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Die Unsterblichen

Immer wieder aus der Erde Tadlern

Dampft zu uns empor des Lebens Drang,

Wilde Not, berauschter Uberschwang,

Blutiger Rauch von tausend Henkersmélern,
Krampf der Lust, Begierde ohne Ende,
Morderhinde, Wuchererhidnde, Beterhidnde,
Angst- und lustgepeitschter Menschenschwarm
Dunstet schwiil und faulig, roh und warm,

Atmet Seligkeit und wilde Briinste

Frisst sich selbst und speit sich wieder aus,
Briitet Kriege aus und holde Kiinste,

Schmiickt mit Wahn das brennende Freudenhaus,
Schlingt und zerrt und hurt sich durch die grellen
Jahrmarktsfreuden ihrer Kinderwelt,

Hebt fiir jeden neu sich aus den Wellen,

Wie sie jedem einst zu Kot zerfillt.

Wir dagegen haben uns gefunden

In des Athers sterndurchglidnztem Eis,

Kennen keine Tage, keine Stunden,

Sind nicht Mann noch Weib, nicht jung noch Greis.
Eure Siinden, sind eure Angste,

Euer Mord und eure geilen Wonnen

Schauspiel uns gleichwie die kreisenden Sonnen,
Jeder einzige Tag ist uns der langste.

“Still zu eurem zuckenden Leben nickend,

Still in die sich drehenden Sterne blickend
Atmen wir des Weltraums Winter ein,

Sind befreundet mit dem Himmelsdrachen,

Kiih]l und wandellos ist unser ewiges Sein,

Kiihl und sternenhell unser ewiges Lachen.

Aus : “Der Steppenwolf”
(Hermann Hesse)
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Os Imortais

Dos vales terrenos

chega até nds o anseio da vida:

impulso desordenado, ébria exuberancia,
sangrento aroma de repastos fiinebres.

Sdo espasmos de gézo, ambi¢des sem térmo,
maos de assassinos, de usurarios, de santos,

o enxame humano fustigado pela angustia e o prazer.
Lanca vapores asfixiantes e putridos, crus e célidos,
respira beatitude e ansia insopitada,

devora-se a si mesmo para depois se vomitar.
Magquina a guerra e faz surgir as artes puras,
adorna de ilusdes a casa do pecado

arrasta-se, consome-se, prostitui-se todo

nas alegrias de seu mundo infantil;

ergue-se em ondas ao encalgo de qualquer novidade
Para de ndvo retombar na lama.

J& nés vivemos

no gélo etéreo transluminado de estréias;
ndo conhecemos os dias nem as horas,

Né&o temos sexos nem idades.

Vossos pecados e anglstias,

vossos crimes e lascivos gozos, sdo para nos
um espetaculo como o girar dos soéis.

Cada dia ¢é para nds o mais longo.
Debrugados trangiiilos s6bre vossas vidas,
contemplamos serencs as estrélas que giram,
respiramos o inverno do mundo sideral;
somos amigos do dragdo celeste:

fria e imutavel é nossa eterna esséncia,

Frigido e astral o nosso eterno riso.

de : “O lobo da estepe”
(Trad. : Ivo Barroso)
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Resumo

No presente trabalho viérias técnicas de espectroscopia localizada
foram investigados. Suas aplicagdes para experimentos em nucleos
diferentes tais como 'H, *'P e C foram analisados e, finalmente, sero
apresentados alguns exemplos da aplicacdo dessas técnicas in vivo.

A localizagdo de um pequeno volume bem definido dentro de uma
amostra mais extensa € um pré-requisito para experimentos de
espectroscopia em amostras ndo homogéneas. A espectroscopia
localizada, assunto deste trabalho, permite adquirir a informacgéo
espectral de tal volume, localizado arbitrariamente. Torna-se portanto
possivel investigar de forma ndo-invasiva, processos bioquimicos em
seres vivos. Assim, a espectroscopia localizada pode complementar a
tomografia no diagnoéstico médico, identificando nio somente o fato de
haver um mal-funcionamento numa determinada regio do organismo
mas trazendo informac¢des mais detalhadas sobre o metabolismo e os
processos bioquimicos envolvidos naquela regifio.

Neste trabalho, descreve-se a implementagdo de diferentes
sequéncias de pulsos para espectroscopia localizada, tais como PRESS,
STEAM, CSI e também técnicas relacionadas como supressdo de agua
(CHESS), outer volume supression (OVS) e desacoplamento (WALZ-
16). Em experimentos in vitro foi desenvolvida uma metodologia
otimizada para espectroscopia localizada de *C utilizando dois sistemas
de RMN diferentes; o primeiro é um equipamento experimental de 2
Teslas e 0 segundo um sistema comercial de corpo inteiro de 1.5 Teslas.
Neste wltimo, a metodologia otimizada foi aplicada num experimento
em que os volumes observados foram localizados no interior da cabeca
de um voluntario normal.

Além disso, obtivemos as primeiras imagens em deutério com
resolu¢do micrométrica e espectros com volumes de localizagdo de
apenas alguns microlitros. Para tornar isso possivel, instalamos e
calibramos o subsistema de gradientes de um espectrdmetro VARIAN
Unity Inova de 400 MHz.

X



Abstract

In this work different techniques for localized spectroscopy have
been investigated. Their applications in experiments observing different
nuclei such as 'H, *'P e *C have been analyzed and, finally, some results
of in vivo experiments are shown.

The localization of a well-defined volume inside of a larger
sample is a pre-requisite for spectroscopy in non-homogeneous samples.
Localized spectroscopy, topic of the present work, allows to acquire
spectral information within a limited region, which may be positioned
arbitrarily inside of the sample. This makes it possible to investigate,
non-invasively, biochemical processes in living beings. Localized
spectroscopy can therefore complement NMR Tomography in medical
diagnostics, not only indicating organic disorders, but revealing more
detailed information about the metabolism and biochemical processes in
the affected region.

In this work the implementation of several pulse sequences for
localized spectroscopy have been described, such as PRESS, STEAM,
CSI and other related techniques like water supression (CHESS), outer
volume supression (OVS) and decoupling (WALZ-16). Using in vitro
experiments, an optimized methodology for localized C spectroscopy
has been developed, working on two different NMR systems, an
experimental one operating at 2 Teslas and a commercial whole body
scanner working at 1.5 Teslas. The optimized methodology was
practiced in a localized spectroscopy experiment whose volumes were
chosen to be inside the head of a normal volunteer.

Also, the first deuterium images with micrometric resolution and
localized spectra from volumes of just some microliters have been
obtained. To make this possible, it was necessary to install and calibrate

the gradient subsystem of a 400 MHz VARIAN Unity Inova
spectrometer.
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Capitulo I: Introdugéo

Capitulo |

Introducao

Neste capitulo vamos elucidar os objetivos e a motivacdo do
presente trabalho, comegando por resumir a histéria da espectroscopia
localizada. Vamos ainda introduzir os principios basicos da ressonancia
magnética e discutir algumas propriedades de nucleos comumente
utilizadas na espectroscopia in vivo.

1.1 Histéria da espectroscopia localizada in vivo

O fen6meno de ressondncia magnética nuclear (RMN) foi
observado pela primeira vez em 1946 por Bloch !V e Purcell ?!. Em
1950, Hahn ® publicou um trabalho pioneiro para a aplicacdo da
ressonancia magnética em espectroscopia .. Com a introducéo da RMN
pulsada em 1966 por Emnst e Anderson " a espectroscopia por RMN
transformou-se numa ferramenta valiosa na anélise quimica. Nos anos
70, Lauterbur ! Emst ") e Mansfield ® utilizaram o principio de RMN
para obter de imagens do corpo humano. Desde entdo, a tomografia por
RMN tronou-se uma das ferramentas mais poderosas no diagnostico
meédico.

No inicio dos anos 80, surgiu uma nova ferramenta para auxiliar
no diagndstico médico, chamada espectroscopia localizada in vivo. Essa
técnica permite obter informagdes espectrais de pequenas regides bem
definidas dentro de uma amostra maior. Assim, tornou-se possivel
investigar, de forma nao-invasiva, os processos bioquimicos em seres
Vivos.

Diferentes técnicas para a localizagdo foram propostas,
abandonadas ou aprimoradas durante a ultima década. Uma primeira
técnica, denominada Topical Magnetic Resonance (TIMR) ¥), baseia-se



Capitulo I: Introduc¢éo

em um meétodo de alterar o campo principal (B,), para o processo de
localizag@o utilizando bobinas especificas para gerar os campos
necessarios. Nesta, além de existirem dificuldades técnicas na
constru¢do das bobinas ndo € possivel posicionar arbitrariamente o
volume localizado. Técnicas como Volume Selective Excitation
(VSE) ', Spatially and Chemical-shift Encoded Excitation (SPACE) ']
e Spatially Resolved Spectroscopy (SPARSE) " utilizam pulsos de
radiofrequéncia (RF) compostos que, além de dificil controle
experimental, depositam grande poténcia de RF numa amostra, o que
pode ser prejudicial aos seres vivos. Outras técnicas de espectroscopia
localizada utilizam o perfil do campo de RF (B,) produzido por bobinas
de superficie ['"*'¥, Nessas técnicas sdo necessarias multiplas excitacdes
com diferentes poténcias e em seguida processamento dos sinais
adquiridos para obter o efeito da localizacio. Uma técnica famosa que
pertence a esta categoria ¢ a de Depth Pulses "'® que foi implementada
em alguns tomografos comerciais e, para determinadas aplicagdes, esta
sendo utilizada ainda hoje.

Em 1984, P.A. Bottomley et al' propés uma técnica
denominada Depth resolved Surface-Coil Spectroscopy (DRESS) que
utiliza um pulso seletivo, em combinagdo com um gradiente de campo
magnético, para a localizagdo de um plano paralelo ao da bobina de
superficie. A idéia de utilizar, na espectroscopia localizada, o mesmo
conceito de pulsos seletivos em conjunto com gradientes de campo
magnéticos, ja conhecido na tomografia, foi aprimorada para realizar a
localizagdo nas trés dire¢des coordenadas %, Duas técnicas baseadas
nesse principio se provaram bastante versateis, a Point Resolved
Spectroscopy (PRESS) 1*?] baseada em um experimento de Spin Echo e
a Stimulated Echo Acquisition Mode (STEAM) 2! que utiliza o eco
estimulado P!, As duas usam trés pulsos de RF com gradientes de campo
magnético nas trés dire¢des ortogonais para excitar seletivamente o
volume de interesse (VOI).

Em experimentos usando substancias com tempos de relaxacio
extremamente curtos pode ser necessario adquirir o sinal de RMN néo
como eco, mas na forma de um FID (Free Induction Decay). A técnica
classica para estas aplicagdes € a sequéncia Image Selected in vivo
Spectroscopy (ISIS) 2% introduzida por Ordidge et al. ISIS utiliza um



Capitulo I: Introdugdo

intervalo de preparagdo de trés pulsos de inversdo seletivos para a
localizagdo nas trés dire¢des ortogonais, um pulso nado seletivo de 90° e
subsequente aquisicdo do sinal do FID. Aplicando-se um esquema de
subtra¢do/adigdo com no minimo oito combinagdes de um ou mais dos
pulsos de inversdo ligados ou desligados o sinal fora do volume de
interesse € cancelado, enquanto o sinal dentro soma-se coerentemente.

Todas as técnicas mencionadas acima pertencem a categoria de
single voxel por adquirir um espectro de uma Unica regido selecionada.
Além desse grupo de técnicas de espectroscopia localizada existe a
chamada Spectroscopic Imaging (SI) ou Chemical-shift Imaging
(CSI) ®1. Com CSI sdo adquiridos, em um Unico experimento, multiplos
espectros ao longo de uma dire¢do da amostra (CSI 1D) ou dentro de um
plano (CSI 2D). No caso de CSI em duas dimensdes (espaciais), €
possivel reconstruir imagens referentes a determinadas componentes
espectrais, em todos os espectros. Estas imagens, chamadas mapas
metabolicos (metabolic maps), mostram a concentragdo de uma
determinada substancia dentro do plano escolhido. Muitas vezes CSI ¢
combinada com técnicas de single voxel como PRESS, STEAM ou ISIS
para melhorar a localizagdo e suprimir sinais indesejaveis de regides
fora do volume de interesse.

Conclui-se que a espectroscopia in vivo passou na ultima década
por aprimoramentos consecutivos. Hoje em dia as sequéncias PRESS,
STEAM, ISIS e CSI, em combinagdo com uma das trés anteriores, sdo
as mais utilizadas. Além das técnicas de tomografia convencional, a
espectroscopia localizada torna-se cada vez mais importante como

*método auxiliar no diagnoéstico médico e na pesquisa de processos
biolégicos. No entanto as informag¢des contidos em espectros
localizados em seres vivos s@o de dificil interpretacdo pelo fato da
complexidade dos processos bioquimicos envolvidos. Por esta razdo e
pelo fato de que a espectroscopia localizada exigir sistemas de RMN
bem calibrados e sequéncias otimizadas ainda existe muito espago para
novas pesquisas.
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1.2 Objetivos

A espectroscopia localizada in vivo € uma técnica para obter
informagdes espectrais do interior de seres vivos que permitem
investigar 0s processos bioquimicos nesses organismos. A
espectroscopia localizada in vivo combina conceitos conhecidos da
tomografia, que é utilizada no diagndstico médico, e da espectroscopia
classica usada na analise quimica.

A tomografia permite, de forma n@o-invasiva, diferenciar
anomalias anatomicas e patologicas dos tecidos normais, tais como
tumores, edemas e processos inflamatorios. A informag¢do nas imagens
tomograficas, representada em tons de cinza, € baseada nas diferencgas
de densidade de hidrogénio (‘H) e seus tempos de relaxacdo, e retratam
ndo apenas detalhes anatdmicos, mas também contém informac¢des sobre
a fisiologia dos tecidos analisados. A espectroscopia classica, contudo,
traz informagdes adicionais sobre o ambiente quimico das substancias
investigadas permitindo distinguir as diferentes substincias presentes
numa amostra. Devido ao efeito de deslocamento quimico (chemical
shift), diferentes substancias emitem sinais em frequéncias diferentes
dando origem a picos distintos em um espectro de RMN.

A espectroscopia localizada, fruto da combinag@o das técnicas
espectroscopicas e de imagens, permite relacionar a informagéo
espectral com informag@o espacial de forma que o sinal do espectro
localizado provém de uma regido bem definida da amostra. A
-localiza¢do de um volume limitado dentro de uma amostra mais extensa
¢ um pré-requisito para experimentos de espectroscopia em amostras
ndo homogéneas. Portanto, com técnicas de espectroscopia localizada,
torna-se possivel investigar, de forma n&o-invasiva, processos
bioquimicos em seres vivos. Assim, a espectroscopia localizada pode
complementar a tomografia no diagnostico médico, identificando ndo
somente o fato de existir uma patologia numa determinada regido do
organismo mas trazendo informagdes mais detalhadas sobre o

metabolismo e os processos bioquimicos envolvidos naquela regiao.
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Na espectroscopia ainda € possivel observar o sinal de RMN de
outros nticleos além do hidrogénio (‘H), sendo os mais utilizados os de
3P e 3C entre outros, abrindo assim um espago amplo para novas
aplica¢des. No presente trabalho relatamos avangos na espectroscopia
localizada de *C para a aplicagdio no acompanhamento do tratamento de
tumores cerebrais. Apresentamos ainda as primeiras imagens em
deutério com resolu¢do micrométrica e espectros com volumes de
localizagdo de apenas alguns microlitros. Esta técnica permite monitorar
a absorcio de agua deuterada em fragmentos de plantas.

As varias técnicas existentes para espectroscopia localizada
possuem diferentes caracteristicas que as tornam mais adequadas para
uma ou outra aplica¢do e/ou nucleo. Portanto € necessario conhecer
detalhadamente os mecanismos das diferentes técnicas para entender
suas carateristicas, tornando possivel escolher a técnica mais adequada
para uma determinada aplicacdo. A sequéncia de pulsos escolhida para
esta aplica¢do deve ser otimizada tanto na sua implementagdo quanto
nos seus pardmetros experimentais. A comparagdo das técnicas de
espectroscopia  localizada para  diferentes  aplicagbes, suas
implementagdes e otimizagdes formam um parte importante do presente
trabalho.

O grupo de Ressonancia Magnética do Instituto de Fisica de Sao
Carlos atua tanto na area de tomografia quanto na de espectroscopia de
RMN em geral. Na tomografia sdo desenvolvidas aplicag¢Ges clinicas,
bem como o desenvolvimento de novas metodologias com aplicagdes
em pesquisa. Na espectroscopia, uma linha de pesquisa importante € a
espectroscopia de alta resolugdo em solidos. Outra linha de pesquisa,
onde se enquadra o presente trabalho, € a espectroscopia (ndo
localizada) in vivo, que é intimamente ligada as aplicagdes clinicas da
area de tomografia. Nessa parte, o presente trabalho contribui com o
desenvolvimento de metodologias de espectroscopia localizada para
aplica¢do in vivo. Este trabalho permitird uma série de novas aplicagdes

interligando as 4reas de biofisica, tomografia e espectroscopia por
RMN.
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.3 Fundamentos basicos

O conceito central da ressondncia magnética nuclear € o do spin
nuclear. Nucleos atdmicos com um numero impar de nucleons (prétons
e néutrons) sempre possuem um spin nuclear I# 0. Em seguida, serdo
discutidos os fendémenos da ressonidncia magnética nuclear em um
modelo semi-classico. Uma descrigdo mais detalhada utilizando o
formalismo da mecéanica quantica pode ser encontrada nas obras de A.
Abragam B9, C. P. Slichter B, A. Tannts ** e B. Foerster %/,

No modelo semi-classico trata-se o spin nuclear como um momento
angular classico J=#%1 que pode ser entendido como resultado da
rotacdo do nucleo em torno de si mesmo. O momento angular J ¢é
relacionado a um momento magnético i, =y J, onde y é o fator
giromagnético, carateristico para cada espécie nuclear. O momento
magnético pode ser considerado como o resultado da rotagdo do nucleo
que possui uma carga elétrica distribuida na sua superficie.

Exposto a um campo magnético B,, o momento magnético i, sofre
um torque T=g, xB,. Isto ocorre devido ao fato do momento
magnético u, tentar se alinhar ao campo magnético B, . Considerando-
se a equacdo classica do movimento rotatério T = d/dt J, obtém-se a
equagdo diferencial d/dt ji, = i1, x yB, . Esta descreve um movimento
giroscopico, chamado precessdo, cuja frequéncia angular @, conhecida

como frequéncia de Larmor, € dada por :

»

W, =Y B, . L1

Essa € a equacgdo fundamental da ressondncia magnética nuclear.

Superpondo um campo de radiofrequéncia B, (¢) << B, ortogonal a B,

pode-se observar uma absor¢do pela amostra na frequéncia de
ressonancia @, .

Para as consideragbes que seguem abaixo, € conveniente

trabalhar em um sistema de coordenadas B! %', ', Z', que gira com

velocidade @ em volta de Z'||Z|| BO. Nesse novo sistema de
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coordenadas o campo magnético B, transforma-se em B, — @/ y . Para
® =w, 0 momento magnético x, torna-se estitico nesse sistema.
Introduzindo um campo de radiofrequéncia B, || X (com B, || 2) pode-

se definir um o campo efetivo como:
- Wy . - 1.2
Bmz(BO -—] z' + B, x'.

Nessa situacdo, o momento magnético 4, passa a realizar um
movimento de precessio em torno de B,.. Para pulsos de

radiofrequéncia intensos com frequéncias proximas da ressonincia
(B, >>B, —w/y ), o campo efetivo se reduz a B X'. Se este campo B,

for aplicado por um tempo de duragio tp, 0 momento magnético f, vai

precessionar com um dngulo bem definido de o, dado por :

a=y [B,(t)dt. 1.3
0

Escolhendo adequadamente o tempo de aplicacio tp do campo B, e sua
intensidade, o angulo o pode ser ajustado arbitrariamente. Um pulso que
produz um éngulo de 90°, girando 0 momento magnético z, da diregdo
z' para a direcdo §', € denominado pulso de excitagdo e um que produz
um angulo de 180° é chamado pulso de inversio.

Apds uma excitagdo dos momentos magnéticos x,, estes vio
iniciar um movimento de precessio no plano transversal (- 7).
Envolvendo a amostra com uma bobina, a variagdo do fluxo magnético
produzido pela precessdo dos momentos magnéticos induz uma forca
eletro-motriz na bobina que oscila com a frequéncia de Larmor. O sinal
observado ¢ conhecido como FID (Free Induction Decay). A forca
eletro-motriz ndo persiste indefinidamente, ela ¢ atenuada devido a
efeitos de relaxagdo. A relaxagdo ocorre devido a interagdo dos
momentos magnéticos entre si B!,

Dois tipos de relaxagdo devem ser distinguidos. A relaxacfio

longitudinal, devido a troca de energia dos momentos nucleares com
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seus vizinhos, € responsavel pela volta dos momentos magnéticos do
plano transversal a sua posi¢do de equilibrio, alinhando-se novamente
ao campo magnético B, . Esta relaxacdo ¢ caracterizada pela constante
de decaimento T,. A relaxagfo transversal descreve a atenuacfio do sinal
de RMN devido a perda de coeréncia no movimento dos momentos
magnéticos no plano transversal e ¢ caracterizada pela constante de
decaimento T,.

A grandeza macroscopicamente observavel é a magnetizagio
dada pela soma dos momentos magnéticos por volume de amostra :

S .
M=—. : 14
\% Z#

O comportamento da magnetizagdo pode ser descrito por um conjunto
de equagdes diferenciais acopladas, conhecidas como equagdes de Bloch
. Elas representam as equacdes de movimento do vetor de
magnetizagdo M(t)z(Mx M, MZ)T sob ag¢do do campo magnético
B, adicionando corregdes fenomenolégicas para os efeitos de
relaxacdo longitudinal (T) e relaxa¢do transversal (T). Em forma

vetorial as equagdes de Bloch séo dadas por :
M, -M, M M 1.5

—— = yMxB,_, + - == -
v 7 o T, T T, ’

sendo a magnetizagdo de equilibrio M, =(0 0 MO)T. No caso da
auséncia do campo de radiofrequéncia By =(0 0 (0, -w)/y) as

equacoes de Bloch possuem a solu¢do :

Ml(t) — Mtfo . ei(wo—a))t . e—t/T2 1.6
Mz(t) - Mo + (Mt;o - Mo) e

sendo a magnetizago transversalM =M _+iM . Para um pulso de RF

curto, os termos de relaxacdo nas equagdes de Bloch podem ser
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desprezados. Tendo o pulso um angulo de excitagdo a e fase na dire¢do
x' a solucdo das equagdes de Bloch € :

M, (=M’ 1.7
M,()=M"-cosa+M;" sina

M, (t)=M;" -cosa -~ M’ -sina

.4 Gradientes de campo magnético

Na tomografia por RMN e na espectroscopia localizada,
gradientes de campo magnético sdo utilizados comumente para codificar
a posi¢do do sinal de RMN. Estes sdo campos cuja amplitude varia
linearmente em uma diregdo. Deve-se destacar, que embora essa dire¢do
do gradiente ¢ arbitraria os vetores de campo produzidos pelo gradiente
sd3o sempre paralelos ao campo principal EO || Z.

