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O objetivo deste trabalho foi avaliar duas capsulas porosas de policaprolactona (PCL) de
diferentes massas moleculares, aplicadas como agentes de contraste de ultrassom (ACUs). As
propriedades comparadas foram composicdo da capsula, estabilidade, compressibilidade,
resposta a pressdo acustica e retroespalhamento. A resposta acuUstica de ACUs porosos
produzidos com duas massas moleculares, 10.000 e 45.000 mg/mol de céapsulas PCL, foi
comparada pela primeira vez, avaliando os sinais de retroespalhamento, a estabilidade
temporal e a resposta ao aumento das intensidades de pressao acustica. A variacdo do peso
molecular resultou em pequenas variagdes no modulo eléstico, em que o PCL45 teve um
comportamento mais elastomérico do que o PCL10. Os ACUs PCL10 e PCL45 porosos
apresentaram maior estabilidade do que as ACUs fosfolipidicas e capsulas mais finas que as
poliméricas (16 a 26 nm). Os ACUs com PCL45 mostraram-se mais versateis aos com PCL10,
por apresentarem maior retroespalhamento em diversas frequéncias, bem como maior resposta
as diferentes pressfGes acusticas permitidas no uso clinico. A PCL foi considerada uma
candidata para formar cdpsulas de ACUs na categoria de polimero. Ambas as capsulas de PCL
tém potencial para aplicagdes biomeédicas, tanto para ultrassom de contraste quanto para
tratamentos HIFU. No Gltimo, ha dois usos possiveis: aumentar o contraste da imagem de um
tecido especifico usando ultrassom e fazer a ablagdo da area usando uma intensidade mais alta.
Além disso, a PCL é compativel com uma ampla variedade de outros polimeros e pode ser
copolimerizada com outros monémeros, 0 que expande suas possibilidades para aplicaces

futuras.
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The objective of this work is to assess two polycaprolactone (PCL) porous capsules of
different molecular masses applied as ultrasound contrast agents (UCAs). The compared
features are capsule composition, stability, compressibility, ultrasonic cavitation, and
ultrasonic backscattering. The acoustic response of porous UCAs produced with two
molecular masses, 10,000 and 45,000 mg/mol of PCL capsules, is compared for the first time,
by evaluating the backscatter signals, the temporal stability, and the response to increasing
acoustic pressure intensities. The variation in molecular weight resulted in small variations in
the elastic module, in which PCL45 had a more elastomeric behavior than PCL10. Porous
PCL10 and PCL45 UCAs presented greater stability than phospholipid UCAs and thinner
capsule thickness than polymeric ones (16 to 26 nm). UCAs with PCL45 proved to be superior
to those with PCL10, since they showed greater backscattering in a variety of frequencies, as
well as greater response to diferente acoustic pressures allowed in clinical use of UCAs. PCL
is than considered a candidate for UCAs capsules in the polymer category. Both PCL capsules
have potential for biomedical applications, either for contrast ultrasound as well as for HIFU
treatments. In the latter, there are two possible uses, raise image contrast of a specific tissue
using ultrasound, and ablate the area using higher intensity. Also, PCL is compatible with a
wide variety of other polymers and can be copolymerized with other monomers, which

expands its possibilities for future applications.
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INTRODUCAO

A ultrassonografia de contraste (CEUS), com aplicacdo de Agentes de Contraste para
Ultrassom (ACUs) é uma importante e relativamente recente ferramenta para a medicina
diagnostica e terapéutica — terandstica, consistindo na utilizacdo de microcapsulas de nucleo
gasoso com a finalidade de elevar o contraste em imagens de ultrassom, carrear agentes
terapéuticos a sitios especificos ou ambos (DIZEUX et al., 2016; JABLONOWSKI et al.,
2016; KOTHAPALLI et al., 2016; MEHTA et al, 2017; METHACHAN;
THANAPPRAPASR, 2017; VERSLUIS et al., 2020). Estas possibilidades de elevar o
contraste em regides especificas, aumentam o interesse em utilizar os ACUs para estudos de
perfusdo e também do sistema cardiovascular (CHEN et al., 2018; DOURY et al., 20173,
2017b; VERSLUIS et al.,, 2020); para diagndstico precoce e tratamento de doencas
neoplasicas, tais como, cancer de pancreas (YU et al., 2016), cancer de mama (ABOU-
ELKACEM etal., 2016), cancer de préstata (HUANG et al., 2016; LEE; YOON; BAE, 2016),
tumores cerebrais (FAN et al., 2016), cancer colorretal (BLOCH et al., 2015; ONJI et al.,
2012), gastropatias (KI'YONO et al., 2016), cancer hepatico (XU et al., 2016), lesdes uterinas
benignas, com uso associado de ultrassom focalizado de alta intensidade (HIFU) (CHENG et
al., 2015), entre outras neoplasias, devido a neovascularizagdo e alteracfes da vasculariza¢éo
presentes nestes tecidos (DIZEUX et al., 2016; LINDSEY; ROJAS; DAYTON, 2015). Uma
vez que a técnica se mostra abrangente, pode ser considerada um campo aberto a inimeras
possibilidades de estudo e investimento. Além de ser uma técnica versatil, minimamente
invasiva, de baixo risco e reduzidos efeitos colaterais, que possibilita tratamentos
personalizados, com baixo custo e portatil (DIZEUX et al., 2016; FANG YANG et al., 2008;
METHACHAN; THANAPPRAPASR, 2017). A Figura 1 mostra os procedimentos correntes

de aplicacdo da técnica e os procedimentos em estudo (CHEN et al., 2018; STRIDE, 2009).



USO CORRENTE EM ESTUDO
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Figura 1: Os ACUs e suas aplicagcdes. Os ACUs comerciais sdo usados principalmente para o setor de
cardiologia e na realizacéo de estudos de perfusdo. Com as diferentes possibilidades de uso, os ACUs
estdo em testes para diversos outros procedimentos, mas ainda sem autorizagdo de uso pelos 6rgaos
reguladores nestes procedimentos. Imagem de autoria propria.

No mercado e nos laboratérios de pesquisa encontram-se varios tipos de ACUs, que
possuem caracteristicas diferentes, dependendo do material que as constitui e do modo de
fabricacdo empregado, que leva a alteragBes morfologicas. Por isso, deve-se explorar e
entender como cada tipo de ACU interage com as ondas de ultrassom e com o tecido biolégico
(HYVELIN et al., 2013). Os fatores fundamentais para este entendimento estdo diretamente
relacionados a estrutura dos ACUs, como, tamanho, uniformidade, composicdo da capsula,
conteudo interno, espessura da capsula, razdo entre a espessura da capsula e o seu respectivo
raio, estabilidade, densidade, compressibilidade, frequéncia de ressonancia, cavitagéo, ponto
de ruptura, atenuacéo, espalhamento, (AMMI et al., 2006; HYVELIN et al., 2013; LINDSEY;
ROJAS; DAYTON, 2015), ligantes de superficie, citotoxicidade (ABE et al., 2010),
eliminacéo sistémica (HYVELIN et al., 2013), entre outras. Como o uso de ACUs comerciais
permite que poucas alteragdes estruturais nas capsulas sejam realizadas, sdo necessarias novas
abordagens que permitam a sintese de ACUs, viabilizando estudos sistematizados sobre 0s
fatores listados. Estes fatores influenciam nos comportamentos dos ACUs quando expostos ao
campo de ultrassom e isto é de suma importancia para 0s avangos do conhecimento na rea de

ultrassonografia de contraste.

! Este projeto ndo comtempla uma fase de testes para ligantes de superficie, citotoxicidade e eliminacédo
sistémica, mas conta com dados tedricos que indicam a PCL como candidata a exibir bons resultados
em testes deste tipo.



Um dos principais fatores acusticos que afetam o comportamento dos ACUs quando em
interacdo com o campo de ultrassom é o indice Mecanico (1.M.) da onda incidente, pois este,
esta ligado diretamente a estabilidade e ao ponto de ruptura que, por sua vez, dependem do
tipo da capsula e de sua espessura (AMMI et al., 2006; SHEERAN et al., 2011). O efeito da
pressdo negativa exercida pela onda de ultrassom tem impactos importantes sobre os tecidos
bioldgicos e sobre os ACUs, podendo provocar efeitos deletérios ao organismo, quando
ultrapassado um limite maximo e, portanto, todo equipamento de ultrassonografia deve exibir
o valor do 1.M. aplicado ao tecido (o item 4.6 CAVITACAO volta a falar deste tema com mais
detalhes). O polimero selecionado para este projeto é a policaprolactona (PLC), um polimero
poliéster biodegradavel, hidrofébico, com aplicacdes biomédicas, aprovado pela Food and
Drugs Administration dos Estados Unidos da América (FDA/EUA) (ANDREA C.
BERTOLINI, 2007), o item 3.5 POLI(e-CAPROLACTONA), traz mais detalhes sobre o

polimero.

Tratando de economia e nimeros mercadoldgicos, segundo dados da pagina de internet

(http://www.marketsandmarkets.com/Market-Reports/contrast-media-market-

911.html), pesquisado em 04 de janeiro de 2018, o aumento das aprovacgdes para o uso de
agentes de contrastes (ACs) junto aos centros de diagnostico publicos e privados, que visam
melhorar a qualidade dos seus servigos, sdo fatores que impulsionam o mercado que, quando
somados aos produtos ja disponiveis no mercado, associados aos estudos em andamento para
a aplicacdo destes e a elaboracdo de novas técnicas e abordagens, criam expectativas para o
mercado de contrastes. Com isso, 0 mercado global de ACs projeta alcancar 5,53 bilhdes de
dolares americanos até 2022, partindo dos 4,57 bilhdes que o segmento possuia em 2017. O
segmento dos ACs para ultrassom é 0 que mais se espera crescer na Taxa de Crescimento
Anual Composta - CAGR, impulsionado principalmente pelos mercados Europeu, Norte
Americano e Japonés. Quanto aos pedidos de patente, ocorreu um aumento neste tipo de
atividade para ACUs, mas apenas menos de 25% destes pedidos foram para ACUs poliméricos

na Ultima década, evidenciando um espaco para o crescimento deste setor (METHACHAN,;

3
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THANAPPRAPASR, 2017). Os equipamentos de ultrassonografia comerciais possuem
funcBes dedicadas a abordagem com ACUSs, 0 que evidencia o interesse diagnostico e
comercial do produto (FOSTER et al., 2002). Ainda, o valor estimado para a técnica de
ultrassonografia de contraste é em geral mais barata que outras técnicas de imagem vigentes,
sendo um outro fator econdmico a ser considerado (HYVELIN et al., 2013). Considerando os
aspectos cientificos e mercadoldgicos apresentados, mostra-se evidente a conveniéncia de

investimento na area de contrastes para ultrassom.



OBJETIVOS

Este projeto visa produzir e caracterizar agentes de contraste com céapsulas porosas e
poliméricas a base de PCL destinados a aplicacdes biomédicas, com vista a elucidar aspectos
importantes destes ACUs em sua interacdo com o ultrassom, obtendo cépsulas que possam,

futuramente, sofrer alteracGes estruturais de acordo com os objetivos pretendidos.

Foram objetivos especificos, desenvolver, caracterizar e comparar as microcapsulas de

PCL de 10.000 e 45.000g/mol de massa molecular, com poros quanto a:

(1) morfologia e estrutura da cépsula;

(2) intensidade do sinal retroespalhado com excitagdo Pulso-Eco;

(3) estabilidade temporal; e

(4) resposta a pressdo acustica (Cavitacao).



REVISAO DA LITERATURA

3.1 POLIMEROS

Dentre as areas da quimica, a ciéncia de polimeros pode ser considerada um campo
relativamente recente do conhecimento, pois foi no ano de 1920 que, 0 quimico Hermann
Staudinger, sugeriu uma nova forma de mostrar como particulas poderiam estar ligadas entre
si, propondo que estas eram constituidas por uma longa camada de atomos ligados entre si por
ligacdes covalentes no que ficou conhecido como polimeros (poli: muitos; mero: unidade),
dando origem aos estudos das macromoléculas (SAGANUWAN, 2018). Polimeros sdo,
portanto, formados por um conjunto de moléculas que juntas definem um conjunto unitario
caracteristico. Com esta definicdo ampla é possivel pensar em inimeros exemplos de
estruturas e objetos que fazem parte deste conjunto, como as borrachas, tecidos, ceras,
embalagens ndo metalicas, fibras, DNA, proteinas entre outros. De fato, todos esses sdo
polimeros, porém, cada um em uma determinada categoria (MORENO RAJA et al., 2019).
Muitos destes materiais fazem parte do dia a dia do ser humano a muitos séculos, ou até mesmo
fazem parte dele. Mas foi apenas no final dos anos de 1920, quando Staudinger publicou um
de seus trabalhos, que se alcangou uma forma de entender e trabalhar de maneira sistemética
com estes materiais (DONALD R. ASKELAND; WENDELIN J. WRIGHT, 2014;
SEBASTIAN KOLZENBURG; MICHAEL MASKOS; OSKAR NUYKEN, 2017;

STAUDINGER, 1920).

Em outras palavras, polimeros, referem-se a macromoléculas formadas por mondémeros,
comumente conectados por ligagdes covalentes. Na sintese dos polimeros, os monémeros séo

anexados a cadeia em unidades repetitivas, chamadas de meros (Figura 2).
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Figura 2: Mondmero, mero e polimero. Representacdes plana do mondmero de etileno, polimero de
polietileno e seu respectivo mero. Este modelo serve de base para o entendimento futuro da
policaprolactona. Imagem de autoria propria.

N&o héa limites tedricos para o nimero de meros que constitui um polimero, porém, o grau
de polimerizacdo pode ser mensurado. Sendo assim, um polimero com baixo grau de
polimerizacao pode ser considerado um oligdmero. O grau de polimerizagéo constitui uma das
formas de classificagcdo do polimero e é dado pela razéo entre a massa molecular média do
polimero e a massa de unidade repetitiva (DONALD R. ASKELAND; WENDELIN J.
WRIGHT, 2014; SEBASTIAN KOLZENBURG; MICHAEL MASKOS; OSKAR NUYKEN,
2017). Além desta, ainda existem inimeras outras formas de classificar um polimero, as quais
estdo relacionadas com sua influéncia nas propriedades fisico-quimicas destas
macromoléculas?. As mais importantes destas propriedades sdo o tipo dos mondmeros
encontrados na cadeia, a ligagdo quimica entre as unidades repetitivas, o grau de
polimerizacdo, a arquitetura da cadeia, a incorporagdo de mondmeros diferentes ao longo da
cadeia, a disposicdo dos monémeros em uma copolimerizacdo e interacdes especificas entre
componentes da cadeia polimérica (SEBASTIAN KOLZENBURG; MICHAEL MASKOQOS;
OSKAR NUYKEN, 2017). Todas estas caracteristicas dos polimeros os tornam versateis e
multifuncionais com elevado valor para as industrias, para o desenvolvimento de novas

tecnologias e para a ciéncia, uma vez que no entendimento e na manipulacdo destas

2 Nao é o foco desta tese aprofundar a classificacdo de polimeros, apenas mostrar que ¢ um material de
engenharia versatil que proporciona uma ampla possibilidade de modificacdes em sua estrutura. O que
possibilita o desenvolvimento futuro de capsulas diversificadas.
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propriedades é que se pode escolher, adequar e até mesmo combinar polimeros para um

determinado objetivo.

Por exemplo, Methachan et al. descreve em seu trabalho os motivos pelos quais considera
0s materiais poliméricos vantajosos para a area médica, sendo a flexibilidade das multiplas
funcionalidades de materiais a base de polimeros, o principal motivo. Deste, o0 autor destaca a
capacidade de modificar as estruturas quimicas e o tamanho da cadeia, bem como, e também
por consequéncia, a possibilidade de apresentar graus variados de biodegradabilidade e
biocompatibilidade, apresentando potenciais a serem explorados na area médica
(METHACHAN; THANAPPRAPASR, 2017). Ou seja, pode-se acelerar ou reduzir a
velocidade de biodegradacdo de um polimero, torna-lo mais ou menos biocompativel, entre
inimeras outras caracteristicas, ao trabalhar as propriedades dos polimeros de acordo com

cada interesse.

3.2 BIOPOLIMEROS

Antes de abordar as aplicagdes médicas, cabe elucidar o conceito de biopolimeros,
também conhecidos como “Polimeros Naturais”. Sdo feitos de materiais renovaveis e
produzidos por sistemas biol6gicos ou matérias-primas derivadas de sistemas bioldgicos,
sendo as categorias mais gerais para estes tipos os polissacarideos, proteinas e polinucleotideos
(MORENO RAJA et al., 2019). O uso e desenvolvimento destes polimeros para a inddstria
intensificaram-se a partir da percepcdo que o lixo proveniente de plasticos® representam uma
grande ameaca a0 meio ambiente. Recentemente, as aplicacGes para os biopolimeros sdo

diversas na industria, agricultura e empresas dos ramos de eletrénicos, da farmacéutica e da

3 Nome comercial e popular dos polimeros, principalmente os sintéticos provenientes do

petroleo.



medicina. Dentre as caracteristicas dos biopolimeros, 0 que mais chama atencdo em
comparagdo com o0s ndo biopolimeros é a biocompatibilidade e a biodegradabilidade
(ANDREA C. BERTOLINI, 2007). Contudo, nem todo biopolimero possui o beneficio para a
farmacéutica e medicina de ser biocompativel, pois, podem carregar impurezas,
contaminagBes microbianas, propriedades mecénicas variadas e padrdes de sintese e
degradacdo imprevisiveis de acordo com a fonte de sua producdo (MORENO RAJA et al.,
2019). Existe, porém, um polimero que ndo é produzido de fontes bioldgicas, como por
exemplo, a policaprolactona, que é derivada de recursos fosseis como o petroleo, mas que
mantém as caracteristicas visadas dos polimeros naturais e que por consequéncia é
amplamente utilizada na medicina e muitas vezes classificada, erroneamente, como
biopolimero (SEBASTIAN KOLZENBURG; MICHAEL MASKOS; OSKAR NUYKEN,

2017).

3.3 BIOPOLIMEROS EM APLICACOES MEDICAS - VISAO GERAL

As aplicagdes com biopolimeros na area médica sdo cada vez maiores, desde aplicacdes
como proteses ortopédicas e dentais, aparelhos biomédicos, estruturas para engenharia
tecidual, dermatologia, materiais de uso cirurgico, produtos farmacéuticos, entre outros. Sendo
fundamental que apresentem boa interacdo com o tecido bioldgico (biocompatibilidade) e,
também, em alguns casos, capacidade de bioreabsorc¢do, ou seja, total eliminacéo do material,

bem como seus residuos.

Os poliésteres sdo largamente os polimeros mais estudados e utilizados na area médica,
pois apresentam todas as caracteristicas listadas acima. O processo de eliminagdo desta

categoria de polimeros ocorre, em geral, pela hidrélise das ligacoes éster®, resultando nos

4 A presenca de ligacGes éster € comum em biopolimeros e, esta, é responsavel pela sua capacidade de
biodegradabilidade, devido a presenca de ions ou radicais produzidos pelas células que levam a uma
intensa hidrdlise deste sitio (VAN DIJKHUIZEN-RADERSMA et al., 2002).
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terminais carboxila e hidroxila e facilitando, entdo, sua eliminagio (ANDREA C.
BERTOLINI, 2007)°. Como mencionado, a policaprolactona ndo é um biopolimero, porém
esta possui as mesmas caracteristicas descritas acima, mas com algumas diferencas que serdo
abordadas mais a frente no final deste capitulo e, portanto, faz parte da coorte de polimeros

com aplicagcbes em medicina.

Pattanashetti et al. inclui mais algumas vantagens dos biopolimeros, como o potencial
baixo custo de aquisi¢éo e potenciais propriedades ndo trombogénicas. Na revisdo, os autores
tratam de biopolimeros inteligentes (Smart Polymers), que sdo responsivos a pH, temperatura
e estimulos externos. Alterando, rapidamente e de forma reversivel, sua estrutura em resposta
a estimulos do meio em que se encontra. Com isto, 0 uso deste tipo de material possui
aplicagdes abrangentes na area biomédica, sobre tudo para liberacéo de farmacos e para terapia
génica e de engenharia tecidual (PATTANASHETTI; HEGGANNAVAR,;

KARIDURAGANAVAR, 2017).

