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RESUMO

A Esclerose Multipla (EM) é uma doenca autoimune caracterizada por causar danos na
bainha de mielina, que ao se danificarem prejudicam a conducéo eficiente de impulsos neurais.
A causa da EM engloba fatores genéticos e ambientais que contribuempara o risco da doenca.
Embora se acredite que esta doencga seja multifatorial em etiologia,estudos apontam para um
papel conjunto da exposicdo ambiental a metais pesados, a suscetibilidade a genes associados a
resposta imune e o subsequente desenvolvimento daEM. Dentre os possiveis metais envolvidos
como agentes externos causadores da esclerose multipla, encontra-se 0 Zinco (Zn), pois este
elemento pode desempenhar um papel significativo na patogénese da EM, caracterizado pela
sua alta concentracdo no sistema nervoso central e do seu envolvimento na fisiologia do cérebro.
Assim, a interrupgéo da homeostase do Zn pode estar associada ao desenvolvimento de doengas
neurodegenerativas.

O principal exame utilizado para detectar alteracbes encefalicas em pacientes com
esclerose multipla é a imagem por ressonancia magnética (MRI). Na imagem, a EM ¢
caracterizada por apresentar lesdes encefélicas onde ocorre o processo de neurodegeneracao.
Estudos em MRI buscam incluir o mapeamento quantitativo demarcadores, além de uma
avaliacdo qualitativa da imagem. Embora 0 mapeamento quantitativo de marcadores como
metais possa aumentar significativamente a quantidade,a confiabilidade e a comparabilidade dos
dados obtidos em imagens médicas, exige-se padronizacdo cuidadosa dos protocolos e o
desenvolvimento de objetos de referéncia padrdo ou estruturas de calibracdo (fantomas) para
validar a precisao dessas medicdes invivo e avaliar a capacidade de repeticao e reprodutibilidade
das medidas nas imagens. Assim, esse trabalho tem como proposito a identificacdo de metais
nas imagens de ressonancia magnética obtidas utilizando um objeto simulador (fantoma) de
encéfalo.

Palavras-chaves: Nanoparticulas de ZnO, Fantoma encefélico, Simula¢do de Lesdes,

Imagem de Ressonancia Magnética.



ABSTRACT

Multiple Sclerosis (MS) is an autoimmune disease characterized by damage to the
myelin sheath, which when damaged impairs the efficient conduction of neural impulses. The
cause of MS encompasses genetic and environmental factors that contribute to the risk of the
disease. Although this disease is believed to be multifactorial in etiology, studies point to a joint
role of environmental exposure to heavy metals, susceptibility to genes associated with the
immune response, and the subsequent development of MS. Among the possible metals involved
as causative external agents in multiple sclerosis is Zinc (Zn), as this element may play a
significant role in the pathogenesis of MS, characterized by its high concentration in the central
nervous system and its involvement in brain physiology. Thus, disruption of Zn homeostasis
may be associated with the development of neurodegenerative diseases.

The main test used to detect brain changes in patients with multiple sclerosis is magnetic
resonance imaging (MRI). On imaging, MS is characterized by having brain lesions where the
process of neurodegeneration occurs. MRI studies seek to include quantitative marker mapping
in addition to qualitative image assessment. Although quantitative mapping of markers such as
metals can significantly increase the quantity, reliability and comparability of data obtained in
medical imaging, careful standardization of protocols and the development of standard reference
objects or calibration structures (phantoms) is required to validate the accuracy of these
measurements in vivo and to assess the repeatability and reproducibility of measurements on
images. Thus, the purpose of this work is to identify metals in magnetic resonance images
obtained using a brain phantom.

Keywords: ZnO Nanoparticles, Brain phantom, Lesion Simulation, Magnetic
Resonance Imaging.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1 Doencas Neurodegenerativas e a Esclerose Mdltipla

As doencas neurodegenerativas podem ser classificadas de acordo com caracteristicas
clinicas primérias, a distribuicdo anatdbmica da neurodegeneragdo ou sua anormalidade
molecular principal. S8o caracterizadas inicialmente por episodios de déficits neuroldgicos
reversiveis, que geralmente sdo seguidos por deterioracdo neuroldgica progressiva, afetando a
substancia cinza do cérebro e as fungdes ligadas a substancia branca, como por exemplo a
Esclerose Multipla (EM) (FILIPPI et al., 2018).

A EM é uma doenga neuroldgica cronica, degenerativa, autoimune e desmielinizante do
Sistema Nervoso Central (SNC), que afeta o cérebro e a medula espinhal, danificando a bainha
de mielina, o material que envolve e protege as células nervosas (CHOI; JUNG; SUH, 2017).
A doenga possui distribuicdo mundial, sendo mais comum em individuos caucasianos,
acometendo principalmente mulheres e individuos na faixa etaria de 15 a 50 anos, rara nos
extremos de idade, levando a disfungfes motoras como paralisias dos membros superiores e
inferiores e disturbios sensitivos (LERAY et al., 2016). Segundo a Associacdo Brasileira de
Esclerose Mdltipla, até 2016 essa doenca atingia cerca de 35 mil pessoas no pais (ABEM -
Associagdo Brasileira de Esclerose Mdltipla, 2020).

A constituicdo da placa esclerosada € a principal caracteristica da EM que corresponde
a etapa final de um processo que envolve a inflamagéo, desmielinizacdo e remielinizacéo, o
esgotamento de oligodendrdcitos e astrécitos e a degeneracdo neuronal do axénio (CASTRO,
2016).

O prognostico da doenca € variavel e seu curso imprevisivel. Sua etiologia é complexa
e multifatorial, que depende da interacdo de diversos componentes genéticos e fatores
ambientais. Varios fatores de risco ambiental s&o estudados, tais como poluicdo, infeccdo pelo
virus Epstein-Barr e tabagismo, mas apesar de as causas da EM serem amplamente conhecidas,
ainda ndo existem fatores de risco bem estabelecidos para auxiliar na prevencao da doenca
(BELBASIS et al., 2015).

Embora se acredite que a EM seja multifatorial em etiologia, estudos recentes mostram
um possivel papel da exposicdo ambiental a metais pesados e a suscetibilidade a genes
associados a uma resposta imune e o subsequente desenvolvimento de diversas doencas
neuroldgicas, incluindo a EM (BREDHOLT; FREDERIKSEN, 2016; ELITT; FAHRNI,;
ROSENBERG, 2019; NAPIER et al., 2016; ORABY et al., 2019; TAMBURO et al., 2015).

Assim, trabalhos baseados em estudos de concentracdo de metais em amostras cerebrais
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relacionando o possivel papel da exposicdo de metais na etiologia de diversas doencas
neuroldgicas, incluindo a EM, tem contribuido para o melhor conhecimento de suas causas (DE
OLIVEIRA et al., 2020; GROCHOWSKI et al., 2019).

1.2 Papel do Zinco na Esclerose Multipla

Dentre os possiveis metais envolvidos como agentes externos causadores da EM o
elemento de interesse neste trabalho foi 0 zinco (Zn), um oligoelemento essencial para a vida
humana.

O Zn é crucial para o desenvolvimento do sistema nervoso, a mielinizacao das fibras
nervosas e a excitabilidade neuronal. E componente de sistemas enzimaticos envolvidos em
funces celulares primordiais, fatores de transcricdo e proteinas, incluindo a proteina bésica da
mielina e metaloproteinases de matriz (MMPs) (BREDHOLT; FREDERIKSEN, 2016;
ORABY et al., 2019). A homeostase do Zn é essencial para varias vias biologicas e sua
interrupcdo pode impactar diversos processos do sistema nervoso, como na patologia de
algumas doencas neurodegenerativas (STRONG et al., 2020).

A relacdo entre 0 Zn e a imunopatogénese da EM é bastante complexa. A ideia de 0 Zn
desempenhar um papel significativo na patogénese da EM pode surgir de sua alta concentracéo
no SNC e do seu envolvimento na fisiologia do cérebro. Através de estudos que mostraram que
a toxicidade relativa ao Zn facilita a proliferacdo de células T, células reativas que atravessam
a barreira hematoencefalica liberam mediadores inflamatorios causando lesdo neuronal e glial
(CHOI; JUNG; SUH, 2017; VISCONTI et al., 2005).

