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Resumo

O efeito Overhauser foi usado para obter imagens por ressonancia magnética nu-
clear em um campo de apenas 16 mT. Mesmo em campos tao fracos, essa técnica
pode revelar, em alguns sistemas, aspectos relacionados ao transporte ionico e
a cinética quimica aparentemente nao observados em imagens convencionais u-
sando campos intensos. Usamos imagens Overhauser para monitorar a evolugao
espacial e temporal da gelificagao do alginato de s6dio na presenca de ions de
calcio. A sensibilidade do efeito Overhauser a pequenas mudang¢as na composicao
do gel oferecem um teste marcante para teorias relacionadas aos mecanismos de
transporte e cinética-quimica existentes no processo.

O efeito de interacoes elétricas sobre o transporte de fons, na presenca de
cadeias poliméricas de baixa difusdo, é investigado em um regime de nao equi-
librio produzido por uma membrana semipermeével juntamente com uma reacao
quimica. Através da solucao numérica das equacoes de Nernst-Planck-Poisson,
prevemos o tamanho do efeito elétrico na migracao dos fons envolvidos, as condi¢oes
para aumento positivo ou negativo da migracao, e sua dependéncia sobre todos
os parametros relevantes. As limitacoes sobre a descricao em termos de um coe-
ficiente de difusao efetivo também sao estabelecidas.

Usando a seqiiéncia CRAZED [Correlation spectroscopy revamped by asym-
metric z-gradient echo detection| produzimos espectros bidimensionais de ressonan-
cia magnética nuclear em proétons de algumas misturas binarias. Os espectros
foram empregados no teste de varias suposicoes adotadas usualmente para des-
crever o papel da difusao em sinais de coeréncia de duplo quanta intermolecular.

Quando sao consideradas duas espécies moleculares com coeficientes de difusao



distintos, as amplitudes relativas dos picos, e suas larguras, revelam discrepancias
em aproximacoes tedricas convencionais.

Sinais provenientes de coeréncias de duplo quanta intermolecular (iDQC) em
liquidos estao associados a campos magnéticos elevados. Nos demonstramos que,
em um campo de apenas 16 mT, imagens iDQC sao possiveis gracas ao ganho de
magnetizacao obtido através do efeito Overhauser. Imagens iDQC do hidrogénio
em uma amostra contendo uma solucao aquosa do radical livre trityl, com cod-
ificacao de fase durante o periodo de evolugao da coeréncia dupla ou durante o

periodo de aquisicao, foram usadas para demonstrar o efeito.



Abstract

The electronic Overhauser effect was employed to enhance nuclear magnetic re-
sonance images obtained in a magnetic field of only 16 mT. Despite the weak
magnetic field, the technique can reveal, in some systems, various aspects of ionic
transport and kinetics apparently not observed in conventional high-field magnetic
resonance imaging. We employed Overhauser imaging to monitor the spatial
and temporal evolution of the gelation of sodium alginate by calcium ions. The
sensitivity of the Overhauser effect to small changes in gel composition permits a
stringent test of the underlying mechanisms of transport and chemical kinetics.

The effect of Coulomb forces upon transport enhancement of mobile ions,
in the presence of slowly migrating charged polymeric chains, is investigated in
a nonequilibrium regime brought about by a semipermeable membrane and a
chemical reaction. By means of a numerical solution of the Nernst-Planck-Poisson
equations, we predict the size of the effect, the conditions for positive or negative
enhancement, and the dependence upon all relevant parameters. The limitations
of the description of migration enhancement by an effective diffusion coefficient
are also established.

Proton NMR two-dimensional 2-D spectra of binary mixtures, obtained with
the CRAZED |[Correlation spectroscopy revamped by asymmetric z-gradient echo
detection| pulse sequence, were employed to test various assumptions usually
adopted to describe the role of diffusion in intermolecular double quantum co-
herences. When two molecular species, with significantly different diffusivities,
are considered, the relative amplitudes of the peaks, and their widths, furnish a

stringent test that unveils some inadequacies in standard approximations.
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Intermolecular double-quantum coherence [iDQC] signals in liquids are usu-
ally associated with high magnetic fields. We demonstrate that, in a magnetic
field of only 16 mT, iDQC imaging of water is feasible thanks to the nuclear
magnetization enhancement produced by the Overhauser effect. iDQC images
of a phantom containing an aqueous solution of a trityl free radical, with phase
encoding in the DQC evolution period or the acquisition period, are presented.

Possible applications of low field iDQC images are proposed.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Um pouco de Historia.

Inicialmente usada para medir com precisao momentos magnéticos nucleares,
a Ressonancia Magnética Nuclear [RMN] desenvolveu-se encontrando aplica¢oes
importantes nos mais diversos campos de investigacao cientifica. RMN pode ser
aplicada em solidos, liquidos, e meios gasosos, em materiais e em seres vivos, na
investigacao de propriedades tanto micro quanto macroscopicas. Diversas areas
em Biologia, Fisica, Quimica, e Medicina tém tido avancos importantes a partir
da RMN. Uma medida clara de sua importancia é que sua descoberta e aplicagcoes
mereceram o reconhecimento Nobel em quatro ocasides: Fisica[1952], Quimica
[1991] e [2002] e, recentemente, Medicina [2003]. Além de ser uma das técnicas
de espectroscopia mais usadas nos bons laboratoérios de quimica pelo mundo, sua
aplicacao em medicina, onde certamente ¢ mais conhecida pelo ptblico nao espe-
cializado, além de produzir imagens nao invasivas do interior do corpo humano,

inclusive do cérebro, é fundamental no diagnéstico de diversas patologias.

O primeiro espectro do que veio a ser chamado de ressonancia magnética nu-
clear foi obtido em feixes moleculares por Rabi et al.[I) em 1938. Em seguida,
dois grupos, um em Harvard(2) e outro em Stanford(3), foram responsaveis pela
descoberta do efeito em estado sélido. Devido ao uso de formas de deteccao dis-
tintas, nao foi 6bvio desde o inicio que as medidas feitas pelos dois grupos estavam

relacionadas ao mesmo fenémeno{d). O grupo de Harvard, chefiado por Edward
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Purcell, assim como o grupo de Rabi, dava énfase as transicoes entre estados quan-
ticos nucleares e a respectiva absorcao de energia em forma de radiofreqiiéncias
[RF]|. Essa absorcao era detectada pela variagdo da impedéancia em uma cavi-
dade ressonadora contendo parafina. Durante a II Guerra, Purcell se dedicou a
estudar o efeito da absorcao de microondas pela matéria em um sistema de dois
niveis. Certamente essa visao teve influéncia em seu tratamento, via absorgao
ressonante, do novo fendmeno batizado com o nome de ressonancia magnética
nuclear. O grupo de Stanford, dirigido por Felix Bloch, adotou uma descri¢ao em
termos cléssicos. Bloch mediu o efeito da precessao da magnetizacao nuclear da
adgua por meio da forca eletromotriz induzida em uma bobina proxima. A esse
efeito deram o nome de indu¢ao magnética nuclear. Apesar do nome ressonan-
cia nuclear ter permanecido, o efeito de indugao foi adotado como padrao para
deteccao do sinal.

Ambas as técnicas consistiam em, na presenca de um campo magnético By, se
aplicar um campo oscilante By (t) perpendicular a By capaz de produzir transigoes
entre os estados energéticos dos spins envolvidos. Variacoes na freqiiéncia de
oscilagdo do campo Bi(t) ou na intensidade do campo externo By foram usadas
nos experimentos para produzir as curvas de ressonancia. Estes experimentos

eram chamados de experimentos de onda continua [CW, continuous wave|.

