Universidade de Sdo Paulo
Instituto de Fisica de Sdo Carlos
Departamento de Fisica e Informaética

Implementacao da Técnica de Espectroscopia in Vivo

por RMN e sua Aplicagiio na Fisiologia do Exercicio. %"

USP / IFQSC / S8l

Hii

8-2-001162

Maria do Rosario Zucchi

Dissertago apresentada ao Instituto de Fisica de
Sao Carlos, da Universidade de Sao Paulo, para a
obtengdo do titulo de Mestre em Ciéncias:

Fisica Bésica.

Orientador: Prof. Dr. Tito José Bonagamba

Sdo Carlos
1997

gL 10TECA B

ACAC

geavico NE Bl

IFSC-USP oA



Zucchi, Maria do Rosdrio
Implementa¢do da Técnica de Espectroscopia in
Vivo por RMN e sua Aplicagdo na Fisiologia do
Exercicio/Maria do Rosario Zucchi. - Sdo Carlos, 1997.
69 p.

Tese (Mestrado)-Instituto de Fisica de Sdo Carlos, 1997.
Orientador: Prof. Dr.Tito José Bonagamba

1.Ressonéncia magnética. 2. Espectroscopia in vivo.
[. Titulo.




Av. Dr. Carios botelho, 1465
CEP 13560-250 - Sao Carlos - SP
Brasil

Instituto de Fisica de Sao Carlos

| = IESCR

Fone (016) 274-3444
Fax (016) 272-2218

MEMBROS DA COMISSAO JULGADORA DA DISSERTACAO DE MESTRADO DE MARIA
DO ROSARIO ZUCCHI APRESENTADA AO INSTITUTO DE FISICA DE SAO CARLOS, DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO, EM 17 DE ABRIL DE 1997.

COMISSAO JULGADORA:

g a—

Prof. Dr. Tito José Bonagamba/IFSC-USP

. {
NS
Pro’y. Dr. Claudio José Magon/IFSC-USP

i Mhoto Glec

Dr. Lui()berto Colnago/EMBRAPA

USP - Educagéo para o Brasil

7L



“...quando vier a perfeigio, o que é limitado desaparecerd;
agora vemos em espelho e de maneira confusa,

mas depois veremos face a face...”
(Corintios I-13)

Dedico este trabalho

a meus pais

- niniiDTHCA F
sl QT 2D A
1 k4 B .

B PN e

VESCUSP T



Agradecimentos

Agradecimentos:

Ao Prof. Dr. Tito José Bonagamba, por sua dedicada orientacéo, pelo grande
incentivo e pela amizade.

Ao Prof. Dr. Horacio Carlos Panepucci pelas dicas, discussdes € pelo interesse
neste trabalho.

Ao engenheiro e técnico do grupo de Ressonancia Edson Luiz Géa Vidoto pela
disponibilidade e vital ajuda neste projeto.

Ao pessoal da UFSCar: a Prof. Dr?. Ténia de Fatima Salvini, e aos alunos de
pos graduagdo, Alexandre, Claudio e André pelas discussdes, pela preparagdo dos
animais e pela indispensavel ajuda durante as medidas.

Aos técnicos José Carlos Gazziro, Odir Adolfo Canevarollo e Jodo Gomes da
Silva e ao engenheiro Mateus José Martins por toda ajuda, e colaboragdo durante este
trabalho.

Ao Henrique pela ajuda computacional e pela amizade.

A secretaria do grupo (Leila), ao pessoal da biblioteca (Mara, Neusa, Cibele,
Beténia, etc) e ao pessoal da se¢éo de alunos (Beth e WI4.) por toda ajuda.

Amigos do laboratoério: Nilson, Marquinhos, Giotto, Ana Carolina, Alessandro,
Paulinho, Fabio e a desertora Ednalva; e aos amigos do Grupo de Ressonincia:
Eduardo, Braulio, Ruberley, Roberto, Rodrigo, Rogério, pela amizade.

Aos amigos Jabéah, Esponja, Alexandre, Erika, Fernanddo, Fernandinho, Suzana,
Claudinha & familia; ao Prof. René, Ind, Elisa e Julio pela amizade. E as amigas de
republica: Cristiane e Ligia pela louca convivéncia e sincera amizade.

Aos meus pais Ivani e Mathilde, por todo carinho e pelo apoio.

A minha irm3 Maria Imaculada pelo incentivo e carinho, ¢ a toda minha familia

pela alegria.

As cobaias, sem as quais no seria possivel a realizacdo deste trabalho.



Agradecimentos

A todo pessoal da Ressondncia que com paciéncia suportou o mau cheiro dos
animais no corredor...

Ao CNPq, FAPESP, FINEP, IFSC-USP por ter proporcionado a realizagio deste
trabalho.

Enfim, ao Criador de todas as coisas.



Sumdrio

Sumadrio
RESUIMIO. ..ot e e e, 1
ADSITACT. ..ottt it
INtrodUGHD . .. cv ettt 1
Capitulo I - Principios Basicosda RMN...........coiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 3
I.1.Propriedades Magnéticas do Nucleo Atdmico.............ocoviviiineninn. 3
[.2. Efeito Zeemann. .........cooeiiiiiiiiii e, 4
I3.Pulsode RF....c.oiii 7
[4.0sinalde RMN.... .o 10
L5, RelaXagfo. .....oeeneiin i, 11
[.5.1.Relaxacdo Transversal...........cccooviiiiiiiiiiiiiin i 12
I.5.2.Relaxacdo Longitudinal......................coc . 14
[.6. Método para Medir T........ccoiiviiiiiii i, 15
1.7. Deslocamento QUIMICO.......o.evvviniiriitiiiii e, 17
L8, Acoplamento J......cooiuiniiii 22
Capitulo II - ESpectroSCOPia il VIVO.......cccouiuiiiiiiin i 25
LT Introdugfo. ..oovee i 25
II.1.1. Técnicas Seletivas.........coceuveiniiiiiiiiiii e, 26
11.2. Nucleos Importantes em Espectroscopia in vivo....................... 26
L3 O M P 28
I1.4. Metabolismo Energético do Fésforo.................ooooiiiiiinni . 29
I1.5. Bioquimica do musculo estudada através de RMN do *'P............ 31
I1.6. Medida do pH intracelular através de RMN in vivo do *'P............ 32

I1.7. Exemplos de Estudos Realizados através Espectroscopia do *'P....34

Capitulo II1 - Materiais € M€todoS. ..........oovviiiiiiiiiiiiiiiie i 37

II.1. Espectrometro de Ressonédncia Magnética Nuclear................... 37



Sumdrio

I1.2. Sondas de RIMN . ...t 38
I11.2.1. Susceptibilidade Magnética da Amostra.................... 39
I11.3. Adaptagdes do espectrdmetro para as medidas de RMN in vivo....41

I11.4. Metodologia na preparagdo dos animais antes € durante as

medidas de RMN .....ooiuiiiii e 42

Capitulo TV - Resultados € DisCuSSOes. .....ccuunvvrniriiminien 45
IV.1.Medidas BASICAS.....uviveeereneneiiniiiieiteeieieee et 45
IV.1.1.Medidas de T, e Fator de Saturagdo.......................... 46
IV.1.2.Determinagdo do pH intracelular.................coooinin 48

IV.2. Estudo de musculos esqueléticos de camundongos com leséo

muscular, provocada por exercicio fisico intenso..................... 49

IV.3. Estudo de musculos de ratos estimulados eletricamente.............. 53
IV.3. 1. INtrOdUGAD. . vuveeeeteeiiii et 53

IV.3.2. Analise dos Grupos Experimentais................ccooenne. 58

Conclusdes e Perspectivas..................cooouviiiiiiiiiiiiiiiinii, 62
APENAICE. ..ot iteene ittt 63

Referéncias



Resumo

Resumo

A Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
tem oferecido inumeras possibilidades de pesquisa nas areas de
Biologia e Medicina. Uma de suas principais aplicagbes € a
Espectroscopia in vivo do *'P no estudo da fisiologia de musculos
esqueléticos. A partir desta metodologia pode-se quantificar as
concentra¢des dos diferentes metabdlitos fosforados que participam do
metabolismo energético dos musculos, bem como suas alteragdes em
funcdo de contra¢cdes musculares. Com o objetivo de implantar a
técnica de Espectroscopia in vivo no Laboratério de RMN do
IFSC/USP, introduzimos varias adaptagdes ao Espectrometro de Alta
Resolucdo em Solidos ja existente, incluindo a confecgdo de sondas. A
partir desta adaptag@o, estudamos as alteragbes metabolicas dos
compostos fosforados presentes em musculos esqueléticos, bem como
o pH intracelular, de ratos e camundongos em funcdo de estimulos

elétricos e exercicio fisico intenso.
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Abstract

Abstract

The Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy has
been offering many possibilities of research in the areas of Biology and
Medicine. One of the most important applications is the *'P in vivo
Spectroscopy to study the skeletal muscle physiology. Using this
methodology, it is possible to quantify different phosphorus metabolite
concentrations that take part of the muscle energetic metabolism, as
their variations as a function of muscle contraction. To accomplish the
objective of developing the irn vivo spectroscopy technique in the NMR
laboratory of the IFSC/USP, many modifications to our Solid High
Resolution Spectrometer were introduced and probes were constructed.
Following these changes, we studied phosphorus compounds
metabolic changes in the skeletal muscle and the intracellular pH of
rats and mice as a function of electric stimulation and intensive

running exercise.



Introdugdo

Introducdo

O fenémeno da Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) foi observado
primeiramente por Bloch e colaboradores (BLOCH F.; HANSEN W.W.; PACKARD
H.E., 1946) e desde a sua inicial aplicagdo, foi utilizada principalmente por quimicos e
bioquimicos no estudo de compostos inorganicos e organicos isolados. Nos ultimos
anos, com o aumento do interesse no conhecimento da quimica e fisica fundamental dos
processos biologicos, a espectroscopia por RMN vem sendo aplicada no estudo de
sistemas bioldgicos organizados. Sua utilizacdo fornece uma quantidade consideravel de
informagdes sobre os processos de vida em organismos simples ou em partes isoladas de
sistemas vivos. ‘

A espectroscopia por RMN in vivo de alta resolugéo é utilizada para identificar a
presenca de moléculas especificas ou ambientes quimicos, que possuem caracteristicas
proprias no espectro. Além de detectar, a RMN permite quantificar os metabdlitos que
ndo estejam imobilizados na célula. Sendo um método ndo destrutivo e ndo invasivo,
pode ser utilizada repetidas vezes, permitindo assim obter informagdes sobre processos
metabdlicos e detalhes estruturais in vivo.

Em 1974 observou-se o primeiro espectro de 3'P, em musculos de ratos (HOULT
D.I. et al., 1974). Com o desenvolvimento da tecnologia em RMN, como bobinas de
superficie (ACKERMAN J.H. et al, 1980) e alto campo magnético, gerado por
magnetos supercondutores, explora¢des metabolicas foram realizadas em animais e
humanos in vivo (CHANCE B. et al., (1981), ROSS D.B. et al., (1981), TAYLOR D.J.
et al., (1983)). A RMN permite o estudo do metabolismo muscular realizado nfo
somente em condigdes de repouso, mas também em situagGes de exercicio e recuperagio
muscular, permitindo acompanhar a cinética deste metabolismo. Muitos trabalhos foram
realizados nos ultimos anos na observagdo e caracterizagdo das diversas disfuncdes
musculares através do monitoramento da cinética dos metabolitos fosforados. Através do

. . 1 ~
estudo de RMN in vivo do *'P, observou-se uma correlagdo entre os espectros ¢ as
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mudangas do pH intracelular do musculo (TAYLOR D.J. et al. (1983). Baixos valores da
razdo da PCr e Pi foram medidos em musculos de pacientes com mitocondriopatias,
indicando uma diminui¢do no estado energético do musculo em repouso, devido ao
enfraquecimento da fung¢do mitocondrial (ARGOV Z.B, 1987, CHANCE B. et al,,
1986). Entre outros foram realizados estudos com miopatia hipotiredideas (ARGOV
Z.B., 1988), e em musculos lesados (McCULLY K. et. al., 1988).

Obter espectros de RMN in vivo de regides especificas de certos tecidos, orgéos
ou mesmo partes destes, sem que haja informagfo de regides vizinhas nio desejadas,
torna a esta técnica ainda mais interessante. E este problema, de localizagdo precisa e
quantificagdio tem sido o grande desafio dos espectroscopistas de RMN in vivo nos
ultimos tempos.

Neste trabalho sera discutido a implementacio da técnica de espectroscopia por
RMN in vivo no laboratério de RMN, do IFSC-USP, que consistiu na adaptacdo de um
espectrometro de alta resolu¢do em sélidos para o estudo in vivo do *'P em musculo de
ratos e camundongos.

Este texto estd dividido em quatro capitulos, sendo que no primeiro serdo
apresentados os principios basicos da RMN. No segundo capitulo, sera abordada a
espectroscopia in vivo no seu aspecto geral, dando um enfoque especial para a
espectroscopia do *'P em musculos. No terceiro capitulo serd descrito o espectrémetro
de RMN utilizado, a instrumentago desenvolvida durante a adaptacio do mesmo para a
realizagdo das medidas, incluindo os detalhes inerentes a espectroscopia in vivo. No -
quarto capitulo serdo apresentados os resultados e discussdes. Finalmente, apresentar-se-

80 as conclusdes e perspectivas deste trabalho.
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Capitulo 1

Principios Bdsicos da Ressondncia Magnética Nuclear

1.1.Propriedades Magnéticas do Nucleo Atomico

A Ressonéncia Magnética Nuclear (RMN) ¢ um fendmeno que ocorre para

nicleos que possuem momentos magnéticos e angulares, i e J, respectivamente.

