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INTRODUCAO

Pesquisas realizadas com Ceélulas Tronco (CT) estao
voltadas ao emprego delas no tratamento de variadas patologias
com a promessa de melhorar a qualidade de vida da sociedade.
Assim, aliar o estudo das CT com a tecnologia da Ressonancia
Magnética (RM) torna-se importante na determinacao precisa
quanto ao local de atuacao desse tipo de celula dentro do
organismo Vivo, para que outros estudos, voltados para
abordagens mais praticas destas ceélulas, avancem de forma
precisa e geremresultados seguros e satisfatorios.

Nanoparticulas de Oxidos de ferro sao conhecidas por
possuirem excelentes propriedades magnéticas e serem atoxicas,
uma vez que sao passiveis de serem quebradas e utilizadas para
formar a hemoglobina sanguinea.

A RM usa o principio fisico de ondas eletromagnéticas que
propicia deteccao de sinais provenientes de proton intrinsecos dos
tecidos humanos que submetido a deflexao (mudancga energética
iInduzida) dentro de um campo magneético, liberam energia no seu
realinhamento que pode ser quantificada (tempos de relaxacao). A
diferenca de tempo de relaxacao € que confere o contraste para
excelente resolucao espacial. Diferente do SPECT/PET, a RM nao
usa energia ionizante, sendo que a sua faixa de energia se
encontra na frequéncia de ondas de radio FM. Nas maquinas
clinicas de 2 Tesla (T) a radiofrequéncia para proton esta ajustada
para 85 MHz. Outra vantagem € a maior disponibilidade das
maquinas de RM, sendo encontrada em qualquer cidade de médio
e grande porte.

METODOLOGIA

Na realizacao dos experimentos, cubetas de polipropileno
foram utilizadas para armazenar as amostras sintetizadas cujo
sinal seria avaliado em contraste com o da agua. As cubetas
facilitam a visualizacao e identificacao de cada uma das amostras.
Além disso, o posicionamento das amostras durante o processo de
obtencao das imagens em RM foi feito de modo a facilitar
iIdentificacdo das mesmas. Na Figuras 1, pode ser observado o
posicionamento feito com as amostras: os “quadrados”
correspondem as amostras contendo o produto das sinteses feitas,
enquanto que, os “losangos” correspondem aquelas contendo
agua, substancia utilizada como padrao de contraste para posterior
analise da intensidade do sinal.

As amostras contendo nanoparticulas sintetizadas foram
submetidas a ressonancia magnetica clinica de 2 Tesla (Elscint,
Prestige, Haifa, Israel). Devido a propriedade eletro-magnética dos
materiais envolvidos no trabalho (nanoparticulas de oxido de ferro
e de ouro), foram utilizadas sequéncias ponderadas em T2: Spin-
echo T2, Fast-spin—echo T2, Gradient-recall-echo T2. Ajustes nos
tempos de repeticao e eco e no flip angle foram feitos para otimizar
o sinal obtido de cada sequéncia. As imagens sao enviadas via
Intranet e processadas em uma estacao de trabalho e convertidas
em formato especifico conforme o software de analise. As imagens
sao analisadas quanto a sua textura e comparadas a um padrao
puro do contraste, no caso, a agua e a posteriori a imagem da
microscopia 6tica com coloracao para celulas marcadas.

O software que utilizado para a analise das imagens € o
MaZda, escrito em linguagem C++ que trabalha sob os sistemas
operacionais Microsoft Windows 9x/NT/2k/XP. A vantagem deste
programa esta na especificidade do mesmo, uma vez que foi
desenvolvido para a analise de imagens digitalizadas obtidas a
partir de RM.

Através do programa, foram analisados os tons de cinza
(cada pixel corresponde a um tom de cinza) das imagens obtidas
pela RM, ou seja, € analisada a textura de uma area da imagem a
partir da avaliacao das partes escuras e claras desta. Para cada
uma das amostras de nanoparticulas e de agua foi selecionada
uma regiao de interesse (ROIl) nas imagens de diferentes
sequéncias de pulso de RM a partir desta ROI o software faz o
calculo de inumeros parametros.

Figura 1- Imagem obtida na RM na sequéncia Fast-spin—echo
ponderadaem T2, primeiro echo.

RESULTADOS

Foram feitos experimentos com nanoparticulas sintetizadas
por decomposicao termica de [Fe(acac)3] que, a partir de
microscopia eletronica de transmissao (TEM), foram aquelas que
se mostraram mais adequadas a finalidade em questao: tamanhos
de particula com estreitas distribuicoes, contornos esfericos bem
definidos e alta cristalinidade nas fases de oxido de ferro de
interesse. Alem disso, foi feito um experimento com a marcacao
com as nanoparticulas de celulas HelLa, uma linhagem de celulas
de cancer de colo de utero muito utilizadas em pesquisas meédicas,
conforme mostra Figura 2.

