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Resumo

A Espectroscopia de RMN é uma técnica poderosa para identificacao de
compostos quimicos e fornece uma maneira nao destrutiva para o estudo de
placas de aterosclerose permitindo caracterizar os estagios da doenca. Ela
também oferece uma nova maneira de medir niveis de lipoproteinas no plasma
baseando-se nas amplitudes dos sinais espectrais emitidos pelas classes de
lipoproteinas de diferentes tamanhos, uma vez que o sinal é proporcional a
quantidade de compostos quimicos na amostra.

O estudo de placas aterosclerodticas foi feito através da andlise dos espec-
tros obtidos das mesmas. Os espectros das amostras mostram a presenca de
um conjunto de picos intensos na faixa de deslocamentos quimicos de 0 a
80ppm (carbonos aliféticos) associados principalmente as moléculas de coles-
terol. Foi analisado o comportamento das ressonancias dos dcidos gordurosos
monoinsaturados (UFA - Unsaturated Fatty Acid) e poliinsaturados (PUFA -
Polyunsaturated Fatty Acid), dos carbonos 19 e 21 do colesterol esterificado
(C19,21) e do carbono metileno dos dcidos gordurosos (CHa),,.

O estudo da quantificagao de lipoproteinas por RMN foi feito objetivando-
se concretizar a metodologia estabelecida[21] por esta técnica para medir
niveis de lipoproteinas no plasma. Foi estabelecido um protocolo de preparacao
das amostras procurando sempre melhorar a qualidade dos espectros. Com
esta mesma finalidade buscou-se a otimizagao das condi¢oes experimentais
em todas as andlises feitas. O uso do colesterol como alvo para a avaliagao
do risco de doenca cardiovascular possui limitagoes (a quantidade de coles-
terol no interior das particulas varia de pessoa para pessoa devido a variagoes
nos niveis de lipidios no interior das particulas e variagoes no diametro das
particulas). Medidas de lipidios para substituir lipoproteinas nao fornecem
resultados precisos pois ja se sabe que as lipoproteinas interagem com a
parede arterial possuindo importante papel no desenvolvimento da ateroscle-
rose. Uma nova técnica para quantificacao de lipoproteinas que explora as
diferentes propriedades na Espectroscopia de RMN das lipoproteinas foi pro-
posta. Este método possui ainda as vantagens de ser rapido, barato, eficiente,
nao requer o uso de reagentes, nao requer separacao fisica das particulas e
mede tanto as classes quanto as subclasses de lipoproteinas. Neste trabalho
foi comprovado a validade da técnica de RMN baseando-se na utilizagao dos
espectros individuais das classes de lipoproteinas (ressonancias dos grupos
metil CH3) como padrées para ajuste da curva do plasma. No processo de
ajuste verificou-se a necessidade da subtragao do pico associado aos grupos
metilenos (CHy). Neste estudo também tentou-se observar alteragoes nos
espectros das lipoproteinas com o passar do tempo devido a efeitos como:
oxidacao, absorcao de dgua e contaminacao das amostras.
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Abstract

The Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy is a powerful technique
for the identification of chemical compounds and allows a nondestructive way
to study atherosclerotic plaques offering a way of characterizing the disease.
This is specially important in evaluation of the coronary heart disease. In
addition, it offers a new means of measuring lipoprotein levels in plasma,
with quantification based on the amplitudes of spectral signals emitted by
lipoprotein classes of different size, once the signal is proportional to the
amount of chemical compounds in the sample.

The study of atherosclerotic plaques has been done through of spectral
analysis of the plaques. The sample spectra show the presence of a set of
intense peaks in region of chemical shifts of 0 to 80ppm (aliphatic carbons)
associated mainly with the molecules of Cholesterol. It has been analyzed
the behavior of the resonances of unsaturated fatty acid (UFA) and polyun-
saturated fatty acid, of carbons 19 and 21 of cholesterol ester (C19,21) and
of methylene carbon of fatty acids (CHz),, as well.

The study of lipoprotein quantification by NMR has been done with the
purpose of supporting the established methodology[21] by this technique to
measure lipoprotein levels in plasma. A protocol of sample preparation has
been established always trying to gain better quality in the spectra. With
the same purpose the optimization of the experimental conditions has been
made in all analysis. The use of Cholesterol as a target to evaluation of coro-
nary heart disease has limitations (the amount of cholesterol inside particles
changes from person to person because the variation in levels of lipids inside
particles and variation in diameter of particles). The act of measuring lipids
as a way of replacing lipoproteins gives no exact results once we know that
lipoproteins interchange with the arterial wall and have important function
in atherosclerosis progress. A new technique for the quantification of lipopro-
teins has been established. This technique works with the different properties
in NMR Spectroscopy of the lipoproteins with different sizes. This method
has still the advantages of being fast, cheap, efficient, doesn "t require no use
of reagents, requires no particles physical separation and measures classes
and subclasses of lipoproteins as well. It has been demonstrated here that
the base of the method of quantification - curve-fitting (spectral deconvolu-
tion) of the plasma methyl lipid resonance, the amplitude and shape of which
depend directly on the amplitudes of the superimposed methyl resonance of
the lipoproteins - is effective. It has been found the necessity of subtract-
ing the peak associated with methylene group (CH;). The time evolution of
the spectra has been also studied, some effects like sample oxidation, water
absorption and sample contamination could affect the resonance lines.
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Capitulo 1

Introducao

Em 1938 Rabi e seus colaboradores realizaram experimentos através dos
quais observaram pela primeira vez o fenomeno de Ressonancia Magnética
Nuclear em um feixe de moléculas de hidrogénio e em janeiro deste ano
publicou o artigo que descreve a verificagdo do fenomeno[1]. Rabi recebeu o
prémio Nobel de Fisica de 1944 por este experimento.

Em 1945 se detectou Ressonancia Magnética Nuclear em amostras liquidas
e solidas. Bloch e seus colegas da Universidade de Stanford, e Purcell e co-
laboradores da Universidade de Harvard, ambas dos E.U.A.[2] observaram
sinais de absorcao da agua e da parafina, respectivamente, quando procu-
ravam medir momentos magnéticos nucleares com maior precisao. O comité
do Prémio Nobel reconheceu as descobertas de Bloch e Purcell como si-
multaneas e independentes, e agraciou ambos com o prémio Nobel de Fisica
de 1952. Até este estdgio RMN era puramente um experimento para se
medir momentos magnéticos nucleares. RMN somente se desenvolveu para
uma das mais versateis formas de espectroscopia depois da descoberta de
que nucleos dentro de uma mesma molécula absorvem energias em difer-
entes freqiiéncias de ressonancias. Este fendmeno denominado deslocamento
quimico foi primeiramente observado em 1949 por Proctor e Yu, e indepen-
dentemente por Dickinson[3].

Nas duas primeiras décadas os espectros de RMN eram obtidos em um
modo de onda continuo no qual a intensidade do campo magnético ou do
campo de radiofreqiiéncia varriam a regiao espectral de interesse enquanto o
outro era mantido fixo. Em 1966, a técnica de RMN foi revolucionada por
Ernst e Anderson[3] que introduziram RMN pulsada em combinagdo com
transformada de Fourier.

Este trabalho visa o emprego da Espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear no estudo de placas aterosclerdticas e principalmente no estudo da
Quantificacao de Lipoproteinas Plasmaticas. Estes dois focos tém

15
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como pano de fundo para estudos mais avancados a avaliacao do risco de
doenca cardiovascular.

No primeiro caso espectros de algumas amostras de placas (obtidos an-
teriormente a este trabalho pelo grupo de pesquisa em RMN do IF-USP),
classificadas de acordo com a evolucao da lesao aterosclerdtica, foram obti-
dos e através deles conseguiu-se estudar modificacoes nos constituintes das
placas de acordo com o progresso da doenga. Sabe-se que com a evolugao da
doenca mais propicia a ruptura a placa de aterosclerose fica e conseqiiente-
mente aumenta-se o risco de um infarto ou outros danos cardiovasculares.

No segundo caso o estudo baseou-se principlamente no emprego da me-
todologia para quantificacao de lipoproteinas por Espectroscopia de Res-
sonancia Magnética Nuclear. A quantificacao estabelecida pela técnica de
RMN tem como ojetivo principal estabelecer um método mais preciso, rapido
e eficiente para avaliagao do risco de doenca cardiovascular. Neste estudo
também explorou-se os efeitos nos espectros das lipoproteinas com o passar
do tempo devido a oxidagao, absorcao de agua e contaminacao das amostras.

A apresentacao da base tedrica e dos resultados experimentais esta orga-
nizada em 6 capitulos com os seguintes conteidos:

O capitulo 2 explora a fisica por tras do experimento de Ressonancia
Magnética descrevendo de forma gradativa os fenomenos envolvidos durante
um experimento de RMN. Sao discutidas as propriedades de spin e mo-
mento magnético nuclear, as interagoes Zeeman e de Radiofreqiiéncia, a
condicao de ressonancia, pulsos de Radiofreqiiéncia; além de serem explo-
rados os fenomenos de relaxacao (Longitudinal e Transversal), que ocorrem
durante o experimento, o processo de deteccao do sinal de RMN e a relacao
da intensidade do sinal com a concentragao de nicleos da amostra (conceito
importante para o trabalho).

O capitulo 3 apresenta a teoria necessaria para o entendimento da técnica
de RMN empregada no trabalho: a Espectroscopia. Descreve os dois princi-
pais fenomenos observados em RMN de liquidos envolvendo interagoes entre
os spins: deslocamento quimico e acoplamento escalar. Discorre também so-
bre outros fenomenos relacionados a espectroscopia como dupla ressonancia e
processos de permuta quimica. Ha ainda uma exploragao sobre RMN unidi-
mensional e medidas dos tempos de relaxacao Ty e Ty. No final do capitulo hé
uma breve explicacao sobre o Formalismo do Operador Produto usado para
explicar o comportamento de um sistema de spins sujeito a uma seqiiéncia
de pulsos.

O capitulo 4 trata dos alvos de estudo do trabalho: a aterosclerose e
principalmente as lipoproteinas. Aborda-se sobre a formacao e evolucao da
aterosclerose e o emprego da Espectroscopia de RMN em estudo de placas
ateroscleréticas. Com relacao as lipoproteinas discute-se definigao, estru-
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tura, funcao e metabolismo. Com grande énfase aborda-se a quantificacao
de lipoproteinas por espectroscopia de RMN evidenciando as propriedades
espectroscopicas das lipoproteinas que possibilitam a quantificacao.

O capitulo 5 trata do procedimento experimental usado para o estudo
das lipoproteinas por RMN. Inicialmente discorre sobre o aparelho de RMN
usado, o espectrometro, em seguida descreve gradativamente todo o processo
de preparacao das amostras de lipoproteinas e por fim explicita os aspectos
experimentais envolvidos nas analises feitas para as medidas dos espectros
das lipoproteinas.

O capitulo 6 apresenta os resultados do trabalho. Sao mostrados os resul-
tados para as razoes entre os picos de ressonancia UFA /PUFA, PUFA /(CH,),,
UFA/(CHy),, e C19,21/(CHs),, nos espectros de Carbono das placas de ate-
rosclerose obtidos.

No estudo da quantificacao sao mostradas todas as anélises feitas seguindo
um roteiro de preparacao de amostras e aquisicao de espectros. Em todas as
etapas estao apresentados os espectros obtidos evidenciando as dificuldades
e os aspectos a serem melhorados. Clinicamente o risco de doenca cardiovas-
cular tem sido medido através do colesterol. Freqiientemente nos deparamos
com as expressoes colesterol "mau” (LDL-C) e colesterol "bom” (HDL), mas
temos que entender que sao as particulas de LDL e HDL que, na verdade,
sao funcionalmente mas e boas e o colestrol contido nelas serve apenas como
uma medida indireta para as concentragoes de lipoproteinas. O uso do coles-
terol para a avaliacao do risco de doenca cardiovascular possui a limitacao
de que nao é levado em conta o fato de que a quantidade de colesterol por
particula varia de pessoa para pessoa devido a diferencas nas quantidades
de colesterol esterificado e triglicérides no interior da particula bem como
também devido a diferencas no diametro da particula. O uso do colesterol
como alvo para a avaliagao do risco de doenca cardiovascular tem sido am-
parado pelo extensivo conjunto de dados que mostram uma intensa relacao
entre niveis anormais de lipidios com aterosclerose e eventos cardiovasculares
bem como pela dificuldade que se tem de medir lipoproteinas diretamente.
No entanto esta dificuldade foi superada com uma nova técnica para quan-
tificar lipoproteinas que usa os sinais de RMN emitidos pelas lipoproteinas
de diferentes tamanhos como base para sua quantificagao. Neste método nao
existe a necessidade de separagao fisica das particulas (principal vantagem) e
pode-se medir tanto as classes quanto as subclasses de lipoproteinas. Nao ex-
iste também a necessidade de utilizar qualquer espécie de reagentes e possui
vantagens com relagao a precisao, custo e tempo quando comparado a outros
métodos existentes como Ultracentrifugacao, Cromatografia e Eletroforese.
Neste trabalho foi estabelecido uma metodologia para quantificacao e a val-
idade do método de quantificacao por RMN foi confirmada como pode ser
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verificado através do ajuste obtido para a curva do plasma simulado através
das curvas individuais das classes de lipoproteinas.
No capitulo 7 s@o apresentadas as consideragoes finais e perspectivas deste

trabalho.



Capitulo 2

Bases Fisicas da Espectroscopia
de RMN

Atomos e moléculas sao extremamente pequenos para serem estudados e
observados diretamente. Precisa-se, portanto, de um espiao capaz de trans-
mitir informagoes quimicas, estruturais e dinamicas de atomos e moléculas
sem modificar significativamente suas propriedades. Este espiao trata-se do
nicleo cuja propriedade magnética forma a base para o fenomeno de Res-
sonancia Magnética Nuclear, um dos fenomenos mais importantes em mag-
netismo. Este fenomeno é observado em sistemas magnéticos que possuem
ambos momento magnético e angular. O termo ressonancia implica que existe
uma sintonia entre as freqiiéncias naturais do sistema magnético, que neste
caso corresponde a freqiiéncia de precessao dos momentos magnéticos em um
campo magnético externo estatico e a freqiiéncia do campo magnético os-
cilante. Este fenomeno foi primeiro observado em 1945 e desde entao tornou-
se uma importante ferramenta em Fisica, Quimica e outras ciéncias.

2.1 Spin e Momento Magnético Nuclear

A existéncia de ntcleos atomicos com momento angular foi sugerido pela
primeira vez por Pauli, em 1924, para explicar a chamada estrutura hiperfina
dos espectros atomicos [2]. Um nicleo consiste de um sistema com muitas
particulas acopladas de tal forma que em qualquer estado dado o nicleo pos-
sui um momento magnético total fi e um momento angular total I. Téo
momento angular de spin que pode ser tomado como paralelo ao momento
magnético, e assim podemos escrever

i =T (2.1)
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onde v é um escalar chamado de "razao giromagnética” constante para cada
ntcleo, sendo positiva para a maioria dos ntucleos com interesse em RMN.
Para qualquer dado estado de um ntcleo, o conhecimento da funcao de onda
permitiria, em principio, calcular ambos ji e I. Em teoria quantica (i e I
sao tratados como operadores vetoriais. De acordo com um dos postulados
da Mecanica Quantica, o momento angular do nicleo é quantizado e assume
somente certos valores discretos. Esta quantizacao implica na quantizagao
da energia da particula.

1] = [1(I+1)]"*h/2n (2.2)

Nesta expressao, h é a constante de Planck. A unidade de Téade h/27m: J
rad~!s. I é o nimero quantico de spin nuclear que pode ser inteiro, semi-
inteiro ou zero. Elétrons, préotons e neutrons também possuem momento
angular de spin, caracterizado pelo nimero quantico /=1/2. Além do médulo
a direcao do momento angular de spin também é quantizada e é especificada
por um segundo numero quantico direcional m. Escolhida uma diregao z,
somente determinadas componentes I, do momento angular sao permitidas:

e (L) -

comm = —I,—1+1,....+1. A cada 2I + 1 valores de m corresponde um
estado de spin nuclear descrito por uma func¢do de onda [¢)) denominada
autofungao do operador I,. Para ntcleos com [ = 1/2 tém-se duas auto-
fungdes normalmente designadas |a) (m = 1/2) e |5) (m = —1/2). O valor
esperado do operador I, nestes dois estados sera:

Ol =+1/2(5) e =-12(5) @

Figura 2.1: Representacao grafica da quantizagao da componente z do mo-
mento angular de spin nuclear para I = 1/2.
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2.2 Descricao Quantica do Spin em um campo
estatico

Na auséncia de um campo magnético externo, os dois estados de spin a e
[ estao degenerados. Na presenca de um campo magnético estatico, porém,
um estado é mais estavel do que o outro. Isto resulta da interacao entre o
campo e 0 momento magnético associado ao spin nuclear (Interagao Zeeman)
dada por —ﬁ.éo. Temos portanto para o Hamiltoniano:

H = —ji.B, (2.5)

Tomando o campo éo ao longo da direcao z, ou seja Eo = BOI;, temos

H = —p.By (2.6)

H == _’}/BOIZ

Os autovalores deste Hamiltoniano sao simples, sendo somente multiplos
(7By) dos autovalores do operador I, (Equagao 2.3). Portanto as energias
permitidas sao:

h
E = —yhBym h = (%) (2.7)

Energia

L=

<l AE [5

Intensidade do campa magnético B

Figura 2.2: Diagrama de niveis energéticos para nicleos de spin [ = 1/2. O
nivel mais energético corresponde ao spin alinhado antiparalelo ao campo By
e o nivel de menor energia ao spin alinhado paralelo ao campo.
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Para um nicleo de spin I = 1/2 a diferenca de energia entre os dois
estados possiveis ¢ dada por (Figura 2.2)

AE = yhB, (2.8)

O fenomeno de ressonancia em RMN é alcancado aplicando um campo
magnético oscilante perpendicular a By com uma freqiiéncia wy, tal que a
energia do féton da radiagao é igual a energia magnética dada pela equacao
2.8. A energia do féton da onda eletromagnética é dada por hwy, assim
a condicao de ressonancia capaz de estimular as transicoes entre os niveis
energéticos para nicleos com relacao giromagnética v é entao

Alguns valores das freqiiéncias de ressonancia (em um campo de 9,47T),
de alguns ntcleos estudados em RMN encontram-se na tabela 1.1. Levando
em conta os campos magnéticos utilizados em RMN - 1,5 a 12T - e os valores
de v da ordem de 107 —10%radT~" s7!, os valores de vy = (£2) caem na gama
das dezenas e centenas de megahertz. As transicoes de spin nuclear exigem,
pois, radiacoes eletromagnéticas na regiao das radiofreqiiéncias.

Vamos dar um passo adiante e ver o que acontece se nés temos uma
amostra macroscopica na qual observamos a ressonancia. Esta contém um
”ensemble” de muitos nicleos magnéticos idénticos sujeitos a um campo es-
tatico e distribuidos pelos estados de spin de acordo com a lei de distribuicao
de Boltzmann. Para I = 1/2, a razao das populagoes de equilibrio para os
estados de spin v e 3 é:

(@) — o(AB/KT) (2.10)
ng

Aqui K é a constante de Boltzmann, T a temperatura, n, é o nimero
de spins no estado de mais baixa energia (paralelo ao campo) e ng no es-
tado de mais alta (anti-paralelo ao campo). Como AE é muito pequeno em
comparacgao com a energia térmica KT podemos escrever a aproximacgao

Ty AFE
Ma) _q, AL 9.11
(n5> KT (2.11)

De acordo com a equacao acima havera um ligeiro excesso de ntcleos com
spin paralelo sobre ntcleos de spin antiparalelo. Sabendo-se que n = n, +ng
podemos encontrar a diferenca de populacao entre os estados:

B nAE
P OKT

(2.12)

Nag — N
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A dlferen(;a de populacao entre os anelS determina uma magnetizagao
liquida MO, ao longo do eixo z, paralela a BO

Os momentos magnéticos nucleares nao possuem uma direcao fixa em
relacao a dire¢ao do campo aplicado EO, como poderia se pensar pela figura
2.2. Podemos considerar /i, e portanto I em qualquer orientacao segundo
uma superficie conica cujo vértice é a origem do vetor e a base é descrita
pela rotacao do extremo do vetor em torno de Eo. E realmente (i precessa
em torno do campo, como veremos na seccao seguinte. Portanto, o porqué da
magnetizagao resultante se alinhar com By decorre do fato de a distribuicao
dos vetores ji no cone de precessao em torno de By ser aleatéria.

