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Resumo: A associacdo das técnicas biomagnéticas e
nanotecnologia possibilita novas aplicacbes para
avaliacao de parametros fisiologicos, como dindmica de
perfusdo em Orgdos e tecidos. Neste trabalho, através da
técnica de Biosusceptometria AC (BAC), estudamos o
tempo de circulagdo (Ti2) e a biodistribuicdo de
nanoparticulas magnéticas de ferrita de manganés em
ratos apos 20 minutos da infusdo. Nds encontramos um
tempo médio de circulacdo de 181,06 s (desvio padrdo =
49,43) e biodistribuicdo predominante para o figado,
pulmdo e baco devido as caracteristicas tanto das
particulas quanto destes 6rgdos. Estes dados comprovam
a eficiéncia da técnica na verificacdo destes parametros,
e sugerem a utilizacdo da BAC para avaliar diferentes
nanoparticulas, que possuam um tempo maior de
circulagéo.

Palavras-chave: Biosusceptometria AC, nanoparticulas
magnéticas, biodistribuicao, ferrita de manganés.

Abstract:

The Association between nanotechnology and biomag-
netic diagnostic techniques unwrapped a whole new re-
search field that allows us to noninvasively study physio-
logical parameters, such as dynamic perfusion and re-
tention in organs and tissues. By associating the AC Bio-
susceptometry (ACB) system to magnetic iron oxide na-
noparticles doped with manganese, we analyzed circula-
tion time and biodistribution patterns for these particles
after 20 minutes of infusion. We found a circulation time
of 181.06 s (SD = 49.43), with major biodistribution to
liver, lungs and spleen, given the particles features and
the organs morphology. Our results showed the system
efficiency on particles tracing and bloodstream patterns
assessments, and suggest the use of less- reactive nano-
particles with a higher circulation time in the body.
Keywords: AC Biosusceptometry, magnetic
nanoparticles, bioditribution and manganese ferrite.

Introducéo

A Biosusceptometria AC é uma técnica bem
estabelecida na érea de gastroenterologia e seus
principios de funcionamento sdo descritos pelo
eletromagnetismo classico [1]. Em relagdo a outros
sistemas ja consagrados, a BAC apresenta vantagens
como o0 baixo custo, versatilidade, baixissima
invasividade, portabilidade e auséncia de radiagdo
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ionizante [2]. Até 2012, foram utilizadas particulas de
material ferromagnético (ferrita de manganés) como
material tracador. As particulas apresentavam tamanho
na ordem de 50 a 100 pum e ndo eram absorvidas pelo
organismo, sendo excretadas via fezes. Quini etal. (2012)
propds a aplicagdo de nanoparticulas magnéticas para
avaliar transito e esvaziamento de liquidos, o que
possibilitou uma nova linha de instrumentacdo do
sistema BAC, baseada no monitoramento dessas
nanoparticulas em drgéos e tecidos, que ndo era possivel
até entdo devido as limitagbes dimensionais do material

[3].

Nanoparticulas magnéticas (MNPs)  séo
materiais que possuem grande versatilidade. Seu
tamanho reduzido aliado as suas propriedades
magnéticas permite que estas estruturas interajam de
varias formas diferentes dentro de um sistema biolégico
[4]. MNPs ja sdo utilizadas como contrastes na
ressonancia magnética, devido a sua alta susceptibilidade
magnética e meia vida mais longa na corrente sanguinea

[5].

Neste trabalho, a partir da associagdo de MNPs
com o sistema BAC, foi obtido o tempo de circulacdo
médio (Ti.) das particulas no sistema circulatério do
animal. Visando uma aplicacdo de materiais magnéticos
nano estruturados como contraste em estudos de perfusdo
de oOrgdos e sistemas, este trabalho analisa o perfil de
biodistribuicdo em 6rgéos especificos.

Materiais e métodos

Para a realizacdo deste experimento foram
utilizados 5 ratos adultos (Rattus norvegicus albinus —
linhagem Wistar), machos, com peso médio de 356,8¢
(desvio padrdo = 24,84), provenientes do Biotério
Central da UNESP - Botucatu, mantidos em condigdes e
local adequado (protocolo comité de ética em
experimentacdo animal CEUA - IBB n° 532).

Os animais foram anestesiados com uretano (99%
- 1,5 mg/Kg) e submetidos a cirurgia de canulacéo de veia

femoral para as administracfes endovenosas das
nanoparticulas.
Foram utilizadas para a administracdo

endovenosa, MNPs de ferrita de Manganés (MnFe;O4)
recobertas com citrato, de didmetro médio (método de
Scherrer) de 13,4 nm e saturacdo de magnetizacéo de 264
emu/cm®. A ferrita de Manganés foi escolhida como
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material tragador devido & sua alta susceptibilidade
magnética, com o objetivo de otimizar o sistema de
deteccéo.

As nanoparticulas se encontravam dispersas em
solucdo fisiologica (solucdo salina 0,9%) numa
concentragdo de 23 mg/ml com pH 6,2 [6]. As
administracbes endovenosas de MNPs foram feitas
utilizando suspensdo de 0,3 mL.