3.4 TIPOS DE AGENTES DE CONTRASTE ULTRASSONICOS

A tecnologia referente aos ACUs vem progredindo ao longo dos anos. Inicialmente, as
bolhas eram gases, sem qualquer membrana, capsula, ou outras tecnologias envolvidas. Os
pioneiros, Gramiak & Shah, em 1968, observaram que a aplicacdo de verde de idocianina na
corrente sanguinea produzia um artefato passageiro nas imagens de ultrassom modo-B. Este
artefato era provocado pela presenca de microbolhas na regido de observacao e estudos na area
de ultrassonografia de contraste foram iniciados® (NICOLAAS DE JONG, 1993; OWEN et
al., 2018) visando a utilizacdo desse artefato. Algum tempo depois, percebendo a limitacdo de

estabilidade temporal dos gases utilizados, grupos de pesquisa comegaram a testar outros gases

> Um apanhado rico em informagdes sobre polimeros em aplicagdes médicas pode ser encontrado no
trabalho de Pathiraja A Gunatillake, 2003 (GUNATILLAKE; ADHIKARI, 2003)

6 Os ACUs foram gerados por acdo indireta do farmaco, ndo sendo ele um tipo de contraste para
ultrassonografia.
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menos susceptiveis a dissolugdo no sangue, como o nitrogénio, hexafluoreto de enxofre,
perfluorocarbono, entre outros (CHONG; PAPADOPOULOU; DAYTON, 2018;
D’ARRIGO; SIMON; HO, 1991). A técnica se mostraria cada vez mais Util, porém limitada
pelo tempo em que as bolhas permaneciam em circulacdo. Nos anos de 1970 a 1980 percebeu-
se que o pulmé&o representava uma barreira as estas, filtrando-as em pouco tempo (CHONG;
PAPADOPOULOU; DAYTON, 2018). Foi entdo que em 1978, Bommer et al. apresentaram
uma variedade de bolhas que continham capsulas e, portanto, aumentava significativamente o
tempo de circulacdo e estabilidade das mesmas (BOMMER et al., 1978). Seis anos depois, 0
Colégio Americano de Cardiologia realizou o seu primeiro seminario, onde a Albunex® foi
apresentada. Portanto, foi em 1984 que o primeiro ACU comercial foi apresentado, contendo
uma capsula formada pela proteina sanguinea albumina e o ndcleo de ar (CHONG,;
PAPADOPOULOU; DAYTON, 2018; OWEN et al., 2018). Albunex® ¢é, consequentemente,
um ACU de primeira geracao, caracterizado por uma capsularigida e nicleo de ar (NOVARIO
et al., 2005). O foco principal dos ACUs era inicialmente dedicado a cardiologia, devido ao
fato de que nesta época, tanto as prdprias tecnologias em ACUs eram limitadas’, como
equipamentos de ultrassonografia também. N&o demoraria para que grupos de pesquisa
percebessem que a aplicagdo poderia ir além da cardiologia e 0 monitoramento de perfusdo
seria 0 segundo passo provavel. Com o aumento do interesse pela tecnologia, partir de 1984
surgiram trabalhos sugerindo novos tipos de ACUs home-made, feitos em laborat6rio. Em
1991, Simon et al. mostraram um novo grupo de ACUs feito com capsula lipidica
(D’ARRIGO; SIMON; HO, 1991). Estas capsulas seriam um avango no campo de estudo e
representariam o que seria denominada de segunda geracdo de ACUs, com capsulas flexiveis
e nucleo de gas denso com baixa difusdo (NOVARIO et al., 2005). Ainda em 1991, outros

grupos de pesquisa mostraram que tumores podiam ser estudados com esta técnica (APFEL;

7 Um fator que era entendido como limitante aos ACUs, é 0 seu tamanho micrométrico que se limita a
luz dos vasos sanguineos, mas mesmo assim, muito se pode fazer na medicina por consequéncia deste
fator. Assim mesmo, grupos de pesquisa buscam alternativas a essa considerada limitagdo. Isso sera
abordado em outro momento. Ainda, A FDA/EUA néo aprovava o uso de nenhum ACU que nao fosse
para cardiologia até o ano de 2016. Lembrando que o uso de ACUs j& era regulamentado em outros
paises (CHONG; PAPADOPOULOU; DAYTON, 2018)
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HOLLAND, 1991; CHONG; PAPADOPOULOU; DAYTON, 2018)% e que existia
necessidade de estudar os efeitos da pressdo acustica sobre estas particulas e também sobre o
paciente, o que levou Apfel & Holland a propor o que hoje é usado e conhecido como indice

Mecanico (APFEL; HOLLAND, 1991).

Curiosamente, embora as capsulas tenham elevado o tempo de circulacdo dos ACUs, este
ainda era um fator limitante, devido a pouca estabilidade das bolhas. Em 1994, Fritysch et al.
propuseram uma capsula de um material rigido, o polimero sintético cianoacrilato, elevando a
estabilidade dos ACUs para mais de 10 min no corpo humano, dando origem ao campo de
estudo dos contrastes para ultrassom com polimeros sintéticos (PAEFGEN; DOLESCHEL,;
KIESSLING, 2015). Desta proposta surgiram tentativas de contrastes comerciais, todos eles
vindo a falhar ao longo do tempo, por falta de aprovacdo para uso comercial. S&0 estas,

Sonovist® (Schering AG, Berlin, Alemanha) e POINT Biomedical (California, EUA).

Embora alguns autores apresentem uma terceira ou mesmo quarta geragdo de ACUs, estas
classificagdes sdo tedricas, pois, até o presente momento, ndo existe nenhum ACU aprovado
pela FDA/EUA que ndo pertenca & primeira ou a segunda geragdo, albumina, lipidios e
fosfolipidios (CHONG; PAPADOPOULOU; DAYTON, 2018; OWEN et al., 2018), o que faz
com que todas as demais tenham apenas carater cientifico. Logo, é de se esperar que existam,
atualmente, diversos grupos de pesquisa no tema, e, portanto, uma elevada variedade de
possibilidades, caminhos possiveis, a serem desenvolvidos. Tornando-se, assim, impraticavel
tentar seguir uma linha cronoldgica linear da literatura cientifica produzida. Contudo, alguns
fatos importantes serdo mencionados aqui. Com os ACUs capazes de carrear farmacos,
entende-se, assim, que os ACUs ndo mais funcionam apenas para diagnéstico, mas também

para teranostica. Neste interim, grupos de pesquisa comecaram a modificar as estruturas das

8 Aqui é interessante voltar a questdo do tamanho. Embora alguns tumores recebam aporte sanguineo e
estejam em processo de neovascularizacdo, o que justificaria o uso dos ACUs como rastreadores de
perfusdo tumoral, 0s grupos de pesquisa atualmente perceberam que a escala nano que permite a entrada
das nano bolhas no tecido pode ser mais vantajosa que o uso dos micro ACUs. Porém, essa discussao
ainda é mais complexa e extensa.
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capsulas, anexando compostos nanoparticulados ou até mesmo reduzindo as capsulas a
nanémetros de didmetro (ASTAFYEVA et al., 2015a; FANG YANG et al., 2008; FERRARA,;

POLLARD; BORDEN, 2007; METHACHAN; THANAPPRAPASR, 2017).

Continuando o histdrico dos ACUs, h4 um elevado investimento em nanobolhas (nBs)
capazes de permear tecidos biol6gicos e aderir a camadas mais internas (CAl et al., 2015).
Estas ndo se limitam a circulacdo sanguinea, como no caso das microbolhas - MBs, e
beneficiam-se do efeito EPR — Enhanced Permeability and Retention, causado pelo aumento
dos espacos endoteliais durante processos de neovascularizagdo e inflamagéo, que atingem de
200 a 600 nm, extravasando 0s vasos sanguineos e retendo-se no espago endotelial do tecido
lesionado (SHEERAN et al., 2011). Essas estruturas nBs, no entanto, possuem menos
contraste entre os tecidos alvos e o seu arredor, se comparadas com as MBs, pois nBs estdo
fora da faixa de tamanho ideal para entrar em ressonancia com o ultrassom de clinico
(1-7um), ndo produzindo harménicos das frequéncias de uso comum (2-15 MHz)
(CALLIADA et al., 1998). Outro grupos investem nas nBs produzidas por microrganismaos,
como forma de obter um produto final homogéneo com maior resposta a ultrassonografia
(SHAPIRO et al., 2014), tais grupos fazem uso de frequéncias mais elevadas, até 60 MHz
(FOSTER et al., 2000) o que inclui as biomicroscopias ultrassénicas de alta frequéncia, que
podem ser utilizadas para interagir com nBs® (DAEICHIN et al., 2014; FOSTER et al., 2002;
JAFARI et al., 2014; SIRSI et al., 2010). Ainda, surgindo recentemente, grupos buscam
produzir contraste com nano-gotas, capazes de sofrerem vaporizagdo ao interagir com o
campo de ultrassom (ROJAS; DAYTON, 2018). Em pesquisa, portanto, pode-se apresentar
uma faixa de frequéncias utilizadas em ultrassonografia, no alcance de 1 MHz a 45 MHz

(JABLONOWSKI et al., 2016), podendo chegar a 60 MHz quando o objetivo é avaliar nBs.

9 Cabe ressaltar que o aumento da frequéncia eleva a resolucdo das imagens adquiridas, porém
compromete a penetracdo do feixe de ultrassom, limitando-se a regiGes superficiais como as camadas
epiteliais.
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Ainda com foco no tratamento, alguns grupos aplicam os ACUs associados a técnica de
HIFU™, que se beneficia dos ACUs para localizar o tecido alvo e gerar danos maiores e mais
concentrados ao tecido lesionado, aproveitando-se da cavitacdo que ocorre no local de disparo

do ultrassom (CHENG et al., 2015; CORREAS et al., 2001; KOVATCHEVA et al., 2015).

Outros grupos buscam desenvolver capsulas modificadas, como por exemplo, contendo
nanoparticulas de 6xido de ferro, permitindo que os ACUs sejam utilizados em dois tipos de
modalidades diagndsticas por imagens, ressonancia magnética (RMN) e ultrassonografia
(BRISMAR et al., 2012; SCIALLERO et al., 2016; YANG et al., 2015). Estes grupos
perceberam que o aumento da concentracdo das nanoparticulas de 6xido de ferro eleva o
contraste na modalidade RMN, mas diminui o da ultrassonografia. Perceberam também que o
efeito observado no aumento da estabilidade, tanto das MBs quanto das nBs, elevando o tempo
de permanéncia destas em circulacdo, foi atribuido a utilizagdo de cépsulas poliméricas de
PVA e ndo a colocacao das nanoparticulas. Os grupos alertam para a escolha da dose ideal
para que se possa fazer um protocolo para as duas modalidades de imagem de forma
equilibrada e que represente o menor risco de efeitos colaterais e citotoxicidade, propondo a

concentracoes de 4-10° a 4-10° ACUs-ml* (SCIALLERO et al., 2016).

Um ponto importante aqui é que a chave para desenvolver novas propostas clinicas e
diagnosticas recai em desenvolver agentes de contraste com caracteristicas especificas que
atendam as exigéncias da doenca investigada. Mais ainda, deve-se ser capazes de caracterizar
suas propriedades fisicas para entender seu comportamento e otimizar o produto final
(ASTAFYEVA et al., 2015b; NICOLAAS DE JONG, 1993). Este item foi, também, tema
central do The 24th European contrast Imaging, Rotherdan, Paises Baixos (2018). A Figura 3

esquematiza a evolugdo das ACUs.

10 Técnica utilizada para ablagéo de tecidos lesionados, campo da estética, entre outros.
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Figura 3: Cronologia da tecnologia relacionada aos ACUs. O histérico do uso das bolhas na area médica data de 1968, cem anos ap6s 0s primeiros estudos em cavitacdo
hidraulica. Desde entdo, os ACUs sofreram diversas modificagOes estruturais, sempre com o objetivo de serem apresentados como uma solugdo clinica para algum
procedimento. Com um maior ndmero de grupos de pesquisa na area, acompanhar essas modificagfes passa a ser um desafio, cabendo a escolha adequada para cada situagdo.

Imagem de autoria propria.
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Até aqui foram apresentadas as principais variedades existentes de ACUs. Sendo que
alguns estdo disponiveis para comercializagdo, enquanto outros estdo em desenvolvimento.
Dentre os ACUs disponiveis no mercado, a maioria é sintetizada com cépsulas de lipidio e
fosfolipidios. Fato motivado principalmente pela aprovacao de ACUs de segunda geracéo pela
FDA/EUA, com papel bem definido em cardiologia e com forte crescimento na area de
doencas de perfuséo (CHEN et al., 2018; CHONG; PAPADOPOULOU; DAYTON, 2018). A
mais conhecida e utilizadas atualmente é a SonoVue® (Bracco Imaging, Italia), também
conhecida pelo nome de Lumason® nos EUA, introduzida no mercado de cardiologia norte-
americano, em 2015 e, no Canada, Europa e Asia, para usos fora da cardiologia, desde o inicio
dos anos 2000. O Definity® (Lantheus Medical Imaging), existente no mercado mundial desde
2001, que é utilizado para cardiologia e perfusdo do ventriculo esquerdo, € um outro ACU
bem difundido e bastante estudado no meio cientifico (CHONG; PAPADOPOULOU;
DAYTON, 2018). Dentre os ACUs poliméricos, encontrava-se 0 POINT Biomedical (EUA).
A aprovacdo da FDA/EUA para agentes de contrate poliméricos ndo existe até hoje, o que
representa uma barreira comercial ao desenvolvimento do produto (OWEN et al., 2018).
Contudo, a falta de aprovacdo pela FDA/EUA néo parece ser uma limitacdo para o uso dos

ACUs fora dos EUA (CHONG; PAPADOPOULOU; DAYTON, 2018).

Sabe-se que ACUs com cépsula de lipidio e fosfolipidios apresentam, em geral, maior
eco de retorno que os poliméricos; ou seja, resultando em maior contraste de imagem. Porém,
os poliméricos destacam-se por sua potencialidade em sofrer alteracbes quimicas, que 0s
tornam ideais para sofrerem alteragGes estruturais e por suas propriedades mecanicas, mais
adequadas para transporte de farmacos do que os ACUs com capsulas de lipidio e fosfolipidios
e por serem mais estaveis, uma vez que capsulas poliméricas resistem mais a dissolucéo e a
pressao acustica do que as lipidicas ou proteicas, além de terem maior densidade que o ar e

baixa solubilidade em &gua (PISANI et al., 2008; ULERY; NAIR; LAURENCIN, 2011). Mais

11 A empresa encontra-se com status de faléncia.
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uma vez, cabe lembrar que a chave para desenvolver novas propostas clinicas e diagnosticas
recai em desenvolver agentes de contraste com caracteristicas especificas que atendam as
exigéncias da doenca investigada. Portanto, tanto poliméricas quanto fosfolipidicas tem seu

papel de importancia em suas utilizagdes.

A Tabela 1 exibe uma lista de ACUs comerciais e algumas de suas caracteristicas

(HYVELIN et al., 2013; KETTERLING; MAMOU, 2008).

Tabela 1: ACUs comerciais e algumas de suas caracteristicas. Nao estdo listados todos os ACUs
comerciais existentes.

Caracteristicas dos Agentes de Contraste

Agente de Contraste Fabricante Cépsula Géas no Nucleo MBs/ml Diametro médio (um)
Optision GE Healthcare Albumina CsFg 5-8 x 10° 30-45
Definity Lantheus Medical Imaging  Lipidio CsFg 1,2 x 10" 11-33
Sonazoid GE Healthcare Lipidio CsFyo 12 x10° 24-36
SonoVue Bracco Suisse AS Fosfolipideo SFg 50x 10° 18

Targestar Targeson Inc Fosfolipideo C4Fyo 1,0 x 10° 2,2

POINT Biomedical* San Carlos Polimérica N, - 056; 1,1; 34 **

* Né&o consta na fonte original, inserida com base em outras fontes da literatura cientifica; a empresa veio a faléncia
** existem 3 valores possiveis para este produto, referentes aos tipos P1, P2 e P3, respectivamente.
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Niio aprovadas pela Polimero - cianogerilato T policaprolactona

FDA, fors do mercado

Figura 4: Linha do tempo do surgimento dos principais ACUs comerciais. Imagem de autoria prépria.

Com mais de vinte anos no mercado, ACUs produziram 5% de relatos de nauseas,
vomitos, dor de cabeca, alteracdo no paladar, vertigens, rubores e erupcBes. ReagOes de

hipersensibilidade, na maioria das vezes provocada pelo gas, foram de 0,006%, com casos
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raros de relatos mais graves como hipotensdo, broncoespasmos, urticaria e prurido. Portanto,

os efeitos colaterais sdo menores e menos comuns que 0s causados por analgésicos e

antibiodticos e bem abaixo dos tradicionais agentes de contraste para outras modalidades de

diagnostico por imagem. Assim, como contraindicacao pela FDA/EUA héa apenas em casos de

historico de alergias aos componentes do ACU (BARR, 2017; CHONG; PAPADOPOULOU;

DAYTON, 2018). Dentre todos os pacientes, os mais indicados a CEUS, atualmente, sdo

aqueles com problemas renais, que possuam alergia a ACs para tomografia ou para ressonancia

nuclear magnética, que ndo tiveram uma conclusdo ap6s exames de tomografia ou ressonancia

nuclear magnética e quando é importante avaliar se a perfuséo esté presente, como apos segdes

de radiofrequéncia (BARR, 2017). http://www.contrastultrasound-modality.com

A Tabela 2 exibe uma comparacéo entre as trés principais categorias de ACUs.

Tabela 2: Comparacdo entre as trés principais categorias de agentes de contraste, proteicas, lipidicas e
poliméricas (FERRARA; POLLARD; BORDEN, 2007; METHACHAN; THANAPPRAPASR, 2017).

Proteinia (Albumina)

(Fosfo)lipideos

Polimeros

Baixa estabilidade

Reduzida ecogenicidade

Reduzida produgédo de harménicos
Reduzida produgdo de subarménicos

Podem incorporar ligantes superficiais
Podem transportar material genético
Provével inducéo de resposta imune
Reabsorvidas/eliminadas pelo organismo

Um dos mais faceis de produzir
Complicada modificacao estrutural
Baixa estabilidade

Bastante ecogénicos

Elevada producao de harmdnicos
Elevada produgéo de subarménicos
Rompem em bolhas menores

Podem incorporar ligantes superficiais
Precarias para drug delivery

Podem induzir resposta imunol6gica
Reabsorvidas/eliminadas pelo organismo

Producdo requer atengdo

Facil modificagdo estrutural

Elevada estabilidade

Menor ecogenicidade que lipideos
Reduzida produgédo de harménicos
Reduzida produgdo de subarménicos
Quebram em pedacgos menores
Podem incorporar ligantes superficiais
Ideais para drug delivery

Podem induzir resposta imunol6gica
Eliminada pelo organismo
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3.5 POLI(E-CAPROLACTONA)

A poli(e-caprolactona) ou simplesmente policaprolactona (PCL) é um polimero alifético
poliéster, hidrofobico, ndo soltvel no corpo humano, semicristalino, biodegradavel em condi¢des
ambientais naturais, aprovado pela FDA/EUA para uso em humanos, com aplicacdes biomédicas,
que apresenta ponto de fusdo (59-64°C) e temperatura de transicdo vitrea baixos (-60°C)*2
(SAGANUWAN, 2018; WOODWARD et al., 1985). Em temperatura ambiente, possui
caracteristicas semelhantes a borrachas, elastomérico, com baixa resisténcia a tracdo e baixo
modulo de elasticidade, o que é atipico para um poliéster (ENGELBERG; KOHN, 1991a). A
degradacéo deste polimero, em condigdes fisioldgicas, ndo ocorre por vias enziméticas, portanto
ndo ocorre a sua biodegradacao nestas condi¢es, mas, sim, a degradacdo por hidrdlise em suas
ligagcOes ésteres e a completa reabsorcdo, apos a redugdo da massa molecular para menos de
3.000g'mol™, o que favorece seu uso como biopolimero de degradacdo lenta’® (GUERRA;
CIURANA, 2018; LEMOINE et al., 1996; WOODRUFF; HUTMACHER, 2010). O trabalho de
Bahareh Azimi et al. coloca que a hidrolise da PCL é favorecida nas temperaturas de 40°C
(BAHAREH AZIMI et al., 2014). In vivo, a degradacdo completa da PCL de peso molecular de
50.000g/mol pode variar de 1 a 4 anos**, tendo com média cerca de trés anos (GUNATILLAKE;
ADHIKARI, 2003), ainda, possui elevada capacidade de carrear farmacos, dois fatores que
despertam o interesse da industria, da farmacéutica e de estudos oncoldgicos (MIDDLETON;
TIPTON, 2000; WOODRUFF; HUTMACHER, 2010). A PCL tem baixa resisténcia a tragdo (~23
MPa), mas elevado alongamento na ruptura (4700%), que faz desta um excelente biomaterial
elastico (ULERY; NAIR; LAURENCIN, 2011). Por estas caracteristicas, a PCL ¢, até o
momento, um polimero requisitado para engenharia tecidual (ULERY; NAIR; LAURENCIN,

2011). Em outros trabalhos, o médulo de tensdo ou flexdo é apresentado com o valor de 0,4GPa

12 Os valores de temperatura de fusdo e temperatura de transicdo vitrea variam de acordo com a massa
molecular do polimero, que em geral varia de 3.000 a 80.000g/mol em seus usos mais comuns.