Os nucleos apresentam momentos magnéticos e angulares paralelos entre si,
respeitando a expressdo 4 =y, onde y ¢ o fator giromagnético. O momento angular

J é definido, quanticamente, por J=#J, onde I é um operador adimensional,
também denominado de momento angular ou spin, cujos valores podem ser somente
numeros inteiros ou semi-inteiros 0, 1/2, 1, 3/2, 2.... A Tabela LI apresenta alguns
exemplos de nucleos atdmicos, onde se observa que nem todos apresentam momento
angular diferente de zero.

Nucleos que tém nimero atdmico (Z) e nimero de massa (A) pares, sempre

apresentam momento angular de spin () nulo e, por este motivo, ndo sdo
mensuraveis em RMN, sdo exemplos 0 "°Cy, € 0 '°Oy, 0s isétopos mais abundantes do
carbono e do oxigénio. Nucleos que possuem Z impar e A par, possuem momento
angular de spin inteiro, por exemplo "“N,, ’H,. Nucleos que possuem A impar
possuem momento angular de spin /=1/2, I=3/2 ou I=5/2. Sio exemplos 'H, *C e o

*P; "'B, ®Na e *Cl; "0 e Y Al, respectivamente.

Tabela LI Principais nicleos em RMN e respectivos spins.

Niucleo | spin, I
'H 1/2
IZC O
Bc 1/2
]4N 1
IGO 0
"0 5/2
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1.2.Efeito Zeeman

Quando nicleos isolados estdo sob a a¢éo de um campo magnético, a energia

de interagdo do momento magnético 4 com o campo magnético B é:

E=-iB (1)

Considerando o campo B, com magnitude B, e alinhado ao longo da diregéo
z, obtém-se que a hamiltoniana que governa esse fendmeno, ¢ dada por:

H=—-yhB,1. (2)

Como resultado desta hamiltoniana encontram-se o0s possiveis niveis de
energia

E =-myhB, = —-mho, 3)

onde m=-1-I+1,..I-1] e w,=yB, ¢ denominada Freqiiéncia de Larmor. Tal
desdobramento nos niveis de energia ¢ denominado Efeito Zeeman.

A Figura I.1 ilustra os niveis de energia para o caso de um spin [ =1/2, onde
pode-se observar que a diferenga de energia entre os dois niveis ¢ dada por
AE = hyB, = hw, . Para um campo magnético da ordem de 1 Tesla, a freqiiéncia de
Larmor ¢ da ordem de dezenas de mega hertz (MHz), situando-se na faixa de
radiofreqiiéncia (RF). Ainda para este valor de campo magnético, a diferenca de

energia entre os dois niveis é da ordem de 10 Joules ou 107 eV.

A
.8
po n=-1/2
7]
[
AE=hw,
n=+1/2
i

BIO Campo Magnénchplicado

Figura L.1. Autovalores da energia de um nicleo com
momento magnético i em um campo magnético B.

Desta forma, a inica componente estaciondria do momento angular do nucleo
atomico determinada quanticamente € a componente z, L. a qual assume diferentes
valores dependentes do numero quintico m. Ja as componentes transversais do

momento angular, L, e L, ndo sdo estaciondrias podendo, porém, serem

X



Principios Bdsicos de RMN

determinadas em fungdo do tempo a partir do valor esperado do momento angular

total L :

“)

=

%(D = %([H’ L)=Lx(B,)=Lxa

Portanto, a mesma expressdo pode ser obtida para o valor esperado do

momento magnético do ndcleo atémico:
d

ot =y (i) = (1B, = ix ®)

Estas duas ultimas expressdes indicam que, quando os nacleos atdmicos estio
sujeitos a campos magnéticos, seus momentos magnéticos ou angulares apresentam
um movimento de precessdo em torno do eixo z previsto pelo eletromagnetismo

classico, como esta ilustrado na Figura 1.2.

z BO
1 <f>, <L>
oL,
S
L,
L o y
— = oy
x L.

Figura L.2. Precessdo do momento magnético # de um em
torno de um campo magnético B, .

Na realidade, quando uma amostra é colocada na presenca de um campo

magnético estatico B, existirdo da ordem de 10” nucleos atémicos precessionando

em torno dele. Considerando niicleos com spin 1/2. Os niicleos com m=1/2.

possuem menor energia e precessionam em torno do campo magnético externo (EO )
orientados a favor do campo, e outros nucleos com m=-1/2, possuem maior energia e
precessionam na dire¢do oposta ao campo magnético externo, sendo estas popula¢des
N" e N, respectivamente. Da mecénica estatistica tem-se que a razio entre estas

populagoes ¢ dada pela distribui¢do de Boltzmann:
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N'  [ymB, ;
NP kT ©)

Tomando a intensidade do campo magnético da ordem de 1 Tesla, a
temperatura da amostra em torno da temperatura ambiente, T~300K, e o fator
giromagnético do nticleo do 4tomo de Hidrogénio, y,~42,394MHz.T", da expressio
acima obtem-se que N'=1,000007N" para temperatura ambiente.

Como N+N'=6,02x10*, consequentemente determina-se que a diferenca de
populagiio € de AN=2,11x10'® spins, implicando no fato de que N*=3,0099894x10*
spins precessionam no sentido oposto ao campo magnético externo e N
=3,01001106x10> spins precessionam em torno do campo, Figura 1.3. Desta forma,
AN/N=3,5x10°, ou seja, a diferenca de populagdo entre os dois niveis é da ordem de
partes por milhdo (ppm) com relagdo ao nimero total de spins da amostra.

A partir da Figura 1.3 pode-se observar que devido a precessdo aleatoria dos
spins em torno da dire¢@o z, a magnetizagfo transversal ao campo, € nula, M, =0, e a
magnetizac¢io longitudinal, ao longo da dire¢do do campo magnético aplicado, é dada
por M, = ANji,. Logo, M, é a magnetizagio resultante que surge na amostra quando a
mesma € colocada sob a a¢do de um campo magnético, € € normalmente denominada

por magnetizagdo de equilibrio.

Figura 1.3. Magnetizagdo resultante ao longo do campo
magnético B (a) momento magnético, i, (b) magnetizacdo
resultante, M, .
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1.3.Pulsos de RF
Para a realizag4o de um experimento de RMN, torna-se necessario retirar a
magnetiza¢do de seu estado de equilibrio. Do ponto de vista da teoria de perturbagéo

dependente do tempo, devemos aplicar uma perturbagdo H p(t) ao sistema de spins

que satisfaca a Regra de Ouro de Fermi, a qual define a probabilidade de transicgo

entre dois niveis de energia m e n (m = n):

2

olw-w,) @)

P o '<mlHF (t )‘n>

Para que a probabilidade de transigdo seja diferente de zero, a perturbagéo
deve obedecer duas condigbes. A primeira, é que devemos aplicar um segundo
campo magnético perpendicular ao campo magnético estatico ja aplicado, garantindo
que o elemento de matriz do operador Hp(t|) seja diferente de zero. Ou seja, a
hamiltoniana dependente do tempo deve conter as componentes transversais do
operador momento de spin, I, e I, as quais podem ser reescritas em termos dos
operadores levantamento e abaixamento, I e I . Desta forma, levando a regra de
selegio Am =1 para estas transicdes. A segunda, € que sua atuagdo forneca ao
sistema uma energia igual a E = hyB, , ou que este segundo campo magnético oscile
no plano transversal com uma freqiiéncia igual a freqiiéncia de Larmor, w = yB, .
Portanto, a hamiltoniana de intera¢io dependente do tempo produzida por este

segundo campo magnético pode ser dada por:

H, = ~B,(1,senoti ~ 1 cosarp) (8)

onde B, € a intensidade deste segundo campo magnético e @ ¢ a freqiiéncia de

oscilagdo de B, no plano transversal. Para que ocorra a transi¢do. o deve ser igual ou

muito préxima da freqiiéncia de Larmor. Por esta razio. o segundo campo magnético
aplicado, E, . € denominado campo de radiofreqiiéncia (RF ).

Do ponto de vista da evolugdo temporal do valor esperado do momento
magnético de cada nucleo atdmico, ([l(_t)}, podemos inferir que a evolugio temporal

do valor esperado da magnetizagio total, <]\7[ (t)> . sera também dada pela equacio de

movimento:
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i) =)= ©)

onde B agora é o campo magnético resultante da aplicagdo simultinea dos campos
magnéticos estatico e de RF.

Para entender melhor o efeito do campo de RF sobre a magnetizagdo do
sistema de spins, introduziremos o sistema girante de coordenadas cujo eixo z’
coincide com o eixo z do sistema de laboratério. Agora o sistema gira em torno de z’
com uma freqiiéncia Q. Neste novo sistema, dito girante, teremos:

[

Bu/ = Bu - (10)
Y

Portanto, a equa¢do de precessdo neste novo sistema de coordenadas assume

a forma:

M _ (E ”é) ( (11)
M x _
dt }/ 0 7

Escolhendo um sistema girante cuja freqiiéncia de rotagdo seja igual a
freqiiéncia de Larmor, a maghetizag;ﬁo M n#o sofrera a a¢do do campo magnético
efetivo, visto Que este se anula para a condigdo particular, permanecendo estacionaria

neste referencial.

Segue-se 0 que ocorre com a magnetizagao no sistema girante de coordenadas
quando sujeita 4 ago simultinea dos campos magnéticos estatico ¢ de RF. Supondo-
se que o campo de RF, B, , esteja girando com a freqiiéncia de Larmor ¢ alinhado ao

longo da diregfio % do sistema girante de coordenadas. Neste caso, o campo efetivo

visto pela magnetizacio sera dado por:

) Q). |
B, =(B” ——}/—)Z'+B,x' (12)

Escolhendo novamente Q=yB,, o campo efetivo visto pela magnetizagao

sera composto apenas pelo campo de RF, B,, o qual se encontra estatico no sistema
girante de coordenadas. Desta forma, a magnetizagdo apresentara, neste referencial,

um movimento de precessio dado pela expressio:
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By z
A i
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Figura 1.4. Evolugio temporal da magnetizacdo sob a agdo de um
campo magnético externo ¢ de um campo de RF no sistema de
laboratério (esquerda) e no sistema girante de coordenadas (direita),
para pulsos de 15°, 90° e 180 ° (PIKKET, 1982)



Principios Bdsicos de RMN

M_ \ 7 o
?—ny(B,x) (13)

a qual corresponde a precessdo simples da magnetizagio M com freqiiéncia
w, = yB, em torno apenas do campo de RF, Figura [.4.

Para retirar o sistema de spins do estado de equilibrio, fato que envolve
quanticamente alterar a populacdo dos niveis de energia ou classicamente alterar a
orientagdo da magnetizag¢do, deve-se aplicar o campo de RF durante um curto
intervalo de tempo, o qual denomina-se puiso de RF. Para entender melhor este
processo, utiliza-se novamente o conceito de sistema girante de coordenadas.

Ao aplicar um pulso de RF com duragédo T, a magnetizagdo ird precessionar
em torno de B, através de um &ngulo f = yB, T, . onde os angulos B mais utilizados -

sdo m/2 ou m, levando a magnetiza¢do para o eixo y’ ou invertendo sua orienta¢do
original, respectivamente, Figura 1.4. Por esta razdo, os pulsos de RF sdo, nestes
casos, denominados por pulsos de RF de 7/2 ou 7.

Tipicamente o campo de RF tem intensidade da ordem de 1 Gauss. Entéo, a
duragdo de um pulso de RF sera normalmente da ordem de unidades a dezenas de

microsegundos, dependendo do nicleo atdmico.

1.4.0 Sinal de RMN

Normalmente, em um espectrometro de RMN, a bobina que ¢ utilizada para
aplicar os pulsos de RF é empregada também para a detec¢o do sinal.

Apos a aplicagdo de um pulso de RF de n/2. a magnetizagdo ird precessionar

no plano xy apenas na presenga de B,, com a freqiiéncia de Larmor. Como a

magnetizagio M nada mais é do que um pequeno imd, ocorrerd uma variagdo de

fluxo de campo magnético no interior da bobina de RF e, segundo a Lei de Faraday,
surgird uma forca eletromotriz nos terminais da mesma na forma (Figura 1.5):

V(t)= Acos(w,t (14)

Tal como em um gerador de corrente alternada (14), onde A é uma constante

diretamente proporcional ao valor da magnetizago de equilibrio do sistema de spins.

Este sinal € universalmente denominado FID, proveniente do termo em inglés Free

10
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Induction Decay, que significa a precessfio livre dos spins ap6s o pulso de RF.
Logicamente, qualquer pulso de RF que produza uma magnetizacdio transversal
induzird um sinal FID. Como o pulso de RF de n/2 produz a maior magnetizagio
transversal possivel, ele € quem produz o FID mais intenso. Como esta magnetizagio
¢ muito pequena devido & baixissima diferenga de populagio entre os niveis de
energia Zeeman, o sinal FID ¢ extremamente pequeno, fato que torna o experimento

de RMN intrinsecamente de baixa sensibilidade.

S(t)=Acoswgt p(w)

AL =
MU T

Figura L.5.(a) A precessdo da magnetizagiio nuclear induz
uma voltagem oscilatoria em uma bobina ao redor da
amostra, (b) voltagem oscilatoria e (c) respectiva
Transformada de Fourier.

O sinal de RMN, FID, é usualmente representado através de sua
Transformada de Fourier (TF), que corresponde, de uma forma simplificada, em
graficar a intensidade do sinal, proporcional ao nimero de spins que formaram a
magnetizagdo resultante, em fungdo da freqiiéncia. Como sera visto, existirdo varias
- interagdes de spin nuclear que ocasionardo o aparecimento de diferentes grupos de
magnetizagdo precessionando em freqiiéncias distintas, resultando na formagdo dos

conhecidos espectros de RMN.

L5.Relaxacdo

Ap6s um pulso de RF de 7/2 a magnetiza¢do encontra-se em um estado de

ndo equilibrio onde a componente longitudinal z é nula e a componente transversal ¢
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igual & magnetizagdo de equilibrio. Para o sistema de spins retornar ao equilibrio
devem ocorrer dois processos distintos e simultineos de relaxagdo. Um que elimina a
magnetizagdo transversal, denominado processo de relaxagdo transversal, e outro que
recupera a magnetizacdo de equilibrio ao longo da diregéo z, denominado relaxagio

longitudinal.