Se um gradiente G, na dire¢do X € superposto ao campo principal
B, a magnetiza¢do realiza um movimento de precessdo em torno do
novo campo B(x)= (BO + XGX) z, portanto a frequéncia de

ressonancia depende da posi¢do x :
0,(x)=7(Bg +xG,) L8

Na tomografia, essa dependéncia espacial da frequéncia de
ressonancia e explorada aplicando-se um gradiente, chamado gradiente
de leitura, durante a aquisicdo do sinal de RMN. Deste modo os
momentos magnéticos em diferentes posigdes da amostra tem sua
precessdo com frequéncias diferentes, o sinal adquirido € a superposicéo
de todas as frequéncias das diferentes posi¢cdes. A informacdo da
posi¢do dos momentos magnéticos pode ser obtida através da
Transformada de Fourier P4,

Na espectroscopia, a aplicagdo de um gradiente durante a

aquisi¢do, em geral, ndo é possivel pois o objetivo € adquirir informagéo
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espectral, ndo espacial. No entanto, na espectroscopia localizada tal
como na tomografia, a variagdo espacial da frequéncia de ressonéancia,
como descrita na equacdo acima, € utilizada para excitar seletivamente
uma regido limitada da amostra.

Um pulso de RF somente excita spins em um certo intervalo (ou
banda) de frequéncias de precessdo em torno da frequéncia do pulso
(frequéncia da portadora). Na presenca de um gradiente, chamado
gradiente de selecdo, a frequéncia de ressonéncia dos spins depende da
posi¢do. Desta maneira, somente spins dentro de uma determinada
regido no espago podem ser excitados. Utilizando pulsos de RF
modulados em amplitude, a carateristica da distribuicdo de frequéncias
deste pode ser controlada através da modulacdo. A figura I.1a mostra a
envoltoria de um pulso de RF frequentemente utilizado, conhecido
como pulso sinc (sin(x) / x). A figura I.1b mostra o perfil de frequéncias

da resposta dos spins para um pulso de excitagdo (90°) e um pulso de
inversao (180°).

. ~ (8]

a) b) excitagdo (907)

inversao (180° )

sin(67tt/Tp)
6Tt/Ty
I ST W 2
AT . ©
T

P

Figura I.1 : a) envoltéria de um pulso seletivo tipo sinc truncado e b)
seu espectro de frequéncias para um pulso de excitagdo (90°) e um
pulso de inversdo (180°)

Observa-se que o perfil difere para os dois pulsos devido a ndo
linearidade da resposta do sistema de spins, representada nas equagdes
de Bloch !*!l. Na presenca de um gradiente, o perfil de frequéncias
representa diretamente o perfil da regido selecionada, sua meia largura é
aproximadamente 2/AT onde AT ¢ definido na figura I.1a.

10
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Uma outra técnica que envolve gradientes para obter uma
codificacdo do sinal de RMN no espago ¢ a codificacdo de fase. Para
isto um gradiente G,, ¢ ligado durante um determinado intervalo de
tempo T entre a excitagdo dos spins e aquisi¢do do sinal de RMN. Desta
maneira, a fase @ do sinal adquirido depende da posigdo y :

O(y)=7(B,+yGy1) L9

Se a amplitude do gradiente G, € incrementada em experimentos
sucessivos, @ sera modulada e a transformada de Fourier retornara a
informa¢do espacial do sinal adquirido na direcdo codificada. Uma
descricdo mais detalhada da codificagdo de fase encontra-se na
dissertacdo de doutoramento de A. Tannus %,

Na tomografia, pulsos de RF seletivos em conjunto com
gradientes de selegfo sdo utilizados para excitar seletivamente spins
dentro de uma fatia da amostra. Nesse plano, a codificacdo de
frequéncia e a codificacdo de fase sdo utilizadas para obter uma imagem
bidimensional. Em técnicas de tomografia 3D, o pulso de RF seletivo é
substituido por um segundo gradiente de codificagdo de fase. Na
espectroscopia localizada geralmente sdo utilizados trés pulsos de RF
seletivos nas trés dire¢des ortogonais X, y e z. No Chemical Shift
Imaging unidimensional (CSI 1D) sdo utilizados dois pulsos de RF
seletivos e um gradiente de codificagdo de fase, em CSI 2D um pulso de

RF seletivo e dois gradientes de codificacdo de fase.

1.5 Deslocamento quimico (chemical-shift)

Embora a frequéncia de ressonancia seja determinada pelo fator
giromagnético, carateristico para cada espécie de nucleo, sdo observadas
pequenas altera¢des na frequéncia de spins localizados em diferentes
moléculas. Este fendmeno € chamado deslocamento quimico (Chemical
Shift). Sua origem ¢ a blindagem parcial do campo B, devido aos

elétrons que se encontram ao redor do nucleo. O efeito deste depende

11
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sensivelmente da configuracfo eletronica da molécula, ou seja, da sua
composi¢do quimica. Por isso, o deslocamento quimico € tdo importante
para a espectroscopia por RMN na anélise quimica.

Para a espectroscopia in vivo isso implica que determinados
processos metabdlicos podem ser observados de forma n#o invasiva,
diferentemente a métodos cirurgicos ou outras técnicas invasivas como
por exemplo PET (Positron Emission Tomography) que utiliza
marcadores radioativos.

O deslocamento quimico, no caso genérico, € um efeito
anisotrdpico e portanto o efeito de blindagem € descrito por um tensor
o:

BEFFz(T_a-) Bo 110

Além disso, o deslocamento quimico possui duas contribui¢des, uma
diamagnética (G,) e uma paramagnética (6'p). Em geral, a primeira
prevalece, blindando o campo magnético externo, enquanto a
contribuicdo paramagnética reforca o campo magnético externo,

portanto : 6 =0y — O,

O tensor do deslocamento quimico pode ser decomposto em dois
tensores, um diagonal € um com trago zero : 6=61 + ¢'. Em liquidos

o tensor ¢’ anula-se devido ao movimento browneano isotropico, essa
condicdo € chamada extreme narrowing P! O resultado é um
y . . ’ . _ 1
deslocamento quimico isotropico dado por & =3(oy+0, +033).

Nesse caso, a equacgio 1.10 toma a forma conhecida :
BEFF=(1_5)BO . L1

Ao se escrever essa equagdo em frequéncias @ =(1—5)a)0 obtém-se
6 =(w, - ®)/w, que descreve a alteragdo da frequéncia de ressonancia
@ em relagdo a uma referéncia @,. A ordem de grandeza do
deslocamento quimico é de ppm (10°). A frequéncia @, é definida por
uma substancia de referéncia (6 = 0).

Para o nucleo de hidrogénio (‘H) a substincia de referéncia é
tetrametilsilano (Si (CH;), - TMS), que serve também de referéncia

12
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para o nucleo C. A referéncia para o nucleo *'P ¢ o acido fosforico
(H,PO,). Na espectroscopia in vivo sdo usadas referéncias internas de
substincias mais comumente encontradas nos tecidos biologicos como a
agua ('H, 4.7 ppm) o grupo metileno (*C, 30 ppm) e a fosfocreatina
(*'P, 0 ppm).

Além do deslocamento quimico existem outros efeitos que podem
alterar a frequéncia de ressonancia. Estes efeitos sdo devido a interagdes
do nucleo em observacdo com outros spins. As principais interagdes
sdo :

Acoplamento spin-spin: essa interagdo, também conhecida como
acoplamento J, € um efeito quantico entre os spins de dois nucleos numa
molécula, transmitido por meio dos elétrons da ligagdo quimica. Seu
efeito € formar linhas de ressonancia em forma de multipletos ou, no
caso da resolucgio ser insuficiente, alargar as linhas de ressonéncia. Estes
efeitos indesejaveis podem ser eliminados com o desacoplamento (item
I1.6).

Acoplamento dipolar: essa interagdo entre dois dipolos magnéticos
(momentos magnéticos z,) é conhecida da eletrodinidmica classica. Na
espectroscopia em liquidos seu efeito ¢ cancelado pelo movimento
browneano isotrdpico, embora possa ser explorado em experimentos de
efeito overhouser nuclear (NOE) P**!

Interagdo quadrupolar: Em nuicleos com momento quadrupolar
(I>4) existe uma interagdo do spin com gradientes de campo elétrico
produzidos pelos elétrons do em volta do nucleo. Na espectroscopia in
vivo essa interacdo ndo possui grande importancia, ja que em geral sdo
utilizados nucleos com I= .

1.6 Carateristicas de nucleos importantes para RMN

Experimentos de ressonancia magnética podem ser realizados em

qualquer nucleo que possui spin 1# 0. Particularmente interessantes

13



Capitulo I: Introdugao

para espectroscopia in vivo s@o os nucleos com =" devido a auséncia
da interagdo quadrupolar.

Uma das caracteristicas mais importantes dos experimentos de

espectroscopia in vivo é a intensidade do sinal. Essa depende da
concentragdo do nucleo em observagdo nos tecidos bioldgicos e da sua
abundancia natural na composicdo dos isotopos. O hidrogénio, por
exemplo, € o nucleo encontrado em maior concentragdo em tecidos
biolégicos (63%). Seu isétopo 'H possui abundéncia natural de 99.985%
e os restantes 0.015% sio representados pelo isétopo *H (deutério).
Um fator importante, além da concentragdo e da abundancia natural, é a
sensibilidade relativa. Essa representa a intensidade do sinal de RMN de
um nuicleo em concentracdo e abundancia natural de 100%, em relacdo
ao sinal de 'H. A sensibilidade relativa é proporcional a I(I+1) )/13 A
sensibilidade absoluta ¢ o produto da sensibilidade relativa pela
abundancia natural, representando assim a intensidade do sinal de
substancias com composi¢do isotopica natural. A sensibilidade bioldgica
¢ o produto da sensibilidade relativa pela abundancia natural e pela
concentracdo nos tecidos bioldgicos, sendo essa a medida para a
intensidade esperada em um experimento in vivo. Na tabela abaixo estdo
relacionadas as carateristicas mais 1importantes para os nucleos
comumente utilizados na espectroscopia in vivo. Na tabela 1.2 sdo
resumidos as carateristicas de outros nucleos com spin [#'2 de
interesse biologico.

nicleo| relagdo |abundéncia| concentragdo |sensibilidade|sensibilidade|sensibilidade
giromagnétic | natural em tecidos relativa absoluta biologica

aly, /7H ] [%] biolégicos [%0]

'H 1 99.985 65 1.00 1.00 1.00
P 0.405 100 0.22 6631072 | 6.63107 | 23210
BC 0.252 1.108 9.5 1.59102 | 1.76 10" | 2.66 107

Tabela 1.1 : Carateristicas de nucleos comumente utilizados na espectroscopia in
vivo conforme Bruker Almanac P%,

14
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nucleo | Spin [# ] relagéo abundancia sensibilidade sensibilidade
giromagnética natural [%] relativa absoluta
71/7 ]

’H 1 0.154 15107 9.65107° 145107

Li 3/2 0.389 92.58 0.29 0.27

"N 1 0.072 99.63 1.01 10 1.01 10"

"N 172 0.101 0.37 1.04 10° 3.8510°

"0 512 0.136 3.7107 291107 1.0810°

»Na 3/2 0.265 100 925107 925107

YK 3/2 0.047 93.1 50810 47310

Tabela 1.2 : Carateristicas de outros ntcleos de interesse biolégico conforme
Bruker Almanac .

Na realizacio de experimentos de espectroscopia localizada
existem outros parametros relevantes, tais como tempos de relaxacéo e
faixa do deslocamento quimico. Os tempos de relaxagdo influenciam a
intensidade do sinal, T, devido ao decaimento do sinal durante o
intervalo entre excitacdo e aquisi¢do (TE), T, devido a recuperagéo do
equilibrio depois da aquisi¢do e antes da proxima excitagdo (TR). A
diferenca entre os valores de deslocamento quimico das diferentes
substancias presentes numa amostra, ou seja a faixa do deslocamento
quimico, define a largura de banda necessaria para adquirir o sinal, e
assim a resolucdo espectral necessaria para a separagdo das linhas

presentes no espectro. A tabela abaixo resume estes parametros para os
nucleos 'H, *'P e °C.

ntcleo ) 0 em15T T, T,
1H 10 ppm 700 Hz 200ms-2s 50-500 ms
31P 25 ppm 700 Hz 500ms-5s 10-100 ms
13C 200 ppm 3000 Hz 50ms-15s 10-100 ms

Tabela 1.3 : Deslocamento quimico O e tempos de relaxagdo para nucleos
comumente utilizados.

O hidrogénio ('H) possui, de todos os nucleos estaveis, a maior

sensibilidade. Ja que o corpo humano constitui-se de aproximadamente
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63% de agua, € possivel observar este sinal com apenas uma Unica
aquisi¢do, sendo esse o fato que torna possivel a tomografia por RMN.
Na espectroscopia, o sinal da agua ¢ utilizado para a homogeneizagio
(shimming) do campo magnético. Fora disso, este torna-se indesejado, ja
que possui uma intensidade aproximadamente 10° vezes maior que as
demais substancias de interesse bioldgico, presentes em um espectro de
'H. Os sinais dessas substincias muitas vezes sdo sobrepostos e
mascarados pelo sinal da 4gua, tornando-se necessaria a supressio do
sinal predominante, tipicamente utilizando-se pulsos de RF para
saturagdo da ressonancia da agua (item 11.2)

Devido a faixa de deslocamento quimico do 'H ser somente 10
ppm , experimentos de espectroscopia localizada in vivo em 'H exigem
uma resolugdo espectral alta e portanto, uma boa homogeneidade do
campo magneético no volume localizado.

As dificuldades em experimentos de espectroscopia in vivo com
3P s@io devido a sua sensibilidade, aproximadamente 10 menor que a
do 'H e seu tempo de relaxacfo transversal (T,) curto. Estes dois fatores
tornam necessaria a acumulag@o de varias aquisi¢des para promedia¢io
do sinal. Isto, juntamente com o fato de T, ser longo (de até 5s), pode
aumentar consideravelmente a duragdo do experimento. A resolucdo
espectral, em geral, ndo ¢ um fator problematico, ja que num tipico
espectro de *'P o numero de sinais de interesse bioldgico ¢ bem

limitado.

) A espectroscopia em C sofre igualmente pela baixa
sensibilidade desse nucleo, mas possui a vantagem da possibilidade da
utilizagdo de substincias enriquecidas em “C. A larga faixa de
deslocamento quimico facilita a separagdo dos sinais das varias
substancias presentes numa amostra bioldgica. No entanto muitas
substancias apresentam multipletos complexos devido ao acoplamento

C-H, que torna importante a utilizacdo de técnicas de desacoplamento
(item 11.6).
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1.7 Espectroscopia de 'H

Com a espectroscopia de 'H é possivel investigar uma grande
variedade de substancias biolégicas em diferentes anatomias ©7 tais
como o cérebro humano 441 musculo esquelético *¢**1 ¢ outras P!, A
aplicacdo classica da espectroscopia de 'H encontra-se na neurologia
trazendo informac¢6es detalhadas sobre a bioquimica de patologias como
esclerose multipla % e tumores ™Y, utilizadas para o diagnostico e
controle da terapia.

As diferentes substincias bioldgicas visiveis num espectro de
RMN, chamadas metabdlitos, trazem informag¢des sobre processos no
nivel celular, como o metabolismo energético das células e a fungao de
neuro transmissores. Por exemplo, o lactato € uma substancia produzida
em casos de falha na oxigenacao das células, portanto o fato de aparecer
um sinal de lactato indica a falta de oxigénio na regido observada,
possivelmente devido a deficiéncias na circula¢do sanguinea ou estresse
imposto a musculatura . Em regides do cérebro danificadas por
derrames ou tumores pode-se observar uma diminui¢do do sinal da
neuro transmissor N-Acetil Aspartato (NAA) U] Como exemplo da
espectroscopia de 'H observa-se na figura 1.2 um espectro de J. Frahm et
al. % da matéria branca do cérebro de um voluntario normal. Na tabela

1.4 sdo resumidos as propriedades dos metabdlitos mais importantes.

NAA

Cho Cr
Cr NAA

ins Ins

40 35 30 25 20 15 10 05 ppm

Figura .2 : Espectro tipico de 'H do cérebro de um voluntario normal .
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metabolito deslocamento T, T, concentragio
quimico [ppm] [ms] [ms] [mM]
Lac 1.3 1550 1200 -
NAA 2.0 1450 450 17
Cr+PCr 3.0 1550 240 10
Cr+PCr 3.9 1550 240 10
Cho 3.2 1150 330 2.2
Tau 33 1700 270 -
Ins + Glicina 3.5 900 110 6.0

Tabela 1.4 : Resumo do deslocamento quimico em 'H, dos tempos de relaxacéo
e da concentragdo absoluta de diferentes metabolitos na regido occipital do
cérebro humano normal ®* sendo Lactato (Lac), N-Acetil Aspartato (NAA),

Creatina (Cr), Fosfocreatina (PCr), Colina (Cho), Taurina (Tau), Inositol (Ins) ¢
Glicina.

1.8 Espectroscopia de *'P

A espectroscopia de *'P  traz muitas informagdes sobre o
metabolismc energético das células. A substidncia chave nesses
processos € a Adenosina-5'-Trifosfato (ATP) mostrada na figura 1.3.

O principal processo energético nas células € a transformacao de
ATP em ADP (ATP + H,0 < ADP + P, + H") que fornece energia para
os demais processos bioquimicos. A fosfocreatina (PCr) € importante
para armazenar e transportar energia dentro das células e permite a re-
sintese de ATP (PCr’ + MgADP™ + H' &Cr + MgATP?"). Uma
descrigdo desses processos bioquimicos encontra-se no trabalho de S.P.
Besseman et al.’?,

Devido a grande distidncia entre os atomos de fosforo e a
adenosina uma substitui¢do da adenosina por um outro nuleotideo nao
altera significativamente as frequéncias de ressonancia do ATP.

Portanto, ¢ mais adequado referir-se a essas substincias como
Nucleotideo-Trifosfatos NTP.
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Adenosina-5’-Trifosfato

Adenosina

Figura 1.3 :A molécula de Adenosina-5"-Trifosfato (ATP). Em geral
refere-se a esse grupo de substancias como Nucleotideo-Trifosfato
(NTP), ja que a adenosina pode ser substituida por outro nucleotideo.

O deslocamento quimico do fosfato inorganico (Pi) é dependente
do pH da regido onde essas moléculas se encontram, portanto pode ser
utilizado como indicador de pH. O valor do pH pode ser calculado %! a

partir da diferenga do deslocamento quimico o (em ppm) entre o Pi e a
Fosfocreatina (PCr), sendo :

pH = 6.75 + log,, [(5 - 3.27) / (5.69 - 8)] 1.12

Como os pHs intra e extra-celulares s@o diferentes € possivel
distinguir se o fosfato inorganico predomina dentro ou fora das células,
ou seja se as mesmas estdo intactas ou em estado de destruig¢do parcial.
Exemplos de outras aplicagdes da espectroscopia de *'P encontram-se
nas referéncias [53-57] e medidas de concentracdes de *'P metabdlitos
em diferentes anatomias encontram-se nas referéncias [58,59].

Na figura 1.4 observa-se um espectro tipico de *'P da panturrilha
(calf muscle) de um voluntario normal, adquirido em 1.5 T utilizando
uma bobina de superficie sem localiza¢do. Observam-se que os sinais do
NTP formam multipletos devido ao acoplamento spin-spin homonuclear
entre os atomos de fosforo. O B-fosfato possui dois vizinhos (o e B), e
portanto a ressonancia -NTP € um tripleto. Ambos, o- e B-fosfato sé

possuem um vizinho (y) e portanto suas linhas de ressonédncia sio
dubletos.
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PCr

5.0 0.0 -5.0 -10.0 -15.0

ppm

Figura 1.4 : Espectro de *'P da panturriltha de um voluntdrio normal.

Na tabela abaixo sdo resumidas as propriedades mais importantes

de metabolitos tipicamente encontrados em espectros de *'P.

metabolito | deslocamento T, T, concentragdo grupo molecular
quimico [ppm] [ms] [ms] [mM]
PME 6.5 1420 70 4.1 —CHy—0-PO3
Pi 4.9 1450 80 2.0 POy
PDE 2.0-3.0 1320 20 11.6 —~CHy-PO4-CHy-
PCr 0 3140 150 4.9 -NH-PO3
y — NTP -24 650 30 - -0-PO3
o —NTP -7.6 850 30 23 —-0-PO,-0O-CHp-
B —-NTP -16.0 800 20 - ~0-P0Oy-0O-

Tabela .5 : Resumo do deslocamento quimico em *'P, dos tempos de relaxagio e da

*concentragio absoluta de diferentes metabdlitos na panturritha de um voluntéario
normal sendo Fosforomonoester (PME), Fosforo inorganico (Pi), Fosforodiester
(PDE), Fosfocreatina (PCr), o -, f - e ¥ - Nucleotideo-Trifosfato (NTP).

1.9 Espectroscopia de "°C

A espectroscopia de "C in vitro ¢ bastante difundida como

ferramenta analitica na quimica e bioquimica. Aplicagdes in vivo de

forma ndo localizada comegaram surgir no final dos anos 80.

A

espectroscopia localizada de "C in vivo, até hoje, ndo estd sendo
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utilizada de forma rotineira em ambiente clinico. Isso deve-se a baixa
sensibilidade desse nucleo, da complexidade dos sinais observados, e
das dificuldades instrumentais da técnica de desacoplamento.

Com experimentos em musculo esquelético pode-se investigar o
metabolismo da glicose 4. Somente alguns poucos trabalhos relatam
experimentos localizados em anatomias como o cérebro humano ©+%1 ¢
outras anatomias %,

Na figura abaixo observa-se um espectro tipico de *C de uma

amostra de musculo esquelético adquirido in vitro em um sistema de
MRIde 2 T.

4
/ .
- metileno
s
carbonos e
insaturados i\v,‘“l
carbonil 2, 1 glicerol |
- I metila
13 I / |
f A 0987 ¢ L2
o et S o v | S 7 MU\\/‘\, R
20 180 160 140 120 100 80 60 40 20 " ppm

Figura 1.5 : Espectro tipico de C" de uma amostra de musculo esquelético
adquirido in vitro.

»

Apesar da aquisi¢do ter sido feita sem desacoplamento dos
protons pode-se observar alguns grupos de metabolitos bem definidos
cujas propriedades s3o resumidas na tabela 1.6. Resultados de
espectroscopia de "*C localizada in vivo serdo discutidos no item I'V.
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Nr. posi¢do [ppm] metabdlito

1 11.6 metila —-CHj;

2 17.5 metila -CH,

3 24.3 metileno —-CH,—

4 30.0 metileno -CH,—

5 35.9 metileno -CH,-

6 55.5 glicerol-C,, C,

7 62.3 glicerol-C,, C,

8 65.8 glicerol-C,

9 69.3 glicerol-C,, C,

10 72.9 glicerol-C,

11 126.5 -CH=CH-CH,-CH=CH-
12 133.6 -CH=CH-CH,-CH=CH- , -CH=CH-
13 172.0 carbonila R-O-CO-R’

Tabela 1.6 : Identificacéo de picos da figura 1.5. O pico do grupo metileno em
30ppm serve como referéncia interna.
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Capitulo 1l

Técnicas de espectroscopia localizada

Neste capitulo vamos discutir as sequéncias de pulsos para
experimentos de espectroscopia localizada. Vamos introduzir as
sequéncias PRESS, STEAM, ISIS, CSI e técnicas relacionadas como a

supressdo de agua com CHESS, outer volume supression (OVS) e
desacoplamento.