Vetor magnetizacio

Figura 2.3: Magnetizacao resultante do excesso de nilceos no estado de spin

a (I=1/2).

A diferenca de energia entre dois estados consecutivos na espectroscopia
de RMN ¢é muito pequena quando comparada com a diferenca encontrada em
espectroscopia de infravermelho (estados vibracionais) e do visivel e ultravi-
oleta (estados eletronicos). Isto justifica a pequena sensibilidade da espec-
troscopia de RMN em relacao as espectroscopias vibracionais e eletronicas
de absorcao, nas quais a diferenca de populacao entre estados fundamentais
e excitados é muito maior.

Atingida a condicao de ressonancia os ntcleos no estado de spin « ab-
sorvem energia e tendem a igualar as populacoes dos estados de spin «a e f3.
Quando, em certas condigoes experimentais, as populacoes se igualam, diz-se
que houve saturacao do estado de maior energia. No entanto o fenomeno de
RMN teria pouca aplicacao prética se a diferenca n, —ng ficasse nula apés a
condicao de Bohr ter sido atingida. Existem mecanismos de relaxacao através
dos quais o sistema troca energia com o ambiente circundante fazendo com
que os nucleos voltem do estado de maior energia (3) para o estado de menor
energia («); assim a diferenga entre os niveis é mantida. Estes processos de
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relaxacao que serao explicados depois acontecem devido a transigoes induzi-
das por campos magnéticos oscilantes com uma determinada freqiiéncia. Sao,
também, os mesmos mecanismos que estabelecem a distribuicao de equilibrio
de Boltzmann, logo que o campo By é aplicado.

Niicleo | Spin | v (107radT~'s™!) | v (MHz) | Abundancia Natural (%)

'H 1/2 26,75 400 99,985
2 1 4,11 61,4 0,015
13C 1/2 6,73 100,6 1,108
N 1 1,93 28,9 99,63
BN | 1/2 2,71 10,5 0,37

170 2 -3,63 04,3 0,037
Yp 1/2 25,18 376,5 100,0
29Gi 1/2 -9,32 79,6 4,7

1p | 12 10,84 162,1 100,0

Tabela 2.1: Propriedades de alguns ntucleos em RMN. Os valores de
freqiiéncia sao em um campo de 9,4T.

2.3 Equacao de Movimento dos valores médios
e Tratamento Classico

A correspondéncia entre os tratamentos Mecanico Quantico e Cléssico
torna-se clara quando examinamos a equacao diferencial relacionando a variacao
temporal dos valores médios (f1,), (i), € (iz). A evolucao temporal do valor
médio de um operador A é dada pelo Teorema de Ehrenfest [4].

d(A) i 0A
S = LA + () (213)

Desde que o operador nao possua dependéncia explicita no tempo, temos

d(A) 1
—_— = = A 2.14
W= A (2.14)
[H, A] é a relagdo de comutagao entre H e A. Podemos usar esta relagao
para calcular a evolucao temporal dos valores médios de (p,), (ity), € (112)-
Sabendo-se que

H = —vByl, (2.15)
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nota-se que ¢é necessario usar as relagoes de comutagao para as componentes
do momento de spin, as mesmas podem ser obtidas por uma permutacao
ciclica da relagao seguinte:

(Lo, 1] =il (2.16)
Entao: o) .
o = (ML), (2.17)
d{l)
dt = vByi([ 1, I.])
d(l.)
dt _’YBO<Iy>
Analogamente (1)
d{l,)
5 = Boll), (2.18)
d(1,) _0

dily = 5
- B 2.1
Nesta equacao temos
dl) _ (L)  -d(,) | -d(I.)
= 2.2
a " Ta e T a (2.20)
Mas ji = fyf. Entao o valor médio do momento magnético sera:
d(p . ~
K _ () x By (221)

Esta equagao é exatamente a equagao classica para o movimento de um
momento magnético nuclear localizado em um campo magnético externo Bo.
A mesma mostra que i muda sua orientagao em relagao ao campo, ou seja i
rotaciona em torno de éo com a freqiiéncia de precessao de Larmor wy = v B,
(Figura 2.4), descrevendo um cone de precessao. Esta mesma freqiiéncia



CAPITULO 2. BASES FISICAS DA ESPECTROSCOPIA DE RMN 26

também foi obtida no tratamento quantico, equacao 2.9. Se nao existe in-
teracao entre os spins a equacao 2.21 também vale para o valor esperado da
magnetizacao total M =" ji.

d(M)

o = (M) x yBy (2.22)

Figura 2.4: Representacao esquematica de um nucleo com momento
magnético [ em um campo magnético By.

2.4 Excitacao

Em equilibrio térmico os spins nao possuem coeréncia de fase no plano
transverso e a Unica magnetizagao resultante encontra-se na direcao z. No
entanto esta magnetizacao liquida é um vetor estatico. De modo a observar
esta magnetizacao, movimento precessional precisa ser detectado. Isto é con-
seguido pela interagao com um segundo campo magnético no plano perpen-
dicular a EO, oscilando numa variacao de radiofreqiiéncia. Nos experimentos
modernos de RMN este campo é aplicado como um pulso de Radiofreqiiéncia
(RF), aplicado durante um determinado intervalo de tempo.

O campo magnético oscilatério aplicado é da forma B, = 2B, cos(wt);
e pode ser decomposto em duas componentes, Ei e é{' , girando com as
respectivas freqiiéncias w e —w:

B, =B (fcos(wt) + fsen(wt)) (2.23)
B! =B <fcos(wt) — jsen(wt))

Somando Bj e B encontramos novamente B;. Estas componentes pos-
suem uma defasagem em freqiiéncia de 2w e uma delas rotacionara no mesmo
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sentido da freqiiéncia de precessao dos momentos magnéticos enquanto a
outra no sentido oposto. Vamos considerar o movimento dos spins no sen-
tido horario (-w). Assim, préximo da ressonancia a componente no sentido
oposto pode ser desprezada. Assumiremos, assim, sem perda de generalidade,
que temos somente o campo éi’ e portanto

B, = B, <;cos(wt) - jsen(wt)) (2.24)

Este campo magnético oscilante ocasiona transicoes entre os niveis de
energia Zeeman de um sistema de spins. O hamiltoniano desta interagao em
uma amostra com varios nicleos é dado por

H=-> /i B (2.25)

Para um sistema de spins 1/2 esta interagao induz transigoes entre os
estados a e 3 com probabilidades por unidade de tempo dada pela "regra de
ouro de Fermi”:

Pavp = Psa = 7" Bil{a|L|8)|*0(w — wo) (2.26)

A fungao 4, centrada na freqiiéncia de Larmor, garante que o campo B
oscila com uma freqiiéncia igual ao espacamento, em freqiiéncia, dos niveis
de Zeeman, para que ocorra a absorgao de energia pelo sistema de spins.

Incluindo os efeitos de Bi(t) e By e substituindo (M) pela respectiva
magnetizag¢ao macroscopica na equagao 2.22 temos

dé‘f — M x 7 [BO + Bl] (2.27)

Podemos analisar este movimento de uma maneira mais simples elimi-
nando a dependéncia temporal de B, (t). Para isto usamos um sistema de
coordenadas que rotaciona em torno do eixo z com freqiiéncia —w. Tomamos
0 eixo x deste sistema ao longo de B e o eixo z ao longo de By. Logo, By e
31 serao estaticos neste sistema e além disso BO serd reduzido.

Para analizarmos o movimento da magnetizagao neste novo sistema usa-
mos uma equagao que relaciona as derivadas nos dois referenciais [5].

dM  d*M .

— = —Wx M 2.28

dt dt (2:28)
onde 4 W 1 ¢ a derivada em relacao ao sistema estatico e % em relagao ao

sistema girante. Aplicando 2.28 em 2.27, temos

M
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AB
A

MC)JQ:(DO—O) = —YAB

[0}

Figura 2.5: Representacao de By e Bj no referencial girante.

d*M
dt
Esta equacao mostra que, no referencial girante, a magnetizagao se com-
porta como se nela atuasse um campo magnético efetivo estatico B.s. Por-
tanto a magnetizacao rotaciona em um cone de angulo fixo em torno da
diregao deste campo com freqiiéncia de precessao de B, ¢, comforme vemos
na figura abaixo:

:MXWEef

Best AB

B, «’Q

Beff =+/B} +AB*
weff = \/(of +HO

Figura 2.6: Movimento da magnetizacao em torno do campo efetivo.

A grandeza

Q=B - ;) = (wo —w) (2.30)
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é designada offset e é a diferenca entre a freqiiéncia de Larmor e a freqiiéncia
de excitacao dos spins.

Se w = 7By, a condicao de ressonancia ¢ satisfeita e o campo efetivo ¢é
formado somente por Bii. A magnetizagao, que inicialmente esta paralela
ao campo By, precessa no plano yz permanecendo sempre perpendicular a
By. Se B; é aplicado por um periodo limitado de tempo ¢, (tipicamente da
ordem de microsegundos), M precessara formando um angulo a = yBit,.
Este angulo é normalmente chamado de angulo de flip e o pulso que o gerou
¢ nomeado pelo valor do angulo o que produz.

Condic&o de ressonancia
AB=0, e Beff=B1

Figura 2.7: Na ressonancia a magnetizacao gira em torno de Bj.

Se t, tem uma duragao tal que a = 7 (pulso de 180"), o pulso inverte
a magnetizacao. Se a = 7/2 (pulso de 90°) a magnetizacao é colocada no
plano transversal. Na grande maioria dos experimentos de RMN os pulsos
sdo quase exclusivamente pulsos de 90° e 180° (Figura 2.8).

Os pulsos de radiofreqiiéncia sao usados nos espectrometros modernos
(espectrometros de onda pulsada) nos quais a radiagao possui grande in-
tensidade (B; da ordem de 10-500 Gauss) e é aplicada durante um curto
intervalo de tempo (1 a 100us).

De acordo com o Principio de Incerteza, um pulso de RF monocromatico
vy de curta duracao t,, ou seja pequena incerteza temporal, corresponde a
uma gama de freqliéncias em 1y, ou seja grande incerteza na energia. Quanto
menor for o pulso mais vasta sera a gama de freqiiéncias. E comprovado que
para uma gama de valores v ocorrem valores de B; de acordo com:

sen|[m(v — vp)t,]

Bi(v) = (2.31)

7T(I/ — I/g)tp

Esta funcao possui valor nulo para |v — 1| = 1/t,. Um pulso com ¢, =
s 0 P P
10us € equivalente a irradiacao de uma amostra com uma gama de freqiiéncia
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da ordem de 1/107°s = 10°Hz. Isto faz com que a condigiao de ressonancia
seja atingida, simultaneamente, para uma grande quantidade de nicleos da
amostra.

Portanto um pulso curto f(t), no dominio temporal, é equivalente a uma
distribuicdo F'(v), no dominio das freqiiéncias. As duas fungoes estao rela-
cionadas por uma transformada de Fourier:

“+o0

F(v) = ) f(t)exp(—2imvt)dt (2.32)
f(t) = /_+°0 F(v)exp(2irvt)dy

b)

Figura 2.8: Movimento da magnetizacao M durante a aplicacao de um pulso
de RF, em ressonancia, no sistema girante. a) Pulso de 90° na diregao x: O
campo By, é aplicado durante o tempo necessario para que a magnetizacao
inicial M, gire ao redor do eixo x até a dire¢io y. b) Pulso de 180° na
diregao y: O campo By, é aplicado durante o tempo necessario para que a
magnetizagao inicial M, gire ao redor do eixo y até a direcao -z passando
pela diregao -x.

2.5 Relaxacao

Cessada a acao do pulso a magnetizacao, deslocada da sua posicao de
equilibrio, precessionara livremente voltando para sua posicao de equilibrio.
Chamamos este processo de relaxacao da magnetixacao. Duas magnetizacoes
macroscopicas sao distinguidas em um experimento de RMN, a magnetizacao
longitudinal ao longo do eixo z e a magnetizacao transversal no plano xy.
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Ambas estao sujeitas aos fenomenos de relaxacao, ou seja, suas magnitudes
variam com o tempo. A relaxagao longitudinal corresponde a recuperacao da
magnetizagao longitudinal ao seu valor de equilibrio M ao longo do eixo z, e a
relaxacao transversal corresponde ao decaimento da magnetizacao no plano
xy para o valor nulo. Estes dois processos ocorrem simultaneamente. No
estudos destes processos de relaxacao é conveniente distinguir entre alteracoes
na energia e alteracoes na entropia no retorno do sitema ao equilibrio.

2.5.1 Relaxagao Longitudinal

Imediatamente apds a exposicao de um sistema de spins a um campo
magnético externo By, todos os niveis de Zeeman estao igualmente povoados,
o sistema ainda nao esta em equilibrio e M,=0. O sistema, entao, transfere
o excesso de energia ganho pela interacao com By para o meio ambiente,
denominado de um modo geral de rede, para atingir o equilibrio correspon-
dente a distribuicao de Boltzmann dos niicleos pelos niveis energéticos com
M, = M,. Devido a esta interacao entre o sistema de spins e a rede, esta
experimenta um aumento de temperatura causado pela transformacgao de
energia potencial magnética em energia cinética molecular. A energia poten-
cial do sistema devido a interacao com o campo é dada por:

U=M - By= M,B, (2.33)

Quando M, muda de M, = 0 para M, = M, implica que havera uma
troca de energia do sistema de spins com a rede. Este processo é designado
de relaxacao longitudinal. Também ocorre apds a aplicacao de um pulso
de radiofreqiiéncia num sistema de spins localizados em um campo estatico
quando a magnetizacao, inicialmente deslocada da posi¢ao de equilibrio, re-
torna para a mesma. Se aplicamos um pulso de 7/2 sobre um sistema de
spins 1/2 a magnetizagao z se anula, o que equivale a igualar a populagao
dos dois niveis de energia Zeeman. Apds esta excitacao comega o processo de
relaxacao longitudinal que recupera a diferenca de populacao entre os niveis.
Neste processo a evolugao temporal da magnetizacao M, até atingir o estado
de equilibrio é dada por:

M, _ (MO — MZ) (2.34)

d T

Este processo de relaxacgao é de origem energética e ¢ denominado também

de relazacdo spin rede. A constante 17 chama-se tempo de relaxacdo longitu-
dinal. Deve-se observar, no entanto, que este nao é o tempo requerido para

a magnetizacao retornar ao seu valor inicial. O tempo necessario para que a
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magnetizacao retorne 99% do seu valor inicial é da ordem de 57). Quando
t = T1 a magnetiacao atingiu apenas 63% do seu valor de equilibrio.

al bl cl d)

Figura 2.9: Reconstrucao da magnetizacao longitudinal M, pela acao da
relaxagao spin-rede. a) O vetor magnetizacao total M é nulo. Os momentos
magnéticos nucleares se encontram no plano xy defasados. b) e c¢) Cada
momento magnético se alinha com o campo By construindo a magnetizacao
M,. Devido a defasagem nao existe magnetizacao M,,. d) A magnetizagao
alcanca o estado de equilibrio no qual M, = M,.

2.5.2 Relaxacao Transversal

A acado do campo de radiofreqiiéncia acarreta coeréncia de fase na pre-
cessao dos momentos magnéticos individuais em volta da diregao z (Figura
2.10). Isto causa uma diminuigao da entropia devido ao aumento da ordem.
Logo passa-se a ter M, < My, M, # 0 e M, # 0.

Figura 2.10: Estado de coeréncia parcial dos momentos magnéticos dos spins
devido a ac¢do de um campo de RF (esquerda), projecao no plano xy (meio)
e vetor soma das componentes no plano xy dando origem a magnetizacao
transversal.
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Cessada a acao de B; o sistema retorna para a condicao de equilibrio
dada por M, = My, M, =0 e M, = 0, pois é sabido que a magnetizacao de
equilibrio nao possui componente transversal. O retorno de M, e M, para os
valores de equilibrio nulos caracaterizam a relazacao transversal ou relaracao
spin-spin e obedecem as equagoes:

dM, —M,
- ( ) (2.35)
dt T,
dM, <—My>
d \ Ty
Ty é o tempo de relaxacao transversal. Este processo corresponde a uma
perda de coeréncia de fase entre os momentos magnéticos individuais no
seu movimento de precessao e, assim, também a um aumento de entropia.
Quando o pulso de radiofreqiiéncia termina, cada momento magnético experi-
menta, além do campo externo estatico, os campos locais vizinhos, associados
com a distribui¢ao dos niicleos vizinhos e ao fato de By nao ser perfeitamente

homogéneo. Por isso os momentos magnéticos terao pequenas diferencas nas
freqiéncias de precessao, provocando a perda de coeréncia (Figura 2.11).

Figura 2.11: Extincao da magnetizacao transversal pela acao da relaxacao
spin-spin. a) A magnetizac¢ao se encontra em repouso alinhada com o campo
externo. b) Apds a aplicacao de um pulso de 90° a magnetizacao é colocada
no plano transversal. ¢) Devido as interagoes entre os spins ou inomogenei-
dade do campo externo as freqiiéncias de precessao de Larmor de cada um
dos momentos magnéticos nucleares serao ligeiramente diferentes. d) Com a
evolucao do processo os efeitos de defasagem se intensificam o suficiente para
destruir a magnetizacao transversal.

A inomogeneidade em By faz com que surja uma distribuicao de campos
magnéticos By localmente diferentes ao longo do sistema de spins. Quando
consideramos o efeito macroscopico esta distribuicao conduz a uma perda
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mais rapida da magnetizacao transversal do que a causada pela relaxacao
pura com 7. Define-se um tempo de relaxacao efetivo 73 dado por

S = 1 +~vAB, (2.36)
Ty T,

onde YA By representa as inomogeneidades em B.

Em soélidos os campos locais sao significativos e contribuem para uma
rapida perda de coeréncia dos momentos magnéticos caracterizando valores
de T5 curtos enquanto em liquidos estes campos flutuam rapidamente de tal
maneira que, em média, sao reduzidos, caracterizando tempos 75 longos.

Boa parte dos estudos de mobilidade ionica ou molecular usando RMN sao
realizados através das medidas dos tempos de relaxacao 17 e Ts. Estes tempos
sao sensiveis a processos dinamicos que ocorrem em diferentes feqiiéncias [6].

2.6 Equacoes de Bloch

Combinando as equagoes diferenciais para a precessao da magnetizacao
causada por By e B; (Equagao 2.27) com as relagoes de relaxagao apresen-
tadas no item anterior, obtemos um conjunto de equacoes acopladas formu-
ladas por Bloch em 1946 que descrevem a dinamica dos spins na presenca de
campos magnéticos externos. Fatas equagoes foram inicialmente propostas
para descrever classicamente a evolucao temporal das varidveis macroscopicas
como a magnetizacao mas sao aplicaveis aos valores médios de grandezas
quanticas, como o spin nuclear.

dM; M,
= =7 (M,By — M,B;senwt) — T (2.37)
dM, M
dty = v (M,Bycoswt — M, By) — ?5 (2.38)
dM, M, — M,
praialt] (M, Bysenwt — M, Bycoswt) — TO (2.39)
1

Resolvendo as equacoes de Bloch para valores baixos de By encontramos
solugoes de forma lorentziana para o decaimento da magnetizacao transversal

8].

2.7 Deteccao

A interagao com um campo de radiofreqiiéncia (pulso de 7/2) tem dois
efeitos no sistema de spins. Primeiro os dois estados de spin se tornam igual-
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mente populados e, segundo, os spins tendem a um estado de coeréncia de
fase, o campo magnético externo forca a aquisicao de coeréncia de fase pelos
spins e, com isso, gera-se magnetizacao transversal. Cessada a aplicagao do
pulso, a magnetizacao experimenta somente o campo principal By e preces-
sard ao redor dele com a freqiiéncia de Larmor. O movimento da magne-
tizacdo transversal induz, pela lei de Faraday, uma forga eletromotriz (fem)
em uma bobina de deteccao com eixo perpendicular ao campo estatico. A
fem induzida forma, depois de amplificada, o sinal de RMN.

Coil

B Z A geometria da bobina,
A <=——= perpendiculara B, &
adequada para detectar
magnetizacao
transversal.

Y ' NMRsSignal

O sinal detectado chama-se Free Induction Decay (FID).

Figura 2.12: A precessao da magnetizacao transversa induz a formacao de
uma corrente elétrica oscilante na bobina.

