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RESUMO

Objetivo: Avaliar a marcagao intracelular e o processo de quantificagao
por imagem por ressondncia magnética usando nanoparticulas
magnéticas a base de oxido de ferro recobertas com materiais
biocompativeis em células da linhagem de glioma de rato C6 em
experimentos in vitro. Esses métodos visam orientar ensaios futuros
de inducdo de tumor in vivo, bem como possiveis aplicagdes da
técnica de magneto-hipertermia. Métodos: Na avaliagdo qualitativa
da marcagéo de células C6, realizada mediante microscopia dptica
comum, foram utilizadas nanoparticulas magnéticas recobertas com
aminosilana, dextrana, élcool polivinilico e amido. A influéncia do
agente de transfeccéo poly-L-lisine na captacéo celular foi analisada.
0 processo de quantificacao foi realizado mediante a andlise de
relaxometria em imagens ponderadas em T, e T, do phantom.
Resultades: A avaliagdo por microscopia 6ptica comum mostrou que
nanoparticulas magnéticas recobertas com aminosilana complexadas
e ndo complexadas com poly-L-lisine apresentam melhor captagao
pelas células. As relaxatividades de nanoparticulas magnéticas
recobertas com aminosilana com didmetro hidrodindmico de
50nm para um campo de 3T foram: r,=(6,1+0,3)x10°ms'mL/ug,
r,=(53+0,1)x10*ms'mL/ug; com uma razéo de r,/ r, = 9. 0
ferro captado pelas células foi calculado pela andlise das taxas de
relaxacdo (R, e R,) mediante relacao matematica. Conclusdes:
Linhagem de células C6 marcadas com nanoparticulas magnéticas
revestidas com aminosilana e complexadas com o agente de
transfecgao poly-L-lisine tem uma alta eficiéncia de captagado das
nanoparticulas magnéticas. A grande razao r,/ r, = 9 determina

que essas nanoparticulas magnéticas sejam ideais para estudar o
processo de quantificacdo por imagem por ressonancia magnética
com técnicas de imagem ponderadas em T,

Descritores: Glioma; Linhagem celular tumoral; Nanoparticulas; Imagem
por ressonadncia magnética

ABSTRACT

Objective: To assess intracellular labeling and quantification by
magnetic resonance imaging using iron oxide magnetic nanoparticles
coated with biocompatible materials in rat C6 glioma cells in vitro.
These methods will provide direction for future trials of tumor
induction in vivo as well as possible magnetic hyperthermia
applications. Methods: Aminosilane, dextran, polyvinyl alcohol, and
starch-coated magnetic nanoparticles were used in the qualitative
assessment of C6 cell labeling via light microscopy. The influence of
the transfection agent poly-L-lysine on cellular uptake was examined.
The quantification process was performed by relaxometry analysis
in T, and T,weighted phantom images. Results: Light microscopy
revealed that the aminosilane-coated magnetic nanoparticles alone
or complexed with poly-L-lysine showed higher cellular uptake
than did the uncoated magnetic particles. The relaxivities of the
aminosilane-coated magnetic nanoparticles with a hydrodynamic
diameter of 50nm to a 3-T field were r,=(6.1+0.3)x10*° ms'mL/ug,
r,=(5.3+0.1)x 10* ms'mL/ug, with a ratio of r,/ r, = 9. The iron
uptake in the cells was calculated by analyzing the relaxation rates (R,

Estudo realizado no Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein — Hospital Israelita Albert Einstein - HIAE, Sdo Paulo (SP), Brasil.

! Instituto do Cérebro - InCe, Hospital Israelita Albert Einstein - HIAE, Sao Paulo (SP), Brasil.

?Instituto do Cérebro - InCe, Hospital Israelita Albert Einstein — HIAE, Sao Paulo (SP), Brasil; Faculdade de Enfermagem do Hospital Israelita Albert Einstein — HIAE, Sao Paulo (SP), Brasil.

° Departamento de Diagndstico por Imagem e Instituto do Cérebro — InCe, Hospital Israelita Albert Einstein — HIAE, Séo Paulo (SP), Brasil.
Autor correspondente: Javier Bustamante Mamani - Instituto do Cérebro - Hospital Israelita Albert Einstein — Avenida Albert Einstein, 627/701 - Morumbi - CEP: 05651-901 - Sao Paulo (SP), Brasil -

Tel: (11) 2151-2044 - E-mail: javierom@einstein.br
Data da submisséo: 30/3/2012 - Data de aceite: 25/5/2012
Conflito de interesse: ndo ha.

einstein. 2012;10(2):216-21



and R,) using a mathematical relationship. Conclusions: C6 glioma
cells have a high uptake efficiency for aminosilane-coated magnetic
nanoparticles complexed with the transfection agent poly-L-lysine.
The large ratio r,/ r, = 9 indicates that these magnetic nanoparticles
are ideal for quantification by magnetic resonance imaging with T-
weighted imaging techniques.