13 A velocidade de degradacdo pode ser regulada pela copolimerizagdo da PCL com outros polimeros
como os poli-acido-laticos e os poli glicosideos.

14D, Lemoine et al. concluiu que as nanoparticulas de PCL por eles sintetizadas tinham um decaimento
anual da massa molar de 35,5% (LEMOINE et al., 1996).
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e o alongamento na ruptura de 300 a 500%™ (GUNATILLAKE; ADHIKARI, 2003;
MIDDLETON; TIPTON, 2000). Esta caracteristica elastomérica da PCL é importante para
proporcionar maior estabilidade e ecogenicidade dos ACUs (F. DOMENICI et al., 2019)®
Embora o uso da PCL como agente carreador de farmacos para drug-delivery seja bastante
explorado, seu uso como agente de contraste para ultrassom, ainda se encontra em
desenvolvimento e pouco explorado (ENGELBERG; KOHN, 1991b; METHACHAN;
THANAPPRAPASR, 2017; SAGANUWAN, 2018). A Figura 5 apresenta a estrutura fisica da

policaprolactona comercial.

Figura 5: Apresentacéo fisica da PCL. A PCL quando comprada vem em forma de granulos brancos
translicidos como mostrado na figura.

A Figura 6 apresenta a estrutura em bastdo do mero da policaprolactona.

Ester

0 i

g Y AN o L N A N SN S
J AV ° ¢

Figura 6: Representacdo em bastdo da estrutura do mero da policaprolactona e ao lado uma parte da cadeia
polimérica construida pela ligagdo éster entre os meros. Imagem de autoria propria.

15 Valores precisos de propriedades mecanicas dependem da massa molecular do polimero, temperatura
de teste, estado/disposicao das cadeias poliméricas, e até da morfologia da estrutura estudada.

16 O trabalho em questdo utilizava o polimero PVA, mas a afirmacdo ndo é exclusiva ao tipo do
polimero, mas sim, a caracteristica elastomérica.

20



De fato, a literatura cientifica mostra que a PCL é versatil e, com 0s processos de
copolimerizacdo, permite modificacGes em sua estrutura, levando a alterac@es fisioquimicas e de
suas propriedades mecanicas. Por consequéncia, essas alteragcdes afetam suas caracteristicas de
solubilidade, propriedades idnicas, padrdes e tempo de degradacéo, entre outras. Assim, aspectos
mais robustos serdo também afetados, como tempo de circulagdo, avidez e tempo de acimulo no
tecido alvo, ativar ou ndo a resposta imune, ser mais ou menos responsivo as interagdes com o

ultrassom, entre outros (IQBAL et al., 2015; METHACHAN; THANAPPRAPASR, 2017).

Todos estes conjuntos de fatores levaram a escolha da PCL como a componente base das

microcapsulas.
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FUNDAMENTACAO TEORICA
4.1 ULTRASSOM

Ondas acusticas sdo perturbagdes mecanicas que se propagam de duas formas: por
compressdo e rarefacdo (chamadas ondas longitudinais) ou por cisalhamento (chamadas ondas
transversais). Essa propagacdo ocorre através de um meio capaz de reagir elasticamente e
transmitir a energia vibratéria emitidal’. Quando a frequéncia desta onda é superior a 20 kHz,
recebe o nome de ultrassom (ALAIN DURAND; JEAN-MARIE ESCANYE, 2013; FISH,
1990). Nesse trabalho apenas ondas longitudinais serdo tratadas. Neste tdpico serdo
apresentados alguns conceitos de fisica de propagacao acustica, que formam a base dos estudos

de ultrassom.

VELOCIDADE DE PROPAGACAO

A velocidade de propagacdo da onda (c) depende do comprimento de onda (A) e da

frequéncia desta (v), dada pela Equacéo 1.
c=Av Equacédo 1

E importante ressaltar que a velocidade de propagacéo do ultrassom depende do meio em
gue este atravessa, sendo um valor fixo para um mesmo meio nédo dispersivo, de acordo com

a EQUACAO 2

c= \/% Equacéo 2

em que K, é o coeficiente de rigidez e p é a densidade do meio. Portanto, quanto mais rigido*®

e menos denso?® for o meio, mais rapidamente as ondas se propagam.

17 Portanto uma onda mecanica, diferentemente de uma eletromagnética, ndo se propaga no vacuo.
18 A velocidade de transmissdo aumenta a medida que a forca de atracdo entre as particulas aumenta.
19 A velocidade de transmissdo diminui a medida que a massa das particulas aumenta.
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IMPEDANCIA ACUSTICA

Impedéancia acustica (Z) é definida como a razdo entre a variagdo de pressdo e a

velocidade da particula no meio.

Z=— Equacéo 3

sendo Py a pressdao maxima e U a velocidade maxima da particula. Usualmente a impedancia

é calculada para ondas planas como:

Z=pc= 2 Equacéo 4

em que k é a compressibilidade do meio, correspondendo ao inverso do coeficiente de rigidez K

(FISH, 1990). A unidade padrdo da impedéancia é dada em rayls.

Esta propriedade fisica guarda importancia fundamental nas escolhas dos materiais, pois as
diferengas de impedancia entre 0 meio e o material estdo associadas a reflexdo e ao espalhamento

do feixe de ultrassom.

REFLEXAO

A ultrassonografia convencional é baseada na técnica de pulso-eco. A amplitude do eco, por
sua vez, depende da diferenca de impedancia entre os meios. Pode-se definir um Coeficiente de
Reflexdo (R) conforme a Equacéo 5:

R _ (ZZ _Zl)z

= gy’ Equacéo 5

em que Z; e Z, correspondem a impedancia do meio um e do meio dois, respectivamente (FISH,

1990).
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O aumento da reflexdo pode ser induzido no tecido pela administragdo de contrastes,
favorecendo diagnosticos que necessitem destacar a regido do tecido alvo. Com por exemplo, um
conjunto de agentes de contraste composto de um ndcleo gasoso como, por exemplo o ar
(Z, =400 rayls) em um meio liquido como o sangue (Z, = 1,59 Mrayls), produziria uma reflexao
de aproximadamente 99,9% (METHACHAN; THANAPPRAPASR, 2017). Ou seja,
praticamente toda a onda de ultrassom incidente na particula voltaria ao emissor, produzindo ecos
de maior amplitude, quando comparado o0s ecos sem a presenca ACUs. A Figura 7 ilustra este

jprocesso.

Meio | | Meio 2 ! Meio |
P1= 1,6 Mrayls ! P2= 1.0 Mrayls i P3 =400 rayls
Z; = pic ‘ Zy = pae 3 Z3 = psc
\
I
[ It
! [
N |
" I
Sentido cio d e trassol ‘
J |
1 {
| |
i
1|
1l
i\
/\ / R= (2, —z)* _ (75— 2,)*
i (2, +Z;)? (2; +23)?

Amplitude do Feo Refletido

Figura 7: Reflexdo da onda de ultrassom incidente ao atingir uma interface de meios com impedancias
diferentes. A reflexdo é maior quando a diferenca de impedancia também é maior entre 0s meios.
Imagem de autoria prépria.

No entanto, é valido lembrar que, embora a reflexdo seja quase que integral, existem diversas
variaveis que influenciam na amplitude do eco de retorno. Por exemplo, o tamanho reduzido da
particula em relacdo ao comprimento da onda de ultrassom incidente faz com que o principal
fendmeno presente seja o espalhamento e ndo propriamente a reflexdao®, com isso, a onda
mecanica ndo sera integralmente redirecionada a face do transdutor. Outros fenémenos, também

podem interferir no eco de retorno, como a atenuacao sofrida pelo feixe de ultrassom.

20 O tamanho reduzido, embora seja um fator limitante para a reflexdo, é importante para o
desenvolvimento do agente de contraste, com beneficios que serdo descritos mais a diante nesta tese.
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ESPALHAMENTO

O espalhamento é abordado como um tépico dentro do fendmeno de atenuagdo, isso porque
a atenuacdo é classicamente definida pela soma dos componentes absorcdo e espalhamento.
Brevemente, a absor¢do ocorre quando a energia no feixe de ultrassom é convertida em calor. Ja
o0 espalhamento ocorre quando as particulas do meio sdo da ordem de grandeza do comprimento
de onda incidente e, ao serem atingidas, passam a vibrar, emitindo energia em todas as diregdes.
Em suma, a atenuagdo caracteriza-se pela redugdo na amplitude do eco da onda de ultrassom que
retorna a face do transdutor, durante a passagem por um meio, sendo que cada material atenua as
ondas em graus variados e crescentes com a frequéncia aplicada (FISH, 1990). A Figura 8 ilustra

este processo.
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Figura 8: Esquema da atenuagdo de uma onda de ultrassom em um meio. A primeira parte do meio néo
possui material espalhador, apenas propriedades absortivas. A segunda parte possui material espalhador,
portanto ocorrem tanto o espalhamento quanto a absorc¢do. As particulas atingidas pelas ondas passam
a vibrar, espalhando a energia recebida. A intensidade do sinal é representada pela amplitude da onda
em azul. Imagem de autoria propria.

Aqui, no entanto, o espalhamento é o foco, pois quanto maior for a concentracdo de materiais
espalhadores (ACUs) em uma regido, maior podera ser o retorno acustico 2 (retroespalhamento -

backscatter). Assim, com a presenca dos ACUSs, os ecos locais de uma dada regido retornam em

21 Isto porque o retroespalhamento, como serd abordado ainda neste documento, depende de fatores
como a concentracdo das particulas que promovem o espalhamento da onda de ultrassom (Secdo
Transversal e/ou coeficiente de retroespalhamento), do tamanho destas, da forma, da densidade da
particula e do meio, e como ja dito, da atenuacdo da onda de ultrassom ao longo do trajeto (HAIM
AZHARI, 2010; HASEGAWA et al., 1993).
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padrdes diferentes, elevando o contraste, quando comparados aos ecos recebidos quando na
auséncia dos ACUs?? (FERRARA; POLLARD; BORDEN, 2007; METHACHAN;
THANAPPRAPASR, 2017). Neste ponto, importante acrescentar que o espalhamento contribui

basicamente para o aspecto granulado (speckle) em imagens modo-B (FISH, 1990).

ACUs, quando em suspensédo, encontram-se em concentracdes de 10° a 10° particulas por
mililitros. Além disso, como os didmetros das particulas sdo menores que 0 comprimento de onda,
essa condicdo é favordvel ao espalhamento Rayleigh (LARS HOFF, 2001). Neste fenémeno, a
onda de ultrassom é desviada em todas as dire¢des de forma uniforme e, como existem diversas
outras particulas ao arredor, produzindo efeitos similares, essas ondas interagem entre si,
provocando interferéncias construtivas e destrutivas. A intensidade de cada eco espalhado é
também dependente da densidade do meio e das proprias particulas, o que resultard em padrdes
diferenciados de interacGes entre as ondas. Por consequéncia, o eco retroespalhado captado pelo
transdutor € o resultado destas intera¢cbes no meio, em conjunto com a atenuagao sofrida ao longo
do percurso da onda (ANDREW G. SEMENOV, 2012; SHRIKI, 2014; STRIDE; SAFFARI,
2005). Assim, o efeito observado néo é fruto da secéo transversal de retroespalhamento de uma
Unica particula, mas, sim, o coeficiente de retroespalhamento de um conjunto de particulas em

um determinado volume. A Figura 9 ilustra este fendmeno.

22 O retroespalhamento é uma das formas de elevar o contraste com uso de ACUs com base no principio
do espalhamento e impedancia acustica. Mais adiante sera visto como isso pode ser feito com base no
principio da cavitag@o acustica.
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A)  Secdo Transversal de Retrospalhamento B) Coeficiente de Retrospalhamento
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Figura 9: Espalhamento do ultrassom diante de particulas. Comportamento teérico do espalhamento
para uma Unica particula (A) e o comportamento tedrico do espalhamento diante de particulas dispersas
em um volume (B). Se¢éo Transversal de Retroespalhamento (o) em que P, - Poténcia retroespalhada e
li — Intensidade incidente. O Coeficiente de Retroespalhamento (n) esta em funcdo do nimero de
Secgdes Transversais de Retroespalhamento (oi) e da distribuicdo do tamanho das particulas. V —
Volume. Imagem de autoria propria.

A estas interferéncias coerentes provocadas pelo somatorio de duas ou mais ondas de um
sinal espalhado, da-se 0 nome, em ultrassonografia, de speckle, que por vezes é classificado
como ruido de sinal ou como importantes atributos de imagem em exames clinicos, sendo
usado para diferenciar um tecido normal de um anormal. Portanto, alvo de estudos durante
anos (DANTAS; COSTA; LEEMAN, 2005; LIZZI et al., 1987; SHRIKI, 2014) (Figura 10).
Né&o obstante, o fendmeno é também responsavel por mascarar diagnosticos, esconder limites
entre tecidos e introduzir falsas estrutura na imagem, necessitando de pesquisas que
contribuam para a reducéo destes efeitos ou a distingdo destes. As técnicas que envolvem
ACUs sdo uma alternativa para solucionar essas limitagdes (DANTAS; COSTA; LEEMAN,

2005).
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Figura 10: Speckle, ou interferéncias coerentes, comuns em imagens ultrassonograficas e originarias do
fendmeno de espalhamento e interferéncia entre ondas no meio de propagacdo. Imagem de autoria
prépria.

Uma outra forma de melhorar a resolucéo das imagens de ultrassonografia, sem
utilizar ACUs é elevando a frequéncia de analise, contudo, como dito anteriormente, existe
um fator inconveniente ao se realizar este procedimento. Pois, perde-se profundidade devido
a atenuacdo (FISH, 1990). Com isso, cabe ao clinico ou pesquisador, escolher a melhor
frequéncia, os transdutores, parametros, modos e técnicas com as quais vai trabalhar
(DESAILLY et al., 2016; SHRIKI, 2014) (Figura 11). Ainda em relacédo a frequéncia, ACUs
sdo capazes de gerar harmdnicos de suas frequéncias de excitagdo, assim sendo, quanto maior
a frequéncia utilizada, menores sdo as chances de captar esses harmdnicos que possuem
sempre uma frequéncia maltipla da principal. Por outro lado, os harménicos sdo frequéncias

que fazem apenas o caminho de retorno ao transdutor, ndo sofrendo atenuacédo de ida.
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Figura 11: Trade-off entre resolucéo e penetracdo. Quanto maior a resolucdo obtida com o aumento de
frequéncia menor a profundidade alcancada.
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4.2 ULTRASSONOGRAFIA

A ultrassonografia é uma modalidade diagnéstica destinada a identificacdo de padrdes de
respostas acusticas de determinadas regiGes do corpo humano, buscando reconhecer
anormalidades anatémicas de acordo com as alteracGes dos padrdes de textura, ecogenicidade,
contornos, tamanhos, entre outras caracteristicas. Dentre as modalidades de imagens
diagnosticas, a ultrassonografia é considerada de custo baixo, ndo invasiva, portatil, passivel
de aplicacdo em tempo real, facil de focalizar, permite tratamentos personalizados, sem efeitos
colaterais e com radiagdo ndo ionizante (DIZEUX et al., 2016; FANG YANG et al., 2008;

METHACHAN; THANAPPRAPASR, 2017).

A Dbase desta modalidade consiste em obter os sinais refletidos nas interfaces e os
retroespalhados pelos meios. Um grupo de elementos piezoelétricos®® é eletricamente
excitado, gerando um feixe que se propaga ao longo do meio e emite ecos e se espalha. Os
ecos refletidos e retroespalhados sdo captados de volta pelo conjunto de elementos
piezoelétricos ao longo do tempo. Assim, assume-se a velocidade média de propagacdo em
tecidos moles? de 1540 m-s** (Figura 12) e os ecos sdo localizados a partir da multiplicacéo
dessa velocidade pelos tempos de chegada respectivos. Com o sinal obtido e processado é

gerada uma linha de imagem.

23 O material piezoelétrico, geralmente feito de titanato zirconato de chumbo, que carece de centros de
simetria estrutural (anisotropico), guardando a propriedade de poder receber uma aplicacdo de um
campo elétrico que causa uma deformacdo estrutural no material, provocando vibragcbes mecanicas
proporcionais a intensidade do campo elétrico e vice-versa (PETER NEIL TEMPLE WELLS, 1977).
24 A velocidade de propagacdo que o ultrassonografo utiliza para realizar as contas de posicdo do eco é
dada de acordo com o fabricante, mas em geral, é a velocidade de propagacéo do ultrassom em tecidos
moles. Esta velocidade pode ser ajustada em equipamentos mais recentes.
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Elemento Refletor 1 Refletor 2
piezoelétrico

Eco 1 Eco 2

v

Intensidade do eco

Profundidade

Figura 12: Esquema de sinais dos ecos de retorno, apds interagdo de um nico disparo com refletores
em um meio sem atenuacgdo. Um Unico elemento piezoelétrico do transdutor € retratado neste esquema,
0 que torna este esquema semelhante ao que ocorre no ultrassom modo-A. Ao emitir o sinal mecanico,
a onda de ultrassom se propaga em um meio homogéneo com uma velocidade constante, assim, com
base no intervalo de tempo entre e emissdo do sinal e a recepcdo do eco é possivel calcular a
profundidade de um elemento refletor. Cabe lembrar que o ultrassom Modo-B possui as mesmas bases
fisicas do modo-A, porém é realizado em Array, possibilitando, apds o processamento dos sinais de
todos os elementos, a formacéao de imagens ultrassonogréficas. Imagem de autoria propria.

O valor da intensidade do eco é convertido em uma escala de cinza com até 256 tons de
cinza (0 a 255) em uma matriz, formando a imagem de ultrassom, linha por linha. Quanto
maior a amplitude do sinal, mais proximo ao valor maximo da escala de cinza esta imagem

sera representada (FISH, 1990; HAIM AZHARI, 2010; LARS HOFF, 2001) .

Este processo é realizado para todos os elementos piezoelétricos do transdutor do
equipamento, que sdo dispostos em Arrays. Assim, é possivel formar uma sequéncia de sinais
convertidos em escala de cinza e dispostos lado a lado, formando uma imagem proporcional
aos padrBes temporais e de amplitude dos ecos obtidos. A isso, é dado 0 nome de imagem
ultrassonografica modo-B. A Figura 13 ilustra este processo, bem como mostra algumas

limitagBes da técnica que serdo levantadas logo a frente.
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Figura 13: Representagdo do modo-B. Nesta representacdo, foram dispostos 15 elementos piezoelétricos
em sequéncia. Cada elemento funciona como descrito nas duas figuras anteriores. Ao serem colocados

em Array, a imagem ganha forma. Contudo, pode-se observar que a técnica possui alguns limites de
resolugdo. Imagem de autoria propria.

Na Figura 14 ha imagens ultrassonograficas de um coragdo, usadas aqui como ilustracéo,
procurando mostrar as limitacGes de contraste e resolucdo, bem como a formacéo da imagem
modo-B em linhas de corte bem definidas e espagadas (imagem a esquerda). A imagem da
esquerda é um dos primeiros registros feitos, na histdria da ultrassonografia, por Douglass Howry,
em 1951. Os avangos tecnol6gicos da ultrassonografia permitiram uma melhora consideravel nas
imagens (direita), contudo, ainda ha questdes referentes a baixa resolucéo e quanto & capacidade
de distingdo de interfaces entre dois tecidos moles. Isto ocorre pela baixa diferenga de impedancia
entre os tecidos®, o que diminui a intensidade do eco que retorna ao transdutor vindo dessa
interface (FISH, 1990; METHACHAN; THANAPPRAPASR, 2017). Neste ponto, é que 0s
ACUs, com uma elevada diferenca de impedancia com os tecidos moles, possuem um papel

fundamental: o de elevar a reflexdo da regiéo e consequentemente elevar o contraste local.