Alteracdes no nivel de Zn tém consequéncias no sistema nervoso, reprodutivo e
imunoldgico. Através de analise de pacientes com EM verificou-se que niveis mais baixos de
Zn sérico estdo associados a maior incapacidade da doenga (BREDHOLT; FREDERIKSEN,
2016). Nas ultimas décadas, grupos de pesquisadores relacionaram o surgimento do estresse
oxidativo, o principal mediador da neuro e glio-toxicidade do Zn, como a principal causa de
EM, possibilitando a avaliagéo desse metal na patologia da doenca (CHOI; JUNG; SUH, 2017).

Outra contribuicdo importante, realizado por, PIERRE et al., 2018, foi a analise do papel
do transportador de Zn em fendtipos de imagem por RM, onde demonstraram que a intensidade
de sinal do encéfalo pode ser alterada pela homeostase do Zn. Outro estudo também demonstrou
que o0 Zn pode atingir concentragdes que se encontram dentro de um gama de sensibilidade dos

agentes de contraste, podendo ser mapeado por ressonancia magnética (RM) (STRONG et al.,
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2020).

1.3 Exame de Ressonancia Magnética

O principal exame utilizado para detectar alteracdes encefalicas em pacientes com
esclerose multipla € a Imagem por Ressonancia Magnética (MRI, do inglés: Magnetic
Resonance Imaging) (THOMPSON et al., 2018).

A MRI apresenta grande sensibilidade para demonstracdo in vivo das lesGes
desmielinizantes no encéfalo e medula espinhal (BERNARDINO; CARVALHO, 2016;
THOMPSON et al., 2018). A imagem comumente € obtida utilizando exames com sequéncias
T1 pré e poés-gadolinio intravenoso, e sequéncias T2 ou FLAIR (do inglés Fluid Attenuated
Inversion Recovery) para a localizacdo das lesdes, permitindo o adequado preenchimento dos
critérios diagnosticos da doenga (KLEIN, 2016).

As imagens observadas em T1 possuem um sinal de alta intensidade (hiperintenso) na
substancia branca saudavel e um sinal de baixa intensidade (hipointenso) nas lesGes, as quais
possuem tons mais escuros conhecidos como black holes (BAKSHI et al., 2008). J& as imagens
realizadas nas sequéncias T2 e FLAIR, em ambas as lesdes escleréticas apresentam um sinal
de alta intensidade, sendo assim visualizadas por um hipersinal na imagem. A diferenca entre
ambas é que na sequéncia T2 tanto a agua como o liquido cefalorraquidiano (liquor) também
apresentam um sinal de alta intensidade. Ja a sequéncia FLAIR torna-se a sequéncia mais
utilizada no diagndstico da EM, pois consegue eliminar o sinal do liquor, atingindo niveis de
contraste satisfatorios para a deteccdo de lesdes (FARIAS, 2014). As sequéncias de pulso de

RM tipicas usadas em um ambiente clinico sdo mostradas na figura 1.

Figura 1: Sequéncias de pulso T1, T2 e FLAIR de RM geralmente usadas em pacientes com
EM. Os retangulos vermelhos caracteristicas da EM s&o claramente melhor visualizados nas
sequéncias de pulso FLAIR (WElI et al., 2019).
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As lesbes de EM em pacientes, aparecem na maioria das vezes como lesdes elipticas ou
ovoides, particularmente na substancia branca periventriculares, possuem localizagéo "Dawson
Fingers’’, apresentam bordas ou margens bem circunscritas e tamanhos que variam de 3 a 5
milimetros (PINTO, 2017). Para o diagnostico e acompanhamento da EM, verifica-se na
imagem elementos essenciais como: a disseminacdo espacial das lesdes esclerdticas (associada
a surtos clinicos e expressando episodios inflamatdrios agudos em areas diversas do SNC); e a
disseminacdo temporal (episddios acontecendo em momentos distintos na historia da doenca
do paciente) (SANTOS, 2019).

1.4 Principios Fisicos da Formacao da imagem de RM

A Ressonancia Magnética (RM) € um exame que reproduz imagens de grande resolucao
e clareza de qualquer parte do interior do corpo humano, totalmente indolor e néo utiliza
radiacdo ionizante. A RM também pode demonstrar, com precisao e alta qualidade, lesGes muito
pequenas (BANGERTER; MORRELL; GRECH-SOLLARS, 2020).

A estrutura do equipamento de RM, conforme mostra o esquema na figura 2, possui
alguns componentes fundamentais para o seu funcionamento, sendo eles: magneto, bobina de
corpo, bobina de transmissdo e de recepcdo de radiofrequéncia (RF), bobinas de gradiente,
estacio de trabalho e mesa para 0 exame (DORIA; PERLATO, 2016).

Magneto Campx Campo de
MaQNE 1L raciotraQuingia

Figura 2: Representacdo de um equipamento de Ressonancia Magnética (FERREIRA,;
NACIF, 2011).

O principio de funcionamento da RM tem como base a estrutura atbmica, com enfoque
em atomos com nucleo constituido por numero diferente de protons e néutrons. Além disso, a
principal caracteristica que um nucleo deve conter € possuir um momento magnético associado

a um momento angular intrinseco, também denominado spin nuclear (HORE, 2015).
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Dentre os 4&tomos mais abundantes que comp&em o tecido humano, o hidrogénio é o
principal escolhido na RM em decorréncia de alguns fatores tais como: o elemento mais
abundante no corpo humano, possui um unico préton em seu nucleo e possui a maior razao
giromagnética dentre os demais atomos e assim, uma maior sensibilidade a um campo
magnético externo (MAZZOLA, 2009). Os ndcleos de hidrogénio (prétons), por possuirem um
spin nuclear, se comportam como pequenos imas rotativos, representados por vetores (figura
3). A soma de todos os minusculos momentos magnéticos de cada spin é chamada de

magnetizacdo liquida ou magnetizacdo macroscopica (MAZZOLA, 2009).

_u!

Figura 3: Comparag&o do prdton de hidrogénio a um pequeno dipolo magnético
(MAZZOLA, 2009).

Normalmente, a direcdo desses vetores é distribuida aleatoriamente, como mostrado na
figura 4.a. 0s momentos magnéticos do nicleo de hidrogénio apresentam orientacdo aleatoria,
0 que resulta em uma magnetizacdo liquida nula (NASCIMENTO; BLOCH, 2001). Dentro de
um grande campo magnético externo (Bo), momentos magnéticos do nucleo de hidrogénio que
se alinham ao campo (figura 4.b). Alguns ndcleos de baixa energia alinham seus momentos
magnéticos paralelamente ao campo externo (spin-up) e os nucleos de alta energia se alinham
de forma antiparalela com o campo (spin-down), como destacado na Figura 4.b. O nucleo de

hidrogénio em si ndo muda de sentido, mas simplesmente gira em seu proprio eixo.

a) b)

‘i"? Y
Q
ﬂ yn 496 %

Alinhamento aleatorio
Nenhum campo externo , Nacleo de alta energla com spin-down

Figura 4: Nucleos de Hidrogénio: a) com e sem a presenca de um campo externo e b) spin-
up, spin-down e diferenca de energia entre os dois niveis de energia (WESTBROOK; ROTH,
2011)
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Cada nucleo de hidrogénio gira em torno de seu préprio eixo e com a aplicacdo de um
campo magnético externo, os momentos magnéticos do hidrogénio adquirem uma rotacdo
adicional ao redor do campo aplicado. Essa trajetoria circular € chamada de precessao, ou seja,
a rotacéo ou oscilacdo dos momentos magnéticos dos prétons em torno de seu eixo, como pode-
se observar na figura 5. Essa trajetdria € denominada precessional e sua velocidade ao redor do
campo magnético é denominada de frequéncia precessional. A frequéncia de ressonancia,
chamada frequéncia de Larmor (wo) ou frequéncia de precesséo, é proporcional a intensidade
do campo magnético principal (SHAN; A WORTHOFF; FELDER, 2018).

Figura 5: Movimento de Precessdo do atomo de Hidrogénio (WESTBROOK; ROTH, 2011).

