préxima entre cada particula mag-
nética individual e as moléculas de 4gua no meio, pelo que o agente de contraste deve-se

apresentar uniformemente distribuido no meio em que se encontra [20].

Um AC pode assim ser classificado como Positivo ou Negativo. A sua classifica-
¢do como positivos provém do facto de possibilitarem tornar a imagem mais clara, afe-
tando predominantemente T1. Por outro lado, a classificagdo como negativos deve-se ao
facto de escurecerem a imagem a regido de interesse, tendo um efeito maioritario sobre o
tempo de relaxacdo T2, o que se verifica no caso dos agentes de contraste superparamag-
néticos, que sdo maioritariamente utilizados como agentes de contraste negativos [18].
Qualquer AC que diminui T1, diminui também T2, no entanto a condigdo contrdria ndo
é necessariamente verdadeira, pois um agente que diminui T2 ndo tem obrigatoriamente
que diminuir T1 [11].

No caso do 6xido de ferro, a campos magnéticos altos, que sdo os que interessam
para aplica¢des a nivel de IRM, a relaxividade transversal (r2) é muito maior do que a
relaxividade longitudinal (r1) [17].

Diversas particulas tém vindo a ser desenvolvidas e estudadas, com o intuito de ana-
lisar a sua eficiéncia como agentes de contraste. Na tabela 2.1 constam alguns destes

estudos retratados na literatura.
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Tabela 2.1: Valores das relaxividades para nanoparticulas, referidos em estudos publicados, ex-
pressos em mM ~1s~!

Nome[referéncia] | Composicido rl r2 | B(D)
MFL [21] Nanocristais de Magmite encapsulados em | 10 67 0.47
vesiculas unilamelares de Fosfatildicolina
de Ovo (EPC)

MFL-PEG [21] Nanocristais de Magmite encapsuladosem | 18.6 | 116 | 20.47
vesiculas unilamelares de Fosfatildicolina
de Ovo (EPC), e com ligacdo a DSPE-PEG

Mion-46 L [18] | USPIO, constituidos por cristais de magne- | 3.95 | 19.6 | 1.5
tite ou magmite

Magmite [22] Magmite em solucdo aquosa 20.81 | 28.61 | 05

Magmite [22] Magmite em solugdo aquosa 17.59 | 3575 | 1.5

AMNP [23] Nanocristais de Magnetite negativamente | 12 363 1.5
carregados

AMNP [23] Nanocristais de Magnetite negativamente | 6.1 261 4.7
carregados

AMNP [23] Nanocristais de Magnetite negativamente | 2.9 191 7
carregados

Rh-AMNP [24] AMNP Revestidos com acido meso 2,3- | 4.78 | 379 7
dcido dimercaptosuccinico e rotulados com
dimetil-rodamina

Rh-AMNP [24] AMNP Revestidos com acido meso 2,3- | 3.28 | 386 11.7
dcido dimercaptosuccinico e rotulados com
dimetil-rodamina

Rh-AMNP [24] AMNP Revestidos com acido meso 2,3- 2 356 17.6
dcido dimercaptosuccinico e rotulados com
dimetil-rodamina

Stealth-ML [25] Fe30, encapsulado em DMPC (dimiristoil 3 240 1.5
fosfatildicolina)

2.2.3 Biodistribui¢ao
2.2.3.1 Agentes de Contraste de Fluidos Extracelulares (ECF)

Ap6s a sua administragdo por meio intravenoso, estes tipos de AC’s escapam ra-
pidamente do sangue para o intersticio extracelular, com um tempo de distribuigdo de
aproximadamente 5 min, sendo eliminados maioritariamente pelos rins com tempo de
eliminacdo de aproximadamente 80 min.

Em &reas com barreira hematoencefélica (barreira entre os vasos sanguineos no sis-
tema nervoso central e o préprio sistema nervoso central) intacta, o vazamento extracelu-
lar deste tipo de AC’s ndo ocorre, e como muitas patologias no cérebro estdo associadas
com a alteragdo da permeabilidade dos capilares, hd acumulacdo de AC’s nestas regides,
permitindo uma melhoria na sua visualizacdo em imagens de IRM ponderadas em T1.
Outra aplicagdo destes AC’s é em imagens do corpo, permitindo a visualizagdo de lesdes,

tais como tumores, por exemplo na coluna ou no figado.
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Estes agentes sdao normalmente compostos quelatos de Gd** [16, 11].

2.2.3.2 Agentes de Contraste Intravasculares

Estes AC’s diferem dos descritos anteriormente, ECF, pelo seu tamanho, sendo signifi-
cativamente maiores e pelo facto de possuirem maiores valores de relaxividade longitudi-
nal, r1. Devido ao seu alto peso molecular (>20kDa) estes ndo escapam para o intersticio
extracelular, permanecendo no sistema intravascular por um tempo mais prolongado do
que o dos agentes ECF.

Sao normalmente utilizados em angiografia de alta qualidade devido ao facto de di-
minuirem o valor de T1 do sangue. O seu tempo de duragdo intravascular e o alto valor
de r1 permitem a obten¢do de imagens, dos vasos sanguineos, com alto valor de razdo
sinal-ruido. No entanto, é importante assegurar simultaneamente que a relaxividade r2

é baixa o suficiente por forma a evitar a perda excessiva de sinal por T2 e T2* [16, 11].

2.2.3.3 Agentes de Contraste Especificos para érgaos ou tecidos

Estes AC’s caracterizam-se por serem recolhidos por um tipo de células particulares
(como o exemplo de células de Kupffer e hepatdcitos), pelo que, s6 melhoram o contraste
em O0rgdos em que estas células se encontrem presentes, neste caso no figado.

SPIO’s e USPIO’s acumulam-se no sistema reticuloendotelial do figado, pelo que po-
dem ser classificados como AC’s especificos para o figado, mesmo possuindo em alguns
casos um tempo de circulagdo grande antecedente a sua acumulagdo no érgao.

Outro tipo destes AC’s sdo os orais, que sdo distribuidos no trato gastro intestinal
por forma a melhorar a imagem dos intestinos em exames obtidos ap6s utilizacdo destes
AC’s [16].

2.24 Magnetolipossomas

O termo magnetolipossomas (ML’s) refere-se a nanoparticulas magnéticas encapsula-
das em vesiculas lipidicas. Foram inicialmente criados com o intuito de estudar proces-
sos em membranas, no entanto, foram sendo descobertas novas aplicagdes em diversas
areas biotecnolégicas e biomédicas, incluindo em IRM. Devido ao revestimento lipidico
estes podem ser facilmente funcionalizados, adicionando-lhes por exemplo PEG (polie-
tileno glicol), podendo ser tteis como farmacos no diagnoéstico ou tratamento de doen-
cas. Podem ainda ser desenvolvidos de forma a serem utilizados como AC’s em IRM
[25, 26]. Caracterizam-se por serem biologicamente estdveis [27]. A composi¢do quimica
do ntcleo destas particulas (o que lhes confere propriedades magnéticas) é importante
na determinacdo da sua biocompatibilidade. O composto mais utilizado na constitui-
¢ao do nucleo é a magnetite (Fe30y4), no entanto esta é facilmente oxidada em magmite,
Fe303, sendo que nesta forma, a possibilidade de desencadear processos oxidativos no

organismo é menor [28].
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Os ML’s dividem-se em dois grupos: os "Grandes ML's" e os "Pequenos ML’s". As
"Grandes vesiculas Unilamelares" ou "Grandes ML’s", normalmente preparados por ex-
trusdo ou preparacdo de solvente organico, que incorporam no interior da cavidade
aquosa do lipossoma, multiplos USPIO’s ou SPIO’s soltiveis em dgua, podendo-se con-
trolar a sua quantidade. Os pequenos ntcleos de 6xido de ferro (14 nm didmetro), onde
uma bicamada lipidica é imediatamente ligada a superficie dos nticleos de 6xido de ferro,
designam-se por "Pequenos ML’s". Estes tltimos, devido a sua grande estabilidade e a
forte ligagdo da bicamada lipidica com o ntcleo de 6xido de ferro, que protege eficaz-
mente este ntcleo da sua degradacdo, apresentam grande resisténcia a degradagao de-
pendente do pH. Os "Grandes ML's"podem ser facilmente degradados, deixando a sua
camada interna exposta, fazendo com que os magnetolipossomas passem a possuir uma
superficie hidrofébica, resultando numa agregacdo de ML's, e consequente alteragédo fa-
vordvel da relaxacdo transversal devido ao agrupamento de nicleos de 6xido de ferro
[29].

2.24.1 Lipossomas

Os lipossomas sdo formados quando os fosfolipidos, em ambiente aquoso, formam
espontaneamente estruturas vesiculares esféricas de uma - unilamelar - ou multiplas bi-
camadas - multilamelar. As vesiculas unilamelares podem ser classificadas quanto ao
seu tamanho, em SUV (small unilamellar vesicles) ou LUV (Large unilamellar vesicles) [30].
Os lipossomas sdo constituidos por compostos anfifilicos, caracterizando-se por possuir
na sua estrutura uma regido polar que interage com a dgua, e uma regido apolar, que se
orienta para o interior da estrutura, de forma a evitar o contacto com o meio aquoso, po-
dendo encapsular substancias hidrofilicas e/ou lipofilicas, ficando as primeiras no com-
partimento aquoso, e as lipofilicas inseridas na membrana. Os lipidos mais utilizados na
formulagdo de lipossomas sdo aqueles que apresentam forma cilindrica, tais como fos-
fatildicolinas, fosfatidilglicerol ou fosfatidiserina, sendo as primeiras as mais utilizadas,
pois apresentam grande estabilidade face a variacdes de pH ou a concentragdes de sal
no meio. A fosfatildicolina de soja é um exemplo destes lipidos [31]. A sua estrutura
molecular encontra-se apresentada na figura 2.5 [32].

R-O
R-O ? C,;[:I3
-0 —CHCH —CH,
o CH,

Figura 2.5: Estrutura Molecular da Fosfatildicolina de Soja, em que R representa uma cadeira
longa de acidos gordos

Um conceito importante é a temperatura de transi¢do de fase, em que a membrana
passa de uma fase em que em que a cadeia hidrocarbonada do lipido estd em estado

ordenado, para uma fase em que as moléculas ficam com movimentos mais livres e os
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radicais hidrofilicos agrupados tornam-se completamente hidratados. Esta temperatura
é funcdo do comprimento e saturagdo da cadeia lipidica. A permeabilidade dos lipos-
somas, ou seja, o fluxo de soluto que sai do compartimento aquoso pela bicamada, é
mais baixa quando a temperatura é menor do que a temperatura de transigao [31, 32]. A
permeabilidade da membrana depende da sua fluidez e da natureza do soluto. A estabi-
lidade da membrana depende do grau de insaturagéo, sendo que quanto mais insaturado
for, mais rapidamente pode ser oxidado e portanto menos estavel é.

A adigdo de colesterol, intercalada com os fosfolipidos, diminui a permeabilidade
da membrana, fazendo com que esta fique mais rigida, levando a uma diminui¢do da

flexibilidade da cadeia lipidica.

2.2.4.2 Nanoparticulas de Magnetite

A magnetite (Fe304) pertence a familia dos 6xidos de ferro. As ferrites ctibicas apre-
sentam a féormula geral M Fe;O4, em que M representa um dtomo metélico divalente
(Mg, Fe, Ni, ou Zn). A magnetite (Fe?*(Fe3t037)) é um destes exemplos [33]. Os 6xi-
dos de ferro sdo normalmente preparados por estequiométrica de envelhecimento de sais
ferrosos em meio aquoso, sendo que a equagdo quimica que descreve a reagao de forma-
¢do da magnetite é a seguinte:

Fe?t 4 2Fe3t + SOH™ — FesOy + 4H50 (2.11)

No entanto, a magnetite ndo é muito estavel e é sensivel a oxidagédo, pelo que é trans-
formada em magmite (7 — Fe2O3) na presenga de oxigénio [13]:

FesO4 4 2H' — v — FeaOs + Fe?t + Hy0O (2.12)

Assim sendo, pode tornar-se dificil encontrar na drea das aplicagdes biomédicas uma
amostra pura de magnetite.

A magnetite tem a particularidade de conter tanto ides de Fe*>™ como de Fe*T, numa
estrutura de espinela inversa. A estrutura de cada célula unitéria caracteriza-se por 32
anides de oxigénio que formam uma face ctbica centrada, com um comprimento de cada
aresta de cerca de 0,839 nm, sendo que os ides de ferro se encontram localizados em 8
posigoes tetraédricas, cercados por 4 ides de oxigénio, e em 16 posi¢des octaédricas, cer-
cados por 8 ides de oxigénio. As posi¢des tetraédricas sdo exclusivamente ocupadas por
ides de Fe3t, enquanto que os ides de Fe?t e Fe?™ ocupam alternadamente as posigoes
octaédricas [18], tal como representado na figura 2.6 [9].
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@ ©

P o
{] Fe em posigtes tetraédricas

. Fe¥/Fe* em posigbes octaédricas

Figura 2.6: Estrutura da magnetite

Todos os momentos magnéticos dos ides de ferro tetraédricos encontram-se alinhados
numa direcdo especifica, enquanto que no caso dos ides de ferro octaédricos, os momen-
tos magnéticos encontram-se alinhados segundo a direcdo oposta. O momento magné-
tico resultante de um cristal de magnetite ndo é dirigido arbitrariamente, encontrando-se
preferencialmente alinhado segundo direcdes especificas, denominadas de eixos de ani-
sotropia. No caso da magnetite, devido a sua simetria ctibica, tem oito eixos de anisotro-
pia, ao longo das diagonais de cada célula unitdria ctbica [18].

As nanoparticulas de magnetite diminuem T2 e T2* das regides vizinhas, produzindo
uma diminui¢do na intensidade do sinal em imagens ponderadas em T2 e T2* em IRM
[3, 18].

A relaxividade das nanoparticulas de magnetite depende muito do campo magnético
aplicado, sendo que quando o campo magnético é suficientemente grande, a relaxividade
longitudinal tende para zero [18]. Estas nanoparticulas sdo geralmente utilizadas como
agente de contraste em imagem por ressondncia magnética em exames ao figado, sendo
recolhidas pela atividade fagocitica das células de Kupffer e a perda de coeréncia dos
protdes vizinhos conduz a uma diminui¢do dos tempos de relaxacdo T2 [34].