1.2 Relaxacao e equacoes de Bloch.

Sistemas atdmicos possuindo momento de spin tendem a se orientar na di-
recao de um campo magnético aplicado externamente. Esse efeito de orientacao
ao longo de um campo By ¢ chamado de paramagnetismo e se estabelece quase
que instantaneamente no caso de elétrons. Contudo nao ha garantias que o efeito
ocorra com a mesma rapidez no caso nuclear. O tempo de espera até o equi-
librio, ou tempo de relaxagao, pode variar ordens de grandeza dependendo do
sistema nuclear observado. Esse reequilibrio esta associado as interacoes entre
spins e ao efeito de agitacdo térmica do sistema. Bloch[5) estabeleceu equagoes
para descricao do processo de reequilibrio da magnetizacao macroscopica, em um

experimento de RMN, onde o sistema ¢é retirado da direcao do equilibrio pela
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acao da radiacao de RF aplicada perpendicular ao campo polarizante. De forma
fenomenologica as interacoes internucleares, ou com a rede via agitacao térmica
foram incluidas sob a forma de decaimentos exponenciais com tempos caracteris-
ticos T3 e 11, respectivamente. Supondo o campo polarizante na dire¢ao z temos

para a magnetizacao no plano zy, transversal ao campo externo B2

dM, M,

— 7 (MxBy), — =
(1.1)

dM, M

— 7 (MxBy), — v

g~ (MxBo), = 7n

onde T, é o tempo de relaxacao transversal devido as interacoes internucleares ou
spin-spin onde nao hé variacao de energia total do sistema. A dire¢ao longitudinal,
paralela ao campo By, é aquela onde o equilibrio exije a variacao da energia total
do sistema de spins. Geralmente essa variacao ¢ obtida via troca térmica com a

rede.

dM, M, — M
— 7 (MxB,), — —=—2

(1.2)

com 77 definindo o tempo de relaxacao para interagoes spin-rede.

Bloembergen juntamente com Purcell e Pound(6) desenvolveram uma teoria
bésica para explicar os processos de relaxacao de spins nucleares na presenca de
campos magnéticos intensos procurando obter significado microscépico para os

tempos de relaxacao 17 e Ts.

1.3 RMN pulsada.

Bloch sugeriu que a aplicacao de pulsos de RF seria capaz de produzir efeitos
inesperados no sinal de RMN. Apo6s um tnico pulso de RF, Torrey(() observou

um sinal que foi chamado de decaimento por inducao livre FID, free induction
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decay|. A vantagem do método era que a detecgdo era feita na auséncia do campo
oscilante By (t). Logo depois Hahn(8) descobriu que usando uma seqiiéncia de dois
pulsos era possivel recuperar o sinal de FID produzindo uma espécie de eco. A
técnica de RMN pulsada permitiu uma forma simples e precisa de obter os tempos
de relaxagao 17 e Ty dos spins(9).

Um dos problemas enfrentados pelos espectroscopistas era a demora na aqui-
sicao dos espectros devido ao grande niimero de aquisicoes necessario para boa
relacao sinal-ruido. A correlacao entre o sinal de FID e o espectro no espaco de
freqiiéncias através da transformada de Fourier(10; 11)) foi, assim como a técnica
de trasformada rapida de Fourier [FFT, fast Fourier transform|, de fundamental

importancia para a rapidez de aquisicao do sinal de RMN.

1.4 Quimica analitica e a espectroscopia bidimen-
sional.

Toda teoria de RMN tinha como base a relacao de Larmorw = vBj onde, para
um dado nicleo, a freqiiéncia de ressonancia é funcao somente do campo externo
By. Redfield(12) percebeu que a freqiiéncia de ressonancia de alguns metais era
diferente daquela medida para sais do mesmo composto. Tentando medir o mo-
mento magnético do N, Proctor et al.(13) mediram o sinal de RMN do nitrato
de amoénia NH4;NO3. Em vez de uma tnica linha, foram observadas duas linha
espectrais correspondendo as duas vizinhancas possiveis para 04N no composto.
Controlando melhor a homogeneidade do campo By, Packard conseguiu medir
sinais do Hidrogénio em diferentes sitios de uma mesma molécula. O fato da fre-
qiiéncia de ressonancia de um dado niicleo depender da forma quimica na qual ele
se encontra produziu uma revolu¢ao no estudo de quimica analitica{l4). O efeito
ocorre gracas aos elétrons que, de certa forma, interagem com o nicleo deslocando
sua freqiiéncia de ressonancia. Assim, uma molécula com nicleo em ambientes
quimicos distintos produz diferentes respostas no espectro de ressonancia. A esse
efeito damos o nome de deslocamento quimico. A medida que o tipo de moléculas
estudadas foi ficando mais complexo, o niimero de picos no espectro aumentou

vertiginosamente fazendo a interpretacdo dos dados ficar muito complicada. A
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descoberta de outras dimensoes espectroscopicas além de facilitar a interpretacao
dos espectros de macromoléculas complexas como proteinas produziu uma nova

area no ramo da espectroscopia por RMN.

1.5 Biologia e imagens médicas.

As primeiras experiéncias com RMN em seres vivos foram feitas por seus
proprios descobridores(15). Bloch teria obtido um forte sinal do Hidrogénio ao
colocar o proprio dedo dentro da bobina de recepg¢ao. Purcell e Ramsey teriam
feito experimentos semelhantes. Estudos de RMN em tecidos vivos [e.g. células
sangiiineas, fuidos dos olhos, saliva, e muisculos| demonstraram que os tempos de
relaxagao das moléculas de dgua nos diversos sistemas eram bem distintos . Além
disso observou-se que tecidos cancerigenos em ratos podiam ser identificados.

A possibilidade de se fazer uma imagem desses tecidos usando RMN nao tinha
sentido por apoiar-se na idéia de associar a resolucao da imagem ao comprimento
de onda da radiacao, o que para radiofreqiiéncias inviabilizava a técnica.

Em 1973 Lauterbur(16) publicou a primeira imagem em duas dimensoes de
um sistema estruturado: dois tubos com agua. O principio era, a partir da relacao
de Larmor, usar gradientes de campo magnético para codificar a posicao dos spins
em uma dada regiao. Nessa situagao o espectro de RMN na presenca do gradiente
seria a projegao em uma dimensao da densidade de spins nucleares. Aplicando o
gradiente em varias direcoes Lauterbur mostrou ser possivel reconstruir a imagem
usando um algoritmo semelhante ao usado em tomografia por raios-X. O uso de
magnetos supercondutores, e o aumento na velocidade de aquisicao através de
seqiiéncias engenhosas(17), foram responsaveis pelo extraordinario progresso da

nova area de Imagens por Ressonancia Magnética Nuclear [RMN].

1.6 Alternativas para o ganho de sinal: polariza-
c¢ao dinamica.

As aplicacoes de RMN na maioria das vezes fica limitada pela baixa sensi-

bilidade, intrinseca a técnica, comparada com outros métodos analiticos. Funda-
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mentalmente a baixa sensibilidade esta associada a energia nuclear Zeeman que
¢ muito pequena comparada com a energia térmica k7 em temperatura ambi-
ente. Em um campo magnético de 1.5 T, em temperatura ambiente, os spins
de hidrogénio polarizam em 5 ppm [partes por milhao|. Um aumento de 200000
é teoreticamente possivel. Outros nticleos que possuem menor abundancia ou
menor fator giromagnético tém esse cenério agravado. A intensidade da magneti-
zacao Nuclear, e a forma como ela é detectada, faz com que o sinal de RMN seja
proporcional ao campo magnético By aplicado(18). Assim o desenvolvimento da
RMN esteve sempre associado com os avancos na fabricacao de magnetos cada vez
mais possantes. Os magnetos permanentes tem uma limitacao na intensidade do
campo. Os resistivos, apesar de atingir os maiores campos(19), ndo possuem es-
tabilidade adequada. A evolucao dos magnetos aconteceu quando estes passaram
a ser construidos com material supercondutor.

O aumento do campo magnético para valores que hoje ultrapassam os 20 T
mantendo uma boa estabilidade e homogeneidade, associada & técnica de excitacao
com RF pulsado, produziu efeitos que até entao nao se havia dado relevancia
nas teorias para RMN. Os campos dipolares gerados pela propria amostra, por
exemplo, que para o caso de liquidos eram levados em conta somente no processo
de relaxacao(6)), passaram a influenciar o sinal detectado(20)).