O vetor magnético de protons em rotacdo pode ser dividido em dois componentes
ortogonais: uma componente longitudinal ou Z e uma componente transversal, situado no plano
XY, como o esquema da figura 6. A precessdo corresponde a rotacdo do componente transversal
em torno do eixo longitudinal (HAGE; IWASAKI, 2009). Dentro do campo magnético Bo ha
mais spins alinhados com o campo do que spins alinhados contra o campo. Devido a este ligeiro
excesso de spins paralelos, a magnetizacao liquida (Mo) tem um componente longitudinal (ao
longo do eixo Z positivo) alinhado com Bo (HAGE; IWASAKI, 2009).

Figura 6: Representacao do Vetor de magnetizacédo liquida (MAZZOLA, 2009).
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A troca de energia entre dois sistemas em uma mesma frequéncia especifica é chamada
de ressonéncia. A ressonancia magnética corresponde a interacdo energética entre spins e
radiofrequéncia eletromagnética (RF) (SILVA, 2011). Somente protons que giram com a
mesma frequéncia do pulso de RF eletromagnético responderédo a esse pulso de RF. Ha uma
modificacdo do equilibrio do spin e da absor¢do da energia eletromagnética pelos nucleos
atbmicos, que é chamada de excitacdo. Quando o sistema retorna deste estado de desequilibrio
para o equilibrio (relaxamento), ha uma emissdo de energia eletromagnética (HENDEE;
MORGAN, 1984).

O angulo pelo qual o vetor de magnetizacdo efetivo (VME) sai do alinhamento é
chamado de angulo de inclinacéo (flip angle) e depende da forca e da duracédo do pulso de RF.
Quando o pulso de RF € desligado, 0 VME tenta voltar ao plano longitudinal sob influéncia de
Bo, para isso, deve ocorrer uma perda de energia dos ndcleos em spin-down, o qual lhes foi
fornecida pelo pulso de RF, retornando a populacdo de baixa energia alinhando seus momentos
em spin-up (MACOMBER, 1998). Esse processo de perda de energia é denominado
relaxamento. Durante o relaxamento, a energia eletromagnética é retransmitida e combinada
em dois mecanismos diferentes: relaxamento longitudinal que corresponde a recuperacdo da
magnetizacdo longitudinal; e relaxamento transversal que corresponde ao decaimento da
magnetizacdo transversal (COWAN, 2005).

O relaxamento longitudinal é devido a troca de energia entre os spins e a rede
circundante (relaxamento da rede de spin), restabelecendo o equilibrio térmico. Conforme os
spins vado de um estado de alta energia para um estado de baixa energia, a energia de RF €
liberada de volta para a rede circundante. A recuperacdo da magnetizacdo longitudinal segue
uma curva exponencial. A taxa de recuperacdo é caracterizada pela constante de tempo T1
especifica do tecido. Conforme representado na figura 7.a, apds o tempo T1, a magnetizacdo
longitudinal volta a 63% de seu valor final (ANDRADE, 2008).

O relaxamento transversal resulta de spins saindo de fase. Conforme os spins se movem
juntos, seus campos magnéticos interagem (interacdo spin-spin), modificando ligeiramente sua
taxa de precessdo. Essas interacdes sdo temporarias e aleatorias. Assim, o relaxamento spin-
spin causa uma perda cumulativa na fase, resultando na decadéncia da magnetizacdo transversal
(RIBEIRO, 2018). O decaimento da magnetizacdo transversal é descrito por uma curva
exponencial, caracterizada pela constante de tempo T2. Apds o tempo T2, a magnetizacédo
transversal perdeu 63% de seu valor original (figura 7.b). O relaxamento transversal &€ mais

rapido do que o relaxamento longitudinal. O tempo T2 é especifico do tecido, sempre menor
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que T1 e ndo esté relacionado a intensidade do campo (ANDRADE, 2008).

a) b)
100% 100%

63%

37%

™ T2

Figura 7: Curva exponencial: a) T1, caracteristica do tecido, consiste no tempo que leva para
que a magnetizacao longitudinal se recupere em 63% b) T2, caracteristico do tecido, consiste
no tempo que leva para que a magnetizacdo transversal diminua para 37% (HILL, 2015).

Parametros de sincronizagdo de pulsos sdo utilizados para explicar as combinacdes de
pulsos de RF, sinais e periodo de recuperacdo intervenientes. Uma maneira simplificada de
demonstrar a variedade de parédmetros de sincronizacdo usados em sequéncias mais
complicadas ¢ a divisdo do parametro em dois tempos medidos em milissegundos (ms). O
primeiro denominado tempo de repeticdo (TR) que corresponde a intervalos de tempo desde a
aplicacdo de um pulso de RF até a aplicacdo do pulso de RF seguinte, ou seja, corresponde ao
relaxamento T1. Ja o segundo, corresponde ao tempo de eco (TE) que é o intervalo de tempo
desde a aplicagcdo do pulso de RF até o pico méaximo do sinal induzido na bobina, ou seja,
corresponde ao decaimento T2 (WESTBROOK; TALBOT, 2018). A figura 8 representa a

ocorréncia desses dois tipos de pulsos, TE e TR.

' TR 1 TR '
| ) ]
' |} L

Pulso Pulso Pulso
AF RF AF

Ll s TE )

Figura 8: Representacdo do tempo de eco (TE) e do tempo de repeticdo (TR)
(WESTBROOK; ROTH, 2011).
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Para gerar a imagem de RM, um ponto importante é a formacao de ecos, o qual € um
processo natural que consiste na aplicacdo de um pulso de excitagcdo de 90° (que transfere o
vetor magnetizacao liquida para o plano transversal) e ap6s um periodo de tempo t, um segundo
pulso de excitacdo de 180° é enviado (que inverte a direcdo do vetor magnetizacdo liquida e
restaura a coeréncia de fase). Dos pulsos aplicados sdo captados dois sinais na bobina, o
primeiro correspondente ao sinal de inducdo livre (SIL) e 0 segundo justamente 0 eco que ocorre
em um tempo igual a 2t, devido a refasagem dos momentos magnéticos induzidos pelo segundo
pulso de excitacdo, podendo esse sinal ser controlado pelo tempo de aplicacdo dos mesmos
(figura 9) (MAZZOLA, 2009).

Figura 9: Representacdo do sinal de inducéo livre (MAZZOLA, 2009).

O sinal do SIL decai mais rapido do que T2 poderia prever e diminui exponencialmente
na constante de tempo T2* caracteristica. Esta constante leva em consideracdo o relaxamento
spin-spin especifico do tecido e as ndo homogeneidades estaticas em campos magnéticos que
aceleram a defasagem de spins (MAZZOLA, 2009).

A bobina receptora ira receber o sinal que contém informacdes de todo tecido da amostra
que foi colocado dentro do campo magnético. Porém, ndo se pode identificar de que parte do
tecido provém o sinal, deve-se entdo codifica-lo através do uso de gradientes especiais
(MAZZOLA, 2009).

Existem trés tipos de gradientes que atuam em direcOes diferentes, sendo cada um
responsavel pela modificagdo do campo magnético em uma direcdo e pela selecdo de cortes
axiais, sagitais e coronais. Os gradientes sdo utilizados tanto para o processo de defasagem
quanto para refasagem dos momentos magnéticos do nucleo e também realizam trés funcdes
importantes no processo de selecdo de corte, de codificacdo de fase e de codificagcdo de

frequéncia (ODEEN; PARKER, 2019). O sinal coletado de cada corte estara mapeado em fase
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e frequéncia. Utiliza-se um conceito abstrato de forma a auxiliar o processo de formacéo de
imagem denominado espaco K. Este espaco consiste basicamente de uma matriz de pixels em
tons de cinza, cujo numero de linhas representam o gradiente de codificacdo de fase que varia
sua amplitude para cada medida e o nimero de dados de cada linha representa o gradiente de
codificagdo de frequéncias, ou seja, cada linha é preenchida com um eco (figura 10)
(WESTBROOK; ROTH, 2011).
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Figura 10: Representacdo do espaco K (WESTBROOK; ROTH, 2011).

