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RessonANCIA MAGNETICA NUCLEAR - FERRAMENTA VERSATIL EM QuimicA
FarmAcEuTICA E IMAGIOLOGIA MEDICA

KonsTaTIN LuzyaNIN E MARTA ABRANTES®

A Ressonéncia Magnética Nuclear é uma técnica analitica versatil que pode ser utilizada
desde a andlise de compostos quimicos simples & elucidagdo estrutural e investigagdo da
dindmica de proteinas e imagiologia de érgdos de seres vivos de um modo néo invasivo e
ndo destrutivo. O presente artigo pretende fornecer aos leitores uma breve introdugédo teé-
rica sobre esta técnica e apresentar algumas aplicacées da mesma nas dreas da Quimica
Farmacéutica e Imagiologia Médica.

como se pode constatar pela lista de  Apesar de existirem nucleos que néo

O quE E A RessonANciA MAGNETICA

NucLEAR?

A Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) é uma técnica analitica que
permite obter informacgé&o estrutural e
dindmica sobre a matéria, e que se
baseia na detecc¢éo das propriedades
magnéticas dos nucleos (Figura 1)
[1-3].

Figura 1 - Espectrometro de RMN (500 MHz) no
Instituto Superior Técnico (IST/UTL) pertencente
a Rede Nacional de Ressonédncia Magnética
Nuclear (PFTNMR). Para mais informacdes sobre
a rede — consultar o site http://cqe.ist.utl.pt/
networks/nmr/index_nmr.php

Foi descoberta em 1945 por Bloch e
Purcell (Prémios Nobel da Fisica em
1952) na sequéncia dos trabalhos de
Isidor I. Rabi (Prémio Nobel da Fisica
em 1944). Ao longo do tempo, muitos
outros investigadores contribuiram de
forma decisiva para o desenvolvimen-
to e para a aplicagdo desta técnica,
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investigadores que foram laureados
com o Prémio Nobel por contribuicbes

exibem qualquer campo magnético
(por exemplo, o 'C), a maior par-

para a RMN (Tabela 1) [4].

te dos nucleos comportam-se como

Tabela 1 - Prémios Nobel relacionados com a Ressonancia Magnética Nuclear

1943 | Otto Stern, EUA Prémio Nobel da Fisica pe!o{s suas co_nfrlﬂbwgoes na
descoberta do momento magnético do protdo.
Prémio Nobel da Fisica "pelo seu método de ressonéncia
1944 | Isidor |. Rabi, EUA para registar as propriedades magnéticas de nucleos
atébmicos.”
. Prémio Nobel da Fisica “pela descoberta de novos métodos
1952 Felix Bloch, EUA ara medicdes magnéticas nucleares precisas e pelas
Edward M. Purcell, EUA para medic 9 foeegres p P
respectivas descobertas associadas.
Prémio Nobel da Quimica “pelas suas contribuicées para
1991 Richard R. Ernst, Suica o desenvolvimento da metodologia da espectroscopia de
RMN de alta resolucéo.”
Prémio Nobel da Quimica "pelos seus desenvolvimentos da
2002 | Kurt Wuthrich, Suica espectroscopia de RMN para a determinagdo tridimensional
da estrutura de macromoléculas biolégicas em solugdo.”
Paul C. Lauterbur, EUA Prémio Nobel da Fisiologia ou Medicina "pelas descobertas
2003 ] . : : : O P
Peter Mansfield, UK relativas a imagiologia de ressonéncia magnética.

A RMN explora as propriedades mag-
néticas dos nucleos dos atomos. Os
nucleos dos atomos podem ser vistos
como pequenos pides com carga que
rodopiam em torno do seu eixo, ge-
rando 0 seu préprio pequeno campo
magnético (Figura 2).
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Figura 2 — Representacdo de um nucleo a
rodopiar como um pido (a esquerda), que se
comporta como um magnete tendo um pélo sul
e um pélo norte (a direita)

pequenos magnetes (por exemplo, o
"H ou o 3C).

Normalmente, estes nucleos estdo
dispostos de forma aleatéria (Figura
3).

No entanto, quando colocados sob a
influéncia de um forte campo magnéti-
co externo, sdo obrigados a alinhar-se
em orientagdes especificas.