A magnetizacao transversal, responsavel pelo sinal detectado, decai, de-
vido aos efeitos de relaxacao, exponencialmente para zero com um tempo de
relaxagao efetivo T determinado por 75 e pela nao-homogeneidade do campo
magnético. A dependéncia temporal da forca eletromotriz (ou intensidade do
sinal) é chamada de Decaimento Livre da Inducdo do inglés Free Induction
Decay (FID).

A intensidade do FID é proporcional a magnetizacao liquida M, e por-
tanto também a diferenca de populagao entre os niveis (ver equagao 2.12).
Por conseguinte também sera proporcional ao nimero total de ntcleos n, o
que é extremamente importante em estudos de analise quantitativa por RMN
pois a integral (area) do sinal obtido é proporcional ao nimero de nicleos da
amostra.

A projecao da magnetizacao transversal nos planos x e y é dada por

—t

M, (t) = Mysen|(wy — w)tle™ (2.40)
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M, (t) = Mycos|(wy — w)t]e™ (2.41)

O sinal obtido é um sinal complexo e se detecta as magnetizagoes M, e M,
simultaneamente. M, e M, estao relacionadas com as partes real e imaginaria
respectivamente do FID complexo.

S(t) = Su(t) + S, (t) (2.42)

Figura 2.13: Detecgao simultanea de M, e M,,.

2.8 Transformada de Fourier

Embora o sinal FID carregue todas as informacoes relevantes sobre os
spins nucleares, como suas freqiiéncias de ressonancia e abundancia relativa,
eles nao sao avaliados diretamente. Normalmente os dados no dominio tem-
poral (FID) sao convertidos para dados no domineo de freqiiéncias, ou seja
um espectro, por uma transformada de Fourier (TF). Ernst e Anderson [2]
demonstraram em 1966 que a aplicacao de uma transformada de Fourier
permite converter um sinal f(¢) em um sinal F'(w):

+o00
F(w) = ft)e 't (2.43)
Ambas as componentes do FID complexo (M, e M, ) sao medidas usando
a denominada deteccao em quadratura (Figura 2.14) e suas transformadas
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de Fourier fornecem independentemente as partes real e imaginaria do sinal
no domineo de freqiiéncias:

S(w) = R(w) + il (w) (2.44)

MoT

R(w) = 1+ (wp — w)2T32

(2.45)

( ) M0T2*2(w0 - w)
w) =
1 + (wo - w)2T2*2
R(w) e I(w) sao as componentes de absor¢ao e dispersao, respectivamente,
de uma curva Lorentziana.

(2.46)

I
Q
Figura 2.14: Partes real (R) e imagindria (I) do sinal no dominio de
freqiiéncia.

A componente dispersiva é mais larga com integral total nula. Assim, a
componente absortiva é a tnica conservada para andlise. Esta componente
possui largura a meia altura, Avy, igual a (x75) "
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1/(nT5)

—>‘_

v

Figura 2.15: Componente de absorcao com respectiva largura a meia altura.

Na pratica o espectro raramente surge com a linha de absorcao na parte
real e a de dispersao na parte imaginaria. O aparato experimental sempre
insere um curto intervalo de tempo entre o fim do pulso e o inicio de aquisicao
dos dados e durante este tempo os momentos magnéticos desenvolvem fases
devido as diferentes freqiiéncias de precessao. Assim logo apés a TF a compo-
nente absortiva tem fase arbitraria. De modo a se obter um formato de linha
puramente absortivo na parte real deve-se ”fasear o espectro” o que envolve
tomar combinacoes lineares das partes real e imaginaria até se conseguir o
resultado desejado.

A transformada de Fourier é feita de forma numérica num computador. O
sinal FID ¢ primeiro digitalizado utilizando um conversor analégico-digital.
O computador procede, depois, a TF e o espectro pode entao ser visualizado
na tela do computador.



Capitulo 3

Espectroscopia de RMN

O campo da espectroscopia trata da interacao entre matéria e radiacao
eletromagnética. A interacao entre atomos e radiagao eletromagnética é ca-
racterizada pela absorcao e emissao de fétons pelos atomos, de tal forma
que os quanta dos foétons sejam iguais a diferenca de energia dos niveis e-
nergéticos atomicos. Sabendo-se que a energia de um féton é proporcional a
freqiiéncia, as diferentes formas de espectroscopia sao distingiliidas com base
nas freqiiéncias envolvidas. A espectroscopia por RMN usa radiofreqiiéncias
que estao na variacao de 10-900 MHz. Em RMN a absorcao e emissao da
radiacao eletromagnétcia pode ser observada quando o nicleo é submetido a
um intenso campo magnético uniforme.

Inicialmente os espectros de RMN eram obtidos em um modo de onda
continuo no qual a radiofreqiiéncia ou a intensidade do campo magnético
variava através da area espectral de interesse enquanto se mantinha o outro
fixo. Ernst e Anderson|[3] introduziram em 1966 a RMN pulsada em com-
bina¢do com transformada de Fourier (Cap. 2 - segao 2.8). Esta técnica
revolucionou o campo da espectroscopia por RMN pois se reduz considera-
velmente o tempo de experimento desde que nao ha necessidade da variacao
através da area espectral checando ponto por ponto se ocorre absorcao.

39
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3.1 Caracteristicas Gerais dos Espectros de
RMN

Ntcelos magnéticos de diferentes espécies possuem diferentes freqiiéncias
de ressonancia. Sabendo-se que a razao giromagnética v é uma caracteristica
de cada nicleo, a condigao de ressonancia (Equagao 2.9) implica em diferen-
tes freqiiéncias para um mesmo campo.

RMN;, inicialmente, tinha por objetivo determinar momentos magnéticos
nucleares e somente se desenvolveu para uma das mais versateis formas de
espectroscopia depois da descoberta que nicleos na mesma molécula ab-
sorvem energia em diferentes freqiiéncias de ressonancia. A freqiiéncia de
ressonancia depende do ambiente quimico do nucleo na molécula. A este
fenomeno designou-se Deslocamento Quimico, do inglés Chemical Shift.

Proctor e Yu (Havard), em 1950, observaram este efeito pela primeira
vez ao estudarem RMN de N em vdrios compostos [7], mas o exemplo
de maior impacto é o espectro de ressonancia de 'H no etanol, CH3-CHs,-
OH, obtido por Packard e seus colaboradores (USA) em 1951. O espectro
do etanol apresenta trés bandas de absorcao de intensidades relativas 1:2:3
correspondendo aos trés grupos de atomos de H quimicamente diferentes -
OH, CH; e CHj3 - como mostra a figura 3.1.

Com o avanco dos estudos e dos aparelhos de medida observou-se nos
espectros, além desta estrutura fina devida ao deslocamento quimico, uma
estrutura hiperfina causada pelas interacoes entre spins nucleares de uma
mesma molécula. Este efeito é denominado Acoplamento de Spins Nucleares.

Estes sao os dois principais fenomenos observados em RMN envolvendo
interacoes de spins que ocorem em amostras liquidas para ntucleos de spin
1/2. Através deles pode-se distinguir dtomos de um mesmo elemento em
uma molécula e obter informagoes que permitem localiza-los espacialmente.

Alcool etilico CH;

OH

AWA

Figura 3.1: Representacao de um dos primeiros espectros de 'H do etanol
obtido experimentalmente mostrando o desdobramento das linhas de res-
sonancia (estrutura fina) devido ao deslocamento quimico.
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3.2 Deslocamento Quimico (Chemical Shift)

O deslocamento quimico surge porque o campo realmente experimentado
por um niicleo (B) em um dtomo ou molécula difere ligeiramente (0,01G a
0,1G) do campo magnético externo éo, o campo que seria sentido pelo ntcleo
sem a presenga de seus elétrons. Os elétrons nos atomos sao os responsaveis
pela ocorréncia de desvios quimicos em RMN. Por causa da presenca de
elétrons rodeando os nicleos uma amostra colocada em um campo magnético
fica magnetizada e, portanto, modificard o campo. Esta magnetizacao resulta
da polarizagao dos momentos magnéticos dos elétrons quando a molécula
possui elétrons com spins desemparelhados (substancia paramagnética). No
caso de substancia paramagnética o campo no interior da amostra é maior
do que o aplicado. Se nao hé spins desemparelhados na molécula (substancia
diamagnética) a amostra fica magnetizada por causa das correntes de elétrons
induzidas nas moléculas da amostra pelo campo externo aplicado. Neste
outro caso o campo no interior da amostra é menor do que o campo externo.

Assumindo que estamos trabalhando com uma amostra diamagnética, os
elétrons nos nucleos da amostra rotacionarao em torno de Eo em sentido
oposto a precessao do spin nuclear. Uma vez que esta precessao envolve
movimento de carga, existirda um momento magnético [, e um campo B’
associado que se opoem ao campo magnético externo éo.

Figura 3.2: Origem do Deslocamento Quimico: O movimento dos elétrons
gera um campo B’ que se opde ao campo externo By.
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3.2.1 Protecao Magnética

Com isso, na posi¢ao do ntcleo o campo magnético total é inferior ao apli-
cado, os elétrons exercem uma protecao magnética ou blindagem magnética
no ntcleo. O campo local induzido B’ que se opoe ao aplicado é proporcional
a EO:

B' = —0B, (3.1)

Designa-se o como a constante de protecao magnética do micleo. Esta
constante é independente do campo, adimensional e variavel de elemento
para elemento. Em um atomo isolado B’ é constante e paralelo a By (Figura
3.2).

Em se tratando de moléculas, a existéncia de varias ligagoes faz com que
a direcao de B seja diferente da direcao de EO. Neste caso o ¢ uma grandeza
tensorial. Contudo, em amostras liquidas e gasosas, nas quais temos rapidos
movimentos moleculares, o efeito resultante no sinal de RMN ¢é determinado
pelo valor médio de B’ em relacao a direcao de By, obtemos um valor médio
do tensor o.

Assim, o campo magnético efetivo em um determinado ntcleo sera:

B=FBy+ B (3.2)
Considerando uma amostra liquida, temos
B=(1-0)B, (3.3)

Onde o é o valor médio de . Com isto a nova condi¢ao de ressonancia
sera

w =B =7vBy(l—0) (3.4)

w=uwy(l—0) (3.5)

Concluimos entao que valores de o maiores correspondem a menores va-
lores de freqiiéncia. Logo no espectro enquanto v = w/27 aumenta para a
esquerda, o aumenta para a direita. Um sinal mais a direita, com baixas
freqiiéncias, surge no espectro devido a um nicleo com maior prote¢ao mag-
nética, altos valores de 0. Por razoes histéricas se usam as expressoes ”regiao
de campo alto”e "regiao de campo baixo” para menores e maiores valores de
v respectivamente, ou seja, sinais mais a direita e a esquerda do espectro.

O efeito de protecao nulear pode ser descrito pelo Hamiltoniano:

H=— ji (@i Bo)=-h) I, By (3.6)
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Para amostras liquidas g; = o, e assim:

H=—ho Y I;- B (3.7)
m=-1/2
.YhBO 'YhBU(1'0-)
m=+1/2

Figura 3.3: devido a diminuicao do campo total sentido pelo nicleo a
diferenca entre os niveis de energia (aqui em uma escala ampliada) para um
ntcleo de spin 1/2 também diminui, modificando a freqiiéncia de ressonancia.

3.2.2 Medidas de Deslocamento Quimico

Da equagao 3.4 percebe-se que os deslocamentos quimicos dependem da
intensidade de By. Para uma melhor analise retira-se a dependéncia em By
definindo os deslocamentos quimicos de acordo com um parametro adimen-
sional §, expresso em partes por milhdo (ppm):

5 = 1060~ Vres) (3.8)

Uref

Nesta expressao v e v, s sa0 as freqiiéncias do composto sobre investigacao
e um composto de referéncia, respectivamente.

O sinal de referéncia é obtido adicionando uma pequena quantidade do
composto de referéncia a amostra. Um bom composto como padrao de
referéncia deve ser quimicamente inerte, nao reagir e nao se associar com
as moléculas da substancia analisada; solivel em um elevado nimero de
amostras e originar um tunico sinal, estreito, intenso e afastado da regiao
de freqiiéncias em que as amostras apresentam picos. Um composto de re-
feréncia amplamente utilizado para RMN de 'H e ¥C é o tetrametilsilano
Si(CHj)4 (TMS). Por definigao o deslocamento 6 do TMS é zero.
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& 1H (ppm)

Figura 3.4: Espectro mostrando os grupos de ressonancia de 'H comuns em
moléculas biologicas.

3.3 Acoplamento de Spins Nucleares

Além do deslocamento quimico ha outra fonte de informacao fornecida
pelos espectros de RMN devido as interacoes magnéticas entre os nucleos.
Estas interacoes provocam o desdobramento das linhas de ressonancia em
diversas linhas menores. Este fenomeno se origina do fato de que um nicleo
com momento magnético interage com outro através do espaco ou através
das ligagoes quimicas. Ao primeiro denomina-se acoplamento dipolar e ao
segundo acoplamento escalar.

Moléculas em liquidos rotacionam rapidamente com freqiientes mudancas
nos eixos e velocidades de rotagao como um resultado das colisoes com ou-
tras moléculas. Conseqiientemente as interagoes dipolares diretas (através
do espago) possuem uma média total nula e nado ha acoplamento dipolar
liquido [9]. Apesar de nao produzir desdobramentos nos espectros de RMN de
liquidos, o acoplamento dipolar é de vital importancia para o entendimento de
RMN do estado sélido e possui um papel crucial nos processos de relaxacao.

3.3.1 Acoplamento Escalar (J-Coupling)

As interacoes através das ligacoes quimicas nao possuem uma média to-
tal nula em amostras liquidas e devido a elas surgem os desdobramentos nas
linhas espectrais. Estas interagoes ocorrem entre os momentos magnéticos
nucleares e os momentos magnéticos dos elétrons (de valores muito maiores)
nas ligagoes [16]. Levando em consideragao somente o deslocamento quimico
o espectro do etanol consta de trés ressonancias, mas por causa do acopla-
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mento escalar o espectro de 'H do etanol constara de oito ressonancias quando
obtido com altos campos magnéticos.

Consideremos o acoplamento escalar entre dois ntcleos de spin 1/2 numa
molécula AX, tal como o fluoreto de hidrogénio HF (a distancia na ordem
alfabética corresponde a distancia nas freqiiéncias de ressonancia). O mo-
mento magnético do nucleo A causa uma fraca polarizacao magnética dos
seus elétrons orbitais que estao envolvidos nas ligacoes. Esta polarizacao
¢ transmitida para o nicleo X acoplado devido a superposi¢cao dos orbitais
(Figura 3.5). O nicleo X sente a polarizagao de seus elétrons provocada pela
polarizacao dos elétrons do nticleo A. Por conseqiiéncia dependendo do estado
de spin de A (alinhado ou desalinhado com o campo), o campo realmente
sentido por X pode aumentar ou diminuir, assumindo dois valores e fazendo
com que o sinal de RMN de X seja dividido em um dubleto. O mesmo ocorre
para o nucleo A. Como os dois estados de spin de X sao quase igualmente
provaveis, as linhas do dupleto possuem a mesma intensidade.

nuvem eletronica

Figura 3.5: Representacao esquematica da interacao spin-spin através das
ligagoes quimicas.

O hamiltoniano da interacao spin-spin entre dois nticleos A e X é expresso
€omo

H=2rJaxIa- Iy (3.9)

onde I. A€ I x sao os operadores vetoriais de spin nucleares dos respectivos
ntcleos e J4x é conhecida como constante de acoplamento escalar entre os
nucleos.

Um fato importante resultante desta equacao é que a energia de interacao
devida ao acoplamento e a constante de acoplamento sao independentes do
campo magnético externo aplicado. A constante de acoplamento é expressa
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em unidades de freqiiéncia (Hz). Valores tipicos das constantes de acopla-
mento J sao, 'H-'H (1-15Hz), 'H-'3C (100-200Hz), 'H-3'P (10-20Hz) e 3C-
13C (30-80Hz).

OH CH, CH, |

—_—

ppm

Figura 3.6: Espectro de ' H do etanol mostrando o desdobramento das linhas
de ressonancia devido ao acoplamento escalar.

O acoplamento escalar pode também ser descrito em termos do dia-
grama de niveis energéticos. Temos quatro diferentes estados energéticos
para dois nicleos A e X de spin 1/2 em um campo magnético externo By
(aax, aafx, Paax, Bafx). Os momentos nucleares podem estar ambos
paralelos ou antiparalelos ao campo ou um paralelo e outro antiparalelo e vice
versa. Na auséncia de acoplamento (J = 0) as transi¢des que envolvem a mu-
danga de estado de um tinico spin (representadas por Wi na figura 3.7) tém
a mesma diferenca de energia entre os niveis, e conseqlientemente somente
uma linha de ressonancia é observada. Na presenca de acoplamento escalar
(J > 0), os niveis energéticos alteram-se dando origem ao desdobramento
das linhas (Figura 3.7).

O fato do acoplamento escalar ser transmitido através de ligacoes quimicas
faz da constante de acoplamento J um parametro sensivel aos tipos de
ligacoes envolvidas e a orientacao espacial da molécula.
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Figura 3.7: Diagrama de niveis energéticos para um sistema de dois nicleos
A e X de spin 1/2 (escala ampliada). a) Niveis energéticos e transi¢oes
na auséncia de acoplamento escalar b) Modificagdo nos niveis energéticos
sob efeito do acoplamento escalar. W; indica transi¢oes entre os niveis com
mudanca no estado de somente um spin. Transi¢coes com mudancas nos
estados de ambos os spins também sao possiveis (Wy e Wa).

3.3.2 Espectros de 1% e 2% ordem e equivaléncia de
nucleos

Os espectros sao designados de primeira ordem quando a diferenca entre
as freqiiéncias de ressonancia dos nucleos acoplados é muito maior do que a
constante de acoplamento J, quando isto nao acontece os espectros sao ditos
ser de segunda ordem.

O entendimento da diferenca entre nicleos equivalentes, magneticamente
equivalentes e quimicamente equivalentes é essencial para se entender o padrao
de desdobramento encontrado nos espectros de ressonancia magnética nu-
clear devido ao acoplamento escalar. Nicleos equivalentes possuem todas as
propriedades fisicas e quimicas iguais. Para nicleos quimicamente e mag-
neticamente equivalentes a diferencga é mais sutil. Consideremos dois nticleos
(mesmo deslocamento quimico) acoplados com um terceiro nicleo (com um
diferente deslocamento quimico). Caso a constante de acoplamento destes
dois nucleos seja diferente em relacao a do terceiro, estes nicleos sao ditos
quimicamente equivalentes (pois o deslocamento quimico e portanto o am-
biente quimico sdo idénticos) mas nao magneticamente equivalentes. Para
serem magneticamente equivalentes a constante de acoplamento com um
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terceiro nicleo deve ser igual. Nucleos quimicamente equivalentes nao sao
necessariamente magneticamente equivalentes mas nucleos magneticamente
equivalentes sao necessariamente quimicamente equivalentes.

A forma dos espectros de primeira ordem pode ser prevista através de
algumas regras:

e O acoplamento escalar entre nicleos magneticamente equivalentes nao
produz desdobramento em multipletos no espectro. Por exemplo nao

hé desdobramento devido aos protons dentro de um grupo metil isolado
(CHs).

e O sinal de RMN de um ntcleo S acoplado a outro de spin I e nao
quimicamente equivalente a este é um multipleto de 2 + 1 compo-
nentes de igual intensidade com a separacao dada pela constante de
acoplamento J. Caso o nucleo S esteja acoplado a um grupo de n
ntcleos equivalentes de spin I, o sinal resultante tera 2nl + 1 picos.
O nimero de componentes do multipleto deve ser igual ao nimero de
combinagoes diferentes dos spins dos n ntcleos. Como a cada com-
binacao diferente dos spins dos n ntcleos pode corresponder a vérios
estados, as intensidades relativas dos multipletos sao variaveis.

e Quando ha mais do que dois nticleos magnéticos numa molécula, o
acoplamento pode ocorrer entre cada par de ntcleos, resultando em
um padrao de desdobramento mais complexo. O padrao para um de-
terminado nicleo na molécula pode ser explicado pelo método de des-
dobramento sucessivo. Como exemplo considere trés spins A, M e X,
que nao sao magneticamente equivalentes, acoplados. Considerado um
sistema de spins AMX. A grande diferenca na ordem alfabética corre-
sponde a uma grande diferenca nas frequiiéncias de ressonancia. Este
sistema possui somente acoplamento escalar entre A e M (J4a/) e entre
Me X (Jarx), com Japs > Jyrx. O spin A somente possui acoplamento
com o spin M. A linha de ressonancia de A vai portanto ser dividida em
duas linhas separadas pela constante de acoplamento J4,. O mesmo
acontece para o spin X. O desdobramento para o spin M é mais compli-
cado. O acoplamento com o spin A resulta em duas linhas (dupleto) e
o acoplamento com o spin X resulta numa divisao de cada uma destas
linhas em mais duas linhas resultando em quatro linhas de igual inten-
sidade (um dupleto de dupletos).