Na pratica, ap6s a sua administragdo no organismo, as nanoparticulas de 6xido de
ferro sdo captadas por fagocitose pelo sistema reticuloendotelial, reduzindo intensamente
o sinal em imagens ponderadas em T2 do parénquima normal do figado e do bago, po-
dendo realgar lesdes que ndo captam contraste, sendo uma das suas aplicacdo na detecdo
de metéteses hepéticas [14].
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Procedimento Experimental

Este capitulo aborda numa primeira parte os materiais e métodos utilizados na sintese
e estudo do potencial como AC, ou seja, o estudo da sua relaxividade, de 3 diferentes
amostras de magnetolipossomas. Estes ML’s serdo denominados por "ML’s SPC:Chol"ao
longo da presente dissertacdo. Na segunda parte apresenta-se o efeito na imagem por RM
de novos magnetolipossomas de longo periodo de circulagdo, denominados por "ML’s
C"ao longo da presente dissertagdo.

3.1 Materiais e Métodos para o estudo da relaxividade de ML's
SPC:Chol

Trés ML's diferentes foram utilizados nesta primeira parte. Estes sdo constituidos por
um nucleo magnético de magnetite encapsulado em SPC (fosfatildicolina de soja), dife-
rindo as trés amostras entre si pela quantidade de colesterol (Chol) presente na bicamada

fosfolipidica, ou seja pela razdo molar SPC:Chol.

3.1.1 Sintese do Ferrofluido

A sintese do ferrofluido foi composta por duas partes, sendo que na primeira foram
produzidas as particulas de magnetite, e na segunda foi adicionado a estas um surfac-
tante, cujo objetivo foi o de prevenir a sua aglomeracdo. Este procedimento realizou-se
no Instituto Superior Técnico (IST), sob a supervisdo da Dra. Maria Clara Gongalves e
com a colaboragdo do Dr. Luis Fortes. O Protocolo seguido baseou-se na Disserta¢do de
mestrado em Engenharia Biomédica, de Marta da Rocha Faria, do IST [33].

Preparou-se uma solugdo 20 de acido cloridrico, adicionando-se 4,14mL de HCl
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(37%) a 20,86m L de dgua destilada. Em seguida prepararam-se duas solugdes, dissolven-
do-se 0,3975¢g de Cloreto Férrico (II) Tetrahidratado(FeCls4 H2O) em 1mL da solugdo de
HCI preparada anteriormente (solucdo A), e para a segunda, dissolveu-se 0,2702¢g de
Cloreto Férrico (IIT) hexahidratado (FeCl36H20) em 4mL da solugdo de HCI (solugdo
B), por forma a obter solugdes de 2M/. As duas solugdes apresentaram cor amarela. Em
seguida, misturaram-se as duas solugdes (A+B), e colocaram-se sob agitagdo vigorosa,
verificando-se uma mudanca de cor para vermelho (solugdo C). Preparou-se uma solu-
¢do aquosa de aménia (NH4,OH) 0,7M, diluindo-se 4, 8mL de solugdo de aménia(25%),
em 100mL de dgua bidestilada. Em seguida adicionou-se 50mL da solugdo aquosa de
amonia a solucdo C, ainda sob agitagdo vigorosa, adicionando-se cerca de 1mL a cada 10
segundos, e obtendo-se um precipitado preto, correspondente a Magnetite.

O excesso da solugao aquosa de amonia (sobrenadante) foi removido, com uma pipeta
de Pasteur, através do auxilio de um fman. Em seguida adicionou-se dgua bidestilada,
com o intuito de retirar o excesso de reagente (amoénia) e removeu-se a mesma, tal como
se havia procedido para remover a solugdo aquosa de amoénia. O passo seguinte con-
sistiu na adigdo do surfactante a magnetite, adicionando-se a esta 8m /L de Hidroxido de
Tetrametilamonio, (CH3)4sNOH, (solugdo aquosa a 25%), e colocando esta solugdo sob
vigorosa agitacdo mecanica, até se verificar que todo o s6lido estava suspenso no liquido.
Mais uma vez, com a ajuda de um fman, retirou-se o excesso de sobrenadante da solugéo,
obtendo-se o ferrofluido.

Figura 3.1: Ferrofluido obtido
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FeCl,4H,0 + HCI

m(FeClz4‘H20) =
0,3975g
c(Hcl)=2M; V(Hcl)=1 mL FeCl;6H,0 + HCl
m(FeCl24H20) =
027029,
g—— 1 c(Hcl)=2M; V(Hcl)=4
mL
FeCl,4H,0 + FeCl;6H,0
NH,OH + H,0
Remover agist‘;zéo C(NH,OH)=0,7M ;
ani V=50 mL
Sobrenadante mecénica
(com auxilio
de um iman)
Adicionar
agua I
bidestilada
Remover
Sobrenadante S
(com auxilio
de um iman)
Magnetite
Sobrenadante 3/4 =LA W
- V=8mL
(com auxilio de
um iman)
Ferrofluido

Figura 3.2: Diagrama representativo do procedimento experimental para a sintese do ferrofluido
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3.1.2 Sintese dos ML’s SPC:Chol

Os magnetolipossomas preparados sdo constituidos por ntcleos de magnetite da or-
dem dos 10nm, envoltos por um surfactante e encapsulados por Fosfatildicolina de Soja
(SPC), sendo que esta possui na sua membrana, para as diferentes amostras sintetiza-
das, diferentes quantidades de colesterol. Este procedimento experimental realizou-se na
Unidade de “Novas Formas de Agentes Bioativos”, da Faculdade de Farmdcia da Univer-
sidade de Lisboa, sob a supervisdo da Dra. Maria Barbara Martins e com a colaboracdo
da aluna de Mestrado Filipa Fontes.

Prepararam-se magnetolipossomas com formulagdes distintas, diferindo entre si na
quantidade de colesterol (Chol). Na tabela 3.1 encontram-se apresentadas as razdes mo-
lares SPC:Chol para as trés formulagdes.

Tabela 3.1: Razdo molar SPC:Colesterol das amostras

Nome da Amostra | Razio molar SPC:Chol
SPC:Chol 1:0 1:0
SPC:Chol 1:0.5 1:0.5
SPC:Chol 1:1 1:1

Para a preparacdo do filme de lipidos misturou-se SPC com o colesterol, nas quanti-
dades apresentadas na tabela 3.2:

Tabela 3.2: Quantidades de SPC e Colesterol em gramas

Nome da Amostra | SPC(g) | Colesterol(g)
SPC:Chol 1:0 0.075 0
SPC:Chol 1:0.5 0.0511 0.0126
SPC:Chol 1:1 0.0379 0.0194

De seguida dissolveu-se cada uma das amostras em 4mL de solvente organico, neste
caso cloroférmio, secando-se em seguida no rotavapor (a vacuo) a 40°C, retirando-se o
cloroférmio, ficando o filme de lipidos no fundo. Foi importante garantir que ao filme de

lipidos foi retirado todo o solvente organico, ficando este completamente seco.

Figura 3.3: Filme de lipidos obtido
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O passo seguinte foi a dissolucdo do ferrofluido preparado anteriormente, em agua,

conforme os valores indicados na tabela 3.3, seguido de um banho de ultra-sons.

Tabela 3.3: Quantidades de Fe3O4 em g e 4gua em mL

Nome da Amostra | Fe304(g) | Agua(mL)
SPC:Chol 1:0 0.075 5
SPC:Chol 1:0.5 0.025 5
SPC:Chol 1:1 0.0025 5

Este ferrofluido utilizou-se como meio de hidratagdo, adicionando-se ao filme de lipi-
dos e deixando-se repousar por 24 h, com o intuito de as nanoparticulas de 6xido de ferro
se incorporarem espontaneamente no interior dos lipossomas. Apés as 24 h, as particulas
maiores que ndo ficaram incorporadas nos lipossomas, encontravam-se depositadas no
fundo da mistura, sendo excluidas da mesma. Em seguida a mistura foi submetida a um
banho de ultra-sons durante 10 min.

Para a redugdo do tamanho dos magnetolipossomas foi aplicada a técnica de extrusao,
fazendo-se passar a mistura através de membranas de policarbonato com diferentes po-
rosidades, pelo que se fez passar a preparacgdo 2 vezes por membranas de 800nm, 600nm
e 400nm, por esta ordem, e finalmente 4 vezes por uma membrana de 200nm, sendo esta

substituida por uma nova ao fim da 2? utilizagdo.

Figura 3.4: Extrusor

Apbs a extrusdo foi medido o tamanho médio dos magnetoliposomas por DLS (Dy-
namic Light Scattering). O volume de amostra apds a extrusdo foi de 4mL.

Finalmente, com o intuito de separar o 6xido de ferro ndo incorporado da restante
mistura, recorreu-se a Cromatografia de Exclusdo Molecular, que permite separar molé-
culas com diferentes tamanhos, ou seja, moléculas grandes ndo penetram no interior da
resina (particulas porosas de gel) movendo-se mais rapidamente ao longo da coluna de
gel de onde emergem primeiro, enquanto que as moléculas mais pequenas no gel, emer-
gem da coluna mais tarde. Assim o objetivo foi o de que as particulas de 6xido de ferro
ndo incorporadas ficassem na resina, enquanto os lipossomas ja tinham sido retirados,

separando-se assim ambos. Lavou-se cada coluna com 20mL de dgua, e recolheu-se a
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amostra que emergiu da coluna. Em seguida aplicou-se 1m/L de amostra, e recolheu-se,
adicionando-se de seguida 10mL de d4gua, recolhendo-se para 8 tubos diferentes cada mL
emergente da coluna.

Figura 3.5: Coluna de Cromatografia

O processo foi repetido mais 3 vezes, lavando-se a coluna com 20mL de dgua entre
cada repeticdo, ficando o processo completo para os 4mL de volume de amostra obtido
anteriormente. Os tubos que apresentaram turbidez (o 3, 4 e 5) ou seja, os que con-
tinham os magnetolipossomas, em cada mL de amostra, foram em seguida misturados,
obtendo-se um volume final de amostra de 12m.L ap6s purificagdo. A existéncia dos mag-
netolipossomas nestes tubos foi comprovada por absor¢do UV, apresentando os tubos 3,
4 e 5 uma absor¢do muito maior que os restantes. A figura 3.6 pretende demonstrar a

estrutura dos magnetolipossomas desenvolvidos (adaptado de [32]).

r
r

Figura 3.6: Esquema representativo dos ML's SPC:Chol

Relativamente as amostras SPC:Chol 1:0 e SPC:Chol 1:0,5, foi também preparada uma
amostra "branca", ou seja, apenas se seguiu o protocolo para a formulagdo dos liposso-

mas, sem a incorporagdo do ferrofluido no seu interior.
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SPC + Colesterol

Secagem 4 ml
o <
(Rotavapor(40°) Cloroférmio
Filme de
lipidos

| Ferrofluido

Filme de lipidos +
Ferrofluido

Repousar
24h
Magnetolipossomas +
particulas de magnetite
Ultra- sons Extrusdo
EEE—
(10 min) 2x800 nm
~ 2x600 nm
2x400 nm
4%x200 nm

Magnetolipossomas(200nm)
+ particulas de magnetite nao
incorporadas

Cromatografia
de exclusdo
molecular

Magnetolipossomas

Figura 3.7: Diagrama representativo do procedimento experimental para a sintese dos ML's
SPC:Chol
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3.1.3 Preparacao de solugdes para estudo da relaxividade dos ML’s SPC:Chol

Com vista a realizar o estudo da relaxividade dos magnetolipossomas, ou seja, o
estudo da sua eficiéncia como agente de contraste em IRM, foi necessaria a obtencdo
dos tempos de relaxacdo longitudinal e transversal, em segundos, em funcdo de di-
ferentes concentragdes de ferro total do agente de contraste em estudo, expressas em
mialimol /litro(mM).

O teor de ferro total foi obtido através de analises realizadas no Laboratério de Ana-
lises do IST pelo Método ICP (Inductively Coupled Plasma) SMEWW 3210.

Partindo das 3 amostras ML SPC:Chol preparadas, e ja sabendo qual a concentragdo
de Ferro Total em cada uma, foram realizadas dilui¢des em agua destilada, com vista a
cumprir o objetivo proposto, exceto nas amostras ditas "Brancas", em que a concentracao
de Ferro é nula.

As dilui¢des em dgua destilada foram realizadas, através da pesagem de uma parte
de cada uma das amostras, e adicionando, o seu peso em 4gua destilada, conforme a
diluicao pretendida.

Ap6s cada diluicao ter sido efetuada, todas as amostras foram colocadas em tubos de
RMN, com didmetro de 5 mm.

3.1.4 Protocolo para medicdao de T1 e T2 por Espectroscopia de RMN

O equipamento utilizado para estudar a relaxividade das amostras com diferentes for-
mulacdes de magnetolipossomas referidas anteriormente, foi um Espectrometro de Resso-
ndncia Magnética Nuclear Bruker 300 MHZ Avance 111, existente no CENIMAT/i3N (figura
3.8).

Figura 3.8: Sistema do magneto a esquerda, e consola do operador e do hardware electrénico a
direita

Para realizar cada uma das medigdes dos tempos de relaxacdo procedeu-se da se-
guinte forma: inicialmente agitou-se cada uma das amostras (garantindo-se que a rela-
xagdo dos protdes se deve a interagdes dipolares, encontrando-se os magnetolipossomas
uniformemente distribuidos no meio em que se encontram) e em seguida colocou-se cada

tubo de RMN na bobina de radiofrequéncia e de detegdo, garantindo que a amostra se
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encontrava centrada face a bobina, e em seguida, colocou-se no espectrémetro. Foram
utilizados tubos standard RMN de 5 mm e a sonda utilizada foi uma Sonda de Alta Re-
solucdo de Liquidos de 5 mm.

Procedeu-se a determinagao exata da duragdo dos pulsos 5 e 7 para uma poténcia de
15 Watt, obtendo-se os valores de 15us e 31.5us respetivamente. Estes foram os valores
utilizados para a determinacado de todos os tempos de relaxagdo. Todas as medidas foram
efectuadas a 25°C.