Experimentos visando encontrar outros marcadores de
células foram feitos em colaboracao com um grupo da
Universidade de Pisa que trabalhava com o desenvolvimento de
particulas paramagnéticas nao apenas de oOxido de ferro, mas
também de ouro. Para cada amostra, foi processada uma ROl e
esta €, entao, comparada a ROI referente as amostras de agua
adjacentes aela.

Através do Software, constatou-se um contraste negativo
(amostras apresentam menor intensidade de sinal em relacao a
agua) em relacao a agua enquanto que, em outras sequéncias de
pulso, o contraste, para uma mesma amostra foi positivo (amostras
apresentam maior intensidade de sinal em relacao a agua, maior
brilhoemrelagao aagua).

Para cada uma das sequéncias, foi gerado um grafico com
os dados da intensidade do sinal de cada amostra em relacao a do
padrao. Para plotar o grafico, foram selecionados os valores
gerados no software para os parametros de percentil, conforme
explicitado anteriormente, e tracadas as curvas referentes as
medias dos valares das aguas nos percentis de 1% (limite inferior) e
99% (limite superior) e os pontos referentes as amostras nos
percentis 1%, 50% e 99%.

Ao avaliar a intensidade do sinal a partir da analise dos
percentis de cada amostra comparando-os aos do padrao (agua),
foi possivel concluir que a faixa do padrao € invadida por inumeras
das amostras em diferentes experimentos e sequéncias de pulsos
e que, ainda assim, € possivel distinguir amostras que possuiam
nanoparticulas de um determinado material que apresentaram

sinal negativo daquelas constituidas de outro material e que
apresentaram sinal positivo em uma determinada sequéncia.

Constatou-se que o melhor contraste obtido para
determinadas amostras em uma determinada sequéncia de pulso
em comparacao com as demais, porque esta revelava uma
Intensidade de sinal visualmente boa e, quando analisada atraves
do programa, havia uma boa diferenca para o sinal do padrao. Aléem
disso, temos que a utilizacao de diferentes sequéncias de pulso
parauma

mesma amostra revelava resultados interessantes: como
dentro de uma mesma obtencao de imagem estavam
compreendidas cubetas contendo diferentes tipos de paticula
(particulas de oxido de ferro obtidas por diferentes metodologias
bem como de ouro), a utilizacao de diferentes sequéncias mostrou
gue € possivel as diferenciarmos umas das outras, uma vez que as
propriedades paramagneticas de cada uma delas sao bastante
caracteristicas.

Apesar dos experimentos feitos durante o projeto
comprovarem que € possivel detectar o sinal de nanoparticulas
através da RM, faltou obter mais dados quanto ao seu sinal em
meio a CT cujo experimento esta em andamento.
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Figura 2- Testes de RM com as nanoparticulas sintetizadas: (a)
células HelLa em agarose, (b) NPs em agarose,(c) celulas HelLa
com NPs incorporadas, (d) e (e) fundo de agarose.

CONCLUSOES

De modo geral, os resultados obtidos foram satisfatorios,
pois mostraram que ha uma coeréncia entre sinal obtido para
amostras que eram iguais quando a aquisicao das imagens e feita
sob 0s mesmos termos.

Para melhores resultados, a repeticao dos experimentos
sob as mesmas condig¢oes torna-se necessaria para que possiveis
erros e alteracoes nas caracteristicas das amostras possam ser
minimizados.

O software utilizado mostrou-se eficiente para a analise de
Imagens obtidas em equipamento de RM, porem, devido ao grande
numero de parametros retornados pelo programa, a escolha
daqueles que seriam os mais apropriados ao projeto oferece certa
dificuldade aqueles que nao estao muito familiarizados com os
dados estatisticos que sao gerados. Outros softwares similares ao
utilizado foram testados para possivel obtencdo de resultados e
analise, mas o dominio dos mesmos ainda nao foi alcancado.

Vale ressaltar que, ainda que a marcacao em células possa
ser detectada atraves do uso da RM, deve-se avaliar a toxicidade
das mesmas as células, uma vez que as avaliacoes em RM foram
feitas com ceélulas com caracteristicas diferentes das CT, células
HelLa que incorporaram facilmente as nanoparticulas dado sua
natureza, e das vezes que foram obtidas imagens com CT estas ja

encontravam-se mortas.
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