% Os tecidos moles sdo constituidos basicamente de 4gua, o que resulta em uma impedancia acustica
muito proxima entre eles, resultando em uma diferenca de impedancia pequena entre um e outro.
Impedancia aclstica da agua: 1,5 MRayls, impedéancia acustica média dos tecidos moles: 1,58 MRayls
(METHACHAN; THANAPPRAPASR, 2017).
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Figura 14: A evolucdo da tecnologia de ultrassonografia. Na imagem da esquerda é possivel notar a
formacdo das linhas de imagem com pouca resolucdo e pouca distingdo entre elementos na imagem. A
da direita representa uma categoria de aparelhos mais recente, que possibilita a distingdo entre estruturas
e com resolucdo bastante melhorada.

4.5 FREQUENCIA DE REPETICAO DE PULSO - PRF e CICLO DE TRABALHO -

DUTY CYCLE

A técnica de excitagdo ultrassdnica chamada de pulso-eco consiste em uma cole¢do de pulsos,
ou trem de pulsos, de ondas mecéanicas (comumente senoidais) com intervalos constantes e
parametros idénticos. Dai surge o conceito de Frequéncia de Repeticdo de Pulso (PRF), que
significa o nimero de vezes que o pulso serd emitido no intervalo de tempo, sendo exibido em
Hz. Reciprocamente, o conceito de Periodo de Repeticdo de Pulso (PRP) mostra o intervalo de
tempo entre a emissdo de um pulso e o seguinte. Portanto, o PRP é dado pelo inverso do PRF

(FISH, 1990; HAIM AZHARI, 2010).

Visto o conceito de PRF, cabe elucidar entdo o que é Ciclo de Trabalho, do termo em inglés e
mais comum de ser empregado, Duty Cycle (DC). O DC representa o percentual de tempo que o
sinal permanece ativo, sendo expresso como uma porcentagem do periodo. Portanto, a cada novo
pulso, o sinal permanecera ativo por um determinado tempo entre um pulso e outro. Este fator
esta diretamente ligado ao nimero de ciclos (N-cycles) com o qual o sinal serd construido e,
também, com os efeitos terapéuticos do ultrassom (quando for o caso). Em geral, equipamentos
de ultrassonografia utilizam PRF e DC baixos, visando entregar pouca energia ao tecido e evitar
ainfluéncia de ondas espdrias enquanto capturam e processam os sinais de retorno no modo pulso-

eco (Figura 15).
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Figura 15: Ciclo de Trabalho, Duty Cycle. Aproveitando o conceito de PRF, o DC acrescenta o tempo
em que o sinal permanece ativo no meio, sendo calculado como um percentual do tempo total em que
o sinal é emitido no intervalo de tempo. Frequéncia de Repeticdo de Pulso, PRF. Corresponde a
frequéncia de disparos de um sinal de ultrassom em um determinado meio. Na imagem superior é
exposto uma PRF de 35%, em que o sinal emitido permanece ativo em 35% do intervalo de tempo entre
o0s pulsos. Na segunda imagem, a PRF é de 10%, ou seja, o sinal emitido permanece ativo em 10% do
intervalo de tempo entre os pulsos. Na imagem inferior, é exibido um sinal de PRF de 2Hz, ou seja,
emitido no meio duas vezes no intervalo de 1 segundo. Percebe-se que esta frequéncia independe do
sinal de excitacdo que é de 1MHz. A imagem é apenas ilustrativa para apresentar 0s conceitos. Imagem
de autoria propria.

DC mais elevadas sdo mais comuns em equipamentos terapéuticos, que demandam o

aguecimento e, portanto, a entrega de maior energia ao tecido (STRIDE, 2009).
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4.6 CAVITACAO

A histéria da cavitagdo na ciéncia data de meados dos anos 1800, com o surgimento dos
motores e turbinas de alto desempenho, capazes de rotacionar hélices de embarcaces, rapido o
suficiente, para que estas perdessem o contato com a agua, causando danos as mesmas pelo
surgimento de bolhas que rapidamente se colapsavam liberando energia, no que seria conhecido
como o fenébmeno de cavitagdo (NICOLAAS DE JONG, 1993). A cavitacdo passou a ser
mencionada em saude em 1968, com o trabalho de Gramiak, que observou a presenca de ecos
provenientes de microbolhas na corrente sanguinea (NICOLAAS DE JONG, 1993). Contudo,
existe uma grande diferenca entre o fenémeno observado em 1800 e o de 1968, pois, embora
ambos sejam processos de cavitagdo, esta pode ser dividida, apropriadamente, em duas principais
categorias. A primeira, chamada de cavitacdo hidraulica, brevemente apresentada acima e a
segunda, chamada de cavitagdo acustica. Esta segunda é a que mais interessa a este trabalho, e
descreve o surgimento, crescimento e colapso de uma bolha de géas ou vapor em um liquido
exposto a uma pressdo dindmica (HERBERT; BALIBAR; CAUPIN, 2006; NICOLAAS DE
JONG, 1993). Aqui, um fluido em equilibrio, ou seja, com pressdo de equilibrio e densidade
uniformes, que se encontra com suas moléculas em movimento pela agitacdo térmica
(Browniano), estdo constantemente submetidas a frequentes colisdes. Na presenca de ondas
sonoras, cada pequeno volume do liquido passa a ter as vibragdes mecanicas longitudinais
periddicas sobrepostas aos movimentos Brownianos. Cada pequeno elemento de volume se
desloca, entdo, dando origem as variacGes de densidade do fluido e, portanto, & pressdo. A
variacdo da pressao a partir da pressdo de equilibrio é chamada de Pressdo Acustica (ALAIN
DURAND; JEAN-MARIE ESCANYE, 2013). O processo de formacéo das bolhas ocorre a partir
da pressdo negativa local, quando as moléculas de ar comecam a se juntar. Quando o ciclo de
pressao vira positivo, dois fendmenos podem acontecer: (a) a bolha pode colapsar e voltar ao seu
tamanho original no préximo ciclo negativo (cavitagdo estavel) ou; (b) as bolhas vao crescendo

lentamente a cada ciclo negativo de pressao, até atingirem um tamanho suficiente para serem
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implodidas num proximo ciclo positivo de pressdo, formando novos nlcleos para cavitagdo

(cavitagdo instavel).

Na cavitacdo estavel, as bolhas oscilam linear e ndo-linearmente e radialmente, num processo
de elevada liberacéo de energia, com expansao e contracao por um determinado nimero de ciclos,
sem causar seu colapso, produzindo harménicos e subarménicos da frequéncia fundamental
emitida (APFEL; HOLLAND, 1991). J& na cavitacdo instavel (ou cavitagdo Inercial), as bolhas
oscilam linear e ndo-linearmente e radialmente, porém com maior liberacdo de energia do que a
cavitagdo estavel, levando ao colapso violento das bolhas, resultando no aumento rapido e
localizado de temperatura e de estresse, no aparecimento de forcas de cisalhamento, ondas de
choque, turbuléncia, microjatos e a fragmentacdo da capsula da bolha (ASHOKKUMAR, 2011,
INSERRA et al., 2014); em geral sob efeito de pressbes acusticas superiores a 1,0 Mpa, quando
a bolha ja existe no meio (SHI et al., 2000) e entre 16,0 e 21,0 Mpa, quando esta ndo esta presente
no meio, ou seja, ndo existem nlcleos para cavitacdo®® (HERBERT; BALIBAR; CAUPIN, 2006),
produzindo um espectro de banda larga contendo os harménicos e subarmonicos da frequéncia

fundamental emitida (APFEL; HOLLAND, 1991).

Além da pressao acustica, outros fatores como a inércia, a viscosidade e a tensdo superficial
do meio contribuem para o fenébmeno de cavitagdo. Quanto menos tempo disponivel para o
crescimento da bolha, menor as chances de cavitagdo. Sendo assim, Apfel & Holland propuseram
em 1991 um indice que é usado até os dias de hoje, o indice Mecanico (I.M.), que leva em
consideracdo a pressdo acustica e a frequéncia da onda mecénica aplicada no meio. Este indice
esta diretamente ligado a estabilidade dos ACUs e ao ponto de ruptura das mesmas e é utilizado
como fator de seguranca dos ultrassonégrafos, ndo sendo permitido exceder o valor de 1,9 no
ultrassom diagnostico (APFEL; HOLLAND, 1991; BARNETT et al., 2000; CHONG;

PAPADOPOULOU; DAYTON, 2018). O valor de 1,9 foi proposto depois que se publicaram

26 Quando a bolha ainda precisa ser formada no meio a partir dos gases dispersos/dissolvidos no meio.
Cabe colocar que os valores sdo referentes a pressdes negativas, como serd melhor abordado mais a
frente nesta tese.
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estudos sobre os efeitos do ultrassom no tecido bioldgico. Um deles, o de Andrew A. Brayman et
al. 1996, mostrou que a hemolise era evidente acima do valor do I.M. de 2,0, independente da

duracéo do pulso do ultrassom (BRAYMAN et al., 1996).

Este indice é obtido pela raz&o entre o valor do menor valor de pressdo da onda mecénica, em
Mpa, e o valor da raiz quadrada da frequéncia central do transdutor, em MHz. O menor valor de
pico (também chamado de pico negativo de pressdo - PNP) representa 0 maximo de
descompressdo que ocorrera no meio (AMMI et al., 2006). A Figura 16 ilustra a variagdo de
pressdo em funcdo do tempo e a Figura 17 mostra a variagdo volumétrica de uma microbolha sob

acdo do campo acustico. A Equacdo 6 mostra o calculo do indice Mecénico.

Curva de Pressido em Fung@o do Tempo

Pressao

__ Maior Vale (PNP)

Tempo

Figura 16 Curva ilustrativa da pressdo em funcdo do tempo. Observa-se o perfil da uma onda mecénica
com um pico negativo de pressdo demarcado (Maior Vale). Imagem de autoria prépria.
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Figura 17: Esquema do comportamento de uma microbolha interagindo com uma onda de ultrassom.
(STRIDE, 2009). Acima a representacdo dos campos de rarefacdo e compressao de um meio durante a
passagem de uma onda mecénica longitudinal. As imagens em P&B estéo relacionadas a Rarefagdo e a
Compressdo que ocorre nas bolhas presentes nestes mesmos campos apresentados. O esquema final
corresponde a uma representacao esquematica mista das duas imagens superiores.

PNP [MPa]

M = Jf [MHz]

Equacéo 6

em que PNP ¢ o valor do maior vale de press@o negativa em MPa e f o valor da frequéncia

central de excitacdo do transdutor em MHz.

Com isso, é de se esperar que em frequéncias mais elevadas, fendmenos de cavitacao
sejam mais raros, pois exigem uma pressao acustica muito mais elevada. Por exemplo, para
ultrapassar o valor do I.M. de seguranca proposto de 1,9, em um ultrassonégrafo de 15 MHz,

seria necessaria a aplicacdo de uma pressao acustica superior a 7,4 MPa e, para um de 5 MHz,
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uma pressdo acustica superior a 4,2 MPa. Portanto, utilizar apenas este par@metro como forma
de analise ndo € de todo o ideal. Por outro lado, a frequéncia mais aplicada, neste tipo de
estudo, in vitro é de 1 MHz ou 1,1 MHz, guardando uma proporcionalidade entre a presséo
acustica e o .M. Logo, afirmacBes como a de Peter P. Chang et al. 2001 de que pressGes de
0,5 a 3MPa sdo suficientes para destruir a maioria dos agentes de contraste deveriam explicitar
a faixa de frequéncia utilizada, para que se tenha uma ideia do 1.M. Peter P. Chang realizou
seu trabalho em agentes de contraste feitos de albumina, a Albunex® a 1,1 MHz (CHANG et

al., 2001).

O efeito da pressdo negativa relativa tem impactos importantes sobre os tecidos
biolégicos e sobre os ACUs. Simplificando, o .M. exprime a quantidade de energia transferida
por unidade de tempo a um sistema, sendo um indicador de efeitos ndo térmicos, como
streaming e cavitagdo (SEN; TUFEKCIOGLU; KOZA, 2015). Podendo provocar efeitos
deletérios ao organismo, por isso é importante que todo equipamento de ultrassonografia exiba
o valor do I.M. que esta sendo aplicado ao tecido. Alguns estudos relacionados aos ACUs e
ao .M. indicam que niveis baixos do .M. (.M. < 0,1)¥ resultam em menor destruicdo das
capsulas que atuam como espalhadores eficientes, devido a grande diferenca entre
compressibilidade e densidade dos ACUs comparadas ao plasma sanguineo que os cerca. Os
ACUs, ainda, oscilam de forma sincrona com a onda incidente (CORREAS et al., 2001;
METHACHAN; THANAPPRAPASR, 2017). Niveis intermediarios (0,1 <1.M.<0,5)
resultam em oscilagdes com maior amplitude de movimento e tornam-se assincronos com a
onda incidente. Nesta faixa, os ACUs comecam a produzir efeitos ndo lineares, com respostas
harménicas (2f, 3f, ... ) a frequéncia fundamental emitida (f) e também produzem respostas

subarménicas (f/2, f/3, ... ) que sdo utilizadas para destacar o tecido das regiGes com ACUs

27 Os valores de Indice Mecanico apresentados s&o estimados para agentes de contraste com capsula
lipidica, como o caso do ACU comercial SonoVue. Valores para capsulas poliméricas precisam ser
avaliados. Membranas poliméricas sdo em geral mais rigidas e menos compressiveis que as lipidicas, o
que pode ocasionar mudancas nos valores apresentados. Além de que, ndo existem dados disponiveis
sobre o efeito da espessura da capsula sobre o sinal de retorno. Os valores apresentados servem como
balizadores para o entendimento do conceito.
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das sem ACUs (CORREAS et al., 2001; METHACHAN; THANAPPRAPASR, 2017;
SHANKAR; KRISHNA; NEWHOUSE, 1998). Em niveis elevados (.M. > 0,5) comeca a
ocorrer a ruptura das capsulas, produzindo fortes ecos transientes, ricos em componentes ndo
lineares, além de que a destruicdo dos ACUs leva a uma perda de correlacdo entre dois pulsos
consecutivos, o que favorece técnicas como Color ou Power Doppler (CORREAS et al., 2001;
METHACHAN; THANAPPRAPASR, 2017). Cada novo agente de contraste sintetizado tem
a sua prépria combinacao de pressfes acusticas e I.M. que causam as destruicdes destes. Assim

torna-se imperativo identificar as condigGes de seguranca para cada caso? (SHI et al., 2000).

A ruptura dos ACUs depende também de outros fatores ainda ndo mencionados, que
podem facilitar ou atrapalhar a cavitagdo. S&o estes, a presenca e abrangéncia de uma protecéo
externa a bolha; ou seja, uma capsula, de determinado material e sua espessura; tamanho do
nicleo da bolha e de seu raio (XIONG et al., 2011); concentragdo de ACUs na regido,
conhecido como efeito escudo (CHANG et al., 2001; CHONG; PAPADOPOULOU,;
DAYTON, 2018); frequéncia de repeticdo de pulso (PRF) (CHANG et al., 2001); e ciclo de

trabalho (STRIDE, 2009).

4.7 MODO CONTRASTE EM ULTRASSONOGRAFIA - CEUS

Com as primeiras aprovacdes para uso clinico dos ACUs, os fabricantes de equipamentos
de ultrassonografia ndo demoraram para desenvolver um produto especifico para estes novos
tipos de materiais. Estes equipamentos contam com softwares para operar 0 modo contraste,
com frequéncia de amostragem superior a tomografia computadorizada e a ressonancia nuclear
magnética, possibilitando uma imagem com supressdo do tecido de fundo (background) e

melhorando o acompanhamento da vascularizacdo ao longo do tempo, principalmente se

2 O artigo cita apenas seguranca, mas esta ndo ¢ a Unica razdo pela qual se busca essas informacoes.
Saber o limiar de ruptura de um ACU ajuda a saber qual a finalidade clinica que este terd ou quais
mudangas deverdo ser feitas, de acordo com o proposito esperado.
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comparado as duas outras categorias de imagem citadas (BARR, 2017). Os softwares possuem
tais capacidades pois apresentam técnicas como inversdo de pulso, que extraem os harménicos
sem aplicar filtros e, portanto, sem perda de informagéo e contraste (BARR, 2017; SHEN;
CHOU; LI, 2005) combinado com modulagéo de pulso (BARR, 2017). Por fim, a fungdo flash,
que permite a slbita elevacdo do I.M. para valores proximos ao limite méaximo estabelecido
para uso clinico, provoca a eliminacdo (clearance) dos ACUs presentes na regido de
irradiacdo. Esta funcdo é vastamente explorada na cardiologia, para avaliar a perfusdo do
coracdo, doencas cardiovasculares e contornos do coracdo (CHONG; PAPADOPOULOQOU;

DAYTON, 2018; STRIDE, 2009).

Contudo, ainda é uma tecnologia que necessita de dois operadores, um para operar 0
ultrassonografo e outro para o procedimento de injecdo intravenosa, isso porgque o tempo
médio de circulacdo dos atuais ACUs de segunda geracéo sdo de 5 min, num procedimento de
exame estipulado em 3 min. Ainda, o volume de dados gerados por exame é bastante superior
ao de uma ultrassonografia convencional, requerendo um sistema de armazenamento externo,

na maioria das vezes (BARR, 2017).

A Figura 18 traz um breve resumo do topico apresentado com as aplicacbes de cada

técnica na clinica médica.

Diagnéstico

Espalhamento / Impedancia Acustica

Linear
Cavitagio Estavel {
Niao Linear

Cavitacdo Instavel (Inercial)

Permanéncia no Tecido / Carreamentos

% T

Ligantes / Nano Farmacos / Genes / Particulas

Joshua Owen, 2018: Wui K. Chong. 2018; STRIDE, 2009

Figura 18: Resumo das aplicagdes Terapéuticas e Diagnosticas dos ACUs. Imagem de autoria prépria.
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MATERIAIS E METODOS

Este projeto possui duas fases principais. A primeira consiste em produzir as capsulas
com o polimero PCL, segundo um protocolo adaptado de trés grupos de pesquisa
(ABDELWAHED et al., 2006; EL-SHERIF; WHEATLEY, 2003; SANNA et al., 2011),
utilizando a técnica de dupla emulsdo por aplicacdo de forcas de cisalhamento, seguida da
evaporacdo do solvente em um processo agua-0leo-agua (A/O/A). Sintetizadas, as capsulas
devem ser analisadas 1) com um microscopio Optico para uma verificacdo inicial da presenca
de grumos, esfericidade e regularidade de didmetro; 2) quanto a concentracdo de ACUs por
grama obtida, utilizando uma camara de Neubauer e o Software ImageJ® para a contagem; 3)
com um microscopio eletronico de varredura (MEV) para averiguagdo da morfologia da
capsula, como, por exemplo, se encontram-se esféricas, integras, com ou sem poros e se ha
residuos do meio externo (PVA); 4) quanto ao tamanho médio, a polidisperséo e a formagéo
de grumos dos ACUs, utilizandose o equipamento Mastersizer® (Malvern Instrument Limited,
UK); 5) quanto as propriedades mecéanicas por Microscopia de Forca Atbmica (AFM). A
segunda fase do projeto, consiste na analise das propriedades acusticas dos ACUs, fase esta
realizada no Laboratério de Imagens Biomédicas (LIB — Laboratoire d’Imagerie
Biomédicale). O LIB pertence a Universidade Paris 6, Université Pierre et Marie Curie/UPMC
de Paris, que possui vasta experiéncia e tecnologia na area. Nesta fase, buscou-se analisar 0 1)
retroespalhamento; 2) a estabilidade temporal e; 3) a resposta a pressdo acustica. A Figura 19

resume as fases e 0s métodos a serem utilizados no projeto.
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Preparo das Capsulas

Contagem em Cimara com Microscopia Otica
Andlise da Morfologia em MEV

Andlise do Tamanho Médio e formagao de grumos por SLS

Andlise das propriedades Mecénicas por AFM

Propriedades Acusticas

Andlise do Retroespalhamento (+dB)

Resposta a Pressao Actstica

Estabilidade das MBs

Figura 19: Resumo das fases e dos métodos a serem empregados no projeto. A) Fase 1 — sintese e analise
estrutural das capsulas. B) Fase 2 — analise das propriedades acusticas dos ACUs. Imagem de autoria
prépria.