Técnicas alternativas ao aumento do campo estatico By sao usadas hoje para
aprimorar o sinal em RMN tanto em espectroscopia de alta resolucao como em
imagens. Algumas dessas técnicas sao: transferéncia de polarizacaol)), polari-
zagao nuclear dinamica(22; 23), gases hiperpolarizados(24; 25), SQUIDS(26), e

deteccao remota(27).

1.7 Cronologia.

1.7.1 Nossa histoéria.

No inicio da década de 80, um trabalho chamou a atencao da comunidade
cientifica por indicar uma melhoria no contraste de tecidos biolégicos para imagens

feitas em campos magnéticos menores que 1 T28). Esse trabalho foi seminal



1.7 Cronologia.

27

em nosso grupo para idéia de construir um equipamento para imagens médicas
que operasse numa regiao de baixa intensidade de campoR29). Porém, apesar
da melhoria no contraste, ainda permanecia o problema da baixa intensidade do
sinal obtido em campos dessa magnitude. Uma maneira alternativa de aumentar
o ganho de sinal, sem ter que investir no aumento do campo externo, ¢ através de

técnicas de ressonancia dupla(30; 31).

E sabido, inclusive por resultados obtidos neste laboratério32), que ao diluir
em agua um radical livre contendo elétrons desemparelhados, imagens de'H em
campos de apenas 16 mT podem ser obtidas com boa relacao sinal-ruido através
do ganho de polarizacao nuclear dinamica produzido pela saturacao de transicoes

eletronicas.

Um fenémeno conhecido como efeito Overhauser prevé que, em alguns casos,
pode-se obter um aumento na polarizacao dos protons nucleares através da satura-
¢ao de transicoes de elétrons que interagem com o mesmo. Essa interacao mediada
pelo movimento molecular permite uma forma de contraste para as imagens que

¢ bastante sensivel a mudancas na mobilidade dos spins envolvidos.

IRMN, apesar de ter seu ponto de aplicacao principal na area médica, é u-
sada com sucesso no estudo da chamada “matéria mole” [soft matter|. Devido a
auséncia de ordem de longo alcance e a importancia de propriedades dinamicas
desses sistemas, a sensibilidade do contraste IRMN para algumas propriedades

dinamicas como fluxo e difusao faz da técnica uma ferramenta imprescindivel.

A proposta inicial deste trabalho era descobrir, ou apenas confirmar, vantagens
no uso de imagens com contraste ponderado por efeito Overhauser em campos
fracos comparado com imagens obtidas por contraste via relaxacao do tipoT5
|spin-spin| em campos intensos para o estudo de sistemas aquosos com mobilidade
variavel. Em suma queriamos testar a sensibilidade das imagens com contraste

Overhauser quando comparadas aquelas com contraste convencional em75.

Para isso procuramos um material que fosse conhecido na literatura, facil de
manipular e que, de preferéncia, possuisse alguma aplicacao importante. Acei-
tando a sugestao do professor Luis Bezerra do Laboratorio de imunopatologia

Keizo Asami [LIKA], a substéncia alginato de calcio foi escolhida como candi-
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data para os estudos. A partir do alginato de sbédio, encontrado em algumas
algas marinhas e bactérias, é possivel, na presenca de ions de célcio, obter o gel
de alginato de calcio. Na presenca de determinados cétions ionicos bivalentes
o alginato reage aumentando sua viscosidade muitas ordens de grandeza. Fssas
propriedades conferem aos mesmos aplicacoes interessantes em biologia como por
exemplo: aprisionamento de células para estudo em laboratorioB3; 34) e liberagao
controlada de farmacos(35). Na industria sao usados para texturizar adequada-
mente certos alimentos como sorvetes e gelatinasi36) além de servirem de matéria

prima na fabricacao de lentes de contato.

Os resultados das imagens Overhauser realizadas nesse sistema revelaram um
processo de aumento da difusao, devido a presenca de macromoléculas, até entao
nao observado por técnicas convencionais de imagens por RMN convencionais.
Esse efeito possui aparentemente uma origem analoga a um dos processos de

captacao de nutrientes pelas raizes das plantas37).

Um modelo teorico, levando em conta, além do efeito da reacao quimica, o
efeito elétrico produzido pelas cargas dos fons envolvidos, foi proposto com o
intuito de explicar o efeito de aumento na difusao dos ions de céalcio envolvidos

na formacao do gel.

Em um segundo momento, uma colaboracao com o dr. Paulo Loureiro, ex-
aluno de doutorado deste grupo e na época realizando um projeto de poés-doutorado
na Franca, trouxe ao nosso conhecimento o crescente interesse da comunidade cien-
tifica a respeito dos efeitos do campo magnético dipolar criado por coeréncias de
multiplos quanta intermoleculares. O interesse vinha do fato do efeito ser capaz
de produzir uma nova forma de contraste em IRMN. Apesar do efeito s ter sido
observado para campos intensos com um minimo de 1.5 T, decidimos utilizar o
ganho de magnetizacao da técnica de polarizacao dupla por efeito Overhauser

para tentar observar o efeito e, se possivel, produzir uma imagem.

Em colaboracao com Fernando Hallwass, estudante de doutorado do departa-
mento de quimica, resolvemos testar a sensibilidade do campo dipolar distante em
experimentos usando RMN bidimensional para detectar a formacao de agregados

ionicos em um sistema contendo Eteres de Coroa. Para isso tivemos que usar
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algumas hipoéteses disponiveis na literatura que davam conta do efeito da difusao

na atenuacao do campo dipolar.

1.7.2 Organizacao da Tese.

A seguir apresentamos uma seqiiéncia alternativa a apresentacao historica
acima de modo a deixar cada capitulo do trabalho numa estrutura mais con-
cisa e auto-consistente. E também um objetivo construir um material que sirva
de referéncia, tanto cientifica quanto didética, para futuros membros deste grupo.

Todos os capitulos possuem introducoes breves sobre o que serd discutido e
secOes com aspectos historicos. Alguns apéndices foram preparados de modo a
garantir detalhes sobre alguns dos passos mateméticos usados ao longo do texto.

O trabalho segue entao o seguinte roteiro:

No capitulo 2 introduzimos o efeito de polarizacao dinamica por efeito Over-
hauser e sua aplicacao em IRMN. Estudamos o processo de gelificacao de um
sistema polimérico em contato com um sal idnico. Comparamos imagens feitas
com e sem o efeito Overhauser para demonstrar a sensibilidade do contraste obtido
sob pequenas variagoes na mobilidade das moléculas de agua.

No capitulo 3l um modelo tedrico construido a partir da solucao numérica de
um conjunto de equacoes diferenciais nao-lineares é usado para explicar os perfis
da imagens obtidas.

No capitulo 4/ comecamos a discussao do efeito do campo dipolar distante na
geracao de coeréncias de multiplos quanta intermoleculares no sinal de RMN em
liquidos. Daremos énfase ao papel da difusao em espectros de RMN bidimensional
de misturas binarias.

Por fim no capitulo /5 mostramos, através do ganho de sinal via polarizacao
dinamica por efeito Overhauser, imagens em campos baixos obtidas a partir de
coeréncias de duplo quanta intermoleculares.

No apéndice Al discutimos a interacao elétrica no processo de transporte de
fons carregados. Em seguida detalhamos o método numeérico usado na solucao
das equacgoes apresentadas no capitulo3.

No apéndice B apresentamos o célculo do campo dipolar distante por meio da



30

Introducao

técnica de transformada de Fourier.

No apéndice [C apresentamos o tratamento do papel da difusao na atenuacao
do campo dipolar distante obtendo a expressao de Kimmich tratada no capitulco4.
No apéndice D detalhamos o tratamento quantico dos processos de coeréncia

de multiplos quanta intermoleculares em comparacao ao tratamento classico do
capitulo 4.



Capitulo 2

Imagens da formacao do alginato de
calcio usando o contraste por efeito
Overhauser

2.1 Introducao.

O uso da RMN com o objetivo de obter imagens do interior do corpo humano
assim como em alguns sistemas de interesse tecnologico [e.g. polimeros, géis e
meios porosos| ¢ uma pratica comum nos dias de hoje(38; [39).