Alguns animais receberam infusdes multiplas de
MNPs a fim de estudar a saturacdo de captacdo e perfil
de biodistribuicdo. O animal 1 recebeu uma infusédo, o
animal 2 recebeu duas infusdes e o restante receberam
trés infusBes de nanoparticulas magnéticas.

O sensor foi posicionado sobre a cavidade
tordxica, com o objetivo de aproximé-lo do coracgdo do
animal. A aquisicdo de sinal foi feita online por Lock-in
(Standford Research System®) e sistema Biopac®, na
frequéncia de aquisicao de 200 Hz.

Os tempos de circulagdo em cada animal foram
quantificados através do tempo em que a intensidade do
sinal adquirido leva para decair pela metade em relacéo
ao seu pico de intensidade (T12). O tempo de chegada das
MNPs no coracao (TC) também foi analisado, calculado
através do momento da infusdo até o valor maximo de
sinal adquirido.

Para a analise de biodistribuicdo os animais
foram sacrificados ap6s 20 minutos da infusdo e os
6rgdos de interesse foram coletados: coragdo, pulmdes,
figado, rins e bago. A analise de concentracdo de material
magnético foi feita através do sistema BAC, onde cada
6rgéo foi posicionado no centro da superficie de detecgéo
do sensor para aquisi¢do da intensidade de sinal.

Resultados

A. Tempo de permanéncia das nanoparticulas no
sistema circulatério dos animais

Os sinais de passagem das nanoparticulas no sistema
circulatério dos animais apresentaram  perfis
semelhantes. A Figura 1 mostra a variagdo de intensidade
de sinal no tempo para o rato 5, onde a intensidade de
sinal corresponde a concentracdo de MNPs:

Fig. 1 Variagdo da concentracio de MNPs no sistema circulatério do
animal.

Os valores de T1,e TC sdo apresentados na
Tabelal:

Tabela 1 - T1, tempo de chegada (TC) e peso dos animais.

Animal Tz () TC (s) Peso(g)
Ratol 207,74 28,38 375
Rato2 263,75 25,75 347
Rato3 136,70 15,43 341
Rato4 131,47 21,95 326
Rato5 165,63 29,06 395
Média 181,06 24,11 356,8
Desvio Padrao 49,43 5,01 24,84

2744

B. Parametros biodistributivos

Observou-se um perfil de biodistribuicdo das
nanoparticulas predominantemente para o figado,
seguido de pulméo e baco. Nos 6rgdos dos animais que
receberam mais de uma infusdo, detectamos maior
acimulo de material magnético (maior amplitude de
sinal). Como pode ser observado na Figura 2, o rato 1 que
recebeu apenas uma infusdo, apresentou o menor
acimulo de MNPs enquanto o rato 2, que recebeu duas
infusBes, apresentou uma maior retencdo em relacdo ao
rato 1. Os ratos 3, 4 e 5, que receberam trés infusdes,
apresentaram os maiores amplitudes de sinal, indicando
maior retencdo do tracador magnético.

Biodistribuicdo das nanoparticulas

- |.. |-l |-I
Rato2 Rato3 Ratod Rato5

Fig. 2 Distribuicdo da intensidade de sinal (BAC) em relagdo a cada
6rgao coletado e cada animal.

A Figura 3 apresenta a média dos sinais obtidos
pelo sistema BAC sobre os érgdos dos animais que
receberam trés infusdes de nanoparticulas.

Média de sinal dos orgdos dos animais que
receberam 3 infusdes

0,8

0,6

1L

Pulmido

0,2

0 -

Figado Rim Coragdo

Baco

Fig. 3 Média de sinal dos 6rgéos dos animais que receberam trés
infusdes de MNPs.
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Discussao

A. Tempo de permanéncia das nanoparticulas no
sistema circulatério dos animais

Em todos os animais foi obtida o mesmo perfil de
variacdo de sinal, com um pico acentuado na chegada das
nanoparticulas no coracdo e um decaimento
representando a captacdo e/ou retencdo do volume de
nanoparticulas infundido. Observamos que, para um
volume de infuséo de 0,3ml de MNPs, 0 Ty, médio foi
de 181,06 £ 49,43 segundos, ou seja, neste tempo metade
das MNPs foram captadas ou ficaram retidas em
diferentes orgdos, tecidos e sistemas. Os tempos de
chegada da infusdo no coragdo apresentaram uma média
de 24,11 £ 5,01 segundos, essa diferenca nos tempos de
chegada acontece pelo fato da admisntracdo do material
ser realizada manualmente através de uma seringa, o que
diminui a precisdo no tempo e no perfil da infusdo. Foi
realizada uma comparac&o entre 0s T1/2, TCS e 0 peso dos
animais, a fim de encontrar uma correlagdo, porém o
resultado encontrado nédo foi significativo. Na literatura
foram encontrados trabalhos que avaliam o Ty, de MNPs
no sangue, apresentando um Ty, de aproximadamente 21
minutos em ratos e 36 minutos em porcos [7]. Entretanto
esse tempo foi adquirido offline através da retirada do
sangue em tempos controlados, quantificados via
espectroscopia por ressonancia magnética e foram
obtidos de MNPs com caracteristicas semelhantes, porém
com tamanhos e revestimentos diferentes das utilizadas
neste trabalho, o que pode explicar as diferencas
encontradas com os dados da literatura. Ainda assim
existem, também, trabalhos que analisam a
remanescéncia, utilizando métodos de aferi¢do altamente
sensiveis, como a marcacdo das MNPs com materiais
radioativos, que encontram quantidades remanescentes
na circulagdo por periodos de tempo maiores. Nestes
trabalhos foi encontrado um tempo de remanescéncia das
MNPs na circulagdo sanguinea de aproximadamente 11
horas em camundongos e 24 horas em humanos [6 e 8].