5.1 POLI(ALCOOL VINILICO), POLYVINYL ALCOHOL — PVA

Neste projeto foram utilizados os PVAs?® da empresa Sigma-Aldrich 98% hidrolisado e
massa molecular de 13.000 — 23.000, lote MKCB 4654 e massa molecular de 89.000 — 98.000,
lote MKBW1165V. Neste projeto, o PVA ¢é utilizado como dispersante durante a preparacao

das capsulas pela técnica de dupla emulséo.
5.2 POLICAPROLACTONA, POLYCAPROLACTONE - PCL

A PCL é utilizada como o material da estrutura das capsulas e, portanto, € o elemento
disperso durante a preparacao das capsulas pela técnica de dupla emulsdo. Neste projeto foram

utilizadas as PCLs da Sigma-Aldrich, com massa molecular de 10.000 e 45.000 g-mol?,

29 E amplamente utilizado nas industrias, sendo principalmente utilizado para revestimentos de fibras,
adesivos, emulsodes, filmes para embalagem e agricultura, bem como para a producdo de poli(vinil
butiral). Ainda, apresenta baixa citotoxicidade, sendo bastante utilizado no campo de pesquisa
biomédica e de biomateriais, como, por exemplo, para a formacéao de hidrogéis, agentes carreadores de
enzimas, surfactante e crioprotetor (ABDELWAHED et al., 2006; HALIMA, 2016).
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chamados de PCL10 e PCL45, respectivamente (TUBA; OLAH; NAGY, 2014). As
propriedades mecénicas da PCL, com o aumento da massa molecular do polimero a PCL45
tem um comportamento, a principio, mais elastomérico e menos quebradigo do que a PCL10
(CHAO-JING et al., 2013; LIM; KIM; YOON, 2002), o que seriam propriedades mais

interessantes para a interagcdo com o campo acustico.
5.3 FORMACAO DAS MICROCAPSULAS

Neste processo, a primeira emuls&o® ocorre pela adigédo de 200 pl de solucéo aquosa de
Poli(alcool vinilico) 1% (PVA) em solucédo de cloroférmio® (20 ml) contendo 500 mg de
polimero (PCL). Apds este processo, o contetdo é emulsificado com equipamento Ultra-
Turrax IKA T-10 basic e elemento dispersor +S10N-10G*? em banho de gelo por 5 min. Esta
emulsdo (A/O)* é, entdo, vertida em 20 ml de solucdo de PVA e, novamente em banho de
gelo, sofre nova emulsificacdo, formando a dupla emulsdao (A/O/A). O contetdo do processo
anterior € mantido sob agitacdo magnética overnight para eliminac&o do solvente orgénico, o
que leva ao endurecimento da capsula de PCL. Este processo de evaporagdo do solvente pode
ser feito de forma mais lenta e controlada para evitar a formag&o de poros nas capsulas ou com
um sistema de rapida evaporacéo do cloroférmio, formando poros®. A suspenséo de ACUs ¢,
entdo, lavada trés vezes por centrifugacdo a 480g°, por 5 minutos, para a remogao dos residuos
do processo. Ao fim deste processo, 0 conteldo deve ser agitado mecanicamente para
desprender o precipitado de capsulas do fundo do tubo. O conteudo final é entdo congelado a

-20 °C por 24 h e liofilizado (Liofilizador Liotop L101) por outras 24 h, a aproximadamente

30 Sistema Aagua, 6leo e anfifilico, opticamente isotrépico e termodinamicamente estavel
(DANIELSSON; LINDMAN, 1981).

31 A PCL pode ser solubilizada em cloroférmio, diclorometano, benzeno, tolueno, entre outros.

320 Ultra-Turrax é um equipamento capaz de entregar energia a um sistema por forcas de cisalhamento,
promovendo a dispersdo e homogeneizacdo do meio.

33 A — Agua; O — Oleo; a nomenclatura (A/O) é comumente empregada para descrever emulsdes e vem
da traducdo dos textos em inglés (W/O), water/oil, em que o “A” ou “W” representam o componente
hidrofilico, ou aquele que ¢ soluvel em agua e o “O” representa 0s que seriam mais propensos a serem
soliveis em materiais oleosos ou mais corretamente, aqueles hidrofobicos.

34 Neste trabalho, os dois métodos foram realizados, produzindo microcapsulas com e sem poros de
45.000 e 10.000 g/mol.
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zero atm a -60 °C, formando um p6 de coloragdo branca que é armazenado em frascos de
polipropileno sob refrigeracéo a 4 °C e pronta para uso®. A Figura 20 mostra a bancada de
trabalho desta parte do experimento. O liofilizador pertence ao Laboratério de Biopolimeros

da COPPE.

W ) Ultra-Turrax
' T10 Busic
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# Micropipeta 8
4 P200
s
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#%‘4’ | N
Gele +SI0N-10G 3
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cor

Tubo Fulcon
50 mi

Béquer 50 ml

Figura 20: Foto da bancada de trabalho para a producdo dos ACUs. Todos os equipamentos utilizados
estdo listados. Todos os experimentos foram feitos no Instituto de Macromoléculas da UFRJ, no
LCPRB. Imagem de autoria propria.

5.4 ANALISE PRELIMINAR DOS ACUs E CONTAGEM POR CAMARA DE

NEUBAUER

Uma balanca de precisdo (Shimadzu-AY220, Classe I, Brasil) com quatro casas decimais
e exatidao de 0,001 g foi utilizada para medir 0,01 g do pé de ACUs. Em seguida, 10 ml de
H20 destilada foi utilizada para suspender o material. De imediato a emulsdo passa a
apresentar a coloracdo branca leitosa, indicando a presenca de particulas micrométricas

dispersas no meio. Desta emulséo s&o coletados 50 pl para microscopia. O microscopio 6tico

% 0 trabalho de Jean-Marc Hyvelin mostra recomendacdes para o procedimento de armazenagem e
resuspensdo das ACUs.
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(Evos® XL Core Image System, Thermo Fisher Scientific, Brasil), é utilizado para uma
analise inicial dos ACUs, visando determinar a presenca de grumos e se foram produzidos, ou
ndo, materiais esféricos, de tamanhos regulares. Para isso, foi utilizada a lente objetiva de 20x,

proporcionando um aumento de 200x

Outros 50 pl sdo coletados para a Camara de Neubauer que também é levada ao
microscopio para a contagem dos ACUs. O processo de contagem ocorre como descrito a
seguir: Quatro quadrantes de 1 mm? de base e 0,1 mm de altura sdo registrados em uma
imagem, que €, entdo, processada pelo software Imagel®, utilizando plugins nativos. A
Figura 21 exibe a camara de Neubauer com os seus quadrantes. O processamento das imagens
ocorre em alguns passos. Primeiro, as imagens sdo convertidas para 8 bits e, entdo, ajustadas
pela fungdo Threshold em preto (nivel 0 da escala binaria) e branco (nivel 1 da escala binéria),
com a faixa de corte fixada entre 45 e 77 da escala de cinza, as configuragdes do microscopio
sd0 mantidas para os 4 quadrantes e todas as amostras. O passo seguinte completa os buracos
em branco com a fungdo Fill_holes. A imagem é, entdo, convertida para mascara (mask), onde
aplica-se a fungdo Watershed, que separa elementos conectados entre si. Por ltimo, a fungéo
Analize Particles é utilizada para a contagem das particulas na imagem. Para isso, alguns
critérios sdo fixados, como o tamanho minimo e maximo que o software entenderd por
particula (50 a 700 pixels de area) e particulas com grau de esfericidade entre 50% e 100%.
As contagens das quatros imagens sdo acumuladas e entdo extrai-se a média de ACUs, por
quadrante. Sabendo a concentragdo de ACUs em gramas por milimetros cubicos
(0,000001 g/mm?) e o volume da camara (0,1mm?3), pode-se obter a concentracdo de ACUs

por mililitro e ACUs por grama.
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Figura 21: Camara de Neubauer e ilustragdo das divisdes internas que formam os quadrantes da camara
de Neubauer para a contagem do material. Imagem de autoria propria.

55 AVALIACAO MORFOLOGICA POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE

VARREDURA (MEV)

A MEV (ISM-6460LV - JEOL), é utilizada neste projeto para a analise detalhada da
superficie dos ACUs (x500, x2.000 e x5.000 com aceleracao de voltagem de 10kV e resolugédo
de 3,00 nm)®, visando obter informacdes quanto a morfologia da capsula, como, por exemplo,
se encontram-se esféricas e integras e se ha residuos do meio externo (PVA). Segundo
Abdelwahed et al., ndo sdo raros os relatos de autores alegando a presenca de PVA na

superficie dos ACUs, mesmo apds sucessivas lavagens (ABDELWAHED et al., 2006).

3% \/oltagens superiores a 10kV resultavam em rompimento da cépsula ou elevada deformacdo da
mesma. Em alguns estudos a voltagem de 5kV é empregada (LIU et al., 2014)

46



5.6 ANALISE DA DISTRIBUICAO DE TAMANHO

A distribuicdo de tamanho da populacdo de ACUs e a verificacdo da formagéo de grumos
foi estimada por espalhamento de luz estatico — SLS, usando o equipamento Mastersizer
Malvern 2000, utilizando &gua pura como dispersante, culminando em 0,01 g/ml de diluicéo
e aplicando uma taxa de obscurescéncia de 12% (MELO et al., 2012). O equipamento utiliza
um sistema de laser focalizado, 633nm, que incide sobre as amostras e mede o espalhamento,
do tipo Mie, do feixe utilizando sensores fotossensiveis. O espalhamento ocorre em diversos
angulos que é inversamente proporcional ao tamanho da particula, analisando uma faixa de
tamanho de 0,02um a 2000pum (MALVERN, 2017). Todas as andlises foram feitas em

triplicatas.

5.7 PREPARO E FILTRAGEM DAS AMOSTRAS

Neste trabalho, todas as amostras foram calculadas para estarem em uma concentragdo
final de 2-10” ACUs/mL, considerando dois fatores: 1) ACUs poliméricos ndo possuem muitos
estudos na literatura a respeito da concentracao de uso ideal, nem de cavitacdo e que estimasse
um limiar de ruptura para estes superior ao convencional, usado para outros agentes de
contraste para ultrassom e; 2) associando ao efeito escudo reportado por Peter P. Chang, 2001
e Azzdine Y. Ammi, 2006 que afirmam que o aumento da concentracdo de ACUs eleva o
limiar de ruptura (AMMI et al., 2006; CHANG et al., 2001), abaixo da concentracéo,
inicialmente prevista, mas ainda assim, superior a um outro trabalho com ACUs a base de
PVA, que utiliza a concentragdo de 1-10° ACUs/mL (H. CHEN; D. EVANGELOU; D.
GRISHENKOV, 2019). Para tanto, foi utilizado o céalculo dos dados referentes a contagem
das bolhas na camara de Neubauer, que serdo apresentados no capitulo de RESULTADOS
(6.2 OS NOVOS GRUPOS DE ACUs). As amostras foram pesadas em uma balanca (Satorius
Class1), com cinco digitos de preciséo e posteriormente ressuspendidas em dgua MilliQ®, em

um total aproximado de 5 mL. Elas sdo vagarosamente homogeneizadas pela inversao do tubo
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Falcon 15 ml, por 10 vezes e, homogeneizadas lentamente, com o auxilio da micropipeta
P5000 por 30 vezes, favorecendo a solubilizacdo do PVA na 4gua e liberando os ACUs para
filtragem. Apds este processo, as amostras passam por um filtro hidrofilico de Nailon ou
Nylon® com porosidade de 10 pm (Merck Millipore, Tullagreen, Irlanda), acoplado a uma
seringa de 10 ml, para a retirada de eventuais grumos e ACUs com didmetro superior ao

desejado (Figura 22).
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Figura 22: Esquema para filtragem dos ACUs. Uma seringa conectada a um adaptador de filtro-seringa,
munido com o filtro de Nailon 10um. Os dois o-rings mostrados ao lado do adaptador metalico servem
para a vedagdo do sistema interno. Imagem de autoria prépria.

5.8 PROPRIEDADE MECANICA

A propriedade mecanica (modulo de Young) das amostras foi adquirida utilizando o
microscopio de forca atdbmica JPK Instruments, do laboratério de superficies do Programa de
Engenharia Metalurgica e dos Materiais — PEMM/UFRJ. A microscopia de forca atbmica foi
realizada nas amostras de cépsulas de PCL utilizando uma ponteira Tapl50AL-G
(BudgetSensors, AFM Probes), de raio <10nm, de geometria simétrica e revestida com
aluminio espelhado de espessura 30nm (Figura 23). A ponteira é designada para operacao em

modo de contato e contato intermitente.

37 Existem diversos tipos de Nailon, o tipo em questdo ndo foi informado pelo fabricante.
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AFM probe Model

Figura 23: Imagem de um microscépio de forca atdbmica JPK. Equipamento destinado a anélise das
propriedades mecanicas dos ACUs.

O modo contato permite a obtencdo das curvas de forca em determinados pontos da
superficie das amostras, o qual é utilizado para obter os dados sobre as propriedades mecanicas
das céapsulas de PCL. Para isso, uma imagem inicial de superficie das capsulas é realizada
pelo modo de contato intermitente, possibilitando a escolha do local em que serd realizada a
analise pelo modo de contato. Uma vez escolhida a regido de 2 x 2 um, um mapa de forca é
automaticamente gerado pelo equipamento, subdividindo esta regido em 64 quadrantes,

distribuidos em 8 x 8 (Figura 24).

49



Mapa de Forga da Regido
Selecionada

Visdo Geral Regido Selecionada

Figura 24: Processo de analise de uma regido por AFM. Uma regido de 2x2um ¢é selecionada para a
medic&o, resultando no mapa de forca.

As forgas geradas pelo mapa sdo analisadas pela inclinagdo da curva de retragdo (Slope
da curva de retracdo) (Figura 25). Esta inclinacdo é formada quando a haste se retrai, enquanto
a ponteira ainda esta em contato com a amostra e esta relacionada a rigidez da amostra na
regido selecionada. Rigidez, esta, obtida pelo ajuste linear da curva e dada em N-m™. A forca
de adeséo (Fad) é dada pelo ponto minimo da curva, correspondendo & posi¢cdo de maxima

forca de adeséo.
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Figura 25: Curva de Forca da AFM. A curva de forca € obtida utilizando dados do mapa de forca gerado
anteriormente.
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Utilizando a Equacdo 7 é possivel estimar o modulo elastico da capsula (E).

E= 4(1-v?) Fnax
3tana 62,4,

Equacéo 7

Em que v corresponde ao coeficiente de Poisson do ligante, o a metade do angulo
da ponta do AFM, Fmax a forca para maxima identagdo e dmax, a profundidade maxima

de identagcdo (ABEDALWAFA et al., 2012; ENGELBERG; KOHN, 1991b).

5.9 ESTIMATIVA DA ESPESSURA DAS CAPSULAS

Como descrito no trabalho de Astafyeva et. Al, é possivel determinar a espessura de um
ACU utilizando-se de métodos indiretos de analise. Conhecendo-se parametros como o raio
médio (R,,,) e a compressibilidade das capsulas (K2) [Kd = 1/E] é possivel chegar a um valor

estimado de espessura (T;,,), utilizando a Equacéo 8 de (ASTAFYEVA et al., 2015a):

3 KO ~
T = Rnm (1 + /F - 1) Equacio 8

Em que K ° corresponde ao coeficiente de rigidez e corresponde a 1/kp. Em que k é o médulo
de compressibilidade da PCL (455MPa) (ESHRAGHI; DAS, 2010; RAGAERT et al., 2014)

e p é a densidade do polimero (1,145g/cm?, informagéo do fornecedor).
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59 AVALIACAO DO RETROESPALHAMENTO - ULTRASSOM EM MODO

PULSO-ECO

A técnica de Pulso-Eco consiste em emitir uma onda de ultrassom através de um meio e
recebé-la pelo mesmo transdutor, utilizando, portanto, apenas um transdutor por operacao, que
atua como emissor e receptor da onda mecénica. Ao emitir a onda, ocorre a interagdo desta
com 0 meio em que se propaga, provocando uma alteracdo no padrédo de recepg¢éo dos ecos e,
assim, permitindo gue se estude o meio irradiado pelo equipamento. Esta técnica € ideal para
a coleta de sinais de retroespalhamento provocado pelos ACUs em suspensdo, bem como é o

mesmo principio utilizado nos equipamentos de ultrassonografia.

Sendo assim, foram utilizados: um gerador de funcdo (Olympus, 5077PR Square Wave
Pulse/Receiver); trés transdutores ultrassénicos submersiveis monoelemento de 0,5 mm de
didmetro, sendo um de 2,25 MHz (Panametrics V306 2.25/0.5), um de 5,0 MHz (Panametrics
V309 5.0/0.5) e um de 10,0 MHz (Panametrics V311 10/0.5); uma cdmara para acomodar a
amostra; um osciloscopio (LeCroy Wave Surfer 424) e um posicionador eletrénico dos
transdutores microcontrolado por computador e por um motor de passos. A Figura 26 e a
Figura 27 exibem os equipamentos e as configuragBes experimentais para as analises de pulso-

€eco, respectivamente.

Figura 26: Equipamentos utilizados na configuragéo experimental para as analises de pulso-eco.
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Osciloscopio:

1 Varredura

100 Amostras

Largura de Banda Completa
Trigger Externo

200MS/s

Gerador de Fungao:

Emissor/Receptor
Visualizagio do sinal: Sps/div

PRF: 100Hz —

Voltagem de Pulso: 200mV|

FPA: IMHz

FPB: 10MHz

Ganho 3.0dB

Transdutor

Computador

Cémara de Agua e Amostras

Figura 27: Configuragdo experimental para as analises de pulso-eco.

O gerador de funcdo permite produzir sinais elétricos de frequéncias conhecidas e
mantém fixos: a PRF em 100 Hz, o filtro passa altas em 1 MHz, o filtro passa baixas em 10
MHz (desligado apenas quando operando na frequéncia de 10 MHz), o ganho em +3 dB e a
tensdo em 200 mV, que sdo convertidos, no transdutor, em ondas mecanicas proporcionais ao
sinal gerado. Como o transdutor fica acoplado diretamente ao meio aquoso que pode ser a dgua
somente ou com as amostras ou a celulose, este permanece constantemente imerso e, portanto,
acusticamente acoplado ao meio. Ainda, 0 mesmo permanece alinhado com a amostra e
perpendicular ao fundo da cAmara constituida de gel &gar. Assim, ap6s a emissdo, a onda
mecénica interage com o meio/amostra e retorna ao transdutor com as informagées do meio,
que novamente é convertida em sinal elétrico lido pelo osciloscopio (backscatter ou
retroespalhamento). O sinal lido no osciloscépio pode ser, entdo, guardado na memaria de um
computador para processamento. As analises foram efetuadas utilizando os transdutores de

2,25 MHz e 5 MHz para as respectivas frequéncias e transdutor de 10 MHz excitado nas

frequéncias de 7,5 MHz e 10,0 MHz.
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Primeiramente, colocou-se apenas agua no compartimento de amostras, o qual serve
como parametro e controle negativo para o experimento. Depois, a 4gua foi substituida pelas
amostras de PCL. Em seguida, uma solugédo de celulose 20 um, em mesma concentragdo
relativa de massa (M/M), substituiu a PCL no compartimento. A celulose serve como controle
positivo de espalhamento, por ser um tipico espalhador empregado na literatura (BRUNETTE
et al.,, 2001; MADSEN; FRANK; DONG, 1998)%. Por ultimo, todas as amostras s&o
comparadas a um phantom de agar correspondente aos tecidos moles, nas mesmas condicdes
de teste (BRUNETTE et al., 2001). Foram realizadas trés repeticdes para cada amostra (n=3),
doze repeticGes para a celulose (n=12) e seis repeticbes para o phantom (n=6). Sempre foram
coletados cem sinais de cada etapa, os quais foram processados em um programa desenvolvido
em Matlab® (The MathWorks, Inc, R2015a). A comparagdo da intensidade do eco de retorno

em dB foi estimada aplicando-se a Equagdo 9 (ASTAFYEVA et al., 2015a).