Duas relacoes basicas sao determinantes na avaliacao de uma imagem: a razao
sinal-ruido [RSR] e a razao contraste-ruido [RCR].

Fundamentalmente, a qualidade de imagens obtidas por RMN depende da
RSR. Essa grandeza permite de certo modo uma medida da resolugao possivel
e/ou do tempo necessario para produzir uma diferenga importante entre o sinal
da regiao de interesse e o ruido de fundo na imagem. O aumento da resolucao em
imagens por RMN esta associado a densidade de spins selecionada para excitacao
de RF. Assim para obter a mesma RSR com maior resolucao temos que realizar
meédias sobre o sinal vindo da regiao excitada aumentando o tempo para realizacao
da imagem.

O outro parametro importante definido pela RCR indica, uma vez que exis-
ta RSR suficiente, quao bem uma regiao pode ser diferenciada das regioes vizi-

nhas. Apesar da baixa RSR comparada com outras técnicas, imagens por RMN
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além de nao-invasivas possuem um bom contraste entre os vérios tipos de tecidos
vivos. Essas caracteristicas determinam o grande sucesso da RMN em imagens
médicas(40).

Dependendo da seqiiéncia de pulsos, um sistema pode apresentar varios tipos
de imagem. A densidade das espécies nucleares, os coeficientes de difusao, e os
tempos de relaxacao sao parametros com caracteristicas locais e assim podem
ser explorados, isolados ou em conjunto, como forma de contraste entre regioes

distintas de uma amostra.

A RSR associada ao desdobramento dos niveis energéticos nucleares na pre-
senca de um campo magnético By é geralmente melhorada aumentando-se a in-
tensidade desse campo. Contudo, os tempos de relaxacao T} e T5, usados como
parametros de contraste, também variam quando se muda o campo. Essas mu-
dancas podem prejudicar a RCR que em muitas ocasioes, além de aumentar o
tempo para aquisicao da imagem, inviabilizam a diferenciacao entre regioes com

caracteristicas distintas.

Técnicas de polarizacao dinamica podem ser usadas como alternativa para
melhorar a RSR sem a necessidade de aumentar o campo aplicado By. Em parti-
cular, a técnica de ressonancia dupla por efeito Overhauser pode produzir ganhos
de polarizacao dos niicleos 'H da 4dgua quando estes sdo colocados na presenca de

radicais livres contendo elétrons desemparelhados.

Além da vantagem econdmica de nao necessitar de magnetos supercondutores,
essa técnica pode oferecer, além de uma RSR razodvel, uma nova forma de con-
traste. Uma seqiiéncia de pulsos chamadaPEDRI [Proton Electron Double Reso-
nance Imaging| permite, gracas a sensibilidade no contraste do sinal do hidrogénio
com relacao aos niveis de saturacao da transicao eletronica, monitorar processos
fisico-quimicos onde ocorram variagoes na mobilidade das moléculas de dguall).
Nos tltimos anos imagens feitas em campos fracos, da ordem de militesla, uti-
lizando o efeito Overhauser mostraram-se conclusivas no estudo de sistemas onde

ocorrem varia¢oes na mobilidade das moléculas de dguald2; 43).



2.1 Introducao.

2.1.1 Proposta do capitulo.

Nosso objetivo neste capitulo é estudar um sistema onde ocorrem mudancas
significativas na mobilidade da &gua utilizando a sensibilidade do efeito Over-
hauser na seqiiéncia PEDRI. Comparando imagens obtidas sob as mesmas condigoes
experimentais com e sem usar o efeito Overhauser demonstramos o ganho de sen-

sibilidade da técnica.

Neste capitulo, produzindo imagens em um campo de apenas 16 mT usando o
efeito Overhauser(44), monitoramos o processo de formacao de um hidrogel. Con-
seguimos um ganho de magnetizagao através de uma técnica de ressonancia dupla
em um sistema proton-elétron representado pelos hidrogénios da agua [nucleos

detectados| e um radical livre contendo elétrons desemparelhados.

A seqiiéncia PEDRI sera usada para produzir as imagens usando o contraste
por efeito Overhauser. Através dos perfis de intensidade das imagens podemos
monitorar o processo de gelificacao via transporte ionico através de uma membrana
semipermeavel que reune de um lado uma cadeia polimérica |alginato de sodiol;
e do outro, um sal i6nico [CaCk| que em contato com o polimero produz um gel.
Uma curva de calibragao da intensidade do sinal versus a concentragao de célcio

é obtida em amostras uniformes especialmente preparadas.

Apresentamos uma introducao do efeito Overhauser e de seu uso para IRMN.
Em seguida, discutimos os parametros importantes para o ganho dinamico de

polarizacao e também sobre o processo de formacao de imagens por RMN.

Na parte de aplicagoes descrevemos sem muitos detalhes [ver capitulo3] a
maneira como o polimero de alginato de sédio reage na presenca de fons de célcio
produzindo o hidrogel de alginato de calcio. O mais importante é lembrar que
essa reacao estd associada a uma grande variacao da mobilidade das moléculas de
agua onde as espécies quimicas estao diluidas. Algumas aplicacoes desse hidrogel
sao colocadas como motivacao cientifica para o estudo desse tipo de material.

Na parte experimental, além do arranjo para o monitoramento da reagao de
gelificacao, apresentamos a seqiiéncia de pulsos e todos os parametros importantes
para as imagens PEDRI. Ao longo do processo de formacao do alginato de célcio

[evolucao temporal|, obtemos perfis de intensidade das imagens usando o contraste
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por efeito Overhauser e também o contraste por 75 sem o efeito Overhauser. Na
discussao dos resultados os perfis entre os dois tipos de imagens sao compara-
dos. Aumentando o peso do contraste em 75 tentamos recuperar a informacao
fornecida pela técnica Overhauser. Medidas de T; e da intensidade do sinal de
eco em amostras uniformes com concentracoes conhecidas de alginato de célcio
[amostras de calibracao| em um campo de 7 T confirmam o ganho de sensibili-
dade do contraste por efeito Overhauser para os estagios iniciais do processo de
formagao do hidrogel. Nas conclusdes procuramos destacar as contribuigoes mais

importantes do capitulo.
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2.2 Efeito Overhauser.

No inicio da década de 50, Albert Overhauser percebeu, ao estudar os meca-
nismos de relaxacao para os elétrons de conducao em metais na presenca de um
campo magnético(45), que seria teoricamente possivel obter um ganho de pola-
rizagdo dos spins nucleares(46) via saturacdo das transi¢oes Zeeman dos elétrons
de conducao. O ganho de polarizacao, neste caso, sendo proporcional & razao
dos fatores giromagnéticos entre elétrons e protons. Esse ganho seria possivel
gragas a processos de relaxacao paramagnética que ocorrem por meio de interacoes
hiperfinas entre os spins eletronicos e os protons nucleares. Uma maneira de
observar o efeito previsto por Overhauser segue através de um experimento de
ressonancia dupla, onde saturamos uma transicao eletronica e observamos a tran-
sicao nuclear. Carver e Slichter(d7), usando essa técnica, comprovaram o efeito
em compostos metalicos de litio e sédio. Como o ganho de polarizacao envolve
sistemas com regioes de ressonancia bem distintos, os aspectos experimentais, que

vamos enumerar adiante, podem limitar bastante a magnitude do efeito.

O efeito Overhauser ocorre quando a interacao hiperfina entre ntcleo e elétrons
possui uma dependéncia temporal na faixa do inverso da freqiiéncia de Larmor
eletronica w_!. Assim, ao permitir relaxagoes entre os niveis de energia do sistema
elétron-nicleo combinadas com a irradiacao na freqiiéncia de Larmor eletronica,
essa interacao pode causar uma mudanc¢a na polarizacao nuclear. Em sistemas
solidos esse tipo de modulacio temporal é dificil de ocorrer23). Para o caso
de metais, onde os elétrons de conducao movem-se rapidamente através da rede,
ocorre uma modulagao temporal da interacao hiperfina importante. Essa modu-

lacao é a responsavel pela observacao do efeito.