Tanto em imagem como em espectroscopia de RMN é necessaria a aplicacdo de pulsos
de radiofrequéncia sobre a amostra em estudo com o intuito de se poderem obter sinais
coerentes, coletados por uma bobina de excitagdo/rececdo. Estes pulsos sdo aplicados em
sequéncias especificas, que vao permitir a produgdo de sinais de RM, que irdo fornecer a
informacao pretendida acerca da amostra em estudo.

A sequéncia de pulsos utilizada para o tempo de relaxagdo T1 foi a sequéncia Inversao-
Recuperagdo, em que se aplica inicialmente um pulso de 7, e em seguida, ap6s um tempo
TI (tempo de inversdo), um pulso de /2 é aplicado sobre 0 mesmo eixo. A um tempo T
ap6s a aplicagdo do pulso de /2, um pulso de 7 é aplicado, para recuperar a coeréncia
de fase, ap6s o tempo T'E = 2T depois do pulso de 7/2, surgindo um eco [35].

e o I . . M
1 Tl =1 TE 1
180¢ i o
"\l 8
Impulsos g ;\j\/\ "4/\}\/‘—
de RF A *\ﬂw ¢
TER
Sinal .-.'3‘.'!!"""1-—‘E
HapEr X

Figura 3.9: Diagrama ilustrativo da sequéncia de Inversdo Recuperagao

Os parametros utilizados nesta sequéncia, e que permitiram a determinacdo de T1,

foram os mesmos para todas as amostras em estudo:

e T'D =_8192

e DW =100us
e DE =100us
e D1 =15s

e NS=1
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Relativamente a determinacdo do tempo de relaxagdo T2, a sequéncia de pulsos utli-
zada foi a CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill).Na sequéncia CPMG, um pulso inicial de
excitagdo de 7/2 no tempo t = 0, sobre um determinado eixo (+z), deve ser aplicado,
com frequéncia igual a frequéncia de Larmor, e assim este pulso leva a magnetizagdo M
para o eixo y. Em seguida ¢é aplicado um pulso 7 em ¢ = 7, novamente sobre o0 mesmo
eixo (+z), havendo a formagdo de um eco em ¢ = 27 com magnetizagdo sobre o eixo +y.
Aplicando-se novamente um pulso de 7 sobre 0 mesmo eixo, em ¢ = 37, um novo eco
surge em ¢ = 47, mais uma vez sobre o eixo +y. Assim, se sucessivos pulsos de 7 forem
aplicados em ¢t = (2n+ 1)1, comn = 0, 1,2, 3... hd a formagdo de ecosem ¢ = (2n + 2)7
sobre o eixo +y, podendo-se coletar o sinal. A magnetizagdo transversal (+y) decai expo-
nencialmente com a constante de tempo T2 [36, 37]. Assim, Meiboom e Gill propuseram
que fossem utilizadas diferentes fases para os pulsos de excitagdo, propondo que o pulso
de /2 e subsequentes pulsos de 7 estivessem em quadratura [38].

Os parametros utilizados foram os seguintes para todas as amostras ML's SPC:Chol:

e T'D = 32768
o DW =40us
e DFE =100us
e D1 =15s

e D20 = 50ms
e N§=28

Obtido o espectro para cada amostra, determinou-se a sua transformada de Fourier,
e em seguida foi possivel realizar o processamento e determinar os valores das contantes

de relaxacao.

3.2 Materiais e Métodos para o estudo do comportamento de

ML’s C, por IRM, em 6rgaos

3.2.1 Preparacdo do 6rgao em estudo

Os ML’s utilizados neste ponto da parte experimental foram desenvolvidos na Uni-
dade de "Novas Formas de Agentes Bioativos", da Faculdade de Farmaécia da Universi-
dade de Lisboa, sob a coordenagdo da Dra. Maria Luisa Corvo. O nticleo magnético é
constituido por nanoparticulas de magnetite (F'e304), com um didmetro médio de 10nm,
da SIGMA-ALDRICH, revestidas com polietileno glicol (PEG), e encapsuladas por fosfa-
tidilcolina de ovo, possuindo esta na sua bicamada, ligagdes a polimeros de PEG. Estes
caracterizam-se por serem ML’'s com um longo periodo de circulagdo na corrente sangui-

nea. O didmetro médio final das nanoparticulas foi de 150nm.
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Para o presente estudo foram utilizados ratos de laboratério, sujeitos a diferentes con-

digdes, consoante o caso em estudo:

e Caso A: Animal sujeito a isquemia hepatica (suspensado da circulagdo local sangui-
nea) por 30 minutos, deixando-se recuperar por 24 horas, e ao fim deste tempo, foi

sacrificado;

e Caso B, C e D: Animais sujeitos a isquemia hepdtica por 30 minutos, deixando-se
recuperar por 24 horas. Foram administrados por meio intravenoso os ML's C, e ao

fim de 24 horas foram sacrificados;

e Caso E: Animal ndo sujeito a isquemia hepatica, com administragdo por meio intra-

venoso de ML’s C, e sacrificado.

Em todos os casos, foi retirado o figado, lavado exteriormente e fixado em formol, por

forma a garantir a sua conservagao.

3.2.2 Protocolo para obtencao de imagens, por IRM, em 6rgads

Utilizou-se o Espectrémetro Bruker 300 MHz Advance 1II com a capacidade para micro-
imagem.

O 6rgado em estudo foi o figado, que nestes animais é constituido por quatro lobos [39]
(apresentados na figura 3.10). Foi escolhido o lobo médio direito.

e Lobo Médio (ML), que ocupa aproximadamente 38% do peso total, e é dividido pela
tissura média (FL), dividindo-o em RML (porcédo do lado direito) e LML (porcdo do

lado esquerdo);

e Lobo Direito (RL), que ocupa cerca de 22% do peso total, e que se encontra dividido
por uma fissura horizontal, constituindo o SRL (lobo posterior direito) e IRL (lobo

anterior direito);
e Lobo Lateral Direito (LLL), que ocupa cerca de 30% do peso total;

e Lobo Caudado (CL), que ocupa cerca de 10% do seu peso total, sendo constituido
por duas porgdes: o processo caudado (CP) e o lobo Spiegel, que possui uma parte

anterior (AC) e posterior (PC).

Da anatomia do lobo médio direito (RML) constam veias hepdticas, veia porta hepética,

e sistema biliar, apresentada na figura 3.11 [39].
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RML

Figura 3.10: Figado de Rato (A) Vista anterior, (B) Vista inferior (visceral), em que SHVC corres-
ponde a veia cava supra hepatica, e IVC & veia cava inferior

Figura 3.11: Anatomia das veias hepaticas (A), veia porta hepética (B) e sistema biliar (C) no rato

Cada 6rgado em estudo, foi inserido num tubo de NMR, com didmetro de 25 mm. Em
todos os casos garantiu-se que a posigdo relativa do 6rgdo era a mesma — a ramificagdo da
veia cava supra hepaética ficou sempre colocada voltada para a tampa do tubo de RMN.
O passo seguinte foi a colocagdo de fomblin (6leo utilizado para obtengdo de imagem
por RM em tecidos/6rgaos) no tubo, e em seguida a insercdo de cada tubo na sonda de
imagem, seguida da sua inserc¢do no espectrémetro.

Face a posicdo de colocagdo do 6rgdo no tubo, ja referida anteriormente, foram obti-
das imagens de cortes axiais, ou seja, com o plano da imagem perpendicular ao campo
estaciondrio, em todos os casos em estudo.

Inicialmente obtiveram-se imagens através da sequéncia Eco de Spin. No entanto, as
imagens obtidas utilizando a sequéncia Eco de Spin, ndo apresentaram muito contraste
ou definicao de estruturas. Utilizou-se uma sequéncia de Eco de Gradiente, a sequéncia
FLASH para obter imagens dos 6rgaos.

A técnica de Eco de Gradiente, caracteriza-se pela utilizagdo de um pulso inicial de
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RF com um angulo varidvel inferior a 90°, o chamado flip angle. Por aplicacdo de um
pulso de gradiente bipolar recupera-se a coeréncia de fase, produzindo-se um sinal de
eco. As caracteristicas do sinal sdo influenciadas por T2*, e ndo por T2, como acontece
na sequéncia Eco de Spin. A sequéncia FLASH (Fast Low Angle Shot), caracteriza-se por
um curto tempo de repeticdo (T'R < 200ms), um pequeno flip-angle (< 90°), e um eco de
gradiente para recuperacdo do sinal. Quando se aplica um flip-angle de 90°, converte-se
toda a magnetizacdo longitudinal (no eixo z), em magnetizacdo transversal (sinal no eixo
xy), enquanto que com um flip-angle mais curto, por exemplo de 30°, a quantidade de
magnetizac¢do transversal é metade (sen(30°)), mas ainda ha 87% de magnetizacado lon-
gitudinal (cos(30°)). A magnetiza¢do no eixo z ird recuperar com uma taxa determinada
por T1 durante o intervalo entre pulsos. No entanto, devido ao facto de TR ser curto nesta
sequéncia, a magnetizacdo restante no eixo z, proveniente de pulsos anteriores, torna-se
dominante e reduz significativamente o sinal obtido apés o pulso de RF seguinte. Re-
lativamente ao efeito das heterogeneidades, este ndo é compensado, pelo que se devem
utilizar curtos tempos de eco se se pretendem obter imagens com alta qualidade. Outra
forma que permite a reducdo dos efeitos das heterogeneidades do campo, é a utilizacdo
de véxeis pequenos, uma vez que isto limita o desfasamento que ocorre no interior de
cada voxel. As imagens obtidas com recurso a esta sequéncia sdo ponderadas em T2*.
No entanto, se sdo ponderadas em T2* (cuja contribui¢do provém de T2 puro, mas tam-
bém das heterogeneidades do campo magnético), também o sdo em T2. Devido ao facto
de ser necessdria a utilizagdo de TR curtos, a sequéncia FLASH reduz ndo s6 o tempo
total da sequéncia face as outras, mas também limita o nimero de cortes que se podem
obter [10].
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Figura 3.12: Diagrama representativo do procedimento de imagem FLASH
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Na figura 3.12 é apresentado um diagrama representativo do procedimento de ima-
gem FLASH. E aplicado um pulso excitador de RF de flip-angle, o, menor do que 90°. Um
gradiente de selecdo de corte, G'g, é aplicado simultaneamente a este pulso. Sendo uma
sequéncia com TR curto, obtém-se uma imagem rdpida a custa de uma coeréncia de fase
que ndo é reposta por um pulso de 180°, mas sim com um gradiente bipolar (G ), em
simultaneo com a aquisi¢do do sinal. O tempo de eco (TE) corresponde ao tempo entre o
inicio do pulso de RF e o maximo de intensidade do sinal, sendo a sequéncia repetida a
cada TR (tempo de repeticao) [40].

Foram definidos os paramétros da sequéncia FLASH: field of view (FOV) de 3cm,
uma espessura de corte (slice thickness) de 1mm, uma distancia entre cortes (interslice
distance) de 2mm, e uma matriz de 256x256. O que permitiu obter imagens com uma
resolugdo de 0,0117c¢m /pizel.

Relativamente ao TE utilizado, foi efetuado um estudo, por forma a determinar com
qual TE se verificava a obtencdo de contraste maximo (pois, tal como referido na intro-
dugdo tedrica, este é um dos fatores que afeta o contraste), o que se verificou em todos os
casos para um Tempo de Eco, TE = 10ms.

3.2.3 Protocolo para determinacdo de T2 por Eco de Spin multiplo com 8 ecos

Foi importante garantir que ndo houve nenhuma sobreposicao entre os cortes sele-
cionados, por forma a que os pulsos de RF utilizados para excitar os diferentes cortes
ndo interferissem uns com os outros e interrompessem a recuperacgao dos spins em cortes
adjacentes, levando a uma reducgdo da razdo sinal-ruido e a uma influéncia da intensi-
dade dos sinais. Em muitas sequéncias de pulso, entre cada excitacdo, existe um atraso
(TR), para cada corte, enquanto a magnetizagdo recupera. Por forma a fazer melhor uso
do tempo total de espera na sequéncia de pulsos, é possivel a excitacdo de um nimero
de cortes paralelos em cada intervalo de tempo, podendo este procedimento ser repe-
tido para produzir uma série de cortes, cujo nimero pode ser obtido, dividindo o TR
utilizado pelo tempo necessario para cada corte (TE). Se o tempo de repeti¢do for alto,
podem ser obtidas ndo s6 imagens de varios cortes, mas também diversas imagens com
tempos de eco cada vez maiores por corte (imagens adquiridas através de um tempo de
eco crescente para cada corte) — a sequéncia de pulso msme (multi-slice multi-echo) [10].
Esta foi a sequéncia utilizada para a obtencdo de T2 através de imagem por Ressonancia
Magnética, com 8 ecos em todos os casos. Os pardmetros utilizados foram um FOV de
2,72cm, um corte de espessura de 1mm, e uma distancia entre cortes de 2mm, matriz de
180x180, e uma resolugado espacial de 0,0151¢m /pizel. Definidos os paramétros e obtidas
as imagens, selecionaram-se ROI’s, e foi medida a intensidade de sinal média nessa re-
gido para os 8 ecos. A essa intensidade foi ajustada uma lei exponencial cuja constante
de tempo é T2.
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Resultados e Discussao

4.1 Estudo da Relaxividade dos ML’s SPC:Chol

Como referido na introdugao tedrica, varias particulas tém vindo a ser desenvolvidas
com o intuito de poderem ser utilizadas como Agentes de Contraste em IRM. Como tal,
um dos principais objetivos da presente dissertagdo passou pelo estudo da eficiéncia dos
ML’s SPC:Chol desenvolvidos como AC’s, ou seja, o estudo da sua relaxividade. Como
se sabe, particulas de 6xido de ferro da ordem dos poucos nanémetros sdo superpara-
magnéticas. A campos magnéticos altos, a relaxividade transversal (2) deste tipo de
particulas é muito maior do que a relaxividade longitudinal (r1), atuando maioritaria-
mente sobre T2, sendo classificados como AC negativos.

