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Resumo

As técnicas biomagnéticas possibilitam o estudo de diversos parametros
fisiologicos através da deteccdo de campos magnéticos gerados por correntes biologicas
ou por marcadores/tragadores magnéticos. Uma das técnicas utilizadas dentro desta
vertente ¢ a Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC). A técnica utiliza um
sistema gradiométrico de bobinas para monitorar posicdo e concentracdo de materiais
magnéticos em sistemas biologicos. A partir do monitoramento realizado pelo sistema, ¢é
possivel obter dados relacionados com as propriedades biologicas locais e estabelecer
pardmetros  mecanico-fisiologicos, principalmente do trato  gastrintestinal, como
esvaziamento e atividade de contracdo gastrica. A proposta deste trabalho ¢ inédita e
consiste na aplicacdo do sistema BAC, associado a nanoparticulas magnéticas utilizadas
como tracadores, a fim de, futuramente, disponibilizar uma nova ferramenta para
estudos de caracterizacdo pré-clinica de nanoparticulas magnéticas. Foram realizados
experimentos com ratos para a quantificacdo do tempo de meia vida das nanoparticulas
magnéticas em intervalos de tempo pré definidos, além do tempo de chegada das
particulas no coragdo dos animais, bem como sua biodistribuicio. Como testes
adicionais, foram realizadas  quantificacdes de alteragdes em  pardmetros
cardiovasculares sobre a administragdo endovenosa das nanoparticulas magnéticas, ja
que esses parametros cardiovasculares influenciam diretamente no tempo de meia vida e
biodistribuicdo do material. O sistema demonstrou bom desempenho em todos os testes
aplicados, apresentando excelente reprodutibilidade, sensibilidade e resolugdo temporal.
Os resultados sugerem a utilizacdo da BAC como método de avaliagdo de parametros de
caraterizagdo pré-clinica de nanoparticulas magnéticas em organismos Vivos, em
avaliagdes de biodistribuicdo e tempo de meia vida das nanoparticulas na corrente
sanguinea. Foram encontradas alteracdes transitorias na pressdo arterial média e
frequéncia cardiaca sobre a administracdo endovenosa das nanoparticulas magnéticas
utilizadas. Este trabalho contempla o desenvolvimento e caracterizagdio de nova
mstrumentagdo fisica de baixo custo que subsidie aplicagdes na pesquisa do sistema
circulatorio em pequenos animais € novas aplicagdes de materiais nano estruturados em
angiologia, o que proporcionard futuras inovagdes em mstrumentagdo biomédica,

farmacologia, ciéncia biomédica, fisiologia e na clinica médica.

Palavras-chave: Biosusceptometria AC, Biomagnetismo, Nanoparticulas Magnéticas,

Biodistribuigcdo, Fisiologia Cardiovascular e Instrumentagdo Biomédica.



Abstract

In the Biomagnetic research field, several methods have reported to study
physiological parameters through the detection of magnetic fields generated by
biological electrical currents or magnetic marker/tracers. Among such techniques, the
Alternating Current Biosusceptometry (AC Biosusceptometry or ACB) system has been
developed and refined with the main purpose of detecting and monitoring magnetic
materials in biological systems (mainly in the gastrointestinal tract so far). With a pair
of gradiometric pickup coils, the ACB system is able to obtain data related to local
biological properties and also to study mechanical and physiological parameters, such
as gastric emptying and contraction activity. This work presents an unprecedented study
that applies the ACB system, associated to magnetic nanoparticles, as a new tool for
preclinical characterization of magnetic nanoparticles. In vivo Experiments were
performed m rat models to quantify the magnetic nanoparticles half-life in predefined
time intervals, the particles arrival time in the animals heart and also the nanoparticles
biodistribution. As an additional test, cardiovascular parameters were acquired during
the particle mntravenous administration, since these parameters directly influence the
material half-lift and biodistribution. The system presented good performance in all
tests, with excellent reproducibility, sensitivity and temporal resolution. Also, these
results suggest the ACB using as valuable evaluation method for magnetic nanoparticles
preclinical characterization, in parameters as biodistribution and half-life in the
bloodstream, since transient changes in mean arterial pressure and heart rate were found
due to the magnetic nanoparticles ntravenous administration. This work includes the
development and characterization of a new low cost physics mstrumentation, to
subsidize circulatory system research, in small animals, and new nanostructured
materials applications i Angiology, which might provide future mnovations in
biomedical instrumentation, pharmacology, biomedical science, physiology and in

clinical medicine.

Keywords: AC  Biosusceptometry, = Biomagnetism, = Magnetic =~ Nanoparticles,
Biodistribution, Cardiovascular Physiology and Biomedical Instrumetation.



Introducao

1.1 Biosusceptometria AC

A Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC) ¢ uma técnica bem
estabelecida na drea de gastroenterologia e seus principios de funcionamento sdo
descritos pelo eletromagnetismo classico. Em relagdo a outros sistemas ja estabelecidos,
a BAC apresenta vantagens como o baixo custo, versatilidade, baixissima mvasividade,
portabilidade e auséncia de radiacdao ionizante.

Desde suas primeiras aplicagdes na década de 50 e 60, os estudos envolvendo
BAC sdo focados, principalmente, em avaliagdo de parametros envolvendo o trato
gastrintestinal de humanos (WENGER et al, 1961; WENGER et al, 1957),
(BENMAIR et al, 1977a; BENMAIR et al, 1977b). Nesses estudos iniciais a técnica
utilizada necessitava de grande quantidade de material magnético e o sistema tinha
dimensdes que limitavam suas aplicacdes. Na década de 90 o sistema passou por uma
significativa modificagdo geométrica, eletronica e instrumental, que melhorou a relagdo
sinal/ruido do sistema, resultando no aumento da sensibilidade, elevando a técnica a um
novo nivel, além de adquirir caracteristicas interessantes como portabilidade, e
versatiidade (MIRANDA et al, 1992). Desde o surgimento dessa técnica até os dias

atuais, muitas aplicagdes e inovagdes instrumentais foram propostas (Tabela 1).
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Tabela 1 - Aplicagdes da BAC, autores e espécie utilizada.

Aplicagdo Referéncia Bibliografica Espécie utilizada
Motilidade gastrica (WENGER et al.,, 1957) Humano
(WENGER et al., 1961) Humano
(MIRANDA et al.,, 1997) Humano
(MORAES et al., 2003) Cao
(AMERICO et al., 2007) Humano
(ANDREIS et al., 2008) Cao
(AGOSTINHO et al., 2010a) Rato
Transito gastrintestinal (BENMAIR et al., 1977b) Humano
(orocecal, faringeano e (OLIVEIRA etal, 1992) Humano
esofaringeano) (BAFFA et al., 1995) Humano
(OLIVEIRA et al., 1996) Humano
(DAGHASTANLI et al., 1998) Humano
(MIQUELIN et al., 2001) Humano
(QUINI et al., 2012) Rato
Esvaziamento gastrico (BENMAIR et al., 1977a) Humano
(MIRANDA et al., 1992) Humano
(QUINTI et al., 2012) Rato
Farmacotécnica (CORA et al., 2003) Humano
(CORA et al.,, 2005a) Humano

(CORA et al., 2005b)

Artigo de revisdo

(CORA et al., 2006) Humano
(CORA et al., 2008) In vitro
(CORA et al., 2010) Humano
Inovacdes instrumentais (MOREIRA et al., 2000) In vitro
(CHUBACI, 2003) In vitro
(PAIXAO et al., 2007) In vitro
(AGOSTINHO et al., 2008) In vitro
(AGOSTINHO et al., 2009) In vitro
(AGOSTINHO et al., 2010b) Rato
(PAIXAO et al, 2010) In vitro
(FONSECA, 2011) In vitro
Perfusao de orgaos (QUINI et al., 2014) Rato
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Durante o desenvolvimento, aprimoramento e aplicagdes da técnica até 2012,
eram utilizadas particulas de material ferromagnético (ferrita de manganés) como
material tracador. As particulas apresentavam tamanho na ordem de 50 a 100 pm e ndo
eram absorvidas pelo organismo, sendo excretadas via fezes. Quini et al. (2012) propds
a aplicacdo de nanoparticulas magnéticas (MNPs — do inglés Magnetic nanoparticles)
para  avaliar transito e  esvaziamento de liquidos, empregando fluidos
superparamagnéticos, o que possibilitou o surgimento de uma nova linha de pesquisa,
baseada no monitoramento dessas nanoparticulas em Orgaos e tecidos, que ndo era
possivel até entdo devido as limitagdes dimensionais do material e das propriedades

magnéticas (susceptibilidade) (QUINI et al., 2012).

1.2 Nanoparticulas Magnéticas

Nanoparticulas magnéticas e ferrofluidos sdo materiais que possuem grande
versatiidade (PANKHURST et al, 2003). Seu tamanho reduzido aliado as suas
propriedades magnéticas permite que estas estruturas interajam de varias formas
diferentes dentro de um sistema biologico. E possivel realizar a marca¢io e a separagdo
de estruturas de interesse. Neste caso, a marcagdo através de MNPs ¢é feita modificando
quimicamente o revestimento destas particulas, através de moléculas biocompativeis
especificas (LUBBE et al, 2001). Desta forma, as MNPs podem se ligar a diversas
substdncias ou Orgdos alvos, como cé€lulas, proteinas ou d4cidos nucléicos
(BERGEMANN et al, 1999), sendo possivel separar essas células (alvos) de interesse
do todo, mediante a aplicagdo de um campo magnético sobre essas MNPs.

Terapias celulares com células tronco também ja utilizam MNPs como marcador,
associado a técnicas de ressonincia magnética ou microscopia, com o intuito de estudar
a chegada e alocagcdo das células tronco em seu alvo (BULTE et al, 2001; LEWIN et
al., 2000).

Também ¢ possivel fazer a distribuicdo de farmacos guiada através de um campo
magnético. Utilizando MNPs biocompativeis ligadas a um firmaco, pode-se guia-lo até
a regido de interesse através de um campo magnético externo aumentando a
concentragdo do material na regido de interesse, onde a droga se dissociarda do carreador
magnético dando micio a sua agdo tecidual. Desta forma obtém-se alta precisdo e
seletividade sobre os tecidos afetados pelos farmacos associados as nanoestruturas

(HAFELI et al, 2005). Esta técnica ¢ também usada em quimioterapia (KETTERING
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et al, 2007), com o objetivo de aumentar a eficiéncia, pois os agentes quimioterapicos
possuem baixa seletividade para os 6rgdos de interesse, o que pode causar dano, ndo sé
as células tumorais, mas também as cé€lulas sadias proximas ao tumor. Assim, uma
forma menos invasiva e mais seletiva de mmimizar esses efeitos indesejados ¢
utilizando particulas nano estruturadas associadas ao firmaco (CHERTOK et al., 2008).

Outra aplicacdo destes materiais magnéticos no tratamento de células
cancerigenas ¢ através da hipertermia. O método consiste em guiar as MNPs até o
tecido alvo e posteriormente, utilizando um campo magnético de frequéncia especifica,
provocar o aquecimento destas particulas por tempo e temperatura determinados,
ausando desde respostas imunoldgicas até a morte celular (BRANQUINHO et al., 2014;
CARRIAO et al, 2014; RODRIGUES et al, 2013; SCHALLER et al, 2008). E
possivel aplicar a técnica ndo s6 no tratamento de tumores, mas também as areas de
dermatologia e oftalmologia.