Estas regras podem ser usadas para predizer a aparéncia dos espectros
de primeira ordem. Efeitos de segunda ordem sao explicados com base em
argumentos mecanico quanticos [2]. O padrao de desdobramento provocado
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pelo acoplamento escalar fornece uma maneira de elucidar as estruturas dos
compostos sobre investigagao[10].

3.4 Dupla Ressonancia

Designa-se dupla ressonancia a perturbagao de um sistema de spins devi-
da a aplicacao de um segundo campo oscilante 52, seus efeitos nos espectros
e as aplicagoes associadas a estes efeitos. A ressonancia dupla homonuclear
ocorre quando a diferenca entre as freqiiéncias de ressonancia de By e B
estao na variacdo de hertz a kHz (audiofreqiiéncias) e assim os ntcleos ex-
citados por B, sido os mesmos excitados por By. Quando a diferenca entre
as freqiiéncias estd na variacao das radiofreqiiéncias ocorre a ressonancia du-
pla heteronuclear e os nicleos perturbados por Eg sao de espécies diferentes
daqueles cuja ressonancia se pretende investigar com él.

3.4.1 Desacoplamento

Embora o acoplamento escalar forneca informagoes sobre o ambiente
quimico, nem sempre ¢ desejado pois a divisao das linhas diminui o sinal
obtido. Isto acontece muito nos espectros de RMN de 3C, nos quais o nicleo
de C normalmente se encontra acoplado com um a trés prétons. Muitas
vezes os espectros ficam de dificil interpretacao devido as excessivas divisoes
das linhas. Através do procedimento de desacoplamento dos spins é possivel
anular o efeito de desdobramento das linhas quando este é indesejavel. As
técnicas usadas sao as dos experimentos de dupla ressonancia.

Durante o desacoplamento do niicleo de '3C, um segundo campo magnético
oscilante By ¢ aplicado na freqiiéncia de ressonancia dos prétons durante a
aquisicao do FID. Isto causa uma rapida mudanca dos estados de spin dos
préotons de « para 3 e [ para a (saturagdo) tal que o acoplamento escalar
efetivo com o ntucleo de carbono se reduz a zero. Tudo se passa como se
o nucleo de carbono experimentasse o efeito médio dos estados de spin dos
prétons. Se quizermos que todos os 3C estejam desacoplados é necessario
irradiar toda a variacao de deslocamentos quimicos do *H. O desacoplamento
de banda larga[10] consegue fazer isto irradiando uma grande variacao das
freqiiéncias de 'H simultaneamente. O desacoplamento pode ser tanto het-
eronuclear, *C com 'H, como homonuclear, entre dois prétons por exemplo,
os quais sao realizados pelos experimentos de ressonancia dupla homo e he-
teronuclear.

A intensidade do sinal de um nicleo de 3C desacoplado é maior do que
a soma de suas respectivas linhas desdobradas individuais provocadas pelo
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acoplamento. Este fenomeno é causado pelo Efeito de Overhauser Nuclear
do ingles " Nuclear Overhauser Effect (nOe)”.

3.4.2 Efeito de Overhauser Nuclear - nOe

O efeito de Overhauser nuclear é resultado da dupla irradiacao aliada a
mecanismos de relaxacao envolvendo o ntucleo observado e o nicleo pertur-
bado, acarretando em alteracoes na intensidade do sinal observado. O ntcleo
perturbado é o ntcleo saturado pelo campo By. Sobre condi¢oes normais a
populagao relativa dos estados de spin de um nitcleo (conseqiientemente a
magnetizacao de equilibrio) é dada pela distribuigao de Boltzmann. Quando
esta distribuicao é alterada para um determinado ntcleo as populagoes dos
estados de spin de um nticleo dipolarmente acoplado mudara. A saturagao
de um préton durante um desacoplamento com carbono, representada como
13C-{1H}, causa uma mudanca na magnetizagao de equilibrio do 3C. Este
efeito ¢é o efeito de Overhauser nuclear.

O nOe é oriundo do acoplamento dipolar (que possui efeito médio total
nulo nos espectros obtidos em solucao - sec¢ao 3.3) entre os spins e ocorre
através do espaco quando a distancia entre os nicleos é pequena o suficiente
para os mesmos interagirem magneticamente. Devido a interacao dipolar
entre dois spins [ e S, a relaxacao das componentes longitudinais da magne-
tizacao destes spins passa a ser acoplada e regida pela equacao de Solomon
[11]):

CUL) ~ To) = —pr((L) ~ To) — o({S.) — ) (3.10)

onde Iy e Sy sao os valores de equilibrio de (I,) e (S,) e py = 1/T1, T} é o
tempo de relaxacao longitudinal do spin I.

Suponha que o spin S esteja saturado, quando medimos a ressonancia do
spin I, nota-se uma alterac¢ao na sua intensidade dada por [9]

_I-h o7 (3.11)
Iy pI I

em que I e Iy sao as intensidades observadas da ressonancia do spin I com e

sem irradiagao de S e o é denominada taxa de relaxacao cruzada.

As transicoes entre os niveis energéticos que envolvem mudangas nos es-
tados dos dois spins simultaneamente W, e W, (relaxacdo cruzada) sao as
causadoras de nOe como vemos na figura 3.7. Se a transicao Wa(aa < ()
ocorre apds S esta saturado, provoca uma alteragao positiva na intensidade
de I. Se Wy(af < [a) ocorre, uma alteragdo negativa na intensidade da
magnetizagao de I ocorre.

Ui
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Embora freqlientemente presente o acoplamento escalar nao é requerido
para o nOe pois este se da pelas interagoes dipolares através do espaco em
vez de interagoes escalares através das ligacoes. Alguns ntcleos com razao
giromagnética negativa podem ter suas ressonancias diminuidas, anuladas e
até mesmo invertidas por causa do nOe. A combinagao do desacoplamento de
hidrogeénio e o nOe fornece um grande aumento na sensibilidade do espectro
de carbono.

A grandeza o depende altamente da distancia entre os nticleos, o o< 1/75,
e com isto é de grande importancia em RMN estrutural.

3.5 Processos de Permuta Quimica

Nos processos de permuta quimica, os ntucleos magnéticos experimen-
tam alteracoes de ambiente quimico, e portanto, magnético. Estes processos
geram efeitos nos espectros de RMN que podem ser estudados para obter in-
formacoes detalhadas sobre eles. Este dominio é normalmente designado
por ressonancia magnética nuclear dinamica (RMND). A RMND fornece
informacgao sobre as constantes de velocidade k do processo de permuta
quimica. A espectroscopia de RMN em problemas de dinamica quimica
permite acompanhar reagoes suficientemente lentas (k da ordem de 107! a
10~*s™!) pois em reagoes lentas se pode obter espectros da mistura reativa
em diferentes fases do processo. A identificacao e integracao dos sinais regis-
trados em funcao do tempo permite determinar a velocidade de reacao.

Nos processos de permuta quimica é conveniente fazer a distincao entre
Permuta Intermolecular e Permuta Intramolecular:

1. Permuta Intermolecular — Ha ruptura na molécula e formacao de novas
ligagoes.

2. Permuta Intramolecular — Nao ha ruptura de ligagoes (como por exem-
plo um processo de rotacao interna ou qualquer outro de reorientagao
interna em uma molécula)

Nos processos de permuta intramolecular ou intermolecular em equilibrio
termodinamico, a constante k cai na variacao de 107! a 10%~!. Nesta
variagao os sinais sao alargados devido a troca e k nao pode ser obtido pela
analise da evolucao temporal dos espectros nas diferentes fases do processo.
A constante k é obtida por analise do perfil dos sinais obtidos. A troca
quimica ocorre entre locais magneticamente nao equivalentes com diferentes
deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento, ou ainda os dois.
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Um exemplo de troca quimica é fornecido pela N ,N-dimetilformamida
(DMF) na qual os dois isomeros, obtidos por rotagao dos grupos metil em
torno da ligagao C-N sao quimicamente idénticos.

B, CHy A H CH
3
C—N/ ':_N/

/ \CH;., E o// \CH E

3

Figura 3.8: Exemplo de troca quimica na molécula de N,N-dimetilformamida.

3.5.1 Troca Quimica e Forma do Espectro

O espectro de RMN de 'H da N,N-dimetilformamida contém dois picos de
intensidade relativa trés na temperatura ambiente. Cada pico corresponde
a um grupo metil nas posicoes A e B. Quando se aumenta a temperatura
observa-se somente um pico de intensidade relativa 6 numa posicao inter-
mediaria. Isto acontece porque com o aumento da temperatura a velocidade
de rotacao interna em torno de C-N aumenta e os prétons de cada grupo N-
CHj; rapidamente alternam entre dois ambientes quimicos diferentes A, cor-
respondendo a uma freqiiéncia v, e B, correspondendo a uma freqiiéncia vg
(Figura 3.8). Esta rapida alternancia origina um sinal estreito na freqiiéncia
(va + vp)/2 contanto que a freqiiéncia de transigdo entre aqueles dois lo-
cais seja bem maior em comparacao com a diferenca entre as respectivas
freqiéncias de ressonancia |v4 — vg].

O denominado regime de troca rapida é caracterizado pela obtencao de
sinais médios estreitos com a largura determinada pela nao homogeneidade
do campo e pelo tempo de relaxacao T5. Ja o regime de troca lenta é ca-
racterizado por sinais distintos para cada forma envolvida na troca, também
igualmente estreitos. A condi¢ao intermediaria entre a troca lenta e a troca
rapida é considerado o regime intermedidrio de troca.

3.6 RMN Unidimensional

A aplicacao de um pulso de RF a um sistema de spins causa uma deflexao
do vetor M a partir do eixo z e induz magnetizagdo no plano xy (segao 2.4
- Cap.2). Apds a agdo do pulso se inicia a precessao de Larmor em torno
do eixo z. O movimento da magnetizacao transversal gera uma voltagem
alternada que decai a zero com constante de tempo T%. O sinal gerado
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(FID) é transformado em um sinal no dominio das freqiiéncias pela TF. Em
geral ¢ assim que acontece um experimento de RMN.

Um exemplo simples de um experimento de Ressonancia Magnética Nu-
clear Unidimensional consiste na excitacao da amostra com um pulso de 90°
e, apos este ter sido aplicado, a captagao do sinal durante a evolucao tempo-
ral do sistema. Em um espectro Unidimensional todas as informacoes estao
contidas nas duas dimensoes do espectro: freqiiéncia e intensidade.

Como visto no capitulo anterior um angulo de excitacao o = 90° coloca
a magnetizacao total no plano xy e um angulo com a = 180" inverte a
magnetizagao total para o eixo z negativo. Os campos de radiofreqiiéncia
que fornecem estes angulos sao chamados de pulsos de 90°(7/2) e 180°(7r)
respectivamente. Estes dois pulsos formam a base para a formacao de uma
vasta gama de seqiiéncias de pulsos aplicadas em RMN unidimensional, cada
uma com um diferente objetivo. A grande utilidade dos pulsos de 7/2 e
m pode ser demonstrada através dos experimentos aplicados para medir os
tempos de relaxacao T e Ts.

3.6.1 Medidas do tempo de Relaxacao Longitudinal 7T

Existem varios métodos para medir o tempo de relaxacao longitudinal
T entre eles a tnversao-recuperacao, a saturacao-recuperac¢ao e a salura¢ao
progressiva. O método mais utilizado é o de inversao-recupera¢ao, no qual
inverte-se a magnetizacao, através de um pulso de 180°, e em seguida deixa-
se recuperar durante um periodo de tempo 7. Depois aplica-se um pulso de
90° para leitura do sinal (Figura 3.9). Logo apds a plicagao do pulso de 90°
surge um sinal FID cuja amplitude ¢ diretamente proporcional ao valor da
magnetizacao z no instante 7. Portanto variando os valores de 7 pode-se
obter a evolucao temporal da magnetizacao longitudinal e por conseqiiéncia
o valor do tempo de relaxacao longitudinal 7.

A melhoria da relagao sinal-ruido impoe a utilizacao de varios pulsos e por
isso repete-se o processo n vezes com um intervalo de tempo de espera antes
do pulso de 180° que seja superior a cinco vezes 1) para que a magnetizacao
retorne completamente a posi¢ao inicial.

(T[J—x {TUIE)—X
|

Figura 3.9: Seqiiéncia de pulsos de inversao-recuperacao usada para medir o
tempo de relaxacgao T7.
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A partir desta seqiiéncia de pulsos obtemos uma curva que pode ser ajus-
tada com a seguinte equagao [2]:

M, = My[1 — 2exp(—t/T})] (3.12)

Como a intensidade do sinal I(t) é proporcional a M,(t) e I(t = o0) é
proporcional a My podemos derivar da equagao acima uma nova equagao:

I(t) = I(00)[1 — 2eap(—t/T})] (3.13)

Com isso podemos obter o tempo de relaxagao T; facilmente através de
um ajuste exponencial dos dados experimentais I(t) para diferentes valores
de t.

Um outro método convencional para se medir 7} é o método de saturacao-
recuperacao no qual inicialmente aplica-se um pulso de 90° transferindo a
magnetizacao M, para o plano xy (M, = 0), criando assim uma efetiva
saturacao da magnetizacido e em seguida se aplica outro pulso de 90° para a
aquisicao. A curva obtida é ajustada com a equacao:

M, = My[1 — exp(—t/Ty) (3.14)
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Figura 3.10: Medidas dos tempos de relaxagao longitudinal e transversal da
borracha natural.
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3.6.2 Ecos de Spin - Medidas de 75

A medida do tempo de relaxacao Ty estd sujeita a dificuldades experi-
mentais superiores as de T;. A observacao do sinal de RMN depende da
geracao de coeréncia de fase. Apds um pulso de 90° é gerado coeréncia de
fase que depois desaparece exponencialmente com uma constante de tempo
T3, omitindo qualquer informagao sobre 7. Surge assim a necessidade de
separar as contribuicoes da nao homogeneidade do campo By e de T5 para o
decaimento do FID ou para a largura a meia altura no espectro. Isto é feito
pela aplicacao dos denomidados ecos de spin. O experimento mais simples
para gerar um eco de spin (fornecendo informagao sobre T) é a seqiiéncia de
pulsos de Hahn [14].

Esta seqiiéncia consiste de um pulso de 90° aplicado ao longo do eixo x
do referencial girante que gera magnetizacao transversal ao longo do eixo y.
Espera-se o sistema evoluir durante um determinado intervalo de tempo 7. A
magnetizacao comeca a perder coeréncia por causa da relaxacao longitudinal
e da variacao do campo devido as inomogeneidades em By e assim precessam
com uma variedade de freqiiéncias. Em seguida um pulso de 180° é aplicado
e os spins rotacionam por um angulo de 180° em torno do eixo y. Novamente
o sistema evolui e os spins, agora invertidos, serao alinhados para formar o
eco de spin apds um intervalo de tempo total de 27. Este intervalo de tempo
total é referido como tempo de eco (TE).

Ao se formar um eco de spin os efeitos de inomogeneidade do campo
By sao refocalizados e o decrescimento do sinal serd causado exclusivamente
pela relaxacao transversal T5. A seqiiéncia de eco de spin é uma das mais
importantes seqliéncias para espectroscopia de RMN in vivo. Esta seqiiéncia
é usada para medir o tempo de relaxacao T, através de diversos experimentos
nos quais se varia o tempo de eco. As intensidades dos espectros obtidos de
cada eco podem ser ajustadas a uma curva exponencial dada por

Moy (1) = M,y (0)exp(—7/T3) (3.15)

para se obter o tempo de relaxacao T5. Outro método para se medir T é o
método de Carr-Purcell-Meiboom-Gill[3].

3.7 Formalismo do Operador Produto

O formalismo do operador produto, do inglés Product Operator Formalism
(POF), foi introduzido por Ernst e outros [15]. E fundamentado na teoria
da matriz densidade [17] e utilizado para explicar a fisica dos spins sujeitos a
seqiiéncias de pulsos e interacoes magnéticas. E baseado nos operadores de
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Figura 3.11: Formagao do spin eco em um experimento de ecos de spin(A),
os spins sao excitados(B) e depois eles defasam no plano transverso durante a
primeira metade do tempo de eco(C). Um pulso de 180° rotaciona os vetores
magnetizacdo ao longo do eixo y(D) e em seguida os spins se refocalizam
na segunda metade do tempo de eco. No tempo de eco os spins estam refo-
calizados e o eco de spin é formado(E). Obviamente o sinal decaiu devido a
relaxaxacao por Ts.

spin nuclear cartesianos fx, fy e I, bem como no produto destas quantidades.
O uso do POF é limitado a sistemas de spins fracamente acoplados (espectros
de primeira ordem), ou seja nao ha efeitos de segunda ordem.

No POF as mudancgas nos operadores de spin devido a evolucao tempo-
ral do deslocamento quimico e do acoplamento escalar sao descritas como
rotacoes no espaco cartesiano tridimensional.

Uma rotacao continua pode ser descrita como uma oscilagao harmonica e
apresenta uma superposicao de funcoes seno e cosseno. Na figura 3.12 temos
que um vetor A alinhado ao longo do eixo x rotaciona sobre o eixo z em
direcao ao eixo y com uma freqiiéncia w.
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Figura 3.12: Rotacao de um vetor apdés um tempo At.

No POF representa-se como:

A, 2 Agcos(wt) + Aysen(wt) (3.16)

O simbolo sobre a seta indica o angulo e o eixo de rotagdao. As secg¢oes
seguintes mostram como os operadores de spin evoluem no caso de precessao

livre (deslocamento quimico e acoplamento escalar) e aplicagao de pulsos de
RF.

3.7.1 Evolugao do deslocamento quimico

O Hamiltoniano descrevendo o deslocamento quimico de um spin I pode
ser expresso da seguinte forma H = QI, onde 2 = yBy(1 —0) —w é 0 of fset
(freqiiéncia de precessao de Larmor) deste spin. A rotacao dos operadores
de spin cartesianos, no POF, ap6s um intervalo de tempo t serd dada por:

~

Jaityy (3.17)

I, L.cos(t) + I,sen(Qt)

I, 2l I,cos(Qt) — Isen(Qt)

A evolugao temporal dos operadores de spin cartesianos I,,[, e I, é se-

melhante a evolucao temporal das magnetizacoes macroscopicas M,, M, e
M,.
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3.7.2 Evolugao do acoplamento escalar

Considerando um sistema com dois spins I e S o hamiltoniano para a
evolucao de I sobre a acao do acoplamento escalar com o spin S pode ser
escrito como H = 2nJ;51.S.. Jrs é a constante de acoplamento escalar entre
os dois spins. Com isso temos para a rotacao dos operadores de spin apds
um intervalo de tempo t.

JAREE (3.18)

i mhist2l:Ss ¢ wcos(mJist) + 21, sen(m Jrst)

fy szst2IzSz I cos(ﬂ'stt) + 2[ S wsen(mJrst)

As coeréncias do tipo 21,5, (i=x,y,z) evoluirao da seguinte forma:

21,8, ™SS of g, (3.19)
A 7'I'stt2[Z a
21,5, 2[ S Lcos(mJrst) — Isen(mJrst)
2I.S, mJ1st21:5: 21,8 cos(mJst) — fysen(ﬂJISt)

A evolugao de todos os operadores de spin do tipo 2_fi§j (i,j=x,y,2) pode
ser obtida através das férmulas acima simplesmente trocando os indices.

3.7.3 Pulsos de Radiofreqiiéncia

A aplicacao de um pulso de RF ao longo do eixo x vai rotacionar a mag-
netizagao, inicialmente no eixo z, em torno do plano zy.



CAPITULO 3. ESPECTROSCOPIA DE RMN 59

Bq
i
» A "J?‘(

Figura 3.13: Rotacao da magnetizacao no plano zy.

Para um pulso no eixo x positivo que implique em uma rotacao de 3°
teremos para a evolucao dos operadores de spin:

I, P, L.cos(B) — I,sen(3) (3.20)

I, Bl I,cos(3) + Lsen(3)

A/gfa:A
I:E > Ay

Quando os operadores comutam pode-se aplicar as agoes do deslocamento
quimico, acoplamento escalar e pulsos de RF um apés o outro sendo que o
resultado final nao sofrera interferéncia.