A dimensdo dos ML’s SPC:Chol foi comprovada por DLS ap6s a fase de extrusao,
obtendo-se didmetros entre 180 — 200nm.

Durante o processo de sintese dos magnetolipossomas, devido ao processo de extru-
sdo e de cromatografia por exclusdo molecular, houve perdas de magnetite face a mag-
netite inicial, pois uma percentagem das particulas iniciais de magnetite ficou retida nas
membranas de policarbonato utilizadas durante a extrusdo, e em seguida, aquando da
cromatografia, as particulas ndo incorporadas foram excluidas, resultando numa dimi-
nui¢do na quantidade do 6xido de ferro face a inicial. Assim sendo, foi necessério de-
terminar o valor exato de ferro total apds o processo de sintese. Estas medidas foram
efetuadas por ICP no Laboratério de Anélises do IST.

A tabela 4.1 apresenta os resultados obtidos para as amostras utilizadas na obtengdo
das relaxividades dos ML's SPC:Chol.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO 4.1. Estudo da Relaxividade dos MLs SPC:Chol

Tabela 4.1: Valores das concentra¢des das diferentes amostras apés dilui¢oes

Amostra C(mM/Fe)
0
0.009
0.018
0.036
0.072
0.144
0
0.024
0.072
0.144
0.058
0.078
0.117
0.234

SPC:Chol 1:0

SPC:Chol 1:0.5

SPC:Chol 1:1

4.1.1 Determinacdo da Relaxividade Longitudinal por Espectroscopia de RMN

Verificou-se para todas as amostras em estudo, que a evolucdo da intensidade do sinal
segue a equagao seguinte:

1) = I(O)(1 + p» eap(— ) @1)

Em que p corresponde a um parametro negativo. O Software Topspin NMR da Bru-
ker permitiu determinar o tempo de relaxagdo T1, obtido através do ajuste da expressao

anterior. Os valores obtidos para T1 encontram-se apresentados na tabela 4.2.

Tabela 4.2: Resultados obtidos para a constante T1 das diferentes amostras

Amostra C(mM/Fe) | T1(s)

0 3.324

0.009 3.319

0.018 3.218

SPC:Chol 1:0 0.036 3371
0.072 3.271

0.144 3.082

0 3.211

0.024 3.299

SPC:Chol 1:0.5 0.072 3290
0.144 3.240

0.058 3.065

0.078 3.071

SPC:Chol 1:1 0117 .03
0.234 3.073
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO 4.1. Estudo da Relaxividade dos MLs SPC:Chol

Obtidos os valores de T1, foi entdo possivel determinar o valor da relaxividade 1. Tal
como referido na introdugao tedrica, a relaxagdo longitudinal (R1) ou seja, o inverso do

tempo de relaxacdo T1, segue a seguinte expressdo 2.9, ou seja:

Rl = Tl[AC] + Rlo

em que [AC] corresponde a concentracdo do agente de contraste em mmol /litro(mM),
r1 é a relaxividade longitudinal em mM ~'s™!, e R1( corresponde a relaxagdo para uma
concentragdo nula de agente de contraste. Tal como referido na introdugao tedrica, esta
expressdo pode ser aplicada quando a relaxagdo dos protdes se deve a interagdes dipola-
res (interacdo proxima entre cada particula magnética individual e as moléculas de dgua
no meio), pelo que o agente de contraste se deve encontrar uniformemente distribuido
no meio em que se encontra, motivo pelo qual se agitou cada amostra em estudo antes

da sua colocagdo no espectrémetro.

A taxa de relaxagdo longitudinal em fungdo da concentra¢do do potencial AC encontra-
se apresentada nas representagdes graficas das figuras 4.1, 4.2 e 4.3 para as trés compo-

si¢oes estudadas.

Relaxacao Longitudinal em fungédo da Concentracéao de
ML's paraa amostraSPC:Chol 1:0
0.4
0.38
0.36
0.34
032 d
= 03 "
E
~ 028
0.26
0.24
0.22
02
0 002 0.04 006 008 0.1 012 0.14 0.16
¢ (mM/Fe)

Figura 4.1: Taxa de relaxagdo Longitudinal em funcdo da concentracdo de ML'’s para a amostra
SPC:Chol 1:0
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO 4.1. Estudo da Relaxividade dos MLs SPC:Chol

Relaxacao Longitudinal em funcao da Concentracao
de ML's para a amostra SPC:Chol 1:0,5

0.4
0,38
0,36
0,34
‘-;-0:32
= 03 5 2

-—

=
— 0.28

0.26
0,24
0.22

0.2
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14
C (mM/Fe)

Figura 4.2: Taxa de relaxagdo Longitudinal em funcdo da concentracdo de ML'’s para a amostra

SPC:Chol 1:0.5

Relaxacao Longitudinal em funcao da Concentracao

de ML's para a amostra SPC:Chol 1:1
0,4
0,38
0,36
0,34

0,32
i

O 0a

=

= 0,28
0,26
0,24

0.22

0.2

0,058 0078 0098 0,118 0138 0,158 0,178 0,198 0218 0,238
C (mM/Fe)

0.258

Figura 4.3: Taxa de relaxacdo Longitudinal em fun¢do da concentracdo de ML's para a amostra

SPC:Chol 1:1

Para as trés formulagdes em estudo, verificou-se que a regressdo linear obtida para

a relaxacdo longitudinal em fung¢do da concentracdo de ML’s SPC:Chol apresenta um

declive muito pequeno, devido a uma pequena variacdo dos valores da constante de
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO 4.1. Estudo da Relaxividade dos MLs SPC:Chol

tempo T1, possuindo assim a relaxividade longitudinal um valor muito reduzido, para
um campo magnético aplicado de 7 Tesla.

O valor de T1 varia com o campo magnético aplicado, influenciando o contraste em
imagens obtidas por IRM, pelo que nado é possivel fazer comparagdo entre valores de
constantes T1 obtidos a diferentes campos magnéticos. E necesséario referir sempre a
que campo se estd a trabalhar [10]. Assim sendo, a comparagdo com valores referidos
na literatura ndo foi possivel visto ndo haver estudos com este tipo de nanoparticulas a
campos de 7 Tesla, tornando assim este estudo pioneiro para campos tao elevados.

Foi efetuado também o estudo da determinagédo da relaxividade longitudinal por Ima-
gem por Ressonancia Magnética, obtendo-se valores concordantes com os obtidos por
espectroscopia de RMN.

4.1.2 Determinacao da Relaxividade Transversal por Espectroscopia de RMN

Verificou-se para todos os casos, que a evolugdo temporal de M,,, seguiu um decai-
mento exponencial. Mais uma vez, o Software Topspin NMR da Bruker permitiu determi-

nar o tempo de relaxacdo T2, em segundos, ajustando a expressao:

I(t) = Px emp(f%) (4.2)

aos valores da intensidade do sinal. Os valores obtidos para T2 encontram-se apresenta-
dos na tabela 4.3.

Tabela 4.3: Resultados obtidos para a constante T2 das diferentes amostras

Amostra C(mM/Fe) T2(s)

0 2.179

0.009 1.517

0.018 0.8681

SPC:Chol 1:0 0.036 0.13%6
0.072 0.08967
0.144 0.05004

0 1.836

0.024 0.5044

SPC:Chol 1:0.5 0.072 0.2006
0.144 0.10798

0.058 0.3138

0.078 0.2316

SPC:Chol 1:1 0117 0.1619
0.234 0.10868

Verificou-se que com o aumento da concentragdo do 6xido de ferro, o valor de T2 di-
minuiu. Anédlogo ao estudo anteriormente realizado, foi possivel em seguida determinar
o valor da relaxividade transversal. A relaxacdo transversal (R2) que corresponde ao in-
verso do tempo de relaxagdo T2, segue a expressdo 2.10, ja apresentada anteriormente,

ou seja:
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO 4.1. Estudo da Relaxividade dos MLs SPC:Chol

R2 = TQ[AC] + R20

em que, mais uma vez, [AC] corresponde a concentracdo do agente de contraste em

-1 e R2 corresponde a

mmol /litro (mM), r2 é a relaxividade transversal em mM ~'s
relaxagdo para uma concentracdo nula de AC. Mais uma vez, para a utilizagdo desta
expressao, foi importante garantir que os ML'’s se encontravam uniformemente distribui-

dos, agitando-se para tal cada amostra antes da sua colocagdo no espectrémetro.
A taxa de relaxagdo transversal em fun¢do da concentra¢do do potencial AC encontra-

se apresentada nas representacdes graficas das figuras 4.4, 4.5 e 4.6 para as trés compo-

si¢Oes estudadas, nos quais se apresentam ja as retas ajustadas aos resultados experimen-

tais.
Relaxacdo Transversal em funcédo da Concentracdo de ML's
para a amostra SPC:Chol 1:0
25

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16
C (MM/Fe)

Figura 4.4: Taxa de relaxagdo Transversal em fun¢do da concentragdo de ML's para a amostra
SPC:Chol 1:0
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO 4.1. Estudo da Relaxividade dos MLs SPC:Chol

Relaxacédo Transversal em funcdo da Concentracéo de
ML's para a amostra SPC:Chol 1:0,5

10

T2 (s

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16
C (mM/Fe)

Figura 4.5: Taxa de relaxagdo Transversal em fun¢do da concentragdo de ML's para a amostra
SPC:Chol 1:0.5

Relaxagcdo Transversal em funcdo da Concentragdo de ML's
para a amostra SPC:Chol 1:1
10

UT2 (sY)
()]

&
\ g

1

0
0,058 0,078 0,098 0,118 0,138 0,158 0,178 0,198 0,218 0,238 0,258

C (mM/Fe)

Figura 4.6: Taxa de relaxacdoTransversal em funcdo da concentragdo de ML's para a amostra
SPC:Chol 1:1

41



4. RESULTADOS E DISCUSSAO 4.1. Estudo da Relaxividade dos MLs SPC:Chol

Na tabela 4.4 constam os valores obtidos para a relaxividade transversal das amostras
ML SPC:Chol.

Tabela 4.4: Resultados obtidos para r2 das diferentes amostras

Amostra 2(mM~1s71)
SPC:Chol 1:0 143.69 £ 9.9
SPC:Chol 1:0.5 61.7 £ 0.96
SPC:Chol 1:1 33.5+£4.2

Face aos valores obtidos verificou-se que a amostra sem colesterol na sua composigao
apresenta a relaxividade transversal mais elevada.

Mais uma vez, tal como no caso da relaxividade longitudinal, foi efetuado o estudo
da determinagdo da relaxividade transversal por IRM, obtendo-se valores concordantes

com os obtidos por espectroscopia.

4.1.3 Potencial utilizacdo como Agente de Contraste

Para as amostras ML's SPC:Chol, o valor da relaxividade longitudinal apresentou-se
muito pequeno. Este valor foi concordante com o referente na literatura, na medida em
que se afirma que quando o campo magnético aplicado é suficientemente elevado (neste
caso foi de 7 Tesla), a relaxividade longitudinal de nanoparticulas de magnetite tente para
zero [18]. Analisando apenas os valores obtidos para a relaxividade longitudinal, afere-se
a sua eficiéncia como AC Positivo. Assim concluiu-se que as amostras em estudo, ndo po-
dem ser utilizadas como agentes Positivos, na medida em que ndo se verifica diminuigado
dos tempos de relaxagao T1.

A relaxividade transversal mede a eficiéncia do AC para ser utilizado como agente
Negativo. Tal como referido na introdugéo tedrica (2.2.2), se num Agente de Contraste
se verifica um efeito maioritariamente sobre a relaxacdo T2, como se verifica no caso de
AC’s superparamagnéticos, este sera classificado como AC Negativo [18]. E possivel
concluir que as amostras com diferentes formulagdes estudadas, podem ser classificadas
como AC’s Negativos para IRM.

E também referido na introducéo teérica que qualquer agente de contraste que dimi-
nui T1, diminui também T2, mas que a condi¢do contrdria ndo é necessariamente verda-
deira [11], o que se comprovou no caso em estudo, em que se verificou diminuigdo de T2,
mas ndo se verificou alteragdo nos valores de T1.

Analisando os valores obtidos para as relaxividades transversais das diferentes amos-
tras, verificou-se que com o aumento da quantidade de colesterol na camada lipidica de
SPC, que encapsula as nanoparticulas de magnetite, o valor de r2 diminuiu (figura 4.7),
pelo que se concluiu que a eficiéncia como AC’s para os magnetolipossomas desenvolvi-
dos é maior para a formula¢do sem colesterol.

O efeito do colesterol na relaxividade de um sistema, a nivel de Agentes de Con-

traste Positivos contendo particulas paramagnéticas, nomeadamente o Gadolineo (Gd**)
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Relaxividade Transversal em funcdo da razdo molar
SPC:Chol
160

140
120
100
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r2(mM-1s-1)
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
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Figura 4.7: Relaxividade Transversal em funcédo da razdo molar SPC:Chol

encapsulado por lipossomas, é referido em estudos para a relaxividade longitudinal
[41, 42, 43]. Nestes estudos, verificou-se que os lipossomas contendo colesterol na sua
membrana, apresentavam uma menor relaxividade longitudinal do que os que ndo con-
tinham colesterol. Os autores sugerem que este facto serd devido a diminuicdo do coefici-
ente de permeabilidade da membrana causado pela presenca de colesterol na membrana
lipidica, limitando assim a troca de 4gua. De forma anéloga foi possivel compreender os
valores obtidos na presente dissertacdo, pois a permeabilidade da membrana depende da
composicdo de lipidos e pode ser alterada variando o nivel de saturagdo e comprimento
das cadeias de lipidos e pela incorporacdo de colesterol. Uma variagdo da permeabili-
dade da membrana leva a alteracdo da sua relaxividade [44]. Assim sendo, com a adigdo
de colesterol a membrana, intercalada com os fosfolipidos, verificou-se diminui¢do da
permeabilidade da membrana, tornando-a mais rigida, e levando a uma diminuic¢do da
flexibilidade da cadeia lipidica, pelo que, a troca de d4gua entre o exterior e o interior dos
magnetolipossomas fica condicionada, levando a uma diminuic¢do da relaxividade trans-
versal, diminuindo a eficiéncia dos magnetolipossomas a serem utilizados como Agentes

de Contraste Negativos.