As MNPs também podem ser utilizadas como contrastes na ressonancia
magnética, pois em relagdo aos outros contrastes usuais apresenta alta susceptibilidade
magnética e uma meia vida mais longa na corrente sanguinea (GOODWILL et al,
2009; WAGNER et al, 2002; WUNDERBALDINGER et al, 2002b). Além disso, as
MNPs ainda podem ser utlizadas no controle do crescimento de células em
determinados substratos (LOICHEN e HARTMANN, 2009).

Estas  estruturas  apresentam  uma  versatiidade  consideravel  gragas,
principalmente, as suas caracteristicas dimensionais, que podem variar de 4 at¢ 100 nm.
Desta forma elas podem ser usadas para estudar e/ou interagir com praticamente

qualquer estrutura bioldgica de interesse.
1.3 Biodistribuicéo

O destino das MNPs ¢ uma das principais preocupacdes quando estas sdo
aplicadas em experimentos in Vivo e procedimentos clinicos. Caracteristicas como carga
superficial, potencial Zeta (afinidade eletronica), tamanho, revestimento e mnicleo das
nanoparticulas possibilitam diferentes alvos e destinos dentro de um sistema bioldgico.
Estudos de caracterizacdo pré-clinica das MNPs, que tem como objetivo elucidar as
relagdes estrutura-atividade (SARs — do inglés structure-activity relationships), sdo de
grande importancia na drea e ultimamente tém recebido grande visibilidade na

comunidade cientifica (SUN et al., 2008).
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A carga superficial e o potencial Zeta das MNPs sdo de grande importincia na
biodistribuicdo. Essas grandezas conferem as MNPs caracteristicas de afinidade ou
repulsdo a certos tecidos, Orgdos ou sistemas. O potencial Zeta depende da carga
superficial da nanoparticula, da carga do revestimento utiizado e do meio em que ela
esta dispersa. Quanto maior o potencial Zeta, maior a estabilidade das MNPs na solugdo
ou dispersdao em que elas se encontram, conferindo maior resisténcia a formagdo de
agregados (BAKUZIS et al, 2013; BAKUZIS et al., 1999). Entdo, dependendo da carga
superficial e do potencial Zeta, pode existir formacao de agregados, o que leva a uma
variagdo no tamanho das MNPs, e consequente alteracdo dos locais de retengdo, vias de
metabolizacdo e excrecdo. Além da formacdo de agregados, ndo pode-se desconsiderar
que o potencial Zeta influencia diretamente na afinidade das MNPs com tecidos.

Cada tecido ou oOrgdo possui suas caracteristicas morfofisiologicas, que estdo
mntimamente ligadas as suas funcdes. A relagdo entre estas caracteristicas, tamanho das
MNPs e a biodistribuicdo ¢ alvo de varios estudos. Por exemplo, nanoparticulas maiores
do que 200nm s3ao sequestradas por agdo fagocitaria de células presentes no bago
(CHEN e WEISS, 1973), enquanto que nanoparticulas menores do que 5.5 nm sdo
rapidamente retiradas do sangue via depuracdo renal (CHOI et al, 2007; SUN et al,
2008).

Outro fator que mfluencia na biodistribuicdo ¢ a condicdo fisioldgica do animal
estudado. Em condicdes fisiologicas alteradas como a presenga de processos
mflamatdrios, infecciosos, tumores, ou mesmo quando houve a retirada total ou parcial
de um o6rgdo (paciente nefrectomizado, por exemplo), a biodistribuicdo ¢ alterada
devido ao efeito de aumento de permeabilidade e retencdo . Esse efeito ¢ causado pelo
fato do tecido afetado apresentar uma permeabilidade vascular aumentada, o que
proporciona a fuga das nanoparticulas da vasculatura para o parénquima tecidual,
acarretando maior acimulo de nanoparticulas onde a principio ndo existiria (COLE et
al,, 2011; SUN et al., 2008).

Até o presente momento poucas técnicas sdo utilizadas como método de avaliagdo
da biodistribuicdo de MNPs em sistemas biologicos. Uma técnica muito utilizada ¢ a
relaxometria, que se baseia na observacdo dos tempos de relaxagdo longitudinal (T;) e
transversal (T,) das particulas, quando estas estdio sob nfluéncia de um campo
magnético excitante pulsado. Essa técnica necessita de amostras, retiradas através de

bidpsias ou da coleta do o6rgdo estudado, devidamente preparadas para o procedimento
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de aquisicdo dos sinais referentes a quantidade de material nanomagnético presente na
amostra, o que torna essa técnica invasiva, de alto custo, além de se mostrar complexa e
de dificil manuseio (KRAUSE et al, 2007; TAUPITZ et al, 2000; WAGNER et al,
2002).

A Espectroscopia por Ressonincia Paramagnética Eletronica (EPR — do inglés
Electron Paramegnetic Resonace) também ¢ utilizada como método de avaliagdo de
biodistribuicdo. Porém essa técnica necessita de procedimentos de calibracdo frente a
amostra a ser estudada, ¢ uma técnica complexa e de alto custo, além de apresentar
ruidos no sinal detectado em amostra com pequenas quantidades de material magnético,
dificultando a quantificacdo de depdsito de material nanomagnético em Orgdos com
pouca ou nenhuma retencdo (CHERTOK et al., 2010; GAMARRA et al., 2008).

Outra técnica bem estabelecida e amplamente utilizada ¢ a marcacdo das MNPs
com material radioativo ¢ a afericdo da atividade radioativa em amostras retiradas dos
orgdos estudados. Por fazer uso de radiacdo ionizante, esta técnica se mostra invasiva e
de alto custo, além de necessitar de pos processamento dos dados devido ao decaimento
radioativo ao longo do tempo, o que influencia diretamente nos valores obtidos
(WUNDERBALDINGER et al, 2002a). Salienta-se que a marcagdo deve ser uma fator
importante, pois se a ligagdo entre as MNPs e o marcador, por algum motivo, se
desfazer, a afericdo final pode ser pejudicada uma vez que a leitura se baseia no

marcador radioativo e ndo nas MNPs.

1.4 AvaliacGes dindmicas e perfuséo.

Muitos métodos de avaliagdes de parametros dindmicos, como o fluxo
sanguineo e perfusdo, foram aplicados ao longo dos anos. Os principais sdo baseados
em diferentes fenomenos fisicos e fisiologicos como mudangas na impedancia elétrica,
condutidncia Otica, tracadores detectaveis (de calor, de tingimento, radioativos, quimicos
e coloridos), mudanga de temperatura na superficie do tecido devido ao grau de
vascularizagdo, ressonincia magnética e efeito Doppler. Algumas dessas técnicas nio
sdo aceitas como procedimento padrao ou apresentam desempenho inferior, enquanto as
ja estabelecidas apresentam uma série de erros associados.

Uma forma de se obter mformacdes sobre parametros dindmicos, ¢ monitorar
tragadores no sistema circulatorio. Existem diferentes tipos de tracadores e detectores

empregados nessa vertente, como: tracadores radioativos (KRISTENSEN e
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WADSKOV, 1977, SEJRSEN, 1971), gasosos (KETY, 1951), quimicos
(ECKENHOFF et al, 1947), de calor (OLSON et al, 2010) além de microesferas
coloridas ou fluorescentes (BERNARD et al., 2000; RUDOLPH ¢ HEYMANN, 1967).
Essas técnicas possuem limitagdes como na termodiluicdo, que possui baixa resolugdao
temporal. As que empregam radiagdo ionizante implicam em incidéncia de dose no
paciente e alto custo. No caso dos métodos que envolvem tragadores quimicos e
gasosos, ¢ necessario retirar amostras de sangue do paciente em intervalos bem
definidos, o que causa um desconforto consideravel e imprecisio nas medidas. Nas
técnicas onde esse monitoramento ¢ realizado por microesferas, o procedimento ¢
realizado de forma consideravelmente invasiva, pois para se obter a localizagdo e
quantificacdo do depdsito desse material, sdo realizadas andlises histologicas de
amostras de tecido do paciente, ndo podendo descartar o fato de que as analises
utilizadas para realizar a estimativa sdo subjetivas e apresentam uma séric de erros
associados a essa subjetividade.

Outra técnica de afericdes sobre a dindmica do sangue sdo os medidores
eletromagnéticos de fluxo, que aplicam um campo magnético em um vaso sanguineo e
detectam uma forga eletromotriz gerada perpendicularmente a esse campo, proporcional
a velocidade do sangue no vaso (CANNON et al, 1960). Porém essa técnica se mostra
problematica na parte da calibragdo da constante de proporcionalidade entre o campo
detectado e a velocidade do sangue. Além de necessitar da exposicdo do vaso por meios
cirirgicos em alguns casos (MARCUS et al.,, 1987; TANAKA et al., 1974).

A avaliagdo da dindmica da corrente sanguinea através de Imageamento por
Ressonancia Magnética (MRI — do inglés Magnetic Resonance Imaging) também ¢é
aplamente estudada, sendo que algumas das técnicas de MRI utilizam contraste
magnético (micro e nanoparticulas magnéticas) (BELLIVEAU et al, 1990; ULMER et
al, 2010; WAGNER et al, 2002). A técnica de MRI apresenta efeitos indesejaveis
quando aplicada para afericdo dindmica, pois o movimento afeta a mtensidade do sinal
que forma a imagem, em muitos aspectos ndo-lincares que dependem da técnica
especifica utilizada, do vaso em particular ¢ da geometria do fluxo sanguineo local.
Além disso, ¢ necessario considerar o movimento do sangue pelos vasos, ou seja, a
parte do sangue, que estd sob efeito do campo magnético externo aplicado, ira se

deslocar ¢ serd detectado um volume que nido obteve magnetizagdo prévia, implicando

22



em um sinal de baixa intensidade em fluxos rapidos e alta intensidade em fluxos lentos
(AXEL, 1984).

Um segmento do radiodiagndstico, a angiografia, utiliza a incidéncia de radiagdo
ionizante (raios-X — Fluordscopos) e um contraste radiopaco para obter imagens dos
vasos sanguineos, ou uma parte do sistema circulatorio. Por fazer uso de radiacdo
ionizante e catéteres, a angiografia se mostra muito invasiva e de alto custo, além de ser
desaconselhada a aplicacdo da técnica em alguns tipos de pacientes, gravidas e recém
nascidos, por exemplo (OVITT et al., 1980).

O efeito Doppler ¢ o fendmeno fisico mais utllizado para aquisicdo de
mnformacdes sobre o fluxo sanguineo, sendo o padrao ouro em diversos procedimentos
clinicos. Existem dois tipos principais de aplicagdes do efeito Doppler, o que utiliza
ultrassom (GILL, 1985) e o que utiliza luz (laser) (RIVA et al, 1972). Os dois métodos
se baseiam na idéia de que emitindo uma onda (mecanica ou eletromagnética) em um
objeto em movimento, ela retorna com frequéncia alterada, sendo que a alteracdo ¢
proporcional a velocidade do objeto. Devido ao uso da frequéncia de retorno da onda
emitida, as nstrumentagdes que fazem uso de luz tem uma baixissima sensibilidade em
velocidades baixas, pois para alterar a frequéncia de ondas eletrmagnéticas sao
necessarias velocidades muito grandes. Quando empregado em vasos superficiais ou de
média profundidade, as técnicas por efeito Doppler se mostram vantajosas por nao
serem invasivas € obterem bons resultados, porém em vasos mais profundos ¢
necessario o uso de cateteres, a exposicao do vaso ou a propria introdugdo da sonda no
corpo do paciente (MARCUS et al, 1987), devido a baixa penetragdo destas bandas de
energia no tecido bioldgico e questdes de resolugdo. Outra desvantagem da técnica ¢ na
pratica, pois se o angulo de acoplamento da sonda no vaso for diferente de 90°, o valor

medido ndo correspondera com o real (GILL, 1985).
1.5 Motivagéo e Alvo

Nanoparticulas magnéticas sao materiais que tém tido grande visibilidade pela
comunidade cientifica devido as suas caracteristicas que lhe conferem um potencial
terandstico, ou seja, capaz de associar diagnostico a terapia no mesmo método.