1.1 Point Resolved Spectroscopy (PRESS)

A sequéncia PRESS "2 ilustrada na figura II.1, é baseada em
um experimento de spin echo duplo. Um pulso de 90° excita os spins
seletivamente em uma direcdo e um pulso de inversdo os refocaliza. O
pulso de inversdo € seletivo em uma segunda dire¢do ortogonal a
primeira, sendo assim o eco gerado por estes dois pulsos provém
somente da intersecdo dos dois planos selecionados. Para localizar um
volume em forma de um cubo € necessério aplicar um terceiro pulso
seletivo na direcdo ortogonal as duas anteriores. A sequéncia PRESS

"utiliza para este fim, um segundo pulso de inversdo seletivo que gera um
segundo spin echo. Assim somente spins que sofreram todos os trés
pulsos contribuem para o sinal e entdo o volume de interesse (VOI) é
definido pela interse¢do dos trés planos selecionados.

De modo geral, em um experimento de NMR, com trés pulsos de
RF, podem aparecer varios sinais depois do ultimo pulso, sendo esses o
FID do ultimo pulso, um spin echo, um eco estimulado e trés ecos de
segunda ordem ). Nem todos estes sinais sfo resultado de todo o
conjunto dos trés pulsos de RF, como por exemplo o FID que resulta

unicamente do ultimo pulso de RF. Portanto, estes sinais contém
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informagdes ndo localizadas e precisam ser suprimidos eficientemente
para ndo contaminarem o sinal localizado contido no spin echo.

A supressdo dos sinais indesejados ¢ realizada com gradientes,
chamados spoilers ou crushers, localizados simetricamente antes e
depois de cada pulso de inversdo. As areas dos spoilers antes e depois
dos pulsos de inversdo devem ser idénticas. Desta maneira, os spins sdo
defasados antes do pulso de RF mas somente aqueles que forem
invertidos pelo pulso de RF serdo “refasados” pelo segundo gradiente.
Por exemplo, um FID depois do Gltimo pulso de RF sera destruido pelo
spoiler aplicado imediatamente depois do mesmo. Assim todos os sinais
de spins que sofreram somente um ou dois pulsos de RF sio destruidos
pelos spoilers. O sinal adquirido ¢ o resultado de todo o conjunto dos

trés pulsos de RF e provém somente do volume selecionado.

180° 180°

N N e
A
RF  — NW\/\/W.

TE, /22 |TE,/2+TE, /2 |TE, /2 |

ACQ | 1

Figura II.1 : Sequéncia de pulsos necessarios para experimentos de
espectroscopia localizada pela técnica PRESS '?%. Gradientes de sele¢do
sdo marcados em cinza claro, spoilers em cinza escuro.

Na sequéncia PRESS, tal como de forma geral na espectroscopia
localizada, o sinal de RMN muitas vezes ¢ adquirido somente a partir do
maximo de eco com o objetivo de minimizar o tempo entre excitagdo e
comego da aquisi¢@o, o tempo ao eco (TE). Devido ao fato de PRESS
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gerar dois spin echos para a localizagio, o tempo ao eco total, € a soma
dos tempos ao eco (TE, e TE,) relacionados aos dois spin echos gerados
pelos pulsos de inversdo. Por causa dessa caracteristica da sequéncia, TE
¢ relativamente longo (TE > 100 ms) e o sinal de amostras com tempos
de relaxagdo T, curtos decai substancialmente. Portanto, a sequéncia
PRESS ¢ utilizada principalmente em experimentos de espectroscopia
de 'H que possui T, relativamente longo, mas ndo em *'P e "C por
causa do T, geralmente curto nesses nucleos (veja tabela 1.3).

Na espectroscopia em 'H ¢ indispensavel eliminar, ou no minimo
reduzir consideravelmente, o sinal da agua para poder observar os sinais

dos metabdlitos. Técnicas de supressdo de agua serdo discutidas em
seguida.

Il.2 Supressao de agua

Em amostras biolégicas o sinal da 4dgua € aproximadamente 5
ordens de grandeza maior que os sinais dos metabolitos que contém a
informacdo a ser investigada. Assim os sinais de interesse s&o
superpostos e mascarados pelo sinal indesejado da agua. Além disso,
uma dindmica na amplitude do sinal de 5 ordens de grandeza ¢ quase o
limite de um conversor analogico-digital (A/D) de 16 bits comumente
utilizado para aquisi¢do do sinal. Isso significa que, por limitagdo da

-conversdo A/D do espectrdmetro, os sinais dos metabdlitos podem
desaparecer completamente do espectro ou serem seriamente afetados
pela falta de resolugdo da digitalizagdo. Por essa razdo, ¢ necessario
utilizar técnicas de supressdo de agua para eliminar este sinal ou pelo
menos diminuir sua amplitude ao mesmo nivel dos sinais dos
metabolitos.

As diferentes técnicas de supressdo de agua podem ser divididas
em dois tipos: as que aplicam uma excitagdo seletiva de todas as
frequéncias menos a da dgua ) com subsequente aquisi¢do do sinal, e

segundo, as que destroem a magnetizagdo longitudinal da agua antes de
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uma excita¢do de todo o espectro de frequéncias 7. No segundo tipo
distinguem-se as técnicas que destroem o sinal da agua aproveitando-se
dos tempos de relaxagdo ! e as que utilizam o método de saturacdo
seletiva da 4agua %71 A técnica de supressio de 4gua mais
comumente utilizada na espectroscopia de 'H in vivo pertence ao ultimo
tipo, a chamada Chemical-shift Selective Excitation (CHESS)
originalmente proposta por A. Haase et al."’ e recentemente aprimorada
por T. Ernst et al.",

A técnica CHESS utiliza um pulso de 90° altamente seletivo na
frequéncia de ressonincia da agua. A envoltoria do pulso de RF
comumente € uma fun¢do gaussiana e a duragdo do pulso tipicamente 20
ms, o que resulta em uma banda de 60 Hz (ou 1 ppm em 1.5 Teslas). O
pulso de RF traz a magnetizagdo da agua para o plano transversal.
Imediatamente apos o pulso de RF um gradiente de campo magnético é
aplicado para destruir a coeréncia da magnetizagdo transversal. Como
um pulso de RF raramente pode ser ajustado para ter exatamente 90°, em
geral, ¢ utilizado um conjunto de trés pulsos consecutivos como
mostrada na figura I1.2.

90 ° 84.6° 148.5°

RF

G . . .
< > ¢ > < P
T T

08717

Figura I1.2 : Conjunto de 3 pulsos CHESS " para supresséo
de 4gua

Cada pulso do conjunto diminui a magnetizagdo longitudinal da
agua, que tenha permanecida por imperfeicdo do pulso de 90° anterior,
até destruir completamente essa magnetizagdo indesejada. Em
simulacdes descobriu-sel’?! que pulsos com valores ligeiramente
diferentes de 90° e ndo igualmente espagados possuem maior eficiéncia.
Essa € a técnica mais utilizada hoje em dia.
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Para a supressdo de agua na espectroscopia localizada de 'H o
trecho de pulsos mostrado na figura acima pode preceder a sequéncia
PRESS (figura II.1) ou qualquer outra sequéncia de localizagio.

I1.3 Outer Volume Suppression (OVS)

Apesar das técnicas de localizagdo serem eficazes na supresséo de
sinais fora do volume de interesse, em alguns casos, esses sinais ainda
podem contribuir ligeiramente ao sinal adquirido. Isso pode ocorrer no
caso de pacientes ndo completamente imoéveis ou no caso de sinais
muito fortes perto do volume localizado, como por exemplo gordura
subcutanea. Nessas circunstancias € desejavel suprimir o sinal fora do
volume de localizacdo ainda mais, utilizando uma técnica chamada pré-
saturacdo espacial ou outer volume supression (OVS) 1,

Este método utiliza, como a supress@o de agua com CHESS, a
saturacdo dos sinais indesejados. Um pulso de 90°, seletivo na regido a
ser suprimida, é aplicado e em seguida a magnetizagdo transversal ¢
destruida com um gradiente de campo magnético, que pode ser a
extensio do préprio gradiente de selegdo.

Para a supressdo de todas as regides em volta de um regido cubica
seriam necessarios seis pulsos de RF convencionais para saturar fatias
paralelas aos seis cantos do cubo selecionado. Com pulsos de RF com
espectro de poténcia em multiplas frequéncias ' é possivel saturar duas
fatias paralelas nos dois lados opostos do volume cubico ao mesmo
tempo, diminuindo dessa forma o niimero de pulsos de RF para trés.

Uma tipica sequéncia de pulsos para espectroscopia localizada em
'H pode ser composta dos trés elementos discutidos nos itens I1.1-3 de
forma a aplicar primeiro a supressdo de agua com CHESS, depois a
outer volume supression e finalmente a aquisicdo do sinal localizado
com PRESS, em notacio abreviada CHESS - OVS - PRESS
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90 °
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Figura I1.3 : Conjunto de 3 pulsos de RF [73,74) para outer
volume supression em 3 dimensdes.

.4 Eddy Current Correction em 'H por pos-
processamento

Em todas as técnicas de tomografia e espectroscopia localizada
que utilizam gradientes de campo magnético, o chaveamento dos
mesmos provoca correntes induzidas em partes metalicas do imé. Estas
correntes sdo chamadas eddy currents e decaiem de forma exponencial
com o tempo, alterando temporariamente o campo B, o que pode
provocar sérios artefatos na imagem ou no espectro. Para minimizar
estes efeitos, muitos sistemas de RMN preparados para espectroscopia
in vivo, utilizam bobinas de gradientes ativamente blindadas (self
shielded coils). Uma redugdo adicional dos efeitos de eddy currents €
feita através de uma pré-énfase do sinal de entrada no amplificador de
gradiente (veja item VL.5).

Mesmo com as correcdes efetuadas por hardware, efeitos de eddy
currents persistem e podem provocar artefatos graves, especialmente no
caso da espectroscopia localizada. Isto porque, na espectroscopia
localizada s3o utilizados gradientes de campo magnético até instantes
imediatamente anteriores ao da aquisi¢do do sinal de RMN, a qual ¢
feita na auséncia de qualquer gradiente. Portanto, pequenas
contribuicbes de eddy currents provocadas pelo transiente do ultimo
gradiente antes da aquisi¢do, provocam erros graves nos primeiros
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pontos do sinal de RMN adquirido. Isso se manifesta no espectro em
distor¢des da forma e fase das linhas.

No planejamento das sequéncias de pulsos para espectroscopia
localizada os efeitos de eddy currents devem ser minimizados,
reduzindo-se o uso de chaveamento de gradientes, principalmente antes
da aquisi¢do do sinal. Experimentalmente, providéncias devem ser
tomadas a cerca da temporizagdo da sequéncia de pulsos de tal forma
que haja tempo suficiente para efeitos de eddy currents decairem a
niveis suficientemente baixos.

Uma particularidade da espectroscopia localizada de 'H é que
existe um meétodo de pds-processamento dos dados adquiridos, que
permite eliminar quase completamente os artefatos provocados por
efeitos de eddy currents %), A idéia basica é corrigir os erros de fase nos
primeiros pontos do sinal de RMN utilizando um conjunto de dados de
referéncia. Na espectroscopia de 'H este conjunto de dados de referéncia
pode ser conseguido em uma Unica aquisicdo de um experimento sem
supressao de agua. Neste caso, o conjunto de dados ¢ dominado pelo
sinal da agua e as contribuicdes dos sinais dos metabdlitos sdo
despreziveis ja que, comparativamente, suas intensidades sdo
aproximadamente 5 ordens de grandeza menor. Suponde-se que a
ressonancia da agua esteja localizada no centro do espectro, a fase do
sinal ¢ constante. Entretanto eddy currents introduzem um erro de fase.
Um conjunto de dados adquiridos com supressdo de agua, nas mesmas
condigdes experimentais, contém contribui¢des idénticas dos efeitos dos
eddy currents. Portanto, a fase desses dados pode ser corrigida
utilizando o conjunto de dados de referéncia simplesmente
multiplicando pela a fase da referéncia. Uma vantagem adicional € que
uma fase linear que eventualmente esteja presente nos dois espectros
também sera cancelada.

Deve-se salientar que ndo todos os efeitos dos eddy currents
podem ser corrigidos com este método, apenas aqueles que estdo
relacionados a fase dos dados e ndo aqueles relacionados a sua
amplitude. Apesar disso, conseguem-se melhoramentos consideraveis na

qualidade do espectro resultante como ilustrado em um exemplo ao item
IvV.2.
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1.6 Stimulated Echo Acquisition Mode (STEAM)

A sequéncia STEAM 3 consiste de trés pulsos seletivos de 90°
nas trés direcdes ortogonais para a selecdo do volume de interesse,
analogo a sequéncia PRESS apresentada no item I.1. No entanto, na
sequéncia STEAM o sinal é adquirido na forma de um eco estimulado
B1

O primeiro pulso de 90° leva a magnetizag@o ao plano transversal
onde ela permanece durante TE/2, o segundo pulso retorna a
magnetizacdo transversal novamente a direcdo longitudinal onde ela
permanece durante TM (mixing time). Finalmente, o terceiro pulso gera
o eco estimulado depois de um intervalo TE/2 apés o ultimo pulso. Para
eliminar sinais indesejados como o FID depois do ultimo pulso de RF, o
spin echo e os ecos de segunda ordem ! sdio adicionados gradientes
chamados spoilers.

Na figura I1.4 encontra-se um exemplo para a sequéncia STEAM
ilustrando as diferentes fun¢des dos gradientes. Os pulsos de RF sdo
acompanhados por um conjunto de gradientes de selegdo (positivo) e
refocalizacdo (negativo) marcados em cinza claro. A refocalizacdo ¢
necessaria devido a defasagem da magnetizacdo durante a sele¢do. Para
refocalizar essa defasagem a area do gradiente de refocalizagdo deve ser
a metade da area do gradiente de selecdo. O gradiente de refocalizagéo ¢
localizado antes ou depois do gradiente de sele¢do, dependendo em qual
das duas posi¢des a magnetizagdo se encontra no plano transversal.

Para eliminar o sinais indesejados sdo usados spoilers durante os
intervalos TE/2 e TM, aplicados nas trés diregdes X, y e z. O conjunto
de spoilers durante TE/2 consiste de duas partes. A primeira parte
encontra-se entre o primeiro e o segundo pulso de RF, a segunda parte
entre o ultimo pulso de RF e o comeco da aquisi¢cdo. A segunda parte
dos spoilers é necessaria para eliminar o FID do ultimo pulso de RF, a
primeira parte dos spoilers serve para preparar a magnetizacio de tal
maneira que o sinal do eco estimulado seja refocalizada para a

aquisi¢do. As duas partes de cada conjunto devem possuir areas
idénticas.
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90° 90° 90° eco

TE /2 ™ TE 2

Figura II.4 : Sequéncia de pulsos necessarios para experimentos de
espectroscopia localizada pela técnica STEAM ), Gradientes de selecdo sdo
marcados em cinza claro, spoilers em cinza escuro.

Durante o intervalo TM séo aplicados trés spoilers longos, que
servem para eliminar o spin eco que pode ser gerado pelo segundo e
terceiro pulso de RF, tal como para eliminar ecos de segunda ordem
provocados pelos trés pulsos de RF em conjunto. Este gradientes pode
ser aplicados durante todo intervalo TM. Pelo fato da magnetizagio
encontrar-se na direcdo longitudinal durante TM, estara ocorrendo
apenas a relaxacéo longitudinal. Como essa, geralmente, é pelo menos
uma ordem de grandeza mais lenta que a transversal, TM pode ser
escolhido longo, o que possibilita a aplicag@o de spoilers fortes durante
este intervalo. Isso € necessdrio para garantir que os sinais indesejados
sejam eliminados eficientemente.

A vantagem da sequéncia STEAM sobre a sequéncia PRESS ¢
que o tempo ao eco (TE) ndo inclui o intervalo TM. Isso permite TE
consideravelmente mais curto (TE < 50 ms) do que na sequéncia PRESS
(TE > 100 ms). Isso torna possivel utilizar STEAM em espectroscopia

de 3'P e 13C, j4 que estes nucleos possuem tempos de relaxacdo T, curtos
3.] q 2
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(tabela 1.3). Caso STEAM seja utilizado em espectroscopia de 'H ¢é
necessario aplicar uma técnica de supressdo de agua. Os pulsos CHESS,
discutidos no item I1.2, podem preceder a sequéncia STEAM e/ou serem
intercalados durante TM 2],

Como discutido no item anterior, na implementacéo de sequéncias
de pulsos para espectroscopia localizada ¢ indispensavel minimizar o
uso de chaveamento de gradientes, por causa dos efeitos indesejaveis

dos eddy currents. Na figura I1.5 e mostrada uma implementacdo da
sequéncia STEAM que leva isso em conta.

90° 90°

€Co

J

Figura I1.5 : Sequéncia STEAM otimizada para reduzir efeitos de eddy
currents. Gradientes de selegdo sdo marcados em cinza claro, spoilers em
cinza escuro. Gradientes com propositos iguais possuem cores idénticas a
figura I1.4, alguns gradientes foram modificados.

Efeitos de eddy currents no comeco dos gradientes de selecdo
podem provocar distor¢des do perfil do volume selecionado. Para
diminuir este efeito, os gradientes de selecdo s@o ligados alguns
milisegundos antes do pulso de RF que permite o gradiente atingir um
valor constante. As partes de refocalizagdo dos gradientes de selecdo,
sendo negativas na figura I1.5, foram incorporadas nos spoilers evitando

assim o grande transiente entre o gradiente de selegdo (positivo) e o
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gradiente de refocalizagdo (negativo). Dessa forma os gradientes de
selecdo e os spoilers podem ser aplicados continuamente evitando

transientes. Assim, a sequéncia passa possuir somente dois pulsos de
gradiente em cada diregdo.

1.6 Desacoplamento

A técnica de desacoplamento elimina o efeito da interacdo spin-
spin, também conhecida como acoplamento J. Este acoplamento entre
dois nucleos em uma molécula, transmitido por meio dos elétrons da
ligagdo quimica, da lugar linhas de ressonancia em forma de
multipletos. Muitas vezes multipletos de diferentes metabdlitos se
superpde, dificultando a identificacdo das linhas. Além disso, num
espectro sem desacoplamento a intensidade do sinal de um metabdlito se
divide entre as diferentes partes do multipleto, enquanto num espectro
desacoplado toda intensidade colpsa numa unica linha. Na
espectroscopia in vivo este efeito geralmente aparece em espectros de
3'P e C devido ao acoplamento forte desses nucleos com prétons
vizinhos ('H).

A técnica de desacoplamento heteronuclear consiste na aquisicéo
do sinal de um nucleo enquanto um outro, o ntcleo a ser desacoplado,
esta sendo irradiacdo na sua frequéncia de ressonancia. Sendo assim, ¢
necessario a aplicacdo de RF em duas frequéncias diferentes, primeiro
na frequéncia do nucleo sobre investigagio (*'P ou C) e depois,
durante todo o intervalo de aquisig@o, na frequéncia do nucleo a ser
desacoplado ('H), como indicado na figura I1.6. Instrumentalmente, isso
significa que sdo precisos dois canais de RF com sintetizadores de RF,
amplificadores e sondas separadas, respetivamente sondas de dupla
ressonancia.
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excitacdo aquisi¢do

] desacoplamento

-~ |
Toec = Taco

Figura I1.6 : desacoplamento em onda continua

No desacoplamento de onda continua (CW), como mostrado na
figura acima, a faixa de frequéncias do desacoplamento € Aw = 1/Tp.
Para um intervalo de aquisi¢éo tipico de T = 1s isso resulta em uma
banda de Aw=1 Hz. A faixa de deslocamento quimico de 'H, o nucleo a
ser desacoplado, em 1.5 Teslas ¢ aproximadamente 700Hz (tabela 1.3).
Desta maneira o desacoplamento CW nfo cobre a toda a faixa do
deslocamento quimico. Portanto, para um desacoplamento eficaz em
toda a faixa de frequéncias, sdo necessarias técnicas de desacoplamento
de banda larga.

As técnicas de desacoplamento de banda larga introduzem
deslocamentos da fase durante a irradiacdo de 'H, de forma aleatoria
como na noise modulation "%, ou em forma de esquemas de pulsos
compostos com fases diferentes como nas diferentes versdes de
MLEV U771 ¢ WALZ B8 Todos tem em comum o alargamento da
banda de frequéncias do desacoplamento para até alguns kiloherz,
suficiente na maioria das aplicagdes.

As técnicas de desacoplamento podem ser aplicadas em qualquer
sequéncia de pulsos, simplesmente irradiando o nucleo a ser
desacoplado durante toda a aquisi¢do. Em seres vivos, certos cuidados
devem ser tomados com relagdo a poténcia média aplicada (specific
absorption rate, SAR), muitas vezes € necessario aumentar-se o tempo

de repetigdo para diminuir a poténcia média.
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1.7 Image Selected in vivo Spectroscopy (ISIS)

Na sequéncia ISIS **?* a informagéo espectroscépica é adquirida
em forma de um FID, imediatamente apds a excitacdo, e nfo gerando
um eco como nas sequéncias PRESS e STEAM. Assim, ISIS ¢é
particularmente indicada para estudos do nucleo *'P e 3C que possuem
valores de T, curtos. Isto porque, ndo ha perda de sinal devido a tempos
ao eco longos e a resolugdo dos espectros ndo sofre por efeitos de
alargamento de linhas, devido ao acoplamento spin-spin homonuclear.

ISIS utiliza pulsos de inversdo seletivos para preparar a
magnetizagdo de equilibrio que em seguida é excitada uniformemente
por um pulso nio seletivo de 90°. O FID gerado por este procedimento
ndo ainda ndo ¢ localizado. Para a localiza¢do, multiplos FID's devem
ser acumulados repetindo o experimento basico com combinacdes
diferentes dos pulsos de inversdo ligados ou desligados. Uma versdo
unidimensional de ISIS é mostrada na figura I1.7. Nessa sequéncia
devem ser feitas duas aquisigdes, uma vez com o pulso de inversdo
ligado, e uma segunda vez sem este pulso. Desta maneira, no primeiro
experimento, a magnetizaco produzida pelos spins internos a regido
selecionada encontra-se na dire¢do — x e a magnetizagdo dos spins
externos na dire¢do +x. No segundo experimento todos os spins
refocalizam na dire¢@o +x. Subtraindo os dois sinais, a contribuicdo dos

spins de fora da regido selecionada se cancela.

90°
180°

FID
RF
|

G

X

Figura II1.7 : Esquema para um experimento unidimensional da técnica ISIS.
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Para a localiza¢do completa em trés dimensdes € necessario
aplicar um esquema de subtra¢@o/adi¢do com todas as oito combinagdes
dos pulsos de inversdo ligados ou desligados. Assim, o sinal externo ao
volume de localizagdo se cancela, enquanto o sinal interno soma-se
coerentemente. A sequéncia ISIS com localizagdo completa em trés
dimensdes é mostrada na figura I1.8. O esquema de adig@o/subtracdo

com os respectivos gradientes ligados ou desligados e dado na tabela
I1.1.

90°
180° 180° 180°

FID
RF

¢, MR
G R
G, ¥

Figura 1.8 : Sequéncia de pulsos necessarios para experimentos de
espectroscopia localizada pela técnica ISIS P**.. Um tempo de espera é
introduzido entre o terceiro pulso de inversdo e o pulso de excitagdo nio
seletivo para minimizar efeitos de eddy currents.