O magnetolipossoma com a formulagdo SPC:Chol 1:0, ou seja, sem colesterol na ca-
mada lipidica de SPC, tem um melhor potencial para ser utilizado como Agente de Con-
traste Negativo em IRM do que as restantes formulagdes desenvolvidas neste trabalho,
possuindo um valor de 72 = 143,69 & 9,9 mM ~'s~1. A maioria dos estudos de rela-
xividade para Agentes de Contraste ocorre a campos magnéticos mais baixos do que o
utilizado no presente trabalho, sendo que alguns destes constam na tabela 2.1, presente
na introdugdo tedrica. Destes AC’s, os ME, MFL-PEG, e Stealth-ML, sdo magnetoliposso-

mas. Assim sendo, na tabela 4.5 constam os seus valores das relaxividades, e também os
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valores obtidos no presente trabalho, por forma a facilitar a sua comparagao.

Tabela 4.5: Comparagdo de relaxividades de nanoparticulas semelhantes, ja estudadas, com as da
presente dissertacdo

Potencial AC ri(mM~—1s71) | ri(mM~ts71) | B(T)
MFL 10 67 0.47
MFL-PEG 18.6 116 0.47
Stealth-ML 3 240 1.5
ML SPC:Chol 1:0 0 143.69 7
ML SPC:Chol 1:0.5 0 61.7 7
ML SPC:Chol 1:1 0 33.5 7

Comparando estes valores, verificou-se que o magnetolipossoma com a formulacdo
SPC:Chol 1:0 apresenta melhor eficiéncia como Agente de Contraste Negativo do que o
MFL e MFL-PEG. Comparativamente ao AC Stealth-ML, este apresenta melhor eficiéncia
do que os magnetolipossomas desenvolvidos. No entanto, todos estes valores foram obti-
dos a campos magnéticos diferentes, mas o valor da relaxividade transversal de 6xidos de
ferro, apresenta um aumento, com o aumento do campo magnético aplicado, atingindo a
partir de um certo campo aplicado, um valor de saturagdo, mantendo-se a relaxividade,
a partir deste ponto, no mesmo patamar de valor [45], sendo assim aceitdvel comparar
estes valores.

Este estudo a 7T foi importante na medida em que hoje em dia, cada vez mais, a
IRM clinica, tém tendéncia a evoluir para campos magnéticos cada vez maiores, sendo
portanto necessdria a existéncia de estudos de relaxividade de potenciais AC’s a campos
maiores, tal como na presente dissertacao.

O uso de lipossomas apresenta inimeras vantagens, tais como: serem biocompativeis;
poderem integrar na sua membrana particulas insoliveis em dgua, ou no seu interior
particulas soltiveis em dgua; quando um fdrmaco se encontra 14 incorporado, encontra-
se protegido do efeito de condigdes adversas exteriores, ndo levando a reagdes adversas
no corpo humano; o seu tamanho, carga e propriedades podem ser facilmente alterados,
pela adigdo de novos ingredientes ou alteragdo dos métodos, na sua produgédo [46]. No
entanto, os lipossomas podem ser removidos da corrente sanguinea em alguns minutos,
pelo que a incorporagdo de PEG na sua bicamada pode contornar esta limitagdo, como
os ML's estudados na segunda parte da presente dissertacdo - ML's C. Para que o uso de
lipossomas seja aceite em diagnéstico clinico devem ser garantidas algumas condi¢oes
tais como: que estes sejam estdveis in vivo, sem libertacdo de nenhuma das substancias
que se encontram incorporadas, ou que sejam estdveis a nivel do seu armazenamento,

dentro dos limites aceitdveis [21].
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4.2 Estudo do comportamento de magnetolipossomas, por IRM,

em 0rgaos

Os objetivos principais desta segunda parte do trabalho foram a obtengdo e quan-
tificacdo da qualidade da imagem obtida por IRM, de 6rgaos de animais aos quais se
administraram por meio intravenoso ML’s C, por forma a aferir da sua potencialidade

como AC’s negativos.

A modificagdo de superficies de nanoparticulas através da ligagdo covalente ao po-
limero polietileno glicol (PEG) confere uma estabilizacdo que permite a diminui¢do do
reconhecimento pelo sistema fagocitico mononuclear (que iria reter as nanoparticulas e
digeri-las enzimaticamente) e um tempo de circulagdo na corrente sanguinea mais pro-
longado, sendo que se pensa que o fator chave que determina esta tltima caracteristica
referida é a densidade de superficie do PEG [40]. A caracteristica de prolongar o tempo
de circulagdo do sangue, por forma a garantir que ndo passe diretamente para os tecidos,
foi o motivo pelo qual se fez a ligagdo do PEG a fosfatildicolina de ovo. Estas deverdao
manter-se em circulagdo durante cerca de 24h na corrente sanguinea, conforme referido
na literatura, através de um estudo efetuado com magnetolipossomas com formulacao
semelhante aos apresentados na presente dissertagio, MFL-PEG, e que se encontram
apresentados na tabela 2.1. Estes revelaram-se altamente estdveis in vivo, ndo toxicos,

e com um longo tempo de circulagdo na corrente sanguinea [21].

Os ratos sdao muito utilizados para diversas experiéncias no ambito cientifico, visto a
sua fisiologia ser semelhante a dos humanos, serem faceis de manejar e pouco dispen-
diosos. Posto isto, e com vista ao estudo aqui desenvolvido, pretendia-se que o0 mesmo
pudesse ser realizado no Espectrometro de Ressondncia Magnética Nuclear Bruker 300 MHZ
Avance 111, existente no CENIMAT/i3N, e assim sendo, um lobo do figado foi o érgao
utilizado.

Seguido o protocolo enunciado no capitulo anterior, foi possivel a obtencdo das ima-
gens. Para cada 6rgdo realizou-se um estudo com vista a determinar o parametro Tempo
de Eco (TE) 6timo, de forma a obter o maximo de contraste possivel em todas as imagens
obtidas, obtendo-se para todas um Tempo de Eco 6timo de 10ms. A sequéncia de pulso
utilizada para a sua obtengdo foi uma sequéncia rapida de Eco de Gradiente — FLASH,
tendo-se também comparado esta com uma sequéncia de Eco de Spin, mas chegou-se a
conclusdo que as imagens com melhor qualidade e contraste foram obtidas com a pri-
meira. Isto dever-se-4 ao facto de a sequéncia FLASH ter influéncia dos campos locais,
levando a um sinal mais afectado em T2*, o que néo se verifica com a sequéncia Eco de
Spin cuja influéncia provém de T2 puro.

Ao nivel do figado, as nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro vao
diminuir a intensidade do sinal nos tecidos normais da parte funcional do figado, em
imagens ponderadas em T2 ou T2*. Devido ao facto de a maioria das lesdes no figado

ndo apresentarem um sistema reticuloendotelial normal, a intensidade do seu sinal ndo é
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alterada, pelo que o contraste entre tecidos normais do figado é aumentado [12]. As-
sim sendo, espera-se que com o uso dos ML's C, e ap6s a inducdo de uma lesdo no
6rgdo, o contraste entre os tecidos normais e 0s que sofreram o dano seja aumentado,
visualizando-se o dano provocado.

A avaliagdo da qualidade das imagens obtidas foi efetuada no computador princi-
pal do sistema de RMN, apresentando-se com elevada resolucdo no seu display, sendo
possivel uma melhor distin¢do das estruturas presentes. No entanto, nas imagens aqui
apresentadas ndo é possivel a distin¢do tdo clara das diferentes estruturas face as apre-

sentadas no display do computador do operador.

4.2.1 Estudo de casos com isquemia hepatica por IRM

Os ratos foram sujeitos a isquemia no figado, ou seja, a suspensao da circulagdo local
sanguinea, bloqueando-se uma artéria, por 30 minutos, e em seguida deixou-se recuperar
o rato, garantindo que o dano provocado ndo conduziu a sua morte. Ao fim de 24h foram
sacrificados e cada 6rgédo foi conservado em formol. Segundo apresentado na literatura
[47], o efeito do formol nas imagens obtidas por IRM é do de diminuir a qualidade das
imagens obtidas. Sendo no entanto referido que este efeito ndo é significante, pelo que
ndo foi considerado o mesmo no presente estudo.

A lesdo de isquemia hepatica induzida por complicagdes vasculares contribui para a
faléncia precoce do 6rgdo, podendo levar a rejei¢do aguda e crénica apds um transplante
hepatico [48]. Neste contexto, a lesdo provocada foi controlada de forma simular o dano
minimo existente num transplante hepatico, esperando uma lesdo controlada nas células
de Kupffer, e que ndo se propagasse aos hepatdcitos. O esperado seria que o contraste ad-
ministrado se depositasse maioritariamente nestas regides, sendo removido da corrente
sanguinea ap0s 24h.

Para a obtengdo de imagens por RM, foi utilizado como lobo de estudo, o lobo médio
direito (RML). Os 6rgados foram colocados em fomblin pois este ndo apresenta sinal de
RM, e possui suscetibilidade magnética com valor préximo dos tecidos, garantindo as-
sim que ndo surjam artefactos nas imagens. Em todos os casos foram obtidas 18 imagens
provenientes de diferentes cortes, todas com a mesma resolucdo. As imagens provenien-
tes de cortes centrais foram as escolhidas para estudo, analisando-se 3 cortes para cada
caso.

Inicialmente foram estudados os casos A e B, ambos com um protocolo cirtrgico idén-
tico ao nivel da isquemia hepética, mas no caso B houve administracdo de magnetolipos-
somas.

Em relacdo ao caso A, as imagens correspondentes aos cortes 8, 9 e 10, respetivamente,
encontram-se apresentadas nas figuras 4.8, 4.9 e 4.10. Para o caso B, foram igualmente
estudados os mesmo cortes, obtendo-se as imagens apresentadas nas figuras 4.11, 4.12
e4.13,
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Figura 4.8: Imagem obtida por IRM para o caso A, corte 8

Figura 4.10: Imagem obtida por IRM para o caso A, corte 10
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No caso B verificou-se grande heterogeneidade e vasculariza¢do mais evidente nas

zonas mais periféricas.

Figura 4.12: Imagem obtida por IRM para o caso B, corte 9

/!

Figura 4.13: Imagem obtida por IRM para o caso B, corte 10
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Al

Comparando os dois casos, numa primeira andlise, e apenas comparando a "olho nd",
foi possivel a afirmacdo de que se visualizaram mais estruturas, melhor contraste e mais
detalhe no caso em que houve administracdo intravenosa de ML’s C, ou seja, no caso B.
No caso B, uma possibilidade para o aspeto das imagens obtidas, é o de que as zonas
em que hd menos sinal, ou seja, mais escuro, poderdo corresponder a zonas de maior
isquemia, ao nivel da irrigacdo capilar, visto que o AC desenvolvido deverd aumentar
o contraste nestas zonas face aos tecidos normais. Relativamente a vascularizagéo evi-
denciada nas imagens, no caso A as imagens apresentam maior homogeneidade, sendo
que com administragdo de ML’s C - caso B - surgiu a evidéncia de maior vascularizagdo,
principalmente na periferia.

4.2.1.1 Avaliacao da qualidade das imagens

Procedeu-se a quantificagdo da qualidade das imagens obtidas. Diferentes parame-
tros sdo utilizados para avaliar a qualidade de uma imagem. Numa regido de interesse
homogénea, o valor médio do sinal de um pixel pode ser considerado como uma boa
aproximacdo do sinal proveniente do voxel correspondente.

O tamanho de um voxel e de um pixel vao influenciar a resolugao espacial, e portanto,
o contraste. Todas as estruturas anatémicas presentes no interior de um voxel contribuem
para a intensidade do sinal na imagem, pelo que se um voxel possui grande volume,
pode conter diferentes estruturas e tipos de tecidos, mas em cada pixel da imagem final,
estes sdo indistinguiveis. Utilizando a matriz referida no capitulo anterior, de 2562256,
garantiu-se que o tamanho de cada voxel foi mantido o mais pequeno possivel, de forma
a que menos estruturas se encontrassem representadas num tnico pixel, levando assim
a assim a uma melhoria da resolucdo espacial e do contraste. Deve notar-se no entanto,
que quanto maior for o tamanho de um voxel, maior serd o sinal e a razdo sinal-ruido
[10].

Para tal, selecionou-se uma regido de interesse (ROI) com o mesmo tamanho para
todos os cortes em estudo. Em anexo A encontram-se apresentadas as ROI selecionadas.
Dentro de cada regido, quantificou-se inicialmente o niimero de zonas distintas visiveis,
correspondendo estas a diferentes zonas cujo histograma apresentasse diferentes valores

da intensidade do sinal. Na tabela seguinte constam os valores obtidos.

Tabela 4.6: Ntimero de zonas distintas visiveis, dentro da ROI, nas imagens obtidas nos casos A
e B, nos cortes em estudo

Caso | Corte | N°Zonas distintas
6 6
8
8
24
26
22

Caso A

Caso B

(ool e} o slN|
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N° de Zonas distintas nos casos Ae B
30 4

25

20 4

15 - mCaso A
Caso B

10 -

N° Zonas distintas visiveis

Corte8 Corte 9 Corte 10

Figura 4.14: Representacdo grafica do ntimero de zonas distintas visiveis, dentro da ROI, nas
imagens obtidas nos casos A e B, nos cortes em estudo

Através da representacgdo grafica apresentada na figura 4.14, constatou-se a identifica-
¢do de maior ntimero de estruturas no caso do animal em que foram administrados ML’s
C, sendo este niimero superior ao dobro do obtido para o caso sem administracao.

Selecionando-se uma ROI estudou-se a intensidade do sinal, sendo possivel determi-
nar o valor médio (1) e desvio padrao (o) da intensidade.

O contraste entre duas regides distintas corresponde a diferenga entre o valor do sinal
nestas duas regides. Se ndo houver diferenca de intensidade do sinal entre duas zonas
adjacentes, estas ndo podem ser distinguidas, e por consequéncia, nenhum contraste é
verificado. Quanto maior a diferenca de intensidade entre duas zonas adjacentes, melhor
serd o contraste verificado. Considerando duas regides distintas, A e B, o contraste entre

elas é definido como:
Cap =54— S8 (4.3)

Em que S4 e Sp, correspondem ao sinal dos pixéis na regido A e B, respetivamente
[49].