3.7.4 Um experimento unidimensional simples

Um experimento unidimensional convencional para gravar um espectro
de proton é representado como o seguinte:

Figura 3.14: Um experimento unidimensional simples consistindo de um
pulso de 90°.



CAPITULO 3. ESPECTROSCOPIA DE RMN 60

Pulsos de 90° sao descritos como retangulos estreitos e de 180° como
retangulos mais largos. Neste experimento um pulso de 90° aplicado ao longo
do eixo x é seguido pela aquisicao do sinal FID. Usando o POF podemos
sintetizar os eventos para um sistema de dois spins. Inicialmente comegamos
com a magnetizacao de equilibrio na direcao z. Os eventos subseqiiéntes sao:

1. Pulso de 90° na diregao x

L =% I, (3.21)
2. Evolucao do deslocamento quimico

Q1

—I, =5 —I,cos() + L.sen(Qt) (3.22)
3. Evolucao do acoplamento escalar

—Icos(Qt)+1,sen(t) mI1gt2L5:) —I,,co8(Qt)cos(mJt)+21,S.cos(t)sen(r Jt)
(3.23)

+Isen(Qt)cos(wJt) + 21,S, sen(Qt)sen(mJt)

Os efeitos do deslocamento quimico e acoplamento escalar podem ser
calculados em ordem arbitraria.

Durante uma seqiiéncia de pulsos mais longa do que simplesmente um
pulso de 90° todas as possiveis interagoes precisam ser calculadas o que pode
conduzir a um extenso nimero de termos. No entanto ao final da seqiiéncia
somente um numero limitado de termos conduz a uma magnetizacao de-
tectavel e estes sao os unicos termos de interesse pois sao aqueles que con-
tribuem para o sinal (denominados termos de ”single-quantum” cujos valores
esperados sao diferentes de zero).



Capitulo 4

Lipoproteinas

4.1 Uma abordagem sobre a Aterosclerose

Aterosclerose é uma terminologia empregada para descrever o espessa-
mento e endurecimento das lesoes nas artérias de grande e médio calibre
(como as cardtidas, artérias dos membros inferiores, corondrias, e vasos do
poligono de willis), e nas artérias eldsticas tais como aorta e iliacas. Esta
terminologia ¢ usada em contraposi¢ao com o termo ”arteriosclerose” que é
um termo genérico para descrever o espessamento e endurecimento de todos
os tipos de vasos sanguineos.

A aterosclerose (um tipo de arteriosclerose) é responsavel pela maioria
dos casos de infarto cerebrais e de miocardio representando a principal causa
de morte nos Estados Unidos e no mundo ocidental [35], [36]. Nos paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, como o Brasil, ela é a principal causa
de doengas e 6bitos na populacao de mais de 50 anos.

4.1.1 A Doenca

A Aterosclerose é uma doenca cronica-degenerativa que leva a obstrucao
das artérias pelo acimulo de lipidios (principalmente colesterol) em suas pare-
des. A Aterosclerose pode causar danos a 6rgaos importantes ou até mesmo
levar & morte. Tem inicio nos primeiros anos de vida, mas sua manifesta-
¢ao clinica geralmente ocorre no adulto. E causada pelo acumulo de lipideos
(gorduras) nas artérias, que podem ser fabricados pelo préprio organismo ou
adquiridos através dos alimentos. Ela comega quando mondécitos (um tipo
de leucéeito mononuclear - célula de defesa) migram da corrente sangiiinea e
depositam-se nas paredes arteriais e passam a acumular gorduras, principal-
mente colesterol, formando as placas aterosclerdticas ou ateromas.

61
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As artérias afetadas pela aterosclerose perdem elasticidade e, a medida
que essas placas de gordura crescem, a luz das artérias se estreitam, inter-
ferindo no fluxo sanguineo.

Eventualmente essas placas podem se romper, destacando-se da parede.
Quando isto acontece os seguintes fenomenos podem acontecer: coagulacao
local e a conseqiiente formacao de um trombo; ou o desprendimento e deslo-
camento pela luz do vaso, com a formagao de um émbolo.

Os sintomas dependem do 6rgao afetado pela obstrucao da artéria. Assim,
se as artérias acometidas sao as que levam sangue para o cérebro, a pessoa
podera sofrer um acidente vascular cerebral AVC (derrame); ou se sao aquelas
que levam sangue para as pernas, ela sentird dor ao caminhar (claudicacao
intermitente); no caso de obstrucdo nas artérias corondrias (vasos que levam
sangue ao coragao), o sintoma serd dor no peito, o que caracteriza a ”angina”.

Esta doenca pode afetar as artérias de orgaos vitais como o cérebro,
coragao e rins.

il Sawvers
Ay atherasclerncsis atheroackernsis

Figura 4.1: Desenvolvimento da placa de aterosclerose

Estudos mostraram que a aterosclerose incide com maior frequéncia e in-
tensidade em individuos que tém algumas caracteristicas, que foram denom-
inadas ”fatores de risco”[41], [43] tais como: idade (apds cerca de 50 anos),
sexo masculino, hiperlipidemia(aumento da gordura circulante no sangue),
tabagismo, hipertensao, sedentarismo.

O diagnédstico da aterosclerose é dado pela histéria clinica do paciente,
pelo exame fisico com a palpacao dos pulsos arteriais e por exames labora-
toriais, eletrocardiograma, ultra-sonografia, exame Doppler e arteriografia.
O angiologista e/ou cirurgiao vascular é o médico indicado para este tipo
de avaliacao. Para cada fase evolutiva da aterosclerose e para cada orgao
acometido pela doenca hd uma forma diferente de terapia, mas todas pas-
sam por um tratamento bésico de controle da hiperlipidemia, do tabagismo,
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da hipertensao, do diabetes e da obesidade.

4.1.2 Formacgao e Evolucao da Aterosclerose

De todas as formas de esclerose (endurecimento) arterial, a aterosclerose é
a mais importante posto que as placas fibro-ateromatosas que a caracterizam
levam a oclusao do vaso e a instalagao de varias sindromes isquémicas graves
(infarto do miocardio, ictus cerebral, gangrena de membros, etc).

A Aterosclerose agride essencialmente a camada intima da artéria. A
lesao tipica das formas avancadas da doenca é a "placa fibrosa”, formacao
esbranquigada que profunde na luz do vaso, (ver figura 4.2).

A placa é coberta por uma capa fibrosa que consiste em varias camadas
de células achatadas envoltas numa matriz extracelular de tecido conjun-
tivo denso, ao lado de laminulas de material amorfo, proteoglicanos, fibras
colagenas e células musculares lisas. No interior da ”placa”, abaixo da capa
fibrosa, ha um actimulo de ”células espumosas”, integras ou rotas, e de tecido
conjuntivo. As ”células espumosas”sao derivadas dos macréfagos (macrécitos
e linfécitos sanguineos, e células musculares lisas da parede arterial) que
contém goticulas de gordura, principalmente sob a forma de colesterol livre
e esterificado. Este colesterol é derivado do sangue e nao produzido no local.
No centro da placa fibrosa had uma area de tecido necrético, debris, cristais
de colesterol extracelular e de célcio.

Com a evolugao do processo ateromatoso ocorrem diversos eventos:

1) Vindos da camada adventicia nascem vasos que fazem intensa vascu-
larizagao da média e da intima;

2) Aumenta a deposigao de cdlcio e de células necréticas;
3) Surgem rupturas, fissuras e hemorragias da placa;
4) A placa pode ulcerar e/ou se desprender;

5) A exposi¢ao da subintima ulcerada gera a deposigao de plaquetas, co-
agulacao sanguinea, trombose e eventual oclusao do vaso, etc.

Acredita-se que a primeira lesao estrutural na aterogénese é a "estria
gordurosa” [44] [48] , que consiste no actimulo, sob o endotélio, de células
de esteres de colesterol (”células espumosas”), cercadas por depdsitos de
lipideos. As estrias gordurosas aparecem como areas amareladas no endotélio
vasal e ja estao presentes em criancas de tenra idade. Elas nao perturbam
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a circulagao do sangue, mas se localizam nos mesmos sitios onde mais tarde
se localizarao as placas fibrosas - dai a idéia de serem elas as precursoras da
placa. Aparentemente estas estrias gordurosas sao formadas por mondcitos (e
linfécitos e células musculares lisas) preenchidos de gordura por um processo
de fagocitose.

Desenvolvimento da placa de aterosclerose

1 2 3 e

Figura 4.2: Oclusao na luz do vaso

4.1.3 Espectroscopia de RMN e Aterosclerose

Estudos demonstraram que os varios estagios da doenca estao direta-
mente relacionados com a composigao das placas ateroscleréticas (ateromas).
Vimos na secgao anterior que a primeira lesdo é a estria gordurosa (células
preenchidas com esteres de colesterol sob o endotélio) formada por monécitos,
linfécitos e células musculares lisas. Nos estados mais avancados, as lesoes
possuem uma capa fibrotica e abaixo desta as ”células espumosas” derivadas
dos macréfagos que contém gordura principalmente sob a forma de colesterol.
Com o agravamento do processo as lesoes podem apresentar um conteido
ainda maior destes compostos deixando-as facilmente fraturaveis.

O estado em que se encontram as ateromas ¢ dependente da constituicao
das mesmas. A Espectroscopia de RMN in vitro é uma técnica poderosa para
identificacao de componentes quimicos e do estado fisico dos constituintes
das placas e sua utilizagao pode permitir determinar o grau de evolugao das
placas e conseqiientemente da doenca.

Exceto por extracao quimica, nenhuma técnica ¢é efetiva na caracterizagao
dos componentes lipidicos de uma placa de ateromas. Ultra Som intravas-
cular ou angioscopia in vivo e avaliacao histopatologica in vitro geram in-
formacgao estrutural de alta resolucao mas pecam com respeito a composicao
quimica.

Espectroscopia de RMN do ntcleo de *C permite a caracterizacio nao
destrutiva da composicao quimica lipidica permitindo detectar e caracterizar
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todos os estagios ateromaticos . A ruptura das placas é o fator mais impor-
tante para o infarto do miocardio e foi demonstrado que a vulnerabilidade
das placas é dependente das caracteristicas bioquimicas de sua concentracao
lipidica.

4.2 Lipidios e Doenca Cardiovascular

Doenga Cardiovascular - Coronary Heart Disease (CHD) - constitui a
principal causa de morte em paises desenvolvidos. O colesterol, um cons-
tituinte essencial das membranas celulares e o precusor de acidos biliares,
vitamina D e hormoneos esterdides, tem sido hda muito tempo relacionado
com o desenvolvimento da aterosclerose.

Lipidios como triglicérides e colesterol esterificado advindos da dieta ou
produzidos endogeneamente sao armazenados em particluas denominadas
lipoproteinas (no intestino e no figado) e transportados no plasma sanguineo
para os tecidos periféricos. Niveis de colesterol elevados no plasma sanguineo
ha muito tempo é tomado como um fator de aumento de incidéncia de doenca
cardiovascular e infarto do miocardio.

As lipoproteinas sao classificadas em trés grandes classes, baseado nas
suas densidades: Lipoproteinas de Densidade Muito Baixa Very Low Den-
sity Lipoproteins (VLDL), Lipoproteinas de Densidade Baixa Low Density
Lipoproteins (LDL) e Lipoproteinas de Densidade Alta High Density Lipopro-
teins (HDL). Semelhantemente ao colesterol, o LDL-colesterol (LDL-C) -
colesterol transportado pelas particluas LDL - em altos niveis também au-
menta o risco de CHD. No entanto, o HDL colesterol (HDL-C) - colesterol
transportado pelas particulas HDL - possui uma associagao negativa com o
risco de CHD,o que significa que altos niveis de HDL-C conferem um risco
reduzido [18]. Devido as suas respectivas associa¢oes com o risco de doenga
cardiovascular, o LDL-C é normalmente designado de "mau” colesterol, e o
HDL-C como ”bom” colesterol.

A prevencao de doencgas cardiovasculares é um importante fator de satude
publica e se baseia na identificacao precisa de individuos em risco elevado.
Isto é feito pela andlise das concentracgoes de colesterol total, LDL-C e HDL-
C no sangue de acordo com os niveis recomendados pelo National Choles-
terol Education Program (NCEP)[19]. Inicialmente a classificagdo ¢é feita
em trés categorias baseadas na concentragao de colesterol total: ”desejavel”
(< 2.009/L, < 5.17Tmmol/L), ”intermediario” (2.00 — 2.39¢/L, 5.17 —
6.18mmol/L), e "alto” (> 2.40g/L, > 6.21lmmol/L). Individuos nas cate-
gorias "intermediaria’e ”alta”requerem uma outra analise para o colesterol
de LDL (LDL-C) e de HDL (HDL-C) para guiar decisoes com rela¢ao a mu-
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dancas na dieta ou tratamento com medicamentos. Um problema relacionado
a esta avaliagao do colesterol é que um niimero significante de individuos que
possuem valores de colesterol total desejaveis, mas que estao em condigoes
de risco por causa de baixas concentracoes de HDL-C, nao sera identificado
pelas normas do NCEP.

Em pratica clinica LDL-C nao é medido diretamente. O procedimento
clinico amplamente usado para medir as concentracoes de LDL-C é o pro-
posto por Friedewald[21] no qual sao feitas primeiramente medidas do coles-
terol total (CT), triglicérides (TG) e HDL-C. Depois o LDL-C ¢é estimado
usando a férmula de Friedewald, LDL-C = CT - HDL-C -TG/5. Portanto
o erro estimado na medida do LDL-C contera a imprecisao de todas as treés
grandezas contidas na férmula.

Outros fatores sao levados em conta na avaliagao do risco de Doenga Car-
diovascular tais como o histérico de ataque cardiaco e infarto do miocardio na
familia, o diabetes, mas os principais fatores sao cigarro, hipertensao, baixo
HDL-C, histérico na familia de prematura CHD e idade.

Como mencionado, a avaliacao do risco de doenga cardiovascular tem sido
tradicionalmente focalizada no colesterol. As pessoas sabem que exitem o
colesterol "mal” (LDL-C) e o colesterol "bom” (HDL-C), mas é necessério en-
tender que, na verdade, sao as particulas de LDL e HDL que funcionalmente
sao "mas”e "boas”, com o colesterol contido nas mesmas servindo como um
substituto para medidas das concentracoes das lipoproteinas. Fredrickson,
Levy e Lees[26] notaram que as anormalidades nas concentragoes de lipidios
plasmaticos (dislipidemia) podem ser direcionadas para dislipoproteinemia e
que focalizar nas lipoproteinas oferece vantagens no reconhecimento e cont-
role destas disordens. Uma das limitacoes evidenciadas quando se usa o coles-
terol para avaliacao do risco de CHD é que nao é levado em consideracao que
a quantidade de colesterol por particula varia de pessoa para pessoa devido
a diferengas nas quantidades relativas do colesterol esterificado e triglicérides
no interior da particula e também por causa das diferencas no diametro da
particula[26].

Clinicamente o nivel de triglicérides tem sido usado como um substituto
para os niveis da lipoproteina VLDL e os valores de LDL-C e HDL-C sao
indicadores das concentragoes das particulas de LDL e HDL respetivamente.
Isto acontece por causa do extensivo conjunto de dados mostrando uma in-
tensa relacao entre niveis anormais de lipidios com aterosclerose e eventos
cardiovasculares[26], e ainda a dificuldade que se tem de medir lipoproteinas
diretamente. No entanto esta dificuldade foi superada com uma nova técnica
para quantificar lipoproteinas que usa os sinais de RMN emitidos pelas
lipoproteinas de diferentes tamanhos como base para sua quantificacao[21].
Este método oferece significantes vantagens sobre os métodos de quantificacao
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existentes e é uma grande ferramenta para a avaliacao do risco de CHD.

4.3 Definicao, Estrutura e Funcao

Apds um processo de ultracentrifugacao o plasma pode ser extraido do
sangue humano. O plasma humano consiste de muitos metabdlitos, lipopro-
teinas e proteinas plasmaticas tais como albumina, globulina e fibrinogénio.

4.3.1 Definicao

Lipoproteinas sao particulas globulares que consistem de um interior apo-
lar de triglicérides e colesterol esterificado circundado por uma capa anfifilica
(capa que possui ao mesmo tempo uma parte hidrofilica e outra hidrof6bica)
de proteina, fosfolipidios e colesterol.

Os lipidios, tais como os fosfolipidios, triglicérides e colesterol possuem
natureza hidrofébica que proibe o transporte direto no plasma. O empaco-
tamento dos lipidios in vivo em particulas denominadas lipoproteinas facilita
seu transporte pelos érgaos e tecidos. Os lipidios da dieta e sintetizados no
corpo sao armazenados dentro das lipoproteinas e transportados no plasma
sanguineo para os tecidos periféricos. Os lipidios advindos da dieta contém
acidos gordurosos que foram esterificados com colesterol, denominado coles-
terol esterificado, ou com glicerol, denominado triglicérides. Estes acidos
grodurosos sao cadeias de hidrocarbonetos longas que possuem um grupo
metil (C'H3) de um lado e um acido carboxilico (COOH) no outro.

As lipoproteinas contém tanto lipidios quanto proteinas. As proteinas
contidas nas lipoproteinas sao chamadas apolipoproteinas e sao importantes
para o metabolismo das lipoproteinas.
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Figura 4.3: Estrutura quimica dos lipidios encontrados nas lipoproteinas.
1 - Colesterol, 2 - Colesterol esterificado (CE), 3 - Triglicéride (TG), 4 -
Fosfolipidio (PL).

4.3.2 Estrutura

As lipoproteinas sao particulas menores que as hemaéceas, visiveis apenas
a microscopia eletronica. Sao formadas por um ”core”hidrofébico (nucleo
central) contendo ésteres de colesterol e de glicerol. Envolvendo este nucleo
h4 uma camada hidrofilica fina de proteinas e lipidios (formando uma mono-
camada lipidica) composta de colesterol livre e fosfolipidios, principalmente
fosfatidilcolina. Esta camada possui uma espessura de aproximadamente
2nm e nela estao mergulhadas as apoproteinas que flutuam como troncos de
madeira na agua.
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Ao se passar das particulas de maior tamanho para as de menor, a den-
sidade protéica no envoltério externo aumenta e o teor de lipidios no nicleo
central diminui. HDL, lipoproteina de menor tamanho, possui metade do
seu peso formado por apoproteina, enquanto que LDL possui quase 50%
do seu peso representado pelo colesterol (existe somente uma ApoB-100 por
molécula de LDL). J& a lipoproteina VLDL tem apenas 10% de proteina e
90% de lipidios e os quilomicrons tem 98% de lipidios.

As densidades das lipoproteinas sao inversamente proporcionais a quan-
tidade de lipidios, ou seja quanto maior a quantidade de lipidio carregada
pelas lipoproteinas menor a densidade.

colesterol esterificado

fosfolipidos

Figura 4.4: Representacao esquematica de uma lipoproteina. O nucleo apolar
possui colesterol esterificado e TG. A superficie é constituida de fosfolipidios
com a extremidade polar apontando para a superficie. Junto com eles estao
uma ou mais apolipoproteinas e colesterol livre. Magneticamente o ntcleo é
isotrépico enquanto a superficie é anisotropica.

4.3.3 Nomenclatura e Classificacao

As lipoproteinas sao particulas que passam continuamente por processos
metabdlicos e por isso elas possuem propriedades e composigao varidveis (ver
tabela 4.1). Estas particulas sao classificadas em diferentes formas baseado
nas suas propriedades fisicas. A classificacao mais conhecida é baseada na
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densidade e divide as lipoproteinas em trés grandes grupos de Densidade
Muito Baixa Very Low Density Lipoproteins (VLDL), de Densidade Baixa
Low Density Lipoproteins (LDL) e de Densidade Alta High Density Lipopro-
teins (HDL). Outros dois grupos também sao relacionados: os Quilomicrons,
que sao menos densos do que VLDL e as lipoproteinas de densidade inter-
medidria Intermediate Density Lipoproteins (IDL) que possui densidade vari-
ando entre as densidades de VLDL e LDL. As densidades das particulas au-
mentam dos quilomicrons para HDL enquanto que o tamanho das particulas
diminuem dos quilomicrons para HDL. Além da densidade a porcentagem de
proteina também aumenta dos quilomicrons para HDL.