RS, =20 - loglo‘;—ﬁ Equacéo 9

Em que S, corresponde ao valor do méximo do espectro de frequéncia do sinal da
amostra; ou seja, 0 quadrado do méaximo da FFT da amostra, que aqui pode ser tanto a PCL
quanto a celulose. Si corresponde ao maximo do espectro do sinal da referéncia, a qual sempre

sera a 4gua. A configuracdo experimental é apresentada na Figura 28.

38 Esta sequéncia, agua, PCL e celulose, é importante para que um elemento ndo interfira no resultado
do outro. Entre cada analise é necessario lavar a cAmara com agua corrente e com a mesma agua do
controle.
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Figura 28: llustracdo da configuracdo experimental proposta para a anélise dos ACUs. Aplicou-se dgua
na camara para obtencdo dos primeiros sinais de referéncia para todas as frequéncias estipuladas. Em
seguida as PCL foram analisadas diante da mesma configuragdo e por ultimo, a celulose. A imagem
mostra dois sinais tipicos dos experimentos, um no dominio do tempo (acima) e outro no dominio da
frequéncia (abaixo). Imagem de autoria prépria.

A posicgdo dos ecos foi calculada pela distancia da face do transdutor até a interface entre
a agua ou amostra e o gel. Como o sinal percorre um caminho de ida e volta, é necessario
ajustar as distancias relativas das interfaces, dobrando a distancia (x’). Assumindo a
velocidade de propagacdo (c) em 1480m-s™, a 20°C, pode-se estimar o posicionamento dos

ecos na escala temporal apresentada no osciloscépio utilizando a Equagéo 10

t=x"-c7! Equagdo 10

em que t é o tempo apresentado no osciloscopio.

A regido de interesse é compreendida entre os sinais do eco da interface e do eco de
excitacdo. Como existe um tempo de estabilizacdo do eco de excitacdo, a regido de interesse

é posicionada, arbitrariamente, apds esta regido (Figura 29). A mesma janela foi aplicada em
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todas as medicOes. Foram realizadas trés repeticdes para cada amostra (n=3), sempre coletando

cem sinais processados em um programa desenvolvido em Matlab®.

Transdutor

egido de Amostras

R
@
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i
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Regifo de Amostras
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Ty

v
Regido de posicionamento

; da janela

Ecos de emissdo
10.,0k5 | 200MS5%s  ACIMO

c= 1480 m/s Sus/div

Figura 29: Estimando o posicionamento da janela de observacdo do sinal. Utilizando a Equacéo 10 é
possivel estimar a regido de interesse e as posi¢Oes dos ecos de emissdo (T0) e reflexdo gel-agua (T1).
A janela deve ser posicionada entre os dois picos e ligeiramente afastada dos picos de emissdo. A regido
de posicionamento da janela corresponde ao espaco da cdmara que contém as amostras, particulas ou

simplesmente 4gua. Imagem de autoria propria.

A regido de posicionamento da janela foi escolhida com base na observacéo da média de

cem sinais e, apds o posicionamento da janela, esta foi mantida para todas as analises futuras.

Com a janela fixa foi realizada a FFT de cada um dos cem sinais das amostras e obtida a média

dos modulos das FFTs, fazendo um unico espectro para analise (Figura 30).
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Figura 30: Os mddulos da FFT dos cem sinais foram promediados para obtenc¢éo de um Unico sinal para
analise. Imagem de autoria propria.

Este mesmo espectro médio foi submetido a um ajuste polinomial do tipo Spline*® para

minimizar os efeitos do ruido e extrair um valor mais livre de ruidos para S? e S2 (Figura 31).

Sinal de Retroespalhamento da PCL10 Sinal de Retroespalhamento da PCL45

Particuls de PCL
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Figura 31: Espectros médios dos sinais de retroespalhamento dos ACUs de PCL10 e PCL45, em
comparagdo com a agua, usando um transdutor de 5 MHz. Implementacdo da curva Spline sobre as
FFTs. As curvas polinomiais do tipo Spline foram ajustadas, sobre os sinais de FFT, possibilitando
comparar o comportamento de cada amostra de PCL sem a interferéncia do aspecto ruidoso apresentado.
Em roxo é apresentada a spline para o sinal das PCL e em amarelo, para a 4gua. Os pontos indicados
nas curvas representam os valores destes em 5 MHz, frequéncia central do transdutor utilizado e
representada nesta imagem.

39 Spline é uma funcéo, polinomial, definida por multiplas subfunces, cada subfuncdo aplicada a um
determinado intervalo do dominio da funcdo principal. Para projetos futuros sugere-se realizar ajustes
gaussianos no pico do sinal.
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5.10 ESTABILIDADE TEMPORAL DOS ACUs — ESTAS PERDEM VIABILIDADE

QUANDO EXPOSTAS A AGUA?

Aqui, como se sabe, a capsula de PCL possui estabilidade em &gua, por mais de doze
meses (IQBAL et al., 2015; METHACHAN; THANAPPRAPASR, 2017) e que, portanto, este
ndo seria fator limitante. Contudo, a presenca de poros nas capsulas dos ACUs e o conteido
de ar representam o principal ponto critico a estabilidade destes ACUs, que tendem, em tese,

a perder o contetido do nicleo para o meio, por difusdo (NOVARIO et al., 2005).

Assim, adotou-se a mesma técnica descrita em 5.9 AVALIACAO DO
RETROESPALHAMENTO - ULTRASSOM EM MODO PULSO-ECO , como forma de
identificar as alteragdes de ACUs ao longo do tempo. Para isso, 0 procedimento descrito foi
repetido nas mesmas amostras, sete dias apds 0s experimentos de retroespalhamento e, ainda,

0 grupo PCL45 foi acompanhado diariamente durante os sete dias.

5.11 ANALISE DE RESPOSTA A PRESSAO ACUSTICA

Para a determinacgéo do ponto de ruptura dos ACUs, seguiram-se 0s preceitos levantados
no capitulo intitulado 4.6 CAVITACAO, porém, é necessario fazer alguns comentarios
iniciais. A literatura cientifica traz diversos nomes para o resultado da cavitacdo na capsula
dos ACUs, como: fragmentagdo, colapso, ruptura, destruicéo e, até mesmo, cita a possibilidade
de formacdo de MBs menores, ap6s o0 processo (AMMI et al., 2006; APFEL; HOLLAND,
1991; ASHOKKUMAR, 2011; CHANG et al., 2001; HERBERT; BALIBAR; CAUPIN,
2006; INSERRA et al., 2014; SHI et al., 2000). Isso se explica pelo fato de que cada agente
de contraste possui sua prépria maneira de se comportar no campo de ultrassom, ACUs
poliméricos, por exemplo, tendem a ter uma espessura de capsula superior aos demais tipos,
numa faixa, em média de 100 a 200nm, além de possuirem uma rigidez, média aproximada,

vinte vezes superior a bolha de ar livre, 6,1-10* MPa de médulo elastico (ALLEN; KRUSE;
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FERRARA, 2001; XIONG et al., 2011). Ainda, alguns autores descrevem a capsula com cerca
de 5% do raio e 15% do volume total do ACU (LARS HOFF, 2001). Deve-se ter prudéncia
nesta afirmacéo e lembrar que polimeros sdo moléculas versateis e, assim como os agentes de
contraste, ndo podem ser generalizados. Estes e outros fatores fazem com que ACUs
poliméricos, em geral, permanecam intactos apOs eventos de cavitacdo, ndo havendo
fragmentacdo dos mesmos, mas, sim, ruptura e a consequente ejecdo destes da regido em que
se encontram (XIONG et al., 2011), produzem fortes sinais ndo-lineares, que permitem o
estudo deste tipo de evento (AMMI et al., 2006; CHANG et al., 2001; INSERRA et al., 2014;

XIONG et al., 2011).

a. CONFIGURAGCAO DAS AMOSTRAS

Para as analises, as amostras foram colocadas dentro de um tubo de PCR*® que serve de
recipiente, posicionando o contelido da suspensao no tanque acustico. Como cada tubo de PCR
contém 250 pL e como todas as amostras para experimentos sao produzidas em triplicata, com
seis parametros diferentes, sdo necessarios no minimo 4,5 mL de produto final (ACUs em
suspensdo), distribuidos em 18 tubos de PCR, contendo as amostras. Cada tubo de PCR &,
individualmente, posicionado no ponto confocal entre o transdutor de emisséo e o hidrofone

e, entdo, o sistema é ativado.

b. CONFIGURACAO DOS EQUIPAMENTOS

Foi utilizado um equipamento dedicado, do LIB/Paris. O método consiste em utilizar um
gerador de frequéncias (Agilent, modelo 33250A,) que produz um sinal tipo burst, que passa
por um amplificador de sinal RF (AR france, modelo 150A100B, Franga), sequido de um
monitor de poténcia Power Reflexion Meter*! (Rohde & Schwartz, Modelo NRT, Alemanha)

para medir a reflex&o e a intensidade entregue ao transdutor — HIFU (Sonic Concepts, modelo

40 Tubo de PCR é um pequeno tubo de ensaio de 250ul destinado a equipamentos de PCR - Polymerase
Chain Reaction.

41 Em nota, o fabricante afirma que o equipamento é transparente ao sistema e a interferéncia produzida
nos dados gerados ou coletados € nula.
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Y-107, USA), que converterd o sinal em uma onda mecénica (Figura 32). O ultrassom se
propaga, entdo, em um tanque acustico com agua degaseificada a uma temperatura de 36 a
37 °C controlada pelo equipamento de degaseificacdo*? (Sonic Concepts, modelo WDS-105+,
USA)® . Um tubo de PCR de 250uL com parede de espessura de 0.5mm é posicionado no
campo focal do transdutor (63,2mm), de maneira a centralizar o campo focal dentro do tubo
preenchido com a solugdo a ser estudada (Figura 33). A cavitacdo € monitorada usando um
transdutor focalizado de banda larga que funciona como hidrofone (Sonic Consepts, modelo

Y-107, USA).

Figura 32: Equipamentos utilizados na configuragdo experimental para as analises da resposta a pressao
acustica. 1 — Gerador de Frequéncias; 2- Amplificador de Sinal; 3.1 — Espelhador de Sinal; 3.2 - Monitor
de Poténcia; 4 - Tanque de agua; 5 - Osciloscopio; 6 — Funil para posicionamento da amostra; 7 — HIFU;
8 — Tubo PCR para amostras; 9 — Hidrofone; 10 — Absorsor actstico. Imagem de autoria propria.

42 As temperaturas utilizadas baseiam-se na temperatura do corpo humano, torando o experimento mais
préximo das condicBes de operacdo na clinica médica.

4 Mesmo com a presenga de um equipamento de degaseificagdo, a presenga de gases dissolvidos na
agua pode influenciar no comportamento das particulas em observacdo (SHEERAN et al., 2011).
Contudo esse estudo foi realizado em nBs que deveriam ser submetidas a processos de vaporizagao,
diferenciando-se fisicamente do caso deste trabalho.
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Figura 33: Configuragdo experimental para as analises da resposta a pressao acustica. Imagem de autoria
prépria.

c. ABORDAGEM EXPERIMENTAL

Para iniciar a abordagem, foi estabelecida qual seria a pressdo acustica maxima que
poderia ser aceita em uma possivel utilizacao na clinica, chegando-se ao limite superior de 1,9
de .M., sem ultrapassar 3,0 MPa** (BARNETT etal., 2000; BRAYMAN et al., 1996; CHANG
et al., 2001). Pelos calculos do .M., na frequéncia proposta de 1,1 MHz, a pressdo acustica
deveria obrigatoriamente estar prxima a 2 MPa para obter o I.M. desejado. Fixado este Limite
Clinico, outras configuracdes ainda precisavam ser estabelecidas, portanto, Clinica | e
Clinica Il foram propostas, com um |.M. aproximado de 0,5 e 1,0, respectivamente. Clinica |
e Clinica Il, como o nome sugere, sdo faixas de uso regular na clinica médica, que induzem
boas respostas para ACUs comerciais. Ainda, trés outras configuracdes foram estabelecidas,
uma chamada de Acima da Clinica com I.M. superior a 1,9 e outras duas com valores entre a
Clinica Il e o Limite Clinico, nomeados de Inter | e Inter Il, respectivamente. A Figura 34

ilustra este esquema experimental.

4 Valor referente ao PPN e ndo a amplitude total.
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Figura 34: Abordagem experimental proposta para a analise da resposta a pressao acustica. Imagem de
autoria propria.

Para viabilizar estes valores de I.M é necessario definir outros parametros, como a frequéncia
a ser empregada que, como mencionada acima, foi de 1,1 MHz. A frequéncia de repeticdo de
pulso (PRF) que também ja foi estudada como fator importante para a cavitacdo; em que, a
reducdo da PRF reduz o limiar de ruptura a pressao acustica (AMMI et al., 2006; CHANG et al.,
2001). Neste experimento foi proposta uma PRF de 100 Hz (com PRP de 10 ms). Um ciclo de
trabalho de 5% e um tempo de processo total de 20 s, ou seja, 0 equipamento permanece ligado
por 20 s, emitindo o ultrassom de acordo com os pardmetros acima (CONSTANTIN C.

COUSSIOS et al., 2019; YANG SUN et al., 2019).

Todos estes parametros foram mantidos fixos durante todos os experimentos. Os valores de
amplitude e ganho foram alterados de acordo com a necessidade da pressdo a ser entregue a

amostra. A Tabela 3 mostra o desenho experimental proposto.
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Tabela 3: Esquema Experimental para a analise da Resposta a Pressdo Acustica. Para cada faixa proposta sdo apresentados os parametros fixos e comuns a todas as faixas
para gerar o sinal, os parémetros especificos para gerar o sinal com a presséo pretendida de cada faixa, o valor da pressdo pretendida e o valor obtido. O valor do ganho
disposto na tabela corresponde a um parametro do equipamento utilizado.

Fixo A_lllp. Pressdo Actstica™ Indice Mecénico
[mVpp]
PRF PRP DC DS .
[Hz] [ms] %] 5] Entrada Saida / Esperado Calculado / Esperado
Clinical 163 / Ganho 07 1,03 £ 0,40 P—10 0.45+0,19 =0,5
Clinica 2 163 / Ganho 09 1,99 + 0,29 P-20 0.95 £0,01 =1.0
Inter 1 100 / Ganho 11 2,66 =+ 0,02 20<P<30 | 127002 10<IM<15
1,1 | 100* | 10 5 20
Inter 2 120 / Ganho 11 3,22 +0,05 30<P<35 | LS3%£002 | poy o<1
Limite da Clinica 163 / Ganho 10 3,64+ 0,15 35<p<39 | L73£002 | [0iho1 M<19
Acima da Clinica 163 / Ganho 11 4,46 0,10 P40 2,13 0,04 IM. >19

*  Reduzindo a PRF reduz o limiar de rutura 2 pressdo acustica. (Chang, 2001; Ammi. 2006)
** Amphtude total da press3o acistica, nio corresponde ac pico de pressio negativa.

f —Frequéncia

PRF —Frequéncia de Repeticio de Pulso
PRP —Periodo de Repeticio de Pulso
DC - Ciclo de Trabalho

DS - Duragio do processo

Amp. — Amplitude do sinal emitido

Tubo PCR Volume: 250pl
N-Ciclos = 275 aproximados

Faixa dc temperatura: entre 36 € 37°C
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A variacdo de pressdo acustica proposta neste trabalho também foi utilizada por na

metodologia de estudo de Paul S. Sheeran et al. que para avaliar nano-gotas como agentes de

contraste para ultrassom, utilizaram pressdes de 1,43 a 4,97 MPa pico a pico, resultando em

I.M. de 0,64 a 2,22 (SHEERAN et al., 2011). A equipe de pesquisa foi elevando a presséo

gradualmente sobre 0 mesmo grupo de amostras de nBs, enquanto aqui foram aplicadas seis

pressoes diferentes, dentro deste intervalo, em grupos diferentes da mesma amostra de MBs.

Um cddigo escrito em MATLAB® com Interface Grafica do Usuario (GUI) foi

desenvolvido para conectar o computador a todos os componentes do equipamento de

cavitacdo para o seu controle. A Figura 35 exibe o painel de interface GUI do programa em

MATLAB®, que permite fornecer, como entrada, os parametros de amplitude, PRF, DC e DS.

& 0 vitro expesments
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equipamentos cravc-udnomemev«.u

conectados e e

Aplicaros

Enter US parameters

Entrada de
dados:
Amplitude
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DC
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Apply and check US parameters

~

You have 1o press

chec'™

Prep dste

Informagodes Grug D4 Name
gerais da
amostra CetiarSovant

() st 00 8 Dexp  Final Vol Frac (%)

Final rug concentraon (M)

Soncaben

Entradade
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selecionados aos
equipamentos

B case of ameegency

Disable Motors on the Controller !

Controle dos
Motores para
posicionamentoda
amostra

Saidade Tempo
total e Pressao

Figura 35: Interface GUI do programa escrito em Matlab®. Imagem de autoria propria.

Fixados os pardmetros e condicBes de teste, os sinais de cavitacdo foram coletados e

processados gerando graficos de modulo de FFT. O pico do componente harménico de

segunda ordem (2,2 MHz) foi utilizado para a analise da resposta das ACUs & presséao acustica.

A equacdo é a mesma utilizada anteriormente para este tipo de calculo (Equacéo 9).
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RESULTADOS

6.1 OS PRIMEIROS GRUPO DE ACUs

As observag0es iniciais dos primeiros ACUs foram feitas, visualmente, ao ressuspender as
particulas em agua. A presenca de grumos, neste grupo inicial, podia ser notada facilmente a olho
nu, produzindo um aspecto flocular das particulas em meio aquoso, como mostra a Figura 36.
Estes ACUs deveriam se apresentar com o aspecto turvo leitoso e, ndo, em uma formagdo com

grumos nitidos em suspens&o.

Figura 36: Fotografia dos Primeiros Grupos de ACUs poliméricos. Nitida presenca de grumos.

Os ACUs foram, em seguida, submetidos a microscopia Gptica, com o objetivo de avaliar
se estes encontravam-se no formato esférico, se existia alteracfes de tamanho ou formacéo de
grumos. Esta primeira avaliacdo serve para identificar possiveis erros na sintese das capsulas,
antes de dar continuidade as demais avaliagdes. A Figura 37 mostra alguns dos ACUs
sintetizados. As imagens representam quatro regides diferentes de uma mesma lamina, com
uma amostra representativa dos ACUs produzidos nos primeiros grupos. Todas as capsulas

aparentam possuir formato esférico, correspondendo ao esperado.
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Figura 37: Imagem de microscopia 6tica com ampliagdo de x200. Grumos presentes.

Continuando a analise, as amostras foram submetidas a MEV, buscando visualizar a
morfologia das capsulas. Na Figura 38 sdo expostas as imagens referentes aos ACUs dos
Primeiros Grupos. A Figura 39 exibe a presenca de PVA aderido a capsula de PCL, em que
duas imagens iguais sdo dispostas, sendo uma original em escala de cinza e a outra, colorida,

para destacar a presenca de PVA (Azul) aderido a capsula dos ACUs (Verde ou amarelo).

CORPE

» 200 100m

Figura 38: Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura representativa dos ACUs, referentes aos Primeiros
Grupos. Visdo geral dos aumentos de x500, x2000 e x5000. A) No aumento de X500 pode-se perceber um grande
grumo de capsulas. B) No aumento de x5000 observa-se o detalhe das capsulas, mostrando que estas possuem poros
e formato esférico. C) e D) Nos de x2000 é possivel observar os grumos em maior detalhe, percebendo a presenca
do PVA aderido & superficie. E possivel ainda notar que a grande maioria das cépsulas no campo observado
possuem tamanho inferior a 10um.
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Figura 39: Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura exemplificando a presenga de PVA aderido a
capsula de PCL dos ACUs: A) MEV original em escala de cinza e B) e C) colorida para destacar a
presenca de PVA (Azul) aderido a capsula dos ACUs (Verde ou Amarelo).