Numa andlise mais detalhada, dentro de cada RO], foi analisada qual a intensidade
do sinal entre zonas distintas, sendo assim possivel a obtencdo da quantificacdo do con-
traste e aferir acerca da qualidade da imagem. Em seguida encontram-se apresentados os
valores da intensidade dos pixéis em regides escolhidas, distintas mas adjacentes, dentro
do ROI j4 referido anteriormente (sendo que as siglas 4 e p— correspondem a inten-
sidade do sinal mais intenso e menos intenso em estudo, respetivamente), seguido do
cdlculo do contraste entre as mesmas, e do valor final médio do contraste obtido para as
regides adjacentes estudadas nos trés cortes considerados (1. contraste). Garantiu-se que

o valor médio do sinal obtido provinha de uma regido com pouca dispersao de valores
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de intensidade. As tabelas seguintes apresentam os resultados obtidos.

Tabela 4.7: Contraste entre as diferentes zonas visiveis, dentro da ROI, nas imagens obtidas no
caso A, nos cortes em estudo

Corte 8 Corte 9 Corte 10
T p— | Contraste | p4+ | p— | Contraste | ps | p— | Contraste
103.9 | 78.9 25 117 | 64.9 52.1 147 | 117 30
Caso A | 119 | 735 45.5 122 | 95.5 26.5 139 | 81.3 57.7
107 87 20 124 | 90.3 26.5 151 | 136 15
123 | 101 22 146 | 119 27
Ueontraste 30.2 31.8 324

Tabela 4.8: Contraste entre as diferentes zonas visiveis, dentro da ROI, nas imagens obtidas no
caso B, nos cortes em estudo

Corte 8 Corte 9 Corte 10
i pu— | Contraste | py | p— | Contraste | pusy | p— | Contraste
110 | 39 71 160 | 88 72 122 | 27.8 94.2
CasoB | 109 | 33.7 75.3 91.6 | 55.2 36.4 141 | 86.5 54.5
101 | 68.1 329 83.1 | 61.2 21.99 99 30 69
98.9 | 52.2 46.7 103 | 70.5 325 121 | 76.7 443
949 | 359 59 91.8 | 54.5 37.3 87 | 54.9 32,1
102 | 48.2 53.8 111 | 63 48 97.3 | 795 17.8
130 | 99 31 90.5 | 70.1 204 128 | 67 61
90.6 | 3.2 87.4 95.8 | 62.8 33 112 | 73.3 38.7
136 | 90.1 45.9 100 | 77.4 22.6 110 | 62.2 47.8
99.2 | 49 50.2 98.1 | 54.3 43.8 138 | 78.5 59.5
122 | 72.3 49.7 101 | 67.8 33.2 117 | 98.6 18.4
95.9 | 49 46.9 97.3 | 63 34.3
95.6 | 60.2 36.3
teontraste 54.2 36.3 48.8

Analisando os valores obtidos para o contraste, verificou-se que para os 3 cortes em
estudo, este é maior no caso B, ou seja, no caso em que foram administrados ML's C,
podendo-se concluir que o contraste, na imagem do 6rgdo que esteve sujeito ao poten-
cial AC melhora, tal como se pode constatar pela representagdo grafica 4.15 em que se

comparam os dois casos.
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Figura 4.15: Representacao grafica do Contraste médio entre zonas distintas, dentro da ROI, nas
imagens obtidas nos casos A e B, nos cortes em estudo

Um outro parametro passivel de quantificar a qualidade da imagem é a razdo contraste-
ruido (CNR). Por vezes, quando o contraste é elevado, mas o ruido é demasiado grande,
a diferenca de sinal entre duas regides distintas pode ndo ser percetivel para o olho hu-
mano. Assim sendo, torna-se importante definir a razdo entre o contraste e o desvio
padrdo do ruido, denominada por razdo contraste-ruido (CNR). Esta razdo é definida,
para duas regides de interesse distintas A e B, como [36]:

Cag _ Sa—SB
0] g

CNRup = — ONR4 — CNRp (4.4)

Para tal, para cada imagem em estudo, foi selecionada uma ROI fora do objeto em
estudo, onde ndo houvesse sinal, e determinado o desvio padrao, oy, da intensidade do
sinal. Tal como referido anteriormente a CNR corresponde a razdo entre o contraste e 0.
As tabelas seguintes apresentam os resultados obtidos.

Tabela 4.9: Valores de o nos casos A e B, nos cortes em estudo

Corte 8 | 09 = 2.02
Caso A | Corte9 | op =2.1
Corte 10 | 09 = 2.73
Corte 8 | 09 =2.19
CasoB | Corte9 | 09 =1.78
Corte 10 | o9 = 2.08
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Tabela 4.10: CNR entre as diferentes zonas visiveis, dentro da ROI, nas imagens obtidas no caso
A, nos cortes em estudo

Corte 8 Corte 9 Corte 10
Contraste | CNR | Contraste | CNR | Contraste | CNR
25 12.38 52.1 24.81 30 10.99
Caso A 455 22.52 26.5 12.62 57.7 21.14
20 9.90 26.5 16.05 15 5.49
22 10.48 27 9.89
HCNR 14.9 16.0 11.9

Tabela 4.11: CNR entre as diferentes zonas visiveis, dentro da ROI, nas imagens obtidas no caso
B, nos cortes em estudo

Corte 8 Corte 9 Corte 10
Contraste | CNR | Contraste | CNR | Contraste | CNR
71 32.4 72 40.4 94.2 45.3
Caso B 75.3 34.4 36.4 20.4 545 26.2
32.9 15.0 21.9 12.3 69 33.2
46.7 21.3 32.5 18.3 443 21.3
59 26.9 37.3 21.0 32.1 154
53.8 24.6 48 27.0 17.8 8.6
31 14.2 20.4 11.5 61 29.3
87.4 39.9 33 18.5 38.7 18.6
45.9 21.0 22.6 12.7 47.8 23.0
50.2 22.9 43.8 24.6 59.5 28.6
49.7 22.7 33.2 18.7 18.4 8.8
46.9 21.4 34.3 19.3
36.3 20.4
UCNR 24.7 18.7 23.5

A razdo contraste-ruido, assim como o contraste, ¢ um parametro que permite avaliar
a qualidade de uma imagem. Assim sendo, quanto maior for este valor, melhor serd a
qualidade da imagem.

Face a representagédo gréfica 4.16, foi no caso B que se verificou maior CNR, pelo que
se concluiu que, tendo em conta este parametro, a qualidade das imagens obtidas no caso
B é superior a qualidade obtida no caso A, vindo mais uma vez de acordo com o esperado
para melhoria da qualidade da imagem no diz respeito ao contraste, com administracdo
do potencial AC em estudo.
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Figura 4.16: Representagdo gréafica do CNR médio entre zonas distintas, dentro da ROI, nas ima-
gens obtidas nos casos A e B, nos cortes em estudo

Quanto mais intenso for o sinal de RM, melhor seréd a qualidade de uma imagem. Em
geral, devido a baixa intensidade que por vezes se verifica no sinal obtido por RM, este
é frequentemente influenciado pelo sinal de fundo. Um fator que quantifica este efeito
é a razdo sinal-ruido (SNR). Esta razdo é influenciada por diversos fatores, como o caso
da intensidade do campo aplicado. Devido ao facto de a excitagdo de volumes maiores
produzir sinais de RM mais intensos e o nivel de ruido ser determinado pelo scanner,
verificam-se melhorias na SNR quando se aplica os métodos de excitacdo em todo o vo-
lume em estudo. Por outro lado, enquanto o tamanho do volume de resolu¢do aumenta
relativamente ao tamanho do objeto em estudo, a perda de coeréncia de fase reduz o
contraste na imagem final. Deste modo, quando a imagem de um pequeno objeto é ob-
tida com um grande volume de resolugdo, apesar de a razao sinal-ruido aumentar para
o instrumento, a perda de coeréncia de fase leva a reducdo do contraste na imagem final
[2].

O objetivo em imagens médicas é a obtengdo de uma melhor razao sinal-ruido, com-
binada com o melhor contraste passivel de obtengdo no menor intervalo possivel. Em
IRM, se a SNR néo for suficientemente elevada torna-se impossivel a distin¢do de um
tecido com o outro, ou com o fundo da imagem. Um dos objetivos principais em IRM é a

obtencao de sinal de cada voxel suficientemente elevado em relagao ao ruido.

E possivel estimar-se a SNR através do racio entre o valor médio do sinal numa regido
de interesse e o valor de o(, ou seja, a estimativa da razdo sinal-ruido pode obter-se

através de:

SNR — Sregiaodae;nteresse (45)
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O valor de o corresponde ao valor do desvio padrdo numa regido de interesse fora
do objecto em estudo, onde nédo haja sinal [36].

Assim, para cada valor de intensidade obtido e j4 apresentado anteriormente, dividiu-
se o valor de o, também ja apresentado, obtendo-se os seguintes valores médios para a
SNR de cada corte:

Tabela 4.12: SNR entre as diferentes zonas visiveis, dentro da RO, nas imagens obtidas nos casos
A e B, nos cortes em estudo

Corte | SNR(média)
6 46.97
50.29
47.45
37.22
46.84
53.83

Caso A

Caso B

(o e o JIRN|

SNR médio nos casos Ae B
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Figura 4.17: Representacdo grafica do SNR médio entre zonas distintas, dentro da ROI, nas ima-
gens obtidas nos casos A e B, nos cortes em estudo

Este parametro revelou-se maior no caso em estudo A, relativamente ao corte 8 e 9. Se
este parametro ndo for suficientemente elevado, a distin¢do de um tecido com o outro ou
com o fundo da imagem podera ser dificil, no entanto, em ambos os casos este parametro

apresentou-se elevado.
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4.2.1.2 Comparagdo com os casos Ce D

Apo6s a andlise dos casos A e B, e por forma a trabalhar uma amostra estatistica mais
representativa, efetuou-se um estudo semelhante para os casos C e D. Tal como nos casos
anteriores foram obtidas imagens de cortes axiais e com a mesma resoluc¢do das anterio-
res.

As imagens obtidas no caso C, para os cortes 8, 9 e 10 encontram-se apresentadas nas
figuras 4.18, 4.19 e 4.20, respetivamente.

Figura 4.18: Imagem obtida por IRM para o caso C, corte 8

Figura 4.20: Imagem obtida por IRM para o caso C, corte 10
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Relativamente ao caso D, as imagens obtidas por IRM encontram-se apresentadas nas
figuras 4.21, 422 e 4.23.

Figura 4.21: Imagem obtida por IRM para o caso D, corte 8

Figura 4.22: Imagem obtida por IRM para o caso D, corte 9

Figura 4.23: Imagem obtida por IRM para o caso D, corte 10

Inicialmente o volume administrado no caso C e D foi o dobro do administrado nos

casos anteriores, mas através de andlises aos paramétros bioquimicos efetuados sobre a
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coordenacdo da Dra. Maria Luisa Corvo, chegou-se a conclusdo de que a quantidade de
ML'’s C que atingiu o 6rgéao foi aproximadamente igual em todos os casos.
Mais uma vez analisou-se o ntimero de zonas distintas visiveis, obtendo-se os seguin-

tes resultados (tabela 4.13), para os cortes em estudo.

Tabela 4.13: Ntimero de zonas distintas visiveis, dentro da ROI, nas imagens obtidas nos casos C
e D, nos cortes em estudo

Caso | Corte | N°Zonas distintas
6 14
10
14
12
12
16

Caso C

Caso D

X J O ®

Comparagédo de n° de Zonas distintas em casos sujeitos a isquemia
30 4

25 4

n
o

1%}
<
8
£
Z mCaso A
g 15 mCasoB
g mCasoC
N Caso D
z

=
o

Corte8 Corte 9 Corte 10

Figura 4.24: Comparacdo do n° de Zonas distintas visiveis nas imagens obtidas, nos diferentes
cortes, para os casos em estudo sujeitos a isquemia hepética

Comparando com os casos anteriormente estudados, verificou-se que nos casos sujei-
tos a isquemia hepatica, com administracdo de ML's C o ntimero de zonas distintas visi-
veis nas imagens é maior do que no caso sem a sua administragdo (caso A). No entanto,
este nimero é maior no caso B tal como se pode verificar através da representagdo grafica
apresentada na figura 4.24, em que se comparam todos os casos sujeitos a isquemia hepéa-
tica. Esta diferenca poderd ser devida a rapidez de recuperagdo ap6s a inflamacao - visto
tratarem-se de 6rgdos provenientes de animais diferentes, cada um podera recuperar a
uma taxa diferente, vendo-se assim um dano diferente, ainda que com caracteristicas
semelhantes, em cada um dos 6érgéos.