As condicoes para o ganho dindmico de polarizacao nuclear logo foram gene-
ralizadas para sais paramagnéticos mostrando que a distribuicao de Fermi-Dirac,
usada no caso de metais, ndo é necessaria para a observacao do efeitoé8). A-
bragam(49) mostrou que o ganho de polariza¢do poderia ser obtido em outras
situacoes inclusive em liquidos contendo impurezas paramagnéticas. Em um sis-
tema mais geral, contendo dois tipos de spin em faixas espectrais distintas e algum

tipo de interacao hiperfina entre eles, uma vez que essa interacao seja a mais im-
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portante no processo de relaxacao nuclear, podemos ter um ganho de polarizacao
nuclear dinamica. Esse ganho de polarizacao é também conhecido como efeito
Overhauser(50).

2.2.1 Teoria do efeito Overhauser.

Uma série de condicoes devem ser satisfeitas para que o efeito Overhauser
produza um ganho razoavel de polarizagdo. O objetivo dessa se¢ao é encontrar
uma expressao para o ganho de polarizacao levando em conta alguns de seus

parametros relevantes.

Vamos tratar o problema, de maneira bem simplificada, da seguinte forma:
imagine um sistema de spins 1/2, I (protons) e S (elétrons), que além da intera-
¢cao com o campo externo Bz, interagem entre si por meio de uma interacao do
tipo escalar A (I -S), onde A é uma constante de interagdo. Supomos ainda que
as taxas de transicao entre os niveis nucleares sejam despreziveis em comparacao
com as taxas de transicao eletronicas. Vamos supor a taxa de transicao entre os
varios estados populacionais como tendo a mesma forma %P = QP das equagoes
fenomenologicas de Bloch descritas na introducao. Podemos escrever as seguintes
equagoes para a dinamica de populagao p dos estados energéticos envolvidos na

relaxagao longitudinal:

d

% = poWor — piWis + (p2 — p1) Wi, (2.1)
d

% = p1W12 - pQWQI +p3W32 - nggg + (p1 — pg)WE, (22)
dps

% - p2W23 - p3W32 —|—p4W43 — p3W34, (23)
d

% = PsWas = palViss, (2.4)

onde o indice de p representa o nivel energético considerado; e os indices em W,
as respectivas taxas de transicao entre dois niveis. Nao discutimos no momento a

forma exata das taxas de transicao e vamos admitir somente que elas existem. Ve-
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Figura 2.1: Diagrama de transi¢oes para interagao escalar no sistema elétron-proton.
As linhas continuas representam as transicoes eletronicas e as tracejadas o acoplamento
por interagao escalar. Também indicada (seta dupla) a transi¢ao eletréonica que serd
saturada.

remos na proxima secao que ¢é necessaria uma dependéncia temporal da interacao
hiperfina [flutuagao térmical para que as transigoes sejam possiveis. Queremos
saber qual a razao entre as magnetizacoes nucleares para os casos com e sem
saturacao eletronica. No regime estacionéario podemos considerardp/dt = 0. No
estado de equilibrio, as populagoes p sao controlados pela distribuicao de Boltz-
mann p = exp [—(E,|, onde 3 = 1/kT e E, é o autoestado de energia no nivel p.
Para um par de niveis em equilibrio p; = p; exp [B(E; — E;)] = p;Bi;. As relacoes
para o caso em que a transicao eletronica indicada na figura2.1 é saturada sao as

seguintes:

1
== R By
Bas
S B— 2.5
P = S By + B (2:5)
p: B24
Y 24 Bys + By’

onde a condicao de saturacao ocorre quando, através de um bombeamento na
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freqiiéncia desejada, fazemos as populacoes entre os niveis 1 e 2 idénticas. A

partir dessas populagoes obtemos

(L) = Y pi L)

1 1

= 5(]?1 +p2—p3—p1) = <§>

2_B23 - 324

L 2.6
2+ Bas + By (2.6)

para a magnetizacao nuclear longitudinal. Na aproximacao de altas temperaturas,
onde Bij ~1+ ﬁ(EZ — Ej),

(I.) = %(E?’ —~ EQ)ZLZT(E‘* — B, (2.7)

Tendo a figura 2.1/ como guia percebemos que E3 — Ey = |v.|hBy + 7,hBy e
E, — Ey = A/2 4+ ~v,hBy. Assim obtemos

176h30

(L) =—3 4kT

(2.8)

no limite que |v.|hBy > v,hBy, A/2. Para a situagao onde nao hé saturagao da

transicao eletronica

_1B21+1—B23+B24
2 By + 1+ Bag + Bay’

(1o)

(2.9)

que na aproximacgao de altas temperaturas nos da

(Io) = %(E2 —E) + (EZ;TEQ) + (B4 — EQ)‘ (2.10)
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Como FEy — Ey = |y.|hBy — A/2 temos finalmente

(o) = 2 2kT

(2.11)

Dividindo as expressoes 2.8 por 2.11 obtemos a seguinte expressao para o ganho
de magnetizagao:

E = <Iz> — |76| <212)

<]0> 2’7717

onde pode-se notar que o ganho depende somente do fator giromagnético e nao

da abundancia da espécie.

2.2.2 Relaxacao longitudinal por interacao dipolar.

A interacao dipolar produz acoplamentos de varios tipos entre os niveis Zeeman
de energia(51). Vamos tratar novamente a situagao da relaxagao entre dois spins

I e S via interacao dipolar.

Y=+ =) A X
L ta
ti3
- Y=+ +)
ORPE N “Wa Wi
sz\\\ \\\ Wi,
Wi Wiy
W2 Wp
_ Y
vl =)
tyy
t42 \\ \\\
. Yy +)

Figura 2.2: Diagrama de transi¢oes para interacdo dipolar no sistema elétron-proton.
As linhas descontinuas indicam transigoes criadas pelo acoplamento dipolar. As linhas
continuas representam as transi¢oes Zeeman eletronicas (W) e nucleares (t).
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Observando o diagrama de transicoes da figura2.2 escrevemos as probabili-
dades de transi¢ao para cada um dos estados descritos. Para os quatro estados 1,

2, 3 e 4 temos

dp:
dt
dp:
dt
dps
dt
dps
dt

= poWar — p1Wia + paWiar — p1 Wi + (pstsr — pitis) , (2.13)
= p1Wis — poaWay + psWsa — paWas + (patas — patos) , (2.14)
= paWag — psWsy + paWas — p3Wag + (p1t13 - P3t31) ) (2-15)

= psWay — paWiys + p1Wia — psWar + (patos — patss) - (2.16)

Usando as simetrias para as taxas de transicao W e t podemos melhorar a no-
tacao fazendo W; para todas as transicoes envolvendo somente um spin eletronico
[l-quanta|. t; para todas as transi¢oes envolvendo somente um spin nuclear
[1-quanta|; Wy, para todas as transi¢oes elétron-proton envolvendo inversao si-
multanea em antifase de spins [0-quanta|. W, para todas as transi¢oes elétron-

proton envolvendo inversao simultanea em fase de spins [2-quanta].