Keywords: Glioma; Cell line, tumor; Nanoparticles; Magnetic resonance
imaging

INTRODUGAO

Diversas abordagens tém sido desenvolvidas, tanto na
parte experimental, quanto em aplicacOes clinicas, so-
bre o uso de agentes de contraste, utilizados em ima-
gem por ressonancia magnética (IRM) para marcacao
de células. O desenvolvimento de métodos para a de-
teccao in vivo de células, bem como a diferenciacao de
células marcadas com um agente de contraste compos-
to de nanoparticulas magnéticas (NPMs) a base de 6xi-
do de ferro, fundamentaram a técnica de IRM como
uma modalidade crucial no monitoramento de células
marcadas com NPMs implantadas. A técnica de IRM se
apresenta vantajosa por ser nao invasiva e nao deposi-
tar energia ionizante, sendo ideal para estudos da mar-
cacao celular mediante analise dos tempos de relaxacao
caracteristicos: tempo de relaxacio longitudinal (T)) e
tempo de relaxagéo transversal (T),).

Nanoparticulas de ¢xido de ferro recobertas com ma-
teriais biocompativeis sdo desenvolvidos para segmenta-
¢ao do sistema reticuloendotelial (RES)™", para linfografia
por IRM®, para IRM da expressao génica®, para acom-
panhar in vivo migragao celular®®, entre outras aplica-
coes. Essas aplicacoes dependem fundamentalmente de
uma captacao eficiente das NPMs pelos diferentes tipos
de células. A internalizagio ou captacao das NPMs € rea-
lizada mediante o processo de pinocitose, mecanismo em
que células internalizam as nanoparticulas nas células®?.

Existem diversas NPMs recobertas com diferentes
materiais biocompativies, como aminosilana, dextrana,
alcool polivinilico (PVA), amido, entre outros, as quais
sao utilizadas para a marcagao celular. A eficiéncia de
captacao € baixa em diferentes tipos de células; dessa
forma, é necessario realizar a marcacido com altas con-
centracoes de NPMs em tempos longos de encubacao,
porém, ha algumas alternativas, como o uso de agentes
de transfeccido para o aumento da eficiéncia na capta-
¢ao das NPMs pelas células.

A marcacao celular utilizando NPM pode ser rea-
lizada por trés modos: (i) administragdo intravenosa
de NPM e sua posterior captacao pela célula-alvo, (ii)
administracdo direta das NPMs no tecido, e (iii) admi-
nistracao de células marcadas in vitro para seu posterior
implante no alvo desejado.
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Uma das técnicas que utiliza a administragao de cé-
lulas marcadas com NPM é a magneto-hipertermia®
para estudos in vivo no modelo animal (indugdo do
tecido tumoral). A inducdo do tumor apés administra-
¢ao de células marcadas previamente possibilita 0 mo-
nitoramento da evolucdo do tumor in vivo mediante
IRM. O tecido tumoral induzido, que estd marcado
com NPM, pode ser lisado mediante a aplicacdo da téc-
nica de magneto-hipertermia, a qual tem como base o
aumento da temperatura da regiao do tecido tumoral, a
fim de lisar células tumorais, quando estas sdo subme-
tidas a acdo de um campo magnético AC.

Ap0s realizada a marcagao das células por métodos
descritos anteriormente, € necessario quantificar a car-
ga de ferro por unidade volume do tecido ou por cé-
lula, além do monitoramento da célula marcada. Uma
das técnicas que permite realizar o monitoramento e a
quantificagdo ¢ a IRM®10,

A compreensao e o controle da marcagao celular
utilizando NPM se tornam de crucial importancia para
essas aplicacoes. A marcagao intracelular com NPM se
apresenta como um sistema adequado para o monitora-
mento in vivo por IRM (identificagdo e monitoramento).
Essa marcagao pode ser realizada in vivo ou in vitro (por
exemplo, células-tronco cultivadas e marcadas antes de
sua implantacdo in vivo) por meio de via de internaliza-
cao celular®,

O presente trabalho teve como propoésito otimizar
o processo de marcacgao das células de linhagem de C6
de glioma de rato com diferentes NPMs (magnetita,
Fe,O,) recobertas com aminosilana, dextrana, PVA e
amido. Os quatro tipos de particulas sdo complexadas
com a poly-L-lisine (PLL). Ap6s determinar o tipo de
NPM (maior captagao das NPMs pelas células), foi
realizado o processo de quantificagao mediante a téc-
nica de IRM, por meio do estudo da relaxometria num
tomografo de IRM de 3T.