A partir deste ponto, observou-se que era necessario alterar a metodologia de produgéo
dos ACUs. A principal diferenca entre os dois grupos foi a troca da massa molecular do PVA,
que passou de 89.000 — 98.000 para 13.000 — 23.000. Esta troca possibilitou uma melhor
dissolucdo do PVA na agua, facilitando a retirada do polimero durante a lavagem e liberando
0S grumos remanescentes, em menor tempo, quando realizada a ressuspensédo. Outro fator que
contribuiu foi a adicdo de um passo no protocolo de sintese dos ACUs, em que, ap6s a ultima
centrifugacdo no processo de lavagem, as particulas sdo agitadas mecanicamente para que se
desprendam do fundo do tubo de centrifugacéo e permane¢am mais soltas para o congelamento
e posterior liofilizacdo.
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6.2 OS NOVOS GRUPOS DE ACUs

Estes novos grupos, sintetizados com as alteracGes descritas no item anterior,
apresentaram-se como particulas finas em forma de p6 e cor branca, de facil dispersdo em

agua, apresentando aspecto turvo leitoso no meio aquoso (Figura 40)

Primeiros Grupos de ACUs

Novos Grupos de ACUS

Figura 40: Imagens dos novos grupos de ACUs. A) Seco em forma de p6, B) o primeiro grupo em
suspensdo e o C) novo grupo de ACUs em suspenséo.

A microscopia Optica, todas as capsulas, agora produzidas, aparentavam possuir formato

esférico, com grumos menos aparentes que nos Primeiros Grupos (Figura 41).
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Figura 41: Imagem de microscopia 6tica com ampliagdo de x200. Grumos menos nitidos e menos
volumosos nos novos grupos.
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Na visualizacdo por MEV, percebe-se pouco PVA aderido as cépsulas de PCL. Percebe-se,

ainda, que apresentam um aspecto esférico com porosidades (Figura 42).

~

-ressuspensao

Pré

Pos-ressuspensao

Figura 42: Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura representativa dos ACUSs, referentes aos Novos
Grupos. As imagens na parte superior mostram as capsulas antes da ressuspensdo em agua e as abaixo mostram as
mesmas capsulas apds a ressuspensdo. As imagens da esquerda mostram PCL45 e a direita, PCL10. Todas as
imagens sdo anteriores a filtragdo. A Imagem destacada ao fim corresponde a uma aproximagcéao de x5000 para uma
do grupo PCL45. PVVA aderido (Azul) a capsula dos ACUs (Amarelo).

Apos a etapa inicial e qualitativa de andlise, as capsulas consideradas aptas a continuidade
dos estudos, foram contadas em Camara de Neubauer, para obter a estimativa da concentracdo de
capsulas por grama de material obtido*. Os ACUs produzidos com PCL10 tiveram suas

concentracdes estimadas em 0,84-10'° + 0,14 ACUs/g. Os produzidos com PCL45 tiveram suas

45 Como os grupos iniciais produziram muitos grumos e, portanto, considerados inadequados, néo foi
possivel avalia-los nesta etapa.
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concentracdes estimadas em 1,06-10° + 0,20 ACUs/g. As concentracdes obtidas sdo suficientes

para atingir a dose necessaria para CEUS (cerca de 108 ACUs - ml?) (HYVELIN et al., 2013).

A distribuicdo do didmetro médio das duas populacbes de ACUs apresentaram valores de
6,4 = 1,3um no percentil de 50% e 14,8 + 3,7um no percentil de 90% e didmetro maximo de 45um
(Figura 43). Com esses dados ficou nitida a necessidade de impor um limite ao tamanho maximo
a populagdo, ou seja, 10um. Como encontravam-se em um tamanho inferior a 10um, em sua
grande maioria, isto pode ser resolvido com filtragem. No total foram produzidos trés grupos de

PCL45 e dois de PCL10.
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Figura 43: Curva da distribuicdo do tamanho dos ACUs referente a PCL45 (A) e PCL10 (B).

6.3 FILTRAGEM DOS ACUs

Os resultados da MEV em associacdo com as microscopias oticas e com o0s SLS revelaram a
presenca de PVA aderido aos ACUs, com a formacdo de eventuais grumos e ACUs acima do
tamanho de 10um, assim, optou-se por um filtro de Nailon com abertura de poro de 10pum. A

escolha desta abertura se deve a trés fatores principais: primeiro, particulas muito grandes podem
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obstruir a luz dos vasos sanguineos e resultar em embolias e lesdes ao vaso e/ou ao tecido
adjacente (TALU et al., 2007); segundo, é consenso na literatura atribuir o valor de 10um como
o limite superior para o tamanho de um ACU (TALU et al., 2007); terceiro, este é o tamanho em

gue seriam aproveitados na maior parte, cerca de 90% das particulas que foram geradas.

A primeira filtragem resultou em um filtrado transldcido, com raros ACUs em solucéo, vistos
somente em microscopia Otica, provavelmente devido a presenga do PVA externo aderido as

capsulas e ao proprio PVA néo dissolvido na solucdo aquosa.

Para solucionar esta limitagdo, foi adotado um procedimento de ressuspensdo e filtragem,
descrito em 5.7 PREPARO E FILTRAGEM DAS AMOSTRAS. Este procedimento resultou em
um produto final de concentracdo média de 1,64-10" + 0,44-10” ACUs-ml*?, com uma taxa de
aproveitamento médio de 82%, dentro do esperado pelos resultados do SLS. As imagens dos

ACU s filtrados podem ser observados na Figura 44.

Figura 44: Filtragem dos ACUs. Em (A) processo sendo realizado, (B) e (C) ACUs apos filtragem,
sendo (B) logo apds a filtracéo e (C), minutos depois.
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6.4 PROPRIEDADES MECANICAS E ESPESSURA DE CAPSULA

O mapa da curva de retracdo obtido por AFM indicou médulo eléstico de 1,55 + 0,06
kN-m?e 1,96 £ 0,44 kN-m™ para a PCL45 e PCL10, respectivamente. Estes mesmos valores
foram utilizados para o calculo da espessura da capsula, como descrito em 5.9 ESTIMATIVA
DA ESPESSURA DAS CAPSULAS, resultando em uma espessura de capsula estimada de

248+ 1,7nme 17,2+ 1,6 nm para PCL10 e PCL45, respectivamente.
6.5 RETROESPALHAMENTO

Obtidas as FFTs das amostras de PCL e controles positivos (celulose), phantom de
tecidos moles (BRUNETTE et al., 2001; MADSEN; FRANK; DONG, 1998) e controles
negativos (agua), pdde-se, primeiro, observar o comportamento do espectro dos sinais
(Figura 45). Assim, percebe-se que para a referéncia, a 4gua, ndo hé sinais significativos de
retroespalhamento, o que é coerente com este tipo de meio, que ndo possui elementos
espalhadores. Os sinais de espalhamento referentes as amostras, sao nitidos, coerentes com as
frequéncias de excitacdo propostas, apresentando aspecto ruidoso e abertura de banda quanto

maior for a frequéncia de excitagéo.
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Figura 45: Sinais de mddulo da FFT tipicos de cada frequéncia avaliada. Em laranja o sinal da PCL e
em azul o sinal da agua. As linhas vermelhas correspondem a frequéncia central de excitacdo, de cada
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respectivo transdutor utilizado. As linhas cinzas correspondem ao pico da FFT foi localizado. Os sinais
apresentados foram obtidos da PCLA45.

Em seguida, foi realizada um ajuste do tipo Spline, sobre as curvas de mddulo de FFT. Tomou-
se, entdo, o pico de cada curva interpolada e aplicou-se a Equacdo 9 para obtengdo da SNR em
dB em funcéo da frequéncia, possibilitando, assim, comparar o comportamento de cada amostra

de PCL (Figura 46). A Tabela 4 complementa, numericamente, o gréafico apresentado.
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Figura 46: Padrdo de retroespalhamento das amostras de PCL. As duas populagdes de PCL sdo
dispostas, PCL10 e PCL45, vermelho e laranja, respectivamente. Os controles sdo dispostos em azul
para a celulose e em verde para o phantom.

Tabela 4 Valores de Retroespalhamento de cada amostra em cada frequéncia.

Backscatter [ + dB]
MHz
Amostra 225 5.0 75 10,0
PCL45 8,84+0,92 2138+ 0,70 15,29+0,08 11,82+ 0,06
PCL10 963+ 1,11 1697+090 11,01+0,90 10,83+0,39
Celulose 4,78 £ 0,51 18,1+ 0,52 15,83+0,47 15,89+0,41
Phantom 15,36 £ 0,9 17,85+0,09 10,01+0,36 7,62 +0,23

Pode-se perceber que existe uma diferenca evidente entre o espalhamento da PCL45 e o da

PCL10, sobretudo nas frequéncias superiores a 5 MHz. PCL45 também se destaca dos demais
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por ser o Unico grupo de ACUs que esta superior ao controle positivo, celulose, em todas as
frequéncias até 7,5 MHz, se igualando a mesma em 7,5 MHz e sendo superada a partir desta.
Assim, também, verifica-se que PCL45 possui o maior valor de retroespalhamento, +21,38 dB, a
5 MHz, sendo superior a celulose em +3,28 dB. Contudo, possui 0 menor valor a 2,25 MHz,
+4,78. O Phantom de tecido apresenta a maior intensidade de retroespalhamento a 2,25 MHz,
+15,36 dB, e decai significativamente ap6s 0s 5 MHz, apresentando as menores intensidades de
retroespalhamento das séries, +10,01 dB e +7,62 dB, respectivamente, provavelmente devido a
atenuacdo caracteristica de tecidos bioldgicos induzida, aqui, pelo uso da glicerina (MADSEN et

al., 1978).

6.6 ESTABILIDADE TEMPORAL

A estabilidade temporal dos ACUs foi estudada seguindo o mesmo principio do
retroespalhamento, que foi realizado ao longo do tempo. Todas as amostras foram analisadas no
dia da ressuspensdo, dia zero, e sete dias ap0s a ressuspensdo, dia sete (Figura 47), com a PCL45
sendo também analisada dia a dia (Figura 48). Esses resultados mostram que os ACUs perdem
capacidade de retroespalhamento com o tempo, mesmo que a capsula de PCL permaneca estavel
por mais de doze meses (IQBAL et al., 2015; METHACHAN; THANAPPRAPASR, 2017). A
Tabela 5 mostra numericamente que a maior perda da intensidade de retroespalhamento na PCL45
ocorre nas primeiras 24 h, com queda de até 9,4 dB a 5MHz e 5,9 dB a 7,5 MHz. Todos 0s grupos

tendem a estabilizar em uma intensidade de retroespalhamento similar no dia 7.
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Figura 47: Andlise da estabilidade temporal das amostras de PCL no intervalo de uma semana (S0 —
Semana Zero e S1 — Semana Um). Em azul é apresentado o controle, celulose. Em vermelho é disposta
a PCL10 no dia zero e pontilhada uma semana depois. Em laranja é disposta a PCL45, linha cheia no
dia zero e pontilhada uma semana.
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Figura 48: Analise da estabilidade temporal da amostra de PCL45 no intervalo de 7 dias. A linha Azul
cheia representa o dia zero da amostra e as linhas pontilhadas, os demais dias.
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Tabela 5: Valores do retroespalhamento referentes a analise de estabilidade das amostras de ACUEs.

Acompanhamento Diario do Retroespalhamento em +dB

i MHz
Amostra (Die) %5 50 75 10,0
PCL45 0 81+01  206+06 152402 122403
PCL45 1 53+01  11,2+01  93+03 9,6+03
PCL45 2 47+0,1 9.9+04 71406 81405
PCL45 3 36+04 83+01 6,9+ 0.4 6,7+04
PCL45 4 35407 71401 6,1+0.4 6.8+04
PCL45 7 33+05 73408 64409 6,8+05
PCL10 0 96+11  170+09 110409  108+04
PCL10 7 45+04 71401 48+03 48+0,2

6.7 RESPOSTA A PRESSAO ACUSTICA

Fixados os pardmetros e condigBes de teste descritos na metodologia, os sinais de
cavitacdo foram coletados e processados gerando graficos de médulos de FFT, como os
apresentados na Figura 49. Estes graficos mostram a componente principal (1,1 MHz) do sinal
e o correspondente 2° harménico (2,2 MHz), utilizado para compor os gréaficos da resposta

dos ACUs a pressdo acustica.
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Figura 49: Comparacéo entre os sinais de FFT dos ACUs e da referéncia. O sinal sobreposto é
apresentado na esquerda. Nos quadros ao lado deste sdo apresentados os sinais destacados do
componente principal e do segundo harménico, respectivamente. A figura destaca um sinal de FFT de
uma PCL45.

A partir de graficos como os da figura anterior, com o0s sinais do 2° harmdnico da FFT
apresentados foi gerada a Tabela 6 e o respectivo gréfico da resposta dos ACUs a pressdo

acustica (Figura 50).
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Tabela 6: Valores dos sinais de segundo harménico das FFTs das amostras de ACUs para cada pressao
acustica.

Sinais do 2° Harmonico da FFT [dB]

PCL45 PCL10
Setup .M. SNR SNR
Clinica 1 0,45 5,50 + 2,62 2,95+1,81
Clinica 2 0,94 583+2,75 1,65+1,48
Inter 1 1,27 4,39+273 2,19+172
Inter 2 1,55 7,67 £2,35 3,69+143
Limite da Clinica 1,72 1408+1,75 8,11+0,94
Acima da Clinica 2,12 6,77 + 3,75 424 +155
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Figura 50: Grafico da resposta acustica dos ACUs, em funcédo do I.M. Em azul, a PCL45 e em laranja,
a PCL10. A linha tracejada em vermelho demarca o valor limite de .M. para a clinica (1,9).

Deste grafico é possivel perceber que a PCL45 exibe uma resposta a pressao acustica de
maior intensidade que a PCL10 para todos os valores de .M. Observa-se ainda, que o pico
para ambas as curvas ocorre para valor de .M. préximo ao limite recomendado para a clinica;
ou seja, um pouco abaixo de 1,9, com os valores de Razéo Sinal/Controle (RSC) de +14,08dB

e +8,11dB para PCL45 e PCL10, respectivamente.
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DISCUSSAO

Este capitulo apresenta a discusséo do que foi apresentado até aqui, a iniciar pela motivagédo
da escolha de ACUs poliméricos de PCL dentre todas as opcBes possiveis, assim como da
motivacdo de ndo escolher um ACU comercial j& testado e aprovado pela FDA/EUA para
desenvolvimento de novos campos de estudo. Em seguida, serdo discutidos os resultados da tese,
suas caracteristicas e potenciais aplicagdes, suas principais limitagcdes e opc¢des de solugdes para

caminhos futuros.

7.1 POR QUE POLIMERICA E POR QUE POLICAPROLACTONA?

Ao falar em ACUs, tende-se a pensar somente no contraste produzido por estas particulas,
melhorando a interpretacdo de diagnosticos ao evidenciar estruturas anatbmicas que antes
possuiam baixo ou nenhum contraste entre si. Contudo, um dos maiores desafio para estes ACUs
é a estabilidade temporal durante a circulacdo pelo sistema vascular. Uma forma de resolver este
problema é com a substituicdo da capsula fosfolipidica por uma polimérica (ODDO et al., 2017;
SONG et al., 2018). Por outro lado e contrario a este argumento, as capsulas feitas de polimeros
tendem a ser mais rigidas e, por consequéncia, a produzir respostas menos significativas ao
interagir com as ondas de ultrassom (HELFIELD et al., 2017). Pensando nisso, foi feita a proposta
da PCL, que, na contramao dos poliésteres alifaticos, possui propriedades elastoméricas mais
parecidas com as das borrachas (ENGELBERG; KOHN, 1991b), sendo uma caracteristica
importante para a producdo de ecos e contraste na CEUS (F. DOMENICI et al., 2019). Nao
demorou para que as equipes de pesquisa percebessem o potencial terandstico destas capsulas
poliméricas, haja vista que particulas/esferas poliméricas sdo, em geral, a op¢do para estas
modalidades terapéuticas (ODDO et al., 2017). Como mostrado neste trabalho, as capsulas de
PCL apresentaram modulos elésticos suficientemente baixos, para que suas cdpsulas fossem de
espessuras até dez vezes inferiores ao descrito na literatura, contribuindo para a ecogenicidade

delas.
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Como adjuvante a capacidade teranostica, a PCL possui baixa velocidade de degradacéo, em
parte devido a forte caracteristica hidrofobica, sendo uma particula que pode permanecer no
tecido por longos periodos, podendo ser facilmente superiores a 12 meses (MORENO RAJA et

al., 2019).

Ainda, cabe esclarecer que, até 0 momento, nao existe ACU polimérico disponivel no mercado
para comercializacdo. As empresas que tentaram desenvolver o produto comercialmente néao
obtiveram aprovagdo da FDA/EUA e ndo encontraram um mercado de consumo para o produto,
que hoje, tem foco principal em cardiologia, deixando outras areas da medicina, apenas, como
campos experimentais, até aqui (CHONG; PAPADOPOULOU; DAYTON, 2018; OWEN et al.,

2018).

Esse conjunto de fatores coloca os ACUs de PCL como promissores na area, com um longo
caminho a ser explorado. Fez parte desta tese contribuir para este desenvolvimento, bem como
para a valorizagdo do mercado brasileiro e dos produtos nacionais, com tecnologia genuinamente

brasileira.

7.2 PRIMEIROS ACUs PRODUZIDOS

Antes de iniciar qualquer teste em ACUs é importante observar se estes estdo de acordo com
0 esperado para os procedimentos propostos. Para isso, a observacao qualitativa a olho nu e por
microscopia Otica sao fundamentais, estas duas entregam uma resposta rapida sobre o estado das
particulas produzidas (capsulas esféricas formadas, pouca formacao de grumos, em concentragdo
suficiente, tamanhos uniformes e proximos a 10um). Em seguida, a avaliagdo em MEV, que pode
ser mais demorada, é Gtil para trazer informacdes a respeito da estrutura morfol6gica das capsulas,
completando a observac&o inicial delas (integras, esféricas, com poros, com tamanhos ndo muito

maiores que 10um, pouco PVA aderido as capsulas).
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Logo, ao ressuspender os ACUs dos primeiros grupos, em agua, evidenciaram-se a presencga
de grumos, formando um aspecto flocular das particulas e 0 que se esperava era que estivessem
com o aspecto turvo leitoso e ndo, em uma formagdo em flocos, com grumos nitidos em suspensao

(BHATTACHARIEE, 2016; CHANAMAI; MCCLEMENTS, 2000).

A anélise por microscopia éptica mostrou que os ACUs se encontravam no formato esférico,
com tamanhos variados e, ainda, comprovou a forte presenca de grumos. Embora esféricas, o que

era esperado, a presencga de grumos tornou invidvel a continuagdo dos experimentos.

Contudo, a analise em MEV ainda era importante para obter as informag6es morfologicas, na
tentativa de entender o que poderia ter ocorrido e se realmente eram cépsulas, como o desejado.
A MEV exibiu a presenca de capsulas porosas com PVA aderido a estas. Nao é raro encontrar
relatos de PVA aderido as capsulas poliméricas (ABDELWAHED et al., 2006), sendo motivo
para a formagdo de grumos. Por outro lado, 0 PVA é uma molécula ideal e fundamental para
manter a estabilidade da dispersdo A/O/A durante a sintese dos ACUs poliméricos e para proteger
a estrutura das capsulas durante o processo de liofilizacdo (MORENO RAJA et al., 2019). Porém,
observou-se que era necessario alterar procedimentos na metodologia de dupla emulsdo para

producdo destas capsulas.

Por mais que outras técnicas inovadoras e promissoras estejam sendo expostas na literatura,
merecendo ser exploradas, na tentativa de superar a limitacdo da producdo de populagdes de
ACUs em tamanhos variados, a técnica de dupla emulsdo é reconhecida e € um modelo de
aplicacdo comum para poliésteres, que requerem uma evaporacao de seu solvente hidrofdébico

(MORENO RAJA et al., 2019).

Embora trabalhos recentes tendam a usar o acetato de etila no lugar do cloroférmio, este ainda
foi a opcdo para estes estudos, uma vez que a substancia permite uma rapida evaporacao na fase
de evaporacédo do solvente, resultando na formagdo dos poros nas capsulas (NAGAVARMA et
al., 2012; YADAV et al., 2019), podendo representar uma vantagem adicional as ACUs

poliméricas, que possuem, em geral, capsulas mais resistentes que as fosfolipidicas.
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7.3 NOVA ESTRATEGIA DE PRODUGCAO DOS ACUs

Como ndo foi possivel eliminar o PVA pelo método escolhido de dupla emulséo, optou-se por
reduzir a massa molecular do PVA, que passou de 89.000 — 98.000 para 13.000 — 23.000,
elevando a solubilidade dele na &gua. Pois, o0 PVA é um polimero sollivel em 4gua e suas
propriedades dependem do grau de polimerizacdo e do grau de hidrélise. Por ser rico em
hidroxilas, ha formacao de ligac6es de hidrogénio fortes entre esses grupos intramoleculares e
intermoleculares, € sabido que quanto maior a massa molar, mais forte sdo as ligacGes intra e
intermoleculares e mais coeso € o polimero (ARANHA; LUCAS, 2001). Sendo assim, buscou-se
um PVA de massa molar mais baixa e menor grau de hidroélise e, portanto, maior solubilidade em
agua. Essa alteracdo foi feita para facilitar a remogéo da fase externa de PVA ap0s o processo de

fabricacdo das microcépsulas.