Estas orientagdes alinhadas com o

campo magnético caracterizam-se por
terem diferentes niveis energéticos.
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Figura 3 - Os nlcleos estdo normalmente dispostos de forma aleatédria (a esquerda). Quando sujeitos
a um intenso campo magnético (aqui representado pela seta a cheio), sdo obrigados a alinhar-se em
orientacdes especificas que podem ser paralelas ou anti-paralelas ao campo magnético aplicado. Estas
orientagdes sdo determinadas pelo estado energético do ntcleo

Quando expostos a uma radiagdo
electromagnética na frequéncia radio,
0s nucleos recebem energia e séo
obrigados a “saltar” para uma outra
orientacéo (de nivel energético supe-
rior) (Figura 4). Ao retomarem a sua
orientagdo original os nucleos liber-
tam energia, emitindo uma radiagéo
caracteristica. Este fenomeno desig-
na-se por ressonancia magnética nu-
clear e d4 o nome a esta técnica de
caracterizagdo. Diz-se também que a
RMN €& uma técnica espectroscopica,
uma vez que faz uso de radiagao elec-
tromagnética (neste caso na frequén-
cia radio).

Com base neste fenbmeno, numa
experiéncia de RMN sujeita-se uma
amostra a um intenso campo mag-
nético (Figura 5). Seguidamente,
expbe-se a amostra a um varrimen-
to de radiagéo electromagnética na
frequéncia radio. No momento em
que a frequéncia do aparelho corres-
ponde exactamente a frequéncia de
ressonancia caracteristica do nucleo
(que se designa por frequéncia de
Larmor), os nucleos mudam para ou-
tra orientagdo. Desligando a fonte de
radiagéo electromagnética, os nucle-
os retomam a sua orientagao original
emitindo uma radiagdo que origina

um sinal eléctrico. Ap6s tratamento
matematico (transformacgdo de Fou-
rier - FT) é possivel tragar um grafico
da intensidade do sinal em fungdo da
frequéncia aplicada a que chamamos
espectro de RMN.

As frequéncias de ressonancia dos
nucleos dependem, ndo sé da nature-
za do nucleo em estudo, mas também
do ambiente quimico, aparecendo em
sitios diferentes do espectro de RMN.

As frequéncias de ressonancia séo
expressas numa unidade que se de-
signa por desvio quimico (e é expres-
sa em ppm). Este desvio quimico indi-
ca a localizagado de um sinal de RMN
em relagdo a um padréo, que por con-
vengdo tem um desvio quimico igual
a 0 ppm.

Assim sendo, a RMN permite deter-
minar o numero e o tipo de grupos
quimicos num composto, sendo des-
ta forma uma técnica valiosa para a
obtencado de informagéo sobre a es-
trutura de moléculas. Nas figuras 6 e
7 séo apresentados, a titulo de exem-
plo, espectros de RMN de 'H e de *C
do etanol.
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Figura 4 — O fendbmeno da ressonancia magnética nuclear. Quando nucleos expostos a um campo magnético intenso (seta a cheio) sdo também expostos
a radiagdo electromagnética na frequéncia radio (seta ondulada) (a esquerda), os nucleos “saltam” para outra orientagdo (ao centro). Ao retomarem a sua
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Figura 5 — A amostra a analisar € colocada no interior do aparelho dentro de um tubo e diluida com solvente deuterado (a utilizacdo de um solvente
deuterado permite minimizar os sinais que provem deste mesmo solvente). A amostra contém nucleos activos, dispostos de forma aleatéria. Apds aplicacéo
de um campo magnético (estatico), os nicleos alinham-se na direccdo do campo magnético. Um emissor de radiac6es electromagnéticas na frequéncia
radio emite uma sequéncia de ondas com diferentes frequéncias. Quando a frequéncia de ressonancia do nucleo (também designada por frequéncia de
Larmor) é atingida, os ntcleos “saltam” para outra orientagdo. Ao retornarem a sua orientacdo original emitem uma radiacdo que é detectada originando
um sinal eléctrico (designado por sinal FID). O tratamento matematico deste sinal, aplicando a transformada de Fourier (FT), origina um espectro de sinal em
funcdo da frequéncia aplicada com os sinais correspondentes aos nlcleos em estudo, que se designa por espectro de RMN
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Figura 6 - Espectro de RMN de *H de etanol (CH,CH,OH) (diluido em cloroférmio deuterado) que permite detectar os nicleos de *H. Séo visiveis trés sinais.
Dois destes sinais (um quadrupleto a cerca de 3.7 ppm e um tripleto a 1.3 ppm) correspondem a grupos protdes que tém um mesmo ambiente quimico
(protdes dos grupos CH, e CH,) O sinal a 1.6 ppm corresponde aos protdes da 4gua presente no cloroférmio deuterado. O protao do grupo OH do etanol
n&o é visivel porque esta sujeito a uma troca com os protdes da agua. O sinal relativo ao solvente deuterado aparece fora da escala apresentada
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Figura 7 - Espectro de RMN de **C de etanol (CH,CH,OH) (diluido em cloroférmio deuterado) que permite detectar os nucleos de **C. Séo visiveis trés
conjuntos de sinais. Dois destes (a cerca de 18.5 e 58.6 ppm) correspondem aos dois carbonos presentes no etanol. O conjunto de sinais a 77 ppm provém