Para a formacdo da imagem de RM em si é utilizada a transformada de Fourier (TF),
que no espaco K passa o sinal do dominio do tempo para o dominio de frequéncias, obtendo a
imagem de RM. Assim, cada pixel recebe uma cor em uma escala de cinza que corresponde a
amplitude das frequéncias especificas vindas da mesma localizacdo espacial representada pelo
pixel (figura 10). Essa transformacdo € necessaria visto que os gradientes localizam

espacialmente o sinal de acordo com sua frequéncia, e ndo seu tempo (OLIVEIRA, 2008).

1.5 Sequéncias de Pulsos

Uma sequéncia de pulso € uma série de RF, aplicacGes de gradientes e intervalos de
tempo de intervencdo, ou seja, € uma série de eventos cuidadosamente coordenados que servem
para gerar um tipo especifico de contraste de imagem, no qual a qualidade e a ponderagéo da
imagem s&o determinadas (BERNSTEIN; KING; ZHOU, 2004). Existem diferentes sequéncias
de pulsos que sdo utilizadas para gerar uma imagem de RM. Dependendo da regido do paciente
que se queira analisar utiliza-se uma determinada sequéncia com aplicagdes e pardmetros mais
adequados a fim de promover uma melhor analise do exame (BERNSTEIN; KING; ZHOU,
2004).
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Cada sequéncia de pulso tem um propésito especifico. Neste trabalho serdo descritas as
sequéncias de pulsos mais comuns utilizadas no protocolo da esclerose maltipla (NOBREGA,
2006; WESTBROOK; TALBOT, 2018).

Essas sequéncias podem ser divididas em dois grupos. O primeiro grupo é denominado
sequéncia de pulso spin-eco, neste caso 0s spins sdo defasados com um pulso de defasagem de
180° e as principais sequéncias utilizadas sdo: o spin-eco convencional, 0 spin-eco rapido ou
turbo e a inversdo-recuperacdo (WESTBROOK; TALBOT, 2018). O segundo grupo é
instituido como sequéncias de pulso gradiente-eco, ou seja, diferente do primeiro grupo, neste
caso 0s spins sdo defasados por um gradiente e as principais sequéncias sdo: o gradiente-eco
coerente, o gradiente-eco incoerente, a precessdo livre no estado estacionério, o gradiente-eco
balanceado, o gradiente-eco rapido e a imagem ecoplanar (WESTBROOK; TALBOT, 2018).
Cada caso tem trés situacdes de sequenciamento: Saturacao, recuperacdo do estado de saturacdo
e recuperacao de inversao.

Spin-eco convencional (SE): A sequéncia de pulso spin-eco convencional geralmente

utiliza um pulso de excitacdo de 90° seguido por um ou mais pulsos de 180° que provocam a
refasagem do vetor de magnetizacdo liquida em direcdo do plano transversal para gerar o spin-
eco (figura 11). Geralmente a producgéo de um eco pode ser empregada para a formacéo de uma
imagem em T1, para isso emprega-se um tempo de eco (TE) e um tempo de repeticdo (TR)
curtos (WESTBROOK; ROTH, 2011). No entanto, a producdo de dois ecos é utilizada para a
formacédo de imagens por densidade proténica (DP), neste caso o primeiro eco apresenta um TE
curto e um TR longo, e imagens ponderadas em T2, que apresentam tanto TE como TR longos
(WESTBROOK; ROTH, 2011).

TR
180 180
90 I Sinal = Eco 90 I
< >< >
t t
TE

Figura 11: Esquema simplificado de uma sequéncia de pulso Spin Eco (SE) (MAZZOLA,
2009).

Essas sequéncias sdao denominadas “padrao-ouro”, pois sao utilizadas na maioria dos
processos de aquisicdo de imagem e empregadas em quase todos os tipos de exame por RM. A

boa qualidade das imagens, a versatilidade, a identificacdo de contrastes a partir dos tempos de
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relaxamento T1 e T2 dos tecidos, as imagens ponderadas em T1 (teis para mostrar a anatomia
e as imagens ponderadas em T2 sensiveis a patologia sdo algumas das vantagens da eficcia da
utilizacdo da SE convencional, com ressalva no tempo de escaneamento ser relativamente longo
em comparacdo a outras sequéncias (MAZZOLA, 2009).

FLAIR (fluid attenuated inversion recovery): A sequéncia FLAIR é uma variacdo da

sequéncia de inversdo-recuperacdo (IR). Essa sequéncia utiliza um tempo de inversédo (TI)
longo que corresponde a recuperagdo de 180° para o plano transversal removendo o sinal do
liquido cefalorraquidiano (LCR) nas imagens resultantes. Conforme o esquema da figura 12,
um pulso de RF é aplicado para cada TR, seguido por um pulso de excita¢do apds um tempo de
inversdo de TI. Posteriormente, os dados sdo adquiridos por um periodo de leitura (T ro),
seguido por um tempo de recuperacdo (MADHURANTHAKAM et al., 2012). O tecido cerebral
nas imagens FLAIR parece semelhante as imagens ponderadas em T2 com a substancia cinzenta
mais brilhante do que a substancia branca, mas o LCR é escuro em vez de brilhante
(NOBREGA, 2006).

180° 180°
90°
RF
€ P ) Su— 3 >l
TI i T
» RO rec >
TR
Figura 12: Esquema simplificado da sequéncia de pulso FLAIR (MADHURANTHAKAM et
al., 2012).

1.6 Anatomia cerebral na Esclerose Mdltipla

Estruturalmente o sistema nervoso é dividido em central (SNC) e periférico (SNP).
Levando em consideracdo o objetivo deste trabalho, o sistema nervoso central é dividido em
duas partes, a medula e o encéfalo. O encéfalo por sua vez, se divide em mais trés partes
constituidas pelo cérebro que se divide em telencéfalo e diencéfalo, o cerebelo e o tronco
encefalico onde encontra-se 0 mesencéfalo, a ponte e o bulbo (TORTORA; DERRICKSON,
2016). O SN possui duas principais substancias nervosas: branca e cinzenta estando
relacionadas com a concentracdo de axénios, ou seja, microscopicamente, uma area que possuli
uma grande concentragdo de axdnios é denominada de substancia cinzenta (LIMA et al., 2006).

Em contrapartida, a substancia branca possui alguns tipos neuronais, como a células diaforase
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positivas e uma grande quantidade de axénios mielinizados, estrutura condicionante do aspecto
esbranquigado (LIMA et al., 2006).

Outra substancia importante no SNC é o LCR ou liquor e seus envoltorios (meninges).
O LCR ¢é formado dentro das cavidades ventriculares do SNC nos plexos coréides, onde sdo
localizados o cerebelo e a coluna espinal dorsal e esta presente nos ventriculos cerebrais e no
espaco subaracndideo. A principal funcdo do LCR é a protecdo mecanica que amortece o
encéfalo e a medula espinhal contra choques e pressdo. Essa substancia também tem a
capacidade de flutuacdo, de defesa do SNC contra agentes infecciosos, de remover residuos e
de circular nutrientes, mantendo, assim, o dinamismo dos elementos nele presentes (ERRANTE
etal., 2016).

Portanto, essas trés principais substancias sdo importantes para o entendimento da
anatomia cerebral, juntamente com as fungdes cerebrais e também tém um papel fundamental
na analise e entendimento das imagens de RM e na classificacdo dos tecidos e lesdes provocadas

pela esclerose maltipla.

1.7 Mapeamento quantitativo de metais

Assim como em outras modalidades de imagens médicas, estudos em MRI buscam
incluir o mapeamento quantitativo de marcadores, além de uma avaliagdo qualitativa da
imagem. Embora 0 mapeamento quantitativo de marcadores como metais possa aumentar
significativamente a quantidade, a confiabilidade e a comparabilidade dos dados obtidos em
imagens médicas, exige-se padronizacdo cuidadosa dos protocolos e o desenvolvimento de
fantomas (objetos de referéncia padrdo ou estruturas de calibragdo) para validar a precisdo
dessas medicdes in vivo e avaliar a capacidade de repeticao e reprodutibilidade das medidas nas
imagens (KEENAN et al., 2018).