A partir da proposicdo do uso desses materiais nanoestruturados na clinica

médica, surge a necessidade de caracterizagdes pré-clinicas, e para essa finalidade,
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surge também a necessidade de tecnologias capazes de interagir com essas estruturas
dentro de organismos biologicos de forma minimamente mnvasiva.

Dentro deste contexto, o sistema BAC se mostra de extrema relevancia, ja que
atuia como um detector de materiais magnéticos, empregados como marcadores ou
tragadores, em estudos fisiologicos.

Os métodos utilizados até o momento em estudos de caracterizagdes pré-clinica
de MNPs, como relaxometria, EPR, MRI, entre outros citados anteriormente,
apresentam uma séric de inviabiidades, como altos custos, dificil manuseio e
imobilidade. Alem disso, entre estes métodos citados, a tUnica técnica capaz de realizar
testes dinamicos ¢ a Ressonancia Magnética Funcional, que apesar de possurr boa
resolucdo espacial e temporal, ¢ uma técnica de custo elevado que depende de um
ambiente controlado, o que dificulta sua associagdo com outros sistemas, limitando as
possiveis aplicagdes terapéuticas das MNPs. Vale ressaltar, ainda, que a Ressonancia
Magnética Funcional ¢ pouco aplicada em regides como o abddmen e torax, visto que o
movimento de fluidos e estruturas dentro dessas cavidades gera uma sériec de artefatos
na imagem e sua resolucdo temporal nesses casos ¢ limitada (de dois a trés frames por
segundo) (MARCIANI, 2011). A Biosusceptometria AC fornece uma alternativa
versatil de baixo custo para determinagdo de posicdo e concentracdo de nanoparticulas
magnéticas em tempo real além de que nenhuma das técnicas citadas nos itens
anteriores ¢ capaz de realizar aquisicdes dindmicas, € em tempo real, do deslocamento
de MNPs no organismo de pequenos animais Vivos.

O sistema BAC também ¢é capaz de realizar aferigdes sobre o destino final das
MNPs no organismo do animal, o que permite estudos de biodistribuicdo destes
materiais magnéticos. Essas caracteristicas lhe conferem carater Unico, onde, com um
mesmo sistema, pode-se realizar avaliagdes fisiologicas de orgdos e sistemas, através do
monitoramento dindmico das MNPs, e em seguida mapear o destino final das MNPs,
em situagdes fisiologicas normais e/ou alteradas.

Extrapolando as possibilidades de associagcdo do sistema BAC com MNPs, pode-
se, ainda, imagmnar solucdes para diversos problemas encontrados na clinica médica,
como por exemplo o uso de radiacdo ionizante em angiografias e baixa resolugdo
temporal em MRI.

Desta forma, a busca por novas instrumentagdes para avaliagdo de parametros

relacionados a circulagdo sanguinea e perfusdo de Orgdos e sistemas se tornam
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importantes, principalmente envolvendo métodos ndo invasivos, de baixo custo e livre
de radiag¢do ionizante.

O presente trabalho se destina a avaliar o potencial do sistema BAC para realizar
o monitoramento de tragadores magnéticos nanoestruturados na circulagdo sanguinea e
para realizar o mapeamento do destno final das MNPs dentro do organismo de
pequenos animais, visando a utilizagdo futura do sistema BAC como uma nova
ferramenta de caracterizagdes pré-clinicas de MNPs e também como ferramenta de

estudos fisiologicos empregando pequenos animais.
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2 Objetivos

Em termos gerais, o objetivo deste trabalho foi propor o sistema BAC como
possivel nova ferramenta para estudos de caracterizagdo pré-clinica e biodistribuicdo de
MNPs.

Para tanto, os objetivos especificos foram:

. Avaliacdo da reprodutibilidade dos smais detectados pelo sistema BAC em
administracdes unicas e seriadas de MNPs por via endovenosa;

. Avaliagdo do desempenho da BAC em aferigdes dindmicas referentes ao tempo
de meia vida (T;,) e tempo de chegada (TC) das MNPs no coragdo;

. Avaliagdo do desempenho da BAC frente ao método de EPR em quantificagcdes
de parametros biodistributivos de MNPs;

. Avaliacdo da administracdo endovenosa de MNPs sobre pardmetros
cardiovasculares tais como pressdao arterial (PA), frequéncia cardiaca (FC) e perfil

eletrocardiografico.
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3 Metodologia

3.1 Biossusceptometria AC mono-sensor.

Este sistema trabalha como um transformador duplo de fluxo magnético, no qual
o par de bobinas (excitagdo/detec¢do), mais distante do material magnético, atua como
referéncia. Quando ndo ha material magnético proximo ao sistema de medida, a resposta
¢ mmnimizada. Ao aproximar o material magnético do par de deteccdo, ocorre um
desbalanceamento no fluxo magnético do sistema gradiométrico e observa-se um
aumento no sinal elétrico obtido. Esse sinal elétrico pode ser medido, digitalizado e
registrado online com o auxilio de um amplificador sensivel a fase (Lock-in), uma placa
analégico/digital ¢ um computador, como mostra a figara 1. Cada par de bobinas ¢
separado por uma distdncia suficiente para minimizar a mterferéncia entre elas (linhas
de base), estando as bobinas detectoras dispostas em uma configuragdo gradiométrica de
primeira ordem, ou seja, dispostas em sentidos contrarios de modo que os fluxos
magnéticos concatenados em cada bobina detectora sejam subtraidos, eliminando os

ruidos ambientais e tornando-as mais sensiveis (CORA et al., 2005b).

Computador
l
Placa A/D
10kHz [
~ Bobinas 3, Lock-in
Amplificador

Bobinas ,2

Excitadoras

Figura 1 - Fluxograma do funcionamento e aquisicdo de sinais do sistema BAC.
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Materiais magnéticos sao agrupados de acordo com a sua forma de apresentacao
em: tracadores magnéticos (particulas de material magnético dispersas em um meio) e
marcadores (particulas contidas em uma forma farmacéutica solida — comprimidos ou
capsulas (CORA et al, 2003)). Além disso, fragmentos maiores como solidos de ferrita
podem, também, serem considerados excelentes marcadores magnéticos.

Foi utilizado um sistema BAC mono-sensor de 2,8 cm de didmetro que apresentou
uma resolucdo espacial de 1,70cm, aferido via meia largura da banda (FWHM - do
inglés Full width at half maximum), frente a uma amostra contendo 0,3 ml de MNPs,

como mostra a figura 2:
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Figura 2 - Caracterizagdo tangencial do sensor frente a uma amostra de 0,3ml de

solucdo contendo MNPs.

O sensor apresentou um perfil de decaimento de resposta conforme o teste de

caracterizagdo axial apresentado na figura 3.
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Figura 3 - Caracterizagdo axial do sensor frente a uma amostra de 0,3ml de solucao

contendo MNPs.

3.2 Nanoparticulas Magnéticas

Foram utilizadas para a admmistracdo endovenosa, MNPs de ferrita de manganés
recobertas com acido citrico (Ci-MnFe,04) e sintetizadas por método de coprecipitagdo
descrito anteriormente (BRANQUINHO et al, 2013). As MNPs foram fornecidas pelo
laboratorio de Ressondncia Ferromagnética e Nanomagnetismo do Departamento de
Fisica da Universidade Federal de Goiania, sob orientacio do Prof. Dr. Andris Bakuzis.
A figura 4 apresenta o padrao de difragdo de raios X, e os dados obtidos constataram um

didametro médio de cristalito de 16,7 nm (utilizando a relagdo de Scherrer).
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Figura 4 - Padrio de difracdo de raios X das MNPs estudadas. Fonte: Adaptado de
QUINI et al., 2014.

A distribuicdo dimensional das MNPs também foi aferida via imagens obtidas de
um microscopio de transmissdo eletronica da marca JOEL modelo JEM-2100 operando
a 200 kV, como mostra a figura 5, e encontrou um tamanho médio da particula de 13 +

4 nm.

Figura 5 - Imagem obtida de um microscopio de transmissdo eletronica (TEM). Fonte:

Adaptado de QUINI, et al., 2014.
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As MNPs apresentaram saturacdo de magnetizagdo de 264 emwem® (58 emu/g)

como observado na figura 6:
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Figura 6 - Curva de magnetizagdo das MNPs estudadas. Fonte: Adaptado de QUINI et
al, 2014.

O potencial Zeta das MNPs foi descrito anteriormente (NUNES et al, 2014) e
apresentou valores de aproximadamente - 42mV em pH 7,4 . A ferrita de manganés foi
escolhida como material tragcador devido a sua alta susceptibilidade magnética, com o
objetivo de otimizar o sistema de detec¢dao (LEE etal., 2007).

As MNPs se encontravam dispersas em solugdo fisiologica (solugdo salina 0,9%)
numa concentragio de 23 mg/ml (1,7 x 10" particulas/ml). As administracdes
endovenosas de MNPs foram feitas utilizando um volume de suspensdo de 0,3 mL
(protocolo de 3 administragdes seriadas) ou 0,9 mL (protocolo de uma unica
administragdo) que passou por processo de 12 minutos de sonicacdo (sonicador

Thornton modelo T50) e filtragdo (FilterPro modelo SPE 0445).
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3.3 Experimentacdo Animal

Para a realizagdo deste experimento foram utilizados 12 ratos adultos (Rattus
norvegicus albinus — linhagem Wistar), machos, com peso entre 250 e 350 gramas,
provenientes do Biotério Anilab — Paulinia - SP, mantidos em condicdes e local
adequado (protocolo comité de ética em experimentacdo animal CEUA - IBB n° 649).
Outros 5 animais foram empregados em uma situagdo em que as MNPs ndo passaram
por pré-tratamento de sonica¢do e filtracdo, a fim de estudar os efeitos biologicos das
MNPs sem pré-tratamento quando administradas via endovenosa em ratos, porém como
esses dados ndo fazem parte dos objetivos principais deste trabalho, estdo expostos no
Apéndice 1.

Os animais foram anestesiados com uretano (99% - 1,5 mg/kg) e submetidos a
cirurgia de canulagdo de veia e artéria femoral para as administragdes endovenosas das
MNPs e registro de pressao arterial pulsatil (PAP) respectivamente.

As canulas utilizadas foram confeccionadas e doadas pelo Laboratério de Terapia
Celular e Doencas Cardiovasculares do Departamento de Fisiologia UNESP-IBB sob
coordenacdo da Profa. Dra. Patricia Fidelis de Oliveira Gregolini. Foram utilizados
aproximadamente 5 cm de tubo PE-10 soldado a 10 cm de tubo PE-50 para canulacdo
de arteria femoral e aproximadamente 2 cm de tubo PE-50 soldado a 10 cm de tubo PE-
10 para canulagdo de veia femoral.