L5.1.Relaxacdo Transversal
No caso de uma amostra contendo 10 nucieos atémicos com spin diferente

de zero, ndo existe somente uma freqiiéncia de Larmor para spins de mesma espécie.

Isto ocorre devido 4 variagdo de campo magnético ao longo da amostra, decorrente
ou drc_)s campos magnéticos produzidos pelos prdprios momentos magnéticos dos
nucleos atdmicos, entre outras interagdes que serdo discutidas posteriormente, ou
porque o campo magnético estatico aplicado ndo € homogéneo. Deste modo, o
campo magnético na direcdo z varia ao longo da amostra induzindo variagdes nas
freqiiéncias de Larmor. Portanto, a magnetizagdo transversal produzida
imediatamente apds um pulso de RF serd constituida por varias magnetizagdes, m ,
que irdo precessionar com freqiiéncias de Larmor diferentes no plano transversal.
Conseqiientemente, a magnetizagdo total tendera a desaparecer ao longo do tempo
devido ao espalhamento total dos spins no plano transversal, Figura 1.6(a). Como o
sinal de RMN corresponde a variagdo de fluxo de campo magnético produzido pela
magnetiza¢do total, M, composta pelos diferentes grupos de spins com freqiiéncias
de precessao diferentes, m,, o FID deverd tender a zero depois de um intervalo de
tempo, denominado Tempo de Relaxagdo Transversal, T,, Figura 1.6(b). Tipicamente,

em liquidos, este decaimento do sinal FID ¢ da forma exponencial dada por

M, (t)= M cosw,texp(~/T,) \ (15)

Logo. a existéncia de diferentes freqiiéncias de Larmor resulta no

alargamento de linha, ilustrado na Figura 1.6(c). Logicamente, a intensidade €,

R Y

variabilidade destes campos adicionais ao longo da dire¢fo z vdo depender de dois

fatores. Um fator estd associado ao estado fisico da amostra. ou da mobilidade que os

nucleos magnéticos apresentam no interior da mesma. No estado liquido. os spins
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apresentam mobilidade suficiente para terem seus campos magnéticos promediados a
zero durante o experimento de RMN, fazendo com que T, seja bastante longo e a
linha espectral bem estreita. J os liquidos viscosos apresentam T, menor e os solidos

apresentam T, bastante curtos. O segundo fator estd associado a homogeneidade do

campo magnetico estatico, a qual depende tanto da qualidade do magneto utilizado
qﬁé_nto da habilidade do operador do espectrometro durante o procedimento de

homogeneizagdo do mesmo.

exp(-t/T,)

- *
iR exp(-t/Ty+Ty*)

p{w) /-\‘TZ"I
n

I N
/- -
. (TZ*TZ')
I RS

(V) o
(c)

Figura 1.6. (a)Relaxacio transversal e Sinal de RMN
sob efeito da relaxagdo transversal; (b) FID e (c)
Trasnformada de Fourrier.

Os campos magnéticos gerados pelos magnetos nio sio perfeitamente
homogéneos. Uma amostra dentro deste campo sentird uma diferenca de campo OB.
Conseqiientemente ela tera uma disperso na freqiiéncia de Larmor Sw= y & B sobre
0 dominio da amostra. Para distinguir este efeito do verdadeiro tempo de relaxacdo
T,, o tempo de decaimento (y §B)"' é chamado T,*, muito freqlientemente, em
liquidos T,*<T,. O shimming (termo utilizado para o processo de homogeneizagio do

campo magnético) nos magnetos, reduz § B, portanto, aumenta T,* (Figura L.6.¢).

Escrevendo o campo magnético por uma expansio em harmonicos esféricos

(HAEBERLEN. 1976), temos:
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l I
B,(r)=B,(0)= Z(ﬂ—) 2.0, (0.9)

m=-}

m=i

-3 1) ai00 a0 o)} (16)

=aq,z- Rea,,\/jx+1ma,,\/—2_y (I=1)

- 3 )
+a,, z 5 4 +Rea"‘/;(x"—y‘)+\/g(lma"yz—Rea,,xz—lmaz,xy) (1=

to.=az-bx+cy+d +e(x’ =y )+ fyz—gxz—xy

onde B(r) é o campo magnético na posi¢do r e By(0) é o campo magnético externo. O
processo de homogeneizagdo do campo magnético nada mais é que a altera¢io dos
campos magnéticos gerados pelas bobinas de shimming, o que teoricamente consiste
em alterar os coeficiente da expressdo (16), a, b. c, ..., fazendo com que a diferenca

entre estes dois campos seja menor possivel.

1.5.2.Relaxacgdo Longitudinal

O processo de relaxagdo longitudinal de um nucleo atdmico esta associado a
recuperagdo da distribuigfio de populagdo Boltzmann de equilibrio apds um pulso de
RF, e ocorre exblusivamente devido aos campos magnéticos locais flutuantes
produzidos pela sua vizinhanga, denominada rede. Por esta razfio, a relaxagdo
longitudinal também ¢é denominada por relaxag:;io ‘spin-rede.  Visto que a
probabilidade de transi¢do esponténea ¢ praticamente nula nestes sistemas. A rede
produz campos magnéticos locais flutuantes, transversais ao campo externo aplicado.
os quais, segundo a regra de Ouro de Fermi, produzirio transi¢des entre os niveis de
energia dos nucleos atdmicos, dependendo da freqiiéncia de flutuagdo do campo local
e da intensidade do mesmo. A freqiiéncia de flutuagdo do campo local dependera
novamente da mobilidade dos spins e do estado fisico da amostra. Para que a_
probabllldade de transi¢do seja maxima, a freqiiéncia de flutuagdo do campo local
deve ser da ordem da frequen01a de Larmor Sendo maior ou menor. a probabilidade
diminuiré. A intensidade do campo local no nucleo dependera da fonte de campo
magnético e da sua geometria.

Logo, por exemplo, quando aphcamos um pulso de n/2 sobre os sistema de
spins a magnetizacdo z se anula, o que equivale a igualar a populacdo dos dois niveis

de energia Zeeman. Imediatamente apos o excitagdo do spins, comega 0 processo de

14
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relaxacdo longitudinal que recuperara a diferenga de populagdo entre os niveis de
energia e, conseqiientemente, a magnetizago de equilibrio M,, Figura 1.3 (péagina 6).
A evolugdo temporal da magnetizaggo M,(t) até atingir seu estado de equilibrio ¢ da

forma exponencial dada por:
M, (1) = M, (1 -exp(~1/T;)) (17)

onde o pardmetro T, é denominado tempo de relaxagio longitudinal. Deve-se

P e

observar, no entanto, que o tempo necessario para que a magnetizagdo retorne a 99%

de seu valor de equilibrio ¢ da ordem de 5T,. Quando t=T, a magnetizag¢do atingiu
apenas 63% de seu valor de equilibrio. No caso de liquidos de baixa viscosidade, os
tempos de relaxac@o transversal sdo tdo longos que antes da magnetizagdo se espalhar
no plano transversal, ela ja retornou a direcfio z. Neste caso particular, T,=T,.
Portanto, a escolha adequada de liquidos para a realizagdo do processo de
homogeneizacdo ¢ de fundamental importancia ja que o processo de relaxa¢io
longitudinal pode introduzir um alargamento adicional na linha espectral.

Como este processo envolve apenas variagdo de fluxo de campo magnético
perpendicular ao eixo da bobina de detecgdio do sinal de RMN, a recuperacdo da
magnetizacdo longitudinal ndo pode ser medida diretamente.

M:(l)=A//u(1-2€xp(-l/T,)) P P T

(b)

Figura 1.7. Relaxagdo longitudinal e variagdo temporal de
M, apds um pulso de 7 (a) vetor magnetizacio ao longo da
dire¢o z ; (b) evolugdo temporal da magnetizagao.
1.6.Método para medir T,
Existem varios métodos para medir o tempo de relaxacdo longitudinal, T,. O
método mais utilizado ¢ o da inversdo-recuperagdo, o qual consiste em aplicar a

sequiéncia de pulsos m—t-n/2-T, (Figura 1.8). O pulso m inverte a magnetizacdo

15
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longitudinal e, durante o intervalo de tempo 1, a magnetizagio evolui segundo o
processo de relaxagdo longitudinal. Como este processo ocorre no eixo perpendicular
ao eixo de detecgdo da bobina, aplica-se um pulso de n/2 para levar a magnetizagéo
para o eixo transversal. Imediatamente apds o pulso m/2, surge um FID cuja
amplitude ¢é diretamente proporcional ao valor da magnetizagfo z no instante t. Deste
modo, variando-se o valor de t, pode-se obter a evolugdo temporal da magnetizacdo
longitudinal e, conseqiientemente, o valor do tempo de relaxagéo longitudinal, T,.

n /2
1 Tp 5T,

| SPSPR

Ao
m @ @ (4V Y

2/ y X y z ‘
M M,
N

1 M\

X -y
o Y w !
Figura 1.8. Medida de T, e evolugdo do vetor

magnetizagdo, para dois tempos de espera: T’ e T, sendo
>t

T

Para supefar o problema de baixa sensibilidade do experimento de RMN, sio
aplicados intmeros pulsos 7/2 e os FIDs produzidos sdo utilizados no processo de
promediagdo, melhorando significativamente a relagdo sinal/ruido. No entanto, a
separagdo entre o0s consecutivos pulsos 7w/2 deve ser, como ja discutido
anteriormente, da ordem de 5T, para a obten¢do do maximo FID em cada uma das
aquisicoes.

No caso da espectroscopia in vivo, onde os tempos de relaxa¢do longitudinais
sdo longos. da ordem de segundos, e o tempo de aquisi¢do total do sinal de RMN ¢
relativamente curto, da ordem de segundos a dezenas de minutos. a escolha de um
tempo de repetigdo longo resultara em um numero muito pequeno de médias. Neste
caso, torna-se necessaria a escolha de um tempo de repeti¢do menor que 5 T, de tal
modo que se possa adquirir um nimero maior de FIDs durante 0 mesmo intervalo de

tempo de aquisicdo. Entretanto o conhecimento exato ou uma boa estimativa do valor
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do tempo de relaxacdo longitudinal permitird uma escoha adequada do tempo de
repeti¢do do experimento.
Apbs um certo nimero de pulsos de RF, a magnetizagdo longitudinal atinge

um estado estaciondrio, 7,(7,), cuja amplitude é dada por:

(1 - exp(— T,/T ))sen0
° —cos@.exp(— T,/ T,)

(18)

onde 6 ¢ o angulo de rotagdo da magnetizagdo sob a agdo do pulso de RF, T, ¢ o
tempo de repeti¢do do experimento.

Por exemplo, tomando uma amostra que apresenta um T,=5s, onde o
experimento foi realizado com pulsos ©/2 e tempo de repeticio de 3s, a
magnetiza¢do em estado estacionario atingird um valor de 0,45M,,.

Para corrigir a diminui¢do de intensidades dos sinais de RMN de uma
amostra, quando se utiliza T, menor que 5T, emprega-se o fator de saturacdo (FS)

dado pela equagdo:

M:(TR) _ (1 - exp(— T,/ T,))sen@
M, 1—-cos9(exp(—— T,/ T,))

FS(T,) = (19)
Portanto, ¢ fundamental conhecer a magnitude de T, em qualquer
experimento de espectroscopia de RMN, onde se deseja quantificar algum grupo

quimico. utilizando o fator de saturacio.

L.7.Deslocamento Quimico

Em 1951, Arnold e colaboradores, ao substituirem uma amostra de agua por
etanol, registraram 3 linhas de ressonancia no lugar de apenas uma, como obtido para
a agua. Este fendmeno foi atribuido corretamente a estrutura molecular da substancia.
e ¢ denominado deslocamento quimico ou, em inglés. chemical shift. Os sinais de
diferentes freqiiéncias observados para o etanol apresentavam também diferentes
intensidades. correspondentes as diferentes quantidades de spins nucleares contidos
nos grupos quimicos existentes na molécula. com intensidades em propor¢ao 3:2:1,

que respectivamente correspondem aos grupos CH,, CH, e OH, Figura 1.9.
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CH,

CH2 0\

OH

-

Figura 1.9. Registro da experiéncia de Arnold, em 1951
(ARNOLD J.T.; DHARMATTI S.S.; PACKARD ME,
1951), que mostra os sinais de ressondncia magnética dos
nucleos 'H do alcool etilico. (GIL V.M.S.; GERALDES
CF.G.C, 1987)

-*
- eom

O deslocamento quimico tem sua origem na interagdo das nuvens eletronicas
com o campo externo aplicado. O campo externo aplicado induz uma circulagéo
adicional dos elétrons nas nuvens eletronicas. tal como a Lei de Lenz para espiras na
presenga de um campo magnético variavel, as quais geram campos magnéticos locais

secundarios nos diferentes sitios dos nucleos atdomicos. Estes novos campos
magnéticos sdo proporcionais ao campo externo aplicado, o B,, € podem se opor ou

se somar a B, alterando o campo magnético visto pelo nicleo atdbmico na forma:

B=B,-0oB,=(I1-0)B, (20)
onde o é uma constante adimensional denominada por constante de blindagem, a
qual depende da nuvem eletronica e de sua densidade eletronica, cujo valor pode
variar de 107 para atomos leves e 107 para atomos pesados.

Consequentemente, a freqiiéncia de ressonancia de um nucleo atdmico sera

dada por:

w=(1-0)yB, (21)
e deve variar em relacdo a freqiiéncia Zeeman da ordem de unidades a milhares de
Hertz, dependendo do niicleo atdmico estudado. Podemos expressar a hamiltoniana

de deslocamento quimico pela seguinte expressao:

H=1.