N°. do pulso 180°  pulso 180°  pulso 180°  contrib. para
experimento |seletivo em x seletivoemy seletivoemz o espectro
1 0° 0° 0° +1
2 180° 0° 0° -1
3 0° 180° 0° -1
4 180° 180° 0° +1
5 0° 0° 180° -1
6 180° 0° 180° +1
7 0° 180° 180° +1
8 180° 180° 180° -1

Tabela II.1 : Esquema de adigdo/subtragdo para a sequéncia ISIS. A sigla
180° se refere a aplicagdo de um pulso de inverséo seletiva e 0° a auséncia
do pulso. A contribuigdo do sinal pode ser positiva, o FID sera somado
aos demais, ou negativa, o FID sera subtraido.
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Métodos de localizagdo, como ISIS, que dependem da
combinagdo de diferentes aquisi¢des para eliminar o sinal externo ao
volume de interesse possuem algumas desvantagens. A sequéncia ¢
sensivel a efeitos de movimento que resultam em erros na subtragio dos
sinais. Por exemplo, o movimento de um paciente durante a aquisi¢ao
dos oito FID’s necessarios para a localizagdo resultard em erros graves
da mesma. Muitas vezes o batimento cardiaco e/ou o movimento
respiratério € suficiente para tornar a localizagdo ineficiente, ainda mais
no caso de um paciente com deficiéncia de coordenagdo de movimento.
Esse ¢ um fato que torna a utilidade da sequéncia ISIS em ambiente
clinico bastante questionavel, a n3o ser quando combinado com
chemical shift imaging (CSI) como discutido abaixo no item II.11.
Problemas de localizagao também podem ser reduzidos com a técnica de
outer volume suppression como discutido no item I1.3 71,

Além da sensibilidade a movimentos, o sinal adquirido possui
niveis bastante variaveis dependendo dos pulsos seletivos serem ligados
ou nfo (experimento 1 e 8 na tabela II.1). Assim o sistema de recepgao
necessita de um grande alcance dindmico.

Outros aprimoramentos de sequéncia basica para ISIS % foram
propostos 7] a extensio do esquema de adi¢do/subtragdo para a
aquisi¢do simultanea de dois volumes e a substitui¢do dos pulsos de RF
convencionais por pulsos adiabaticos ™, que serfio discutidos no
capitulo III. Utilizando pulsos adiabaticos a sequéncia pode ser utilizada
em combinagdo com bobinas de superficie para aumentar a
sensibilidade.

11.8 Artefatos de localizagao (chemical-shift artifact)

Como ja mencionado no item 1.5, o nicleo de C possui uma
grande faixa do deslocamento quimico. Em geral isso € uma vantagem,

facilitando a identifica¢do dos sinais. No entanto, nas sequéncias de
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espectroscopia localizada, discutidas nos itens anteriores isso provoca o
chamado artefato de localizag3o.

Para a definicdo de um volume ou fatia é necesséria a aplicagdo
de gradientes de campo magnético que produzam uma variagdo das
frequéncias de ressonéncia ao longo de uma direcdo espacial. A variagdo
de frequéncia induzida pelo gradiente € superposta a variacdo de
frequéncia devido ao deslocamento quimico fazendo com que os sinais
de diferentes metabolitos provenham de regides deslocados.

Na presenca de um gradiente G, o sinal de dois metabdlitos com
frequéncias o, e ®, provém de duas fatias deslocadas por Az, dado por :

W, — @
Az=——72 IL1
y G,
Observa-se que o artefato de localizacdo Az aumenta com a
diferenca das frequencias dos dois metabodlitos, ou seja ele aumenta
com o deslocamento quimico 6 e com o campo B, lembrando que :

@, = (1—51?2);/ B,. No entanto, pode-se diminuir os artefatos de
localizagdo aumentando-se o gradiente de localizagdo G, mas, para se
manter a extensdo da regido selecionada constante deve-se aplicar um
pulso de RF mais curto. Para se conseguir o mesmo angulo de excitagao
este pulso de RF deve ser mais intenso, 0 que muitas vezes nio e
possivel, ou pelas limitagdes do caminho de RF (voltagem maxima
permitida) ou pelos limites de seguranca impostos em tomoégrafos
comercias (specific absorption rate, SAR).

’ Na figura I1.9 € mostrado o artefato de localizagdo entre os sinais
do grupo metileno, carbonos insaturados e carbonila num espectro °C
num campo de 2 Teslas. Utilizou-se uma amostra de Oleo vegetal
adquirindo-se um perfil de 0.6 cm ao longo de uma dire¢do espacial. O
gradiente de localizagdo foi 70 mT/m, o que provoca um deslocamento
entre metileno e carbonila de aproximadamente 0.5 cm.
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Figura I1.9 : Artefato de localiza¢@o entre trés metabolitos importantes

de um espectro de C", utilizando um gradiente de localizacio de
70mT/m.

Nas sequéncias de localizagdo em trés dimensdes como PRESS,
STEAM e ISIS o artefato de localizacdo acontece em todas as trés
diregdes, de forma que volumes de diferentes metabolitos sdo
deslocados na diregdo diagonal do volume cubico. As uUnicas técnicas
que ndo sofrem por artefatos de localizagdo s@o as que utilizam o
conceito de codificagdo de fase para a localizagdo, como CSI que serd
discutido nos préximos itens.

1.9 Chemical shift imaging (CSIl)

A técnica de chemical shift imaging (CSI), também chamada
spectroscopic imaging (SI) ?? consiste em selecionar uma regido uni-
ou bidimensional, com pulsos seletivos convencionais, e codificar a
posicdo dentro dessa regido com gradientes de codificagdo de fase. Uma
vantagem dessa técnica € ndo ser sensivel a artefatos de localizagdo
(item I1.8). Isso significa que, em um experimento de CSI
bidimensional, artefatos de localizacdo somente aparecerdo na diregédo
de selecdo da fatia e ndo dentro do plano da “imagem”.

Em CSI 2D uma fatia da amostra ¢ selecionada com um pulso de
RF em conjunto com um gradiente de selegdo. Dois gradientes de
codificag¢do de fase sdo utilizados para codificar as duas dire¢des dentro

da fatia como mostrado na figura I1.10. O resultado da aquisi¢do € uma
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matriz de dados tridimensional, com uma dimensio que contém

informagéo espectral e duas dire¢des que contem informagéo espacial.

90°
RF
G, I\J
G, =%
=
, FID
Sinal——)u\ﬂ/\/wvvvvv e
‘ t

Figura II1.10 : Sequéncia de pulsos utilizados para experimentos de
chemical shift imaging (CSI) em duas dimensdes.

O sinal € adquirido na auséncia de gradientes e a informacio
espectral € revelada pela transformada de Fourier ao longo do eixo
temporal. Com a técnica de codificagdo de fase adquirem-se N*N
espectros variando os dois gradientes de codifica¢ido de fase, nas duas
dire¢des y e z, em N passos. Aplicando-se a transformada bidimensional
nas dire¢des da codificagdo de fase pode-se recuperar a informacio
espacial. O resultado sdo N*N espectros cujo sinal provém de posicdes
bem definidos ao longo das direg¢des Y e Z dentro da fatia selecionada
na diregdo X.

Pode-se integrar os espectros ao longo da dire¢do espectral em
uma faixa limitada do deslocamento quimico em volta de um
metabolito. O resultado, visualizado na forma de uma imagem, chama-
se mapa metabolico. Este representa a intensidade que um determinado
metabolito produz na fatia selecionada. Um mapa metabolico parece-se
muito com imagens de tomografia convencional apesar de possuir de
resolugdo (espacial) muito menor. Por outro lado, mapas metabélicos
contém informagdes bem mais especificas sobre a distribuicdo de
densidade de uma determinada substancia.
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A sequéncia CSI 2D, como apresentada na figura I11.10, possui a
vantagem de adquirir o sinal de RMN pouco depois da excitacdo, sendo
assim o sinal nfo sofre por decaimento devido a relaxagdo T,. Portanto,
esta técnica pode ser utilizada para espectroscopia de 3'P e "*C que
possuem T, curto. No entanto, para a localizagdo € necessario aplicar
gradientes durante o intervalo 1 entre a excitagdo e a aquisi¢do. Além de
provocar efeitos indesejaveis de eddy currents (item 11.4) o atraso do
comeco da aquisi¢do por 1 introduz uma fase linear nos espectros. Essa
fase linear pode ser corrigida *¥ por soffware mas este procedimento
introduz uma variagdo da linha de base do espectro. Métodos para
corre¢do de linha de base serdo discutidos em seguida. Experimentos de
CSI 2D que ndo provocam esse tipo de problemas podem ser realizados
adquirindo o sinal de RMN em forma de um spin echo como ilustrado
na figura I1.11.

Como discutimos acima, técnicas que sdo baseadas na formacio
de um spin echo sofrem por decaimento de sinal quando utilizados em
amostras com T, curto, como o caso na espectroscopia de *'P e '3C.

Portanto a sequéncia mostrada na figura II.11 é mais indicada para
espectroscopia de 'H.

RF %\/\N\N\Wm—*—
G, f\J [\

G 5

y

G ::_

z

Figura II.11 : Sequéncia de pulsos utilizados para experimentos de
chemical shift imaging (CSI) em duas dimensdes com refocalizagio
de um spin echo.

A sequéncia de CSI 2D da figura I.11 pode ser facilmente
alterada para implementar CSI unidimensional simplesmente retirando-

se um dos gradientes de codificagéo de fase e trocando-se o gradiente de
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selec@o do pulso de 180° para esta diregdo. Na figura abaixo é mostrado
o esquema para CSI 1D.

Figura I1.12 : Sequéncia de pulsos utilizados para experimentos de
chemical shift imaging (CSI) unidimensional.

Uma outra possibilidade para a implementacdo de CSI 1D € a
utilizacdo de uma das sequéncias PRESS, STEAM ou ISIS
selecionando-se um volume em forma de uma coluna prolongada. Ao
longo da diregéo do eixo maior dessa coluna e aplicado o gradiente de
codificagdo de fase. A combinag@io de CSI com as técnicas single voxel
PRESS, STEAM e ISIS sera discutida ndo item I1.11.

1.10 Correcao de linha de base

Observamos no item anterior que um delay 1 entre a excitacdo dos
spins e a aquisi¢do do sinal introduz uma fase linear ®¥ nos espectros
que € dificil de ser corrigida. Existem métodos numéricos para calcular
o sinal nos pontos que ndo foram adquiridos durante 1, como a chamada
linear prediction ! e métodos de maxima entropia ®¥. Estes métodos
envolvem muitos calculos numéricos e portanto sdo demorados.

Como indicado no item anterior, um método bastante utilizado é
fazer a correcdo da fase linear no espectro e em seguida corrigir a linha
de base introduzida pela corregio fase de primeira ordem. Um método
simples de corregdo da linha de base em espectros de RMN consiste na

defini¢do de regides do espectro que nfo contém sinais e utilizacio

42



Capitulo II: Técnicas de espectroscopia localizada

destes dados para fitting de uma fungdo arbitraria (muitas vezes um
polindmio ou um spline). Depois essa fungfio é subtraida do espectro [#*!
removendo-se assim a linha de base. Apesar de poder ser automatizado,
este procedimento em geral ¢ executado interativamente, o que nio ¢
possivel no tratamento de grandes quantidades de dados, gerados em
experimentos de CSI. Para automatizagio das corre¢des, varios métodos

[86-88]

foram propostos , na maioria baseados em deconvolucdo do

espectro, uma técnica relacionada a transformada de Fourier [**.

.11 Sequéncias hibridas

CSI muitas vezes ¢ utilizada em combinacdo com uma das
técnicas single voxel PRESS, STEAM ou ISIS para melhor definir um
volume de interesse e obter um numero limitado de espectros
localizados dentro desse volume. Na combinacdo de PRESS com CSI
sfo adicionados gradientes de codificagdo de fase entre o pulso de 90° e
o primeiro pulso de 180°, como indicado na figura I1.13.

180° 180°

90° eco
RF  —J\ | hvwm

1 TE, /2 TE, /2 + TE, 12 TE, /2

Figura I1.13 : Sequéncia hibrida combinando PRESS (figura 1.1) com CSI.

Por exemplo, em espectroscopia localizada de 'H do cérebro
humano existem sinais fortes da gordura subcutinea que podem

43



Capitulo II: Técnicas de espectroscopia localizada

contaminar um experimento CSI convencional . A combinacio de
PRESS com CSI pode ser utilizada para selecionar um volume grande,
em forma de uma fatia limitada nos seus quatro lados, de forma que este
seja localizado inteiramente no espago intra-craniano. Dentro desse
volume selecionado com PRESS, uma matriz de tipicamente 16x16
espectros sdo adquiridos com CSI bidimensional. Da mesma forma
pode-se utilizar a combinag¢do de PRESS com CSI unidimensional para
observar lipideos no cora¢do humano ' Neste caso, um volume em
forma de uma coluna ¢ posicionado adequadamente e CSI 1D é utilizada
para adquirir espectros localizados ao longo do maior eixo dessa coluna.

Andloga a combinagdo de CSI com PRESS, pode-se introduzir
um ou mais gradientes de codificacio de fase no intervalo entre os
primeiros dois pulsos de RF da sequéncia STEAM (figura I.5). Essa
sequéncia hibrida tem aplicagdes em espectroscopia localizada de *'P,
por exemplo no cérebro humano P4,

A combinac@o de CSI na suas duas formas ilustradas nas figuras
I1.10 e IL.I1 com a sequéncia ISIS (figura 11.8) pode ser aplicada na
espectroscopia de *'P no cérebro e coracdo humano % tal como na
espectroscopia de *C do abdémen 6],
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Capitulo Il

Pulsos adiabaticos

Neste capitulo, vamos introduzir o principio de pulsos
adiabdticos, utilizados para a excitagio uniforme de uma amostra,
utilizando bobinas de superficie. Vamos ainda, discutir a aplicagdo de
pulsos adiabaticos em conjunto com gradientes modulados de campo
magnético, para localizar um volume de interesse pela técnica Gradient
Modulated Adiabatic Excitation (GMAX)

l1l.1 Aspectos gerais

As técnicas relacionadas & espectroscopia localizada, discutidas
no capitulo anterior, dependem todas da precisio do angulo dos pulsos
de RF utilizados. Principalmente as técnicas de supressio de agua (item
I1.2) e de outer volume supression (item II.3) somente funcionam
eficientemente com pulsos de 90° bem ajustados. Pulsos mal ajustados
nas sequéncias PRESS e STEAM resultam em perdas de sinal
substanciais. Portanto, as amplitudes dos pulsos devem ser ajustadas
cuidadosamente durante a calibragdo. Além disso, as bobinas utilizadas
devem produzir campos B, suficientemente homogéneos para-se evitar
grandes variagdes dos angulos dos pulsos de RF, dentro do volume
selecionado.

Para a obtengo de campos B, suficientemente homogéneos pode-
se utilizar a combinacdo de uma bobina de grande extensio (bobina de
corpo) para excitagdo e uma bobina adaptada a anatomia sobre
investigagdo para a aquisi¢io do sinal. Entretanto, em determinados
experimentos € vantajoso utilizar-se uma tnica bobina para ambos,
excitagdo e aquisicdo. Neste caso bobinas de superficie possuem a

desvantagem de gerar campos B, com inomogeneidades grandes. Na
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figura III.1 é mostrado o campo B, no plano Xy de uma bobina de
superficie localizada perpendicularmente ao plano, & esquerda a
distribui¢do teérica de linhas de campo constante e a direita uma
imagem adquirida com a sequéncia spin echo ilustrando o efeito na
pratica.

fe—“

T
- b X

Figura III.1 : Campo B, no plano xy produzido por uma bobina de
superficie perpendicular ao plano. A esquerda a distribui¢io tedrica, a
direita a distribui¢do real, imagem adquirida com & sequéncia spin
echo.

A utilizagdo de bobinas de superficie para a obtengdo de espectros
de ressondncia magnética é especialmente indicada quando se trata de
experimentos de baixa sensibilidade *'P e *C) a fim de aumentar a
mesma.

Uma excitagdo uniforme dos spins, em angulos corretos, com
bobinas de superficie € possivel utilizando-se um novo conceito de
pulsos de excitagdo 1 modulados em amplitude e frequéncia, que

foram chamados pulsos adiabaticos %!

. Estes sd@o utilizados, por
exemplo, em um aprimoramento da sequéncia ISIS ! ¢ em uma técnica
de localizagdo chamada Gradient Modulated Adiabatic Excitation
(GMAX) P> que utiliza bobinas de superficie, pulsos adiabaticos junto

a gradientes de campo magnético modulados.
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lll.2 O segundo sistema girante de coordenadas

Para discutir o principio dos pulsos adiabaticos é conveniente
analisar o comportamento do vetor magnetizagio M em sistemas
girantes de coordenadas. No item 1.3 foi introduzido o primeiro sistema
girante de coordenadas no qual a magnetizagdo executa um movimento
de precessdo em torno de um campo magnético efetivo Bgrr composto
pela soma vetorial de B/X' e a componente do campo principal
(B, -@w/y)Z'. No caso de pulsos adiabaticos, modulados em amplitude
e frequéncia, as componentes B, (modulagio em amplitude) e (0,—®)/y
(modulagéo em frequéncia) adquirem dependéncia temporal, portanto
Bgpr varia temporalmente. A taxa de variagio é do/dt onde o, o angulo
do campo efetivo com B, é dado por:

a = arctan (—Aﬂj I11.1
vV Bl

Nestas circunstancias ¢ conveniente introduzir um segundo
sistema girante coordenadas (x”, y”, z”) que acompanha Bepr € gira com
da/dt em volta de x'"|| BEFF. Neste novo sistema girante a direcdo de
Bgpr € constante, mas nio necessariamente sua amplitude. No segundo
sistema girante, hd uma contribui¢do para By ao longo da dire¢do y”
com magnitude (do/dt)/y (vide figura abaixo). Consequentemente, um
vetor de magnetizagdo que inicialmente esteja ao longo da diregdo x”
realizard a precessdo em torno da soma vetorial dos dois campos como
ilustrado na figura I11.2.

Se |do/dt] << yBgyr o vetor da magnetizacgdo M serd
aproximadamente colinear a Bpg. Nessa condi¢dio, conhecida como
condi¢do adiabitica, o vetor da magnetizagio acompanhard o
movimento do campo efetivo Bgp. A condigdo adiabatica, por
convengdo P! também & escrita na forma :

B/ (da/dt) >> 1 1IL.2

definindo Bgg (e B,) em dimenso de radianos/segundo. Na discussio
dos pulsos adiabaticos, na proxima segdo, vamos seguir essa convengio.
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Figura II1.2 : Sistema girante de coordenadas a) Campo efetivo
Berr, b) Rotagédo do vetor de magnetizagdo M em torno de By;.

I11.3 Pulsos adiabaticos

Para um pulso adiabatico satisfazer a condi¢do de adiabaticidade,
as duas fung¢des de modulagdo em amplitude e frequéncia devem possuir
determinados comportamentos temporais. Supondo que, inicialmente, a
magnetizagcdo seja a magnetizagdo de equilibrio, que se encontra ao
longo da diregdo z’. Para a magnetizagio acompanhar o campo By
durante um pulso adiabatico ela deve apontar na mesma dire¢do que
Bgrr. Entéo, € necessdrio que By seja na dire¢dio 2’ ou entdo B, seja
pequeno comparado com Aw/y. Isso significa que inicialmente, a RF
deve ser de pequena amplitude e com frequéncia fora da ressonancia.
Durante o pulso a dire¢do de By deve mudar lentamente, assim vetor
de magnetizagdo acompanhard B , até chegar no plano transversal.
Para By realizar este movimento a amplitude da RF deve aumentar
durante o pulso enquanto a frequéncia se aproxima da frequéncia de
ressondncia. Assim, B, cresce até alcangar seu maximo e Aw/y diminui a
Zero.

Observe-se que, a funcdo de modulagdo em amplitude deve
crescer em fung¢do do tempo, enquanto a fungdo de modulagio em
frequéncia deve diminuir. De forma geral a modulagdo em amplitude e
frequéncia pode ser descrita por:
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Bi(t)=27B) Fi(1) lIL.3

®(1)=274F,() - o,

onde F, e F, sdo as fungdes de modulagio. Nessas equacgdes adotamos a
convengdo "I de A e By serem em unidades de hertz, assim B, e o tem
dimenséo de radianos/segundo. F, e F, sio funcdes adimensionais. A
magnitude B} da modulagio em amplitude, pode ainda ser relacionada
a amplitude da modulagdo em frequéncia A, sendo : B} =Av, onde v
carrega a dependéncia espacial, levando em conta a inomogeneidade de
B,. Para fung¢des de modulagdo arbitrarias como definidas acima, a
condigdo adiabatica é dada por :

| Ber / (da/dt) | =2nAv" (V*F 2+ F,2)* | F,(dF,/dt) — F,(dF,/dt)|" 111.4
>> ]
Isso deve ser satisfeito durante todo o tempo da aplica¢do do pulso. Dois
conjuntos de fungdes de modulagdo que sfo bastante comuns e que

podem satisfazer essa condigdo sio os pares sen/cos e tanh/sech,
mostradas nas figuras abaixo.

a) b)
F (t)=sen2nmvt F,(t)=cos2nvt
0 0
0 t Tp 0 t Tp

1 1

c) [ d)

F\ (1) = sech [B (T, 1)] | Fa(0=tanh [B(T,- 1))
0 0

0 t Tp 0 t Tp

Figura II1.3 : As fung¢des de modulagdo em amplitude e frequéncia dos
pares a,b) sen/cos e c,d) tanh/sech
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Com os dois pares de fungdes de modulagdo sen/cos e tanh/sech
vé-se que existem solucdes diferentes que podem satisfazer a condicio
adiabatica variando-se lentamente a amplitude e frequéncia do pulso de
RF, ou seja trabalhando-se com uma duragdo do pulso T,
suficientemente longa. Dada a amplitude maxima, existe para cada um
dos pulsos, um T, minimo para que a condicéo adiabatica seja satisfeita.
Este valor minimo de T, depende do pardmetro v, que representa a ndo
uniformidade do campo de RF. Mantendo-se T, fixo, é possivel
encontrar outras formas de modulagio que satisfagam a condicdo
adiabdtica mais eficientemente durante todo o pulso, para diferentes
valores do pardmetro v. O par de fungdes de modulagdo sen/cos é a
solu¢d@o Otima para v = 1, ou seja sem inomogeneidades do campo de
RF.

Um método numérico de otimizacdo das fungdes de modulagio
para pulsos adiabéticos utilizando um método variacional foi descrito
por Ugurbil et al. ™. Nessa otimizago, qualquer um dos dois pares de
fungdes de modulagdo descritos acima (ou qualquer outra) pode ser
utilizado como ponto de partida para os calculos numéricos. Os pulsos
adiabéticos com fung¢des de modulagio numericamente otimizadas sio
chamados pulsos NOM (Numerically Optimized Modulation). A
figura I11.4 mostra o resultado da otimiza¢do no intervalo vV=0.1-10, que

representa uma inomogeneidade de B, coma variagio de trés ordens de
grandeza.

Fi(t) NOM F,(t) NOM

0 0
o t T, 0 t Tp

Figura II1.4 : Fungdes de modulagio em a) amplitude e b) frequéncia para
os pulsos de RF adiabéticos, otimizadas numericamente para um
intervalo de v de 0.1 a 10.0.
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Com pulsos adiabaticos como os acima somente € possivel trazer
a magnetizagdo da dirego z (0,0,M,) para o plano transversal (M,,0,0)
ou, estendendo o esquema de modulagdo, para a diregdo -z (0,0,-M,).
Existem pulsos adiabéticos compostos de multiplos segmentos como os
descritos acima para executar rotagdes de um vetor de magnetizagio
inicial arbitrario (M,,M,,M,). Nestes pulsos compostos ¢ introduzido
uma diferenca de fase da RF entre segmentos consecutivos. Assim,
podem ser construidos pulsos adiabaticos com angulos de 90° (BIR) !
e 180° (BIREF) % para manipular a magnetizagio em condicdes

inicias arbitrarias. A figura III.5 mostra dois exemplos destes pulsos
compostos.