Assimilando a notacao acima somamos as equacoes de2.13 a2.16/ duas a duas
obtendo duas equacoes que subtraimos multiplicando tudo por N que é o niimero

total de spins. As equacoes reduzem-se a

W) W2t + W) (L) — W~ Wi () comst, (2.17)
d<CZZ> = — Wy — W] (L) — Wy + 2W; + Wa] (S,) + const.  (2.18)

Tomando as magnetizacoes no equilibrio Iy e Sy como condicOes iniciais escreve-

mos
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d<dftz> _ —,0[<[z> _ [0] — 0 [(SZ> — SO] , (219)
d<diz> — P [(S:) = Sol — o [(L) — L] (2.20)

o, p e p representam os coeficientes [taxas de transigao| das equagoes2.17 e 2.18.
Saturando a magnetizacao eletronica temos (S,) = 0. No regime estacionario a

magnetizacao nuclear longitudinal é

(L) = I + (c/p) So. (2.21)

Até agora nao consideramos a situacao onde a saturacao da transicao eletronica

¢ apenas parcial. Para isso introduzimos o fator de saturagaos dado por(50)

’YeQB%TIeTQe
1 + 7§B§T16T2e ‘

s = (S0 = (52)) /S0 = (2.22)

Podemos rescrever as expressoes calculadas acima e obter o ganho de magnetizacao

E=

(I.) Ve
I 21—3(0//))7—”’ (2.23)

onde o/p é o parametro de acoplamento dipolar, s é o fator de saturacio, v,, 7e
sao os fatores giromagnéticos dos spins I e S, respectivamente. Para dois spins
idénticos vamos considerar todas as transicoes do tipo W; e t; como transicoes
do tipo v; onde o indice continua indicando o tipo de transi¢ao52). Podemos
rescrever 2.19 e 2.20 somando as duas contribuicoes I, e S,, que sao agora o

mesmo observavel, obtendo

d(I, + S.)

= 2(ntw) (L + 5:) = (Io + S0)] (2.24)



Imagens da formacao do alginato de calcio usando o contraste por efeito
42 Overhauser

onde definimos T = 1/ (v1 + v2) como o tempo de relaxagao proton-proton.
Vamos adicionar esse termo nas equacoes para a interagao elétron-préton e obter
a expressao desejada para a relaxacao do radical livre [elétron| e da agua [dois

protons].

Vamos considerar agora dois tipos de interagao dipolar: aquela entre elétron e
préton como a da segao anterior, mas agora vamos acrescentar a possibilidade da
interacao proton-proton [molécula de dgual. Interagoes dipolares do tipo elétron-
elétron nao serao consideradas no limite de pequenas concentragoes de elétrons
[radicais livres|. Rescrevemos abaixo a equagao2.17 levando em conta a con-
tribuicao para relaxacao longitudinal das interacoes dipolares do tipo préton-

proton.

(U/p) f = (WQ — W()) / (WQ + WQ + 2W1 + 21)1 + 2U2) s (225)

onde identificamos

1 1
Tl—TO — (W2+WO+2W1)
1
TO - 2 (U]_ + UQ) . (226)
Ty
= 1———. 2.27
/ " (227)

T, é o tempo de relaxacao spin-rede do sistema I na presenca do sistema S e Tj
é o tempo de relaxacao com a rede na auséncia do sistema S. f é chamado de

fator de vazamento e corresponde ao sinal que relaxa através dos spins nucleares
1.

A dependéncia de T7 pode ser escrita diretamente em funcao da concentragao
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C' do spin S como(32)

L (2.28)
T, CK(0)T10(0) '
onde K é uma constante de relaxatividade do spin S [radical livre]. Esse relacao
nos diz que, dentro do limite de baixa concentracaoC', a relaxacao elétron-préton

vai ter sua eficiéncia melhor com o aumento da concentracao do radical.

Agora vamos discutir rapidamente o caso onde temos uma interagao dipolar
elétron-préton mas agora com a modulagao dessa interagao pelo movimento mole-
cular. A probabilidade de transicao por unidade de tempo induzida pela interacao
dependente do tempo H(t) entre estados energéticos distintos ¢ dada em primeira

aproximagao por(51)

27
Wiy = =2 G "6 (Es = E; = o), (2.29)

onde w;; = (E; — E;) /h. A simetria da taxa de transi¢ao pela inversao do sentido
da transicao confirma a suposicao feita na secao anterior durante o tratamento
da interagao escalar entre dois spins. A hamiltoniana H(t) pode ser rescrita em
termos do espaco de operadores de spin e do espago de posicoes que, para o caso
de liquidos, possui uma dependéncia temporal devido ao movimento aleatorio.

Podemos encontrar uma forma para a hamiltoniana de interagao que é

H(t) = AF(t), (2.30)

onde A é o operador de spin e F'(t) € uma variavel aleatoria. No referencial girante,
substituindo 2.30 em 2.29 temos

Wiy = o [ G118 5w, (231)
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onde definimos a densidade espectral para o movimento

j(w):/ Oog(T)e_i“’TdT. (2.32)

[e.9]

g(T)=F@{)F(t+ 7). (2.33)

A barra indica uma autocorrelacio da funcdo F(t) nos tempos t e t+7. E razoéavel
supor que a correlagdo entre F'(t) e F(t + 7) diminua & medida que 7 aumenta.

Assim podemos escrever

g(1) = g(0) exp (—|7|/7c) (2.34)

e uma vez que ¢g(0) = F%(t) = 1, j(w) nos da

27T,

= . 2.35
1 4 w?r? (2.35)

J(w)

Basta substituir2.35 em 2.31 e teremos a taxa de transicao entre os estadosi e j.

Podemos usar a expansao em harmonicos esféricos1) da interacao dipolar
e assim obter as taxas de transicao envolvendo zero, um ou dois quanta modu-
ladas pela respectiva contribuicdo do movimento aleatério dada porj(w). Em
um problema real, a parte estacionéria pode ser calculada diretamente tanto para
pares de spin idénticos quanto distintos. A parte temporal exige um conheci-
mento do movimento molecular apesar da aproximacao de correlacao exponencial
ser razoavel. O efeito Overhauser é um efeito envolvendo uma distribuicao de
populagoes dinamica via relaxacao entre spins nucleares e eletronicos. Estamos
interessados na mudanca das populacoes via saturacao da transicao eletronica e

efeitos de relaxacao do tipo spin-rede caracterizada pelo tempoT;.



2.2 Efeito Overhauser.

45

2.2.3 Interacao dipolar modulada pelo movimento.

A parte temporal da interacao dipolar pode ser descrita por uma varidvel
aleatoria do tempo. As propriedades da funcao F(¢) irao depender das pro-
priedades do meio onde os spins estao diluidos. Caracteristicas como a viscosidade
do meio irao influenciar na intensidade das contribuicoes para relaxacao spin-rede
da Hamiltoniana dipolar. Para o caso da interagao elétron-proton, a concentracao
dos elétrons também pode se tornar importante. Para o caso da dgua temos
dois tipos de movimento: rotacional [intramolecular| e translacional [intermole-
cular|. Para o caso rotacional em temperatura ambiente as condi¢desw;m, < 1
e wsTy < 1 sdo sempre satisfeitas na regiao de campos fracos [16 mT]. Usando a
relacao de Stokes para rotacoes de uma esfera rigida obtemos a seguinte expressao

para o tempo de correlacao

47 na®
Ty = ——
2T 3 kT

com a sendo o raio efetivo da molécula, T a temperatura, k a constante de Boltz-

(2.36)

mann e 7 a viscosidade do meio. Encontramos resultados semelhantes para o

tempo de correlacao translacional:

750m

= NTC’ (2.37)

1

onde a é o raio efetivo da molécula de radical, N4 é o nimero de Avogrado,n é a

viscosidade, e k é a constante de Boltzmann.

Quando as interacoes dipolares entre elétrons comecam a ser importantes a
solucao comeca a ficar complicada. A situacdo experimental importante é aquela
em que o papel da interacao entre elétrons vizinhos comeca a ser importante. O
parametro de interagao é definido por a? = A?7Z, onde A ¢ a integral efetiva de
intercambio. Se o? < 1 e TQ(S) > 79 > 71, a largura de linha secular comeca a
aumentar. Uma contribuicdo para a largura de linha da ordem del/T. = a2/7,

¢ prevista nesse regime(53). Podemos escrever o tempo de relaxacao transversal
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obtido a partir do movimento de tanslacao e rotacao eletronico como

1/Tse = Ax*anCJT50kT + 1/TLY, (2.38)

onde o segundo termo no lado direito da equacao nao depende da concentragao
de radical. O primeiro termo para uma dada concentracao de radicalC' aumenta

com a viscosidade 7.
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2.3 Imagens por ressonancia magnética nuclear.

2.3.1 Formacao de imagens bidimensionais.

Imagens bidimensionais usando RMN precisam de no minimo dois gradientes
de campo magnético para serem produzidas |ver figura2.4].