O objeto simulador, também conhecido como fantoma, ¢ um dispositivo amplamente
utilizado na area de controle de qualidade e dosimetria de equipamentos de imagens médicas.
S&o objetos de referéncia e calibracdo que garantem, em um controle de qualidade, a boa
formacéo e reprodutibilidade da imagem (KEENAN et al., 2018). Esses equipamentos simulam
caracteristicas anatdémicas, fisioldgicas e bioldgicas de uma determinada regido do corpo,
permitindo simular uma area especifica de interesse e 0 estudo de suas caracteristicas
(KEENAN et al., 2018; LAUBACH et al., 1998; MATTILA et al., 2007).
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Dessa forma, o propoésito desse trabalho foi a utilizacdo de nanoparticulas de ZnO (NPs-
ZnO) para simulacdo de lesbes de EM em um fantoma encefalico, possibilitando sua

identificacdo nas imagens por ressonancia magnética.

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
A partir do tema proposto anteriormente, este trabalho utilizou nanoparticulas metélicas
em um objeto simulador de encéfalo para simular lesbes cerebrais ocasionadas por EM
possibilitando sua identificacdo através de MRI.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Este objetivo foi alcangado por meio das seguintes etapas especificas:

e Sintese das nanoparticulas de zinco a partir do processo de sol-gel e pé de 6xido de
zinco (Zn0O) amorfo;

e Caracterizacdo das nanoparticulas de zinco utilizando técnicas de difracdo de Raios
X (DRX), espectroscopia na regido do infravermelho com método de refletancia
total atenuada (FTIR ATR Vertex 70 — Bruker), microscopia eletrénica de Varredura
(MEV) e energia dispersiva de Raios X (EDX-MEV);

e Preparo das solucdes com as nanoparticulas e montagem do objeto simulador do
encéfalo;

e Obtencdo das MR,

e Avaliacdo da presenca de nanoparticulas nas imagens.

3. METODOLOGIA

3.1 Sintese das nanoparticulas de ZnO

As NPs-ZnO tiveram a finalidade de simular lesdes escleréticas nas imagens de
ressonancia magnética. Elas foram produzidas seguindo procedimentos adaptados de (LA et al.,
2019), obtidas usando o processo sol-gel e o p6 amorfo de ZnO (Sigma-Aldrich) como
precursor.

Inicialmente foi preparada em um béquer uma solucdo de 100 ml de agua deionizada
com 15 ml de acido nitrico, levadas a um agitador magnético de 300 rpm a uma temperatura de
aproximadamente 90°C, e gradualmente foi adicionado ao liquido 5,5 g ZnO amorfo. Em
seguida, em outro béquer, preparou-se uma segunda solucédo composta por 5,5 g de acido citrico
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em 190 ml de &gua deionizada. Os dois contetidos liquidos foram misturados no béquer maior
para reagir com o &cido citrico. Ap6s a espera de 15 minutos, adicionou-se 10,5 ml de
etilenoglicol, o qual ficou em agitacdo por algumas horas para iniciar a medicdo do pH a
temperatura de aproximadamente 290°C. Apds atingir um pH basico, a temperatura foi reduzida
para 180°C e depois 70°C até a evaporacao do solvente. Apos ocorrer a cristaliza¢éo, o produto
foi levado para secagem em uma mufla elétrica por um periodo de 2 horas & 350°C com taxa
de aquecimento de 1°C/min., seguido de um periodo de 30 minutos a 500°C com taxa de

aquecimento de 5°C/min.

3.2 Caracterizacao das nanoparticulas

Todos 0s equipamentos utilizados sdo pertencentes aos laboratérios da Faculdade de
Ciéncias da UNESP de Bauru. As caracterizacfes das nanoparticulas sintetizadas foram feitas
por meio das seguintes técnicas para o estudo da morfologia das NPs-ZnO.

l. Difracdo de raio-X (DRX): A caracterizacao por Difratograma de Raios X é uma

poderosa técnica ndo destrutiva que possibilita a caracterizacdo de materiais cristalinos.
Utilizando essa técnica foi possivel obter através do espectro, as informacdes estruturais das
NPs-ZnO (SILVA, 2020). Os picos de DRX foram produzidos por interferéncia construtiva de
um feixe monocromatico de Raios X, espalhados em angulos especificos, neste trabalho foram
usados angulos de 20° a 45°, de cada conjunto de planos de rede da amostra, com passo de
varredura de 0.02° min-1 com velocidade de 2° min-1, a 40 kV/20 mA. Foi utilizado o
equipamento D/MAX-2100/PC, Rigaku, com radiacdo Cu-Ka (k = 1.54056 A). As intensidades
dos picos foram determinadas pelas posi¢cdes atbmicas dentro dos planos da rede. Os espectros

obtidos foram comparados com os padrdes de referéncia PCPDF 65-3411 para o ZnO.

1. Espectroscopia na regido do infravermelho com método de refletdncia total
atenuada (FTIR-ATR Vertex 70 — Bruker): O FTIR-ATR é uma técnica de analise que

normalmente requer uma minima preparacdo da amostra para analise, obtendo-se espectros na

regido do infravermelho de materiais que sdo espessos e fortemente absorventes aptos a serem
analisados por espectroscopia de transmitancia. E Gtil para dar informagbes sobre as
propriedades da superficie do material, abrangendo sua identificagdo, modificacdo e adsorcao
em superficies (CAPANEMA, 2014). A caracterizacdo por FTIR foi feita na regido do

intermediario com faixa de varredura entre 4000 e 400 cm™ pelo método de refletancia total
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atenuada. As amostras foram colocadas com cristal de diamante como suporte e 32 varreduras
foram obtidas em resolucédo 4 cm™. Os espectros resultantes forneceram a composicao quimica

dos grupos funcionais existentes nas amostras.

1. Microscopia eletronica de varredura (MEV): A microscopia eletronica de

varredura € uma técnica que permite obter informacdes acerca da morfologia e tamanho dos
grdos das amostras analisadas. Esta € uma técnica que fornece informacgdes da textura,
topografia e da superficie de p6s ou de filmes (COSTA, 2016). As caracteriza¢des por MEV
foram realizadas para o estudo da morfologia das particulas, utilizado um microscopio
eletronico de varredura FESEM, JEOL 7500F, operando com um feixe de energia de excitacdo
de 10 kV.

V. Energia Dispersiva de Raios X (EDX-MEV): A técnica de EDX é capaz de

fornecer informacgdes qualitativas ou quantitativas a respeito da composicdo de amostras
contendo elementos quimicos com numero atbmico maior do que trés, por meio da excitacdo
por Raios X. Cada elemento na amostra emite fotons de Raios X em um comprimento de onda
caracteristico devido a quantizacdo dos niveis de energia. O equipamento coleta estes fotons de
modo a identificar quais elementos estdo presentes na amostra (KOHLI; MITTAL, 2019). Foi

utilizado 0 mesmo microscopio eletrdnico de varredura da caracterizacdo por MEV.

O fluxograma da sintese e as técnicas de caracterizacGes estdo representadas na figura
13.
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Figura 13: Fluxograma da sintese e caracterizacdo das nanoparticulas de zinco (Fonte:

préprio autor).



3.3 Preparo do objeto simulador do encéfalo

Apds a sintese e caracterizacdo das nanoparticulas, foram feitas solu¢cdes com diferentes
concentragdes de NPs-ZnO e adicionadas no objeto simulador.

O fantoma foi confeccionado em acrilico (polimetil-metacrilato - PMMA), e é
constituido por 9 orificios, no qual foram inseridas solucdes aquosas em diferentes
concentracgdes das particulas de ZnO. Depois da montagem do fantoma, o mesmo foi submetido
ao exame de ressonancia magnética para obtencdo das imagens. A sequéncia de pulsos e o
protocolo utilizado foram os mesmos utilizados na obtencdo das imagens de ressonancia
magnética para pacientes com EM, seguindo as recomendacdes descritas pelo Consortium of
Multiple Sclerosis Centers (SIMON et al., 2006).

O fantoma que foi utilizado no trabalho e sua representacdo de forma esquematica estao

representados na figura 14.

a)

20 cm
19em
15¢m

| |
i\ Orificios para

Inserir as NPs
‘ >
20cm

Figura 14: Objeto simulador/fantoma; a) representacdo esquematica e b) foto real (Fonte:
proprio autor).