LIPOPROTEINAS DO PLASMA
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Figura 4.5: Figura mostrando a relagao entre o tamanho e a densidade das
particulas e a proporg¢ao de lipidios nas lipoproteinas.
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Quilomicrons VLDL IDL LDL HDL
Densidade < 0.95 < 1.006 1.006 -1 1.019 - | 1.063 -
(g.cm™3) 1.019 1.063 1.210
Didmetro (A) 750 - 12000 300 - 800 250 - 350 180 - 250 50 - 120
% de proteina® 1.5-25 5-10 15 - 20 20 - 25 40 - 55
% de fosfolipideos® | 7 -9 15 - 20 22 15 - 20 20 - 35
% de colesterol | 1 -3 5-10 8 7-10 3-4
livre®
% de triglicérides® | 84 - 89 50 - 65 22 7-10 3-5
% de colesterol | 3-5 10 - 15 30 35 - 40 12
esterificado®
Principais A-I, A-II, B-48, | B-100, C-1, | B-100, C- | B-100 A-T, A-II,
apolipoproteinas C-1, C-II, C-III, | C-II, C-II1, | III, & C-I, C-II,
E E C-II1, D, E

Tabela 4.1: Caracteristicas das principais classes de lipoproteinas no plasma
humano. ¢ Componentes da superficie e ® Componentes do ntcleo.

4.3.4 Metabolismo das Lipoproteinas

As gorduras absorvidas no intestino sao armazenadas em particulas grandes
e ricas em triglicérides, os quilomicrons. Estes, entao, passam por lipdlise (os
trigliceridios sao hidrolisados em monogliceridio e acido graxos pela acao
da enzima lipoproteina lipase (LPL)) para formar os remanescentes dos
quilomicrons que sao captados pelo figado através de um receptor da a-
polipoproteina E. Os remanesecentes de quilomicrons também podem ser
convertidos em LDL. A LDL formada é captada pelo figado e outros tecidos
através dos receptores de LDL dos mesmos que reconhecem tanto a apo B-100
como a apo E. Se a LDL estiver modificada ela é detectada pelos receptores
scavenger (proteina responséavel pelo reconhecimento da LDL modificada)
nos macrofagos. As LDL sao as principais lipoproteinas transportadoras de
colesterol no homem, responsédveis por cerca de 60 a 70% do transporte de
colesterol total plasmatico. As LDLs sao particulas pequenas, com cerca
de 180 a 250A de didmetro, constituidas por uma molécula de apoB-100,
contendo principalmente colesterol esterificado no nticleo. As LDL sao re-
movidas da circulacao mais lentamente que as outras lipoproteinas, sendo
preferencialmente captadas por receptor LDL de células em processo ativo
de divisao ou por tecidos que utilizam colesterol na sintese de hormoneos
esterdides ou sais biliares. Estas particulas, devido ao seu pequeno tamanho,
atravessam o endotélio e atingem a parede vascular.

A LDL é a mais aterogénica das lipoproteinas. QOutros componentes
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aterogénicos sao particulas pequenas de LDL, baixas concentracoes de HDL-
Colesterol no soro, e altas concentragoes de triglicerideos. A LDL modificada
por agressao, acetilagao ou oxidagao resulta na formagao de células espumosas
derivadas de macréfagos e de células musculares lisas. A oxidacao da LDL
vem recebendo muita atencao baseada em evidéncias que indicam sua pre-
senga in vivo, em lesoes aterosclerdticas.

A HDL pode ser sintetisada tanto pelo figado quanto pelo intestino. A
mesma coleta lipidios dos quilomicrons e VLDL enquanto estes estao pas-
sando pelo processo de lipdlise (hidrolisacao dos trigliceridios em monogliceri-
dio e 4cido graxo pela agao da enzima lipoproteina lipase). Elas sao as princi-
pais responsaveis pela remocao do excesso de colesterol. Estas particulas sao
sintetizadas tanto no figado quanto no intestino. A HDL atua no chamado
transporte reverso do colesterol (TRC). O transporte reverso do colesterol
é um processo pelo qual o excesso de colesterol é transportado das células
periféricas para o figado, sendo entao excretado pela bile ou incorporado em
VLDL. O TRC é o tunico meio pelo qual ocorre a eliminagao do colesterol
dos tecidos, evitando seu acimulo. Se ocorrer alguma alteracao nas etapas
do TRC, a conseqiiéncia sera um alto risco de doenga cardiovascular. Existe
uma correlagao inversa entre a concentracao plasmatica de HDL e o risco de
infarto do miocéardio, conferindo protecao contra a aterosclerose.

LP Funcao ApoLP  Es- | ApoLP de Su-
trutural perficie
QM Transporte de Trigliceridios do | B-48 A-I, A-IV,.C’s

intestino ao tecido adiposo, mus-
cular e hepatico

VLDL Transporte de  colesterol e | B-100 CsekE’s
trigliceridios do figado para
outros tecidos

LDL Transporte de colesterol para o | B-100 -
figado e tecidos

HDIL-2 | Transporte de colesterol para o | A-1/A-II CseFE’s
figado pela "via direta ou indi-
reta”

HDL-3 | Remocao do colesterol dos tecidos | A-I/A-II CseE’s

Tabela 4.2: Fungao Metabdlica das Lipoproteinas (LP) e principais
Apolipoproteinas (ApoLP) estruturais e de superficie.
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4.4 Medindo as Lipoproteinas

4.4.1 Lipidios e Lipoproteinas

Métodos enzimédticos sao usados para medir colesterol total (TC), trigli-
cérides (TG) e HDL-C. A medida do colesterol de HDL envolve precipitagao
para remover LDL e VLDL. Como ja foi dito LDL-C ¢ estimado através da
férmula TC - (HDL-C) - (TG/5), expresso em mg/dL. Quando usado TG/2,2
em vez de TG/5 o resultado é expresso em mmol/L.

Existe uma relacao de substituicao dos lipidios para as lipoproteinas que
foi descrita por Fredrickson, Levy e Lees[20]. Eles notaram que as anor-
malidades nas concentragoes de lipidios no plasma (dislipidemia) podem ser
direcionadas a dislipoproteinemia e isto fornece vantagens no reconhecimento
e avaliagao destas disordens. No entanto medidas de lipidios como substi-
tuto para medidas de lipoproteinas nao fornece resultados verdadeiros. Ja é
sabido que as lipoproteinas interagem com a parede arterial possuindo assim
importante papel no desenvolvimento da ateroscleorse.

Pelo fato de que as medidas de lipoproteinas sao relativamente complexas,
entao triglicérides continua como um substituto para VLDL e LDL-C e HDL-
C como indicadores das concentragoes de particulas de LDL e HDL.

Algumas apolipoproteinas possuem relacao direta com os niveis de li-
poproteinas e por isso medidas de apolipoproteinas tém sido usadas como
informacao extra na avaliacao do risco de doenca cardiovascular.

4.4.2 Limitacao dos métodos existentes para medir
Lipoproteinas

As classes e subclasses de lipoproteinas podem ser quantificadas por
uma variedade de técnicas analiticas. A mais comum e antiga é a ultra-
centrifugacao: ajustando apropriadamente a densidade do plasma a ultra-
centrifugacao pode ser usada para isolar as classes bem como as subclasses
dentro destas. No entanto este processo envolve varias etapas e toma varios
dias. Cromatografia é outra técnica através da qual usa-se um gel para isolar
as particulas pelo tamanho. A Eletroforese é um método amplamente usado
para medidas de subclasses de LDL e HDL. Esta técnica possui problemas
devido a necessidade de se fazer um gel de gradiente uniforme. Por ser uma
técnica refinada esta confinada a poucos laboratérios especializados. Devido
ao tempo e trabalho envolvido as técnicas citadas nao sao ideais para rotina
clinica.

H4 alguns anos atras Otvos e seus colaboradores[21] propuseram um novo
método para a quantificagao de lipoproteinas. Este novo método utiliza a
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espectroscopia de RMN como uma ferramenta analitica-quantitativa a fim
de caracterizar as lipoproteinas de diferentes tamanhos. Neste método nao
existe a necessidade de separacao fisica das particulas e mede tanto as classes
quanto as subclasses de liporpoteinas. Nao ha também a necessidade de
qualquer espécie de reagentes e possui vantagens com relacao a custo e tempo
quando comparado com outros métodos existentes.

4.5 Quantificacao de Lipoproteinas por Es-
pectroscopia de RMN

Em vez de basear a quantificacao de lipoproteinas em medidas de lipidios
ou apolipoproteinas a técnica por RMN usa os sinais caracteristicos emitidos
pelas lipoproteinas de diferentes tamanhos como base para sua quantificacao.

A RMN de préton tem sido extensivamente usada para identificar me-
tabolicos no plasma e em outros fluidos biolégicos. A grande utilizacao da
RMN de préoton em fluidos biolégicos comegou com o advento de excelentes
técnicas de supressao do sinal da agua.

O sinal emitido pelas lipoproteinas vem dos grupos metil terminais dos
lipidios contidos dentro das particulas. O colesterol esterificado e triglicérides
no nucleo da particula contribuem com 3 grupos metil cada e os fosfolipidios
junto com o colesterol livre na camada superficial contribuem com 2 gru-
pos metil cada. O nimero total de grupos metil contidos dentro de uma
classe de particulas é, em aproximagao, dependente somente do diametro da
particula e nao é afetado pelas diferencas na composicao lipidica que surgem
devido a variabilidade nas quantidades relativas de colesterol esterificado e
triglicérides no interior da particula, nos graus de insaturacao nas cadeias de
acidos gordurosos dos lipidios e na composicao de fosfolipidios. Por isso, o
sinal dos grupos metil emitido por cada classe (ou subclasse) de lipoproteina
serve como uma medida direta da concentragao desta classe (ou subclasse).

4.5.1 Medidas de classes de Lipoproteinas

A figura seguinte mostra um espectro de RMN de préton de uma amostra
de plasma adquirido em um espectrometro de 400MHz.
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Figura 4.6: Espectro de RMN do plasma sanguineo[23]. 1 - prétons dos
grupos metil terminais -CHgs, 2 - prétons dos grupos metilenos -CH,.

O pico de deslocamento quimico dos lipidios mais intenso surge dos atomos
de hidrogénio das unidades repetitivas de CHy (grupos metileno). O sinal
que surge dos grupos metil na faixa de 0,7-0,9ppm sao mais simples espec-
troscopicamente se avaliarmos o seu ambiente quimico pois se localizam nas
pontas terminais dos lipidios. Por isto as medidas de lipoproteinas sao feitas
com base no sinal dos grupos metil do plasma. Este sinal tem origem nos
prétons dos grupos metil dos fosfolipidios, colesterol livre, colesterol esterifi-
cado e triglicérides que sao espectroscopicamente indistinguiveis como visto
na secgao anterior. O sinal metil detectado é portanto proporcional ao con-
junto de lipidios carregados pelas lipoproteinas.

Os sinais de RMN de 'H dos grupos metil (CH;3) e metileno (CHy) dos
lipidios das lipoproteinas se deslocam para freqiiéncias mais baixas com a
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diminuicao do tamanho da particula. A existéncia deste comportamento
aponta para algum mecanismo fisico por tras dele. Inicialmente foi sugerido
que os lipidios no interior da particula e na superficie possuem diferentes
susceptibilidades magnéticas e os efeitos de deslocamento de freqiiéncias com
o tamanho surgiriam porque a razao de lipidios da superficie para o interior
da particula varia continuamente com o diametro da particula caracterizando
um ambiente quimico diferente para cada particula[28].

J. Lounila, M. Ala-Korpela e J. Jokisaari introduziram um modelo simples
para as lipoproteinas envolvendo a anisotropia da susceptibilidade magnética
que conduz de uma maneira natural a freqiiéncia dependente do tamanho
da particula com forma funcional, magnitude e sinal corretos para todos os
sinais de RMN dos lipidios das lipoproteinas[28]. Neste modelo a lipoproteina
é simulada por uma micela esfericamente simétrica de raio Ry consistindo de
um nucleo de raio R; e uma casca superficial esférica de espessura A = Ry, -
R, (Figura abaixo).

Figura 4.7: Modelo esquematico introduzido para uma lipoproteina

O nicleo hidrofébico (regiao 1) e o meio circundante a micela (regiao
3) estam em um estado liquido isotrépico, enquanto que as moléculas na
superficie (regido 2) estam radialmente orientadas. Isto significa que a sus-
ceptibilidade magnética da casca superficial é anisotrépica: Axs = X2 — XL,
onde o € x21 sao as susceptibilidades volumétricas paralela e perpendicu-
lar ao raio vetor 7 da micela, respectivamente. Este efeito faz com que no
resultado para o célculo da i-ésima linha de ressonancia na regiao nuclear da
micela surja uma dependéncia explicita com Rs.

Ry
Ry — A

Onde v? é a freqiiéncia da linha na auséncia da contribuigao devido a Axa,

2
UZ‘(R2> = UZQ + gU()AXQZTL (41)
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e vp ¢ a freqiiéncia do espectrometro. Como vemos o modelo conduz de uma
maneira natural a dependéncia da freqiiéncia com o tamanho da micela. Esta
dependéncia é ausente se Ayy = 0, ou seja se nao existe ordem orientacional
na micela. Portanto pode-se concluir que existe um mecanismo pelo qual
a ordem orientacional interna das lipoproteinas pode afetar a posicao das
linhas de ressonancia dos lipidios. Esta ordem é medida pela anisotropia da
susceptibilidade magnética Ayz[28] pois a anisotropia surje devido a mesma.

Este modelo foi comprovado experimentalmente através de estudos de es-
pectros de lipoproteinas isoladas nos quais obteve-se a variagao experimental
das ressonancias dos grupos CH,; e CH3 com o tamanho da particula. A
equacao mostrada acima se encaixa perfeitamente com os dados experimen-
tais.
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Figura 4.8: Frequiéncias experimentais (circulos) dos grupos CHy e CHjz dos
lipidios nas lipoproteinas em fung¢ao do raio da lipoproteina Ry. As curvas
solidas representam um ajuste para os pontos usando a equacao 4.1.
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Além das principais classes (VLDL, LDL, HDL), um total de 15 diferentes
subclasses de lipoproteinas consistindo de 6 VLDL, 4 LDL e 5 HDL podem ser
quantificadas por RMN. A variacao no diametro das subclasses quantificadas
por RMN estao mostradas na figura 4.9.

A principal informagao obtida pelo método de Ressonancia Magnética é
a concentracao de particulas uma vez que a intensidade do sinal de RMN é
diretamente proporcional ao nimero de ntcleos de hidrogénio dos prétons
nos grupos metil.

Diameter
Range 80-200 60-80 40-60 35-40 31-35 27-31
(nm) P Y T
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Figura 4.9: Classes e subclasses quantificadas por RMN. Denominagao das
subclasses e variagao no diametro para as 15 subclasses de lipoproteinas. O
tamanho das subclasses foi determinado por eletroforese.

4.5.2 Vantagens da analise de Lipoproteinas por RMN

A técnica de RMN para andlise de lipoproteinas é mais rapida do que
as outras técnicas usadas mas a principal vantagem da técnica é a nao ne-
cessidade de separacao fisica das classes e subclasses de lipoproteinas. A
precisao da técnica de RMN também é superior a dos métodos tradicionais.
A eficiéncia com que os dados das classes de lipoproteinas podem ser gerados
abre novos rumos na avaliacao e controle do risco de doenca cardiovascular
na populagao.



Capitulo 5

Procedimento Experimental

5.1 O espectrometro

Como em outras técnicas de espectroscopia, um espectrometro de RMN
constitui de uma fonte de radiacao eletromagnética que atua sobre a amostra
a ser estudada. Além disso, também é necessario um magneto para criar uma
inducao magnética, By, estavel e homogénea em toda a amostra. Um es-
pectrometro consiste, principlamente, das seguintes partes: magneto, probe,
fontes de radiofreqiiéncia, amplificadores, conversores analégico-digital, sis-
tema de lock, sistema de shimming e um computador.

5.1.1 O magneto

Nos dias de hoje o campo magnético estatico é fornecido por um magneto
supercondutor. O solendide que produz o campo ¢ localizado em um banho de
hélio liquido para que a resisténcia elétrica do mesmo seja zero. O ambiente
de hélio é circundado por um ambiente de nitrogénio para diminuir as perdas
por evaporacao de hélio. Bobinas adicionais sao localizadas no ambiente de
hélio liquido a fim de corrigir distor¢oes na homogeneidade do campo (shim
supercondutor). O room-temperature (R.T.) shim tube interssessa o magneto
verticalmente e possui as bobinas do shim RT na sua superficie. Estas sao
aquelas em que o usuario aplica correntes na tentativa de produzir campos
magnéticos adicionais que corrigem pequenas distor¢oes do campo principal
(Bo). A amostra, comumente diluida em um solvente deuterado dentro de
um tubo de vidro com bmm de diametro, é colocada dentro de um spinner e
baixada através do upper barrel para que entre no probe pelo topo.

79
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Figura 5.1: Figura esquematica de um magneto.

5.1.2 Probe

O probe contém a bobina de transmissao e recep¢ao (atualmente usa-se
uma tnica bobina para ambas fung¢oes). No entanto muitos probes pos-
suem duas bobinas. A bobina de recepcao se encontra no centro do campo
magnético. Uma vez abaixado o spinner, o tubo de ressonancia é posicionado
de tal forma que o liquido dentro (amostra) seja coberto pela bobina de re-
cepcao completamente. A bobina de transmissao/recepgao nao deve ser con-
fundida com as bobinas para homogeneizacao do campo magnético. O probe
é conectado ao preamplificador que estd normalmente localizado préximo ao
magneto, e que faz a primeira amplificacao do sinal.

As fontes de radiofreqiiéncia sao componentes eletronicos que produzem
ondas senoidais/cossenoidais em freqiiéncias apropriadas. Estas fontes nos
dias de hoje sao completamente digitais.

Os amplificadores aumentam os sinais advindos das fontes de radiofre-
qiiéncia. Eles estam em uma variacao de 50-100 Watts para préotons e 250-
500 Watts para heterontcleos, tratando-se de Espectrometros para RMN de
solidos. Para liquidos eles estam em aproximadamente 10 Watts para ambos
prétons e heterontcleos.

Os conversores analdgico-digital sao necessarios porque o sinal é gerado
em uma forma analégica mas deve estar em uma forma digital para que o
computador possa fazer a transformada de Fourier.
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Figura 5.2: Vista do spinner com o tubo porta-amostra dentro do probe.

5.1.3 Sistema de shim

Sabendo-se que as frequiéncias de precessao sao proporcionais a intensi-
dade do campo magnético, entao este deve ser altamente homogéneo ao longo
do volume da amostra de modo a se poder observar pequenas diferengas em
freqiiéncia. Se o campo magnético nao for altamente homogéneo, a intensi-
dade do campo efetivo em diferentes volumes dentro da amostra sera difer-
ente e, assim, os spins precessarao em diferentes taxas. Isto levard a um
consideravel alargamento de linha. O sistema de shim é um dispositivo que
corrige campos magnéticos locais ligeiramente diferentes.

O sistema de shim consiste de duas partes: (A) O cryo-shimsystem e o
(B) room-temperature shims. O principio bésico por tras deles é o mesmo:
pequenas bobinas nas quais passam correntes ajustaveis. Estas correntes
produzem pequenos campos magnéticos adicionais que sao usados para cor-
rigir as inomogeneidades do campo magnético principal. Existem bobinas de
varias geometrias, produzindo correcoes no campo em diferentes orientacoes.
No sistema A as bobinas se encontram no ambiente de Hélio, elas sao ajus-
tadas somente por profissionais especializados durante a montagem inicial do
instrumento. O sistema B é regulado pelo usuario toda vez que uma nova
amostra é colocada no magneto. Este sistema ¢é agrupado em dois conjuntos
de shim:

1 - Os on-azis shims (z, 72, 73, z*, ...)

2 - Os off-axis shims (x, y, Xy, ...)
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O primeiro somente corrige inomogeneidades ao longo do eixo z e pelo
menos as ordens mais baixas (z,2% e z*) devem ser ajustadas. As denomina-
coes 7,72, 7%, ete, estao relacionadas com a ordem do polinémio do campo
que precisa ser usado para corrigir as inomogeneidades do campo principal.
O segundo conjunto corrige inomogeneidades ao longo dos eixos transversais.

N L C

Figura 5.3: Dependéncia dos campos de shimming ao longo do eixo z.