B, (22)

Ay

onde ¢ € o tensor deslocamento quimico, o qual € uma constante para o caso de

liquidos; 1é o momento angular de spin do nucleo e B, o campo magnético

externo.
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Para definir este deslocamento de freqiiéncia de ressonincia para os nticleos
atbmicos de mesma espécie presentes em diferentes grupos quimicos, escolhe-se a
freqliéncia de ressondncia de um destes grupos como referéncia, v, e define-se o
deslocamento relativamente a ele de forma normalizada com relagdo ao campo
externo aplicado na forma:

-V,

an/ i -6 -2 4
6=—"—=(0,-0,)=10" =107 ~ ppm-10" ppm (23)

0

onde v; ¢ a freqiiéncia do nucleo em analise e v, € a freqiiéncia de ressonancia de um
nucleo isolado (v, =2wyB,). A Figura 1.10 é um exemplo ilustrativo de

deslocamento quimico do "C, entre um radical carbonado e o tetrametilsilano

(TMS).

CH,
CH3——Si —CH,

CH,
R—CH;

L

T
Uref Ll)! V]

>
>

Figura L10. Deslocamento quimico de um radical
carbonado e o tetrametilsilano (TMS).

Portanto, independente do valor do campo magnético utilizado. o
deslocamento quimico definido acima possuird sempre o mesmo valor, entretanto
para campos magnéticos mais altos, hd uma melhor resolu¢fo dos espectros ja que as

freqiiéncias estardo mais separadas entre si, Figura .11,

Av pPAYY
{\f—)ﬂ
! j 5
B, ! \ :’ \ ‘-Bo

o iy

T T

Uref v, 0*
& = AV/U= 1 8= AU*/U " = n

(a) (b)
Figura 1.11. Deslocamento quimico para dois valores de
campo magnético: (a) campo magnético de intensidade B,.
(b) campo magnético de intensidade 2 B,
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As Tabelas LII e LIII mostram os diferentes valores de deslocamento quimico
para os diversos grupos quimicos do "*C e *'P, utilizando-se como referéncia o

tetrametilsilano (TMS) e a fosfocreatina (PCr), respectivamente.

Tabela LII. Deslocamento quimico para carbonos em
diferentes grupos funcionais com referéncia no TMS.
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Tabela LIII. Deslocamento quimico para compostos

fosforados com referéncia zero na PCr.
5 0 5 -10 -15 20

Fosfomonoester ::

(acglcares)

Fasforo Inorgénico C—

Fosfodiester —

Fosfagens —

(Fosfocreatina)

ADP I

ATP — ]
Pirofosfatos —/

Inorgénicos

Diesters |-
Pirofostatos , .
T T T T
5 0 -5 -10 -15 20

Um espectro tipico apresentando o deslocamento quimico do *'P, in vivo do
musculo esquelético de rato, obtido no laboratério de RMN do IFSC-USP, esta
ilustrado na Figura 1.12. Neste espectro observam-se as linhas associadas aos
diferentes metabolitos fosforados presentes no musculo: a adenosina trifosfato

(ATP), a, B e v; a fosfocreatina (PCr), e o fosforo inorgéanico (Pi).
PCr

C
N AN

| CH
|(|) ﬁ) ﬁ HC\N /C\N 4
-0 — pXo—p E_() —p g__OCHz O
O non
H H
HO  OH
¥-ATP  4.ATP
Pi B-ATP
| [ [} | [ } |
10 5 0 3 200 -3 20 PPm

Figura 1.12. Molécula de ATP e espectro de musculo de
rato, obtido em nosso laboratorio, em 34 MHz.
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1.8.Acoplamento J
Além do deslocamento quimico temos outro tipo de estrutura fina presente no
espectro. Tomando como exemplo o etanol, ilustrado na Figura [.13, observamos que

duas de suas linhas desdobram-se em outras, cujas separagdes ndo dependem do

CH;,4
CH,
AN
(a)

CHy

Jol

Figura 1.13. Espectro de préton do élcool etilico (a) para
moderada resolugdo e (b) em alta resolu¢io mostrando os
multipletos dos grupos CH, e CH,.

valor do campo magnético.

Neste caso, estes multipletos tém origem no acoplamento entre os prétons de
um grupo molecular e os outros prétons em grupos moleculares vizinhos. Este
acomplamento ¢ realizado pelas nuvens eletrdnicas e é chamado acoplamento spin-
spin, acoplamento escalar ou simplesmente acoplamento J. Podemos expressar esta

interagfio através da seguinte hamiltoniana:

H=1.

i

.S (24)

onde J € o tensor acoplamento entre os spins S ¢ [ .

Os nivels de energia para um sistema de dois ntcleos com I=1/2 estio

ilustrados a seguir na Figura I.14.



Principios Bdsicos de RMN

Zeemann
A - Acoplamento J
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Figura 1.14. Niveis de energia e espectros de dois niuicleos
com [=1/2, interagindo por acoplamento J.

Neste exemplo considera-se que os dois nicleos A e B sdo distintos, podendo
ser de mesma espécie, bastando apresentarem diferentes valores de deslocamento
quimico. Portanto, os espectros resultantes quando os niicleos sentem a presenca um
do outro, ou seja, quando estdo acoplados, apresentam desdobramentos em suas
linhas. A separag@o ¢ a mesma em ambos grupos vizinhos e é dada pela constante de
acomplamento J, expressa em Hz.

No exemplo ilustrado na Figura I.13, o grupo CH, apresenta 4 linhas devido
ao acoplamento J entre os 'H deste grupo com os do grupo CH,. O nucleos do grupo
CH, agem como se constituissem apenas um micleo de spin 3/2 cujas orientacdes
possiveis da componente z do momento magnético sdo: 3/2, 1/2. -1/2 e -3/2. Desta
forma, os nucleos de 'H do grupo CH, produzem 4 componentes de campo
magnético adicionais sobre cada spin do grupo CH,, induzindo a aparecimento das
quatro linhas. De forma similar, o CH, apresenta 3 linhas devido ao acoplamento J
entre os 'H deste grupo com os do grupo CH,. Os niicleos do grupo CH, agem com
spin 1, cujas orientagdes sdo 1, 0 e -1, € o que justifica as 3 linhas observadas. J4 o
OH, devido a troca quimica muito rapida ndo apresenta desdobramento. ou

acoplamento J.
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O espectro do 3P do ATP, ilustrado na Figura .15 contém os trés grupos
das linhas espectrais correspondendo aos grupos fosfatos a, B, € y do ATP, os quais
séo quimicamente diferentes. Cada grupo possui um multipleto de linhas resultante
da interacdo entre os fosforos vizinhos, através do acomplamento spin-spin,
transmitida através da nuvem eletronica. Observamos nesta figura, que a linha do
fosforo y do ATP desdobra-se em duas devido a sua interagdo com o *'P do grupo P.
Por sua vez, o sinal do fosforo B desdobra-se em um tripleto de linhas com
intensidade 1:2:1 devido a interag@o com os fosforos dos grupos a e vy, desde que o
acomplamento com estes nicleos ¢ o mesmo. A linha do foésforo a é desdobrada em

um dubleto pela interagio com o *'P do grupo p.

ATP

I

0 10 20 ppm

Figura 1.15. Espectro *'P obtido em 73.8MHz de uma
solugéio de ATP em pH 7.0. (GADIAN D., 1982)

Existe também a contribui¢@o dipolar direta entre os spins, no entanto, ela €

promediada a zero no caso de liquidos devido ao rapido movimento das moléculas.

Fl
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Capitulo 11

Espectroscopia In Vivo

IL. 1. Introducdo

O primeiro espectro de RMN in vivo de *'P, em musculo, foi obtido em 1974
(HOULT D.IL et al., 1974). Este estudo, usando musculo esquelético de ratos, foi
particularmente interessante pois a partir dele descobriu-se o potencial da
espectroscopia in vivo.

Em 1981, espectros de *'P em musculo humano mostraram mudangas
metabdlicas induzidas por doengas (ROSS D.B. et al., 1981). Estes espectros foram
obtidos utilizando-se uma bobina de superficie sobre o antebrago, posicionado em
um magneto de 20 cm de didmetro. Estudos de metabolismo muscular em adultos
(RADDA G.XK. et al., 1983) foram as primeiras areas de estudo clinico da
espectroscopia in vivo por RMN.

Com o advento dos magnetos supercondutores, foi possivel obter informagdes
mais detalhadas de vérios tecidos e 6rgdos, inclusive o cérebro, figado e coragio. O
primeiro espectro de fosforo de um cérebro, foi realizado em 1983 (BOTTOMLEY
P.A.etal., 1983).

Atualmente, a espectroscopia de RMN in vivo tem sido utilizada para o
estudo do metabolismo de regides bem definidas em tecidos e 6rgdos humanos. Esta
técnica une a tomografia no diagnostico, e a espectroscopia na analise quimica. ¢ é
denominada espectroscopia localizada in vivo. Através da tomografia podemos
diferenciar anomalias anatdmicas como tumores, edemas e processos inflamatérios,
dos tecidos normais, baseando-se nas diferengas de densidade de hidrogénio e seus
tempos de relaxag@o. A espectroscopia pode dar informagdes bioquimicas adicionais,
que permitem uma melhor compreensdo destes processos. Uma vez que os
metabolismos biolégicos sdo bastante variaveis, ¢ importante limitar a observacio a
um volume ou regido bem determinada, podendo desta forma selecionar um tecido
homogéneo. Uma excitacdo seletiva pode ser realizada de duas maneiras: utilizando
pulsos seletivos e gradientes, ou simplesmente utilizando bobinas de superficie. Nos

experimentos realizados utilizou-se uma bobina de superficie solenoidal, e pulsos nao
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seletivos para obter informag¢es do musculo soleus da pata traseira de ratos e

camundongos.

11.1.1.Técnicas Seletivas

Entre as técnicas utilizadas, a mais simples ¢ a utilizacdo do perfil de
sensibilidade de bobinas de superficie, para definir o volume a ser estudado.
(ACKEMANN J.K. et. al., 1980). Esta técnica é muito atil em estudos de tecidos
superficiais ou para examinar musculos e tumores superficiais. Para obter um
espectro de regides mais profundas com bobinas de superficie existem técnicas que
utilizam a inomogeneidade de B, e miltiplas aquisi¢gdes com angulos de excitagio
distintos para suprimir sinais fortes perto da bobina. Estas técnicas tém a vantagem
de apresentar excelente relac¢do sinal-ruido, no entanto, o perfil de sensibilidade nfo ¢
bem definido.

Quando ha a necessidade de uma defini¢éo precisa de volume, utilizam-se
técnicas diretamente relacionadas com as seqiiéncias de tomografia que utilizam
pulsos seletivos e codificagdo de fase, chaveando gradientes de campo magnético. A
vantagem da possibilidade de definir um volume a partir de uma imagem ¢ a
flexibilidade na posi¢do e tamanho do volume selecionado. Uma técnica bastante
utilizada para espectroscopia em *'P, é chamada Image Selected in Vivo Spectroscopy
(ISIS) (ORDIDGE R.J. et.al,1986). Nesta técnica a magnetizagdo de equilibrio ¢
preparada com pulso seletivos de inversdo nas trés dire¢des principais antes de
excitar toda magnetizagdo com um pulso ndo seletivo de 90° e realizar a aquisi¢iio do
FID. Para cancelar o sinal fora do volume localizado, é necessario aplicar um
esquema de subtragio e adi¢do com oito combinagdes de pulsos, onde o sinal de

dentro do volume se soma coerentemente.

I1.2.Niicleos Importantes em Espectroscopia In Vivo

Na Tabela II.I, apresenta-se algumas caracteristicas dos nucleos atdmicos
mais utilizados em espectroscopia por RMN in vivo. Os nicleos mais comuns no
corpo humano e em outros sistemas vivos s3o: hidrogénio. carbono e o oxigénio. O
principal is6topo do nucleo de hidrogénio é o 'H. um préton. Devido a sua grande

abundéncia natural. intenso momento magnético. spin 1/2 e alta concentracio
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fisioldgica em seres vivos, ele é um excelente nicleo para a espectroscopia in vivo
por RMN. No entanto, apresenta uma faixa muito estreita de deslocamentos

quimicos isotrépicos, aproximadamente 10 ppm.

Tabela IL.1. Principais niicleos estudados em RMN in vivo

Nucleo Spin Momento Magnético Sensibilidade Relativa Abundancia Fregiiéncia de
¢m campo constante Natural (%) RMN em MHz
por Tesla
'H 12 2,79 100 99,98 42,57
D 1 0,86 1.5.10% 0,015 6,54
C 172 0,70 1,6 .10° 1,11 10,70
MN 1 0,40 1,0 .10" 99.6 3.07
5N 12 -2,83 3.7.10° 0.4 4.3}
0 512 -1,89 - 0,04 5.77
YF 1/2 2,63 83.0 100 40,06
Ap 12 1,13 6,6 100 17,24

Outro niicleo interessante em RMN in vivo é o *'P. Ele tem spin 1/2, um
grande momento magnético, alta abundancia natural, ¢ apresenta um maior intervalo
de deslocamentos quimicos isotropicos, aproximadamente 30 ppm, na area de
interese da espectroscopia in vivo. No entanto possui uma menor concentracio
fisiolégica em relagdio ao 'H.

O is6topo ""C tem spin 1/2, possui um excelente deslocamento quimico,
aproximadamente 250 ppm, e estd presente em todas as moléculas organicas.
Entretanto possui baixissima abundincia natural (1,1%), e pequeno momento
magnético.

Outros nucleos citados na Tabela ILI, sdo também utilizados em RMN.
Entretanto. estes nucleos possuem momento magnético [ pequeno e/ou baixa
abundancia natural. Além disso, nticleos com spins (I) diferente de 1/2 possuem
momento de quadrupolo elétrico, o que na presenga de possiveis gradientes de campo
elétrico podem ocasionar um alargamento da linha de ressonancia e.

consequentemente, uma perda de sensibilidade no sinal de RMN.
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Outra dificuldade do estudo de RMN in vivo, estd associado com o longo
valor do tempo de relaxacdo longitudinal dos metabolitos analisados in vivo, o que
torna mais longo o tempo de medida. Estes fatores limitam de forma consideravel o
estudo de RMN, mas a importancia das informagdes que podem ser obtidas através
deste estudo, para um melhor conhecimento de sistemas vivos, tem levado a muitas
tentativas de uso destes nticleos.