PaRA quE s usa A RMN?

A espectroscopia de RMN é hoje usa-
da de forma generalizada por todos
0s que se dedicam a estudar directa
ou indirectamente compostos ou fe-
nomenos quimicos. A espectroscopia
de RMN é uma técnica analitica sofis-
ticada e poderosa que tem aplicagbes
em diferentes areas. A diversidade
de aplicagdes so6 foi possivel devido
ao continuo desenvolvimento de di-
ferentes técnicas que se baseiam no
fendbmeno de RMN. Este desenvol-
vimento permitiu que ao longo dos
tempos cada técnica fosse optimizada
de acordo com as necessidades da
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do solvente deuterado

respectiva aplicacdo. A RMN pode ser
utilizada tanto para a analise qualita-
tiva como quantitativa e as suas apli-
cagbes vao desde a analise de com-
postos quimicos simples a seres vivos
intactos, de um modo n&o invasivo e
nao destrutivo.

Os campos mais comuns de aplica-

¢éo da RMN incluem:

1) Analise estrutural aplicada a quimi-
ca e a biologia;

2) Imagiologia médica: tomografia de
ressonancia magnética nuclear ou
imagiologia de ressonancia magné-
tica nuclear (maior area de aplica-
¢éo);

3) Prospecgdo geofisica (por exem-
plo, de petréleo): geotomografia de
ressonancia magnética nuclear.

O presente artigo vai focar-se sobre
as duas primeiras aplicagdes.

ANALISE ESTRUTURAL APLICADA A QUI-
MICA E A BIOLOGIA

A utilizacdo da espectroscopia de
RMN esta muito associada a determi-
nacao da estrutura molecular em so-
lugdo mas os estudos efectuados em
estado sélido sdo também frequentes.
A RMN pode ser aplicada nao s6 na
elucidagéo estrutural de pequenas e
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médias moléculas, como também no
estudo de macromoléculas, como pro-
teinas ou acidos nucleicos. Para além
de ser muito util na elucidagdo da
estrutura molecular, a RMN pode ser
também usada para estudar proces-
sos dinamicos de moléculas e para
estudar interacgdes/reacgbes entre
moléculas.

As experiéncias mais comuns de es-
pectroscopia de RMN baseiam-se na
observacgéo directa de nucleos de 'H
em solugdo. As caracteristicas favora-
veis deste nucleo (elevada abundan-
cia natural, elevada razédo giromag-
nética) possibilitam medigées de alta
sensibilidade e baixo tempo de aquisi-
¢éo para este nucleo e sao responsa-
veis pelo vasto numero de aplicagbes
desta técnica que vai desde compos-
tos muito simples com baixo peso mo-
lecular até proteinas.

Por exemplo, no espectro de 'H do
etanol (Figura 6) sdo obtidos trés
sinais com 3 desvios quimicos dife-
rentes: um para o grupo CH,, o outro
para o grupo CH, e um ultimo para o
grupo OH. Um grupo CH, tem tipica-
mente um desvio quimico por volta
de 1 ppm, um grupo CH, ligado a um
grupo OH tem um desvio quimico por
volta de 4 ppm e um grupo OH tem
um desvio quimico entre os 2 e 0os 3
ppm dependendo do solvente utiliza-
do na experiéncia. O formato do sinal
e a sua area dao mais informacéo
sobre a estrutura quimica. A area do
sinal esta relacionada com o numero
de protdes relativos a um sinal. No
exemplo em questéo, o sinal do grupo
CH, tem uma érea de integracéo que
equivale a 2/3 do tamanho do sinal do
grupo CH,. O formato dos sinais (sin-
guletos, dupletos, tripletos, etc.) esta
essencialmente relacionado com a vi-
zinhanga de nucleos do mesmo tipo.