OBJETIVO

Estudo da marcacao intracelular e avaliacao do proces-
so de quantificagao por IRM usando NPMs de 6xido de
ferro recobertas com materiais biocompativeis em cé-
lulas de glioma de rato C6, visando a estudos posterio-
res no processo de inducao de tumor in vivo, bem como
aplicagao da técnica de magneto-hipertermia.

METODOS

NPM a base de oxido de ferro
As NPMs utilizadas consistem em particulas superpa-
ramagnéticas a base de 6xido de ferro recobertas com
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aminosilana, dextrana, PVA e amido (Chemicell GmbH,
Berlin, Germany). Essas NPMs tém um didmetro hi-
drodinamico de 50nm. A fase cristalina do ndcleo su-
perparamagnético corresponde a magnetita (Fe,O,).
A concentragao da suspensao coloidal corresponde a
50mgFe/mL dispersdveis em agua bidestilada.

Cultura de células

Cultura de células C6 foi adquirida do Banco de Células
do Rio de Janeiro (BCRJ) administrado pela Associacao
Técnico-Cientifica Paul Ehrlich (APABCAM). As célu-
las foram plaqueadas em uma densidade de 107 célu-
las por 75cm? em frasco de cultura (Corning, USA) em
meio Dulbecco (Dulbecco’s Modified Eagle Medium,
GIBCO® Invitrogen Corporation, CA, USA) suplemen-
tado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (GIBCO®
Invitrogen Corporation, CA, USA), 1% de penicili-
na-estreptomicina (GIBCO® Invitrogen Corporation,
CA, USA) e 1% de L-glutamina (GIBCO® Invitrogen
Corporation, CA, USA). As células foram acondicio-
nadas em cultura a 37°C, 5% de CO,. Uma vez atin-
gida uma confluéncia das células de 70%, as células
C6 aderidas foram coletadas utilizando 0,25% tripsina
(GIBCO® Invitrogen Corporation, CA, USA), a 37°C,
por 5 minutos.

Marcacao celular

Para realizar a marcagao celular, as células C6 que
apresentavam confluéncia de 70 a 80% foram incuba-
das overnight (~12 horas a 37°C, 5% CO,) em 20mL de
meio de cultura acrescidos de NPM nas concentragoes
de 0, 5, 10, 50 e 100ug Fe/mL. Apds a incubacao, o so-
brenadante foi retirado e as células C6 foram lavadas
duas vezes com SFB para remover as NPMs extrace-
lulares. As células C6 marcadas com NPM foram cole-
tadas com tripsina para remover as células aderidas e
manualmente contadas na camera de Neubauer.

Distribuicao intracelular das NPMs nas células C6
A propriedade de internalizagio de NPM pelas célu-
las C6 foi avaliada qualitativamente pela distribuicao e
localizacdo intracelular das NPM, mediante a colora-
¢do de azul da prussia (Prussian Blue Kit, BioPAL Inc.,
Worcester MA) e andlise por microcopio 6ptico com-
posto (MOC). Esse ensaio citoquimico nas células C6
marcadas foi realizado por um periodo de 2 minutos.
Essas propriedades foram avaliadas para as con-
centracoes de 10 e 500ug Fe/mL na presenga a na au-
séncia do agente de transfeccio PLL (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Germany) com concentragao de PLL
de 1,5ug/mL.
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Avaliacao in vitro por IRM

Projeto do phantom

Foi preparado um phantom formado por um conjun-
to de eppendorf de 250uL, preenchidos por pellets com
igual numero de células (5%10°) incubadas com con-
centragoes de 0, 5, 10, 50 e 100ug Fe/mL. Os pellets nos
eppendorfs foram embebidos com 150uL. de agarose
1% (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Germany). Apos
solidificagao do agarose, foi realizada a avaliacao por
IRM. Para comparacio da captagao de ferro pelas cé-
lulas C6, um eppendorf, contendo o agente de contraste
numa concentragao de 50ug Fe/mL, foi adicionado ao
phantom.