Nos testes realizados, para representar o tecido biolégico do organismo, utilizou-se agua
Mili-Q para simulagéo da substancia branca, do liquido cefalorraquidiano interno, da substancia
cinzenta e do liquido cefalorraquidiano externo. A figura 15 ilustra o planejamento
experimental utilizado no preparo e posicionamento das concentragdes das particulas de ZnO
para simulagdo das lesdes esclerdticas. Nos orificios numerados de 1 a 8 foram inseridas
solucBes com diferentes concentracdes de Zn e o orificio 9 foi preenchido com gadolinio

(substancia padrao de controle).
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Figura 15: Indicacdes no fantoma para o procedimento experimental com as particulas de Zn

(Fonte: proprio autor).

As concentragdes das solucOes foram baseadas em estudos das concentragdes de metais

em amostras cerebrais utilizando técnicas analiticas (DE OLIVEIRA et al., 2020;

GROCHOWSKI et al., 2019). Desta forma, foram preparadas solu¢des com concentracdes de

zinco variando entre 1,0 e 100 pg/g nos orificios (GROCHOWSKI et al., 2019).
Realizou-se cinco estudos experimentais, ao longo do desenvolvimento do trabalho, a

fim de simular lesdes escleroticas através das NPs-ZnO e determinar seu limite de detecgdo. A

quantidade (concentracdo) de NPs nos cinco exames (E1, E2, E3, E4 e ES), inseridas em cada

orificio, estdo listadas na Tabela 1. O restante dos compartimentos foram preenchidos com agua

Mili-Q para simular as substancias brancas e cinzentas e o liquido cefalorraquidiano. Os

orificios 2, 8 e 9 tiveram um volume total de 2 ml e os demais 3 ml.

Tabela 1 - Concentracdo de ZnO utilizadas nos exames de RM.

Orificios E1 (g/l) E2 (g/l) E3 (g/l) E4 (g/l) E5 (g/l)
1 0,03 1,67 5 66,7 150
2 0,10 3,00 30 150 250
3 0,20 4,03 35 133,4 2334
4 0,40 7,00 50 166,7 3334
5 1,67 10,00 vazio 34* 6
6 2,00 16,67 HNOs 6,7* 20
7 4,03 15,83 10,00 * 134~ 50
8 10,50 15,00 * 30,00 * 30* 112,5
9 Gadolinio Gadolinio Gadolinio Gadolinio Gadolinio
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Os valores com * representam os orificios com concentracao de nanoparticulas de ZnO em g/l
diluidas em HNOs. Os valores em negrito representam a concentracdo em g/l de uma solucao
padrdo de Zn.

Nos exames E1 e E2 foram utilizadas as NPs-ZnO sintetizadas e caracterizadas, e suas
respectivas concentracbes em cada orificio estdo listadas na Tabela 2. J& nos exames E3 e E4,
em alguns orificios também se utilizou as NPs diluidas em acido nitrico, além de uma solucgéo
padrdo de Zn nos orificios de 1 a 4 variando sua quantidade de 5 — 166,7 g/L. No E5 foram
utilizados apenas a solucdo padréo de Zn com quantidade variando de 6 — 333,4 g/L. A
quantidade de gadolinio utilizada nos quatro exames foi de 0,005 g.

Os testes realizados permitiram avaliar quais concentra¢des estariam abaixo ou acima
dos limites para a visualizagdo na imagem. Desta forma, o fantoma foi especialmente utilizado
com o intuito de avaliar o limite de deteccdo das nanoparticulas metalicas em imagens de

ressonancia magnetica.

3.4 Obtengéo das imagens de RM

A obtencgéo das imagens de RM do objeto simulador foi feita no equipamento Siemens
Verio 3.0 T. Na figura 16, estdo registradas as imagens do equipamento de Ressonancia
Magnética (16.a) e do objeto simulador posicionado no equipamento (16.b).

a)

Figura 16: a) Equipamento de Ressonancia Magnética b) fantoma posicionado no
equipamento para realizacdo do exame (Fonte: proprio autor).

As MRIs seguiram o protocolo de rotina para EM, utilizando as indicag¢fes descritas
pelo Consortium of Multiple Sclerosis Centers (MELO, 2016; SIMON et al., 2006). Foram
obtidas imagens nas sequéncias T1, T2 e FLAIR, com suas respectivas dimensoes
(416x512x40), (384x384x30) e (512x512x40) para o plano axial na regido de interesse deste
trabalho (crénio), devidamente simulado pelo fantoma. A Tabela 2 mostra os detalhes das
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sequéncias que foram utilizadas para obtencdo das MRI.

Tabela 2 - Protocolo das sequéncias realizadas para obtencdo das MRI do Fantoma

A 3 Resolucéo Tempo de Tempo de
Planos | Sequéncia | Voxel (mm’) (Pixel/mm) | Eco(ms) | Repeticio (ms)
T1 0,43x0,43x4,0 2,33 6,5 334
Axial T2 0,57 x 0,57 x4,0 1,755 96 9090
FLAIR 0,43x0,43x4,0 2,33 95 8000

Ap0s a realizacao dos exames de RM foi possivel obter as imagens do objeto simulador
para os experimentos. As analises das imagens foram feitas pelos Softwares ImageJ e 3D Slicer.

Inicialmente as imagens passaram por um pré-processamento para garantir que tivessem
a mesma padronizacdo e normalizacdo (correcdo de homogeneidade e alinhamento espacial). O
alinhamento espacial foi realizado para que as diferentes sequéncias (T1, T2 e FLAIR),
tivessem a mesma dimensdo espacial. Este procedimento foi realizado com o operador
Resample Image (BRAINS) do 3D Slicer (JOHNSON; HARRIS; WILLIAMS, 2007) o qual
aplicou uma transformacdo de dimensdo para que as sequéncias T2 e FLAIR assumissem o
mesmo tamanho de T1. Assim, todas as sequéncias ficaram com uma dimenséo de (0,43 x 0,43
x 4,0 mm3 e 416 x 512 x 40 pixels). A homogeneidade foi corrigida no mesmo software com o
operador morfolégico N4ITK, o qual foi responsavel por realizar a correcdo de bias
(TUSTISON et al., 2010). Para tal correcdo, o algoritmo utilizou um filtro de normalizacao de
intensidades, permitindo entdo a homogeneidade da intensidade de sinal na imagem. Todas as
sequéncias passaram pela correcdo de homogeneidade. Ainda no Imagel, foi possivel
determinar espacialmente o volume da regido representativa da lesdo esclerotica, referente as
nanoparticulas metalicas.

A figura 17 mostra um exemplo da imagem original FLAIR, o filtro de corregdo de

homogeneidade e a imagem final corrigida.
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Figura 17: a) Imagem original de RM, b) filtro de correcéo, e c) imagem corrigida (Fonte:
préprio autor).

Apdbs a realizacdo do pré-processamento, descrito anteriormente, foi realizada uma

avaliacdo visual de intensidade de sinal das imagens.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Sintese e caracterizacdo das nanoparticulas de ZnO

I.  Sintese Sol-Gel

As etapas da sintese realizada pelo método sol-gel das NPs-ZnO conforme descrita na

secdo 3.1, estdo destacadas na figura 18 abaixo:

Figura 18: Etapas da sintese das NPs-ZnO. A) Solugdo com ZnO amorfo, agua Mili-Q, acido
nitrico e acido citrico. B) Processo de evaporacdo. C) Processo de cristalizacdo. D) Pds
cristalizacdo. E) Mufla elétrica para realizacdo do tratamento térmico. F) NPs-ZnO obtidas

(Fonte: proprio autor).

Apo0s a sintese das NPs-ZnO foi possivel realizar os processos de caracterizacdo das
mesmas e consequentemente preparar solugcdes com diferentes concentragcbes de metais e
preencher os orificios do fantoma para simulacéo das les6es escleréticas com base no exame de
RM.
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Il. Difracdo de Raios X (DRX)

O padrdo DRX das NPs-ZnO sintetizadas neste trabalho esta ilustrado na figura 19.a.