Técnicas de imagens por RMN em sua maioria usam métodos de transformada
de Fourier. Para o esquema mais simples temos 3 gradientes lineares e ortogonais
onde um deles é responsavel pela selecao dos spins que serao excitados e os outros
dois compoem o gradiente de leitura [freqiiéncial] durante o qual o sinal de RMN
é adquirido e o de fase aplicado entre os periodos de excitacao e aquisicao. Em
particular as funcoes dos gradientes de leitura e de fase podem estar misturadas
e podem envolver os 3 gradientes em x, y, 2. A maneira mais conveniente de
estudar a evolugao dos spins ¢ através do espago reciprocrok(54). O espaco k é
na verdade a transformada de Fourier do espaco euclidianozyz. Podemos defini-lo

da seguinte forma:

T
k = 'y/ Gdt /2, (2.39)
0

onde G = G¢g5—|- G,7, e k determina a posicao k no espaco reciprocro do sistema de
spins no instante 7". Promovendo variagoes em kg4 ou k, via mudancas nos valores
de gradiente, ou no tempo de sua duragao, podemos percorrer um conjunto N, x N,
de pontos no espaco k. Escolhemos os eixos (,zAS e r na direcao de algum dos pares

de vetores euclidianos x, y, ou z. Observando a figura 2.6, por exemplo, temos

~
~

b=Fef=2

O sinal adquirido no espaco real para a seqiiéncia em2.4! é:

S(ty,ta) = /p(m,z) exp(—ivGyti1x) exp(—ivG,taz)drdz, (2.40)

onde temos duas variaveis to que é o tempo de aquisicao ou leitura e t; que

¢ o tempo de duracao do gradiente de fase. Para manter a simetria entre as
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transformadas de Fourier define-se o espagok onde podemos rescrever ky = Gty

e k., = vG,la/27. Assim temos

S(ky, k) = /p(x,z) exp(—i2mkyx) exp(—i2nk,z)drdz (2.41)

como a representacao no espacok do sinal adiquirido na presenca do gradienteG,.
A transformada dupla de Fourier da expressao2.41 nos d4 o mapa de densidade

dos spins no plano zz

plx,z) = /S(k¢,kr)exp(i27rk¢x) exp(i2rk, z)dksdk, . (2.42)

Nao explicitamos a dependéncia da relaxagao e de outros parametros de con-

traste.

2.3.2 Codificagao de fase e de freqiiéncia. Seqiiéncia spin-
warp.

Numa seqiiéncia do tipo spin-warp definimos duas dimensoes do espacok: kg,
e k. A dimensao de fase k, pode ser rescrita como funcao da intensidade do
gradiente de fase e nao em funcao de seu tempo de duragaot; como na secao
anterior. Isso evita efeitos de relaxacao por Ty para periodos t; distintos. Sendo

assim temos

k?¢ = ”YniAG¢t0, (243)

onde AG, = G4/Ny, ty € 0 tempo constante de dura¢ao do gradiente, el < |n;| <
Ny ¢ o fator de amplificagao do gradiente de fase.

Para dimensao de leitura, temos um gradiente GG, constante. Assim a variavel
to = n;At, fica definida a partir do tamanho da janela de aquisicaot, = N, At,.

Essa janela é estabelecida a partir da largura de banda do receptor. A dimensao
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de leitura é
]{77" = ’YGTTLjAtQ, (244)

onde 1 < n; < N, representa um ponto na janela de aquisi¢ao t; subdividida em

N, subintervalos de Ats.

} Akr = YGr ( t2max / Nr)
Ky

v

N ky = 7(Gy )ty
Kono1— Ky ki k: = yG; (n; Aty)

Figura 2.3: Diagrama do espago k para imagens usando a seqiiéncia spin-warp. N. e
Ng sao respectivamente o ntimero de pontos de aquisi¢ao emts e o nimero de varreduras
de fase. A setas indicam o sentido de evolucao do sinal adquirido nesse espaco.

A evolugao do sinal no espago k para a seqiiéncia spin-warp [ver figura 2.4]
estd indicada no diagrama da figura 2.3 Assim o gradiente de fase leva a um
ponto no eixo kg e a partir desse ponto o gradiente de leitura varre o espacok na

direcao do eixo k.

2.3.3 Resolucao das imagens.

A resolucgao espacial 1/|Az| = |vG,/2rAv| é obtida durante a aquisi¢do to sob
a acao do gradiente de leitura GG, constante. Ela é limitada pela largura de linha de

ressonancia Av. Essa limitacao nao se aplica para o calculo da resolucao durante
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a evolugao do sistema sob a acao do gradiente de fase G, = G,. A limitacao na
dimensao do gradiente de fase ¢ somente com relagao a relagao sinal-ruido, pois
essa diminui de acordo com o aumento do gradiente de fase.

A resolucao digital ou resolucao de pixel pode ser muito maior que a resolugao
espacial real. Para imagens no espaco k, os valores sao adquiridos em uma rede
discreta com um numero finito de pontos N para cada dimensao. A resolucao
1/Az, no espago de codificacao de fase, ¢ determinada pelo valor méximo deG,
como 1/Ax =N4yAky/2m e analogamente para a dimensdo de leitura.

O campo de visao [FOV, field of view| é o comprimento espacial maximo
que pode ser apresentada em uma imagem. Ele é dado pelo inverso do passo de

aquisicao no espaco k.

2
Zmaz = "YT7TA?52 , G, = const., tomee = N, Alg, (2.45)
|2 | Gy = NoAGy, to = const (2.46)
Tmazr — ")/AG¢t0 9 ¢max — 1) ¢y L0 — const. .
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2.4.1 Aplicacoes.

Radicais livres sao importantes mediadores de uma grande variedade proces-
sos metabolicos em seres vivos. Variacoes em suas concentracoes podem indicar
processos patologicos em curso. A observagao direta de radicais livres em sis-
temas biologicos, ou até mesmo em seres vivos, se torna dificil devido as pequenas
quantidades desses radicais envolvidas nos processos.

Técnicas de ressonancia de spin eletronico sao certamente a forma mais efi-
cientes de detectar esses radicais. Entretanto, devido a baixa penetracao da ra-
diacao nos tecidos nessa faixa de freqiiéncia, as imagens sao restritas a pequenos
animais. Técnicas de ressonancia dupla por efeito Overhauser poderiam eliminar
esse efeito e permitir imagens em amostras maiores e em seres vivosBl). Uma
idéia é usar ciclagem do campo aplicado. Irradia-se a transicao eletrénica em
um campo fraco observando a presenca dos radicais indiretamente no sinal dos
protons da agua detectados em campo forte(H5).

O contraste Overhauser também ¢é sensivel & concentracao de oxigénio nos
tecidos. A quantidade de oxigénio também poderia ser detectada indiretamente.
Essa informacao é importante pois muitas funcoes metabolicas também envolvem
variagoes na quantidade de oxigénio presente nos tecidosh6).

Uma série de fatores é responsavel pelo contraste no sinal RMN. A dependéncia
do sinal de RMN com a concentracao do radical livre é enorme. Geralmente, na
imagem, s6 as partes com radical aparecem, inviabilizando qualquer forma de
contraste para observar a morfologia de determinados orgaosh7). Porém em
técnicas como Angiografia e em intervencgdes com inser¢ao de materiais metalicos

le.g. agulhas e catéteres| ela funciona bem (22} 58).

2.4.2 Efeito da mobilidade no contraste.

Nicholson et al.(41) demonstraram ser possivel detectar variagbes na mobili-
dade de um sistema agua-glicerol usando IRMN ponderadas por contraste Over-

hauser. Diluindo no sistema um radical livre nitréxido se estabelece uma interacao
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entre prétons e elétrons. Por meio de ressonancia dupla, eles perceberam que ao
saturar uma transicao eletronica e monitorar o sinal dos protons, era possivel
ter um bom contraste entre amostras com pequenas diferencas na mobilidade da
agua.