AM AM

™ o JLU‘

Figura III.5 : Esquema de modulagéo do pulsos adiabaticos compostos

BIR-1 (esquerda) e BIREF-1 (direita), a fase ¢ indicada na modulagio em
AM.

A desvantagem dos pulsos compostos € que eles agem sobre a
amostra inteira e ndo permitem a excitagdo ou refocalizacdo restrita a
um volume bem definido. Para esta finalidade seria necessario aplicar
gradientes de campo magnético simultaneamente ao pulso de RF. Estes
provocariam uma variacdo da frequéncia de ressonéncia ao longo da
amostra, incompativel com a modulagdo em frequéncia dos pulsos
adiabaticos compostos.
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Iil.4 Gradient Modulated Adiabatic Excitation (GMAX)

Ao invés de aplicar um gradiente constantes durante o pulso
adiabatico, o que provocaria erros de fase na magnetizagio resultante,
Johnson et al. ¥ propuseram utilizar pulsos adiabaticos na presenca de
gradientes modulados. Estes sfo gradientes cuja magnitude varia
temporalmente com uma determinada fun¢do de modulagio. Para este
tipo de experimento deve-se reescrever as equagdes do item anterior.
Utilizando-se a mesma fung@o de modulagdo para o gradiente e a
modulag@o em frequéncia resulta em :

B,(1,t) = 21t A u(r) F,(t) 115

Aw (1,t) = 21 [G(r) — A] F5(t)

onde G, (r) ¢ a amplitude do campo na posi¢do r produzido pelo
gradiente. E importante que o gradiente possua a mesma dependéncia
temporal que a modulag@o de RF, sendo F,(t) a fun¢do de modulagio.
Neste caso existe uma determinada posi¢do r onde Aw € zero durante
todo o pulso, ou seja um noé espacial é criado em Aw. O no € localizado
perpendicularmente ao gradiente em uma regifo onde a amplitude do
gradiente G, ¢ exatamente igual & amplitude da fungdo de modulagio em
frequéncia A, sendo G (r) = A. Em um dos lados, A® comec¢ard com
amplitude positiva (G, (r)-A > 0), ou seja Bgy sera paralelo a
magnetiza¢do de equilibrio. Durante o pulso, Aw diminuird para zero
trazendo assim a magnetizacdo ao plano transversal. No outro lado do
n6 a amplitude de Aw é negativa (G, (r)-A < 0), ou seja By €
antiparalelo a magnetizacdo de equilibrio. Conforme F,(t) diminui, A®
se aproxima para zero deixando a magnetizagdo no plano transversal.
Como a magnetizagdo ¢ antiparalela a By na regido G (r)-A < 0 a
magnetizacdo transversal depois do pulso tera uma diferenca de fase de
180° relativa a magnetizacdo da regido G (r)-A > 0.

Um experimento de localizagdo em uma dimensfio pode ser
entendido da seguinte maneira. Ajustando-se G, e/ou A o no espacial de
Aw pode ser posicionado em qualquer regido da amostra. Em uma fase
do experimento este n6 pode estar na posi¢do, por exemplo, X, € na
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outra em -X,. Ao se inverter a fase de B, na segunda parte do
experimento, inverte-se também a fase da magnetizagio transversal
resultante. A soma dos dois sinais resultantes cancela a contribuicdo do
sinal que provém de regides fora dos nds definidos pelas duas
excitagbes. A figura II1.6 mostra esquematicamente o perfil da
magnetiza¢do transversal depois de duas excitacdes adiabaticas e o
efeito de cancelamento do sinal fora da regido de interesse, somando os
sinais dos dois experimentos.

MM,

0 G, (0 0 G, (D 0 G, (1)

Figura II1.6 : O perfil da magnetizagdo transversal normalizada, ao longo da
direcdo r definida pela amplitude G,(r) do gradiente aplicado, depois de dois
pulsos adiabéticos com fase de RF invertida e diferentes amplitudes na modulacfo
em frequéncia a) e b). Nota-se que a magnetizagio passa por zero em posicdes
diferentes nos dois experimentos, as posi¢des dos zeros definem dois nds da
magnetizagdo. ¢) Soma da magnetizagdo transversal dos dois experimentos,
mostrando o cancelamento do sinal fora da regifo entre os dois nos.

Para estender este tipo de experimento em trés dimensdes, €
necessario utilizar trés pulsos adiabéticos em conjunto com gradientes
modulados aplicados em dire¢des ortogonais. Para localizar
completamente um volume em trés dimensdes, analogamente a ISIS,
deve ser aplicado um esquema de adi¢do/subtragdo com no minimo oito
aquisi¢des %%l A sequéncia de pulsos necessaria para uma localizac¢do
completa sera discutida em seguida.
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1.5 GMAX - 3D

A técnica de localizagdo com pulsos adiabaticos e gradientes
modulados para uma dimensdo, discutida no item anterior, pode ser
estendida para trés dimensdes P®). Da mesma maneira que a sequéncia
ISIS, um experimento basico deve ser executado repetidamente para
cancelar todo o sinal fora do volume de interesse.

Para a localizacdo em trés dimensdes com a técnica GMAX o
experimento basico deve utilizar trés pulsos adiabaticos com gradientes
modulados, aplicados em trés direcdes ortogonais. Dessa forma, cada
um dos pulsos produz um né espacial na magnetizagdo resultante e os
planos que definem os nds sdo ortogonais entre si. Este experimento
basico deve ser repetido no minimo oito vezes, alterando-se as posi¢des
dos nos espaciais e utilizando-se um esquema de adi¢do/subtragdo para
os FID’s resultantes. A figura III.7 mostra a sequéncia de pulsos para o
experimento basico de GMAX em trés dimensdes. A funcdo de
modulacdo dos gradientes € idéntica a da modulagdo em frequéncia. Os
planos que definem os nos espagais podem ser posicionados
arbitrariamente alterando-se a amplitude da modulagdo em FM ou,

alternativamente, a modulagdo do gradiente correspondente.

. /|

FID
Sinal v‘v‘v

Figura II1.7 : Esquema de pulsos necessarios para o experimento basico
de GMAX - 3D. Os pulsos de RF modulados em AM e FM séo aplicados
simultaneamente com gradientes modulados nas trés dire¢des ortogonais.
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Analisando-se o efeito dos trés pulsos do experimento basico de
GMAX - 3D sobre a magnetizacdo em diferentes regides considera-se
uma amostra cubica dividida em 27 subvolumes como mostrado na
figura II1.8. Com o propdsito de facilitar a visualizagdo da magnetizagio
nas diferentes partes da amostra definem-se trés planos paralelos que
interceptam os subvolumes.

[ LS
[ LS
Ay a4

Figura III.§ : Representacdo de uma amostra
cubica dividida em 27 subvolumes interceptados
por trés planos.

O primeiro pulso adiabatico do experimento € aplicado
juntamente com um gradiente modulado na diregdo x conforme
mostrada na figura III.9. Forma-se um né espacial em forma de um
plano perpendicular a dire¢cdo x como mostrado na figura I11.9-a. De um
lado deste plano o pulso atua como um pulso de 90° e do outro lado
como pulso de -90°. O segundo puiso adiabatico ¢ aplicado
imediatamente apds, mudando-se o gradiente da dire¢do x para a dire¢do
y, assim o no espacial forma-se desta vez em um plano perpendicular a
diregdo y. O efeito sobre a magnetizagéo € novamente o de um pulso de
90° em um lado do plano e um de -90° no outro. Como mostrado na
figura I11.9-b, depois do segundo pulso a magnetizacdo nas diferentes
regides € paralela ou antiparalela ao eixo longitudinal z, representado
por angulos de 0° e 180° respectivamente. Finalmente, o terceiro pulso
com gradiente na direcdo z, novamente traz a magnetizagdo para o
plano transversal desta vez distinguindo regides na diregio z. O

resultado dos trés pulsos adiabdticos, que pode ser observado na
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figuralll.9-c, é uma magnetizagdo no plano transversal com fase

positiva ou negativa correspondente & posi¢do em relagio aos trés
planos dos noés espaciais.

Figura II1.9 : Distribui¢@o espacial da magnetizagdo a) depois do primeiro
pulso adiabatico b) depois do segundo e ¢) distribuigio final.

Este experimento basico deve ser repetido alterando-se as
posi¢des dos nos espaciais de tal maneira que a contribui¢do do sinal
fora do subvolume central seja cancelada. Como discutido no item
anterior, em uma dimensdo isso pode ser realizado com apenas dois
experimentos mudando-se a posi¢do do né espacial e invertendo-se a
fase da modulagdo em AM. No entanto, em trés dimensdes sdo
necessarias oito combinagdes para a localizagdo completa. Na tabela
III.1 € resumido o esquema de adigdo/subtra¢do dos oito experimentos.
As posigdes dos nos espagais nas trés dire¢des sdo representadas com

X, Y, e Z;, onde i=1,2 simboliza as duas posi¢des do no espacial
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Nuamero do | pulso comn6é pulsocomné pulsocomnd contribui¢do
experimento | espacial na espacial na espacial na para o
diregdo x direcdo y diregdo z espectro

1 X, Y, Z, +1

2 X, Y, Z, -1

3 X, Y, Z, -1

4 X, Y, Z, +1

5 X, Y, Z, -1

6 X, Y, Z, +1

7 X, Y, Z, +1

8 X, Y, Z, -1

Tabela HI.1 : Esquema de adigdo/subtracdo para a sequéncia GMAX 3D. A
sigla X, refere-se a aplicagdo de um pulso adiabatico de 90° na diregdo X com
né espacial na posi¢do i. A contribui¢do do sinal pode ser positiva, o FID
deve ser somado aos demais, ou negativa, o FID deve ser subtraido.

Na técnica GMAX s#o adquiridos os FID’s imediatamente apés o

ultimo pulso. Por isso, essa técnica é indicada para a espectroscopia de
nicleos com tempos de relaxagdo T, curtos *'P e "C). Chamamos
atengdo que o intervalo no qual a magnetizacdo fica no plano
transversal, entre o primeiro e segundo pulso (figura II1.7), deve ser
curto para ndo ocorrer defasagem dos momentos magnéticos. Portanto, o
segundo pulso é aplicado imediatamente apds o primeiro.
’ Comparando-se a sequéncias ISIS e GMAX-3D, a segunda possui
como vantagem o fato da dindmica da intensidade do sinal adquirido ser
menor. Na técnica ISIS o esquema de localizagdo requer que os pulso de
inversdo sejam alternadamente ligados e desligados. Na sequéncia
GMAX-3D essa dinamica pode ser menor porque em todas as
aquisicdes ha regides que contribuem positivamente ao sinal total e
outras que contribuem negativamente. Assim, dependendo do
posicionamento do volume de interesse as contribuigdes das diferentes
regides espagais se cancelam parcialmente.
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Como ja mencionado na discussdo da técnica ISIS, métodos de
localizagdo que dependem da combinagéo de diferentes aquisi¢cdes para
eliminar o sinal fora do volume de interesse, como também GMAX-3D,
possuem uma desvantagem séria: as sequéncias sdo sensiveis a efeitos

devido ao movimento do objeto, o que resulta em erros na subtragdo dos
sinais.

111.6 Aplicagao de GMAX unidimensional

Para-se definir um perfil unidimensional na forma de um plano
tomografico com GMAX o experimento bésico deve ser executado duas
vezes mudando-se a posicdo do nd espacial, invertendo-se a amplitude
do pulso e somando-se os dois sinais adquiridos. Na figura II1.10 ¢

mostrada a sequéncia de pulsos necessaria para adquirir uma imagem
tomografica com GMAX.

GMAX

€Co
Sinal ot

Figura I11.10 : Esquema de pulsos necessarios para um experimento
tomografico utilizando GMAX.

Por utilizar pulsos adiabaticos essa sequéncia possui a vantagem
de ser insensivel a inomogeneidades de B, , e portanto pode ser utilizada
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uma bobina de superficie para ambos, a excita¢do e a detec¢do do sinal
de RMN.

A sequéncia de pulsos da figura II1.10 foi utilizada para verificar a
insensibilidade da técnica a variagdes de B,. Foi adquirida uma imagem
com um pulso adiabéatico usando-se uma bobina de superficie para
excita¢do tal como para aquisi¢do. A poténcia utilizada foi a mesma que
aquela usada na aquisi¢do com um pulso convencional mostrada na
figura III.1 esquerda. Observou-se no resultado da figura III.11 que o
sinal ¢ distribuido muito mais uniformemente no experimento com o
pulso adiabatico que naquela com um pulso convencional (figura III.1
esquerda), os spins foram excitados com o angulo correto de 90° apesar
de uma grande variagdo na amplitude de B,. Devido ao perfil de
sensibilidade da bobina de superficie, importante na aquisi¢do, o sinal
diminui com a disténcia a bobina.

Figura 1.1l : Imagem adquirida com GMAX
unidimensional (figura I11.10) utilizando uma bobina de
superficie mostrando a homogeneidade da excitagdo com
pulsos adiabaticos. A poténcia do pulso ¢ a mesma da
figura I1I.1(esquerda).

Foi realizado um teste de localizagdo com a sequéncia GMAX
unidimensional trocando-se a dire¢do do gradiente modulado (selegio)
para a diregdo x, desta forma adquiriu-se imagens que mostram o perfil
do plano selecionado pelo pulso adiabatico. Na figura III.12 é mostrado
o perfil de trés fatias de 3 cm localizados em posi¢des diferentes da

amostra.
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Figura III.12 : Imagens com plano selecionado perpendicular & imagem
mostrando o perfil de selegdo em diferentes posi¢des ao longo da amostra. A
espessura do plano selecionada € 3 cm usando os pulsos NOM da figura I11.4

Observa-se que a posi¢do do perfil como também sua largura
podem ser escolhidos arbitrariamente. Este € um dos pré-requisitos para
que uma técnica de espectroscopia localizada seja flexivel suficiente
para aplicagdes in vivo. Nota-se que no centro da bobina a localizag¢do é
melhor, principalmente no lado esquerdo (figura III.12-d) permanece um
sinal fora do plano selecionado perto do fio da bobina. Esta € localizada
perpendicular a imagem logo abaixo da amostra. A imperfei¢io da
localizagdo € devido ao sinal, extremamente forte nessa regido mais
sensivel da bobina, nfo ter se anulado completamente nas duas
aquisi¢gdes necessarias para a localiza¢do. As regides escuras dentro do
perfil selecionado sdo devido a inomogeneidades do campo estatico B,
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Capitulo IV

Resultados de espectroscopia; de *C

Neste capitulo vamos apresentar resultados de espectroscopia de
PC obtidos no Centro de Pesquisa sobre Cancer (Deutsches
Krebsforschungszentrum - DKFZ) em Heidelberg - Alemanha.
Utilizamos dois sistemas de RMN diferentes, um espectrometro
experimental da firma VARIAN/SISCO baseado em um ima
supercondutor horizontal de 2 Teslas com bore de 30 c¢cm e um
tomografo comercial SIEMENS Magnetom - SP de 1.5 Teslas equipado
para espectroscopia de 'H, *'P e C. O sistema experimental foi
utilizado para escolha e otimiza¢do de uma metodologia para aplicacdes
de espectroscopia localizada de "C. Portamos essa metodologia
otimizada para o sistema comercial e aplicamos a num experimento com
um voluntirio humano. Ainda apresentamos o resultado de um
experimento de espectroscopia de *C com desacoplamento de 'H na
panturrilha do mesmo voluntario.

IV.1 Objetivo

A espectroscopia por RMN é uma ferramenta poderosa na
pesquisa sobre cancer sendo utilizada para ajudar identificar tumores 4
tal como para acompanhar o tratamento " por quimio e/ou radioterapia.
A ressonancia magnética possui a vantagem de ser ndo invasiva, o que ¢
muito importante em casos de tumores cerebrais. No entanto, nesses
tumores € muitas vezes dificil realizar o0 acompanhamento do tratamento
radioterapéutico utilizando experimentos de espectroscopia por RMN.

Isto ocorre porque muitas substincias indicadas como marcadores para
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RMN ndo conseguem penetrar a barreira hemoencefalica (blood-brain
barrier - BBB).

Uma substancia indicada para investigar o metabolismo de
tumores € a glicose, ela possui a vantagem de ser de facil acesso, ndo ser
toxica e conseguir penetrar a barreira hemoencefalica. Sendo importante
para o abastecimento energético dos oOrgdos, a glicose pode indicar
alteracdes no metabolismo energético das células. Em tumores, por
exemplo, espera-se um metabolismo mais acelerado que deve ser
observavel através de uma maior concentracdo de glicose, seus
derivados e seus produtos de decomposigio.

Contudo, o estudo do metabolismo da glicose em espectroscopia
de 'H ¢ dificil porque os sinais da glicose encontram-se muito perto da
ressonancia da agua, dificultando assim a supressdo de agua (item 11.2).
Além disso, os sinais de glicose em 'H sio sobrepostos por sinais de
outros metabolitos (figura 1.2 e IV.2). Alternativamente, a glicose pode
ser observada em espectroscopia de °C com a vantagem da grande faixa
de deslocamento quimico desse nucleo (tabela 1.3), que facilita a
identificacdo das linhas nos espectros.

O objetivo do nosso trabalho executado no DKFZ fo1 a utilizacao
da espectroscopia localizada de "*C para monitorar o metabolismo de
glicose em tecidos cancerigenos. O trabalho no chegou a aplicagdo em
pacientes devido a baixa sensibilidade do nticleo "C e dificuldades
juridicas na utilizagdo de produtos enriquecidos em *C em humanos. No
entanto, chegamos a indicar uma metodologia otimizada para estudos in
vivo baseando-se em experimentos de *C em abundéncia natural. Nos
experimentos apresentados nos proximos itens utilizamos as técnicas
PRESS, STEAM e CSI discutidas no capitulo II. Descartamos as
técnicas ISIS (item II.7) e GMAX (item III.4) por causa da sua
sensibilidade ao movimento, incompativel com a utilizacdo em um
ambiente clinico.
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IV.2 Espectroscopia de glicose ("H) em 2 Teslas

Utilizamos uma amostra de glicose em solu¢do aquosa para
experimentos de espectroscopia localizada de 'H com a técnica PRESS
precedida por um pulso supressdo de agua CHESS (item I1.2). A
localizagd@o, nesse exemplo, foi necessaria para limitar o volume da
amostra em 8 ml, garantindo assim uma boa homogeneidade do campo
de RF e fazendo com que a supresséo de agua fosse eficiente. O espectro
resultante € apresentado na figura IV.1, mostrando uma distorcdo da
forma das linhas devido a efeitos de eddy currents. Usamos o método
descrito no item II.4 para corregdo desses efeitos por pos-processamento
utilizando a multiplicagdo da fase com uma referéncia. Obtivemos os
dados de referéncia com um experimento sem supressdo de agua, o
espectro resultante desse experimento ¢ mostrado na figura IV.2.
Observamos uma assimetria da linha de agua provocada pelos efeitos de
eddy currents.

Ot A Liad A0 Lt LA A MLl AAAS) MAAA0 AN LA ALE) L) Sy Lt MRS AAE a0 sty AMEALALMS Maaas it aAMa) Lt tAAAD LAy iaad 1 a0
58 54 52 5.0 48 46 44 42 4.0 38 36 34 32 30 ppm

Figura IV.1 : Espectro 'H de glicose em solugio aquosa com
supressdo de dgua.

MR RA0aS Adid bt Lot S St At L s it L e st L rrrTTTYTY e T rrrerTrTy AR AL  Rbid Lo Ty
56 54 5.2 50 48 46 4.4 42 40 38 36 34 32 3.0 ppm

Figura IV.2 : Espectro 'H de glicose sem supressdo de agua
utilizado como referéncia para corrigir as distor¢do da forma das
linhas do espectro da figura IV.1
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Mostramos na figura IV.3 o espectro corrigido. Observamos que
todas as linhas associadas a glicose estio em modo de absorc¢ido
enquanto a linha de dgua restante, depois da supressdo, encontra-se em
modo dispersivo, sendo este um efeito associado a técnica de supressao
de agua. Além disso, a linha de base relacionada a corre¢do de uma fase
linear no espectro IV.1, desapareceu no espectro corrigido (figura IV.3),
sendo esta uma vantagem adicional da técnica de pOs-processamento.

lllllllllllllllllllllllllllll

Figura IV.3 : Espectro 'H de glicose com corregdo dos eddy
currents.

Comparando o espectro acima com um espectro tipico de 'H
como o da figura 1.2 observamos que muitas das linhas da glicose
encontram-se na regido de 3-4 ppm superpondo-se entfo as linhas da
creatina, colina e inositol. Além disso, existem dois pares de ressonincia
extremamente pertos da ressonéncia da 4gua, que em um experimento in

vivo, sdo dificeis de resolver por causa de imperfeicdes na supressao de
agua.

IV.3 Espectroscopia de glicose ("*C) em 2 Teslas

Na figura IV.4 mostramos um espectro nio localizado de BC da
amostra de glicose em solugdo aquosa. O espectro foi adquirido sem
desacoplamento, ja que o espectrometro experimental VARIAN/SISCO
de 2 Teslas ndo dispde de um segundo canal para desacoplamento de 'H.
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Mostramos na figura I'V.5 a configurag@o do pB-isomero de glicose, no o-
isémero o grupo OH do primeiro atomo de carbono aponta para cima.
Em solugdo aquosa as duas configuragdes da glicose se encontram em
um equilibrio dando origem aos dois dubletos 11/13 e 10/12 do espectro
da figura IV.4. Os demais sinais contém os dubletos dos nucleos 2,3,4
da figura IV.5, um singleto do ntcleo 5 e um tripleto do nucleo 6.

P N N RV Y RV L . I T CIv R e

LR AR AR R R AR AR A R A RN RN AR R AR AR RS AR RS AR AR AL RSN RN ARRAY|

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura IV .4 : Espectro C de glicose em solugfio aquosa. As
posi¢cdes das linhas sdo resumidas na tabela IV.1

OH o

Figura IV.5 : Configuracdo do B-isomero de
glicose.

Para localizar as ressonéncias da glicose no musculo esquelético
(figura 1.3) executamos um experimento in vitro com as duas
substincias em conjunto. O espectro resultante desse experimento ¢
apresentado na figura IV.6 mostrando as ressonancias da glicose na
regido do glicerol.
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13
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Figura IV.6 : Espectro “C obtido com a combinagio de amostras de
musculo e de glicose em solugio aquosa.

IV.4 Tempos de relaxacao em 2 Teslas

A intensidade do sinal de RMN ¢ uma fun¢do dos tempos de
relaxacdo T, e T, e portanto e importante ter conhecimento dos seus
valores nos tecidos a serem investigados. Utilizamos as técnicas
Inversion recovery (IR) e Spin Echo (SE) para medir T, e T, em glicose
e musculo esquelético in vitro no espectrometro experimental
VARIAN/SISCO de 2 Teslas. Na sequéncia IR foram utilizados dois
pulso adiabaticos tipo sech de 180° e 90° respetivamente, na seqiiéncia
SE um pulso sech (90°) para excitagdo e um pulso BIR-1 (180°) para
refocalizacao.