Sequéncia de imagem

A caracterizacao relaxométrica do phantom foi avaliada
com um tomoégrafo de RM de corpo inteiro de 3T, com
uma bobina de punho (Magnetom Vision, Siemens,
Germany) e sequéncias de imagem ponderadasem T, e
T,. Os parametros utilizados nas sequéncias de imagem
ja foram publicados por Gamarra et al.'?. Os tempos
de relaxacao das NPMs foram medidos para as diferen-
tes amostras. Para as medidas dos tempos de relaxagao
T,, foi utilizada a sequéncia de multicontrast turbo-spin
echo (se_mc). O tempo de relaxacio T, de cada amos-
tra de nanoparticulas foi calculado ajustando a curva
de decaimento com um algoritmo monoexponencial li-
near Intensidade=C, exp(-TE/T,). Para as medidas de
T, foi utilizada a sequéncia multiple spin echo (SE). A
equacao da intensidade do sinal para medidas de T, €
Intensidade=C, (1-exp(TR/T,)), sendo TE o tempo de
eco, TR o tempo de repetigao e C, e C, constantes. As
intensidades do sinal de RM de diferentes areas foram
determinadas mediante medidas da regiao de interesse.

Quantificagao das NPMs internalizadas nas células
C6 por IRM

A quantificagdo das NPMs nas células C6 marcadas foi
realizada por relaxometria, para o qual foram determi-
nadas as taxas de relaxagdo (R,=1/T, e R,=1/T,), em
ms’!, para sua posterior correlagdo com a concentracao
de NPM nas c€lulas e suas relaxatividades 1, € 1, (em
ms'mL/ug). A taxa de relaxacdo pode ser expressa en-
tao por¥:

L _ ! +[Fe]xn,

Amostra Suspensdo Celular
I, (v

Fel=0

Conhecendo a relaxatividade e o tempo de relaxacao
da suspensao de células nao marcadas ([Fe]=0), a concen-
tracao de ferro nas diferentes amostras € determinada.
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RESULTADOS

Avaliacao qualitativa da marcacao celular

Para avaliar a marcacao das células C6 foram utiliza-
das NPMs recobertas com aminosilana, dextrana, PVA
e amido. As concentracOes utilizadas para incubagao
foram de 10 e 500ug Fe/mL. As células foram incuba-
das na auséncia e na presenca do agente de transfec¢ao
PLL. A avaliagao qualitativa, ap0s teste citoquimico de
azul da prussia, pode ser evidenciada na figura 1.

Aminosilana Dextrana  Alcool polivinilico Amido

Controle

=0

[PLL]

=1.5 ug/mL

=

IPLL)

[PLLJ=0

500 ug/mL

1.5 ug/mL

[Fe]

PLL]

Figura 1. Ensaio citoquimico por azul da prissia evidenciando as células
C6 marcadas em diferentes concentragdes de nanoparticulas magnéticas,
bem como revestidas com aminosilana, dextrana, lcool polivinilico e amido,

utilizando agente de transfeccao PLL

Determinacao da relaxatividade por IRM

As relaxatividades 1, e r, em ms” mL/ug (Tabela 1) fo-
ram calculadas mediante andlise dos resultados do
ajuste linear pelo método dos minimos quadrados das
inclinacoes dos graficos de concentracao do agente de
contraste disperso em dgua (5 até 100mg Fe/mL) versus

Tabela 1. Parametros obtidos da andlise das curvas de relaxagao variando as
concentragdes de ferro. O nimero de células marcadas é o mesmo em cada
concentracao (5x 10° células) apds o periodo de incubagao

r,=(6,1%0,3)x10° ms'mL/ug  r,=(5,3+0,1)xX10“ms'mL/ug
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as taxas de relaxagdo R =1/T, e R,=1/T, Nesse ajuste,
a inclinagao corresponde a valores inversos das relaxa-

tividades 1/r, € 1/r, (Figura 2).