B. Parametros biodistributivos

A biodistribui¢do predominante se deu para o figado,
porém foram encontrados acumulos significativos no
pulmao e bago. Apenas no rato 2 foi encontrado acimulo
significativo de MNPs no coracdo e rim, isso se deu pelo
fato do animal vir a Obito, devido a uma parada
respiratoria, pouco antes do final do experimento, 0 que
acarretou na permanéncia de material magnético no
sangue e consequentemente no coragdo e rins. Essa
captura do composto pelo figado pode estar relacionada
ao perfil de capilares descontinuos caracteristicos deste
6rgdo. Em adicdo, ndo podemos descartar a acdo
fagocitaria das células de Kupffer presentes nesse tecido
e constituintes do sistema reticulo endotelial. O baco
também apresentou retencdo de MNPs que pode ser
resultante do escape deste composto pelos capilares
descontinuos assim como pode ser resultante da acéo
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fagocitaria de células do sistema reticulo endotelial
presentes neste 6Orgdo. J& no pulmdo, o actimulo
encontrado pode ser explicado pelo tamanho reduzido
dos capilares pulmonares, onde pode existir dificuldade
de passagem das MNPs e consequente acimulo.

Os dados de biodistribuicdo obtidos foram
semelhantes a dados encontrados na literatura, em
experimentos que utilizam tipos diferentes de MNPs das
que foram utilizadas neste trabalho, por exemplo
nanoparticulas de Oxido de ferro mono-disperso
revestidas com silica [9] ou revestidas com dextran [8].
Apesar das nanoparticulas apresentarem caracteristicas
que variam conforme se altera o material do ndcleo, o
revestimento e a solugdo em que estdo dispersas, sempre
foram documentados grandes acimulos no figado
pulmdo e bago. Entretanto ndo necessariamente a
literatura documenta o nivel de retencdo na ordem
apresentada neste trabalho: figado, pulméo e bago. Esta
diferenca pode ter ocorrido pelo tipo de anélise
empregada para avaliar este pardmetro, jd que neste
trabalho foram utilizados os sinais da BAC absolutos
obtidos dos 6rgdos inteiros, o que traz informacdes sobre
a porcdo total do érgdo e quantidades absolutas de
material retido, enquanto em trabalhos anteriores foram
feitas analises histologicas utilizando metodologias como
microscopia de fluorescéncia e microscopia confocal de
varredura a laser [8 e 9].

Conclusédo

Conclui-se, entdo, que as MNPs utilizadas neste
trabalho (MnFe,0, — estabilizadas com citrato) tem uma
meia vida na circulacdo de aproximadamente 181,0
segundos, o que torna viavel a sua utilizagdo como
contraste em estudos fisiolégicos onde o marcador, ou
tracador, necessite de caracteristicas como tamanho
reduzido, dinamicidade e tempo de meia vida eficiente.
MNPs semelhantes ja sdo utilizadas como contraste na
area de ressonancia magnética e se mostraram como um
contraste seguro, bem tolerado e com bons resultados,
sendo eliminados da circulagdo ap0s certo periodo de
tempo [6-9]. Também foi concluido que o sistema BAC
é capaz de detectar pequenos volumes de MNPs
perfundidas em érgdos e tecidos, fazendo um paralelo
com a instrumentacdo encontrada na area de medicina
nuclear, porém sem o uso de radiacéo ionizante e com um
menor custo. O perfil de biodistribuicdo mostrou maior
retencdo de ferrita em figado, pulmdo e bago,
respectivamente.

Os resultados obtidos até o presente momento
motivam ensaios adicionais que busquem MNPs que
apresentem maior tempo de retencdo na corrente
sanguinea. Dentro deste contexto, este trabalho se mostra
relevante, uma vez que ha, ainda, uma grande quantidade
de tipos de MNPs, disponiveis na literatura, a serem
testadas, além de odrgdos a serem pefundidos e
monitorados. Em adicdo, as avaliagdes realizadas ainda
podem ser aprimoradas utilizando técnicas como analises
histoldgicas e microscopia eletrénica visando melhor
investigacao do padrdo de biodistribuicéo.
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