Apds os animais serem anestesiados, foi feita uma incisdo no membro inferior
esquerdo do animal para a exposicdo da veia e da artéria femoral Apds esse
procedimento, a canula, previamente preenchida com NaCl 0,9% contendo 500 Ul/mL
de Heparina para evitar a formac¢dao de coagulos, foi inserida, por meio de um pequeno
pique, na artéria femoral e conectada ao transdutor de registro de PAP (transdutor
Biopac Systems modelo TDSD 104%). Foi realizado o mesmo procedimento de
canulagdo para a veia, € 0 acesso venoso permaneceu ocluido até o momento das
administracdes endovenosas de MNPs.

Foram conectados, também, os eletrodos para a obtencdo de registro de
eletrocardiograma (ECG) (Biopac Systems modelo MEC 100C) em posicdo de
derivagdo D2 (eletrodo positivo no membro inferior esquerdo, eletrodo negativo no
membro superior direito e eletrodo de referéncia no membro inferior direito).

Finalmente foi posicionado o sensor da BAC sobre a regido da cavidade toraxica do
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animal, com o mtuito de aproximar o sensor ao maximo do coragdo do animal, como

pode ser observado pelo esquema da figura 4.

ECG [ - ElE

BAC _M

PAP |

Figura 7 - Representagdo esquematica da metodologia empregada no experimento para
aquisicdo  da  biossusceptometria  de  corrente  alternada  (BAC),

eletrocardiograma (ECGQG) e pressdo arterial pulsatil (PAP).

Os animais receberam uma ou mais doses de solucdo contendo MNPs de ferrita de
manganés, numa taxa de administracao de 0,03 ml/s, conforme as caracteristicas de seu
grupo experimental:

e Grupo 1: seis animais que receberam trés doses de 0,3ml de solugdo, contendo
MNPs, mtervaladas em 30 mmnutos;

e Grupo 2: seis animais que receberam uma unica dose de 0,9ml de solucdo
contendo MNPs;

Apoés as administragdes e aquisicdo dos dados (BAC, ECG e PAP), os animais,
ainda anestesiados, foram eutandsiados por método de decaptagdo (apés 90 =+ 10
minutos do inicio da primeira administracdo) e foram coletados 5 ml de sangue por
animal e seis orgdos de mteresse (coracdo, rim direito, rim esquerdo, pulmdes, bago e

figado) para posterior andlise de biodistribuigao.
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3.4 Biodistribuicao

Foram realizados dois experimentos empregando duas técnicas diferentes (EPR e
BAC) a fim de estudar a correlagdo entre essas duas técnicas e validar o sistema BAC
como método para avaliagdo de biodistrbuicdo de MNPs em animais.

Os orgios coletados passaram pelo mesmo processo de secagem e moagem para
as andlises realizadas por ambas as técnicas.

Ap0s a coleta, os Orgdos permaneceram congelados a uma temperatura de - 20°C,
e apos o periodo de aproximadamente um semana foram descongelados e passaram pelo
processo de secagem. Foi utilizada, para a secagem, uma estufa (Shel Lab — Mod.
1327F), onde os orgaos permaneceram por um periodo de aproximadamente 3 horas a
uma temperatura de 50 °C. Terminado o processo de secagem, os Orgdos passaram,
entdo, para o processo de moagem. Foi utilizado, para a moagem, um Almofariz de
Agata cedido pelo Departamento de Quimica e Bioquimica da UNESP-IBB.

Todos os o6rgdos moidos e secos foram devidamente identificados e armazenados
em tubos eppendorf e tubos falcon para posteriores analises.

3.4.1 Espectroscopia por Ressonincia Paramagnética Eletronica

A técnica de EPR (ou ESR — do inglés Electron Spin Resonance) ¢ uma técnica de
espectroscopia baseada no principio de que sistemas de atomos ou ions na presenca de
um campo magnético externo varidvel, absorvem radiagdo eletromagnética, geralmente
na ordem de microondas, resultando em alteracdo dos niveis de energia que esses
sistemas de atomos ou ions se encontravam. A técnica de EPR ¢ comumente utilizada
em caracterizagdes magnéticas devido a sua alta seletividade, ja que sistemas de atomos
e fons apresentam absor¢cdo de microondas em bandas muito estreitas de campo
magnético.

Para a realizacdo deste experimento foi utilizado o espectrometro de banda X da
marca JEOL modelo JES-FA 200 (9,5GHz), do Laboratério de Ressonancia Magnética
Aplicada do Departamento de Fisica da USP — Ribeirdo Preto, sob supervisdo do Prof.
Dr. Oswaldo Baffa Filho.

Os parametros selecionados no equipamento para a obtencdo dos espectros foram:
poténcia de microondas de 0,998 mW, campo de varredura de 186 mT a 486 mT
(centrado em 336 mT), amplitude de modulagio de 0,2 mT, constante de tempo de
0,03s, tempo de varredura de 2 minutos e frequéncia de microondas de 9450,051 MHz
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As medidas foram realizadas a uma temperatura de 18 °C e o ganho foi varidvel (ganho
de 10 vezes para coracdo e rins € ganho de 5 vezes para os 0rgaos restantes).

As amostras homogeneizadas foram pesadas em balanga analitica (Mettler Toledo
modelo XP204 com resolucdo de 0,0001g), para a normalizacdo da mtensidade do
espectro pela massa da amostra.

3.4.2 Biosusceptometria AC

Para as avaliagdes de biodistribuicdo de MNPs nos 6rgdos coletados via BAC, as
amostras foram pesadas em balangca analitica (RADWAG Wagi Eletroniczne Modelo
AS220/C/2 com resolugdo de 0,0001g) e com o auxilio de um recipiente cilindrico e um
peso cilindrico padronizado, a fim de controlar o volume da amostra, posicionou-se a
amostra no centro de deteccdo do sensor e registrou-se o valor de ntensidade de sinal

adquirido.
3.5 Aquisicdo e quantificacdo dos dados

A aquisicdo dos sinais foi realizada online por Lock-in (Standford Research
System® modelo DSP SR830) e sistema Biopac® (Amplificador Biopac Systems
modelos MP150), na frequéncia de aquisicao de 200 Hz

O parametro dindmico relacionado ao tempo de circulagio das MNPs em cada
animal foi quantificado por meio 1) do tempo em que a intensidade do sinal adquirido
no sistema BAC levou para decair pela metade em relagdo ao seu pico de intensidade
(T1r2); 2) da variagdo de intensidade maxima do sinal (Almax) e 3) intensidade final do
sinal (Ir). Foi quantificada também a intensidade de sinal de permanéncia (I,),
correspondente a quantidade de material magnético que permanece na circulagdo, como
evidencia o exemplo na figura 7. O tempo de chegada das MNPs no coragdo (TC)
também foi avaliado, sendo calculado a partir do instante da infusdo até o valor maximo

de sinal da BAC adquirido.
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Figura 8 - Exemplo das quantificagdes realizadas a partr do smnal da BAC: Almax
(ntensidade méaxima de sinal observada), I¢ (Intensidade final do sinal), I,

(intensidade de sinal de permanéncia) e T/, (tempo de circulagdo).

Foi analisado o intervalo RR, ou seja, a regularidade de repeticdes de ondas R do
ECG a fim de observar eventual presenga de arritmias no perfil elétrico cardiaco apos
administragdo endovenosa de MNPs, como exemplifica a figura 9. Em adicdo, foi

avaliada as repercussdes da administracdo endovenosa de MNPs sobre a pressdo arterial

média (PAM) calculada a partir do sinal de PAP obtido.

ECG
volts

Figura 9 - Exemplo de ECG obtido na derivagdo D2 e do mtervalo RR (demarcacdes em
vermelho) para quantificagdo de arritmias.

As mtensidades de sinal adquiridas pela BAC frente aos Orgdos coletados sao
proporcionais a concentragdo de material marcador em cada 6rgdo (biodistribuicao).

Os dados de biodistribuicdo de ambas as técnicas foram quantificados de duas
formas: pela mtensidade absoluta do espectro adquirido via EPR e pela intensidade de

sinal absoluto da BAC frente a cada amostra e também através da porcentagem de
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contribuicdo de cada 6rgdo na soma das intensidade de espectros (EPR) ou intensidades
de sinais (BAC) de todos os o6rgaos de cada animal.

As intensidades dos espectros adquiridos via EPR foram analisados e
quantificados em ambiente CW-ESR-spectra®.

Os sinais de PAP, ECG e BAC e dados obtidos foram analisados e quantificados
em ambiente MATLAB® e Aknowlodge 4.1.1.®.

3.6 Forma de analise dos resultados

Os dados foram expressos como média = erro padrdo da média. Para as analises
envolvendo um parametro em duas situagdes distintas no mesmo animal, foi utilizado o
teste T de Student pareado. Foi utilizado o teste T de Student ndo pareado quando feita
andlise de um mesmo parametro em animais distintos. Quando da avaliagdo de um
parametro envolvendo os mesmos animais em trés situacdes, foi utilizada a andlise de
variancia de uma via (ANOVA ONE WAY) para medidas repetidas e a diferenca entre
as condicdes experimentais foi verificada via pds teste de Tukey para as comparacdes
entre todos os grupos, € pds teste de Dunnett quando comparou-se todos os grupos com
um grupo em especial.

A estatistica utiizada na comparagao entre duas técnicas se baseou na correlagdo
linear entre as técnicas ¢ método de concordancia de Bland Altman. Os resultados foram

considerados estatisticamente significantes quando p<0,05.
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4 Resultados e discussao

4.1 Passagemdas nanoparticulas no coracdo do animal

Em todos os animais que, receberam administragdes seriadas de MNPs, a
morfologia do sinal encontrado foi semelhante, com trés picos acentuados
representando a chegada de material magnético no coracdo e subsequentes decaimentos

representando a retirada das nanoparticulas do sistema circulatdrio.

Figura 10 - Exemplo de morfologia do sinal em administragcdes seriadas de MNPs.

A figura 10 ¢ representativa de um sinal adquirido com trés administragdes
consecutivas de MNPs, ilustrando o decaimento do sinal possivelmente relacionado
com a retengdo e/ou captacdo das MNPs em diferentes 6rgdos. Pode-se observar,
também, no exemplo da figura 10, que o segundo pico, que representa a segunda
administracdo de MNPs, apresenta uma taxa de queda de smal menor do que o
observado na primeira administragdo, o que sugere alteracdo na velocidade de retirada
das MNPs da circulacdo sanguinea com consequente influencia sobre os valores de Ti.,
obtidos. Pode-se verificar ainda, que os valores de I, tendem a crescer, o que mostra a

remanescéncia de MNPs no compartimento vascular do animal..

A figura 11 apresenta um tracado representativo do sinal adquirido de um animal

que recebeu apenas uma dose de MNPs:
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Figura 11 - Exemplo de morfologia de sinal encontrada em uma administracdo de 0,9ml
de solugdo contendo as MNPs.

A figura 11, assim como a figura 10, apresenta um perfil onde se pode observar
um pico de chegada das MNPs no coracdo do animal e um posterior decaimento,
ilustrando a captagdo e retengdo das MNPs pelos 6rgaos em questao.