Devido as suas propriedades o *'P ¢ um dos niicleos mais utilizados em RMN

in vivo e, partir de agora, sera discutida apenas suas caracteristicas.

I11.3.0°'P

O *'P est4 presente nos metabolitos energéticos e ¢ bastante abundante no
corpo humano, aproximadamente 1% do peso (FOSTER M.A., 1984). Ele esta
presente também em agucar-fosfatos, nos 4cidos nucléicos e forma uma parte do
grupo polar dos fosfolipidios de varias membranas celulares. Em geral, o fosforo do
DNA e da maioria dos fosfolipideos nfio sdo observados no espectro de *'P em
tecidos vivos. Isto acontece em parte porque estio presentes em concentragio
relativamente baixa e especialmente devido a falta de movimento molecular, que
ocasiona um alargamento da linha e consegiiente perda de sensibilidade do sinal de
RMN. Em alta resolugdo, pode-se observar o sinal somente de moléculas pequenas e
moveis, que ocorrem em concentragdes maiores que 1 mM em sistemas vivos.

Nestes limites, o estudo *'P restringe-se aos grupos fosfatos de alta energia,
como a adenosina trifosfato (ATP), a fosfocreatina (PCr), e o fostato inorganico (P1).
Um espectro de RMN de *'P in vivo mostra um pequeno nimeros de linhas
espectrais, com um razoavel deslocamento quimico entre estas (F igura .12, pag. 21).

A natureza nio destrutiva da investigagio por RMN torna possivel o estudo
de um tecido, como um musculo, em varios estados metabélicos (em repouso,
durante o exercicio e recuperagio). As intensidades relativas das linhas espectrais de
diferentes metaboélitos fosforados fornecem informagdes sobre o metabolismo
energetico de tecidos, além da possibilidade de medir o pH intracelular através da

observagéio do deslocamento quimico destes metabdlitos.
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II.4.Metabolismo Energético do Fosforo

Nas inter-relagdes dindmicas existentes entre células, tecidos, orgios e
sistemas fisiologicos ocorre a manutengdo de um relativo estado de equilibrio do
meio interno (homeostasia). Este equilibrio ¢ mantido através de diversos processos
regulatorios com a participagdo dos diferentes sistemas fisiologicos.

Toda atividade biologica, desde a atividade celular, até a atividade do
organismo como um todo, requer energia. O exercicio, ou a atividade contratil do
musculo promovem altera¢des metabdlicas importantes a nivel bioenergético sobre
as vias preferenciais de utilizagdo dos nutrientes para a formacdo do substrato
energético: a adenosina trifosfato (ATP).

Quando o ATP reage com a agua num processo denominado hidrdlise, a
ligacdo de fosfato mais externa é desfeita e forma-se um novo composto. o ADP.
Nesta reacdo sdo liberadas cerca de 7,3 Kcal por mol de ATP.

ATP + H,0 < ADP + P +7,3 kcal/mol

A energia liberada durante a decomposig¢do do ATP ¢é usada diretamente pelos
processos fisiologicos que exigem energia. Por exemplo, no musculo, essa energia é
utilizada pelos elementos contrateis, induzindo a contragfo e relaxa¢do das fibras
musculares.

No musculo humano em repouso as concentragdes tipicas dos substratos
energéticos sdo ATP = 8.2mM; ADP=613uM; PCr=38+2mM (TAYLOR D.J. et al,
1986). As linhas de ressonéncia do a-ATP e a-ADP coincidem devido ao ambiente
quimico semelhante, destes grupos fosfatos. Igualmente acontece para o y-ATP e p-
ADP. Entretanto, devido a ligagdo do ADP com uma proteina (VEECH R.L. et al..
1979). o ADP permanece praticamente invisivel para a analise de RMN do *'P.

A biossintese de ATP na célula pode ocorrer por trés processos distintos: o
primeiro deve-se a hidrolise das moléculas de fosfocreatina, um processo anaerébico
alactico.

A quantidade total de ATP dentro do organismo tende a permanecer em
equilibrio (homeostasia), fornecendo energia suficiente apenas para realizar um
exercicio maximo por alguns segundos. Como o ATP nio pode ser fornecido através
do sangue nem a partir de outros tecidos. ele é ser continuamente reciclado dentro de

cada célula. Parte dessa energia para a ressintese do ATP ¢ fornecida rapidamente ¢
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sem oxigénio pela transferéncia da energia quimica de outro composto fosfato de alta
energia denominado fosfocreatina, ou PCr. A concentragcdo de PCr na célula é
aproximadamente trés a cinco vezes maior que a de ATP. Por esta razio o PCr é
considerado o reservatério de fosfato de alta energia.

A molécula de PCr ¢ semelhante a molécula de ATP, pelo fato de uma grande
quantidade de energia livre ser liberada quando ¢ desfeita a ligagdo entre as
moléculas de creatina e de fosfato. Levando-se em conta que o PCr possui uma
energia livre de hidrélise mais alta que o ATP, seu fosfato ¢ doado diretamente ao
ADP para formar novamente o ATP.

PCr < C + Pt + Energia

Durante o repouso, a diminui¢do da demanda metabdlica ou a maior
disponibilidade de energia, permite a ressintese da PCr. A abundincia de
fosfocreatina e seu alto potencial de transferéncia de fosforila em rela¢do ao ATP sdo
fatores que a tornam um tampdo de fosfato muito eficaz. A fosfocreatina mantém
uma alta concentra¢do de ATP durante os periodos de exercicio muscular, sendo a
principal fonte de energia imediata para exercicio de curtissima duragdo e grande
intensidade.

O segundo processo refere-se a hidrolise da molécula de glicose até o produto
final, denominado piruvato, com a formac#o de pequena quantidade de ATP. Quando
o suprimento de oxigénio ¢ insuficiente para a conversdo do piruvato o grupo acetil-
CoA, ocorre a formagio do acido latico. Este processo (anaerdbico latico) ocorre
durante exercicios extenuantes, onde os fosfatos de alta energia devem ser
ressintetizados continua e muito rapidamente, para que o exercicio extenuante possa
continuar além de um curto periodo de tempo. De certa forma esse mecanismo de
formagéo do 4cido lactico poupa tempo, € torna possivel a formagdo rapida de ATP
pela fosforilagdo do substrato, mesmo quando o fornecimento de oxigénio ¢é
insuficiente ou quando as demandas energéticas ultrapassam a capacidade para
ressintese aerébica de ATP.

O terceiro e ultimo processo de biossintese é o processo oxidativo que, por
utilizar o oxigénio (aerdbico), acarreta uma grande producio de ATP. Este
mecanismo. difere dos demais, pois utiliza como substrato a glicose (ou outros

carboidratos). os aminoacidos e além de diversos lipideos, que por apresentarem uma
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cadeia carbonica longa, s3o capazes de formar muitas moléculas de acetil-CoA e
consequentemente muitos moles de ATP. Na glicélise, até a formagdo de piruvato,
sdo formados 4 moles de ATP com um saldo de 2 moles de ATP por mol de glicose,
enquanto 36 moles de ATP sdo formados quando a glicose € oxidada totalmente até
CO, e H,0 (fosforilagdo oxidativa) que requer suprimento continuo de oxigénio.
Resumindo, exercicio do tipo aerdbico se refere aquele que requer a utilizagio
de vias preferencialmente oxidativas na mitocondria, para a biossintese do ATP. As
reagles aerdbicas proporcionam o importante estadgio final para a transferéncia de
energia, especialmente se o exercicio vigoroso prossegue por mais alguns minutos.
Por outro lado, quando a via de produgdo de ATP for insuficiente para manter um
exercicio crescente inicia-se a predominancia da via anaerobica (glicolise) com
conseqtiiente acimulo de acido lactico intracelular. A energia liberada na glicolise é
rapida e ndo requer oxigénio, porém relativamente pouco ATP ¢ ressintetizado por

este mecanismo.

I1.5. Bioquimica do misculo estudada através de RMN do *' P

A principal contribuigdo da RMN do *'P para o estudo da fisiologia e
fisiopatologia do musculo ¢ a habilidade de medir seqilencialmente as varia¢des das
concentragdes dos metabolitos fosforados e o pH intracelular, em situagdes de
respouso, durante o exercicio e recuperago. As reagdes bioquimicas sdo diretamente
refletidas em uma perturbagdo do espectro de RMN e podem ser diretamente
correlacionadas. Durante a contragdio muscular (Figura 11.1), a energia livre do ATP é

convertida em energia mecanica via a interagdo de duas proteinas musculares, a
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Figura 1L1. Ciclo energético do fosforo.
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O trabalho muscular est4 relacionado com a hidrdlise do ATP. Sempre que
submetido a exercicio de baixa intensidade a concentragdo de ATP permanece em
equilibrio, existindo um balango adequado entre a demanda ¢ o suprimento de
energia. Quando a glicdlise anaerdbica ¢ incializada, a acidose intracelular €
rapidamente refletida no espectro de RMN por um deslocamento € aumento do sinal
do fosforo inorganico (Pi). A informagio contida em um espectro de *'P de musculo
humano ¢ sem duvida muito rica, e através da RMN esta reacdo de transigdo do
repouso para o exercicio pode ser bem documentada.

Diferentes protocolos tém sido desenvolvidos para o estudo da bioenergética
por RMN do *P em humanos. Estes protocolos sdo escolhidos levando em
considerag¢fo o tipo de musculo e a intensidade do exercicio incluindo a estabilidade

da condicao de estado estacionario e fadiga.

I1.6.Medida do pH intracelular através de RMN in vivo do’'P

A medida do pH intracelular através da RMN do *'P (MOON R.B;
RICHARDS J.H.,1973), tem a vantagem de ser ndo invasiva, além de poder ser
realizada continuamente. Esta medida fornece uma importante contribuigdo para a
compreensdo do metabolismo in vivo. O pH de muitos tecidos e orgdos sdo
excelentes guias do estado metabolico, isto € porque o declinio do pH reflete-se na
produgdo de acido latico que so € acumulado sob de condig¢des isquémicas (auséncia
de oxigenacdo) ou de stress.

Com a alteracdo do pH intracelular, ocorre uma considerdvel modificacdo nos
deslocamentos quimicos, apresentados pelos diferentes metabolitos fosforados.
Entretanto. a linha espectral mais afetada pela altera¢@o do pH ¢ aquela associada ao
fosforo inorganico (Pi). Outras linhas espectrais do *'P também podem ser utilizadas
para a avaliagdo do pH intracelular. Porém as altera¢des do deslocamento quimico
apresentada por estas linhas sdo muito pequenas, principalmente para a PCr. Por essa
razdo ela ¢ utilizada como referéncia para a avaliagio do deslocamento quimico do
Pi.

O fosforo inorganico existe principalmente como HPO; e H,PO;em torno

do pH neutro. Quando ndo existem trocas quimicas essas duas espécies deveriam
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aparecer em duas ressonancias separadas uma da outra de 2.4 ppm. Em solugdo,
entretanto as duas espécies trocam uma com a outra muito rapidamente, e o resultado
observado consiste em uma simples freqiiéncia de ressonancia, a qual é determinada
pela quantidade relativa das duas espécies. A freqiiéncia do sinal medido como
funcdo do pH produz um tipo usual de curva de pH (Figura I1.2). Portanto ¢ possivel
determinar o deslocamento quimico da ressondncia do fosforo inorganico in vivo e

consequentemente determinar o pH atraves da curva de comparagao.
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Figura I1.2.Variagdo do deslocamento quimico do fésforo
inorganico relativamente a PCr e ao (PDM) difosfato de
metileno. A solugdo contém 10mM de Pie 10 mM de PCre
foi ajustada em varias forgas idnicas (GARLICK P.B.:
RADDA G.K.; SEELEY P.J., 1979.)

A ligagdo do Pi com macromoléculas, com ions metdlicos, ou a mudanca de
temperatura afetam este deslocamento quimico. No entanto, ha uma consideravel
quantidade de evidéncias experimentais confirmando que a RMN do *'P ¢ uma
técnica aceitdvel de medigdo do pH intracelular. Varios experimentos mais
especificos foram realizados para a verificagdo do método, como por exemplo a
comparagio da medida do pH através da utilizagdo de microeletrodos NUCCITELLI

R.etal, 1981). A curva de calibrago utilizada para o calculo do pH ¢:
1 = 675+ log Z=327) (25)
=675+ —
P %% (569-0) |

onde o € o deslocamento quimico em partes por milhdo entre o sinal do Pi e PCr. e

um erro estimado de 0.1 unidades de pH (GADIAN et al.. 1979).
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I1.7.Exemplos de Estudos Realizados Através da Espectroscopia do *'P

Como exemplo da aplicagdo da espectroscopia in vivo no estudo da fisiologia
humana e da sua patologia, ilustra-se na Figura I1.3, espectros de *'P, obtidos com
uma bobina de superficie num brago de um paciente saudéavel (a), e de um paciente
com sindrome de McArdle (b), ao longo de alguns ciclos de exercicio muscular
isquémico. No primeiro caso nota-se um decréscimo na concentragdo de PCr, um
aumento de Pi e uma diminui¢io no pH. No segundo caso, as caracteristicas
espectrais sdo semelhantes, mas ndo se observa a diminui¢do de pH esperada. Neste
caso, ndo se acumula acido lactico apds o exercicio muscular, € isto ocorre devido a

auséncia de atividade da fosforilase do glicogénio.