Relativamente ao contraste, foi efetuado um estudo semelhante ao efetuado para os

casos anteriores, tendo-se obtido os seguintes resultados:

58



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2. Estudo do comportamento de magnetolipossomas, por IRM, em érgaos

Tabela 4.14: Contraste entre as diferentes zonas visiveis, dentro da ROI, nas imagens obtidas no
caso C, nos cortes em estudo

Corte 8 Corte 9 Corte 10
e | p— | Contraste | uy | pu— | Contraste | puy | p— | Contraste
111 | 72.2 38.8 129 | 98.2 30.8 119 | 33.8 85.2
CasoC | 110 | 31.5 78.5 125 | 58.3 66.7 154 | 117 37
112 | 15.7 96.3 114 | 60.6 53.4 145 | 114 31
137 | 118 19 147 | 128 19 168 | 132 36
126 | 102 24 122 | 100 22 143 | 111 32
145 | 112 33 133 | 91 42
123 | 87 36 174 | 130 44
Lhcontraste 46.5 38.4 43.9

Tabela 4.15: Contraste entre as diferentes zonas visiveis, dentro da ROI, nas imagens obtidas no
caso D, nos cortes em estudo

Corte 8 Corte 9 Corte 10
pe | p— | Contraste | o p— | Contraste | puy | p— | Contraste
112 | 444 67.6 124 | 53.3 70.7 94.6 | 46.5 48.1
CasoD | 105 | 585 46.5 979 | 393 58.6 116 | 41.4 74.6
124 | 91.9 32.1 101.9 | 76.1 25.8 113 | 51.8 61.2
110 | 86.4 23.6 106 | 51.9 54.1 125 | 63.4 61.6
108 | 72 36 112 | 86.8 25.2 127 | 73.6 53.4
112 | 97.1 14.9 111 | 76.5 35.5 108 | 81.1 26.9
113 | 85 28
112 | 60.2 51.8
Mecontraste 36.8 45.0 50.7

Mais uma vez, comparando com o0s casos anteriores, verificou-se que o valor médio do

contraste entre regides adjacentes é maior nos casos com administracdo de magnetolipos-
somas, B, C e D, no entanto mais uma vez e relativamente aos cortes 8 e 10, é no caso B
que se verifica mais contraste, enquanto que no corte 9, é no caso D que isto se verifica,

tal como se pode comprovar pela representagdo gréafica apresentada na figura 4.25.
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Figura 4.25: Comparacdo do Contraste médio entre zonas distintas visiveis nas imagens obtidas,
nos diferentes cortes, para os casos em estudo sujeitos a isquemia hepdtica

Tal como anteriormente, quantificou-se a razdo contraste-ruido, de forma idéntica a

analise dos casos anteriores, tendo-se obtido os seguintes valores:

Tabela 4.16: Valores de oy nos casos C e D, nos cortes em estudo

Corte 8 | o9 = 2.19
Caso C | Corte9 | 09 = 2.22
Corte 10 | 0y = 2.18
Corte 8 | o9 = 2.01
CasoD | Corte9 | 09 = 2.03
Corte 10 | 0y = 2.12

Tabela 4.17: CNR entre as diferentes zonas visiveis, dentro da ROI, nas imagens obtidas no caso
C, nos cortes em estudo

Corte 8 Corte 9 Corte 10
Contraste | CNR | Contraste | CNR | Contraste | CNR
38.8 17.72 30.8 13.87 85.2 39.08
Caso C 78.5 35.84 66.7 30.05 37 16.97
96.3 43.97 534 24.05 31 14.22
19 8.68 19 8.56 36 16.51
24 10.96 22 9.91 32 14.68
33 15.07 42 19.27
36 16.44 44 20.18
HCNR 21.2 17.3 20.1
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Tabela 4.18: CNR entre as diferentes zonas visiveis, dentro da ROI, nas imagens obtidas no caso
D, nos cortes em estudo

Corte 8 Corte 9 Corte 10
Contraste | CNR | Contraste | CNR | Contraste | CNR
67.6 33.63 70.7 34.83 48.1 22.69
Caso D 46.5 23.13 58.6 28.87 74.6 35.19
32.1 15.97 25.8 12.71 61.2 28.87
23.6 11.74 54.1 26.65 61.6 29.06
36 17.91 25.2 12.41 53.4 25.19
14.9 7.41 355 17.49 26.9 12.69
28 13.21
51.8 23.43
HCNR 18.3 22.2 23.9

Tal como o contraste, a razdo contraste-ruido apresenta valores mais elevados nos

casos com admnistra¢do de magnetolipossomas (como se pode constatar através da re-

presentacgdo gréfica na figura 4.26).
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Figura 4.26: Comparacdo de CNR médio, para as ROI selecionadas, nas imagens obtidas, nos
diferentes cortes, para os casos em estudo sujeitos a isquemia hepatica

Quanto a razdo sinal-ruido, esta apresenta os valores apresentados na tabela 4.19.

Verificou-se que em todos os casos em estudo apresenta valores elevados, tal como se

pode constatar pela representagdo grafica da figura 4.27.
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Tabela 4.19: SNR entre as diferentes zonas visiveis, dentro da ROI, nas imagens obtidas nos casos
C e D, nos cortes em estudo

Corte | SNR(média)
6 45.71
Caso C 7 48.74
8 57.82
6 46.52
Caso D 7 42.56
8 41.62

Comparacao de SNR (médio) nos casos sujeitos a isquemia
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Figura 4.27: Comparac¢do de SNR médio, para as ROI selecionadas, nas imagens obtidas, nos
diferentes cortes, para os casos em estudo sujeitos a isquemia hepética

4.2.1.3 Determinacio de T2 por Eco de Spin miltiplo com 8 ecos

Procedendo como descrito no capitulo 2, obtiveram-se os tempos de relaxagao T2 por
IRM para os casos em estudo. Os valores obtidos encontram-se na tabela 4.20.

Verificou-se que no caso com administracdo de ML'’s C e sujeitos a isquemia hepatica,
o valor de T2 é inferior ao obtido sem administracdo de ML's C, demonstrando que estes
actuam na diminui¢do da constante de relaxagdo transversal em casos de 6rgdos sujeitos

a isquemia hepética.
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Tabela 4.20: Valor obtido para T2 por imagem para os casos em estudo

T2(ms)
Caso A 14.8
Caso B 12.3
Caso C 13.14
CasoD | 1244

4.2.1.4 Potencial utilizacio como Agente de Contraste em caso de isquemia hepdtica

Em imagens obtidas através de sequéncias rapidas, o nimero de acumulagdes, pontos
da matriz, e TR devem ser curtos, pelo que se espera que nestes casos a resolugao espacial
e a razdo contraste-ruido sejam piores. No entanto, é importante ter em consideragdo que
para um bom diagndstico clinico o mais importante ndo serd a "beleza"da imagem mas
sim a sua qualidade, ou seja, a maximizagdo do ntiimero de estruturas diferentes visiveis
[10]. A melhor qualidade de imagem, contraste e distingdo de estruturas verificou-se
com a utilizagdo da sequéncia FLASH (sequéncia rdpida) face a sequéncia Eco de Spin.
Motivo pelo qual as imagens consideradas na realizacdo do presente trabalho foram as
obtidas através da sequéncia FLASH. Relativamente ao TE, foi efetuado um estudo por
forma a averiguar com qual TE se verificou a presenca de maior defini¢do e mais ntiimero
de estruturas.

Obtidas as imagens, e efetuado o estudo acerca da qualidade das imagens obtidas,
e face aos valores obtidos, ficou comprovado que em todos os casos estudados a razdo
sinal-ruido apresentou valores suficientemente elevados por forma a permitir a distin¢ao
dos diferentes tecidos.

No caso B, C e D foram visiveis mais zonas distintas e detalhe nas imagens obtidas,
em comparagdo ao caso A, no entanto foi no caso B que esta diferenga se tornou mais
evidente. Foi ainda quantificado o contraste e a razdo contraste-ruido, comprovando-
se que nos casos em que houve administracdo de magnetolipossomas, estes parametros
foram superiores comprovando o seu potencial para utilizacdo como AC’s em IRM, no
caso de isquemia hepética.

Esperava-se que as nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro diminuis-
sem a intensidade do sinal nos tecidos normais do 6rgao, ndo alterando a sua intensidade
nos tecidos sujeitos a inflamagédo. Face as imagens obtidas, foram observadas mais estru-
turas e com melhor contraste nos casos em que houve administracdo de ML's C, face ao
caso A, podendo-se concluir que houve acumulagao destes no 6rgao, podendo ser classi-
ficados como agentes para especificacdo para 6rgaos, neste caso o figado. A melhoria no
contraste terd entdo sido devida a alteragdo na intensidade do sinal nos tecidos normais
face aos isquemicos. No entanto, é importante ter em conta que ndo foram estudados
os efeitos dos procedimentos cirtrgicos invasivos, pelo que nao se sabe exatamente qual

o dano causado pela isquemia e se as estruturas visiveis poderdo ser consequéncia ou
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ndo destes procedimentos. Na realidade, a isquemia induzida pode nao ter resultado
em consequéncias iguais nos diferentes casos e estes poderdo ter recuperado de forma
diferente nas 24h que a sucederam. O fator tempo foi importante - tanto o tempo desde
a indugdo da isquemia até a sua morte, como o tempo de duragdo da indugdo da isque-
mia. Quanto maior fosse o tempo de indugdo isquemica, maior seria o dano provocado.
Por outro lado, devido ao facto de o 6rgéo ter capacidade de recuperacado deste tipo de
inflamacdo, o inverso aconteceria com o tempo de espera desde a indugdo da mesma até
a morte do animal, verificando-se menos dano quanto maior fosse o tempo para se dar
esta recuperagao.

Relativamente aos valores de T2 obtidos por IRM, estes apresentaram-se inferiores
nos casos com administracdo de ML's C face ao caso de estudo sem utilizacdo dos mes-
mos. No entanto, este valor apresentou um valor superior no caso em estudo C, face ao
B e D, o0 que vem de acordo com os valores obtidos para os restante parametros quanti-
ficados em que se constatou um valor de contraste médio superior e CNR, em dois dos
cortes em estudo, para os caso B e D, face ao caso C.

As imagens com maior contraste e maior niimero de estruturas visiveis foram obtidas
no caso B, em que o volume de nanoparticulas administradas foi metade do volume dos
casos C e D, no entanto, é necessdrio em trabalhos futuros determinar qual o volume ideal
por forma a aumentar o potencial como AC. Outro fator importante é a concentra¢do
interna de ferro, que permite um melhor contraste [21], pelo que é também importante
dosear o ferro nos ML's C.

4.2.2 Estudo de caso em 6rgao normal, por IRM

Por forma a compreender os efeitos da isquemia na anatomia normal do figado e
da utilizacdo de ML's C, estudou-se o caso E, ndo sujeito a isquemia hepética mas com
administracdo intravenosa de ML’s C.

As imagens foram obtidas com a mesma resolugdo dos casos anteriores, sendo anali-
sados novamente os cortes 8, 9 e 10, obtendo-se, respetivamente, para o caso E, as ima-
gens correspondentes as figuras 4.28, 4.29 e 4.30.
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Figura 4.29: Imagem obtida por IRM para o caso E, corte 9

Figura 4.30: Imagem obtida por IRM para o caso E, corte 10

As imagens obtidas apresentam pouca heterogeneidade, ndo sendo visivel a distin¢do

de grande ntimero de estruturas ou contraste entre estas ao nivel periférico como nos
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casos anteriores com administracdo de ML's C.

4.2.2.1 Avaliacdo da qualidade das imagens

Tal como nos casos anteriormente estudados realizou-se a andlise da qualidade das
imagens obtidas. Selecionadas regides de interesse, apresentadas em anexo A, quantificou-
se o nimero de zonas distintas em 3 cortes diferentes (apresentado na tabela 4.21).

Tabela 4.21: Numero de zonas distintas visiveis, dentro da ROI, nas imagens obtidas no caso E,
nos cortes em estudo

Caso | Corte | N°Zonas distintas
6 8
Caso E 7 8
8 10

O interesse do estudo deste caso é o da comparagdo com os casos anteriores, tentando
compreender o efeito da isquemia hepatica e da administracdo dos ML’s C. Relativa-
mente a este primeiro paramétro, a sua comparagao é visivel pela representagdo grafica

apresentada na figura 4.31.
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Figura 4.31: Comparagdo do n° de Zonas distintas visiveis nas imagens obtidas, nos diferentes
cortes, para todos os casos em estudo

Verificou-se a existéncia de menor nimero de zonas distintas no caso E, ou seja, no

tigado normal, sem isquemia hepatica mas com administragdo de ML's C, face aos casos
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do 6rgao sujeito a isquemia e com administracdo de ML’s C.
Procedeu-se como anteriormente para quantificar o contraste. O resultado encontra-
se apresentado na tabela 4.22.

Tabela 4.22: Contraste entre as diferentes zonas visiveis, dentro da ROI, nas imagens obtidas no
caso E, nos cortes em estudo

Corte 8 Corte 9 Corte 10
L p— | Contraste | py | p— | Contraste | py | p— | Contraste
112 | 544 57.6 80.6 | 23.1 57.5 88.5 | 345 54
CasoF | 110 | 88.3 21.7 945 | 61 33.5 103 | 57.8 45.2
92.6 | 80.5 12.1 116 | 99.3 16.7 98.1 | 80.2 17.9
929 | 59.4 33.5 108 | 88.5 19.5 95.3 | 75.6 19.7
108 | 90.5 17.5
Lcontraste 31.2 31.8 30.9

O contraste é maior nos casos sujeitos a isquemia hepdtica e com administra¢do de
ML’s C. Comparando os casos A e E, o valor do contraste apresenta resultados semelhan-
tes.

Comparacao de Contraste (médio) nos diferentes casos
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Figura 4.32: Comparacdo do Contraste médio entre zonas distintas visiveis nas imagens obtidas,
nos diferentes cortes, para os todos os casos em estudo

Mais uma vez, apos obtengdo do desvio padrdo de uma zona sem sinal, fora do objeto

em estudo, analisou-se a razdo contraste-ruido, obtendo-se os seguintes resultados:

Tabela 4.23: Valores de oy no caso E, nos cortes em estudo

Corte8 | 0g =2.14
Caso E | Corte9 | o9 = 2.07
Corte 10 | 0g = 2.16
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Tabela 4.24: CNR entre as diferentes zonas visiveis, dentro da ROI, nas imagens obtidas no caso
E, nos cortes em estudo

Corte 8 Corte 9 Corte 10

Contraste | CNR | Contraste | CNR | Contraste | CNR

57.6 26.92 57.5 32.61 54 25
Caso F 21.7 10.14 33.5 16.18 45.2 20.93
12.1 5.65 16.7 8.07 17.9 8.29
33.5 15.65 19.5 9.42 19.7 9.12
17.5 8.10
ICONR 14.6 15.4 14.3

Comparacao de CNR (médio) nos diferentes casos
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Figura 4.33: Representagdo gréfica do CNR médio entre zonas distintas, dentro da ROI, nos dife-
rentes casos em estudo

A CNR apresenta valores superiores nos casos sujeitos a isquemia hepética e com

administracdo de ML’s C, tal como os paramétros anteriormente estudados.

Relativamente a razdo sinal-ruido, obtiveram-se os resultados apresentados na ta-
bela 4.25.