A figura 12 apresenta os valores de Almax, adquiridos em administragdes
seriadas de MNPs no grupo 1, e mostra que as médias ndo diferiram estatisticamente,
confirmando que o sensor do sistema BAC ¢ sensibilizado da mesma forma por
quantidades iguais de MNPs em transito no sistema circulatorio do animal, e que a
adicdo de material magnético (segundas e terceiras administragdes) sensibiliza o sensor
de forma proporcional a quantidade de material magnético adicionado no sistema

circulatorio do animal.
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Figura 12 - Intensidade maxima de sinal (AImax) detectada pelo sistema BAC em cada

administracdo de MNPs no grupo 1.

Foi feita uma correlacio de Almax, figura 13, onde foram somados os Almax

das trés administragdes no grupo 1, e essa soma foi comparada a mtensidade maxima de

sinal encontrada na administragdo no grupo 2.
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Figura 13

- Comparagdo da média da soma dos Almax encontrados nas trés
administragdes no grupo 1 aos valores de intensidade maxima encontrados

em uma admmistragdo no grupo 1.

40



Como se pode observar na figura 13, a soma dos Almax das trés administragdes
de 0,3ml no grupo 1, ndo se mostraram estatisticamente diferentes dos valores de
ntensidade maxima encontrados em uma administragdo no grupo 2. Esses dados
corroboram a hipotese de que o sensor BAC ¢ sensibilizado da mesma forma por
quantidades iguais de material magnético, indicando a excelente reprodutbilidade da
técnica.

A partir das quantificacdes de Iy, foi realizada uma comparagdo entre a soma das
mtensidades finais do sinal dos animais do grupo 1 e os valores de intensidade de smal
encontrados no animais do grupo 2 com uma Unica administra¢cdo, como mostra a figura
14.

1.5x10°%4

1.0x10°+

5.0x 105+

Intensidade final
do sinal (u.a)

Soma 3x 0,3ml 0,9ml

Figura 14 - Comparagdo da média da soma de mtensidades finais de sinal encontrados
nas trés administragdes no grupo 1 a média de mtensidade final de sinal

encontrados em uma administragdo no grupo 2.

A soma dos valores de intensidade final de sinal dos animais do grupo 1 e a
mtensidade final de sinal encontrada nos animais do grupo 2, ndo mostraram diferencas
significativas (p=0,06). Essa equidade entre os valores encontrados nos dois grupos
pode se dar pelo fato de os orgdos responsaveis pela retrada das MNPs da corrente
sanguinea, através de processos de aprisionamento ou filtragdo, apresentarem taxas
constantes de retirada das MNPs do sangue, visto que os animais dos dois grupos foram
eutanasiados aproximadamente 90 minutos apos as primeiras administragdes de MNPs

por via endovenosa.
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A figura 15 apresenta os valores da soma de I, referentes a mtensidade de sinal
relacionada a permanéncia de MNPs na corrente sanguinea, de cada administragdo dos

animais do grupo 1, e os valores de I, dos animais do grupo 2.
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Figura 15 - Comparagdo da média da soma das intensidades de sinal de permanéncia
encontrados nas trés administragdes no grupo 1 a média de intensidade de

sinal de permanéncia encontrados em uma administragdo no grupo 2.

Os valores de I, sdo dirretamente dependentes dos valores de I, pois quanto
menor a retirada de MNPs do sangue, maior o sinal referente a permanencia de MNPs
na circulagdo, o que explica a paridade entre os valores encontrados de I, nos dois
grupos, ja que essa paridade também foi encontrada nos valores de I.

Os valores de Tj., relacionados a dindmica da passagem das MNPs nos coragdes

dos animais, do grupo 1, estdo expostos na figura 16.
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Figura 16 - Médias de T;,, encontradas em cada administragao no grupo 1. (**)p < 0,01
e (¥***)p <0,0001.

Como pode-se observar na figura 16, os valores de T;, encontrados em cada
administragdo se mostraram significativamente diferentes, segundo os testes estatisticos
aplicados. Foi constatada, também, uma tendéncia lnear significativa (R2 = 0,8046,
p<0,0001), evidenciando que conforme se administra quantidades adicionais de MNPs
na circulacdo sanguinea, o T;, aumenta. Esses dados sugerem que os Orgios
responsaveis pela retirada desse material da corrente sanguinea podem se saturar,
diminuindo, assim, sua velocidade de captagdo e / ou retencdo, o que influenciou
diretamente os valores de T/, obtidos.

Encontrou-se, entdo, um T, médio de 580 + 66 s para a primeira administracao,
um T, médio de 897 + 62 s para a segunda administracdo e um T;, médio de 1004 +
96 s para a terceira administragdo, sendo que os itervalos de 30 minutos entre as doses
foi pré-estabelecido e ndo corresponde com a depuragdo total das MNPs do sangue,
como sera mostrado no item 4.2. Com este experimento espera-se apenas comprovar a
eficacia do sistema BAC para possiveis aferigoes de T, até a depuracdo total, de
MNPs na corrente sanguinea. Sendo assim, o sistema obteve bom desempenho e, com
pequenas adaptacdes no protocolo experimental (no sentido de aumentar o tempo de
aquisicdo), pode-se realizar afericoes de T;, com eficacia, exatidao e reprodutibilidade.

O tempo de meia vida ¢ um fator de extrema importdncia quando ha a utilizagdo

de MNPs como material tragador ou como contraste. Existem trabalhos na literatura que
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apontam diversos valores de Tj,, desde poucos minutos até¢ varias horas, dependendo de
seu revestimento e sua aplicagdo (SUN et al, 2008). Esse parametro depende
fortemente de varios outros fatores, como o revestimento, dispersdo dimensional, carga
de superficie e potencial Zeta, tornando o valor de T;, uma caracteristica intrinseca do
tipo de MNP utilizada. O T;, também ¢ influenciado pela biodistribuicio das MNPs,
pois seu valor ¢ mnversamente proporcional & velocidade de captacdo e/ou retengdo das
MNPs pelos orgios envolvidos. Salienta-se ainda que este pardmetro possui diferentes
definicdes (maneira de caculo) para cada tipo de técnica, e neste trabalho foi utilizado
um método especifico, descrito no item 3.5, para a avaliagio do sinal do sistema
Biosusceptometria AC.

A soma dos valores de T, encontradas em cada uma das administragdes, do
grupo 1, foram comparadas a média de T, encontrada nos animais do grupo 2, como

mostra a figura 17.
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Figura 17 - Comparacdo da média da soma dos T;,, encontrados nas trés administracdes
no grupo 1 a média dos Tj, encontrados em uma administragdo no grupo 2.

(**%%) p < 0,0001.

As médias da soma de Tj, dos animais que receberam trés administragdes, grupo
1, se mostraram estatisticamente diferentes da média de Ty, dos animais do grupo 2.
Esse fato pode ter ocorrido por uma possivel sobrecarga de dose, que pode ter
desencadeado, nos Orgdos envolvidos com a retencdo e captacio das MNPs,
mecanismos de acdo intrinsecos para aumentar a retrada das MNPs da circulagdo nos

primeiros momentos apds a administragdo, at¢ que a quantidade de MNPs no sangue
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chegasse a niveis aceitaveis. E apds esse mecanismo ser desativado, os 6rgdos poderiam
estar saturados € com uma menor taxa de retencdo do que em niveis de doses normais,
visto que segundo os graficos expostos na figura 14 e 15, as quantidades de material
magnético que contmuaram na circulagdo sanguinea ndo diferiram estatisticamente
entre os grupos. Porém mediar e estudar os mecanismos de a¢do aqui especulados, ndo
fazem parte dos objetivos deste trabalho, deixando, assim, uma possibilidade para
futuros projetos baseados em investigacdes fisioldgicas mais profundas destes
mecanismos de acao.

As médias de TC, relacionadas com a chegada das MNPs no cora¢do do animal,
encontradas para cada uma das trés administragdes, nos animais grupo 1, estdo

apresentadas na figura 18.
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Figura 18 - Médias de TC encontradas em cada administracdo no grupo de animais do

grupo 1.

O TC apresentou uma média de 21 + 9 s na primeira administragdo, 19 = 7 s na
segunda administracdo e 19 = 6 s na terceira administragdo. Esses dados sdo de grande
importancia, ja4 que, devido a falta de mnstrumentacio com alta resolu¢do temporal na
area, ndo existem estudos que medem o tempo que as MNPs levam para percorrer uma
distdncia dentro do sistema circulatorio de maneira pouco invasiva € com aquisicdo
online. A partir destas observagdes, e sabendo-se a area da secgdo transversal dos vasos
por onde as MNPs passam para chegar ao coracdo, pode-se calcular, ainda, o fluxo

sanguineo nos vasos que constituiem o trajeto das MNPs.
45



Ainda que neste trabalho as administragdes foram feitas manualmente, com
auxilio de uma seringa, além de utilizar um modelo animal dimensionalmente limitado
(ratos), estes dados mostram a capacidade do sistema BAC realizar aferigdes destes
tipos (Ti, e TC), mserindo uma nova ferramenta para o estudo da dindmica de
diferentes MNPs dentro de organismos e sistemas biologicos. E a fim de futuramente
estudar esses parametros de um ponto de vista puramente fisiologico ou de
caracterizagdo pré-clinica de diferentes MNPs, pode-se assegurar a ndo interferéncia do
fator humano utilizando uma bomba de infusdo para a administragdo do tracador.

Extrapolando as capacidades da técnica, e visando futuras aplicagdes em modelos
experimentais maiores e aplicagdes clinicas em humanos, essa dependéncia dimensional
deixa de existir, possibilitando, ainda, o emprego de maior nimero de sensores sobre o
coragdo, o que possibilita a associacdo de valores de intensidades de sinal com tons de

pixel para formar imagens da passagem de MNPs pelas cavidades cardiacas.
4.2 Biodistribuicdo

Os valores médios encontrados a partir dos smais absolutos da BAC e do EPR,
normalizados pela massa da amostra seca, referentes a biodistribuicdo para cada o6rgio
coletado, dos animais do grupo 1, e referentes aos animais do grupo 2, estdo
apresentados na Tabela 2 e 3, respectivamente.

Tabela 2 - Valores médios de sinal, ponderados pela massa, encontrados no grupo de

animais que recebeu trés doses de 0,3ml de MNPs.

Orgio BAC (mV) EPR (u.a.)
Coragao 0,681 + 0,094 8440,137 + 462,455
Pulmdes 2,835 + 0,693 26166,968 + 2507,673

Figado 13,297 + 1,770 118737,772 + 6271,362

Rim Direito 0,361 + 0,075 4940,728 + 731,112
Rim Esquerdo 0,349 + 0,098 3546,477 + 244,480
Sangue 4,551+ 1,076 39508,410 + 3966,468
Bago 12,924 + 2,096 116452,718 + 18347,227
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Tabela 3 - Valores médios de sinal, ponderados pela massa, encontrados no grupo de

animais que recebeu uma dose de 0,9ml de MNPs.

Orgao BAC (mV) EPR (u.a.)
Coracao 0,870 £ 0,165 9566,887 + 1873,767
Pulmdes 4,096 £+ 1,357 62529,677 £ 17525,419

Figado 13,400 + 2,325 107465,105 + 8840,392

Rim Direito 0,549 £ 0,129 6208,856 + 1245,667
Rim Esquerdo 0,550+ 0,129 4903,556 + 1106,516
Sangue 8,405 + 0,832 63236,325 + 14779,464
Baco 17,678 + 4,300 136400,067 + 14133,222

A partir dos valores utilizados para calcular as médias apresentadas nas Tabelas
2 e 3, foi feita uma normalizacdo a fim de estudar a contribuigdo percentual de cada
orgdo na soma dos sinais de todos os oOrgdos. As médias dos sinais normalizados

adquiridos via BAC e EPR, do grupo 1, estdo apresentado na figura 19.
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Figura 19 - Contribuicdo percentual de cada 6rgdo na soma dos sinais de todos os

orgdos dos animais do grupo 1.
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A figura 20 apresenta as médias dos sinais normalizados de ambas as técnicas

(BAC e EPR), do grupo de animais do grupo 2.
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Figura 20 - Contribuicdo percentual de cada 6rgdo na soma dos sinais de todos os

orgdos dos animais do grupo 2.