Com base no padrédo observados nos difratogramas, as NPs-ZnO mostraram picos de difragéo
caracteristicos da estrutura cristalina hexagonal wurtzite (figura 19.b), tendo parametros da
malha a = 3.249 e ¢ = 5.206A. Estes resultados foram comparados com o DRX padrédo de ZnO
dado pelo Comité Conjunto de Padrbes de Difracdo de P6 (JCPDS 36-1451) para efeitos de
confirmacdo (ALIM et al., 2005) e através de analises feitas em estudos aplicados a0 mesmo
método de caracterizacdo (AL ABDULLAH et al., 2017; SHAMHARI et al., 2018; TALAM,;
KARUMURI; GUNNAM, 2012).

Os picos mais intensos observados a 20 possuiram valores de 31,76° 34.,4°, 36,24°,
47,52°, 56,56°, 62,84°, 66,36°, 67,92°, 69,08°, 89,6° e 95,28° correspondentes aos planos da rede
(100), (002), (101), (102) (110), (103), (200), (112), (201), (004) e (202), respectivamente.
Esses resultados mostraram que a sintese de NPs-ZnO foi adequada por ser ultrapura.
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Figura 19: a) Padrdo DRX das nanoparticulas de ZnO sintetizadas. b) Estrutura wurtzite de
ZnO (BARUAH; DUTTA, 2009).

Il. Espectroscopia na reqido do infravermelho com método de refletancia total
atenuada (FTIR ATR Vertex 70 — Bruker)

O FTIR foi realizado a fim de estudar e determinar os grupos funcionais das NPs-ZnO

sintetizadas. A figura 20 mostra o espectro FTIR das NPs-ZnO obtidas a partir do processo sol-
gel, como mencionado anteriormente. A identificacdo de varios grupos funcionais e estruturas

quimicas nas NPs-ZnO foi feita analisando os picos de transmitancia. A média de 5 testes foi
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obtida para a identificacdo dos picos, com faixa de comprimento de onda entre 400 e 4000 cm”
! sendo colocadas em um cristal de diamante como suporte e 32 varreduras foram obtidas em
resolucdo de 4 cm™.

Observou-se que as amostras apresentaram picos de transmitancia, na faixa de
comprimento de onda em 668, 878, 1379, 2341, 2358, 2975, 3367 e 3725 cm™. Por meio da
literatura (DIAMANTI, 1999; KHAN et al., 2016; PONNUVELU et al., 2014), pode-se

determinar os tipos de ligacOes presentes na nossa amostra.
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Figura 20: Espectros de FTIR das nanoparticulas de ZnO (Fonte: proprio autor).

Os picos em torno de 3367 cm™ correspondem as vibracdes de alongamento O-H de
moléculas de agua fisissorvidas residuais ligadas nas nanomoléculas de ZnO. O grupo amino
tem uma banda de absorcéo caracteristica na regido de 3500-4000 cm™, que é mascarada pela
banda larga de absorcio do grupo —OH. Os picos que aparecem entre 2800 cm™ e 3000 cm™?,
no qual o mais evidente foi o pico de 2975 cm, correspondem a vibragdes de alongamento
simétricas e assimétricas do grupo metileno C-H. Os picos duplos em 2341 cm™ e 2358 cm™
correspondem ao alongamento assimétrico do CO> atmosféerico adsorvido no material. As
bandas em torno de 1379 cm s&o atribuidas a deformacdo dos grupos -CH; e -CHs. Os 6xidos
metalicos geralmente exibem bandas de absor¢ao na regido abaixo de 1000 cm™, resultante de
vibragGes interatdmicas. As vibragdes de balanco do CH» aparecem em 878 cm™ e os picos

observados em torno de 668 cm™ corresponde as vibragdes de alongamento de ZnO,
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correspondentes a estrutura hexagonal do cristal de ZnO wurtzite, confirmando a presenga de
NPs-ZnO na amostra.

V. Microscopia eletronica de Varredura (MEV)

A partir das caracterizagdes por MEV foi possivel realizar uma analise descritiva da
morfologia da superficie das nanoparticulas. A figura 21 mostra uma foto do microscépio
eletrébnico de varredura, FE-SEM, JEOL 7500F, utilizado nesta pesquisa (figura 21.a, a
metalizadora Quorum, modelo Q150R ES, (Figura 21.b), utilizada para metalizacdo das
amostras através do revestimento das nanoparticulas de ZnO com uma liga de ouro-pléstica e
as amostras dentro da metalizadora posicionadas acima de uma fita de cobre antes do

revestimento metélico (figura 21.c).

Figura 21: Equipamentos utilizados para realizacdo da microscopia eletrénica de varredura a)
Equipamento MEV, b) metalizadora e c¢) Amostras devidamente posicionadas para

recobrimento metalico (Fonte: proprio autor).

Foi realizado o estudo com trés amostras (a, b e ¢) em regibes diferentes das
nanoparticulas, com o equipamento MEV operando com um feixe de energia de excita¢do de
10 kV. As imagens obtidas estdo registradas na figura 22.
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Figura 22: Estruturas das nanoparticulas de ZnO obtidas a partir da caracterizacdo por MEV
de trés amostras diferentes a, b e ¢ (Fonte: proprio autor).

A imagem SEM das NPs-ZnO sintetizadas do presente estudo mostram aglomeragoes
de nanoparticulas individuais e que no material h& particulas heterogéneas de diferentes
tamanhos. De acordo com as imagens pode-se notar a presenca de amontoados de particulas
menores com tamanho médio de cerca de 9 um como as figuras 22.A e 22.B e amontoados de
particulas maiores, com cerca de 50 um, como mostrados na figura 22.C

Devido a elevada area de superficie e energia superficial, foram encontradas particulas
de ZnO que se aglomeravam, resultando em particulas de maior tamanho. Além disso, pequenas
particulas com formato arredondado também sdo observadas, como também estruturas em
forma de bastdo. Resultados semelhantes foram também observados por outros estudos (LU;
YEH, 2000; SRIVASTAVA; GUSAIN; SHARMA, 2013).

V. Energia Dispersiva de Raios X (EDX-MEV)

Utilizando o mesmo microscopio eletrénico de varredura, FE-SEM JEOL 7500F, foram

analisadas trés amostras (a, b e ¢), a fim de identificar de forma qualitativa todos os elementos
presentes nas nanoparticulas. A figura 23 mostra a regido de analise com seus respectivos
espectros e porcentagem atomica e em massa dos elementos das amostras analisadas.

Pode-se verificar que os elementos presentes nas nanoparticulas foram Carbono (C),
Oxigénio (O) e Zinco. Em todas as amostras a regido de andlise identificou uma maior
porcentagem de massa referente ao elemento Zn, para amostra A de 62,29%, na amostra B de
69,39% e na amostra C de 73,23%. Os dados obtidos foram comparados com a literatura para
validacédo dos resultados (KHAN et al., 2010; KUMAR et al., 2013).
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Figura 23: Andlise das regides a, b e ¢ nas nanoparticulas de 6xido de zinco com seus
respectivos espectros e porcentagem atdmica e massa dos elementos quimicos presentes (Fonte:

préprio autor).

Os resultados do MEV e EDX-MEV possibilitaram visualizar as NPs-ZnO como
também sua composicao quimica, o que verifica e valida a sintese feita através do processo sol-
gel descrita no item 3.1 como bem sucedida, corroborando com os resultados de caracterizagéo

anteriormente descritos.

4.2 Avaliacdo da presenca de nanoparticulas nas imagens

Ap0s a realizagdo do pré-processamento, descrita no item 3.4, realizou-se uma avaliacdo
visual e quantitativa da intensidade de sinal para cada exame, bem como a obtencdo dos
histogramas correspondentes as sequéncias realizadas, utilizando o software ImageJ. A figura
24 ilustra as imagens obtidas das sequéncias axiais FLAIR para os exames E1, E2, E3, E4 e E5,
e Seus respectivos histogramas.

Vale ressaltar que apesar dos exames serem feitos nas sequéncias FLAIR, Tl e T2, as
alteracdes na intensidade de sinal puderam ser vistas nas sequéncias T1le FLAIR, com melhor

contraste e visualizacdo na FLAIR, ja na sequéncia T2 néo foi possivel observar mudanca de
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sinal. Esse resultado para a sequéncia T2 ja era esperado, uma vez que nessa sequéncia a gua,
o qual foi o liquido utilizado para preencher os espacos entre os tubos do objeto simulador,

aparece disposta em tons mais claros, semelhante a tonalidade das lesdes de EM (ambas com

um sinal hiperintenso). Dessa forma, nesse trabalho a analise de todos os exames foram feitas

a partir da sequéncia FLAIR.