150 :
120 - /i =(16,5£0,9)x10°ms pg/mL
- K
< 904 :
[= :
k=) h
= 60+ . .
° " ® 1ir,=(18,9£0,2)x10°ms pg/mL
u_ ]
= 304 H
‘ Y [ R‘
0- i‘ e R,
0,00 0,02 0,04 0,06
-
R, (ms")

Figura 2. Concentracéo de Fe versus taxas de relaxacao R, e R,. Os valores de
1/r, e 1/r,, resultados do ajuste aos dados experimentais, sdo mostrados para

cada curva ajustada

Quantificagao in vitro por IRM

Os tempos de relaxagido do proton T, e T, de c€lulas
marcadas com NPM para diferentes concentracoes fo-
ram obtidos mediante analise das imagens por IRM.
As curvas das intensidades associadas ao contraste
das imagens caracteristicas de T, e T, sdo mostradas
na figura 3 e 4. Os valores de T, e T,, resultados do

[Fe] Fe Fe
(pg/ml) (;L- ) “0_2;15_1) ca[pta]do () (10_5513_1) ca[pta]do
(pg/mL) (pg/mL)
0 2554+21 39243 b44+22  184+7
5 2.455+17 407+3 047+0,04  232%5 431+9 32+03
10 2.364+19 423+3 0,93+0,10  212+4 472+9 3704
50 2360+23 4244 095+0,12 1823 550+9 4705
100 1.978+3 506+1 337£028  99+3 1.010+31 10,6=1,2

1,0 4 e ——
0,8+
< [5] [10] [50] [100]
3- 0,6 -
[
'g Células marcadas
o
= 044
c
2
= Incubagio: —
0,24 | —_
— 19
— Is0]
—— [100] pgFeimL.
0.0 Contraste: —— (50 ugFe/mL
) T T T M T
0 2000 4000 6000 8000 10000
TR(ms)

Figura 3. Curvas de intensidade versus TR representativas da relaxacéo
longitudinal obtidas da analise das imagens de ressonancia magnética do
phantom. Os tempos T, de cada curva foram calculados a partir do ajuste aos
dados experimentais (valores na tabela 1). No inset € mostrada a imagem

de ressonéncia magnética do phantom ponderada em T, obtida mediante a
sequéncia de multiple SE com TR=500ms e TE=8,5ms. A curva de intensidade
do agente de contraste na concentragdo de 50ug Fe/mL é maior que a
intensidade de células marcadas comparadas em um mesmo TR
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Figura 4. Curvas de intensidade versus TE representativas da relaxagao
transversal obtidas da anélise das imagens de ressondncia magnética do
phantom. Os tempos T, de cada curva foram calculados com ajuste aos

dados experimentais (valores na tabela 1). No inset, € mostrada a imagens

de ressonéncia magnética do phantom ponderada em T, obtida mediante a
sequéncia se_mc com TR=3.000ms e TE=26,2ms. A curva de intensidade do
agente de contraste na concentragéo de 50ug Fe/mL é menor que a intensidade
de células marcadas comparadas em um mesmo TE

ajuste dos dados experimentais as fungdes caracteristi-
cas, bem como as taxas de relaxacao R, € R, s40 mos-
trados na tabela 1.

A tabela 1 demonstra o resumo dos parametros ine-
rentes da analise das IRM do phantom utilizado no pre-
sente estudo. Sao apresentados ai os valores dos tempos
de relaxacao (T, e T,), as taxas de relaxacao (R, e R,),
as relaxatividades (r, e r,) e as concentragoes de ferro

captado pelas células ([Fe]_,..,)-

DISCUSSAO

Asimagens obtidas por MOC (Figura 1) evidenciam que
NPMs recobertas com dextrana, PVA e amido nao sao
internalizadas pelas células quando incubadas em bai-
xa (10ug Fe/mL) e alta (500ug Fe/mL) concentragdes.
No entanto, quando essas NPMs sao complexadas com
PLL, as células internalizam NPMs com baixa eficién-
cia de captacao. No caso de NPMs revestidas com ami-
nosilana, as células internalizam as NPMs, mesmo sem
o uso do PLL. Uma captacdo maior € evidenciada em
comparacao com outras NPM. Essa internalizacio €
menor se realizada com as células marcadas com NPMs
revestidas com aminosilana e complexadas com PLL,
sendo que essa ultima apresenta uma maior eficiéncia
na marcagao das células C6.

O processo de quantificacdo por IRM da carga do
ferro pelas células C6 foi realizado unicamente com
NPM revestida com aminosilana e complexada com
PLL, devido a sua elevada eficiéncia na marcagao das
células C6 em relacdo aos outras NPMs analisadas.
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Da analise de relaxometria por IRM, os valores de
r, e 1, calculados da inclinagio das curvas da figura
2 foram: r,=(6,1+0,3)X10°ms'mL/ug, r,=(5,3%+0,1) X
10*ms'mL/ug. Pode-se notar que a relaxatividade r,
comparado com r, € pequena; tal resultado indica que
€ pequena a distancia entre as moléculas de dgua e os
nucleos das NPMs revestidas. Uma relaxatividade li-
geiramente maior poderia ser consequéncia de NPMs
agregadas as quais geram uma flutuacdo de campo mag-
nético local um pouco maior do que NPMs dispersas.