A biodistribuigdo predominante se deu para o figado, porém foram encontrados
acumulos  significativos nos pulmdes e baco, como pode ser observado na figura 19 e
20. A normalizagdo percentual realizada mostrou a proporcionalidade na distribuigdo do
volume total de MNPs medido no organismo do animal. A figura 19 segue o mesmo
perfil de distribuicdo que a figura 20 apresenta. Os testes estatisticos aplicados nao
encontraram diferencas significativas entre as técnicas, o que evidencia o excelente
desempenho do sistema BAC em analisar as quantidades de MNPs captadas em cada
orgdo e as proporcdes de distribuicdo deste material dentro de um organismo biologico.

A fim de comprovar a eficacia da técnica foram realizadas andlises de correlagao
linear e andlise de concordancia de Bland Altman. A andlise de correlagdo linear para o
grupo 1, utiizando as amostras de todos os 6rgdos de todos os animais (=42 ), estdo

expostas na figuras 21.
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Figura 21 - Correlagdo lnear entre as técnicas BAC e EPR, utilizando as amostras de
todos os orgdos do grupo 1.

A figura 22 apresenta a andlise de correlacdo linear das amostras dos orgdos de

todos os animais pertencentes ao grupo 2.
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Figura 22 - Correlagdo linear entre as técnicas BAC e EPR, utilizando as amostras de
todos os 6rgdos do grupo 2.

A implementagdo do método de concordancia de Bland Altman, que analisa a

diferenca entre as técnicas para cada amostra ¢ a média das diferencas, também foi
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realizada utilizando as amostras de todos 6rgdos de cada animal de ambos os grupos. A

figura 23 evidencia a concordancia entre as técnicas para o grupo 1.
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Figura 23 - Método de concordancia de Bland Altman entre as técnica BAC e EPR para
o grupo 1.

A figura 24 mostra, mais uma vez, a concordancia entre as técnicas BAC e EPR,

através do método de concordancia de Bland Altman para o grupo 2.
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Figura 24 - Método de concordancia de Bland Altman entre as técnica BAC e EPR para
0 grupo 2.

Pode-se observar desde a figura 19 até¢ a figura 24, onde foram apresentados
graficos de coluna, correlagdo linear ¢ método de concordancia de Bland Altman, para
dois grupos diferentes, que a técnica BAC obteve excelentes resultados na afericio dos

destinos finais das MNPs no organismo do animal A técnica BAC foi, entdo,
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confrontada com uma técnica complexa, extremamente precisa e considerada padrdo
ouro, o EPR, ¢ obteve excelentes resultados de concordancia em ambas as analises.
Esses dados provam a eficacia da BAC e disponibilizam uma nova ferramenta em
estudos de caracterizagdo pré-clinica de MNPs, onde o alvo desses estudos ¢ mapear o
destino final das MNPs no organismo do animal (biodistribuicdo). Além de se mostrar
eficaz, a técnica BAC mostra outras vantagens sobre a técnica de EPR em estudos de
biodistribuicdo, como seu baixo custo e portabilidade.

A fim de estudar a diferenca de biodistribuicdo das MNPs entre os dois grupos
de animais estudados, foi feita uma comparagdo entre as médias de porcentagens de

contribuicdo de cada 6rgdo para ambos os grupos, apresentada na figura 25.
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Figura 25 - Comparacao de biodistribuigdo entre os dois grupos estudados. (*)p < 0,05.

As figuras 19, 20 e 25 mostram que as maiores retencdes de MNPs se deram no
figado e bago seguido de pulmdes e sangue. A comparagdo entre os dois grupos
estudados apresentou diferenga estatistica entre as contribuigdes de sinal do figado. Essa
diferenga pode ter ocorrido pela possivel sobrecarga de dose administrada no grupo que
recebeu 0,9ml de MNPs (grupo 2), o que pode ter desencadeado os mecanismos
sugeridos anteriormente no item 4.2, e aumentado a taxa de captura de outros 6rgios
como pulmdes e bago, porém como essa quantidade, responsavel pela diferenga, pode
ter sido divida em mais de um Orgdo, ndo apresentando diferencas estatisticas
significativas entre eles. Sugerimos que a captura do composto pelo figado esteja

relacionada ao perfil de capilares descontinuos caracteristicos deste o6rgdo. Em adicdo,
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ndo podemos descartar a acdo fagocitaria das células de Kupfler presentes nesse tecido
e constituintes do sistema reticulo endotelial. O bago também apresentou retencao de
MNPs que pode ser resultante do escape deste composto pelos capilares descontinuos
assim como pode ser resultante da acdo fagocitdria de células do sistema reticulo
endotelial presentes neste orgdo. J& no pulmio, o acumulo encontrado pode ser
explicado pelo tamanho reduzido dos capilares pulmonares, onde pode existir
dificuldade da passagem de parte das MNPs, o que acarreta em actimulo de MNPs neste
orgdo. O sangue apresentou também significativa quantidade de MNPs, pois no tempo
em que foram definidas as padronizagdes de administracdes realizadas neste
experimento, ndo houve completa retrada de MNPs do sangue, deixando, este trabalho,
mais uma sugestdo de possibilidade de projetos futuros, onde possa ser investigada com
precisdio a depuragdo total das MNPs do sangue. Outro fato que ndo pode ser
desconsiderado ¢ que os 6rgdos que apresentaram maiores acumulos tém como uma de
suas principais caracteristicas a alta vascularizagdo.

Os dados de biodistribuigdo obtidos foram semelhantes a dados encontrados na
literatura, em experimentos que utiizam tipos diferentes de MNPs das que foram
utilizadas neste trabalho, por exemplo nanoparticulas de 6xido de ferro mono-disperso
revestidas com silica (WUNDERBALDINGER et al, 2002b) ou revestidas com dextran
(KONG et al, 2012). Apesar das nanoparticulas apresentarem caracteristicas que
variam conforme se altera o material do nicleo, o revestimento e a solugdo em que estdo

dispersas, sempre foram documentados grandes acumulos no figado, pulmio e bago.
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4.3 Analises Cardiovasculares

Na primerra administragdo de

MNPs

via endovenosa,

encontrou-s€ uma

hipotensdo transitoria com uma queda de aproximadamente 47% da PAM em niveis

pré-administragdo, no grupol, e uma queda de aproximadamente 49% da PAM, no

grupo 2, como mostram as figuras 26 e 27, respectivamente.
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Figura 26 - Média da PAM sem MNPs (basal) e ap6s a primeira administracdo de MNPs no grupo 1.

(**%)p<0,001.
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Figura 27 - Média da PAM sem MNPs (basal) ¢ apds a administracio de MNPs no
grupo 2. (***)p<0,001.

A comparacdo entre a queda da PAM na primeira administragdo de MNPs nos
animais do grupo 1 com queda encontrada na a administragdo do grupo 2, estd

apresentada na figura 28.
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Figura 28 — Porcentagem média de queda da PAM na primeira administragdo de MNPs
nos animais do grupo um em comparacdo coma porcentagem de queda

encontrada na administragdo de MNPs nos animais do grupo 2.
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A primeira administragdo de MNPs apresentou uma hipotensdo nos dois grupos
de animais. Os testes estatisticos ndo revelaram diferenca significativa entre a primeira
administragdo de 0,3ml de MNPs no grupo 1 e a administracdo de 0,9ml de MNPs no
grupo 2. Esses dados mostram que a queda da PAM ndo aumenta com o aumento da

dose de MNPs.
A figura 29 apresenta a média das porcentagens da variagio da PAM em

administracdes consecutivas.
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Figura 29 — Porcentagem médias de queda da PAM em cada uma das administracdes de

MNPs no grupo 1.

O teste estatistico aplicado encontrou diferencas significativas entre as diferentes
administragdes, o que significa que as administracdes adicionais promovem menor
queda na PAM do que a primeira administragdo. O teste estatistico apresentou uma
tendéncia linear, ou seja, a cada administracdo a PAM tende a cair menos, o que torna
relativamente simples o possivel controle de hipotensao em estudos futuros utilizando a
associacdo de drogas vasoconstritoras como a fenilefrina. Além disso, a menor queda da
PAM em administragcdes adicionais permitem reajustes da dose de MNPs, quando
necessdria, em casos terapéuticos, como entrega guiada de firmacos ou hipertermia
magnética. Essa hipotensdo transitoria pode se dar por estresse de cisalhamento das
MNPs na parede dos vasos, o que acarreta em liberagdo de 6xido nitrico pelas células

endoteliais dos vasos sanguineos culminando em vasodilatagdo e consequente
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hipotensdo, e pode se dar, também, por outros mecanismos cardiacos e/ou vasculares
que influenciam os valores de PA.

Os tempos de manifestacdo do pico de hipotensdo encontrados estdo

apresentados na figura 30.
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Figura 30 - Médias dos tempos de manifestagdo da hipotensio maxima observada em

cada uma das admmistragdes no grupo 1.(****) p<0,0001.

Existram diferencas significativas nos tempos de manifestacio de hipotensao
entre a primeira ¢ as demais administracdes, porém os tempos de manifestaciao
encontrados nas segundas e terceiras administracdes ndo diferem estatisticamente entre
s. A ocorréncia dessa diferenca estatistica encontrada pode ser explicada pela
biodisponibilidade de oOxido nitrico, ou outros agentes de regulagdo pressorica, no
organismo do animal, ou seja, nas primeira admmistracdo as células endoteliais dos
vasos apresentavam grande biodisponibilidade de agentes de regulagdo pressorica e
consequentemente a liberacdo destes agentes foi maior do que nas ultimas
administragdes, onde a reserva pode ter diminuido consideravelmente. Essa questdo
abre, amnda, um nicho de possiveis estudos visando o melhor entendimento dos
mecanismos envolvidos com a hipotensdo transitéria apds administracio endovenosa de
MNPs, os quais ndo foram alvo deste trabalho.

A figura 31 apresenta a comparacdo entre as médias dos tempos de manifestagao
da hipotensdo maxima entre a primeira administracdo do grupol e a adimmnistragdo no

gurpo 2.
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Figura 31 - Médias dos tempos de manifestacio da hipotensdo maxima observada em

cada grupo.

Nao foram encontradas diferencas estatisticas entre os tempos de manifestacao
de hipotensdo maxima entra a primeira administracdo no grupo 1 e a administragdo no
grupo 2.