Nas tabela IV.1 e IV.2 identificamos os conjuntos de picos e seus
tempos de relaxagdo de glicose e musculo, respetivamente. Observamos
que os tempos de relaxagdo da glicose variam ligeiramente em torno de
T, = 650 ms e T, = 120 ms enquanto os de musculo possuem uma
varia¢do muito maior. Observamos na tabela IV.2 que metila e
carbonila possuem T, longo, enquanto glicerol tem T, e principalmente
T, curto. Esses dois achados sdo importantes na escolha dos tempos de

repeticdo (TR) e tempos ao eco (TE) nas sequéncia de espectroscopia.
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Nr. 6 (ppm) T, (ms) T, (ms)
1 54.2 47011 99+8
2 60.9 371+6 106+5
3 66.3 679+10 1156
4 68.1 616+10 132+6
5 71.0 689+16 123+9
6 73.0 6867 119+5
7 75.1 686+13 14345
8 77.6 681+12 137+10
9 79.3 705+8 133+8
10 88.3 679+20 166+15
11 92.4 679+11 12748
12 96.2 689+18 188+11
13 99.9 700+16 12948

Tabela IV.1 : Tempos de relaxagdo de glicose em solugdo
aquosa. Numero das ressonancias conforme indicado na figura

V4
metabdlito o (ppm) T, (ms) T, (ms)
metila 11.6 114444 4445
metila 17.5 688+16 33+3
metileno 24.3 180+5 161
metileno 30.0 231%2 24+1
metileno 35.9 180+4 161
glicerol 55.5 4246 102
glicerol 62.3 43£2 1241
glicerol 65.8 94+11 1942
glicerol 69.3 576 1243
Glicerol 72.9 9616 2442
C insaturado 126.5 26616 3642
: C insaturado 133.6 296+6 38+2
carbonila 172.0 973+21 4342

Tabela IV.2 : Tempos de relaxagio de musculo esquelético in vitro.

Devido aos tempos de relaxacgo, precisamos escolher TR longo
para observar metila e carbonila. Na medida de T, observamos que este
tempo de relaxagdo varia entre ~15 ms (glicerol) e ~45 ms (4cidos
lipidicos ndo saturados) tornando assim a escolha de uma sequéncia com
TE curto indispensavel.
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IV.5 Comparagdao da sequéncias CSI e STEAM em
espectroscopia localizada de **C em 2 Teslas

Nos experimentos de CSI realizados no espectrémetro
experimental VARIAN/CISCO utilizamos a sequéncia ilustrada na
figura II.10 com uma bobina de superficie de 2 cm de didmetro.
Otimizamos a sequéncia de pulsos para minimizar o artefato de
localizag@o na sele¢do do plano mostrado e minimizar os efeitos de eddy
currents. Mostramos na figura IV.7 os resultados obtidos in vitro com
uma amostra de misculo esquelético. A fatia de 1.6 cm de espessura
(THK) foi posicionada 0.6 cm acima da bobina de superficie.

Mostramos quatro mapas de metabolitos sendo os de carbonila,
carbonos insaturados, glicerol e do grupo metileno dos acidos graxos,
integrados em intervalos de 10, 20, 30 e 30 ppm respetivamente.
Mostramos também um espectro de uma regido central no plano onde
indicamos os limites de integra¢do para os mapas metabolitos.

Notamos que no espectro todos os picos sdo visiveis, o de
carbonila sendo relativamente fraco devido ao seu T, longo em
combinag¢do com TR = 52 ms curto. Tivemos que trabalhar com TR
curto por causa da dupla codificacdo de fase da sequéncia CSI que
aumenta o numero de aquisi¢des e portanto a duracdo do experimento
consideravelmente. A duracdo de experimento (T;gr) foi 28 minutos
com 512 promediagdes (N,y) € uma matriz de aquisi¢do de 8x8 pontos
em um field of view (FOV) de 8x8 cm. No processamento dos mapas
metabélitos foi feito zero filling para 16x16 pontos. Na diregéo espectral
foram adquiridos 512 pontos, aplicando zero filling para 1024 e um
filtro exponencial de alargamento de linha de 10 Hz.
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Figura IV.7 : Experimento de "°C - CSI in vitro de uma amostra de
musculo esquelético em dire¢do coronal. Acima as imagens localizadoras
H' indicando o posicionamento da fatia localizada, no meio os mapas
metabolitos de carbonila, carbonos insaturados, glicerol e do grupo
metileno, integrados em intervalos de 10, 20 30 e 30ppm, respetivamente,
como indicado no espectro da regifio central abaixo. Parimetros
experimentais : TR=52ms, N,,=512, T;;;=28min, THK=1.6cm,
FOV=8x8cm, resolucéo espacial 8x8 pontos com zero filling para 16x16.
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Utilizamos a sequéncia STEAM discutida no item II.5 em um
experimento in vitro com a mesma amostra de muasculo e otimizada da
mesma forma como acima. Antes de adquirir o espectro localizado em
BC utilizamos a mesma sequéncia STEAM em 'H para a
homogeneiza¢do do campo B, no volume de localizagdo (shimming
local).

O volume selecionado foi de VOI = 2x2x2 c¢m® posicionado como
indicado nas imagens localizadoras. Adquirimos 2048 pontos,
aplicamos zero filling para 4096 e um filtro exponencial de alargamento
de linha de SHz, com um tempo de aquisi¢do de 30 minutos.

Apesar da resolugdo espectral ser muito melhor nos espectros
obtidos pela sequéncia STEAM consideramos este ultimo resultado
insatisfatorio para um tempo de aquisi¢do de 30 minutos. Comparando-
se com os resultados obtidos com CSI observamos que essa técnica é
mais indicada para espectroscopia localizada em C*.

» M
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Figura IV.8 : Espectro °C da amostra de miisculo esquelético obtido
com a seqiiéncia STEAM. Acima as imagens localizadoras H'
Pardmetros experimentais: TR=140ms, TE=8ms, VOI=2x2x2cm,
Nave=12288, T;5;=30min.
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O artefato de localizag@o (item 11.8) nos dois experimentos acima
¢ apenas 0.5cm entre os sinais do grupo metileno e da carbonila. Isso é
devido ao gradiente forte de 70mT/m produzido pelas bobinas de
gradiente ativamente blindadas do espectrémetro experimental
VARIAN/SISCO.

IV.6 Resultados de espectroscopia in vivo de *C em
2 Teslas

Executamos um experimento de espectroscopia de "*C in vivo em
um rato com um tumor de préstata (AT1) induzido. O experimento foi
planejado para utilizar a sequéncia CSI com duragdo da aquisi¢do de
duas horas e os demais pardmetros idénticos ao experimento, da figura
IV.7. Por falha do sistema de gradientes durante o experimento somente

foi possivel adquirir um espectro ndo localizado mostrado na figura
IV.9.

WWW WVWM
200 180 160 140 120 100 80

Figura IV.9 : Imagens 'H em diregdes sagital, transversal e coronal
(acima) e espectro “C ndo localizado de um tumor de préstata
induzido em um rato. TR=110, N,,,5=8192, T;5r=15min.

v T T
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A bobina de superficie foi posicionada assim que o tumor inteiro,
localizado da perna posterior do rato, encontrava-se dentro da bobina. A
posi¢do da bobina pode ser observada como pequena sinuosidade nas
imagens localizadoras sagital (esquerda) e transversal (centro).

O espectro acima mostra uma linha de base distorcida comumente
encontrada em experimentos in vivo, uma correcio de linha de base
como discutido no item II.10 ndo foi aplicada. Observamos a baixa
amplitude das linhas do glicerol, e a ndo identificagéo de glicose. Isso
implica na necessidade de inje¢do de glicose enriquecida em *C que, no
experimento acima, néo foi possivel por causa do alto custo do produto.
Nos experimentos em humanos, discutidos nos proximos itens, também
ndo foi possivel utilizar produtos enriquecidos em “C, devido a
problemas juridicos, relacionados a injecdo de substancias ndo
permitidas para seres humanos.
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IV.7 Resultados de CSI em *C obtidos no sistema
SIEMENS Magnetom - SP de 1.5 Teslas

No Tomografo de corpo inteiro (Siemens Magnetom SP)
implementamos a técnica CSI (figura I1.6) ja existente para o nucleo
*'P, adaptamos essa sequéncia para nossos experimentos em C. A
mudanga do nucleo no sistema Siemens envolve varias modificagdes no
codigo de baixo nivel que controla o espectrometro. Os experimentos
foram realizados utilizando uma bobina sintonizada em 'H na
configuracdo de um par de Helmholz com eixo na dire¢fo x (horizontal
na figura I'V.10) utilizada para a aquisi¢do das imagens localizadoras.
Para a aquisigdo em "“C, foi utilizada uma bobina com a mesma
configuracdo, de menor extensdio e seu eixo na dire¢do y (vertical na
figura I1.10). A aquisicio dos espectros de C foi feita sem
desacoplamento devido a limitagdes do duty cycle do amplificador de
'H. Para manter o duty cycle abaixo do méximo permitido,
experimentos com desacoplamento iriam exigir um tempo de repeticdo
(TR) muito maior que o utilizado, resultando em uma duracéo
injustificavel do experimento.

Como observamos no item anterior, a técnica CSI possui a
vantagem sobre STEAM de fornecer num tempo de aquisi¢do idéntico
mais informagdes. Portanto executamos um teste com essa sequéncia no
sistema SIEMENS Magnetom - SP utilizando uma amostra de oleo
vegetal. Os resultados sdo apresentados na figura IV.10. Mostramos
quatro mapas metabolicos sendo os de carbonila, carbonos insaturados,
glicerol e do grupo metileno dos acidos graxos. Os mapas metabdlicos
foram obtidos integrando o sinal nos intervalos indicados nos espectros
abaixo. O tempo da aquisi¢do foi 15 minutos com uma matriz de 16x16
pontos em um FOV de 256x256 mm.

No processamento dos mapas metabolicos foi aplicado zero filling
para 32x32. Na direcdo espectral foram adquiridos 1024 pontos,
aplicado zero filling para 2048 e um filtro exponencial de alargamento
de linha de 10 Hz. No pods-processamento dos espectros foi feito uma
correc¢do de fase de primeira ordem e em seguida uma corre¢do de linha
de base como discutido no item II.10.
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Figura IV.10 : Experimento de C - CSI executado com amostra de 6leo
vegetal em diregdo coronal. Acima a imagens H', no meio os mapas
metabolicos de carbonila, carbonos insaturados, glicerol e do grupo metileno
dos acidos graxos, respectivamente, integrados nos intervalos indicado no
espectro abaixo. Pardmetros experimentais : TR=110ms, THK=4cm,
FOV=25.6cm, resolugdo 16x16 com zero filling para 32x32, N,,s=32,
Tror=15min.

74



Capitulo IV: Resultados de espectroscopia de *C

No processamento dos mapas metabolicos foi aplicado zero filling
para 32x32. Na dire¢do espectral foram adquiridos 1024- pontos,
aplicado zero filling para 2048 e um filtro exponencial de alargamento
de linha de 10 Hz. No pds-processamento dos espectros foi feito uma
correcdo de fase de primeira ordem e em seguida uma correcao de linha
de base como discutido no capitulo I1.10.

A espessura da fatia foi 4cm, com um artefato de localizagdo de
6 cm entre os sinais do grupo metileno e da carbonila. O metabolito
metileno esta deslocado 3cm para cima da fatia indicada na imagem
localizadora e a carbonila € deslocada 3 cm para baixo. Este grande
artefato de localizagdo deve-se ao fato de que ndo foi possivel utilizar o
gradiente total permitido pelo sistema Siemens (10 mT/m). Isso devido
ao aumento excessivo da poténcia do pulso de RF utilizado para selegdo
da fatia (veja discussdo no item IL.8)

Na figura IV.11 mostramos um experimento de CSI em um
voluntario humano. O tempo da aquisi¢do foi 30 minutos com uma
matriz de 8x8 pontos em um FOV de 300x300 mm. No processamento
dos mapas metabolicos foi feito zero filling para 16x16. Na diregéo
espectral foram adquiridos 1024 pontos, aplicando zero filling para
2048 e um filtro exponencial de alargamento de linha de 10 Hz.
Aplicamos a correcdo de linha de base como descrito anteriormente.
Mostramos trés espectros de regides diferentes como indicado na
imagem localizadora H'! acima. Observamos que nos espectros occipitais
a intensidade do metabolito carbonila ¢ elevada. Este fato mostra-se
também nos mapas metabolicos. Notamos que o sinal de C" provem
principalmente de lipidios da gordura que se encontra em volta da massa
cerebral. Além da carbonila na regifo occipital, somente o sinal do
grupo metileno € intenso suficiente para fornecer um sinal significante
em outras regides.

O artefato de localizacdo é o mesmo como no experimento da
figura IV.11. O metabolito metileno € deslocado 3cm na diregdo
superior em relacio a fatia indicada na imagem localizadora e a
carbonila deslocado 3 cm em direcdo inferior.
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Figura IV.11 : Experimento de “C - CSI em um voluntario humano. Acima a
imagens localizadoras H', no meio os mapas metabodlicos de carbonila, carbonos
insaturados, glicerol e do grupo metileno, integrados nos intervalos indicado
nos espectros abaixo. Os espectros foram extraidos de trés regides nas posi¢des
indicadas na imagem H' transversal, sendo frente esquerda, occipital esquerda e
occipital direita. Observe-se que nos espectros occipitais a intensidade da
carbonila ¢ elevada e que o glicerol ndo foi possivel de ser detectado.
Pardmetros experimentais : TR=110ms, THK=4cm, FOV=30cm, resolucido 8x8
com zero filling para 16x16, N,,=256, T1o;=30min.
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IV.8 Resultados de *C com desacoplamento em 1.5
Teslas

Executamos experimentos com desacoplamento em H' com a
técnica WALTZ-16 B%8!1 Utilizamos a amostra de 6leo vegetal com uma
bobina de superficie de dupla ressonancia. Adquirimos 1024 pontos,
aplicando zero filling para 2048 e um filtro exponencial de alargamento
de linha de 10Hz. Mostramos na figura IV.12 um espectro ndo
localizado sem desacoplamento, na figura IV.13 com desacoplamento
em condi¢des idénticas e identificamos na tabela IV.3 os picos do
espectro desacoplado. Observamos que os picos dos carbonos
inaturados e glicerol sdo, no espectro ndo desacoplado, dubletos que
colapsam no desacoplamento numa unica linha.

Chamamos aten¢do ao tempo de repeticdo (TR) longo, necessario
devido as limitagdes do duty cycle do amplificador de 'H utilizado para
o desacoplamento.
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Figura IV.12 : Espectro da amostra de éleo vegetal ndo localizado sem
desacoplamento. Pardmetros experimentais: TR=1500ms, N,,s=600,
Tior=15min.
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Figura IV.13 : Espectro da amostra de 6leo vegetal com desacoplamento
utilizando WLATZ-16 B3 parametros experimentais: TR=1500ms,

Nr posi¢édo (ppm) metabolito

1 14.2 —CH,-CH,

2 23.3 -CH,-CH,-CH,-

3 25.4 -CH,-CH,-CO-0O-R

4 26.2 —CH=CH-CH,-CH=CH-
5 27.7 -CH=CH-CH,-CH,~-

6 30.0 [-CH,-1,

7 32.5 -CH,-CH,-CH;-

8 34.2 -CH,-CH,-CO-0-R

9 62.1 glicerol-C,, C;

10 69.5 glicerol-C,

11 128.2 -CH=CH-CH,-CH=CH-
12 130.4 —-CH=CH-CH,-CH=CH- , -CH=CH-
13 172.1 R-0-CO-R’

Tabela 1V.3 : Identifica¢fo de picos da figura IV.13. O pico de metileno

em 30ppm serve como referéncia interna.

Executamos um experimento de espectroscopia de “C em um
voluntario humano com desacoplamento em H'. Mostramos na figura
IV.14 um espectro da regido da panturrilha (calf muscle) localizado em
uma fatia de 4 cm como indicado na imagem localizadora. Adquirimos
1024 pontos, aplicando zero filling para 2048 e um filtro exponencial
de alargamento de linha de 10 Hz.
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e
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Figura IV.14 : Espectro da panturrilha (calf muscle) de um voluntario com

desacoplamento utilizando WLATZ-16 B%81 parametros experimentais:
TR=2000ms, N ,y=900, T15r=30min.

O artefato de localizagdo € o mesmo que o do experimento
anterior, sendo o sinal do grupo metileno deslocado 3cm para cima.
Essa ¢ a razdo da sua intensidade mais baixa, quando comparado ao
espectro da figura IV.13.
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Capitulo V

Implementagao das sequéncias PRESS e STEAM

Neste capitulo vamos apresentar uma tentativa de implementar as
sequéncias PRESS e STEAM em um sistema de RMN de 2 Teslas
disponivel no nosso laboratorio. Nos espectros obtidos em 'H revelou-se
que o sistema, na presente configuracdo, ndo é preparado para
espectroscopia localizada in vivo.

V.1 Instrumentacao

Os experimentos discutidos nos proximos itens envolvem dois
sistemas de RMN disponiveis no nosso laboratorio.

Um espectrometro, que ¢ utilizado para experimentos em solidos,
baseado em um imé& supercondutor horizontal de 2 Teslas, idéntico ao
do sistema VARIAN/SISCO utilizado para os experimentos discutidos
nos itens IV.2-6. O ima dispde de um conjunto de 14 canais de
shimming e bobinas de gradiente ndo blindadas nas trés diregdes x, y € z.
No entanto, o sistema de controle TECHMAC néo permite o controle do
sistema de gradientes, ja que este ndo é necessario para experimentos em
estado solido. O segundo sistema disponivel no nosso laboratério € um
tomografo de ultra-baixo campo (0.05 Teslas) controlado por um
espectrometro Analogic AN9100.

Nos experimentos discutidos nesse capitulo utilizamos todo
hardware de controle, amplificadores de RF e gradientes do tomdgrafo
de ultra-baixo campo aproveitando apenas do ima supercondutor de 2
Teslas do sistema de espectroscopia em soélidos. O tomoégrafo ja é
preparado para este modo de operagdo, somente € necessario trocar a
entrada do sinal de RMN e as saidas dos amplificadores de RF e de
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gradientes. Tomamos cuidado para evitar ground loops utilizando um
transformador isolador na entrada do sinal de RMN do espectrometro.

No software do espectrometro € suficiente trocar a frequéncia de
ressonancia e calibrar as amplitudes dos gradientes produzidos pelas
bobinas de gradientes disponiveis no ima de 2 Teslas. Adaptamos dessa
maneira a sequéncia spin echo para adquirir imagens localizadoras de 'H
¢ implementamos as sequéncias PRESS e STEAM discutidas no
capitulo II.

Como sonda utilizamos uma bobina em configuragdo de gaiola
(bird cage) que trabalha em frequéncia fixa e possui somente um ajuste
para casamento de impedéncia (matching). Este ajuste se provou
insuficiente para sintonizar a bobina com as amostras utilizadas por duas
razGes: Para uma sintonia eficiente da bobina com diferentes amostras
séria necessario um ajuste fino da frequéncia da bobina (funing); Em
segundo lugar o ajuste de casamento de impedancia (matching)
encontrava-se sempre perto do seu limite. Contudo, conseguimos
sintonizar a bobina utilizando uma carga em forma de uma amostra de 11
de agua com 770mg de CuSO, e 2g de NaCl. Essa carga possui uma
condutividade grande devido ao cloreto de sodio que tem o efeito de
alterar ligeiramente a frequéncia de ressondncia da bobina. Assim,
posicionando adequadamente essa carga a tras da amostra utilizada para
os experimentos de espectroscopia, foi possivel conseguir uma sintonia
da bobina de RF suficientemente boa.

O im3 supercondutor de 2 Teslas dispde de um conjunto de 14
bobinas de shimming, no entanto ndo ¢é possivel controla-lo por
software. Executamos o procedimento de shimming manual descrito por
M. R. Willcott et al. ®”! com pouco sucesso, devido ao fato de que trés
bobinas de shimming dos canais X, ZY e ZR? estdo defeituosas. Além
disso, os canais Z*°X e Z’Y ndo podiam ser utilizados por causa de
excesso da corrente necessaria para corregio nesses canais. Este fato foi
encontrado também no trabalho de Willcott et al. 7. Nos experimentos
descritos abaixo utilizamos offsets constantes nas bobinas dos gradientes
(canais X,Y a Z) para melhorar o shimming de ordem baixa e compensar

pelo defeito do canal X do conjunto de bobinas de shimming.
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A forte inomogeneidade do campo magnético B, que permaneceu
depois do processo de shimming ¢ uma das fontes principais dos
problemas encontrados nos experimentos de espectroscopia localizada
apresentados em seguida. A segunda razdo sdo efeitos fortes de eddy
currents induzidos nas partes metalicas do ima e/ou da bobina de RF.

V.2 Implementacao da sequéncia PRESS

Implementamos inicialmente a sequéncia PRESS como indicada
na figura II.1. Espectros obtidos com essa implementagdo mostraram
artefatos fortes de efeitos de eddy currents ndo somente distorcendo a
forma das linhas de ressonédncia mas provocando oscilagdes nas bases
das linhas. Modificamos a sequéncia PRESS alterando a amplitude dos
spoilers de forma que eles possuam a mesma amplitude que o gradiente
de selegdo intercalado entre as duas partes dos spoilers (veja figura I1.1).
A diminui¢do da amplitude dos spoilers foi compensada aumentando a
duragdo dos mesmos. Dessa forma minimizamos os transientes
provocados pela mudanga da amplitude dos gradientes, o que diminuiu
os efeitos dos eddy currents. Introduzimos ainda um intervalo de 10 ms
entre a rampa de descida do ultimo gradiente e o comego da aquisigao.
Desta forma o tempo ao eco minimo € TE = 100 ms.

Nessa configuracdo adquirimos um espectro localizado em um
volume de 2x2x2 cm® contendo apenas a linha da 4gua de uma amostra
de uma solugao aquosa de 5 mM de CuSO, mostrado na figura V.1.

Observamos que nesse espectro os artefatos dos eddy currents sao
suficientemente baixos. No entanto, a largura de linha de
aproximadamente 0.5 ppm demonstra a baixa homogeneidade do
sistema, mesmo apoOs o processo de shimming manual. Para comparar,
no espectro da figura I1.2, também adquirido em 2 Teslas, a largura de
linha € aproximadamente 0.1 ppm.
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6 4 2 0
deslocamento quimico [ppm]

Figura V.1 : Espectro de dgua localizado com PRESS otimizado para
minimizar efeitos de eddy currents. Pardmetros experimentais:
VOI=2x2x2cm’, TE=100ms, TR=700ms, N,y=128, T;or=1:30min,
Dwell time=500us, N2 Pts=512, zero filling para 1024 Pts.

Contudo, prosseguimos com testes da eficiéncia da localizagdo
utilizando uma amostra cilindrica composta de uma solu¢do aquosa
5mM de CuSO, e 6leo vegetal. Na figura V.2 mostramos imagens desta
amostra adquiridos com a sequéncia spin echo. Nessas imagens observe
se um leve artefato de deslocamento quimico, que consiste em um
deslocamento dos dois compartimentos (dgua, oleo) na horizontal
(direcdo da codificagdo em frequéncia). Este artefato ja foi minimizado,
escolhendo um gradiente de leitura intenso.

Figura V.2 : Imagens nas dire¢des transversal (esquerda) e
sagital (direita) de uma amostra cilindrica preenchido com
solug¢do de CuSO, e 6leo vegetal utilizando a técnica spin
echo. Pardmetros experimentais : Matriz=256x256Pts.,
FOV=15x15cm, TE=16ms, TR=300ms, N2,
Tror=3min.