O mesmo tipo de raciocinio pode ser
aplicado para os outros tipos de nucle-
os que sdo frequentemente estudados
por RMN, tais como, por exemplo, *C,
BN, *'P, '°F, '*5Pt. No entanto, é impor-
tante mencionar que a relagéo entre
a area de um sinal e o numero de nu-
cleos a que corresponde so é possivel
para espectros de RMN de H.

Uma aplicagcéo interessante da es-
pectroscopia de RMN consiste em
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estabelecer a pureza isomérica de es-
pécies farmacologicamente activas.
Por exemplo, a cisplatina, farmaco
antitumoral (Figura 8A), € um comple-
xo metalico que contém platina como
centro metalico. Um dos principais
problemas associados a aplicagédo
biol6gica destes complexos metalicos
esta associado ao facto de estes com-
plexos poderem existir sob forma de
varios isémeros, por exemplo, cis- e
transplatina (Figura 8A e B, respecti-
vamente).

Apresenca do isémero trans (transpla-
tina) elou de outros complexos de Pt
origina picos com diferentes desvios
quimicos, podendo desta forma ser
claramente distinguidos da cisplatina.
As técnicas de RMN que menciona-
mos até agora sao técnicas unidimen-
sionais (1D). Estas técnicas revelam
informagao sobre o tipo e proporgdo
de nucleos sob observag¢édo, mas nem
sempre ddo informac&o sobre a forma
como 0s nucleos estdo ligados uns
aos outros, ou seja nem sempre pro-
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Figura 8 - Complexos de platina caracterizados por RMN de %Pt

Para aplicagbes farmacoldgicas os
compostos devem ser utilizados em
formas isomericamente puras ja que
diferentes isbmeros podem ter efeitos
terapéuticos/téxicos muito diversos.
Por essa razao, existe a necessidade
de utilizar métodos simples e fidedig-
nos para confirmar a pureza destes
compostos. No caso das espécies ba-
seadas em platina pode ser utilizada
a espectroscopia de RMN de '*5Pt. O
desvio quimico da '*°Pt é sensivel a
natureza dos atomos doadores liga-
dos a platina e ao isomerismo geo-
métrico. Os desvios quimico da RMN
de "®*Pt surgem numa larga escala de
12000 ppm (Tabela 2), o que permite
uma distingdo clara entre sinais sem
sobreposi¢cdo dos mesmos.

videnciam informagéo suficiente so-
bre as liga¢des intramoleculares. Esta
informagao pode ser obtida usando a
técnicas de espectroscopia de RMN
multidimensional, tais como, 'H,'H-
COSY, 'H,"C-HMBC, 'H,"SN-HSQC.
Na Figura 9 exemplifica-se uma des-
tas técnicas aplicada a identificagéo
da molécula ciclosporina (representa-
da na Figura 10).

A espectroscopia de RMN tem vindo
a enfatizar a aplicacdo em sistemas
biomoleculares e tem um papel muito
importante na biologia estrutural. Com
os desenvolvimentos, tanto na meto-
dologia, como na instrumentacgéo nas
ultimas duas décadas, a RMN tornou-
se numa das mais poderosas técni-

Tabela 2 — Desvio quimico de '**Pt RMN dos compostos seleccionados

Composto Desvio quimico, ppm | Referéncia
Na,PiCl, 0 5]
cis-P1CL,(NH,), (cisplatina) (A) 2149 14]
trans-[PtCL,(NH,),] (fransplatina) (B) -2145 [6]
trans-[PICI, {NH=C(OH)Et},] (C) 36 71
[PICI,{HOHNCMe,CMe,NHOH}] (D) 2492 8]

O espectro de RMN de %Pt da cis-
platina isomericamente pura origina
um sinal a -2149 ppm relativamente a
Na,PtCl, (que é usado como padréo).

cas espectroscépicas para a analise
de biomacromoléculas, permitindo a
caracterizagdo de biomacromolécu-
las e seus complexos até 100 kDa.
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Em conjunto com a cristalografia de
raios X, a espectroscopia de RMN é
uma das duas tecnologias de ponta
para a determinacdo da estrutura de
biomacromoléculas a nivel atémico.
No entanto, a espectroscopia de RMN
€ 0 Unico método com resolugao ato-
mica para a elucidagéo estrutural de
biomoléculas em solugdo aquosa em
condigbes proximas das condigbes
fisiologicas. Adicionalmente, a RMN
providencia perfis de dindmica e in-
teracgdes moleculares que contém
informagao preciosa sobre o funcio-
namento de biomacromoléculas, in-
formacéo determinante no desenvol-
vimento de novos farmacos.