O shimming pode ser feito observando-se a intensidade do sinal do lock
ou monitorando o formato do FID. Observar a forma do FID constitui outra
maneira de controlar a homogeneidade do campo magnético. Quando o
campo esta altamente homogéneo o FID deve cair suavemente seguindo uma
exponencial.

-+

Figura 5.4: Forma do FID com (esquerda) e sem um bom shimming.

5.1.4 Sistema de lock

A estabilidade do campo magnético é alcangada pelo sistema de lock de
deutério. Este mede a freqiiéncia da linha de deutério do solvente. O sis-
tema possui um feedback loop que gera corregoes para a intensidade do campo
magnético By de tal forma que a freqiiéncia de ressonancia do deutério pre-
sente no solvente permanece constante. Isto é feito fornecendo-se uma cor-
rente adequada a bobina do canal zy do shim R.T..

O sistema de lock tem que ser ativado quando a amostra é colocada no
magneto, quando isto nao acontece naturalmente ocorre variacoes no campo
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magnético que conduzem a variagoes nas freqiiéncias de ressonancia com o
tempo e conseqlientemente ao alargamento nas linhas. A estabilidade do lock
¢ influenciada por muitos fatores dos quais a instabilidade na temperatura
tem a maior influéncia. Sistemas digitais de lock modernos permitem ajustar
os parametros de regulacao do canal de lock.

5.1.5 O sistema de transmissao/recepgao

Como vimos no capitulo 2, a transmissao e recepcao do sinal sao feitas
na mesma bobina. Nos espectrometros modernos a deteccao é feita em
quadratura na qual dois detectores com uma diferenca de fase de 90° sao em-
pregados. Este arranjo permite distinguir freqiiéncias positivas de freqiiéncias
negativas.

5.2 Preparacao das Amostras

5.2.1 Ultracentrifugacao

O plasma humano fornecido pelo Hospital Universitario da USP pas-
sou por um processo de Ultracentrifugagao seqiiencial [25] para a separagao
das classes de Lipoproteinas, VLDL (<1,006kg/L), LDL (1,006-1,063kg/L)
e HDL (1,063-1,21kg/L). A ultracentrifugagao foi feita a 4°C em uma veloci-
dade de 56.000rpm. Seguindo um protocolo estabelecido pelo Departamento
de Anélises Clinicas da Faculdade de Farmacia da USP a cada 8hs foi adi-
cionado uma quantidade de solugao salina de Brometo de Potdssio (KBr)
com densidade ligeiramente maior do que a densidade da lipoproteina que
esta sendo isolada para que no processo de ultracentrifugacao a classe de
lipoproteina se ressuspenda e se separe do restante da amostra. A quanti-
dade desta solucao salina usada é calculada através da férmula:

Vf(Df — Di)
1-0,312Df

Onde Di e Df sao as densidades iniciais e finais do plasma respectivamente
e Vf é o volume final da amostra usada para centrigugagao. As medidas de
densidade sao feitas usando um densimetro.

As densidades das solugoes salinas usadas foram: 1,019g/L para VLDL,
1,063g/L para LDL e 1,210g/L para HDL. As amostras isoladas (cerca de
50mL de cada classe de lipoproteina) foram usadas para a geracao dos espec-
tros de referéncia de cada classe de lipoproteina, estes usados para o ajuste

(5.1)

MEKpBr =
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da curva do plasma (deconvolugao espectral), e para a preparagao de uma
amostra de plasma simulado.

5.2.2 Dialise

Para assegurar uma composicao ionica uniforme, necessaria para uma
correta localizacao dos deslocamentos quimicos, é feito uma didlise de cada
estoque de lipoproteina. Para a didlise foi preparado trés litros de uma
solugao tampao contendo 120mmol/L de KCI, 5mmol/L de EDTA (4cido
etilenodiamino tetra-acético), Immol de CaCly, 1g de NaN3 e pH 74. O
ajuste de pH é feito usando um pHmetro. As amostras ficaram submersas
nesta solucao durante 24 horas a 4°C, sendo que a cada 8 horas foi feito
uma troca da solucao. Apds a dialise a solucao salina é trocada pela solugao
tampao.

Todo o processo de Ultracentrifugacao e Dialise, com preparacgao da solucao
salina, da solucao tampao, medidas de densidade e ajuste de pH foi feito no
departamento de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da USP.

5.2.3 Concentragao

As medidas diretas dos espectros constataram a necessidade de concentrar
as amostras, devido a grande quantidade de adgua presente (o sinal da agua
se sobrepunha aos sinais das lipoproteinas nos espectros das amostras). A
concentracao das amostras foi feita usando-se um ”speed vac”no laboratorio
de Biologia Molecular de Plantas do Instituto de Biociéncias da USP. Foram
preparadas trés remessas de amostras. Na primeira remessa elas foram con-
centradas 30 vezes o seu volume inicial, na segunda 10 vezes e na ultima
foram concentradas ao maximo com o objetivo de retirar toda agua contida.
No tltimo caso as amostras foram ressuspendidas em uma solucao de agua
deuterada (D5O) com TSP (dcido Trimetilsililpropionico 48,76mmol/L).

O plasma simulado foi preparado combinando 0,2mL de cada amostra de
lipoproteina concentrada. Em seguida as amostras foram armazenadas a 4°C
até as medidas de RMN.

5.2.4 Tubo coaxial selado com marcador interno

Nas duas primeiras remessas de amostras as medidas foram feitas inserindo-
se um tubo coaxial selado (2mm de diametro) contendo uma solugao de dgua
deuterada com TSP (8mmol/L) e MnSO,4 (0,6mmol/L) dentro dos tubos
de RMN contendo as amostras. O TSP é usado para normalizar as ampli-
tudes dos picos de ressonancia dos espectros e ajustar o eixo de deslocamento
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quimico (d7s5p = 0). O MnSO, foi adicionado porque o fon Mn?* faz com que
a ressonancia do TSP fique menos sensivel a mudangas na homogeneidade do
campo magnético, e para diminuir o tempo de relaxacao spin-rede T; para
um valor comparavel com o da ressonancia dos lipidios (~ 200-500ms).

5.2.5 n-propanol

O Alcool Normal Propilico (n-propanol CH3CH;CH,OH) é usado como
um padrao de referéncia secundario para medida das concentracoes de lipo-
proteinas. Inicialmente foi preparado uma amostra contendo 6,67mmol/L
de n-propanol, 120mmol/L de KCI e 1,2mmol/L de MnSOy4, pH 7,4. No
entanto, devido ao excesso de dgua, ao se realizar a medida nao foi possivel
observar o sinal de ressonancia do n-propanol. Entao foi usado uma amostra
de n-propanol puro com concentragao de: 13,31mol/L. Assim a amplitude

de ressonancia dos grupos metil do n-propanol é dada por aquela produzida
por 13,31mol/L.

5.2.6 Analise Lipidica

Foi feita a andlise quimica para o terceiro conjunto de amostras preparado
com o intuito de determinar quantitativamente o colesterol total, triglicérides,
HDL-C e LDL-C presentes. A analise quimica foi feita por procedimentos
automaticos in vitro no Laboratorio de Analises Quimicas da Faculdade de
Ciéncias Farmaceéuticas da USP.

As concentragoes de colesterol total (TC), triglicérides e HDL-C sao medi-
das enzimaticamente. Através de uma reacao enzimatica a amostra muda sua
coloracao e a intensidade da cor é diretamente proporcional & concentracao
do lipidio (TC, TG e HDL-C). Assim a concentragao pode ser determinada
fotometricamente através de um dispositivo denominado analisador.

As concentragoes de LDL-C foram determinadas pelo método de Friedwald[29].

5.3 Medidas dos Espectros

Podemos classificar as medidas dos espectros em trés andlises sendo que
em cada uma delas foi repetido todo o processo de preparacao das amostras
de lipoproteinas (ultracentrifugagao, didlise,etc.). Para cada anédlise os es-
pectros foram obtidos sobre as mesmas condigoes experimentais em um es-
pectrometro VARIAN de 200MHz (freqiiéncia do *H) para amostras liquidas.
Este espectrometro pertence ao laboratéorio de RMN do Instituto de Fisica
da USP.
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Figura 5.5: Espectrometro de RMN usado para fazer as medidas.

Antes de introduzir os tubos (com 5mm de diametro) contendo as amostras
no espectrometro, eles foram deixados entre 15 e 30 min a temperatura ambi-
ente a fim de que as amostras atingissem esta temperatura. Antes de efetuar
as medidas foi feito o shimming afim de assegurar uma boa homogeneidade
do campo magnético. Isto pode ser conferido pela largura de linha a meia
altura do sinal da agua apds o shimming.

5.3.1 Primeiras Medidas

Os espectros foram adquiridos com a amostra sem girar. Um tubo capilar
(2mm de didmetro) selado (com D2O e TSP) foi introduzido no tubo porta-
amostra (hmm de didmetro) como mencionado na segao 5.2.4.

A seguinte seqiiéncia de pulsos foi usada:

0,0 3,0ps

2,08

T 1,0s

Mg
d1 pl. 42  po UU\/V

Figura 5.6: Seqiiéncia de pulsos usada nas primeiras medidas dos espectros
das classes de lipoproteinas.

T, se refere ao nticleo que estd sendo medido (*H). O parametro d1 ¢é
o tempo de espera (em segundos), pl e pw sdo as larguras dos pulsos de
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RF (em microsegundos) e d2 é o tempo de separagao entre os pulsos. Ou-
tros parametros de aquisigao usados foram at (tempo de aquisi¢do)=2s, np
(ntimero de pontos no FID)=8192, sw (janela de aquisi¢ao espectral - espaco
de freqiiéncias)=2kHz e nt (nimero total de médias)=256.

5.3.2 Segundas Medidas

A segunda etapa de medidas dos espectros das lipoproteinas foi feita
com a amostra girando em uma rotacao de cerca de 30Hz. Novamente foi
introduzido um tubo capilar selado no interior dos tubos de RMN contendo
as amostras.

Estas medidas foram feitas usando ainda uma seqiéncia de pulsos com
saturagao do sinal da agua.

0.0 2,0ps
P 2,0s
T, 2,0s E E 3,0s ﬂ /\ A
d1 pl d2 po \/ Y
— A B ’ C

Figura 5.7: Seqiiéncia de pulsos usada na segunda etapa de medidas dos
espectros das classes de lipoproteinas.

Temos ainda que at=2s, np=8192, sw=2kHz e nt=750. A largura do
pulso de saturacao do sinal da agua é dada por d2=3s e sua poténcia da
ordem de 2 watts.

5.3.3 Terceiras Medidas

Na terceira etapa foi feito uma otimizacao das condicoes experimentais e
melhoramento do shimming. Os parametros para a janela espectral (sw), o
ntimero de pontos (np) e o numero total de médias (nt) foram melhorados.

As amostras foram concentradas de modo a retirar o maximo da agua
contida e em seguida foram ressuspendidas em uma solucao (1,2mL) contendo
dgua deuterada com TSP.

Estas medidas foram feitas sem seqiiéncia de saturacao do sinal da agua.
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0,0 3,0ps
i } 32s
T, 1,5s E E 0,0 /\ /\ /\ A
d1 Pl 42 pe \/ TR
A | B | C |

Figura 5.8: Seqiiéncia de pulsos usada na terceira etapa de medidas dos
espectros das classes de lipoproteinas.

Aqui, temos ainda para os outros parametros de aquisi¢ao: at=3,2s,
np=8192, sw=1282Hz e nt=1500.

5.3.4 Exportanto os espectros

Apos ajustar a fase dos espectros e referenciar o pico do TSP para zero
na escala, os mesmos foram, entao, exportados para posterior analise. O
parametro lb foi usado. Este parametro serve para criar uma fungao ex-
ponencial que multiplicada pelo FID suprime a parte final deste que nao ¢
significativa por apresentar muito ruido. O valor usado foi 1b=0,5Hz.



Capitulo 6

Resultados e Discussao

6.1 Estudo de Placas Ateroscleroticas

O inicio do trabalho se deu com o emprego da Espectroscopia de RMN
em estado s6lido no estudo da Aterosclerose. Como vimos estudos demons-
traram que os varios estagios da doenca estao diretamente relacionados com
a composicao das placas ateroscleréticas (ateromas).

Medidas de RMN de '3C, usando amostras de tecido humano, foram
realizadas usando o espectrometro de RMN de 400MHz do Instituto de Fisica
de Sao Carlos.

LM D VL
Uk F
Lq .J".J‘\m_ solvente

240200 160 120 80 40 0 40 240 200 160 120 B0 40 0 0
I3C Chemical Shift (ppm)

S RE

Figura 6.1: Espectros de RMN de 3C de amostras de tecido arterial(carétida).
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As caracteristicas das amostras estam mostradas na tabela 6.1. As amostras
estao organizadas de acordo com a evolugao do processo de deterioracao
dos tecidos. Os picos de ressonancia magnética nos espectros fornecem in-
formagoes sobre os constituintes quimicos das amostras e sua intensidade é
proporcional a concentragao do respectivo constituinte. Foi analisado as res-
sonancias dos acidos gordurosos monoinsaturados (Unsaturadet Fatty Acids -
UFA) e poliinsaturados (Polyunsaturadet Fatty Acids - PUFA), dos carbonos
19 e 21 (C19,21) do colesterol esterificado (CE) e a ressonancia do carbono
metileno dos dcidos gordurosos (CHg),,.

Nos acidos gordurosos monoinsaturados foram avaliados os picos dos car-
bonos exteriores a dupla ligagao (CHy-CH=CH-CH,) dos 4cidos monoinsat-
urados no CE, fosfolipidios (PL) e triglicérides (TG). Nos édcidos gordurosos
poliinsaturados foram avaliados os carbonos interiores a uma das duplas
ligagdes (CH=CH-CH,-CH=CH) dos &cidos poliinsaturados do CE, PL e
TG.

(a)

(4]

I
4\/|2\ /:."\.U_
1 14 1;-‘

@ ( vk/l M
|

‘/5\ /|1~.._\H/|T-Nj/-t

[

2\\e/P‘Jlr\\'u'/lM-“P/F‘IM«'m/""‘

Figura 6.2: a) colesterol livre, b) exemplo de acido gorduroso COOH[CHz|21 CH3
, ¢) acido gorduroso poliinsaturado (linoleico), d) dcido gorduroso monoinsaturado
(oléico).
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As razoes entre as intensidades dos picos de UFA/PUFA, UFA/(CHy), e
PUFA/(CHa),, sao considerados marcadores do grau de saturagao dos lipidios.
C19,21/(CHa),, ¢ indicador da presenca de CE.

individuo | idade SEeX0 raga classificacao da lesao
aterosclerdtica

A 33 Masculino | Caucasiano | I-II

B 70 Masculino | Caucasiano | V

C 47 Masculino | Caucasiano | V

D 90 Feminino Caucasiano | V

E 75 Masculino | Caucasiano | VII

Tabela 6.1: Caracteristicas das amostras.

Com o objetivo de avaliar como o avango da doenga provoca modificagoes
quimicas nos constituintes das placas que podem torna-las mais instaveis
(propengao ao rompimento), cada um dos espectros foi ajustado através de
curvas Lorentzianas nas posi¢oes de deslocamento quimico referentes a UFA,
PUFA, (CHy), e C19,21. Entdo a partir dos valores das dreas obtidos de
cada curva foi construida a tabela 6.2 que mostra a proporc¢ao relativa entre
os lipidios nos dois grupos seguintes: a) grupo 1 ou de controle, no qual as
razoes sdo obtidas de uma tnica amostra e b) grupo 2 ou doente no qual
as razoes sao obtidas de cada uma das quatro amostras para em seguida ser
calculado um valor médio.

grupo | Classificacio | UFA/PUFA | PUFA/(CH,), | UFA/(CHy), | C19,21/(CH,)
da lesao

1 Tell 0,76 0,19 0.14 0.23

P Ve VII 1,55 0,17 0,24 0,66

Tabela 6.2: Razoes do grau de saturacao e da presenca de CE nos grupos 1
e 2.

Os resultados mostram que a razdo UFA /PUFA do grupo 2 é bem maior
do que a do grupo 1. A razao PUFA/(CH;),, é mais baixa no grupo 2 e a
razao UFA/(CHs),, é mais alta. A razao C19,21/(CHs),, é mais alta no grupo
2.

Jean-Frangois Toussaint, James F. Southern et al.[49], também encon-
traram um aumento na razao UFA/PUFA bem como uma diminui¢ao na
razdao PUFA/(CH;),, com o aumento da lesdo. Porém observaram uma
diminuigdo ndo muito significante na razao UFA/(CH;),, e uma diminuigao
significante na razao C19,21/(CHy),,.
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O ligeiro decréscimo na razao PUFA/(CHs), do grupo 2 sugere uma
diminui¢ao na quantidade de PUFA por quebra nas duplas ligagoes devido
a processos oxidativos que ocorrem nos componentes das placas [49]. Esta
diminuicao da razao PUFA /(CH,),, pode ser estabelecida uma vez que os car-
bonos metileno do grupo (CHs),, estdo presentes em todas as cadeias longas
de acidos gordurosos, sendo por este motivo considerado como uma " piscina
de lipidios” [49].

Jean-Frangois Toussaint, James F. Southern et al.[49] sugeriram que o
aumento na razdo UFA /PUFA também evidencia quebras nas duplas ligagoes
dos acidos poliinsaturados (PUFA) que ocorre com o aumento da lesdo ate-
rosclerética. Isto aconteceria porque o aumento da razao UFA/PUFA seria
somente devido a diminui¢do dos dcidos poliinsaturados (PUFA) ja que a
variagao na razao UFA/(CHs), nao foi significante para os autores citados.
No entanto no nosso estudo nao encontramos uma variacao insignificante na
razao UFA/(CHy),.

Um outro fato interessante mostrado pela razao C19,21/(CH,),, é de que o
valor obtido é maior para o gupo 2, sugerindo um aumento na quantidade de
colesterol esterificado com o avanco da doenca. Alguns autores [27] sugerem
que a abundancia quimica de CE bem como seu estado fisico podem ser
importantes fatores de estabilidade das placas.

6.2 Quantificacao de Lipoproteinas por RMN
6.2.1 PRIMEIRA ANALISE

Os primeiros espectros das lipoproteinas obtidos estao mostrados na figura
6.3.

Devido ao fato de as amostras terem sido bastante concentradas (30 vezes
o volume inicial) as mesmas tinham uma consisténcia muito viscosa, o que
provocou o alargamento das linhas de ressonancia. Como as medidas foram
feitas sem girar (ver procedimento experimental), resultando em uma menor
homogeneidade do campo magnético sentido pelos ntcleos da amostra, a
resolucao dos espectros esta baixa e praticamente nao se distingue o deslo-
camento quimico entre as classes de lipoproteinas. Vale lembrar ainda que
a diferenca entre os deslocamentos quimicos das lipoproteinas sao um tanto
pequenos (Figura 6.2). O grande alargamento nas linhas, inclusive na linha
de ressonancia da dgua (nao mostrada), sugere que nao é possivel concentrar
bastante as amostras porque isto provoca aumento na sua viscosidade.

As ressonancias dos grupos metil e metileno foram destacadas por razoes
que veremos mais na frente.
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Figura 6.3: Primeiros espectros das lipoproteinas e n-propanol obtidos. 1 -

CHj, 2 - CH,.

E sabido que a oxidacdo causa fragmentacio da apolipoproteina na LDL[30]
modificando sua estrutura. Como os deslocamentos quimicos e a forma de
linha de uma classe de liporpoteina estao diretamente relacionados com esta
classe, é suposto que as alteragoes citadas poderiam ser observadas pelos

espectros de RMN.

Com o passar do tempo as amostras ficam mais suscetiveis a efeitos de
deterioragao (como oxidac¢ao). A fim de verificar tais modificagoes foram
medidos espectros das lipoproteinas em intervalos de tempo de mais ou menos

24 horas.
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Figura 6.4: Evolucao temporal dos espectros das classes de lipoproteinas.

Novamente devido a uma nao muito boa resolucao dos espectros nao
se pode verificar se houve mudangas nos deslocamentos quimicos (somente
se tivesse havido alteragbes substanciais). Algumas mudangas observadas
possuem um carater diferente das que poderiam ocorrer devido a oxidagao.
Provavelmente se devem a outros fatores como contaminacao. No dia vinte e
sete ja nao era mais possivel observar o sinal emitido pela amostra de HDL.
Nos dias seguintes nao foi possivel obter sinal de nenhuma das classes.

Nesta primeira andalise também foi feito a primeira medida do plasma
humano.