Na figura V.3 mostramos espectros da amostra acima de maneira
que em V.3a o volume de interesse (VOI) de 3x3x3 cm® ¢ localizado
inteiramente no compartimento de 6leo, em V.3c inteiramente na agua e
em V.3b na interface dos dois, as escalas verticais sdo idénticas. A
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esquerda mostramos imagens transversais do VOI selecionado obtidos
com uma sequéncia PRESS modificada. Introduzimos gradientes de
codificagdo de fase, preparagdo e leitura, analogamente a sequéncia
mostrada na figura II.13. Os espectros mostram uma boa supressdo dos
sinais que sdo localizados fora do VOI, comprovando a eficiéncia da
localizagdo na diregcdo vertical. Esse achado é comprovado pelas
imagens das regides localizadas, apesar de distor¢des da forma cubica
do volume selecionado. Essas distorgbes sdo devido a falta de
homogeneidade de B,.

a)
[ . ,,*ﬁr_w_m_/ \,,,,, R
e s e a2 o
delocamento quimico [ppm]
- \,WL,W”_/ \—,., J—
; 6 5 4 3 2 1I 0 -1
delocamento quimico {ppm}

c)

Ay e

\ ; A .
7 [ 5 4 3 2 1 [} K
delocamento quimico [ppm]

Figura V.3: Conjunto de espectros localizados em 3x3x3cm’ na
amostra da figura V.2 e imagens indicando a posi¢do da
localiza¢8o. Mostramos resultados localizados na regido de 6leo (a)
de agua (c) e na intersecdo (b). Pardmetros experimentais das
imagens: Matriz=256x256Pts., FOV=15x15cm, VOI=3x3x3cm’,
TE=38ms, TR=500ms, N,y=4, Tio=9min. Pardmetros

experimentais dos espectros: VOI=3x3x3cm’, TE=100ms,
TR=700ms, N,ys=128, T1or=1:30min, N° Pts=512, zero filling para
1024 Pts.
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Nas imagens localizadoras nota-se que as intensidades dos
compartimentos de 6leo e dgua sdo invertidos comparados a figura V.2.
Isto ocorre porque os tempos de relaxacdo do 6leo sdo mais curtos que
os da dgua. As imagens da figura V.2 foram adquiridas com ambos TE e
TR mais curtos possiveis, que resulta em forte contraste por T,. Nas
imagens da figura V.3 TE tinha que ser mais longo, devido as
propriedades da técnica PRESS, e portanto estas imagens possuem um
maior contraste por T,.

Mesmo utilizando a sequéncia PRESS otimizada para minimizar
os efeitos de eddy currents eles sdo observados na deformacdo das
formas das linhas de ressonancia. Junto & largura de linha maior que

0.5ppm a utilidade do espectrometro para espectroscopia localizada in
vivo € duvidosa.

V.2 Implementacao da sequéncia STEAM

Tendo em vista a experiéncia adquirida na implementagdo de
sequéncia PRESS, a respeito da sensibilidade do sistema a efeitos de
eddy currents, implementamos a sequéncia STEAM, ja minimizando o
uso de chaveamento de gradientes como discutido no capitulo II (figura
I1.5). O intervalo entre a rampa de decida do ultimo gradiente e o
comeco da aquisi¢do é 10 ms resultando em um tempo ao eco minimo ¢
‘TE =40 ms.

Utilizamos a sequéncia STEAM na forma como ilustrado na
figura 11.5 para localizar trés volumes na amostra apresentada na figura
V.2, sendo um volume localizado inteiramente no compartimento de

agua (figura V.4a) de 6leo (figura V.4c) e na interface dos dois (figura
V.4b).
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a) o) |
Y — N
7 6 5 4 3 2 1 o -1 7 6 5 4 3 2 1 0 -1
deslocamento quimico [ppm] deslocamento quimico [ppm]
|
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Figura V.4: Conjunto de espectros localizados com em 3x3x3cm’ na
amostra da figura V.2 e imagens indicando a posi¢do da localizagao.
Mostramos resultados localizados na regido de 6leo (a) de agua (c) e
na interse¢do (b). Pardmetros experimentais dos espectros:
VOI=3x3x3cm’, TE=40ms, TR=700ms, N =128, T15;=1:30min, N2
Pts=512, zero filling para 1024 Pts.

Observamos nos espectros os artefatos dos eddy currents devido
ao fato que as bobinas de gradientes ndo possuem blindagem ativa. As
larguras das linhas sdo seriamente afetadas pela falta de homogeneidade
do campo B, até mais que nos espectros da figure V.3. Isso
p}ovavelmente ¢ devido a falha no shimming de ordem zero (canais X, y
e Z).

Com estes resultados insatisfatorios decidimos abandonar a
tentativa de utilizar este sistema para espectroscopia localizada e
aproveitar de um espectrometro VARIAN 400 MHz recém adquirido
pelo nosso grupo. No préximo capitulo vamos apresentar o trabalho da
instalacdo do sistema de gradientes e mostrar primeiros resultados com

experimentos de espectroscopia localizada e microscopia.
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Capitulo VI

Espectroscopia e microimagens em 9.6 Teslas

Neste capitulo vamos apresentar resultados pioneiros de
microimagens e espectroscopia localizada de 2H (deutério), em
experimentos realizados em um espectrdmetro VARIAN Unity Inova de
400 MHz. Comegamos o capitulo apresentando alguns trabalhos
necessarios para conseguir obter os resultados apresentados no final
deste capitulo. Discutimos no item VI.I o processo de instalacdo e
calibragdo do sistema de gradientes e mostramos no item VI.2 a sonda
que construimos para a frequéncia de *H. Finalmente apresentamos nos

itens VI.3 e VI4 os resultados de microimagens e espectroscopia
localizada obtidos em 2H.

VI.1 Instalagdo de um sistema de gradientes

O espectrometro VARIAN Unity Inova adquirido por nosso grupo
¢ destinado a espectroscopia em sélidos (1D e 2D). Considerando 2
disponibilidade desse sistema, surgiu interesse de utiliza-lo para
experimentos de espectroscopia localizada e de microscopia, tendo em
vista que a espectroscopia localizada necessita de imagens localizadoras
de alta resolugdo para posicionar o volume de interesse. Para poder
realizar estes experimentos que necessitam de gradientes de campo
magnético foram necessarios algumas adaptagdes.

O espectrometro ja dispde de um gerador de gradientes. Dispomos
de amplificadores de corrente TECHRON 8606, que anteriormente
foram utilizados em um outro sistema de RMN. Finalmente, foi

adquirido uma bobina de gradientes ativamente blindada de 50
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Gauss/cm (IBMT 50G), fabricada pelo departamento de engenharia
biomédica do Instituto Fraunhofer, na Alemanha.

A instalagfo destas componentes ficou a cargo do nosso grupo.
Descrevemos nos subitens VI.1-5 o trabalho que executamos para
instalar o subsistema de gradientes. O processo de instalacio consiste de
trés partes: a adaptagdo das componentes de hardware, a calibracdo da
forma e da amplitude dos gradientes e a corregdo dos efeitos de eddy
currents.

Este processo foi um pré-requisito para poder obter os resultados
de microimagens e espectroscopia localizada descritos nos itens VI.3-4.

VI.1.1 Espectrometro VARIAN Unity Inova

O espectrometro VARIAN Unity Inova em configuracio
completa dispde de placas controladoras que se comunicam com os
amplificadores de gradientes. Através do software integrado ao sistema
de aquisi¢o (ecctool), é possivel controlar o tempo de subida dos pulsos
de gradientes (rise time), o ganho dos amplificadores e o duty cycle
maximo das bobinas de gradiente. Além disso, essas placas de controle,
permitem aplicar corre¢des nos pulsos de gradiente a fim de minimizar
correntes induzidas (eddy currents).

Na configuragdo do nosso espectrometro nio foram incluidas as
placas controladoras de gradientes, portanto nio foi possivel usar os
recursos previstos no soffware para a calibragdo dos gradientes, por isso
tivemos que adotar o procedimento descrito em seguida. No
espectrometro a nossa disposigdo existem somente as saidas para
gradientes nas trés dire¢des ortogonais, com um nivel de sinal maximo
de +10 Volts, programaveis digitalmente em 65535 passos. O software
do espectrometro dispde de um arquivo que especifica alguns
parametros dos gradientes, como mostrado na tabela VI.1.
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VARIABLE NAME VALUE

boresize 5.00 cm

trise 0.001000 sec
gxmax 58.00 gauss/cm
gymax 57.00 gauss/cm
gzmax 74.00 gauss/cm
gxlimit 30.00 gauss/cm
gylimit 30.00 gauss/cm
gzlimit 30.00 gauss/cm

Tabela VI.1 : Variaveis de calibrag¢do dos gradientes
do arquivo
/export/home/vnmr/imaging/gradtables/main

As variaveis gxmax, gymax e gzmax especificam a amplitude dos
gradientes que seriam produzidos com nivel de sinal méximo na saida
do espectrometro. Além disso, o software permite limitar a saida do
espectrometro para ndo produzir gradientes maiores que gxlimit, gylimit
e gzlimit, respetivamente. O parametro trise € o tempo de subida para o
gradiente maximo.

A amplitude dos gradientes foi calibrada ajustando os valores
gxmax, gymax e gzmax deste arquivo. Os valores dados na tabela VI.1
sdo os atuais no nosso sistema. Para a calibra¢do ajustamos o ganho dos
amplificadores TECHRON e medimos a amplitude dos gradientes
através de experimentos de tomografia. Estando o sistema ainda em

estagio de testes, foi imposta, por medidas de seguranga, a limitacdo dos
gradientes em 30 G/cm.

VI1.1.2 Bobina de Gradientes IBMT 50G

O sistema de gradientes IBMT 50G consiste em bobinas na
configuragdo de Golay para produzir gradientes de campo magnético de
no maximo 50 Gauss/cm nas trés dire¢des X, Y e Z. As bobinas sdo
ativamente blindadas usando, para cada canal, uma bobina principal de

diametro menor e uma bobina de blindagem de didmetro maior. Nesta
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ultima, passa uma corrente contraria 4 da bobina principal, cancelando o
campo no lado externo ao sistema de gradientes. Desta forma
minimizam-se as correntes induzidas em partes metalicas proximas do
sistema de gradientes. Para calibrar a corrente na bobina de blindagem
existe uma caixa de ajustes na entrada do sistema de gradientes que
também contém um fusivel de prote¢do para cada canal. O esquema
interno da caixa de ajustes estd mostrado na figura VI.1.

ajustes /p gradientes

bobina de blindagen

: bobina de gradiente § i Ryar

- analogo ao canal X

: canalZ

. analogo ao canal X

Figura V1.1 : Esquema da caixa de ajustes da blindagem do
sistema de gradientes.

O fusivel na entrada da bobina de gradiente ¢ de 2 Amperes em
modo continuo para protecdo das bobinas contra excesso de poténcia.
Em modo pulsado, a corrente maxima do fusivel aumenta conforme o
duty cycle dos pulsos de gradientes utilizados. Executamos testes dos
gradientes nas dire¢des X, Y e Z com amplitudes de 20, 25 e 30 G/cm e
calculamos a corrente média durante um ciclo do experimento.
Chegamos a conclus@o que o fusivel de protecdo desarma nessa faixa de
amplitudes com aproximadamente 0.4 A. Esse fato ndo corresponde as
especificagdes da bobina de gradiente e o problema ainda devera ser
resolvido pelo fabricante.

As duas resisténcias Rgy € Ry, na saida da bobina de gradiente
drenam uma parte da corrente, de forma que a corrente circulando na
bobina de blindagem € menor que na bobina principal. O valor de Ry €
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pequeno, e sua poténcia de 5 Watts; A resisténcia Ryar € variavel, de
1-101 Ohms. Os valores das resisténcias na configura¢do atual e na
configurag8o original sdo listadas na tabela V1.2.

atual original
Ruak  Ryorar Repx Rvar  Rrorar

X 1.32Q 160 1220 | 130Q 101Q  1.28Q

Y 132Q  13Q 1.20Q | 1.30Q 101Q  1.28Q
V4 0582 10Q 055Q |061Q 101Q 0610

canal Rpx

Tabela V1.2 : Valores das resisténcias na caixa de ajuste da blindagem das
bobinas de gradientes, antes e depois da calibragdo dos gradientes.

Quando calibramos os valores Ry, das resisténcias foi necessario
mudar também a resisténcia fixa Rpy. Mostraremos as medidas de
calibragdo de Ry, no item VI.1.5

Na tabela VI.3 mostramos as carateristicas elétricas do sistema de
gradientes. Os valores de induténcia e resisténcia sio aqueles vistos pelo
amplificador de corrente. Essa informagdo ¢é importante para as

adaptagdes do amplificador que serfo descritas no proximo item

atual original
canal |induténcia resisténcia eficiéncia |indutincia resisténcia eficiéncia

X 65 uH 1.1Q  1G/em/A| 114 uH 0.7€Q 1.5 Glev/A
Y 67 uH 1.1Q  1G/em/A| 67 uH 1.1Q 1G/em/A
Z 38 uH 1.1Q  1G/em/A| 38 uH 1.1Q2 1 G/em/A

Tabela V1.3 : Valores dos pardmetros elétricos do sistema de gradiente na entrada

da caixa de ajustes antes e depois de uma correcdo de fios ligados errados no
canal X

No processo de calibragdo percebemos uma ligacdo errada em um
conector entre a caixa de ajustes e as bobinas de gradientes, de forma
que no canal X a corrente na bobina externa circulava no mesmo sentido

que na bobina principal, tornando a blindagem ineficiente. Para corrigir

92



Capitulo VI : Espectroscopia e microimagens em 9.6 Teslas

este erro abrimos a bobina de gradiente e a caixa de ajustes para

verificar as ligagdes dos cabos e concertamos as conexdes no conector
entre bobina e caixa de ajuste.

VI1.1.3 Amplificadores TECHRON 8606

Os amplificadores TECHRON possuem um ganho de
aproximadamente 25 Ampéres/Volt, com uma corrente de saida maxima
de 400 Amperes. O valor do ganho depende dos ajustes efetuados no
circuito de pre-énfase utilizado para corregdes de eddy currents.
Principalmente, utilizando-se constantes de tempo mais longas, pode-se
aumentar o ganho do amplificador até 40 V/A. O circuito de pre-énfase

possui 4 constantes de tempo conforme mostrado na tabela V1.4,

Constantes de tempos
atual original
0.002 - 0.052s 0.002 - 0.052s
0.0094 - 0.2444s 0.0094 - 0.2444s
0.04 - 1.04s 0.04 - 1.04s
0.0001 - 0.0004 s 0.2-52s

Tabela V1.4 : Constantes de tempo disponiveis para
correcdes de eddy currents

Como veremos adiante, é necessario introduzir uma constante de
tempo mais curta para conseguir corrigir os efeitos de eddy currents de
curta duragdo (de aproximadamente 300 ps). Portanto, trocamos o
capacitor do circuito ressonante RC da constante mais longa por um
capacitor menor.

Os amplificadores foram utilizados anteriormente em um
espectroOmetro da General Eletrics baseado em um ima supercondutor de
2 Teslas, com bore de 30 cm. Portanto, os amplificadores possuem

carateristicas elétricas otimizados para as bobinas de gradientes desse
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sistema,. sendo esses pardmetros aproximadamente 1000 pH e 1 Q para
cada um dos trés canais. Comparando esses valores com os da tabela
VI3, observamos uma grande diferenga na indutincia da carga do
amplificador. Isso provocou uma instabilidade dos amplificadores,
manifestando-se em oscilagbes atenuadas apés a aplicacio de pulsos
retangulares, exemplificadas na figura VI1.2.

Figura VI.2 : Instabilidade da resposta do
amplificador de corrente para pulsos
retangulares.

Atribuimos estas oscilagdes ao fato de que nossas bobinas de
gradiente sfo de baixa indutincia (ver tabela VI.3) e a utilizacdo de
pulsos retangulares. A baixa indutincia diminui o atraso entre a corrente
e a voltagem que € necessaria para o circuito de realimentacfio. Pulsos
retangulares contém componentes de alta frequéncia que também podem
provocar oscilagdes.

Testamos os amplificadores com pulsos retangulares porque as
sequéncias de pulsos ja existentes no software do espectrometro
VARIAN utilizam exclusivamente pulsos de gradiente em forma
retangular. No entanto, ¢ possivel reprogramar as sequéncias para
utilizarem pulsos com tempos de subida e descida arbitrarias.

Enfrentamos mais um problema quando ligamos os
amplificadores na saida do espectrometro VARIAN. O nivel maximo de
saida de gradientes do espectrometro ¢ de +10 V. Os amplificadores
possuem um ganho de aproximadamente 25 A/V, com uma eficiéncia de

1 Gauss/cm/A. Portanto, poderia produzir gradientes de 250 Gauss/cm,
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0s quais seriam 5 vezes maiores que aqueles especificados pela bobina
de gradiente.

Como ja mostramos acima é possivel limitar a saida do
espectrdmetro em valores menores que 10 V. Porém, essa abordagem
diminuiria a faixa dindmica e a resolucdo da saida do espectrémetro.
Isso provocaria falhas na definigdio de pulsos de gradientes com forma
arbitraria, por exemplo rampas de subida/descida seriam geradas em
forma de escadas, com degraus relativamente grandes. Além disso,
existe a questdo de seguranca do sistema: em casos de erros de
programagdo ou de software, uma corrente alta demais poderia
acidentalmente danificar as bobinas de gradiente. Portanto foi necessério
diminuir o ganho dos amplificadores.

Os dois problemas encontrados nos amplificadores de corrente,
oscilagdes atenuadas e excesso de ganho, poderiam ser resolvidos com
maior eficiéncia adaptando-se os circuitos internos dos amplificadores.
No entanto, tais adaptagdes ndo estdo previstas no projeto dos
amplificadores, além de que, nos manuais ndo se encontram
informagdes concretas a respeito deste assunto. Isto nos levou a procurar
solucdes mais faceis.

As oscilagbes atenuadas ocorreram principalmente no canal Z, o
qual possui a bobina de menor indutancia. Para elimina-las, agregamos
uma carga indutiva adicional de 80 pH em série com a bobina de
gradiente, na saida do amplificador. Para diminuir o ganho dos
amplificadores introduzimos um atenuador 1:5 na entrada de cada
amplificador. O atenuador consiste em 3 resisténcias de precisio
conforme mostra a figura VI.3. O capacitor de 10 nF filtra as
componentes de altas frequéncias, que surgem na aplicagdo de pulsos
retangulares. O valor de 10 nF foi encontrado empiricamente e
escolhido de maneira a néo introduzir constantes de tempo muito longas
no sinal de entrada.
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Atenuador
20
o—( ] -0
/p saida do 10 nF  /p entrada do
espectrometro 10 I— amplificador
Varian de corrente
o— | o
2Q

Figura V1.3 : Atenuador para reduzir o ganho dos amplificadores de
corrente

Nessa configuragéo conseguimos resultados satisfatérios, os quais
serdo mostrados nos préximos itens. Usando pulsos retangulares para
gradientes de 20 Gauss/cm, o tempo minimo de resposta dos
amplificadores (risetime), na atual configuragdo, ¢ de aproximadamente
100 us, o que produz um nivel de oscilagdes aceitavel. Utilizando-se
pulsos com rampas de subida/decida de 200 ps, de mesma amplitude

que os retangulares, as oscilagdes sdo despreziveis.

VI1.1.4 Formas de gradientes

A observagdo dos gradientes produzidos pelo nosso sistema pode
ser feita através do monitor de corrente dos amplificadores, como
‘também medindo-se diretamente o campo produzido pela bobina. No
segundo caso, construimos e calibramos uma sonda (bobina de pickup)
que captura o sinal induzido durante os transientes dos gradientes. O
sinal resultante é visualizado em um osciloscopio digital, Tektronix
TDS 410A, conectado a um microcomputador onde ¢ efetuada a sua
integragcdo numérica.

Desta maneira podemos comparar a forma do gradiente
efetivamente produzido (sinal integrado da bobina de pickup) com o
sinal fornecido pelo monitor de corrente dos amplificadores. Um

primeiro ajuste das constantes de tempo para corre¢do de eddy currents,
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disponiveis nos amplificadores TECHRON, foi feito observando
visualmente o sinal integrado da sonda. Pelo fato de que os efeitos de
eddy currents de longa duracdo ndo sfo facilmente observados através
do método exposto aqui, somente as constantes de tempo mais curtas
(100-400 ps) puderam ser ajustados. Muito embora, como pode ser
observado nas figuras abaixo, isso foi suficiente para que o campo
produzido pelos gradientes pudessem representar a forma correta do
pulso aplicado.

Todos os testes realizados com os trés canais, X, Y e Z, foram
executados tanto com a bobina de gradientes instalada no ima
supercondutor, quanto na bancada de trabalho. Utilizamos pulsos de
gradientes retangulares e pulsos com um tempo de subida programado
em 200 ps. A amplitude dos gradientes foi de 10 G/cm. A configuracio
do ajuste elétrico da blindagem, descrita acima, foi a original fornecida
pelo fabricante, como mostrada na tabela VI.2.

Mostramos na figura V1.4 os resultados dos testes com o canal Z,
com a bobina na bancada (VI.4a,b) e instalada no imi supercondutor
(VL4c,d). Em (a) e (c) graficamos os resultados para o pulso retangular
e em (b) e (d) os resultados para o pulso com rampa de 200 ps. Ao lado
da forma de onda completa mostramos também uma ampliagio (5 x) do
transiente de descida de ambos os sinais.

Observamos que em todos os graficos da figura VI.4, o campo
magnético real, medido através da integracdo do sinal da sonda,
acompanha razoavelmente bem a forma do pulso mostrado pelo monitor
de corrente. Esses resultados foram obtidos depois das modificagées no
hardware descrito acima, particularmente depois de colocar uma bobina
de 80 pH em série com a bobina de gradiente do canal Z a fim de
aumentar a sua carga indutiva vista pelo amplificador.
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Monitor de corrente

———" Monitor de cormrente
a) b) — Campo magnético

—— Campo magnético

tempo [ms] tempo  [ms]

Monitor de corrente

c)

Monitor de corrente d)
Campo magnético

— Campo magnético

tempo [ms]

tempo  [ms]

Figura V1.4 : Formas dos gradientes no canal Z mostrando o campo
magnético real, medido pela integragio do sinal da bobina de pickup e o
sinal do monitor de corrente do amplificador. Na parte superior, com a
bobina na bancada de trabalho e na parte inferior com ela instalada no
ima. A esquerda, para um pulso retangular e a direita para um pulso com
rampa de 200 ps. Duragdo do pulso: 3ms.

Na figura V1.5 mostramos os mesmos testes para o canal Y. Neste
caso, observou-se oscilagdes nos sinais do campo real e o do monitor de
corrente, com a bobina instalada no im3. Lembramos que os circuitos
internos dos amplificadores de corrente ndo foram adaptados para cargas
de pequena indutdncia. Além disso, dentro do campo magnético principal
as bobinas de gradientes sofrem forgas mecanicas que podem provocar
pequenos deslocamentos (acustic ringing), que por sua vez provocam
alteragdes na indutdncia da carga. E possivel que as alteragdes da
indutincia da carga provoquem instabilidade do amplificador de corrente.
Atribuimos as oscilagdes observadas a estes efeitos.

98



Capitulo VI : Espectroscopia € microimagens em 9.6 Teslas

Monitor de corrente
—— Campo magnético b)
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Figura VL5 : Formas dos gradientes no canal Y.

Chamamos aten¢do que o mesmo efeito pode existir no canal Z,
porém com uma intensidade muito menor, devido ao fato de que no canal
Z foi necessario adicionar uma carga indutiva, em série com a bobina de
gradiente. Dessa forma, pequenas alteragdes na carga da bobina de
gradiente tem menor influéncia sobre o amplificador. Seria possivel
adicionar uma tal carga no canal Y também, no entanto isso iria aumentar
o tempo de subida dos gradientes. Estamos entrando em contato com o
fabricante dos amplificadores TECHRON para obter informagdes
detalhadas sobre como adaptar os circuitos internos dos amplificadores
com a nossa bobina de gradientes, conforme sugerimos inicialmente.