IMAGIOLOGIA MEDICA: IMAGIOLOGIA DE
RESSONANCIA MAGNETICA (IMR)
NUCLEAR

A imagiologia de ressonancia mag-
nética (IRM) é uma potente técnica
de imagiologia médica que se baseia
essencialmente na espectroscopia de
RMN de 'H.

Como descrevemos anteriormente, a
RMN de 'H detecta a presenga de nu-
cleos de protdes.

Assim sendo, o que a IRM permite é a
visualizacdo da concentragdo de pro-
tdes distribuidos nos tecidos.

20030516 _Eyelossporina (5 1 €:\Bruksr\TEP2PIN  gueat

Muitos dos protdes visualizados sao
os protdes da agua, por isso, a IRM
é particularmente adequada para a
imagiologia de tecidos moles, tais
como o cérebro ou a medula 6ssea
(Figura 11).

Os 0ssos, ndo possuindo tanta agua
e, por isso, protdes, emitem um sinal
muito mais fraco aparecendo muito
mais escuros.

Apesar da resolugéo espacial da IRM
néo ser tdo boa como a do raio-X con-
vencional, a sua resolugdo de con-
traste é bastante melhor.

L)

Figura 9 — Espectro de RMN de *H,**C-HMBC da ciclosporina. As linhas de interseccdo (que aparecem como pequenos circulos) correspondem
a carbonos e protdes que estdo a duas ou trés ligagdes uns dos outros mas ndo directamente ligados entre si

Figura 10 — Estrutura de ciclosporina
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Figura 11 — Exemplo de uma IRM da cabega.
Imagem preparada pelos autores a partir de
imagem animada de Dwayne Reed (licenca
Creative Commons Attribution-Share Alike 3.0
Unported)
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Figura 12 — Em relacdo a uma experiéncia de RMN de 'H convencional a IRM permite obter informagéo sobre a localizacdo
espacial de protdes em tecidos. A aplicagdo de um campo magnético em gradiente origina um sinal que contém informagao
ndo soé sobre a existéncia de protdes mas também sobre a sua localizagéo

A figura 12 ajuda a visualizar o feno6-
meno por detras da IRM [9]. Na RMN
de 'H sujeita-se uma amostra (e desta
forma os seus protdes) a um intenso
campo magnético homogéneo e, de
seguida, a uma radiagdo com frequén-
cia radio (tal como descrevemos ante-
riormente). Como aplicamos um cam-
po magnético igual a toda a amostra
(estatico) e a frequéncia do sinal dos
protdes depende deste campo magné-
tico, todos os protdes com as mesmas
caracteristicas (ou ambiente quimico)
originam espectros com um sé sinal.

Este sinal revela a presenca de pro-
tdes mas ndo da informagdo sobre
a sua localizagdo. Na IRM aplica-se
a um tecido um campo magnético
com um gradiente calibrado. Com o
aumento do campo magnético (da
esquerda para a direita) a frequéncia
emitida pelos nucleos (ap6s exposicédo
a radio frequéncia) aumenta também
da esquerda para a direita na amos-
tra. Ou seja, para duas zonas com o
mesmo tipo de protbes sdo emitidos
dois sinais a diferentes frequéncias.

Este é o principio para a localizagédo
dos protdes. Na figura 12 so esta es-
quematizada a localizagdo ao longo
de um eixo horizontal. No entanto,
se for utilizado um campo magnético
rotativo, recolhe-se informagao sobre
0s varios eixos, que se for combinada
com o auxilio de informatica, produz
um mapa tridimensional da densidade
de protdes (que pode ser visualizada
em cortes).

Uma vez que, como mencionamos
antes, a densidade de protdes varia
com o tipo de tecido (por causa dos
diferentes conteudos de agua dos
mesmos), diferentes sinais sdo tam-
bém obtidos para diferentes tipos de
tecidos.
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Para explicar a técnica de IRM a um
publico mais jovem recomendamos
vivamente o jogo didactico sobre este
tema que esta alojado no site do Pré-
mio Nobel em (http:/nobelprize.org/
educational_games/medicine/mri/).
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