Exame 1 Exame 2 Exame 3 ! Exame 4 Exame 5

145340 151 1869 :0 66.521,

Figura 24: Imagem de RM obtldas da sequenua aX|aI FLAIR dos cinco experimentos

realizados. A seta vermelha indica o gadolinio como substancia padrdo de controle e os orificios

do fantoma numerados de 1 a 9 (Fonte: préprio autor).

Todos os exames seguiram o protocolo de rotina, possibilitando a realizacéo de 40 cortes
para cada eixo e em cada sequéncia utilizada. Para promover uma anéalise padronizada, todos
os dados recolhidos das imagens da figura 24, foram para o corte 18.

Através do software ImageJ, foi possivel quantificar a intensidade do pixel em cada
orificio do fantoma e comprar tais valores de acordo com a concentragdo utilizada de NPs-ZnO
e solucdo padrdo de Zn. Os valores de intensidade de cada pixel, normalizados pela intensidade

de sinal da dgua, dos nove orificios para 0s cinco exames estao registrados na tabela 3.

Tabela 3 — Valor do pixel para cada orificio nos cinco exames normalizados pela intensidade

de sinal da 4gua

Orificios El E2 E3 E4 ES
1 1,08 1,09 1,09 1,59 1,63
2 1,10 0,77 1,16 1,64 1,63
3 1,20 1,07 1,16 1,51 1,67
4 1,28 1,11 1,06 1,52 1,74
S) 0,79 1,35 0,00 1,77 1,09
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6 0,80 0,86 1,85 1,36 1,13
7 0,76 0,96 2,77 3,55 1,18
8 0,81 3,11 3,02 1,56 1,25
9 1,83 2,17 1,01 0,18 3,54
Agua 415 344 752 695 609

Analisando as imagens obtidas na Figura 24, pode-se observar que para 0s exames E1
todos os orificios do objeto simulador onde estavam alocadas as particulas de Zn, nédo
apresentaram mudancas visuais de intensidade de sinal. No E2 foi possivel perceber alteracdes
nos orificios 5 e 8, apresentando concentracdo de Zn de 10,00 g/l e 15 g/I, com um diferencial
que no tubo 8 apresentava um adicional de &cido nitrico (HNO3). Para os dois primeiros exames
apenas foi observado o sinal significativo da amostra de controle (gadolinio), e o orificio que
continha &cido.

Com relagéo aos exames E3 e E4, pode-se notar que para as concentragdes na faixa de
3 a 30 g/l de Zn, identifica-se visualmente uma diferenca de intensidade de sinal, decorrentes
da mudanca de concentracdo das nanoparticulas. Tal mudanca ndo teve recorréncia da
interferéncia do HNOs, uma vez que no E3, mediu-se a intensidade do &cido separadamente. J&
nas solucGes padrdo de Zn, apenas na faixa de 66,7 a 166,7 g/l pode-se observar mudanca de
sinal significativo.

Por fim, realizou-se um quinto exames, E5, utilizando novamente a solugédo padréo de
Zn, tendo como base na literatura, solugfes baseadas em estudos das concentracdes de metais
em amostras cerebrais utilizando técnicas analiticas (DE OLIVEIRA et al., 2020;
GROCHOWSKI et al., 2019). Os valores das solucdes foram devidamente convertidos e fez-se
0 E5 variando a quantidade na faixa de 6 — 333,4 g/l. De acordo com a analise, pode-se perceber
que conforme a concentracdo da solucdo padrédo de Zn aumentava, maior era a intensidade de
pixels registrada, sendo que para a solugédo de 6 g/l a intensidade de pixels normalizados pela
intensidade de sinal da agua foi de 1,09 e para a solucdo de 333,4 g/l o valor registrado foi de
1,74. Apesar dos valores de intensidade dos pixels das solugdes ndo terem se aproximado do
valor medido do gadolinio de 3,54, pode-se perceber um aumento de sinal conforme se

aumentava o valor da concentracdo da solugéo padrao.
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4.3 Construcao de uma curva de calibracéo

A fim de obter uma curva de calibracdo para relacionar as concentragdes das diferentes
solugdes de ZnO do fantoma e a intensidade de sinal, foi realizado um sexto exame (E6) com
diferentes tempos de inversdo (TI). Neste Gltimo exame foram utilizadas concentragfes de 18,
60, 300, 500, 700 e 1000 pl, respectivamente nos orificios numerados de 1 a 8, e 0 nono tubo
com 0,05 g de gadolinio. Os parametros de aquisi¢do do protocolo do exame de RM seguiram
os procedimentos listados na Tabela 4, tendo como base estudos que relacionam a quantificacéo
de metais e seus respectivos tempos de relaxacdo (AMORIM, 2013; BANDEIRA et al., 2016).

Tabela 4 — Protocolo de RM e seus respectivos parametros de aquisicao

Parametro Sequéncia TSE Inversdo Recuperacao
TR (ms) 2660
TE (ms) 16
T (ms) 37, 100, 250, 500
Espessura de corte 5.0
Espacamento entre os cortes 55
Flip angle 150°
Fator Turbo (ETL) 5
Matriz (pixels) 320 x 320
FOV (mm) 220 x 220
Tamanho do pixel (mm) 0.6875 x 0.6875
Tempo de aquisicao 5mine37s

Apos a obtencdo das imagens e suas respectivas corre¢cdes de homogeneidades, estimou-

se o valor do tempo de relaxacgdo longitudinal, descrito pela expressdo 1 (AMORIM, 2013;

TOFTS, 2009).

TI

(&)

|=A—Be 711 (1)

Onde A e B sdo constantes, | € intensidade do pixel, e Tl e T1 sdo os tempos de inversdo

e de relaxacdo longitudinal, respectivamente.

Através do E6 foi possivel obter quatro curvas de calibracdo relacionando a
concentragdo da solucdo padrdo de Zn com seus respectivos valores de taxa de relaxagcdo em
T1 (ms). Os gréficos das curvas obtidas estdo mostrados na figura 25.
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Figura 25: Curvas de calibragdo relacionando a taxa de relaxagdo 1/T1 (ms™) com o aumento

da concentracdo da Solucdo Padrdo de Zn (ul) (Fonte: proprio autor).

Os quatro gréaficos da Figura 24 foram obtidos para Tempos de Inversdo (T1) com
valores de 37, 100, 250 e 500 ms. A plotagem do grafico foi realizada no programa OriginLab®
versdao 8E. A partir de um ajuste obteve-se uma funcdo exponencial para cada TI, como
visualizado na figura 25. Em cada curva, foi possivel observar que a concentracdo da solucdo
padrdo de Zn interferiu no tempo de relaxamento. Além disso, pode-se também observar que
para valores de TI maiores com a mesma concentracdo da solucdo de Zn o valor da intensidade
de cada pixel dos orificios do fantoma diminui.

Assim, o comportamento grafico obtido neste trabalho, pode ser associado a possivel
relacdo entre 0 Zn e sua alteracdo da intensidade de sinal em funcdo de sua concentracdo, sendo
observado uma reducgéo exponencial seguida por valores constantes de T1 com o aumento da

concentracdo de Zn para todos os diferentes valores de TI.

5. CONCLUSAO

Este trabalho teve como objetivo principal simular lesbes cerebrais causadas por
Esclerose Multipla através de nanoparticulas metélicas de zinco, sintetizadas e caracterizadas

previamente, em um objeto simulador de encéfalo em imagens de ressonancia magnética
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nuclear. Os resultados obtidos utilizando o objeto simulador a partir das MRI permitiram uma
andlise visual, bem como uma analise quantitativa, que apresentou uma variacao da intensidade
de sinal para diferentes concentracGes de nanoparticulas de 6xido de zinco, tornando possivel
determinar uma faixa de deteccdo de particulas metalicas presentes no simulador. Com base
nos resultados apresentados foi possivel mostrar o potencial em utilizar as NPs-ZnO no objeto
simulador como simuladoras de lesdes escleroticas no encéfalo e determinar um limiar de

deteccdo de particulas metélicas de zinco presentes no encéfalo.
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