Os tempos de recuperacdo da PAM, nas trés administragdes realizadas no grupo
1, estdo apresentados na figura 32.
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Figura 32 - Médias dos tempos de retorno da PAM aos niveis pré-administragdo em

cada uma das admmistragdes no grupo 1.(****)p<0,0001.
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O tempo de recuperagdo da PAM a niveis pré-admmistracio foi de
aproximadamente 5,9 + 0,6 minutos na primeira administragdao, 0,56 + 0,13 minutos na
segunda administracdo e 0,64 = 0,2 minutos na terceira administragdo, o que evidencia o
perfil transitorio de hipotensdo encontrado. Desta forma, apesar da administragdo
endovenosa de MNPs, nas doses utilizadas neste trabalho, apresentar uma queda
significativa da PAM, essa hipotensdo se apresenta com perfil transitorio e de facil
recuperacdo. Em adigdo pode ser reportada também a auséncia total de Obitos dos
animais empregados neste estudo, corroborando o fato de que a hipotensdo se mostra de
facil recuperacdo e nio letal

Foi realizada a comparacdo dos tempos recuperacio da PAM na primeira
administragdo de MNPs no grupo 1 com a administragdo de MNPs no grupo 2, como
mostra a figura 33.
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Figura 33 - Médias dos tempos de recuperagdo da hipotensio maxima observada em

cada grupo

A comparagdo exposta na figura 33 mostra que ndo existiram diferengas
significativas entre os tempos de recuperacdo da primeira administragdo de MNPs no
grupo 1 e a administragdo realizada no grupo 2. A partir deste dados, e de anteriores,
pode-se concluir que a dose de MNPs ndo influencia diretamente nos parametros
hemodindmicos, pois em todas as comparagdes hemodindmicas realizadas entre as
primeiras administragdes de 0,3ml e as administragdes de 0,9ml de MNPs, ndo

existram diferengas significativas, o que indica a possibilidade de que o fator
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preponderante nas alteragdes hemodindmicas, ¢ a presenga de MNPs na corrente
sanguinea, € ndo a dose.
A figura 34 e 35 mostram que a primeira administragdo endovenosa de MNPs, em

ambos 0s grupos, causou pequenas alteracoes na FC.

Basal 0,3ml

Figura 34 - Média da FC sem MNPs (basal) e apos a primeira administracdo de MNPs
no grupo 1.

*kk

Basal 0,9ml

Figura 35 - Média de FC sem MNPs (basal) e ap6s a administragdo de 0,9ml de MNPs
no grupo 2.

As figuras 34 e 35 mostraram que a média da FC cardiaca obteve uma pequena
queda, porém significativa (p=0,0184 para o grupo 1 e p=0,0003 para o grupo 2). Na
primeira administracdo de MNPs no grupo 1 a FC teve aproximadamente -7 + 2% de
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queda. Enquanto que no grupo 2, a administragdo de 0,9ml de MNPs apresentou uma
queda de aproximadamente -7 + 1%. Porém esse parametro (FC) ¢ passivel de alta
variabilidade e apresenta valores muito diferentes ao longo do dia para o mesmo animal.
A partir desta afrmacdo e observando as minimas variagdes encontradas, foi realizado
um teste estatistico de colunas nas trés administragdes do grupo 1, onde foi observado

se essa variagdo encontrada ¢ diferente de zero (figura 36).
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Figura 36 - Média da porcentagem de alteracio da FC em cada uma das administragdes

de MNPs no grupo 1.

A figura 36 mostra as variagdes de FC em cada uma das administragdes do
grupo 1. A estatistica de coluna comparou cada valor de variagdo de FC com o valor
hipotético, sendo neste caso o valor hipotético igual & zero, e ndo obteve diferengas
estatisticas  significativas, ou seja, apesar da figura 34 e 35 apresentarem uma queda
significativa na FC, essas variagdes ao longo das administragdes consecutivas, nio
diferram de zero. Esses dados mostram que se essa variacdo existe, ela € minima, ndo
diferindo de zero no teste estatistico de colunas. Uma vez que as MNPs se mostram
quase que inertes sobre a FC, isso sugere um perfil seguro de administragdo endovenosa
das MNPs do ponto de vista da FC.

Foram, também, realizadas quantificacdes de arritmias cardiacas por meio de
analise de perfil elétrico cardiaco. A figura 37 quantifica as arritmias encontradas no

periodo pré administragdo e ap6s a primeira admmistracdo de MNPs no grupo 1.
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Figura 37 - Arritmias cardiacas no periodo pré administragio e apds a primeira

admmistracdo de MNPs nos animais do grupo 1.

A figura 38 apresenta os valores de arritmia por minuto encontrados no periodo

pré administragdo de MNPs e apds a administragdo de 0,9ml de MNPs nos animais do

grupo 2.
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Figura 38 - Arritmias cardiacas no periodo pré administracdo e apds a administragdo de

MNPs nos animais do grupo 2.
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As arritmias encontradas em cada uma das administragdes nos animais do grupo

1 estdo apresentadas na figura 39.
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Figura 39 - Arritmias cardiacas encontradas em cada administracio de MNPs nos

animais do grupo 1.

As analises de perfil elétrico cardiaco, apresentadas na forma de arritmias por
minutos, ndo apresentaram diferencas estatisticas significantes em relagdo aos valores
encontrados no periodo pré-administragdo, como pode ser observado nas figuras 37 e
38. A figura 39, que apresenta os valores de arritmia por minuto nas trés administragdes
consecutivas de MNPs, mostra que também ndo existiram diferengas estatisticas entre a
primeira ¢ as demais administracdes. Os dados apresentados nas figuras 37, 38 ¢ 39
solidificam a hipotese de que a administragdo endovenosa das MNPs utilizadas neste
trabalho ndo causa arritmia cardiaca no animal, mostrando um perfil seguro de

administracdo do ponto de vista do perfil elétrico cardiaco.
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5 Conclusao

Conclui-se, entdo, que o sistema BAC obteve bom rendimento quando aplicado
para o monitoramento das MNPs no sistema circulatério de pequenos animais. O
sistema foi capaz de detectar as MNPs na circulagdo sanguinea, detectar a chegada das
MNPs no coragdo e inferir sobre o perfil de captacdo e retengdo das MNPs pelo
organismo em tempo real pela avaliagdo do perfil de decaimento do sinal, avaliagGes
que ndo eram possiveis at¢é o momento devido a falta de instrumentagdio com alta
resolucdo temporal e capacidade de aquisicBo online. Também concluiu-se que o
sistema BAC ¢ capaz de detectar pequenos volumes de MNPs perfundidas em 6rgios e
tecidos, fazendo um paralelo com a mnstrumentacdo encontrada na area de medicina
nuclear, porém sem o uso de radia¢do ionizante € com um menor custo. A BAC se
mostra vantajosa neste tipo de andlise, j4 que outras metodologias que utilizam o
principio de ressondncia magnética (como a relaxometria ou a espectroscopia
ressonancia paramagnética eletronica (EPR)) sdo de alto custo, complexos e ndo sdo
capazes de obterem dados online ligados a dinamicidade das MNPs no organismo do
animal vivo.

O sistema BAC também obteve oOtima performance quando comparado com a
técnica de EPR na avaliagdo do destino final das MNPs no organismo do animal. O
sistema BAC apresentou uma Otima correlagdo linear com a técnica de EPR e as
andlises de concordancia de Bland Altman corroboram a validacdo da BAC para
analises de biodistribuicdo. A BAC ainda obtém vantagens sobre o sistema de EPR no
que diz respeito as suas caracteristicas de viabilidade, pois apresenta menor custo e
portabilidade.

O perfil de biodistribuicdo mostrou maior retengdo de MNPs no figado, pulmio e
baco, respectivamente, devido as caracteristicas morfofisiologicas destes oOrgdos. A
partir destes dados, o sistema se mostrou capaz, também, de avaliar a biodistribuicao
das MNPs no organismo do animal através da quantificagdo do sinal da BAC referente a
cada orgdo coletado, viabilizando uma nova ferramenta em estudos de biodistribuicdo e
perfusdo de orgdos e sistemas.

As MNPs utilizadas neste trabalho (MnFe,O4 — recobertas com citrato)

apresentaram uma meia vida na circulagdo de aproximadamente 580 segundos na
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primeira administracdo, num periodo de aquisicdo de sinais de aproximadamente 30
minutos, o que torna vidvel a sua utilizagdo como contraste em estudos fisiologicos
onde o marcador, ou tragador, necessite de caracteristicas como tamanho reduzido,
dinamicidade e tempo de meia vida eficiente. MNPs semelhantes ja sdo utilizadas como
contraste na 4area de ressondncia magnética € se mostraram como um contraste seguro,
bem tolerado e com bons resultados, sendo eliminados da circulagdo apds certo periodo
de tempo (KONG et al, 2012; NUNES et al, 2014; WAGNER et al, 2002;
WUNDERBALDINGER et al., 2002b).

Na primeira administragdo no grupo 1 e na administragio no grupo 2, o efeito
hipotensor se manifestou entre o 1° e 2° minuto. Nas segundas e terceiras
administragdes no grupo 1 esse efeito se mostrou mais rapido, se manifestando em torno
de 20 segundos apds a administragdo. Apds a 1* admmistragdo a PAM retorna em
aproximadamente 5 minutos aos valores basais, enquanto que nas administragdes
seguintes esse intervalo ¢ muito menor, em torno de 35 segundos. A administragdo
endovenosa ndo promove alteragdes bruscas na FC, muito menos no perfil elétrico
cardiaco. Apesar de ter sido observada uma hipotensdo, ela se mostrou transitoria ¢ de
facil e rapida recuperagdo, o que faz com que a administragdo endovenosa das MNPs
seja relativamente segura. Ainda que neste trabalho tenha sido encontrada essa
hipotensao transitoria e leve alteracio da FC, na literatura existem trabalhos de impacto
que ndo encontraram essas alteragdes (NUNES et al, 2014). Porém no presente estudo
as doses utilizadas foram maiores ¢ com uma taxa de administracdo diferente de
trabalhos anteriores, além de utilizar um tipo diferente de anestésico, mais potente, que
deprime o sistema nervoso central, responsdvel pelo controle de uma série de
mecanismos hemodindmicos e cardiovasculares.

Os resultados obtidos até o presente momento sugerem fortemente o uso da técnica
BAC como método de avaliagio destes pardmetros e motivam ensaios adicionais
visando futuras caracterizagdes pré-clinicas de MNPs em termos de T, e perfis de
biodistribuicdo. Sendo assim, a Biosusceptometria AC oferece uma valiosa alternativa
na area devido as caracteristicas intrinsecas da técnica (aquisicio online, resolugdo
temporal, custo e invasividade baixos). Dentro deste contexto, este trabalho se mostra
relevante, uma vez que ha uma grande quantidade de tipos de MNPs disponiveis na
literatura a serem testadas, orgdos a serem pefundidos e monitorados em situagdes

normais e alteradas, além de inumeras possibilidades de marcacdo de tecidos como
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tumores e células tronco. Em adi¢do, as avaliagdes realizadas ainda podem ser
aprimoradas, utillizando uma bomba de mfusdo mecanica, diferentes conjugagdes de
MNPs que inerfram de formas diferentes na PAM e comparagdo dos resultados obtidos

com outras técnicas padrao.
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Apéndice

Este apéndice expde os dados de um experimento paralelo realizado, no qual as
MNPs ndo passaram por tratamento de sonicagdo e filtragdo. Este experimento foi
realizado a fim de se estudar as consequencias biologicas da falta de tratamento
(sonicagdo e filtragdo) das MNPs quando administradas em animais. Apesar de efeitos
de formagdo de agregados das MNPs ja terem sido descritas por Branquinho e
colaboradores em 2013, ndo foram encontrados dados sobre o efeito biologico (talvez

toxico) da administracdo das MNPs neste estado ndo tratado.