Tabela 4.25: SNR entre as diferentes zonas visiveis, dentro da ROI, nas imagens obtidas no caso
E, nos cortes em estudo

Corte | SNR(média)
6 40.3
Caso F 7 40.52
8 38.5

A SNR apresentou valores inferiores no caso E, face aos restantes casos, em todos os

cortes em estudo.
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Comparacéo de SNR (médio) nos diferentes casos
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Figura 4.34: Comparacdo de SNR médio, para as ROI selecionadas, nas imagens obtidas, nos
diferentes cortes, para os diferentes casos em estudo

4.2.2.2 Potencial utilizacio como Agente de Contraste em casos de 6rgaos normais

Nao se verificou maior distin¢do de estruturas ou melhoria no contraste no caso E
face aos restantes casos com administracdo de ML’s C e sujeitos a isquemia hepética,
nao havendo alargamento das vasos nas zonas mais periféricas. O animal estudado no
caso E ndo foi sujeito a isquemia hepética, pelo que as estruturas visivéis na imagem
corresponderdo a uma anatomia conservada e a uma periferia pouco danificada.

Face a estes resultados, é possivel a conclusdo de que no caso de um figado normal,
sem dano, as nanoparticulas ML's C ndo melhoram o contraste em IRM. Estes resultados
também sado influenciados pelo volume de ML's C administrado, que podera nao estar no
volume ideal por forma a se obterem resultados satisfatérios ao nivel da sua utilizacdo
como potencial AC. No entanto, um estudo mais detalhado, por exemplo ao nivel dos
parametros bioquimicos, seria ttil para uma compreensdo mais clara destes resultados, e
qual o papel e local de deposi¢do dos magnetolipossomas, no caso de um figado normal,
sem isquemia hepética.

Tal como anteriormente, é importante referir que néo foi efetuado um estudo ao nivel
dos efeitos dos procedimentos cirtirgicos para a administracdo dos magnetolipossomas,

que poderdo ter influenciado os resultados obtidos.
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Conclusodes e Perspectivas Futuras

O tema da presente dissertacdo, Estudo da potencial utilizagdo como agente de contraste
em Imagem por Ressondncia Magnética de novos magnetolipossomas, insere-se na drea dos
Biomateriais e Imagem Médica. Esta teve como objetivos principais, numa primeira parte
o estudo da eficiéncia de magnetolipossomas - ML SPC:Chol - desenvolvidos, a serem
utilizados como potenciais agentes de contraste, ou seja, o estudo da sua relaxividade, e
numa segunda parte, a obtencdo de imagens de IRM e o seu estudo e quantificagdo da
qualidade das imagens obtidas ap6s administracdo de um potencial AC desenvolvido -
oML C.

Para a primeira parte do trabalho foi inicialmente sintetizado um ferrofluido cons-
tituido por nanoparticulas de magnetite no Instituto Superior Técnico, e em seguida
desenvolveu-se na Unidade de "Novas Formas de Agentes Bioactivos", da Faculdade
de Farmécia da Universidade de Lisboa, magnetolipossomas constituidos por um na-
cleo central de magnetite (com o ferrofluido sintetizado), revestido por um surfactante,
e envoltos por fosfatildicolina de soja, com diferentes formula¢des ao nivel da quanti-
dade de colesterol na sua bicamada fosfolipidica - os ML's SPC:Chol. Estudou-se a sua
relaxividade, através do Espectrometro de Ressondncia Magnética Nuclear Bruker 300 MHZ
Avance 111, existente no CENIMAT/i3N, tendo-se obtido valores muito reduzidos para
a relaxividade longitudinal das diferentes formula¢ées desenvolvidas. Relativamente a
relaxividade transversal, a formulacdo que nado continha colesterol foi a que apresentou
um maior valor de r2, seguida da formulagdo com razdo molar de SPC:Chol 1:0,5 e por
fim a formulagdo SPC:Chol 1:1. Foi efetuado o estudo por imagem de RM, no mesmo
equipamento, obtendo-se valores concordantes com os obtidos por Espectroscopia. Estes
valores permitiram a conclusdo de que os magnetolipossomas desenvolvidos apresen-

tam potencial para serem utilizados como AC’s negativos, diminuindo o valor do tempo
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de relaxacdo T2. As formulag¢des desenvolvidas diferenciaram-se entre si pelo colesterol
presente na bicamada, sendo que na sua presenga a membrana diminui a sua permea-
bilidade devido ao facto de se tornar mais rigida, condicionando a troca de dgua entre
o interior e o exterior, diminuindo a eficiéncia dos magnetolipossomas como potenciais
AC’s negativos em IRM, o que se comprovou pelos valores obtidos para a relaxividade.
Estudos do comportamento do colesterol na eficiéncia como AC’s de compostos desen-
volvidos apenas tinham sido estudados para AC’s positivos com compostos de gadolineo
[41,42,43], mas apresentaram resultados concordantes com os obtidos na presente disser-
tagdo. Este estudo foi importante pois o colesterol é adicionado em diversas formula¢oes
de ML’s por forma a se obterem lipossomas com maior estabilidade para administracao

intravenosa [50].

Na segunda parte do trabalho estudou-se o comportamento de magnetolipossomas
com um longo tempo de circulagdo na corrente sanguinea (ML's C) em 6rgdos, nome-
adamente figados de ratos, através de imagens obtidas por RM. Foi investigada a sua
potencial utilizagdo como agente de contraste em imagem por ressondncia magnética.
Estes diferem dos anteriormente estudados pela sua composi¢do — possuem um ntcleo
central de magnetite envolto por PEG, que se encontra encapsulado por uma bicamada
de fosfatildicolina de ovo que possui uma ligagdo a um polimero de PEG. O PEG foi

utilizado por forma a aumentar o tempo de circulacdo no sangue destas nanoparticulas.

O estudo foi efetuado no mesmo equipamento de RM ja referido anteriormente, utili-
zando-se para a obtencdo das imagens, uma sequéncia de impulsos rédpida de Eco de

Gradiente — a sequéncia FLASH.

Foram estudados 6rgéos sujeitos a isquemia hepética, através de uma lesdo contro-
lada, tentando recriar o dano minimo existente num transplante hepatico, e em seguida
a aplicacdo de magnetolipossomas em trés casos em estudo, comparando com um caso
apenas sujeito a isquemia hepética. A nivel do dano celular no figado, este pode ser cau-
sado durante a isquemia, mas também na reperfusdo que se segue, resultando em disfun-
¢do local e sistémica do 6rgao. As alteragdes bioquimicas causadas pelo dano da isquemia
hepética, podem conduzir a remodelag¢des hepatocelulares, incluindo remodelacédo celu-
lar ou morte celular programada irreversivel. Diagnoésticos precoces sdo fundamentais
para intervengdes terapéuticas suficientes, impedindo a sua progressdo na insuficiéncia
hepatica [48]. Assim, é importante a identificacdo e compreensdo deste tipo de lesdes,
sendo a IRM uma ferramenta 1til para esta andlise. Em seguida estudou-se o efeito da
utilizagdo dos magnetolipossomas num 6rgao normal, ndo sujeito a isquemia hepatica,

mas com administragdo de ML’s C.

Comparando os casos sujeitos a isquemia, concluiu-se que com a utilizagdo de mag-
netolipossomas, foi possivel a visualiza¢do de mais estruturas, com maior detalhe, maior
contraste e maior razdo contraste-ruido, apresentando ainda uma razao sinal-ruido sufi-
cientemente elevada por forma a permitir a discriminac¢do das diferentes estruturas pre-

sentes na imagem, comparativamente a um 6rgdo apenas sujeito a isquemia hepética,
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sem administracdo de magnetolipossomas. Estes parametros foram quantificados atra-
vés da selecdo de uma regido de interesse dentro do 6rgao e obtencdo do sinal entre zonas
distintas adjacentes.

Para o 6rgdo normal, a utilizagdo de ML’s C ndo permitiu a melhoria do contraste,
nem a visualiza¢do de mais estruturas presentes no 6rgdo, nao sendo visivel tanta defini-
¢do na sua periferia em relagdo aos restantes casos.

Os ML’s utilizados, além de poderem ser classificados como agentes de contraste ne-
gativo, revelaram, ao nivel da sua biodistribui¢do, serem agentes de especificagdo para o
figado, verificando-se a sua acumulagdo neste 6rgdo ap6s as 24h que precederam a sua
administracdo intravenosa. A vascularizacdo evidenciada nas imagens obtidas para os
casos sujeitos a isquemia hepdtica apresentou maior homogeneidade no caso sem admi-
nistracdo de ML’s, enquanto que nos casos com a sua administra¢do verificou-se maior
vascularizagdo, principalmente na periferia do 6rgao, evidenciando o dano provocado
pela isquemia hepatica. Esta evidéncia foi visivel através da utilizagdo dos ML'’s C, reve-
lando a sua potencialidade como AC em IRM. A sua classificagdo como AC’s negativos
provém da diminui¢do do tempo de relaxagdo T2 e T2* dos tecidos. No entanto, esta
utilizagdo apenas se demonstrou eficaz no caso de isquemia hepatica, comprovando-se
que estas nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro diminuiram a intensi-
dade do sinal nos tecidos normais do 6rgao, ndo alterando a sua intensidade nos tecidos
sujeitos a inflamacdo, aumentando o contraste entre as diferentes zonas, o que seria de
esperar e que ja se encontrava referido na literatura [12]. Obtiveram-se ainda os valores
de T2 através de uma sequéncia de impulsos msme, apresentando-se inferiores nos casos
com utilizacdo de ML’s e sujeitos a isquemia hepética, demonstrando a sua atuacdo na
diminuicdo da relaxagdo transversal quando sujeito a inflamacao.

Um possivel trabalho futuro podera ser o estudo dos efeitos dos procedimentos ci-
rargicos invasivos, que poderdo ter causado algum dano no 6rgdo visivel nas imagens
obtidas. E importante também ter em conta que poderao existir codgulos, pelo que es-
tes se poderdo impor a entrada ou saida de formol, ocupando espagos nos vasos, que o
fomblin ndo foi capaz de ocupar, apresentado assim sinal de RM.

Relativamente aos riscos associados com o uso de magnetolipossomas para aplica-
¢Oes in vivo, estes prendem-se com o uso da magnetite. Ao uso de 6xidos de ferro esta
associado um efeito téxico, podendo surgir inflamagao, formagado de corpos apoptéticos,
surgimento de espécies reativas de oxigénio, condensacdo cromossémica, entre outros. A
toxicidade associada depende de diversos fatores como o tipo de revestimento da super-
ficie ou os seus produtos de degradagdo, composi¢do quimica do meio celular, estado de
oxidagdo dos 6xidos de ferro utilizados e a interagao entre estes e as proteinas. O revesti-
mento utilizado para as nanoparticulas é de extrema importancia na medida em que este
funcionard como uma barreira de protecdo face a estes efeitos nocivos, conferindo-lhes
estabilidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade, sendo que o seu comportamento
quimico deve ser estudado de forma a prever a sua interagdo com as células [51].

Posto isto, outro possivel trabalho futuro podera ser o estudo da toxicidade associada
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aos ML’s SPC:Chol desenvolvidos na primeira parte do trabalho, e da sua biocompatili-
dade.

Em relagdo aos ML'’s C estudados na segunda parte do trabalho, e por o estudo ter
sido efetuado por forma a reproduzir o dano minimo que ha num transplante hepatico,
é importante ter em conta o efeito que os 6xidos de ferro administrados poderao ter so-
bre o figado, nomeadamente a ocorréncia de rea¢des de Haber-Weiss. Estas ocorrem pela
combinagdo de H202 (Peréxido de Hidrogénio) com o Fe?t (que pode, devido a utili-
zagdo de magnetite, surgir pela sua oxidagdo) surgindo Fe3*, que pode ser novamente
reduzido, levando ao aparecimento de radicais hidroxilicos, que se caracterizam por se-
rem muito reativos, iniciando rea¢des oxidativas que podem conduzir a peroxidagdo de
lipidos na membrana, danos em proteinas e pequenas moléculas, e em tltimo caso em
morte celular [52]. A nivel hepético os efeitos téxicos do ferro prendem-se com a sua
deposicdo nas células de Kupffer e nos hepatdcitos, e é possivel que a partir de uma certa
concentracdo de ferro administrado e que chega ao figado, esta reagdo ocorra. Porém, um
estudo efetuado com magnetolipossomas com formula¢do ndo exatamente igual, mas se-
melhante [21], revelou que estes sdo altamente estaveis in vivo e ndo téxicos, pelo que um
estudo semelhante poderd no futuro ser efetuado com os magnetolipossomas utilizados
na presente dissertacao.

Assim sendo, e tendo em conta o fator associado a toxicidade, e com vista também
a maximizar o contraste, podendo estes magnetolipossomas, ML'’s C, vir a ser utilizados
como agentes de contraste em IRM, um trabalho futuro a desenvolver poderé ser o estudo
da concentragdo e quantidade 6tima a administrar, pois conforme o verificado com este
estudo, o contraste melhora mas a dosagem administrada podera ndo ser a dosagem
Otima.

O estudo apresentado na segunda parte deste trabalho foi efetuado em 6rgédos de
animais sem vida, no entanto, seria interessante num possivel trabalho futuro comparar
imagens de animais in vivo, antes e ap6s a administracdo dos ML’s C. No entanto no
presente trabalho tal estudo nao foi efetuado devido ao facto de o equipamento existente
no CENIMAT/i3N ndo possuir um sincronizador que permita que o batimento cardiaco
do animal ndo influencie a qualidade das imagens obtidas.

O presente trabalho efetuou-se a um campo magnético de 7 Tesla, enquanto que atu-
almente os campos utilizados na pratica clinica sdo da ordem dos 3 Tesla. No entanto, a
tendéncia atual em IRM ¢ a utilizagdo de campos magnéticos mais elevados dai também

o interesse do trabalho aqui apresentado.
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ROI’s seleccionadas

Figura A.2: ROI no caso B, corte 8, 9 e 10 respectivamente
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A. ROI’S SELECCIONADAS

Figura A.3: ROI no caso C, corte 8, 9 e 10 respectivamente

Figura A.4: ROI no caso D, corte 8, 9 e 10 respectivamente

Figura A.5: ROI no caso E, corte 8, 9 e 10 respectivamente
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