(20 min later
6.44

6.44 (€)5-6min
6.43

(d)3-4min
6.88 (¢)1,5-2,5min
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(d)3-4min
Y (c)1.5-2.5min

(b)0-Imin
7.09 (B)
43 | (a)rest

Figura I1.3. Espectro de *'P do antebrago em exercicio
isquémico de um paciente saudavel (A) e sofrendo
sindrome de McArdle (B) (ROSS et al., 1981).
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A Figura I1.4 ilustra o resultado de um experimento destinado a localizar o
figado de um rato anestesiado (GORDON R.E. et al, 1980). Para avaliar a
seletividade do método, procurou-se neste experimento obter espectro similar ao
obtido de um figado perfundido (e). Inicialmente foi utilizada uma bobina que
produzia um campo de RF homogéneo em torno da regido do figado. Desta forma,
acabava-se excitando outras regides, indesejaveis (de musculo, diafragma, etc.),
devido ao processo ndo seletivo empregado na excitagdo dos nucleos atdmicos (a). Ja
com a utilizagfio de bobinas de superficie, onde o campo de RF apresenta uma grande
variagdo em funcdo da distancia axial, a seletividade desejada foi parcialmente

obtidas (b), (c) e (d) tornando o resultado mais proximo do esperado (e).

(b)

(d)

(e)

1 i 4

10 0 30 20 opm

Figura IL.4. Espectro de *'P do figado de um rato intacto.
a)Normal (1.2,3 ATP; 4-PCr: 5-Pi; 6-AMP; IMP) b)-d):
espectros com localizagdo espacial - Onde observa-se a
diminuig¢do do sinal de PCr, que em a) nfo provinha, na sua
maior parte do figado (GORDON R.E. et al., 1980)
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A seguir sera ilustrado um exemplo da aplicagdo da espectroscopia seletiva
ISIS (ORDIDGE R.J, 1986). A Figura IL.5, ilustra espectros de proton: em (A)
refere-se ao espectro de proton sem utilizagio de técnicas seletivas, em (B)
utilizando-se ISIS com a sele¢do do musculo soleus e em (C) utilizando-se ISIS com
a selecdo da tibia. Neste exemplo podemos perceber as diferengas entre estes os
espectros dos diferentes tecidos, e portanto a importancia das técnicas seletivas para a

analise bioquimica de certas regides especificas.
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Figura ILS. Imagem de uma fatia da secdo transversal de uma perna
entre o joelho e o pé, (A) espectro de proton em 80 MHz, (B) espectro
do musculo soleus, selecionado por ISIS e (C ) espectro da tibia,
também selecionada por ISIS. Observam-se as linhas da agua (1I),dos
acidos graxos (-HC=CH-) (I), (-CH,-),(1I), e (-CH,-) (IV).
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Capitulo 111

Materiais e Métodos

I11.1.Espectrometro de Ressondncia Magnética Nuclear

Os principais componentes do espectrdometro de RMN utilizado, estdo ilustrados

no diagrama de blocos a seguir:

Sonda
de

O
O magneto

OXFORD

O @D
O

Figura.lll.1. Diagrama de blocos do Espectrometro de Alta
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(Tecmag) fase

Resolugdo

de sinal
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A geragdo de pulsos de RF, com ajuste de durac@o. fase e amplitude, fica a cargo

dos 2 transmissores que s@o controlados pelo gerador de eventos. Uma vez produzidos

os pulsos de RF em baixo nivel, eles sdo intensificados por amplificadores de alta

poténcia e encaminhados a sonda.



Materiais e Métodos

Apos a excitagdo do sistema de spin, o sinal de RMN ¢ pré-amplificado e levado
ao receptor, o qual fornece ao digitalizador o sinal com suas componentes em fase e
quadratura. Estes sinais digitalizados e adequadamente promediados pelo averager sdo
enviados ao computador para seu processamento. O gerador de eventos estabelece toda a
temporizagdo do experimento e é programado pelo computador, o qual gerencia todo o
espectrOmetro via interfaces seriais.

O campo magnético externo ¢ produzido por um magneto supercondutor de 2T
da Oxford Instruments. Com esse campo, a freqiiéncias de ressonincia do lH, fica em
torno de 85 MHz, enquanto que as freqiiéncia do nucleo de *'P, por exemplo, fica por
volta de 34 MHz. Esse magneto possui uma estabilidade de 0,1 ppm/hora e uma
homogeneidade de campo de 25 ppm numa esfera de 20mm de didmetro. A
homogeneidade do campo ¢ garantida através de 7 bobinas de shimming supercondutoras

e 15 bobinas a temperatura ambiente.

II1.2. Sondas de RMN

Com visto no capitulo I, para excitarmos os ntcleos atdmicos de uma amostra é
necessario aplicarmos um campo de RF, perpendicular a sua orientagdo de equilibrio.
Para isso aplicamos uma corrente alternada de freqiiéncia igual a freqiiéncia de Larmor.
Esta corrente deve percorrer a bobina gerando um campo de RF de intensidade
suficientemente grande de modo que consiga retirar a magnetiza¢do de sua posi¢do de
equilibrio. Normalmente, a poténcia necessaria ¢ de algumas dezenas de Watts, o que
torna as condigdes de casamento de impedéancias muito importantes, pois uma elevada
onda estaciondria pode causar danos aos equipamentos. Assim, a sonda deve apresentar
uma impedancia de 50Q, para que a poténcia ndo seja refletida. A bobina de detec¢io de
sinal ¢ a mesma de excitagdo. Quanto mais alto ¢ o valor do campo de RF (B;). mais
sensivel serd a bobina para detectar as variagdes de fluxo magnético, gerado pelos
momentos magnéticos nucleares (Principio da Reciprocidade). O circuito de RF esta

ilustrado na Figura II1.2.
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RN

Figura II1.2. Sonda simples, circuito basico de RF

Os capacitores Cs e Cp sdo responsaveis, respectivamente, pelo ajuste da
impedancia e pela sintonia do circuito. Conhecendo-se a indutincia (L), o fator de
qualidade (Q) da bobina, a impedancia de entrada (Ry) que devera ser obtida e a

freqiiéncia do circuito (©), a qual deve ser igual & freqiiéncia de ressonancia dos nucleos,

podemos determinar os valores das capacitancias a serem utilizadas pelas seguintes

expressoes:
!
C =[(QwL~R,)R,0*]" (26)
R,wc, — 1
! QR()a) C\L

Os valores de Q e L sfo determinados experimentalmente via um medidor de

fator de qualidade e w ¢ dado pela equagio de Larmor (o = yB,).

O circuito de sintonia é importante, pois é o intermediario entre o detector é o
primeiro estagio de amplificagio do sinal. Portanto deve ser projetado tal que minimize
as perdas de sinal e também igualar a impedéncia do circuito com a impedancia 6tima
para a entrada do pré amplificador (50Q).

Outros tipos de circuitos de sintonia s3o os balangeados. Um circuito balanceado
indutivo, Figura II.3, possui a vantagem do acoplamento indutivo sempre poder alterar-
se em fungdo de uma eventual modificagdo na distribuigdo das capacitincias parasitas,
por exemplo, em amostras assimétricas (VIDOTO E.L.G., 1995). Portanto, sofre um
menor desvio na freqiiéncia de operagdo, sendo assim menos sensivel a mudancas. além

disto as perdas por condutividade sdo menores.
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Figura II1.3. Circuito balanceado indutivo.

II1.2.1.Susceptibidade Magnética da Amostra

Observou-se também que ocorrem efeitos de susceptibilidade magnética devido a
propria assimetria do animal em relagdo ao campo magnético. Através de alguns testes,
verificou-se que a susceptibilidade magnética é minimizada quando a simetria do corpo €
respeitada. A contribui¢do para o “desvio” do deslocamento quimico (o) resulta das
circula¢Ges eletronicas induzidas pelo campo aplicado nas moléculas distantes. Estas
circulagdes sdo responsaveis pela susceptibilidade magnética macroscopica da amostra.
Estas correntes criam um campo magnético secundario na posi¢do do nucleo em estudo,
cuja intensidade € proporcional a susceptibilidade de volume ¥, da amostra. ¢, depende
também da forma desta, sendo nula para uma amostra esférica, e 2ny,/3 para uma
amostra cilindrica transversal ao campo aplicado (GIL V.M.S.; GERALDES C.F.G.C.,
1987).

Quando os deslocamentos quimicos sdo determinados em relagdo a uma
referéncia interna, isto ¢, adicionada a propria amostra, o efeito o, pode ser ignorado
uma vez que todos os nucleos de uma mesma amostra sio igualmente afetados. No caso

de uma referéncia externa isto ndo ocorre ¢ a diferenca entre estes deslocamentos é:

2
é; - (O-“ _O-)']O% = 5/ —E”(ZR '“Z).IO_(' (28)

onde: d7¢ o deslocamento quimico da referéncia interna e g € o deslocamento quimico
da referéncia externa. Desta forma, o método escolhido para estabelecer uma referéncia
para as medidas dos deslocamentos quimicos do 3 lP, ¢é utilizando uma das linhas com
posigdo mais estavel do proprio espectro adquirido, a linha da PCr, que por convengio

foi escolhida como zero ppm. Além disso, o efeito da susceptibilidade magnética ¢
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minimizado pela utilizagdo do processo de homogeneizagio do campo magnético através

das bobinas de shimming.

I11.3.Adaptacées do Espectrometro para as medidas de RMN in vivo

A primeira alteragdo no espectrometro foi o revestimento interno com uma
blindagem de cobre, com a intensdo de eliminar os ruidos captados pela sonda.

A principal dificuldade foi em homogeneizar do campo magnético. Para tal, as
sondas foram montadas com o minimo de metal (cobre e aluminio), sendo substituidos
por acrilico. Para o procedimento de homogeneizagdo manual do campo magnético
(shimming), utilizou-se o sinal do préton devido a sua vasta quantidade in vivo e
pequeno deslocamento quimico, praticamente o sinal observado € o da 4gua.

A idéia inicial foi de utilizar uma sonda de dupla ressonéncia para realizar o
procedimento de shimming. Neste procedimento ha uma queda na qualidade da sonda
em relagdo a sonda simples. Uma segunda tentativa foi a utilizacio de um circuito com
capacitores (série e paralelo), adicionados na entrada da sonda, para a realizagio da
sintonia do 'H, na propria sonda para o 'P. No entanto estas duas idéias foram
abandonadas quando notou-se que ndo havia necessidade da sintonia em 'H para a
realizagdo do procedimento de shimming, devido a grande intensidade do sinal. Também
verificou-se a existéncia de prote¢do suficiente contra o poténcia refletida, para a
realizagfo deste experimento no sistema utilizado.

Para o sistema de estimulagdo, ao invés de fio comuns. utilizou-se cabos
coaxiais protegidos por um filtro de RF, novamente evitando a captacio de ruidos
indesejaveis durante o processo de medida.

Para as medidas em camundongos utilizou-se uma bobina solenoidal cénica. com
1,0cm de didmetro superior e 9 voltas, em um circuito convencional. Para as medidas em
ratos utilizou-se uma bobina solenoidal conica, de 2.5cm de didmetro superior e 5
voltas, em um circuito balanceando. O ajuste da bobina solenoidal cénica a perna do
animal, Figura 1I1.4, aumenta a sensibilidade da mesma. ocasionando uma melhora

significativa na relacfo sinal/ruido.
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A sintonia do 'H e *'P foram realizadas em 85 MHz ¢ 34 MHz, respectivamente.
Utilizamos um tempo de repetigdo de 3 segundos e banda espectral de 4 KHz. A duracéo
do pulso de radio freqiiéncia utilizado foi de 15 ps para o circuito balanceado e 4 ps
para o circuito convencional, correspondendo a um pulso de 90°. Para as medidas
realizadas com os camundongos foram colecionados 1000 FIDs. Para as medidas com os
ratos estimulados, os espectros foram adquiridos com 20 FIDs, correspondendo a 1 min
de medida.

Os espectros foram processados, fazendo-se primeiramente a correcio da linha de
base, e posteriormente multiplicagdo exponencial de 5Hz cuja expresséo é dada a seguir:

f(1) = exp=[r=(1b)] (29)
onde /b ¢ largura de linha em Hz. Esta multiplicagéo foi seguida por uma corregéo de

fase.

I11.4.Metodologia na preparacdo dos animais antes e durante as medidas por
RMN

A lesdo foi induzida pelo intenso exercicio de esteira. Os animais correram
durante seis horas em uma esteira rolante com um intervalo de descanso de meia hora
apos as trés primeiras horas de exercicio. Os animais foram analisados em RMN nos 12,
3%, 5% 8% e 15% dias apds a lesdo, ou exercicio intenso. Foram utilizados
aproximadamente 50 animais, para cada sub grupo foram analisados de 5 a 8 animais.

No grupo estimulado foram utilizados 14 ratos fémeas. da espécie wistar, com
peso corporal de 300gr em média. Os animais foram obtidos no biotério central da
UFSCar e mantidos no biotério do laboratério de neurociéncias com ciclo claro-escuro
10-14h, ragdo e agua “ad libitum”. Os animais foram divididos aleatoriamente em 07
grupos contendo dois animais por grupo. Os grupos estudados foram: Grupo
Hipotiredideo Castrado, Grupo Hipotiredideo, Grupo Hipertiredideo Castrado, Grupo
Hipertiredideo. Grupo Castrado, Grupo ACL e Grupo Controle. O hipotiroidismo foi
induzido através de tireoidectomia total e os animais permaneceram 06 semanas em

repouso, previamente a realiza¢do do experimento. O hipertireoidismo foi induzido por
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inje¢oes de T4 (horménio da tiredide), por via sub-cutinea a dose de 25 pg/kg. As
aplicacdes foram realizadas 6 vezes por semana durante 4 semanas. A castragio foi
obtida através da ovariectomia bilateral dos animais. A ACL foi injetada por via
subcutdnea na regido lateral do tenddo de Achilles. A dosagem utilizada foi de Smg/kg
com uma concentragio de 15 mg/ml realizadas 3 dias apos a inje¢do. A miotoxina ACL
¢ uma proteina do tipo PLA; que corresponde a um fragmento do veneno total da cobra
(Agkistrodon contortrix laticinctus). Esta miotoxina vem sendo utilizada como um
modelo de lesdo muito eficiente tendo em vista que estudos mostraram o efeito
miotéxico da ACL 5 minutos apds a injegdo, (JOHNSON E.K.; OWNBY C.L., 1993)
efeito este caracterizado por necrose muscular.