Na figura V1.6 mostramos os resultados para o canal X, onde se
observa, nos gréficos (c) e (d), efeitos de eddy currents pronunciados.
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Figura V1.6 : Formas dos gradientes no canal X.

Conforme ja mencionamos anteriormente, a degradagio da
eficiéncia da blindagem da bobina X deve-se ao erro de instalagdo nas
conexdes da bobina, provocado pelo fabricante. Houve um ligagéo errada
na bobina de gradiente de tal forma que a corrente na blindagem circulava
no mesmo sentido que na bobina principal. Corrigimos este erro
concertando as conexdes na bobina de gradientes.

Mostramos na figura V1.7 as formas dos gradientes com a bobina
de gradiente dentro do campo principal com as ligagdes corrigidas.
Observamos o aumento na eficiéncia da blindagem. Os resultados do
canal X, depois da corre¢do mostram as mesmas oscilagdes que as do
canal Y.
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Figura VL7 : Formas dos gradientes no canal X apds corrigir as
conexdes da bobina.

VI.1.5 Ajustes da corregdo de eddy currents

O manual do sistema de gradientes, tal como o manual do
espectrometro VARIAN, indicam um procedimento para corre¢io das
eddy currents cuja execugdo exige o hardware e software originais.
Como ndo possuimos as placas de interface do sistema de gradientes, o
software existente ndo pode ser executado. Entretanto, é possivel
estabelecer um procedimento alternativo, parcialmente manual, para
executar esta tarefa.

A base desse procedimento ¢ a aquisi¢do do sinal de RMN com a
sequéncia de pulsos mostrada na figura VI.8. Essa sequéncia consiste em
um pulso de gradiente de longa duragdo, seguida pela excitacio e
aquisicdo do sinal de RMN. Variando o delay T entre o pulso de
gradiente ¢ a excitagdo os efeitos dos eddy currents podem ser
observados através do sinal adquirido. Para realizar o teste em um
determinado canal (X,Y ou Z) a amostra deve ser deslocada nessa
dire¢do, com o objetivo de aumentar o efeito do campo magnético
produzido pelas eddy currents.
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Figura V1.8 : Sequéncia de pulsos utilizada para ajustes
da correcdo de eddy currents.

Para o ajuste das resisténcias da caixa de controle da blindagem
(figura VI.1) foi utilizada uma sonda de deutério, que sera descrita no
item VI.3, e a sequéncia de pulsos mostrada na figura VI.8. Como os
efeitos das eddy currents decaem com o aumento de T, a condicdo T =0
foi utilizada para melhor salientar o efeito. Com esse mesmo objetivo, se
faz necessaria a remogéo do pre-énfase nos amplificadores de corrente.
Apos implementadas estas duas condigdes, a resisténcia ajustavel, Ry 4z,
¢ variada manualmente em passos de 1 Q, no intervalo 1-40 Q.
Mostramos nas figura V1.9 os resultados para os 3 canais X, Y e Z.
Observam-se fortes efeitos de eddy currents, tanto na amplitude quanto
na fase dos primeiros espectros, para Ry, < 10 Q. Estes dados foram
obtidos apds fixar um valor apropriado para Ry, 0 que é necessario a
fim de melhor identificar o maximo do sinal, correspondente ao 6timo
ajuste da blindagem das bobinas de gradiente. Conforme pode-se

-observar na figura V1.9, foram identificados os 6timos valores, 16 Q,
13 Qe 10 Q para os canais X, Y e Z, respetivamente.

Chamamos atengéo que nos primeiros espectros de cada conjunto,
que corresponde 4 condigdo da blindagem desajustada, pode-se observar
um erro de fase provocado pelos eddy currents que ndo decairam a
niveis suficientemente baixos ate o intervalo de aquisi¢do. Além da fase
dos espectros os efeitos dos eddy currents também se manifestam nas
suas amplitudes. O méaximo da amplitude foi utilizado para identificar o
otimo do ajusta de blindagem, que se encontra em Ry,z= 16 Q, Ry, z=
13 Q e Rysp= 10 Q) para os canais X, Y e Z, respetivamente
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Figura VI.9 : Conjunto de espectros para ajuste da
blindagem da bobina de gradientes nas direcdes X, Y e
Z. Cada espectro corresponde a um valor de Ry, sendo
esse variado de 1-40 Q em passos de 1 Q. O maximo do
sinal foi observado em 16 Q (canal X), 13 Q (canal Y) 10
Q2 (canal 7).

O segundo passo, ainda com o objetivo de minimizar os efeitos
indesejaveis provocados pelas eddy currents, foi ajustar as constantes de
tempo que definem o pré-énfase dos amplificadores de corrente.
Utilizamos a mesma sequéncia de pulsos, mostrada na figura V1.8, na
qual o delay T ¢ aumentado gradualmente no intervalo 0-20 ms, em
passos de 0.5 ms. Mostramos nas figuras VI.10-12 os resultados para os
canais X, Y e Z, respetivamente.

O teste mostrado na figura VI.10 consiste de trés etapas. Na
primeira, figura VI.10a, a blindagem foi propositadamente desajustada,
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fixando Ry,x = 1 Q, e a corregdo por pré-énfase dos amplificadores de
corrente foi desligada. Este experimento permite mostrar como os
efeitos das eddy currents se manifestam quando nenhum ajuste de
correcdo ¢ aplicado. Na segunda etapa, figura VI.10b, R,z é fixado em
16 Q (6timo para a blindagem do canal X) e a corre¢o por pré-énfase
mantida desligada. Finalmente, na figura VI.10c apresentamos o
resultado obtido na terceira etapa, onde as duas corre¢des sio aplicadas
simultaneamente. Os mesmos experimentos foram executados nos
canais Y e Z e os resultados estdo mostrados, de forma anéloga aos
anteriores, nas figuras VI.11 e VI.12, respetivamente.

Observando as figuras nota-se claramente que os -efeitos
indesejaveis produzidos pelas eddy currents foram parcialmente
eliminados apos a segunda etapa restando apenas uma pequena distor¢do
da fase nos primeiros espectros do conjunto. Finalmente, apds da
terceira etapa, os eddy currents foram reduzidos a niveis despreziveis.
Os espectros otimizados possuem uma largura de linha de 10 Hz (0.2
ppm) e a posi¢do do centro da linha é praticamente independente de T,
mostrando flutuagdes menores que 5 Hz em todo o intervalo de medida.

Provamos com estes testes que na configuracdo do sistema de
gradientes, como propomos nos itens VI.1.I a VL.1.3, os gradientes
produzidos possuem a forma desejada e ndo sdo sujeitos a efeitos de
eddy currents. Isso possibilitou os primeiros experimentos de alta
resolugdo em deutério como apresentados nos itens V1.3 e VI.4.
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Figura VI.10 : Conjunto de espectros adquiridos com a sequéncia da
figura VI.8 no canal X com T=1-20ms em passos de 5Sms, a) sem
ajuste da blindagem nem da pré-énfase dos amplificadores, b) com

blindagem ajustada mas sem a pré-énfase e c¢) com os dois ajustes
aplicados.

a)
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Figura VI.11 : Conjunto de espectros adquiridos com a
sequéncia da figura V1.8 no canal Y
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Figura VI.12 : Conjunto de espectros adquiridos com a
sequéncia da figura V1.8 no canal Z
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V1.2 Sonda sintonizada para ?H

Para poder realizar experimentos de microscopia e espectroscopia
localizada em deutério (*H) tivemos que construir uma sonda
sintonizada na frequéncia desse nucleo (61.4 MHz). Existem trés
configura¢des diferentes, comumente utilizadas, para sondas de RMN :
o solenoide, a gaiola (birdcage) e configuragio de cela (saddle coil).

A configuragio em forma de solendide é a de mais facil
construgéo e produz um campo bastante homogéneo, porem nio permite
acesso axial a amostra. Tendo em vista futuras aplicagdes em fragmento
de plantas que necessitam acesso axial (no nosso sistema a dire¢o
vertical) para as plantas ficarem na sua posi¢do natural descartamos essa
configuracdo.

A configuragdo em forma de gaiola é a mais adequada para
frequéncias elevadas, porém, em dimensdes pequenas, sua construgio é
muito dificil. Isso se deve ao fato de que, nessa configuragio, sio
utilizados vdrios capacitores para conseguir a distribui¢io de corrente
desejada. O tamanho desses capacitores impde um limite inferior ao
tamanho da sonda.

Portanto optamos para a terceira possibilidade, a configuragdo em
forma de cela. Essa configuragfo é mais favoravel para frequéncias mais
baixas, e ainda tem um bom desempenho na frequéncia de deutério, ela
permite acesso axial 4 amostra e sua construgdo em dimensdes pequenas
€ viavel. Projetamos, entdo, a sonda mostrada na figura VI.13 com 6 mm
de didmetro ¢ 7.2 mm de comprimento. O circuito de sintonia e
casamento de impedancia, utilizando capacitores variaveis, é indicado
na figura.

Preparamos para esta sonda duas amostras de deutério: Uma em
forma de um tubo de 4.3 mm de didmetro interno, preenchido com agua
deuterada a 99.7% para experimentos de microimagens, e uma outra
amostra que contém um cubo de 2x2x2 mm’ preenchido com metanol

deuterado (CD;0OD) mergulhado em 4gua deuterada (D,0) para
espectroscopia localizada.
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g

Figura VI.13 : Configuragdo em forma de
cela (saddle coil) da sonda de *H. O
circuito de sintonia ¢ indicado pelos
capacitores variaveis.

V1.3 Microimagens de deutério

Para os experimentos de microimagens tivemos que analisar a
sequéncia Spin Echo Multislice, (SEMS), disponivel no software do
espectrometro, e modifica-la para nosso sistema de gradientes.

De forma que utilizamos o arquivo de parametros do sistema de
gradiente, mostrado na tabela VI.1, a sequéncia ndo permitia a aquisi¢ao
de imagens com qualidade suficiente (relagdo sinal-ruido baixa). Isso se
deve ao fato que os parametros gxmax, gymax e gzmax, na sequéncia
original, sdo utilizados para calcular a temporizagdo dos gradientes e
suas amplitudes. Porém, utilizamos estes pardmetros na calibragdo dos
gradientes de forma ndo prevista pelo software. Consequentemente, a
temporiza¢do e as amplitudes dos gradientes ndo sdo calculadas
corretamente, inibindo assim a otimizacdo adequada da sequéncia.
Corrigimos as sequéncias de pulsos de forma que os calculos sdo
efetuados na base dos pardmetros gx/imit, gylimit e gzlimit, que contem
os valores corretos para as amplitudes maximas dos gradientes no nosso
sistema. Assim foi possivel utilizar as sequéncias de pulsos de forma

otimizada, resultando em imagens com boa ralagéo sinal-ruido.
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Mostramos na figura VI.14 a microimagem da amostra de dgua
deuterada em um Field of View (FOV) de 15 mm (somente 10 mm
mostrado na figura) e com 256 pontos nas duas dire¢des (frequéncia e
fase). Isso resulta em uma resolugéo de 60 micrometros dentro do plano
adquirido, sendo que a espessura do plano é 2 mm. Consideramos essa
resolugdo espacial excelente para um tempo de aquisi¢do total de
17 minutos, tendo em vista a baixa sensibilidade do nucleo ?H, relativa a
de '"H. Com este resultado mostramos a primeira microimagem em
deutério com resolugdo de apenas algumas dezenas de micrometros

Figura VI.14 : Microimagem de uma amostra de
deutério de 4.3mm de didmetro, adquirida com a
sequéncia Spin  Echo  Multislice. Parametros
experimentais : Resolucdo inplane 60 micrometros,
THK=2mm, N,ys=4, TR = 1s, T;5t=17min.

Utilizamos ainda a sequéncia FLASH para adquirir uma segunda
imagem da nossa amostra. Com esta sequéncia ndo foi possivel manter a
resolu¢do anterior, isto €, 60 micrometros, devido ao aumento excessivo
do duty cycle dos gradientes aplicados nessa sequéncia. Utilizamos um
Field of View de 30 mm (somente 10 mm mostrado na figura VI.15)
com 256 pontos nas duas dire¢des (frequéncia e fase). A espessura do
plano selecionado € 2 mm. Com um tempo de repeticdio TR =0.3 s e 4
médias o tempo de aquisigdo total € de 5 minutos.
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Figura VI.15 : Microimagem da amostra de deutério
adquirida com a sequéncia FLASH. Parimetros
experimentais : Resolugdo inplane 120 micrometros,
THK=2mm, N,y;=4, TR=0.3s, T;or=5min.

V1.4 Espectroscopia localizada em deutério

Utilizamos a mesma amostra de deutério para um experimento de
localizacdo de um volume, sendo o mesmo visualizado numa imagem
andloga as da figura V.3. O resultado, apresentado na figura VI.16,
mostra a localizagdo de um volume de 1x1x1 mm?® em uma imagem com
FOV =10x10 mm (somente 5 mm mostrado na figura VI.16). A
Imagem prova que a localizagdo ¢ eficiente

Figura V1.16 : Imagem para verificar a localizagéo
de um VOI de 1x1xImm®. Pardmetros experimentais:
FOV=10x10mm, matriz 256x128 Pts., THK=2mm,
TE=106ms, TR=2s, N ,yc=8, T1or=34min.
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Para testes mais rigorosos da localizagdo construimos uma
amostra que contém um cubo de 2x2x2 mm® preenchido com metanol
deuterado (CD;0D). Este cubo ¢ mergulhado em agua deuterada (D,0)
dentro de um tubo de 4.3 mm de didmetro. Adquirimos imagens

localizadoras desta amostra com a sequéncia spin echo apresentadas na
figura VI.17.

Figura VI.17 : Imagens localizadoras de uma amostra de um cubo de
2x2x2mm’ preenchido com metanol deuterado, mergulhado em 4gua deuterada,
nas dire¢Ses transversal (esquerda), sagital (centro) e coronal (direita).
Indicamos a localizagdo de um volume de 1.8x1.8x1.8mm’® utilizado para
adquirir o espectro da figura VI.I8b. Pardmetros experimentais:
FOV=15x15mm, matriz 256x256 Pts., THK=2mm, TE=26ms, TR=1s, N,ys=8,
Tror=34min.

Na figura VI.18a mostramos o resultado de um experimento de
espectroscopia ndo localizada realizado com esta amostra. Neste
espectro observa-se a superposi¢do da linha da 4agua (0 ppm), com as
duas linhas do metanol (1.2 e 2.5 ppm). Devido a grande extensdo da
amostra, o espectro da 4gua se apresenta alargado. Na figura IV.18b
mostramos o espectro localizado com PRESS, em um volume de
1.8x1.8x1.8 mm®, como indicado nas imagens localizadoras da figura
VI.17. Este espectro mostra somente as ressonancias do metanol,
provando assim a eficiéncia da localiza¢@o nas trés dimensdes. Observa-
se que a largura de linha do metanol em VI.18b é muito menor que a da
agua em VI.18a. Isso € devido ao efeito menor das inomogeneidades do
campo B, em um volume pequeno, como o utilizado de
1.8x1.8x1.8 mm’.
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b)

Figura VI.18 : Espectros da amostra apresentada na figura VI.17
a) ndo localizado e b) localizado com PRESS. Parametros
experimentais:  a) TR=0.7s, N,y=04, T;o=45s b)
VOI=1.8x1.8x1.8mm’, TR=0.8s, TE=30ms, N,,=1024,
Tior=14min. Em ambos os espectros foram adquiridos 20438
pontos com zero filling para 4096 pontos.

Os gradientes maximos utilizados no experimento de
espectroscopia localizada com PRESS eram 25 G/cm (250 mT/m),
sendo essa a metade do valor maximo permitido pela especificagdo da
bobina de gradientes. Os efeitos de eddy currents, visiveis em uma
pequena assimetria da forma das linhas, podem ser considerados
_ despreziveis.

O fato de ter obtido o primeiro espectro localizado de deutério em
um volume de apenas alguns microlitros mostra o potencial para novas
aplicagdes na area da espectroscopia localizada de pequenos volumes.
Provamos ainda a instalagdo bem sucedida do subsistema de gradientes

que sera descrita detalhadamente no proximo item.
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Capitulo Vii

Conclusoes

Neste capitulo vamos analisar os métodos utilizados neste

trabalho e discutir de forma resumida os resultados mais relevantes.

VIl.1 Resumo

O grupo de Ressonancia Magnética do Instituto de Fisica de Sao
Carlos, onde foi desenvolvido o presente trabalho, atua tanto na area de
tomografia quanto na espectroscopia por RMN. Ja realizamos nosso
programa de mestrado nesse Instituto desenvolvendo metodologias de
tomografia para uso clinico. No trabalho aqui apresentado continuamos
essa atividade na area de espectroscopia com o desenvolvimento de
metodologias para espectroscopia localizada in vivo. Isso permitira
ampliar as aplica¢des clinicas da RMN para a area de espectroscopia.

As metodologias propostas no presente trabalho, bem como a
espectroscopia localizada em geral, encontram-se em estado de
_avaliagdo clinica. Portanto € importante conhecer detalhadamente as
propriedades das diferentes técnicas. Estudamos as qualidades dessas
técnicas para diferentes aplicagdes e nucleos. Aplicamos estes
conhecimentos numa estadia de um ano e trés meses no Centro de
Pesquisa sobre Cancer (Deutsches Krebsforschungszentrum - DKFZ)
em Heidelberg - Alemanha. O trabalho no ambiente clinico desse
instituto refletiu-se na escolha de determinadas técnicas mais

convenientes para a utilizagdo na rotina clinica e a rejei¢do de outras
menos adequadas.
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Durante o trabalho aqui apresentado trabalhamos com varios
equipamentos de RMN em campos diferentes. Além dos sistemas
VARIAN/SISCO (2 Teslas) e SIEMENS Magnetom SP (1.5 Teslas) do
DKFZ utilizamos os equipamentos disponiveis no nosso grupo : um
espectrometro Analogic AN9100 operando em um campo de 2 Teslas e
um sistema VARIAN Unity Inova de 9.6 Teslas. Implementamos nesses
sistemas as técnicas de espectroscopia localizada e desenvolvemos
metodologias otimizadas para aplicagdes in vivo. Possivelmente o
trabalho serd continuado em um sistema de 0.5 Teslas que esta em fase

de instalagdo na Santa Casa de Sdo Carlos.

VIl.2 Conclusodes

Discutimos nos capitulos 1 e II as propriedades de diferentes
nucleos e sequéncias de espectroscopia localizada. A técnica PRESS € a
mais indicada para espectroscopia localizada de 'H in vivo, porém nio
permite tempos ao eco curtos (TE,,y~ 100ms) e portanto ndo é indicada
para experimentos em nucleos com tempos de relaxagdo transversais
(T,) curtos. Observamos que os nucleos *'P e *C possuem T, curto de
at¢ 10ms. Em experimentos de espectroscopia localizada com esses
nucleos € portanto necessario utilizar sequéncias de pulsos que
permitem TE curto, sendo elas STEAM e CSI. A eficiéncia da
localizagdo com CSI pode ser aumentada combinando-a com técnicas
de single voxel como PRESS, STEAM, ISIS. Apresentamos no capitulo
VI os resultados obtidos com PRESS, STEAM e CSI.

Técnicas como ISIS e GMAX necessitam multiplas aquisi¢des
para a localizagdo através de um esquema de adig@o/subtragdo para
cancelar o sinal fora do volume selecionado (itens I1.7, II1.4 e IILS) .
Isso faz com que essas técnicas sejam muito sensiveis a movimentos
durante a aquisi¢do. Portanto elas ndo sfo muito indicadas para

espectroscopia in vivo, devido principalmente ao batimento cardiaco
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e/ou movimentos respiratorios que possam prejudicar a localizagfo.
Além disso, em ambiente clinico, muitas vezes trata-se de experimentos
em pacientes com deficiéncia de coordenagdio motora. Um trabalho
recente de R.A. de Graaf P et al. relata pulsos adiabéticos compostos
que ndo necessitam um procedimento de adigdo/subtracdo dos sinais de
diferentes aquisi¢des para obter uma localizagdo. Ainda nfo analisamos
essa técnica detalhadamente, mas sendo os pulsos adiabaticos
compostos de longa duragéo, a localizagdo em trés dimensdes somente é
possivel em amostras com T, longos.

Em experimentos de espectroscopia localizada de °C percebemos
sérios artefatos de localizagdo devido a grande faixa de deslocamento
quimico desse nucleo (item I1.8). Estes artefatos devem ser minimizados
utilizando-se gradientes de selegéo intensos e/ou a sequéncia CSI, que,
nas diregdes de codificagdo de fase, nfo provoca artefatos de
localizagdo. O uso de gradientes intensos resulta em artefatos devido a
eddy currents provocados pelo chaveamento dos mesmos. Estes
artefatos devem ser reduzidos ao minimo possivel, implementando as
sequéncias de espectroscopia localizada de forma a minimizar os
chaveamentos dos gradientes. Nos experimentos, os pardmetros de
temporiza¢do das sequéncias de pulsos devem ser configurados de
forma que os efeitos de eddy currents possam decair a niveis
suficientemente baixos. Deve-se preocupar principalmente em introduzir
um intervalo entre o ultimo chaveamento de gradiente e o comeco da
aquisicao.

Apresentamos no capitulo IV resultados de espectroscopia
localizada de ">C com as sequéncias PRESS, STEAM e CSI otimizadas
de forma de minimizar o artefato de localizagdo e efeitos de eddy
currents. Chegamos a indicar uma metodologia otimizada para estudos
in vivo (itens IV.7 e IV.8) baseando-se em experimentos de "*C em
abundéancia natural. O trabalho nfo chegou a aplicagdo em pacientes
devido a baixa sensibilidade do ntcleo *C e dificuldades juridicas na

utilizacdo de produtos enriquecidos em "*C em humanos. No entanto
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consideramos os resultados obtidos um grande avango na espectroscopia
localizada de "C in vivo possibilitando o acompanhamento do
tratamento de tumores cerebrais.

No capitulo V observamos que uma boa homogeneidade do
campo B, e a correcdo de efeitos de eddy currents ¢ fundamental para
experimentos de espectroscopia localizada bem sucedidos. Portanto, é
necessario utilizar bobinas de gradientes ativamente blindadas (self-
shielded coils), ajustando cuidadosamente as correntes na blindagem, e
ainda utilizar a correcdo de eddy current por pre-énfase do sinal de
entrada nos amplificadores de gradiente. Apresentamos no capitulo VI
resultados obtidos em deutério mostrando a instalagdo bem sucedida do
sistema de gradientes de um espectrometro VARIAN 400 MHz.
Realizamos experimentos pioneiros de espectroscopia localizada em
deutério com volumes de apenas alguns microlitros. Em experimentos
de microimagens de deutério alcangamos uma resolu¢do de apenas
algumas dezenas de micrometros (itens V1.2 e VL.3). Estes resultados
permitirdo monitorar, por exemplo, a absor¢do de agua deuterada em
fragmentos de plantas. Utilizando as mesmas técnicas em 'H, podemos
alcangar uma resolug@o espacial ainda maior, tendo em conta que a
sensibilidade deste ntcleo é aproximadamente 100 vezes maior que a de
deutério.

Para finalizar concluimos que este trabalho demonstra o progresso
no desenvolvimento de metodologias de espectroscopia localizada
otimizadas para aplica¢des clinicas. Os resultados obtidos mostram
pioneirismo em experimentos com deutério e avangos consideraveis na
espectroscopia localizada de "*C in vivo. Com isso o trabalho devera

contribuir para novas aplicagdes clinicas da espectroscopia in vivo no
nosso grupo.
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