O resultado evidenciou a necessidade de concentrar a amostra de plasma,
pois na mesma ha uma porcentagem muito alta de agua cujo sinal sobrepoe,
e muito, os sinais das lipoproteinas. No espectro mostrado, o sinal relativo
a agua esta omitido, os sinais relativos aos grupos metil e metileno possuem
amplitudes muito baixas e por isso a escala do espectro teve que ser bastante
ampliada.
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Figura 6.5: Espectro do plasma humano.

Esta primeira andlise possibilitou uma avaliagao de como se estabelecer
a metodologia de preparacao de amostras e aquisicao dos espectros.

6.2.2 SEGUNDA ANALISE

Nesta segunda etapa de medidas dos espectros, estes foram obtidos com
a amostra girando com uma velocidade de rotagao de cerca de 30Hz.

Na figura 6.6 vemos os espectros obtidos para as classes de lipoproteinas
mostrando somente os picos relativos aos grupos CHy (pico mais intenso) e
CHj (pico menos intenso). Em primeira observagao se poderia esperar que
ambas ressonancias (metil e metileno) fossem igualmente recomendaveis para
a andlise do ajuste de curva. No entanto, Otvos e seus colaboradores|21]
encontraram que nao ¢ este o caso. Resultados mais precisos sao obtidos
omitindo inteiramente a ressonancia do metileno e usando somente a regiao
do espectro contendo a ressonancia do grupo metil. Basicamente o que se
argumenta é que a forma de linha da ressonancia do grupo metil exibe menos
variabilidade de pessoa para pessoa do que a ressonancia do grupo metileno.
Esta observacao é consistente com o ambiente uniforme dos préotons dos gru-
pos metil dos lipidios nas lipoproteinas, dada sua localizacao na parte final
das cadeias de acidos gordurosos. Nao se escolhendo a ressonancia dos gru-
pos metileno também se evita problemas causados nesta regiao espectral pela
presenca de ressonancias interferentes de metabdlitos como o lactato, como
foi observado em medidas realizadas no laboratério.
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Figura 6.6: Segundo conjunto de espectros das classes de lipoproteinas obtido
junto com o espectro do n-propanol.

Estas medidas foram feitas usando uma seqiiéncia de pulsos com saturagao
do sinal da dgua a fim de melhorar a intensidade dos sinais das lipoproteinas
ao reduzir o sinal da agua.

Com o objetivo de verificar a eficiéncia da saturacao foram feitas medidas
de uma amostra de plasma humano com e sem saturacao do sinal da agua
(Figura 6.7).

Os espectros mostram claramente que a saturacao diminui drasticamente
a intensidade do sinal da agua. Este decréscimo faz com que os sinais rela-
cionados as lipoproteinas fiquem mais evidentes.

Foi obtido também o espectro do plasma simulado, preparado com quan-
tidades iguais das trés amostras de VLDL, LDL e HDL (Figura 6.8).
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Figura 6.7: Espectros do plasma humano com e sem saturagao do sinal da
agua.

Como um passo para a confirmacao do método de quantificacao buscou-
se fazer o ajuste da curva do plasma simulado fazendo uma deconvolugao
através das curvas das classes de lipoproteinas.

A fim de obtermos um ajuste da curva do plasma simulado através das
curvas relativas as lipoproteinas isoladas, os picos relativos aos grupos metil
foram ajustados por curvas lorentzianas com forma definida. Os resultados
estao mostrados na figura 6.8.

Os coeficientes mostrados no segundo grafico indicam a porcentagem
necessaria de cada curva para o ajuste da curva do plasma simulado. No
entanto esta analise é um tanto imprecisa pois desconsidera a forma real das
curvas individuais além de ter sido obtida simplesmente dividindo as curvas
de cada classe por valores aleatorios até se obter o melhor ajuste.
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Figura 6.8: Ajuste da curva do plasma simulado através das curvas das
lipoproteinas (ajustadas por curvas lorentzianas).

De modo a considerar a forma de linha original das curvas uma nova
andlise foi feita retirando-se o pico referente ao grupo CH, [21] (Figura 6.9).
Agora o ajuste da curva do plasma simulado foi feito usando-se o programa
Origin. A retirada do pico referente ao grupo CHs foi feita usando-se os
programas Peak Fit e Origin.

A curva em vermelho (figura 6.9) é dada pela soma de porcentagens di-
ferentes das trés curvas individuais mostradas (VLDL, LDL e HDL). O co-
eficiente a se refere ao peso da curva de VLDL, b de LDL e ¢ de HDL.
Podemos tentar encontrar valores para estes coeficientes calculando a por-
centagem de cada curva baseando-se na area experimental desta: simples-
mente dividindo-se a drea de cada curva pela drea total (soma) das curvas
individuais. O resultado fornece o respectivo peso de cada curva. Fazendo
isto encontramos a“=0,19, b “=0,51 e ¢ “=0,30. Comparando com o resul-
tado anterior (mostrado no gréfico) vemos que é como se os coeficientes b e ¢
estivessem com os valores trocados. O fato de os resultados nao concordarem
plenamente sugeriu uma avalia¢cao mais minuciosa de como os espectros foram
obtidos.
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Figura 6.9: Espectros sem o pico CH, e ajuste da curva do plasma simulado

Observando-se as amplitudes e formas de linha relativas aos picos do TSP,
verificou-se que havia uma grande variagao (de até ~ 50%) entre as areas dos
picos em cada espectro (ver tabela 6.3).

Devido a tais alteracoes, a normalizacao dos espectros dividindo pela area
relativa ao TSP estaria ocasionando erros. Para verificar a origem destas
alteracoes varias medidas dos tubos coaxiais usados, introduzidos dentro do
tubo com as amostras e contendo o TSP, foram feitas.

Amostra Area do TSP (u.a.)
VLDL 0,46
LDL 0,38
HDL 0,40
SIMULADO (SIM) | 0,24

Tabela 6.3: Variacao nas areas do TSP.
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Os dois primeiros graficos seguintes mostram espectros relacionados aos
diferentes tubos coaxiais usados. As medidas foram repetidas uma vez. Ob-
servando os valores para as areas dos picos vemos que existe sim uma variacao
(19%) entre elas, no entanto esta variagao se encontra dentro de um limite ex-
perimental esperado, levando em consideragao as restrigoes do equipamento.
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10 08 06 04 02 00 -02 -04 -06 -08 -L0
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Figura 6.10: Primeiras medidas relativas aos diferentes tubos.
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A repeticao das medidas confirmaria as variagoes nas areas relativas ao
pico do TSP. Se houvesse uma grande variagao, provavelmente este seria
o fator de erro no ajuste do espectro do plasma simulado. No entanto a
variacao possui a mesma extensao do caso anterior.
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Figura 6.11: Segundas medidas relativas aos diferentes tubos.

O grafico da figura 6.12 mostra varios espectros de um mesmo tubo me-
didos com o objetivo de verificar se haveria alguma mudanca nos picos de
ressonancia devido a falhas no espectrometro. O tltimo espectro mostrado foi
obtido retirando a amostra e a reinserindo. Como no caso anterior nenhuma
mudanca substancial foi observada.
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Figura 6.12: Medidas relativas ao tubo usado na amostra de LDL.

Estas conclusoes mostraram que as alteracoes nas dreas nao tinham origem
na amostra com TSP e dgua deuterada contida nos tubos coaxiais bem como
devido a introducgao do préprio tubo. Com isso partiu-se para um novo plane-
jamento de medidas otimizando as condi¢oes experimentais e melhorando o
shimming.

Os parametros para a janela espectral, o nimero de pontos e o nimero
total de médias foram otimizados (as alteragoes nos valores podem ser con-
feridas no procedimento experimental). Os seguintes novos espectros foram
obtidos para as amostras de HDL e plasma simulado.
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Figura 6.13: Espectros obtidos sob novas condigoes experimentais.

Os novos espectros obtidos mostram claramente uma melhora na razao
sinal-ruido e mostram também uma excelente defini¢ao na forma de linha dos
espectros. As mudancas nas areas dos picos relacionadas ao TSP poderiam
ser devido a uma baixa razao sinal-ruido. Entao partiu-se para uma nova
andlise fazendo medidas com os novos parametros experimentais.

Nesta segunda etapa ainda foi medido o espectro de Carbono do plasma
humano a fim de reconhecer a distribuicao de linhas isotrépicas do 3C, o
qual apresenta uma regiao de deslocamentos quimicos maior (~ 20 vezes)
que a de 'H. No entanto, devido as dificuldades de se observar nicleos de
carbono (tais como baixa razao giromagnética e abundancia natural (1%) o
que confere uma baixa magnetizagao liquida, e altos valores para o tempo
de relaxacao longitudinal (T;) o que torna os experimentos bastante longos),
este tipo de experimento é invidvel para um grande nimero de amostras.
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Figura 6.14: Espectro de Carbono do plasma humano. O espectro mostra
que as linhas concentram-se em uma faixa estreita de deslocamento quimico

( 20ppm).
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6.2.3 TERCEIRA ANALISE

Em seguida podemos ver os espectros obtidos nesta terceira etapa.

80 80
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3 c)
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Figura 6.15: Terceiro conjunto de espectros das lipoproteinas obtido.

Os espectros apresentam uma qualidade superior aos anteriores. As areas
dos picos relacionados ao TSP nao apresentam valores que variam significan-
temente.

Em seguida o pico referente ao grupo CH, foi subtraido por razoes discu-
tidas anteriormente. A fim de realizar um melhor ajuste do plasma simulado
o pico relativo ao TSP também foi subtraido e os espectros normalizados
pela area do TSP.
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Figura 6.16: Espectros apds normalizacao e retirada do pico CHs.

Com estes resultados foi feito um novo ajuste para a curva do plasma

simulado.
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Ajuste do plasma simulado
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Figura 6.17: Segundo ajuste da curva do plasma simulado.

O célculo dos coeficientes a”, b” e ¢” através da porcentagem de cada
curva experimental baseando-se em sua area fornece: a’=0,31, b"=0,19 e
¢ “=0,50. Comparando com os valores obtidos pelo ajuste do plasma simu-
lado usando o Origin (a=0,21, b=0,13 e ¢=0,67) vemos que estes resultados
sdo aceitaveis dentro de um limite de erro experimental esperado (~ 28%).
Com isto concluimos que os espectros individuais das classes de lipoproteinas
podem ser usados no ajuste da curva do plasma simulado e conseqiiéntemente
do plasma sanguineo. A deconvolugao do plasma sanguineo através das cur-
vas das classes de lipoproteinas é base para a quantificagao das mesmas.

A analise quimica das amostras, feita no laboratério de Anélises Quimicas
da Faculdade de Farmacia da USP, forneceu as concentracoes de colesterol
total, Triglicérides, LDL-C e HDL-C presentes (ver tabela 6.4).

Os resultados em branco nao foram calculados devido a grande imprecisao
na férmula de Friedewald (ver capitulo 3) ocasionado pelo grande nimero de
triglicérides nas amostras.



CAPITULO 6. RESULTADOS E DISCUSSAO 108
Amostra Colesterol | HDL-C LDL-C TG
Total (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
(mg/dL)
VLDL 480 54 - 580
LDL 237 - - 285
HDL 166 94 34 190
SIM 321 108 133 354

Tabela 6.4: Analise quimica das amostras.

Convertendo os valores de HDL-C, LDL-C e TG para mmol/L (para isto
basta tomar os valores de HDL-C, LDL-C em g/L e multiplicar por 2,586 e
os valores de TG por 1,129 [24]) encontramos:

Amostra HDL-C LDL-C TG
(mmol/L) | (mmol/L) | (mmol/L)

VLDL 1,40 - 6,55

LDL - - 3,22

HDL 2,43 0,88 2,15

SIM 2,80 3,44 3,40

Tabela 6.5: Resultados em mmol/L

Usando o pico do espectro do n-propanol como padrao de referéncia de
medida, foi calculado as concentragoes de particula das lipoproteinas (VLDL,
LDL e HDL) na amostra do plasma simulado através da deconvolugao de
sua curva. O objetivo era comparar os resultados de analise quimica com os
resultados de Ressonancia Magnética Nuclear. Foi encontrado:

Amostra HDL LDL VLDL
(mmol/L) | (mmol/L) | (mmol/L)
SIM 105,93 9,19 13,53

Tabela 6.6: Resultados da andlise por RMN do plasma simulado.

Os resultados apresentaram discrepancias, isto pode ser comprovado pela
diferencga entre os resultados de RMN (medida direta) e anélise quimica (me-
dida indireta), como para a amostra de HDL.

Uma explicagao seria o fato de que foi usado o pico de ressonancia CHg
do n-propanol como padrao de referéncia. Assim estamos obtendo a con-
centragao dos grupos CHj3 nas lipoproteinas. Outros fatores poderiam estar
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contribuindo para esta discrepancia: Fatores externos (contaminagao por
umidade ambiente ou bactérias, efeitos oxidativos, manuseio da amostra em
ambiente nao controlado, efeito da temperatura) ou que ocorreram durante
a fase de aquisigao dos espectros (saturacao por Ty, calibragao incorreta de
pulsos de RF, instabilidade de rotacdo e temperatura).

Novamente objetivando-se verificar alteracao nas amostras com o passar
do tempo, foram medidos espectros das lipoproteinas, agora em um intervalo
de tempo de quinze dias.

80 80; 80;
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Figura 6.18: Evolucao temporal do terceiro grupo de espectros obtido.

Os espectros mostram uma regiao de deslocamentos quimicos que vai
além da regiao dos grupos metil e metileno. Além do desaparecimento do pico
relacionado ao grupo CH; no espectro de HDL nenhuma alteragao substancial
foi encontrada.

Obtido o ajuste do plasma simulado, um passo seguinte seria fazer o
mesmo para uma amostra de plasma auténtico. No entanto o espectro obtido
da amostra apresentou sinais fantasmas e deformagoes nao esperadas nas
formas de linha, além de apresentar os deslocamentos quimicos em regioes
incorretas nos espectros.
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Figura 6.19: Espectro do plasma contaminado. 1 - Pico surgido devido a
presenca de uma colonia de bactérias.

Analisando a amostra ao microscépio verificou-se a presenca de uma
colonia de bactérias. Um pico nao esperado (2,24ppm) apareceu tanto no
espectro do plasma quanto no espectro do solvente (dgua deuterada) com
TSP, usado para preparar a amostra. Isto sugere, entao, que a contaminagao
partiu da amostra de solvente com TSP.
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Conclusoes e Perspectivas

A Espectroscopia de Ressonancia Magnética permite indentificar os cons-
tituintes quimicos nas placas de aterosclerose de uma forma nao destrutiva,
bem como obter informacgoes sobre a evolugao da doenca dada pela variagao
destes constituintes, uma vez que o estado das placas é dependente de sua
constituicao quimica.

No nosso estudo de placas aterosclerdticas através da Espectroscopia de
RMN encontramos que os picos de ressonancia dos acidos gordurosos poliin-
saturados diminui com a evolucao da doenga, o que sugere perdas de duplas
ligacoes. Encontramos também que os picos de ressonancia do colesterol es-
terificado aumentam com o progresso da aterosclerose, sugerindo um aumento
gradativo na quantidade de colesterol esterificado.

Como perspectiva para o avanco do estudo cidado acima temos a uti-
lizacao de uma técnica de Ressonancia Magnética do estado solido que per-
mite obter o sinal dos carbonos rigidos nas moléculas uma vez que a técnica
usada nao permitiu. Com isto consegue-se distinguir a fase de agregacao
das moléculas (liquida, liquida-cristalina e cristalina). Este é um fato cru-
cial, pois sabemos da literatura[50] que estas fases possuem diferentes pro-
priedades fisicas, como por exemplo taxa de fusao, as quais estao diretamente
relacionadas com as trocas lipidicas que ocorrem entre as placas e o meio ex-
terno, que por sua vez define a estabilidade dos ateromas quanto a ruptura.

No estudo da quantificacao de lipoproteinas por espectroscopia de RMN,
a técnica de RMN usada para quantificar lipoproteinas foi validada dentro
das limitagbes experimentais (através da comprovacao do ajuste da curva do
plasma simulado pelas curvas referentes as lipoproteinas individuais - VLDL,
LDL e HDL).

Na primeira analise feita para a obtencao dos espectros de lipoproteinas,
encontramos que o processo de concentracao das amostras deve ser feito de
tal forma que as mesmas nao aumentem sua viscosidade substancialmente,

111
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pois se isto acontece ha um alargamento nos picos de ressonancia. Para se
obter uma melhor qualidade nos espectros é recomendavel que as medidas
sejam feitas com as amostras girando porque com isso temos uma maior
homogeneidade do campo magnético e conseqiiéntemente melhor resolucao
nos espectros.

Devido a grande porcentagem de agua no plasma humano é necessario
que a amostra de plasma seja concentrada ou ainda que a medida seja obtida
usando uma técnica eficiente de saturacao do sinal da dgua.

As amostras de lipoproteinas precisam ser armazenadas em baixas tem-
peraturas (4°) a fim de evitar a deterioracao das mesmas. Caso isto nao
aconteca ocorrera uma diminuicao da vida util das amostras, acarretando na
obtencao de sinais distorcidos ou até mesmo impossibilitando a obtencao do
sinal das lipoproteinas.

Na segunda andlise confirmamos que na técnica de RMN usada para
quantificar lipoproteinas ¢ de grande eficiéncia a utilizacao de uma seqiiéncia
de pulsos com saturacao do sinal da agua. Mesmo com a concentracao das
amostras o percentual de 4gua nas mesmas é bastante alto e o sinal da agua
sobrepoe o sinal dos lipidios nas lipoproteinas. Quanto menos intenso for o
sinal da dgua mais acentudados serao os sinais relacionados as lipoproteinas.

No processo de ajuste da curva do plasma simulado percebemos que a va-
lidade do método de ressonancia magnética para quantificacao se justifica so-
mente se forem usadas as formas de linha originais das curvas de ressonancia
das lipoproteinas. Isto ocorre porque assim haverd uma maior precisao nos
resultados. Verificou-se também a necessidade de subtragao do pico referente
aos grupos CHy nos espectros das classes de lipoproteinas.

Ao se trabalhar com a forma original das curvas de lipoproteinas é essen-
cial o controle dos parametros experimentais objetivando sempre a melhora
na qualidade dos espectros. A forma de linha dos espectros precisa apresen-
tar uma excelente definicao, conseguida também com uma melhora na razao
sinal-ruido.

A validade do uso dos espectros individuais das classes de lipoproteinas
(VLDL, LDL e HDL) como padrdes para o ajuste da curva do plasma, para
com isso se obter a concentracao de cada classe em uma amostra de plasma,
foi comprovado na terceira etapa.

Os valores de concentragoes de lipidios nas amostras de lipoproteinas da-
dos pela andlise quimica servem como referéncia para comparacao com os
valores de concentracao de lipoproteina obtidos pela técnica de ressonancia,
uma vez que espera-se que estes resultados nao sejam significantemente dis-
tintos.

Nesta terceira analise verificou-se que os espectros das classes de lipo-
proteinas nao apresentaram grandes mudancas em um intervalo de tempo
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consideravel. Isto sugere que as amostras ainda permaneciam em um bom
estado de conservacao.

A ocorréncia de sinais fantasmas, deformacoes na forma de linha e mu-
dancas nos deslocamentos quimicos podem ser indicativos de contaminacao
da amostra, como verificado no espectro de plasma humano obtido nesta
terceira etapa.

Como continuagao para este trabalho temos que pode ser feito a obtencao
das concentracoes de lipoproteinas, considerando que os grupos CHjs nas
lipoproteinas sao proporcionais ao volume da particula. Com isto a partir
das concentracoes encontradas, usando o n-propanol como referéncia, pode
se chegar as concentracoes de lipoproteinas.

Afim de se aumentar a exatidao deste calculo, pode-se ainda estimar a
quantidade de grupos CH3 em cada classe de lipoproteina através da porcent-
agem de lipidios (tabelada) nas mesmas, uma vez que é sabido a contribuigao
de grupos CHj3 de cada grupo lipidico.

Outro passo a ser dado é a aquisicao de um espectro de plasma auténtico
e seu ajuste através das curvas de lipoproteinas individuais. O mesmo pro-
cedimento feito para a curva do plasma simulado pode ser feito para verificar
a validade em uma amostra de plasma auténtico. A partir disso se poderia
obter concentragoes de lipoproteinas em uma amostra de plasma humano.

Ha ainda a possibilidade de extensao nos estudos relacionados a oxidagao
das amostras, através de uma analise mais minuciosa das alteragoes nos es-
pecros e aquisicao de novos.
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