Os animais foram anestesiados com administragdo intraperitonial de
“Thiophental” a dose de 5Smg/kg permanecendo anestesiados por aproximadamente 01
hora. E entdo, a pata traseira (direita) do animal era tricotomizada permitindo a fixagfo
dos eletrodos. Estes eletrodos eram auto adesivos, de cobre, e foram posicionados
proximal e distalmente a regido posterior da perna do animal promovendo a estimulagio
da musculatura extensora do tornozelo. Para auxiliar na fixa¢do dos eletrodos durante a
contragdo foi utilizado um enfaixamento da regifio com fita teflon. Posteriormente a
perna foi posicionada no interior da bobina e realizou-se uma estimulagio prévia, com
intensidade crescente para a determinagdo do valor ideal para a estimulagio. A
intensidade de estimulagZo utilizada no experimento foi determinada como sendo o valor
suficiente para o aparecimento dos abalos musculares. O animal foi posicionado na
sonda de modo que a pata traseira encaixava-se dentro de uma bobina solenoidal cénica.

As medidas de RMN in vivo foram realizadas utilizando uma sonda convencional
¢ outra balanceada. Entretanto in vivo ¢ mais interessante trabalhar com um circuito
balanceado, pois ao se trabalhar com animais anestesiados. muitas vezes as doses de
anestésico aplicada ndo sdo suficientes para manter o animal em absoluto repouso
durante todo o tempo de experimento. E a utilizagdo deste tipo de circuito garante um

bom resultado. mesmo existindo alguma movimentagio da perna do animal na bobina.
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O protocolo de estimulagdo utilizado no presente trabalho apresentam um
periodo inicial de repouso com duragdo de 01 minuto, duas séries constituidas por 03
minutos de contragdo seguidas por 05 minutos de repouso. As medidas foram realizadas
a cada minuto, totalizando 17 espectros para cada animal analisado. No processo de
estimulagdo foi utilizado um aparelho “Kinesis” que gerava uma corrente elétrica
bifasica assimétrica balanceada (Figura II.4). Foi utilizado um padrio de estimulagdo
com trens de pulsos onde o tempo de passagem da corrente era de 9 segundos
intervalado por 01 segundo de repouso. O tempo de subida do pulso foi de 0.1 segundo e
a freqli€ncia utilizada foi de 13 Hz e aproximadamente 30V. Tais parametros de

contragdo promoviam abalos musculares.

Estimulador

Figura I11.4. llustragdo da perna do animal posicionada
em uma bobina solenoidal conica com a colocagio dos
eletrodos e representagio esquemdtica da corrente
bifasica.
Foram realizadas andlise histologicas em alguns animais. com a contagem das

células lesadas apos o sacrificio do animal.
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Capitulo IV

Resultados e Discussoes

Neste capitulo serdo apresentados os resultados, divididos em dois grupos. O
primeiro grupo, refere-se as medidas realizadas em musculos de camundongos
lesados através de exercicio intenso. Testes preliminares realizados no laboratdrio
indicavam significativas alteragdes nos espectros de 3'P nestes musculos. O segundo
grupo refere-se as medidas realizadas em musculos de ratos estimulados
eletricamente. E de grande importéncia ressaltar que, inicialmente, as medidas em
musculos de camundongos necessitavam de uma promediagdo de 1000 aquisig¢des,
afim de obter uma razoavel relagdo sinal/ruido. No entanto, a partir do
aprimoramento na técnica, estas medidas foram realizadas com a promediagdo de

apenas 20 aquisigdes.

Entretanto, anteriormente aos resultados serdo apresentadas algumas medidas

basicas iniciais.

1V.1.Medidas Bdsicas

A Figura IV.1 apresenta espectros tipicos de 'H e de *'P obtidos em grande

parte do musculo soleus de um camundongo, apds um processo de promedia¢do com

1000 aquisigdes.
H,0 PCr
T-ATP o ATP
pi B-ATP
‘ Triglicerideos M
2|n IIS ll() L 10 l -1I0 -:sppm] T T I VR T

(a) (b)

Figura IV.1. Espectros de misculo de camundongo em
repouso, (a) de 'H, ilustrando as linhas da H,O e
triglicerideos, e (b) de 3Ip, jlustrando as linhas do Pi, da
PCr, e as trés linhas do ATP.
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1V.1.1. Medidas de T, e Fator de Saturagio

As medidas de T, foram realizadas para os diferentes metabolitos fosforados.
E importante ressaltar que existem varios trabalhos destinados a determinagfo destes
valores de T na literatura, vide Apéndice A. No entanto, os valores encontrados sio
muito discrepantes, o que justifica a necessidade de realiza-la novamente. Nestas
medidas utilizou-se o método de inversdo-recuperagdo. Devido ao limitado tempo
para se fazer a medida, durante o qual o animal permanece sob o efeito do anestésico,
otimizou-se o tempo de medida para fazer 40 médias, com o seguintes valores de
tempos de espera (t): 0.3s, 0.5s, s, 2s, 4s, 6s, 10s e 15s. Para esses valores ndo foi
possivel a recuperagdo total da magnetizagdo z. Por exemplo, para a fosfocreatina,
com Ty=5s, € necessario escolher um tempo de espera de no minimo 25 segundos,
para o retorno total de M,. Foram realizadas 3 medidas de T, as quais apresentavam
valores bastante similares. A Figura IV.2 ilustra um dos conjuntos de espectros

adquiridos para a medida de T}, para os diferentes metabolitos fosforados.

Bvolugdo dos Metab dhitos
Fosforadas em
Jungdo do
Tempos de Espera

WWSL AN W 2 P

\-g.:}q\iw/\k e 105
w\wvwmﬂww-‘»és

Figura 1V.2. Espectros obtidos para diferentes tempos de
espera, T, durante o processo de medida de T, utilizando-se
o método de inversdo-recuperagao.
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A partir dos dados da Figura IV.2, obtém-se a evolugcdo temporal da

magnetiza¢@o z para os diferente metabolitos fosforados, Figura I'V.3.

I i I I 1 I 1
;- 150
204
i irerenenn 9 R R oo
B S .- 100
3 e
S 10- : e " Js0
e o.. g
- L
5 : |8
& = PCr do &
< o Pi =
by s YATP
< o o-ATP - -50
. s BATP
10 5 1 -100
- T T T T T T T N T T T — -150
0 2 4 6 8 10 12 14
T(s)
Figura IV.3. Evolugdo da magnetizagdo longitudinal em

funcao de 1.

A partir destes graficos obtéve-se os valores de Ty para cada uma das linhas
espectrais. Conhecidos os valores de T, para cada metabolito fosforado, definiu-se
tempo de repetigdo Tr do experimento, sendo possivel realizar um niimero maior de

médias sem introduzir um fator de satura¢do muito grande.

O tempo de repetigfo utilizado em todos os nossos experimentos foi Tr=3s.
Os fatores de corre¢do para estes metabodlitos fosforados foram calculados & partir

dos valores de T,, obtidos experimentalmente, e pela expressdo (19), levando em

conta que 6 = n/2:

M
FS=M—0=1—exp(—TR/T,)

Na tabela IV.I estdo apresentados os valores de T, medidos
experimentalmente, bem como o valor médio de T, (T, ). provenientes da literatura

(vide Apéndice A), o Fator de Saturagdo (FS), e deslocamento quimico para cada um

dos metabolitos fosforados.
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Tabela IV.1. Valor de T,, determinado experimentaimente; médio obtido da literatura, T, ; Fator de
Saturagdo (FS) e deslocamento quimico dos principais metabélitos fosforados observaveis in vivo.

PCr Pi ATP-a | ATP-B | ATP-y
T, ) 49+13 | 404040005 | 34+06 | 29+13 | 3,1+1,5
Ti® 53£02 | 32+04 | 3,0£02 | 29402 | 33402
Fator de Saturacio 0,43 0,61 0,63 0,64 0,6
Deslocamtonto Quimico 1 g 4,83 7,62 (163 | 257

1V.1.2.Determinac¢do do pH Intracelular

Como descrito no Capitulo II, o pH intracelular pode ser determinado a partir
da diferenca dos deslocamentos quimicos entre o PCr e o Pi (GADIAN D. et al,,
1979; HOULT D.I et al., 1974). A Figura IV .4 ilustra a regido de uma seqiiéncia de
espectros, evidenciando as linhas da fosfocreatina (PCr) e do fésforo inorganico (Pi).
Nesta figura pode-se observar os desvios do deslocamento quimico entre o Pi e a
PCr. A partir deste desvio, e pela expresséo (25), foram calculados os valores de pH,

0s quais estdo mostrados na Figura [V 4.

PCr

Figura I'V.4. Seqiiéncia de espectros evidenciando o desvio
do deslocamento quimico entre a PCr e o Pi, e valores de
pH.
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1V.2. Estudo de misculos esqueléticos de camundongos com lesdo
muscular provocada por exercicio fisico intenso

Lesdes agudas ocorrem em musculos esqueléticos de camundongos apos
intenso exercicio fisico. Estas lesGes sdo comumente avaliadas em fun¢do do estudo
histologico do niimero de fibras lesadas, Figura I'V.5. Para acompanhar a recuperagéo
do musculo ap6s a indugéo da lesfo, a contagem de fibras lesadas é feita ao longo do
tempo, Tabela IV.II, onde pode-se observar que existe uma maior incidéncia de
fibras lesadas em torno do 32 e 52 dias apds o exercicio intenso. Conjuntamente,
foram realizadas medidas de RMN para avaliar a evolugdo os metabolitos fosforados
nestes dias. A andlise histologica foi realizada imediatamente apds a obtengdo dos

espectros de RMN in vivo.

Tabela IV.II: Contagem de fibras lesadas no musculo soleus de
camundongos controle e de camundongos exercitados apos 0,5, 32, 52, 82 e 152 dias

Namero total % de fibras
Animais Grupos Numero total de fibras lesadas % t desvio
de fibras lesadas padrdo
l 600 0 0.0
2 controle 646 2 0.3 0,2+0.2
3 643 2 0.3
4 634 34 5.3
5 0.5 dia 589 53 89 62
6 575 27 4.6
7 652 125 19.1
8 32 gia 534 106 19.8 1941
9 738 137 18.5
10 676 43 6.3
11 52 dia 564 64 113 1043
12 642 77 11.9
13 710 38 5.3
14 8¢ dia 778 29 3.7 4x]
15 803 24 2.9
16 636 15 23
17 152 dia 562 23 4,0 3+l
18 640 14 2.1

A motivagdo deste trabalho surgiu apos um estudo prévio [SALVINI T.F., et

al., 1996] que indicava a existéncia de uma substancial alteragio nos espectros de *'P
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By o e

Figura 1V.5. llustragio de uma sec¢do transversal do
musculo soleus de um camundongo (A) Coloracdo azul de
toluidina e (B) Reacio fosfatase acida. % fibra normal.

Ybasofilia difusa. em processo de regeneracdo * infiltragao
celular,
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in vivo, Figura IV.6(a), principalmente nas linhas referentes a fosfocreatina e ao
fosforo inorgdnico, as quais apresentavam grande correlagdo com estudos

histolégicos, ou contagem de fibras lesadas, Figura IV.7.

No entanto, este trabalho nfo apresentava um contetdo estatistico satisfatorio,
visto que foram medidos apenas um camundongo por grupo. Para confirmar estes
resultados, iniciou-se uma segunda série de medidas, contendo em torno de 5 a 8
animais por grupo e, além disso, efetuou-se uma melhora sensivel na qualidade e
reprodutibilidade das medidas por RMN. Os resultados obtidos nesta nova etapa de
medidas estdo apresentados na Figura IV.6(b). Os novos resultados indicaram que
ndo existem alteragdes nas concentragdes dos metabolitos fosforados em fun¢do do

numero de dias apds a realizagdo do exercicio intenso, Figura IV.7.

(a) (b)

Figura IV.6. (a) Medidas anteriores (SALVINI T.S,, et al,
1996) e (b) novas medidas de musculo de camundongos,
lesados através de exercicio intenso.
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Figura IV.7. Pi /y-ATP e PC/y-ATP, medidas novas e
antigas em unidades relativas e histologia, porcentagem de
fibras lesadas em relagdo a contagem total.

Como pode-se observar na Figura I'V.7, a correlagdo das medidas anteriores
com a histologia, ndo passou de uma coincidéncia. Ja que as novas medidas, com um
conteudo estatistico satisfatorio, 5 a 8 animais por grupo, confirmaram a nfo
existéncia desta correlagio.

Além da lesdo por exercicio intenso, foi analisado por RMN uma lesdo
causada pela aplicagdo da miotoxina ACL. A Figura IV.8(a) ilustra um espectro do

musculo lesado (pela miotoxina), que apresenta um padrdo de lesdo similar ao da

PCr
PCr

Pi

PME y-ATP a-ATP
. v-ATP _ATp B-ATP
PME PIPDE B-ATP

ppml

T oo &b
(c) (d)

Figura IV.8. Espectros de camundongo, (a) musculo
lesado induzido por veneno de cobra (ACL) (b) musculo
de um animal imediatamente apos a morte.
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Figura IV.5. Pode-se observar, além das linhas normais, o aparecimento das linhas
relativas aos metabolitos: fosfomonoester (PME) e fosfodiester (PDE), associados
com o estado de necrose, de varias fibras deste musculo. A Figura IV.8(b) ilustra o
espectro de *'P, de um animal morto, onde o estigio de morte é evidenciado pelo
aumento do Pi, aparecimento do PME, e diminui¢#o das linha do ATP e PCr, durante

o processo de promediagéo.

II1.3.Estudo de musculos de ratos estimulados eletricamente
II1.3.1.Introducdo

Neste experimento utilizou-se o procedimento de estimulagio elétrica
conforme descrito no capitulo III.