A relaxatividade r, € grande. Isso significa que T,
¢ muito mais influenciado pelo revestimento das na-
noparticulas que T,, como € de se esperar, dado que
aquele € mais sensivel a inomogeneidades magnéticas
do que este. Para alcancar o efeito maximo do agente
de contraste no T,, as NPMs devem ser revestidas com
camadas finas quando possivel, uma vez que a interagao
entre particulas magnéticas e moléculas da d4gua depen-
de da distancia entre elas.

Em IRM, os tempos de relaxacdo podem ser ma-
nipulados mediante o uso de agente de contraste, por
exemplo, T, mediante o uso de gadolinium ou manga-
nese € T, com 6xido de ferro particulado. A eficiéncia
do agente de contraste para IRM é comumente ava-
liada em termos de sua relaxatividade r, e r,. Para um
agente de contraste T,, maior razdo r,/r,, € melhor a efi-
cacia do contraste™. Assim, como o agente de contras-
te utilizado tem uma razao der,/r, =9, NPMs recobertas
com aminosilana € um agente de contraste T, com alta
eficiéncia num campo de 3T.

No inset das figuras 3 e 4 sao mostradas imagens
ponderadas em T, e T,, respectivamente. A imagem
ponderada em T, obtidas nas diferentes concentragoes
apresentou um incremento da intensidade do sinal pelo
incremento da concentracao das NPMs captadas pelas
c€lulas C6 devido ao encurtamento de T, como € evi-
denciado nas curvas da figura 3. No caso de T, ocorre o
efeito inverso, como € mostrada na figura 4, pois o in-
cremento na captacao de NPMs pelas células C6 equi-
vale a diminuicao da intensidade do sinal.

A avaliacao por IMR da captagao de NPMs pelas
células C6 € melhor evidenciada pela analise das ima-
gens ponderadas em T,. Tal achado ocorre devido ao
recobrimento das NPMs com aminosilana, a qual se
apresenta como um agente de contraste de alta eficién-
cia em T,. Portanto, para esse agente de contraste, a
determinacao do ferro captado pelas células deve ser
realizada mediante a andlise das imagens obtidas pon-
deradas em T,". Ja os valores de ferro captados pe-
las c€lulas analisadas em imagens ponderadas em T,
apontam resultados nao confiaveis devido a valores pe-
quenos de R, comparados com R,, sendo os valores de



captacao do ferro mostrados na tabela 1. Apds deter-
minacao dos parametros (T, T,, R, R, r, e r,) foram
calculadas as concentracoes de ferro captadas pelas
gélulas C6 ([Fe],,pq0)> conforme exposto na tabela 1.
E possivel notar que, quando as células sao incubadas
com uma concentracdo de 100ugFe/mL, elas interna-
lizam 10,6%=1,2ug Fe/mL, ou seja, uma porcentagem
aproximada de 10% de ferro € internalizado.

CONCLUSAO

Cultura de linhagem de células C6 marcadas com NPMs
revestidas com aminosilana e complexadas com o agen-
te de transfeccdo PLL apresentaram uma alta eficiéncia
da internalizagdo. As NPMs revestidas com dextrana,
PVA e amido, mesmo que complexadas com agente
de transfeccao PLL, descreveram uma captagao defi-
ciente pelas células C6. Os valores da relaxatividade
da NPMS revestidas com aminosilana, determinados
em um campo magnético de 3T, foram r,=(6,1+0,3) X
10°ms'mL/ug, r,=(5,3%£0,1) X 10*ms'mL/ug. A grande
razao r,/ r, = 9 determina que essas NPMs sao ideais
para o estudo do processo de quantificacio por IRM
com técnicas de imagem ponderadas no tempo de rela-
xagao transversal T,.

A padronizagao do ensaio de marcagao de linha-
gem de células de glioma C6 de rato, bem como o pro-
cesso de quantificacdo por IRM em estudos in vitro
demonstraram ser ferramentas eficientes para os futu-
ros estudos na implementacao da técnica da magneto-
-hipertermia.
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