Com isto, durante a ressuspensdo, os grumos foram mais facilmente desfeitos e a massa de

PVA aderida a parte externa da capsula foi removida mais facilmente (AINA, 2014).

Outro ponto importante para reduzir a formagdo de grumos recai na forma como as cépsulas
sdo manipuladas para o procedimento de liofilizacdo. Como o0 passo anterior a esta etapa € a
centrifugacdo, € natural que se ocorra a compactacgao das capsulas no fundo do tubo, o que resulta
em uma secagem compactada, principalmente quando em conjunto com o congelamento a -60°C,
que pode formar flocos de gelo, compactando ainda mais as mesmas, favorecendo a formagéo de
grumos (ABDELWAHED et al., 2006). Neste ponto é fundamental ressaltar o porqué da
importancia da ndo retirada por completo do PVA, que atua como uma molécula crioprotetora,
evitando a formacéo dos cristais de gelo neste processo (ABDELWAHED et al., 2006). Portanto,
embora o PVA possua caracteristicas que limitam o desenvolvimento dos ACUs, este guarda

importancia para sua sintese, sendo um ponto crucial de estudo. O PVA pode ser substituido por
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outros agentes crioprotetores, como o dissacarideo trealose®, durante o processo de liofilizagédo
(ABDELWAHED et al., 2006) ou pode ser reduzido diretamente da sintese dos ACUs, utilizando
técnicas como premix membrane emulsification (PME), (LIU et al., 2014; MORENO RAJA et

al., 2019).

Como neste trabalho o PVA foi utilizado e a centrifugacdo seguida do congelamento para a
liofilizagdo foi aplicada, adotou-se um procedimento extra entre a centrifugacdo e o
congelamento. As particulas foram agitadas mecanicamente para que se desprendessem do fundo
do tubo de centrifugacdo e permanecessem mais soltas para o congelamento e liofilizagdo

(HOSSAIN et al., 2018). Estas duas modificactes foram a chave para a continuidade do projeto.

7.4 ACUs PRODUZIDOS COM A NOVA ESTRATEGIA — NOVO GRUPO

Para esta etapa foram produzidos ACUs de acordo com o protocolo apresentado, incluindo as
alteracBes propostas da massa molecular do PVA externo e agitacdo mecénica antes do
congelamento para liofilizagdo. As Figuras 40 e 42 no item 6.2 OS NOVOS GRUPOS DE ACUs,
exibiram uma foto representativa do produto final obtido apds os processos de sintese das
capsulas, com particulas finas em forma de pé e na cor branca, podendo formar grandes blocos
gue sdo facilmente rompidos mecanicamente ou quando expostos a0 meio aquoso. Com as
modificagdes, repetiu-se o procedimento de analise inicial das particulas. Ao ressuspendé-las ja
se apresentavam com 0 aspecto turvo leitoso, indicando que existem particulas soltas na ordem

de micrébmetros em suspensdo, diferentemente do Primeiro Grupo.

Todas as capsulas produzidas aparentavam possuir formato esférico e ocorreu uma

modificagdo no padrdo dos ACUs produzidos. De imediato percebeu-se que 0S novos grupos

46 A trealose é um material caro e serviria apenas para a fase de liofilizacdo, sendo ainda, necessario
encontrar outro material para estabilizar a emulsdo durante a fase de sintese. O material em questdo ndo
parece ser viavel neste processo.
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possuiam menos grumos e, também, menores que 0s primeiros grupos, estando de acordo com o

esperado pelo que foi observado no processo de ressuspensao.

Seguindo o mesmo procedimento anterior, as amostras foram submetidas a MEV, para
visualizar a morfologia das capsulas. Ao comparar 0s dois grupos, foi possivel identificar que o
novo grupo apresentava menos PVA aderido as capsulas de PCL, o que contribui para a melhor
ressuspensdo destas. Percebe-se, ainda, que apresentam um aspecto esférico com algumas
irregularidades na superficie. Tais irregularidades sdo porosidades produzidas durante o processo

de secagem do solvente (HOSSAIN et al., 2018).

Apds a etapa inicial e qualitativa de analise, as capsulas consideradas aptas a continuidade dos
estudos foram contadas em Cémara de Neubauer para obter a estimativa da concentracdo de
céapsulas por grama de material*’. No total, foram produzidos dois grupos de PCL10 e trés grupos
de PCL45. Os ACUs produzidos com PCL10 tiveram sua concentragéo estimada em 0,84-10%° +
0,14 ACUs/g. Os produzidos com PCL45 tiveram suas concentragdes estimadas em 1,06-10% +
0,20 ACUs/g. As concentracdes sdo suficientes para atingir a dose tipica prevista como necessaria
para CEUS, na ordem de grandeza de 102 ACUs - ml'* (HYVELIN et al., 2013). Contudo, foi
utilizado, neste trabalho, a concentragdo de 2-10” ACUs/mL, com base em outros estudos, que
alertam para a escolha da dose ideal, pensando no menor risco de efeitos colaterais e
citotoxicidade, que propdem a concentracdes de 4-10° a 4-10° ACUs-ml (SCIALLERO et al.,
2016), somado ao fato de que os ACUs, aqui propostos, ndo sao fosfolipidicos e os estudos com
ACUs poliméricos, a base de PVA, utilizaram a concentracéo de 1-10° ACUs/mL (H. CHEN; D.

EVANGELOU; D. GRISHENKOQV, 2019).

A distribuicdo do diametro médio da populagdo de ACUs apresentou valores de 6,4 = 1,3um
com desvio padrio de 50% e 14,8 + 3,7um com desvio padrdo de 90%; diametro maximo de

45um. O ideal para ACUs é de que estes estejam abaixo de 10 um, para que circulem livremente

47 Como os grupos iniciais produziram muitos grumos, e, portanto, consideradas inadequadas, nio foi
possivel avalia-las nesta etapa.
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pela luz dos vasos sanguineos e ndo causem embolia ou sejam filtrados pelos pulmdes (CHONG;
PAPADOPOULOU; DAYTON, 2018). Portanto, foi nitida a necessidade de impor um limite ao
tamanho méximo a populagdo de ACUs. Como, encontravam-se em um tamanho inferior a 10pum,
em sua grande maioria, isto pode ser resolvido com a filtragem por um filtro de nailon hidrofilico,

uma vez que as capsulas das particulas em questdo, PCL, possuem carater hidrofobico.

O tamanho das particulas somado aos resultados da MEV, mostrando a presenca de PVA
aderido as capsulas e os resultados das microscopias Oticas revelando a presenca de grumos,
evidenciou-se ainda mais a necessidade desta filtracdo, posto que a presenga do PVA externo e a
formagéo de grumos modificam as respostas dos ACUs ao campo de ultrassom e geram variagdes
espurias que podem dificultar as analises (CHANG et al., 2001; CHONG; PAPADOPOULOU;

DAYTON, 2018)

A primeira filtragem resultou em um filtrado transltcido com raros ACUs em solucéo e vistos
somente em microscopia 6tica. O motivo para este acontecimento foi atribuido & presenga do
PVA externo ainda aderido as capsulas e ao préprio PVA ndo dissolvido na solucdo aquosa,
mesmo o PVA sendo um polimero hidrofilico de rapida solubilizacdo (ABDELWAHED et al.,
2006; HALIMA, 2016). A solucédo encontrada para este problema foi adotar um passo a passo de
ressuspensdo e filtragem, descrito no item 5.7 PREPARO E FILTRAGEM DAS AMOSTRAS,
desta Tese. Este procedimento permite que o PVA seja solubilizado, liberando os ACUs para
filtracdo, a0 mesmo tempo que ndo produz, teoricamente, interferéncias significativas nos ACUs
de PCL, que contam com um tempo de hidrolise da cépsula de mais de doze meses
(GUNATILLAKE; ADHIKARI, 2003; SAGANUWAN, 2018) e um tempo de estabilidade total
do ACU em solucdo, relativamente longo, levando 24 h para reduzir pela metade. Esta discussao

sera retomada mais adiante.

Eventualmente ocorre o blogueio do filtro e a completa filtragem das particulas, como relatado
acima. Contudo o evento € raro e, este procedimento, resulta em um produto final de concentracdo

média de 1,64-10” + 0,57-10° ACU-mlt, com uma taxa de aproveitamento médio de 82%, de
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acordo com o que pode ser esperado pelos resultados do SLS que mostram 90% da populagéo de

ACUs abaixo de 14,8um de didmetro.

O processo de filtragem por seringa é desaconselhado para ACUs de fosfolipidios, pois, com
a fragil membrana, estes sdo extremamente sensiveis a pressdo e, portanto, a pressdo interna na
seringa seria suficiente para provocar o rompimento das mesmas, contudo, tal limitacao nao existe
para os feitos de PCL, que suportam este procedimento sem sofrer danos a estrutura (DIZEUX et

al., 2016).

Apos verificagdo de que o novo método estava dentro do considerado viavel para 0s
experimentos, mais uma proposta de alteracdo metodolégica foi adotada. Desta vez, o tempo de
evaporacdo do cloroférmio seria expandido, deixando este processo ocorrer durante um maior
periodo. Com isso, esperava-se evitar a formagéo dos poros. A Figura 51 exibe a imagem em
MEYV deste novo grupo de capsulas sem poros. Contudo, este grupo néo foi levado para os testes
de FASE I, pois as capsulas ndo foram minimamente testadas antes do periodo previsto e ndo

foram feitas em quantidade minima necesséria.

Figura 51: Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura representativa dos ACUs feitos sob o procedimento
de evaporacéo do solvente controlado.

7.7 AS CARACTERISTICAS DO RESTROESPALHAMENTO DOS ACUs

O sinal de retroespalhamento da celulose foi escolhido como de referéncia tipico, conforme
apresentado na literatura (BRUNETTE et al., 2001; MADSEN; FRANK; DONG, 1998), vale
lembrar, contudo que, diferentemente dos ACUSs, a celulose é formada de particulas solidas e néo,
por uma cépsula com ar dentro.
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Os sinais das amostras foram nitidos, centrados nas frequéncias de excitagdo propostas,
apresentando aspecto ruidoso e abertura de banda mais larga quanto maior a frequéncia de
excitacdo, esta abertura da banda ocorre por caracteristicas inerentes aos transdutores
(broadband). Para obtencdo de uma curva do médulo de FFT suavizada, com menos interferéncia
do ruido, foi ajustada uma curva polinomial do tipo Spline sobre os sinais de cada FFT (LI; LlI;

DONG, 2009).

Como foi dito nos 6.5 RETROESPALHAMENTO, Tabela 4, percebeu-se que existe uma
diferenca evidente entre o retroespalhamento da PCL45 e o0 da PCL10. Ambos comegam mais ou
Menos N0 mesmo ponto, mas nos trés pontos seguintes o da PCL45 tem valores maiores. A PCL45
também se destaca dos demais, por ser o Unico grupo de ACUs cujo retroespalhamento é maior
do que o da referéncia, celulose e parece diminuir na diregdo da frequéncia 7,5 MHz. Assim, a
PCL45 possui 0 maior valor de retroespalhamento, +21,4 dB, a 5,0 MHz, sendo superior ao da
celulose em +3,3dB. A PCL45 também possui 0 menor valor de retroespalhamento, a 2,25 MHz,
+4,8 dB, sendo superior apenas a referéncia. O Phantom de tecido apresenta a maior intensidade
de retroespalhamento a 2,25 MHz, +15,4 dB e decai apds os 5,0 MHz, apresentando as menores
intensidades de retroespalhamento das séries, +10dB e +7,6dB, respectivamente, provavelmente
devido & atenuacdo caracteristica de tecidos bioldgicos, induzida aqui, pelo uso da glicerina

(MADSEN et al., 1978).

O retroespalhamento da PCL45 é sempre superior a referéncia para as trés primeiras
frequéncias testadas, sendo inferior a esta, apenas, na frequéncia de 10 MHz. Ainda, a PCL45 é a
que apresenta a melhor resposta na frequéncia de 5,0 MHz, sendo superior & referéncia, ao
Phantom e a PCL 10. Ja a PCL10 é inferior a referéncia nas trés frequéncias maiores, sendo
superior a referéncia apenas na frequéncia de 2,25 MHz, frequéncia na qual apresenta
equivaléncia a PCL45. Comparando as PCLs, a PCL45 apresenta-se superior a PCL10 em todas

as frequéncias testadas, principalmente nas frequéncias centrais. As comparacGes entre as
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frequéncias testadas ndo guardam relacéo direta, pois as poténcias dos transdutores sdo diferentes

entre si. Portanto, as comparagGes devem ser feitas, apenas, dentro de mesma frequéncia.

A PCL também produz contraste inferior aos ACUs fosfolipidicas, que podem alcancar 160dB
no primeiro minuto de aplicacdo e reduzir para 80dB nos primeiros 10 minutos (PARK et al.,
2013). Uma disparidade de contraste elevada para um ACU, contudo, como se esperava, um ACU
polimérico ndo se equipara a um fosfolipidico. Mas possui a vantagem que seré discutida no

préximo topico.

7.8 AS CARACTERISTICAS DE ESTABILIDADE TEMPORAL DOS ACUs

Como ja mencionado, é conhecida a estabilidade do polimero de PCL em meio aquoso,
podendo chegar a 12 meses de estabilidade (IQBAL et al., 2015, METHACHAN;
THANAPPRAPASR, 2017); portanto, este ndo € o fator limitante desses ACUs, mas, sim, a
presenca dos poros nas capsulas que permitem a difusdo do ar do nucleo da capsula para 0 meio
externo (NOVARIO et al., 2005). Neste ponto, um fator visto como vantagem para o
retroespalhamento e resposta a pressdo acustica, inconvenientemente poderia ser o responsavel
pela reducdo do tempo de estabilidade destas ACUs no meio. Para avaliar isto, foi utilizada a
mesma metodologia proposta para o retroespalhamento, podendo-se verificar a queda acentuada
no retorno acustico nas primeiras 24 h, caindo progressivamente ao longo da semana, sugerindo
que o ar contido nas capsulas realmente sai por difusdo, mas mesmo assim, este processo é
dificultado pela presenga da capsula. Com isso, os ACUs poliméricos testados se apresentam mais
estaveis que os fosfolipidicos, que duram em média de 10 a 20 min em solucdo, segundo a
literatura (BARR, 2017; CAVALIERI et al., 2005), com tempo possivel de aplicacdo também
superior e com maior possibilidade de serem usados para técnicas de drug-delivery do que os

fosfolipidicos. Ainda, ACUs por serem de longa estabilidade, possuem utilidade em testes

clinicos com Doppler, como por exemplo, estudos de perfusdo (LIU et al., 2014).
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7.9 AS CARACTERISTICAS DA RESPOSTA A PRESSAO ACUSTICA DOS ACUs

Na maioria dos resultados ndo foi possivel identificar os harmonicos de terceira ou quarta
ordem do componente principal do sinal de 1,1 MHz, mas todos apresentaram o segundo
harménico (2,2 MHz). Cabe colocar, antes de discutir esses resultados, que a escolha da
frequéncia de 1.1 MHz se deve a uma configuracdo pré-existente do equipamento disponivel,
configuracdo essa baseada na literatura que costuma realizar esse tipo de ensaio nessa frequéncia.
Portanto, ndo foi possivel investigar a resposta a pressao acustica para 5,0 MHz, frequéncia de
destaque para as a PCL45, ou superior. Ainda, analises nestas frequéncias seriam interessantes de
serem investigadas, uma vez que a maioria dos equipamentos comerciais operam com

transdutores de 2,0 a 15,0 MHz (CALLIADA et al., 1998).

Dos gréficos formados 6.7 RESPOSTA A PRESSAO ACUSTICA, Figura 49, todos
assemelharam-se a um processo de oscilagdo linear (STRIDE, 2009), comum entre ACUs
poliméricos, porém distante de uma cavitacdo estivel esperada e comum aos fosfolipidicos
(Figura 52, adaptada de STRIDE, 2009). Isso se explica pelo fato de que cada agente de contraste
se comporta de forma particular no campo de ultrassom, por exemplo, nos poliméricos, a capsula
espessa e rigida tende a atrapalhar esse processo de oscilagdo induzida pela presséo acustica. A
espessura média de uma capsula polimérica na literatura é de 100 a 200 nm (XIONG et al., 2011).
As espessuras calculadas para os ACUs aqui produzidos, de 16 a 26 nm, ainda assim, apresentou-
se insuficiente para esse tipo de evento. Some-se a isso, 0s médulos elasticos de 1,55 + 0,06 kKN-m"
1e1,96 + 0,44 kN-m™ para a PCL45 e PCL10, respectivamente, menores do que os da literatura
(ALLEN; KRUSE; FERRARA, 2001) e, sabendo que a PCL comporta-se de forma elastica em
temperatura ambiente, tornando-o um polimero mais responsivo a pressao externa
(ENGELBERG; KOHN, 1991a), mostram que a PCL tende a se destacar entre os polimeros,

porém nao se compara a estrutura de um fosfolipidio no quesito cavitagéo.
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Figura 52: Comparacéo entre perfis de graficos de FFT de sinais de respostas a pressdo acustica de
capsulas fosfolipidicas. Superior esquerdo: Oscilagdo Linear, com um forte espectro da componente
principal e um quase imperceptivel pico no segundo harménico. Superior direito: Oscilagdo ndo Linear,
presenca significativa dos harmonicos. Inferior Esquerdo: Cavitagdo Estavel: Harmonicos e
subarménicos sdo visiveis. Inferior Direito: Cavitacdo Instavel, apresentando um amplo espectro de
frequéncias. Imagem adaptada de Stride 2009.

Comparando a PCL45 com a PCL10, é possivel observar que a PCL45 exibe uma intensidade

de presséao acustica superior 8 PCL10 em todas as analises. Observando o eixo do I.M. percebe-

se que o maior valor de intensidade € obtido logo antes de atingir o valor limite aceitavel para uso

clinico, com valores de +14,08 dB e +8,11 dB para PCL45 e PCL 10, respectivamente. O motivo

para este ocorrido ndo esta claro e requer testes mais especificos para uma conclusdo mais exata,

mas acredita-se que a pressao acustica, somada a fina espessura da capsula porosa induza a

liberacdo do ar do nucleo da cépsula para 0 meio externo, deixando este gas livre para oscilar e

entrar em processo de cavitagdo (SBOROS et al., 2002). Contudo, seriam nBs de ar sem capsula

gue estariam sendo destruidas, ndo muito tempo depois de expostas.
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Figura 53: llustragdo descritiva da proposta de acdo do campo acUstico sobre os ACUs produzidos.
Imagem de autoria propria.
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CONCLUSAO

Foram produzidos ACUs de PCL10 e PCL45 porosos, com maior estabilidade que ACUs
fosfolipidicos e espessuras de capsula mais finas do que os poliméricos ja produzidos. Ambos
com potencial para aplicacdes biomédicas, podendo ser destinados a ultrassonografia de
contraste, drug-delivery e tratamentos com HIFU. Neste Ultimo, ha duas possiveis utilidades,
marcar o tecido alvo, assim como contribuir na producdo de calor local. Os ACUs com PCL45
mostraram-se  superiores aos com PCL10, uma vez que apresentaram maior
retroespalhamento, assim como maior resposta a pressdes acusticas permitidas em uso
comercial de ACUs. A variacdo de massa molecular resultou em pequenas variacbes no
modulo elastico, em que a PCL45 teve um comportamento mais elastomérico e, em tese,
menos quebradica que a PCL10, o que pode ter contribuido para os efeitos observados até aqui
(Retroespalhamento e Resposta a Pressdo Acustica). Além disso, a PCL tem propensdo a
formar misturas compativeis com uma grande variedade de outros polimeros e pode ser
copolimerizada com outros mondmeros, 0 que amplia suas possibilidades de aplicacGes

futuras.
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