A Figura IV.9 ilustra uma seqiiéncia de espectros, obtidos com 20 médias e
Ti=3 segundos, portanto em um intervalo de aquisi¢do de 1 minuto. O primeiro
espectro refere-se a medida no repouso e os trés seguintes sdo medidas durante a
estimulacdo, onde podemos observar um aumento da intensidade da linha referente
ao Pi. Nos 5 minutos seguintes, na auséncia de estimulo elétrico, observamos a
recuperacdo da intensidade da linha da PCr e uma diminui¢do da intensidade da linha
Pi. Na segunda etapa de estimulagdo elétrica observou-se novamente um aumento da
intensidade do Pi, porém, com uma varia¢do de menor magnitude. Durante a segunda
recuperagdo, a intensidade do Pi volta a diminuir ¢ a da PCr é novamente
ressintetizada. Este padrdo observado, foi semelhante para quase todos os animais
analisados.

Ainda na Figura IV.9, observa-se que, durante o primeiro minuto de estimulo.
ocorre uma variacdo relativa entre os deslocamentos quimico do Pi e da PCr, com
uma leve separa¢@o entre dois picos. A Figura IV.4 (pagina 48), ilustra a mesma
seqiiéncia de espectros, porém ampliada na regidio de interesse, onde pode-se
observar uma diminuigéo no valor do pH logo nos minutos iniciais de estimulagdo.

seguido de uma rapida recuperagdo, mantendo-se praticamente constante durante a

segunda estimulacdo.
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PCr

ATP
.w' Segunda
“‘"\/J\ﬂ/‘/\/\/ Recuperagdo
(13-17 min)
Segunda

Estimulagdo
(10-12 min)

‘ ] M Pringira
/\f\// y Recuperagdo

(5-9mm)
5 ] \.*. : f
Pringira
J\//J'J . /Es!:‘muiag:é‘o
/Mr// d -4 min)
Repouso (1 min)

Figura IV.9. Seqiiéncia de espectros, onde podemos
observar a cinética dos metabolitos fosforados Pi ¢ PCr
durante o repouso, estimulagdo e recuperagio.

A seguir serdo ilustrados algumas seqiiéncias tipicas de espectros, para os
diferentes grupos analisados, utilizando-se 0 mesmo padrio de estimulacio discutido
anteriormente. As Figuras IV.10 (a) e (b), ilustram seqiiéncias de espectros de dois
animais do Grupo Controle, nas quais observam-se diferentes respostas de
estimulagdo entre estes animais. Na Figura IV.10(b) observa-se uma maior
intensidade do Pi, do que em IV.10(a). Esta mesma figura ilustra seqiiéncias de
espectros de um animal do Grupo (¢) ACL e (d) Castrado. Na Figura IV.11 estdo
mostradas as seqiiéncias de espectros dos grupos: (a) Hipertiredideo Castrado, (b)

Hipertiredideo, (c) Hipotireéideo Castrado e (d) Hipotiredideo.
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PCr

(c) (d)

Figura IV.10. Seqiiéncia de espectros, onde pode-se
observar a cinética dos metabdlitos fosforados Pi e PCr
durante estimulagdo e recuperacdo (a) e (b) sdo animais
controles, (c) animal com lesdo muscular (ACL) e (d)
castrado.
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PCr

+ATP a-ATP B-ATP

Figura IV.11. Sequéncia de espectros, onde pode-se
observar a cinética dos metabolitos fosforados Pi e PCr
durante repouso (*), estimulagdo e recuperagdo (a) animal
hipertiredideo castrado (b) hipertiredideo (¢) hipotiredideo
castrado e (d) hipotiredideo.
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Para uma melhor visualizagdo dos resultados, da cinética do Pi e da PCr,
optou-se por representar as intensidades das linhas em forma de graficos de barras.
Estas intensidades foram obtidas através do calculo da area de cada espectro das
sequéncias medidas, ajustando-se curvas lorentzianas. Estas areas foram corrigidas
com o fator de saturagdo, e estdo representadas em unidades arbitrarias (u.a). Devido
as dificuldades experimentais, associados com a baixa rela¢fio sinal/ruido dos
espectros, estima-se um erro de aproximadamente 15 % para estas medidas, sendo
menor nos periodos de estimulagdo quando a linha do Pi é bastante evidenciada. Na
Figura IV.12 ilustra-se as intensidade relativa do Pi e da PCr na musculatura do
animal no repouso (1), durante os dois periodos de estimulago (2-4 € 10-12 minutos)

e recuperacdo (5-9 e 13-17 minutos).
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~ ' 3 pH
o 75
3300 .
g 70
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2
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.EIOO . H
[ 6’0 i 1 1
2 4 6 8 10, 12 14 16 2 4 6 8 I0.12 14 16
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400 8,0
f;’_\ 1 ] (3 pH
3300 - 754
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é 100 4 “ 6.5 I—I
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Figura IV.12. Gréficos de intensidade de Pi e PCr e pH de
dois animais do Grupo Controle, durante o repouso (1 min)
estimulacio (2-4 €10-12 min.) e recuperagio (5-9 e 13-17
min.). Acima Controle I e abaixo Controle 2
Estes graficos, Figura IV.12, apresentam diferengas de intensidades, mas

mantém o mesmo padrdo (aumento e diminui¢io dos metabélitos Pi e PCr). Este

padrdo observado. tem uma boa correlagio com o comportamento a fisiologia

muscular.
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Os graficos a direita referem-se ao calculo do pH, outra variavel importante
para a analise fisiologica muscular. Observa-se um padrdo caracteristico para o pH
em todos os grupo analisados, apresentando uma queda brusca do valor do pH
durante a primeira estimulagfo, seguindo de uma recuperagdo parcial € em geral nio

alterando-se durante a segunda estimulagio.

1V.3.2.Andlise dos Grupos Experimentais

Para os diferentes grupos de animais analisados, os resultados estfio ilustrados
na forma de gréficos de barras, da intensidade (Pi e PCr) e pH, nas figuras que se
seguem. A Figura IV.13 refere-se as sequéncias de espectros medidos do Grupo
ACL, a Figura IV.14 ao Grupo Castrado, a Figura IV.15 ao Grupo Hipotiredideo, a
Figura 1V.16 ao Grupo Hipotiredideo Castrado, a Figura IV.17 ao Grupo
Hipertiredideo Castrado e a Figura V.18 refere-se ao Grupo Hipertiredideo.

Os padrdes observados nas medidas referentes ao Grupo ACL, Figura IV.13,
sdo bastante semelhantes entre si e em relagdo ao Grupo Controle, porém com menor
variagdo dos niveis de PCr e Pi. Isto ocorre, provavelmente, porque para um musculo

lesado, menos fibras contraem-se durante a estimulagéo.
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Figura 1V.13. Graficos de intensidade e pH de dois animais do Grupo ACL.
Acima ACL ] e abaixo ACL 2
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Figura IV.14. Graficos de intensidade e pH de dois animais do Grupo Castrado.
Acima Castrado 1 e abaixo Castrado 2
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Figura IV.16. Gréficos de intensidade e pH de dois animais do Grupo Hipotiredideo Castrado.
Acima Hipo Castrado 1 e abaixo Hipo Castrado 2
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3250 [ PCr

4 6 8 10 12 14 1o
tempo (min)
Figura IV.18. Grafico de intensidade relativa de PCr,
durante a estimulagdo e repouso para um animal
Hipertiredideo.

Observa-se uma semelhanga no padrio de resposta entre os Grupos:
Controle, Castrado, Hipotiredideo, Hiporitedideo Castrado e Hipertiredideo
Castrado. Ja para os animais Hipertireéideos ndo observou-se qualquer intensidade
do Pi durante as estimulagdes. Provavelmente, a acio dos horménios esterdides
ovarianos e tireoideanos estdo exercendo uma fungdo no metabolismo muscular
destes animais.

Através do protocolo estimulagdo-recuperagdo pode-se inferir sobre a
energética muscular do *'P, através da comparagio entre o Grupo Controle e os
grupos com alteragdes metabolicas via hormonios tireoidianos, esterdides ovarianos,
e castracdo. Observamos que a castragdo nio modifica 0 metabolismo dos animais
hipotiretideos e controles. J4 no caso dos animais hipertiredideos a castragdo
provavelmente alterou o metabolismo destes animais. Para os animais do Grupo
ACL, como esperado pouca musculatura foi estimulada, devido ao estado de lesdo
muscular em que estes animais se encontravam.

Uma discussio mais detalhada e conclusiva da fisiolgia destes grupos nao foi
realizada, pois a colocag@o dos eletrodos nio permitiu excitar todo grupo muscular, o

que pode ser realizado através de uma estimulacio via nervo.
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Conclusées e perspectivas

O objetivo principal deste trabalho foi a implementacio da técnica de
Espectroscopia in vivo, a qual estava muito mais associada aos problemas de
adaptagdo do espectrometro ja existéntes no grupo, bem como a metodologia de
RMN empregada. Durante esta fase de implementagio da técnica de espectroscopia
in vivo no grupo de RMN do IFSC-USP, ocorreu uma grande evolugdo no
conhecimento dos problemas teéricos e técnicos encontrados durante a realizagdo
destes dificeis experimentos. Todas as adaptagdes realizadas no espectrometro foram
vitais para a grande melhora na resolugfo, sensibilidade e reprodutibilidade dos
espectros de *'P atualmente obtidos.

Esta etapa de implementagéo da técnica de espectroscopia in vivo faz parte de
um projeto de maior abrangéncia dentro do grupo de RMN, que envolve o trabalho
de outros pesquisadores, os quais estdo desenvolvendo métodos de excitacdo seletiva
de volumes, mais adequados para a analise de regides especificas de pequenos
animais ou humanos. Deste modo, a proxima fase de desenvolvimento da
Espectroscopia in vivo contard com a unido de todas estas linhas de pesquisa,
transformando este projeto em fase embrionaria em uma linha de pesquisa definida
dentro do grupo.

Logicamente, algumas destas técnicas ja se encontram a disposi¢io ou podem
ser implementadas em equipamentos de Ressondncia Magnética para imagens e
espectroscopia instalados em hospitais de primeira qualidade no Brasil. fato que

permitira colaboragdes muito frutiferas nesta area de pesquisa multidisciplinar.
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Na tabela a seguir, estdo citados os valores dos tempos de relaxacgdo
longitudinal encontrados na literatura, para os metabolitos fosforados.

Campo
Referéncia PCr Pi ATP-a ATP-S ATP-y | Origem Magnético(T)
BROOKS WM. et 5100 2700 2700 2700 misculo de rato 4.7
al (1986)
THOMSER C.: JENSEN
K.E.. HENRIKSEN O. 5517 4017 3603 4310 4755 musculo 1.5
(1989) humano
YABE T. ot al. (1995) 1700 miocardio
humano 1.5
van DOBBERBURGH J.0. musculo da
LEKKERKERK C.. van 6820 3390 parede do I's
ECHTELD C.J.A.(1994)
puimao
MENON R S. cf al.(1992) 5300 2700 miocardio 40
humano
SAKUMA H. ct al.(1993) 3980 1860 miocardio s
humano
SAKUMA H. ct ak.(1993) 3810 1880 musculo esqu. 15
LUYTEN PR. 1 al.(1989) 6870 4050 miocardio 15
humano
ROTH K. ct al.(1989) 6600 3000 - 1S
BUCHTHAL S.D. ctal 6500 4100 figado humano 1.5
(1989)
YONGBI N.M. ct al.(1992) 6500 4100 - 1.5
OKADA M. et al (1992) 4200 1700 miocardio s
humano
NEUBAUER St al. 6100 5800 5400 miocardio 15
(1992) humano
van DOBBERBURGH J.0. miocardio
. 4100 700 15
LEKKERKERK C.: van 2 humano
ECHTELD C.J.A.(1993)
al.(1993 —
SAKUMA H. ct al.(1993) 4000 1900 miocardio 15
humano
Den HOLEANDER 1A, et miocardio
al(1993) 4400 2700 2600 humano 'S
OUWERDED R miocardio
4200 2500 2200 20
BOTTOMLEY P.A. humano
RATH D.F.- ABDULJALIL o
A M. ROSBITAILLE M. 4000 miocardio de 47
L. cio
KANTOR H.L. ct al (1986) 4400 miocardio de 19
€ao
VESTERGAARD- miocardio
POULSENP. ctal(tos4) | 3350 humano 13
BUCHLI R.: BOESIGER musculo
9y 5140 4000 15
P.(v93) humano

MATHEWS P.M. ot miocardio
ab (196 2400 1500 . 42
aL(1991) isolado de rato

BITTL J.A INGWALL

iocardio
2000 700 ~ miocar 84
1.8.(1983) isolado de rato
NUNALL' R.L.: HOLLIS miocardio
1800 1200 N 4.2
D.P.(197Y) isolado de
coelho
PERRY S.B. ctal(198%) | 2100 miocardio de 8.4
coellho
NEUBAUER 8. ¢t miocardio
al.(t98%) 2700 8.4
BITTL J.A.: BALSCHI miocardio de
1AL INGWALL 1.§ 2900 rato 84
(1987
KANTOR H.L. ctai(1986) | 4400 1700 1800 miocardio de 19
sapo
MARTIN JF. 1 al.(1986) 4800 3100 3000 miocardio de 47
cao
MARTIN 1F. ot al.(1986) 6300 2700 miocardio de 20
cio
KANTOR HL cial(1986) | 4400 1600 1800 miocardio de 1o
cido
MARTIN JF. et al.(1989) 4800 2600 3000 miocardio de 47
porco
MARTIN JF. ctalitvzs) | 6300 2200 2200 miocardio de 20
porco
MENON R S. ct al.(1992) 5300 2700 miocardio 4.0
humano
SAKUMA H. cial.(1992) 4000 1800 miocardio 1
humano )
NEU.BlAl')fE?\S cl 6100 5800 5400 miocardio 1.5
ak{1992y humano
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