Passagem das nanoparticulas no coracdo do animal

108 Exemplo de sinal em 3 administragdes (Animal 5)
10 T T T T T T T

Intensidade de sinal (u.a.)

290 3000 300 4000

P
Tempo (s)

Figura 1 - Exemplo de morfologia do sinal em administracdes seriadas de MNPs, e seus

efeitos de saturacdo de captagdo pelos Orgdos responsaveis.

A figura 1 apresenta um exemplo de sinal adquirido em trés administragdes
consecutivas de MNPs ndo tratadas, ilustrando o perfil de saturacdo de captacao dos
orgdos responsaveis € consequente alteracdo no decaimento da curva. Pode-se observar,
também, no exemplo da figara 6 que o segundo pico, que representa a segunda
administracdo de MNPs, apresenta um valor de Ie (referente a estabilizacdo do sinal da
BAC que ndo ocorreu nos animais em que as MNPs passaram por processo de
sonicacao e filtragio) menor do que o observado na primerra administragao,
evidenciando a saturacdo de captacdo pelos Orgdos responsaveis. Na terceira
administragdo, terceiro pico, o valor de Ie ¢ menor ainda, ou seja, os o0rgdos de captagdo

e retencdo se mostram quase saturados por completo. Pode-se verificar ainda, que os
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valores de Ip tendem a crescer, o que mostra a remanescéncia de MNPs no sangue do
animal.

Como se pode observar na figura 2, as médias de Ale, referentes a saturagdo de
captagdo de MNPs, se mostraram estatisticamente diferentes entre a primeira
administragdo e as demais, sendo que ndo houveram diferengas entre a segunda e

terceira administragao.
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Figura 2 - M¢édias da intensidade de estabilizagdo do sinal (Ie) da BAC, referente a
saturagdo de captacdo das MNPs pelos orgios responsaveis. (*) p<0,05

e(**) p<0,01.

Os dados apresentados na figura 2 mostram que o valor de le diminui com as
administragdes consecutivas de MNPs, mostrando que na primeira administracdo, onde
os sitios de retencdo e captacdo ndo estavam saturados, houve uma grande captacdo, o
que aumentou o valor de le, enquanto que nas administragdes seguintes, €sses mesmos
sitios apresentavam perfis de satura¢do, o que ocasionou em menor retirada de MNPs da
circulacdo e consequente menor variacdo da intensidade de estabilizacdo do smal. Nao
existram diferencas significativas entre a segunda e terceira administragdes, isso pode
ter ocorrido pelo fato de que as MNPs possuem uma distribuicdo dimensional em forma
de gaussiana, implicando na presenca de MNPs menores do que 5,5 nm, tamanho esse
que permite a filtragdo de uma parte das MNPs por clearance renal (CHOI et al., 2007;
SUN et al., 2008), que devido as proprias caracteristicas intrinsecas deste mecanismo de
depuragdo, ndo apresenta perfil de saturacdo, o que faz com que nas segundas e terceiras

administracdes as quantidades de MNPs retiradas do sangue sejam parecidas.
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Os valores de Ip sdo diretamente dependentes dos valores de le, pois quanto
menor a retrada de MNPs do sangue, maior o sinal referente a permanéncia de MNPs
na circulagdo, o que explica as diferengas, encontradas estatisticamente, presentes no

grafico apresentado na figura 3.
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Figura 3 - Médias das intensidades de sinal referentes a permanéncia (Ip) de MNPs na

circulagdio do animal. (*) p<0,05 e (**) p<0,01 .

Os valores dos Tj, encontrados nas trés admmistracdes sdao apresentados na

figura 4.

0 T
< 3 3

Figura 4 - Médias dos T, encontrados em cada administragdo das MNPs.

Apesar da dindmica de decaimento do sinal do sistema BAC ser alterada
conforme se administra consecutivamente as MNPs, as médias de T, ndo apresentaram

diferencas significativas, como mostra a figura 4. Em relacdo ao Tj, esses dados podem
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estar associados ao fato de que mesmo que a intensidade de sinal diminua pouco, a
velocidade de queda também ¢ menor, o que faz com que as médias de Ti, ndo se
diferenciem estatisticamente, diferentemente do que ocorreu nos animais onde as MNPs
passaram por processos de filtragdo e sonicagdo (tratadas).

Encontrou-se, entdo, um T, médio de 136 + 40 s para a primeira administragao,
um T, médio de 154 + 55 s para a segunda administragdo € um T, médio de 60 = 21 s
para a terceira administragdo. Esses valores se paresentaram muito menores do que os
valores encontrados nos animais descritos no corpo do texto principal deste trabalho.
Isto pode ter ocorrido devido ao fato de que MNPs maiores do que 200nm serem

aprisionadas na primeira passagem no bago e figado (CHOI et al, 2007; SUN et al,
2008).

Biodistribuicao
Os valores médios encontrados a partir dos sinais absolutos da BAC referentes a

biodistribuicdo para cada 6rgio coletado estdo apresentados na figura 5.
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Figura 5 - Valores de sinais absolutos adquiridos pela BAC referentes as quantidades de
MNPs retidas em cada oOrgdo. (***) p<0,00lem relagdo a barra que ndo

possui asteriscos.

A figura 6 mostra as porcentagens de contribuicdo do sinal de cada 6rgdo na

soma das intensidades de todos os 6rgdos para cada animal
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Figura 6 - Porcentagem da contribuicdo de cada orgdo na soma do sinal de todos os
orgdos de cada animal. (***) p<0,001 em relagdo a barra que ndo possui

asteriscos.

A biodistribuigdo predominante se deu para o figado, porém foram encontrados
acimulos significativos no pulmio e bago, como pode ser observado na figura 12 e 13.
A normalizagdo percentual realizada mostrou a proporcionalidade na distribuicdo do
volume total de MNPs medido no organismo do animal. Os valores de sinal
relacionados com a presenga de material magnético nos pulmdes desses animais, que
receberam as MNPs ndo tratadas, foram muito maiores do que nos animais que
receberam as MNPs tratadas (grupo 1), chegando a quase o dobro de sinal. Isso pode ter
ocorrido pela formacdo de agregados produzir mais MNPs de tamanho incompativel
com a passagem nos capilares pulmonares. Essa ¢ uma das maiores preocupagdes com o
ndo tratamento das MNPs, pois os pulmdes, apesar de serem responsaveis por parte da
metabolizacdo de substincias como farmacos e drogas, se mostrou prejudicado, ja que

foi observado, visualmente, dificuldade de respiracdo nesses animais.

Analises Cardiovasculares
Nas primeiras administragdes de MNPs ndo tratadas via endovenosa, encontrou-se
uma hipotensdo transitoria com uma queda de aproximadamente 48% da PAM em

niveis pré-administragdo, como mostra a figura 7.
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Figura 7 - Média da PAM sem MNPs (basal) e ap6s a primeira administragdo de MNPs. (**)p<0,01.
A figura 8 apresenta a média das porcentagens da variagio da PAM em

administragdes consecutivas.
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Figura 8 - Médias da PAM em cada uma das administragdes de MNPs.

O teste estatistico aplicado ndo encontrou diferencas significativas entre as
diferentes administragdes, o que significa que administragdes causam queda da PAM
com mesma intensidade em todas as administracdes, o que se diferencia nos animais
que receberam as MNPs filiradas e sonicadas, onde as quedas na PAM referentes as
segundas e terceiras administragdes foram muito menores do que nas primeiras
administracdes.

Os tempos de manifestacio do pico de hipotensdo encontrados estdo

apresentados na figura 9.
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Figura 9 - Médias dos tempos de manifestagdo da hipotensdo maxima observada.(*)
p<0,05.

Nao existiram diferengas significativas nas manifestagdes de hipotensdo entre a
primeira e segunda administracdo, porém os tempos de manifestacdo encontrados nas
terceira administracdo  diferem estatisticamente das segunda administragdo. A
ocorréncia  dessa  diferenga  estatistica encontrada pode ser explicada pela
biodisponibilidade de oOxido nitrico, ou outros agentes de regulacdo pressorica, no
organismo do animal, ou seja, nas primeira administragdo as células endoteliais dos
vasos apresentavam grande biodisponibilidade de agentes de regulagdo pressorica e
consequentemente a liberacdo destes agentes foi maior do que na ultima administragdo,
onde a reserva pode ter diminuido consideravelmente.Estes dados também diferiram do
perfil encontrado nos animais que receberam as MNPs tratadas, onde foram encontrados

diferentes valores de manifestagdo da queda da PAM.

Os tempos de recuperacdo da PAM estdo apresentados na figura 10.
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Figura 10 - Médias dos tempos de retorno da PAM aos niveis pré-administracdo em

cada uma das administragdes. (**)p<0,01 e (***)p<0,001.

O tempo de recuperacio da PAM a niveis pré-administragdo foi de
aproximadamente 5,4 + 1,2 minutos na primeira administragdo e 3,5 = 1,4 minutos na
segunda administragdo e 23,3 + 3,3 minutos na terceira administragdo, como pdde-se
observar na figura 10, diferindo dos valores encontrados nos animais que recebram as
MNPs tratadas. O tempo de recuperacdo da queda de PAM estd intrinsecamente ligado
ao tempo que as MNPs permanecem na circulagdo do animal, ¢ como existe saturagdo
de captacdo nas ultimas administragdes, as MNPs ndo tratadas ndo sdo retradas da
circulagdo, como foi mostrado no exemplo de sinal com trés infusdes na figura 1, o que
pode fazer com que o tempo de recuperacao na terceira administragao se prolongue.

A figura 11 e 12 mostram que, apesar de existir a presenca da hipotensdao
transitoria, a administracdo endovenosa, de MNPs ndo tratadas, ndo causou alteragoes

na FC e no perfil elétrico cardiaco.
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Figura 11 - Média da FC sem MNPs (basal) e apos a primeira administragio de MNPs.
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Figura 12 - Média da FC em cada uma das admmistragdes de MNPs.

Da mesma forma que ndo existiram alteracdes significativas da FC e do perfil
elétrico cardiaco nas primeiras administragdes, a figura 12 mostra que também ndo
existiram alteracdes significativas nas segunda e terceira administragdes, o que sugere
que as MNPs ndo tratadas, durante sua passagem pelo coragdo, ndo sensibilizam o nodo
sinoatrial ou o nodo atrioventricular.

Obitos

Os dados apresentados neste apéndice sdo referentes aos animais que

sobreviveram as trés administragdes de MNPs ndo tratadas. Porém existram animais

que ndo sobreviveram as administragdes (uma, duas ou trés) de MNPs ndo tratadas.
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Foi encontrado aproximadamente 45% de Obitos na administragdo por via
endovenosa das MNPs ndo tratadas.

Esse elevado indice de oObitos pode ter ocorrido devido ao fato das MNPs nao
tratadas podem apresentar uma distribuicdo dimensional ndo controlada, ou seja, podem
existir agregados de MNPs que formam estruturas de diversos tamanhos, desde
micrometros até poucos nanometros. Como mencionado no item “Biodistribuicao”
deste apéndice, foram observadas dificuldades respiratdrias nos animais que receberam
as MNPs nao tratadas, além de altos indices de retengdo de MNPs nos pulmdes. Na
maioria dos animais que vieram a Obito, o motivo do Obito foi principalmente por
parada respiratoria, corroborando a hipdtese de que a falta de tratamento das MNPs ¢

prejudicial principalmente a esse orgio.

80