Vérios fatores sao responsaveis pelo contraste na técnica de ressonancia du-
pla por efeito Overhauser. Observando o ganho da magnetizacao calculado na
equacao 2.23/podemos discutir quais os parametros em um experimento de ressonan-
cia dupla controlam cada um dos fatores.

O parametro de saturacao s depende da poténcia usada para saturar a tran-
sicao eletronica. Para uma poténcia e concentracao de radical fixas, & medida
que a mobilidade diminui, os tempos de relaxagao eletronicos diminuem fazendo
com que a saturacao fique incompleta. O aumento de temperatura causado pela
poténcia de irradiacao eletréonica é um limitador do ganho de magnetizacao para
seres vivos. Essa limitacao nao é tao critica para materiais.

O fator de vazamento f depende dos tempos de relaxacao da espécie nuclear
monitorada |protons da dgual. Nesse caso o vazamento aumenta com a diminui¢ao
da mobilidade.

Em linhas gerais, com a mudanca de mobilidade, outras formas de relaxa-
cao competem com a relaxacao cruzada causada pela interacao elétron-ntucleo
fazendo com que o efeito de ganho de magnetizacao desapareca. Essa é inclusive
uma das explicacoes para o efeito s6 ser observado em soélidos em circunstancias
especiais(23).

A técnica de polarizacdao dinamica por efeito Overhauser pode ser aplicada
com muito sucesso ao estudo de sistemas onde ocorrem mudangas na mobilidade
das espécies nucleares envolvidas{d2; 44). Através da técnica chamada PEDRI
é possivel obter imagens contendo informacoes sobre a dinamica de reagoes com

variacao de mobilidade e nao somente sobre seu estado final de equilibrio.
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Figura 2.4: Diagrama de pulsos da seqiiéncia PEDRI. Basicamente temos uma seqiién-
cia do tipo spin-warp acrescida de um pulso de RF para a excitac@o eletronica (RPE).
A direcao dos gradientes estd indicada ao lado de cada linha. Em nossos experimentos
usamos tgp = 30 ms.
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2.5 Hidrogéis e aplicacoes.

O aprisionamento de substancias com atividade biol6gica em membranas ar-
tificiais tem despertado muito interesse nos tdltimos anosh9). Capsulas fabri-
cadas a partir de certos polimeros tém sido usadas como matrizes estruturais
para imobilizacao de células, medicamentos, ou enzimas em véarias aplicagoes
biotecnologicas(60).

A fabricacao dos chamados farmacos inteligentes, a partir desses elementos,
pressupoe a existéncia de estruturas, no caso membranas, que sejam seletivas a
passagem de determinadas substancias.

Quando envolvidos nessas estruturas poliméricas, células e tecidos estao prote-
gidos de possiveis agoes imunologicas. Porém o fluxo de nutrientes [e.g. oxigénio]
e a liberacao dos ativos terapéuticos nao podem ser inibidos. Além disso essa
selecao precisa ser ativada por algum tipo de processo associado a sintese dessas
substancias como o aumento de pH, aumento de temperatura, ou campos eletro-
magnéticos aplicados externamente.

Estruturas capazes de aprisionar certos tipos de material organico sao muito
importantes. Bactérias e alguns tipos de células sao capazes de sintetizar compos-
tos com papel de regular determinadas fungoes bioquimicas nos seres vivosl).
A possibilidade de aplicagoes em seres humanos todavia requer um conhecimento
detalhado sobre os fatores que influenciam as propriedades quimicas, fisicas e bio-
logicas desses sistemas(62). Um dos fatores mais importantes a ser controlado é
a instabilidade desses envoltorios. Existe uma competicao entre as condicoes de
boa estabilidade e de boa funcionalidade farmacologica.

Liberacao controlada de medicamentos é uma area de pesquisa bastante ativa
nos dias de hoje(63). Normalmente o que se busca é assegurar a liberacao do
medicamento em funcao de alguma propriedade bioquimica associada a enfermi-
dade. Existem varias formas de fazer liberacao controlada: difusao, biodegradacao
e crescimento [swelling|. Por difusdo, a droga no interior da estrutura comeca a
sair controlada pelo processo difusivo.

Por biodegradacao a droga vai saindo a medida que a membrana dissolve-se

naturalmente por processos bhiologicos como hidrolise.
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Por crescimento induzido, ao ser submetida a algum tipo de variagao, como
mudanca de pH ou temperatura, o polimero comeca a crescer e o aumento de seus
poros faz com que a droga seja liberada. O polimero nao dissolve no fluido. Na
verdade ele o absorve fazendo com que a droga, por osmose, atravesse a mem-
brana. Um dos grandes problemas com essa técnica é a velocidade de resposta do
polimero ao estimulo externo(64). Muitas pessoas pesquisam maneiras de otimizar
a resposta do hidrogel sem com isso prejudicar suas propriedades mecanicas. As

propriedades mecanicas do gel estao associadas a sua distribuicao de densidade.

Distribuicio de Alginato de Calcio

Centro
Células produtoras de insulina
( Langerhans )

Maior concentraciio de Alginato
(permeével apenas para insulina )

0,
2°°
o
Cavidade abdominal

Figura 2.5: Encapsulamento de células produtoras de insulina [pancreas artificial| para
o tratamento da diabetes. As células produtoras de insulina ficam presas em pequenas
esferas de alginato de cdlcio manufaturadas de forma a apresentar resisténcia e semiper-
meabilidade.

Na figura 2.5 temos a ilustracdo de uma aplicacdo de hidrogéis. Esferas de
alginato sao usadas para encapsular células produtoras de insulina em um pancreas
com diabetes(62).

Hidrogéis sao bastante usados para liberacao controlada via crescimento in-

duzido. Métodos adequados de fabricacao das capsulas e o material usado sao de
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fundamental importancia tanto para as propriedades mecanicas quanto para as
fisiologicas.

Hidrogéis sao materiais que podem absorver mais de 100 vezes seu peso em
agua enquanto, sem se dissolver, mantém uma estrutura tridimensional. Polis-
sacarideos carregados eletricamente na presenca de determinados cations sao ca-
pazes de formar Hidrogéis.

A transicao de gelificacdo em uma solugao polimérica é caracterizada por uma
mudanca dréstica nas propriedades viscoeldsticas relacionadas com a estrutura
polimérica. Temos uma viscosidade divergente e o aparecimento de um modulo
elastico E na fase gel.

O alginato de calcio ¢ muito usado para liberacao controlada devido a suas
propriedades mecanicas sensfveis a mudancas no ambiente fisico-quimico do meio.
Um dos problemas encontrados nessa pratica diz respeito a estabilidade de sua
estrutura e também ao tempo de resposta ao estimulo externof64). Quando sub-
metido a mudancas de temperatura ou pH, comuns nos meios biologicos, ele sofre
variacoes na sua conformacao estrutural capazes de destrui-lo. Esse estimulo pode
também ser feito externamente pela aplicacao de campo elétrico ou luz.

Assim o estudo da estabilidade de esferas ou cilindros de alginato é importante
para construcao de meios estaveis para abrigar espécies produtoras de toxinas im-
portantes na regulacao de certas fungoes metabolicas. Caracteristicas do processo
de formacgao como a quantidade de ions e polimero envolvidas sao importantes
para formacao da estrutura. No caso de esferas, por exemplo, a parte interior
com menor concentragao de gel favorece a maior funcionalidade da estrutura33),
mas prejudica sua estabilidade. O uso de certas proteinas também é usado para
melhorar a estabilidade como vetores.

A propria teoria de formagao do gel, como veremos no capitulo3, é importante

na previsao da composicao final de uma estrutura fabricada a partir dele.
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2.6 Parte experimental.

2.6.1 Instrumentacao e seqiiéncia de pulsos.

Para observar a reacao usamos um sistema de imagens por RMN acoplado a um
eletro-ima capaz de gerar um campo de 16 mT [160 Gauss|. Nesse campo os pro-
tons do 'H tém freqiiéncia de Larmor em torno de 680 KHz. A irradiacao-deteccao
do sinal é feita usando bobinas distintas de modo a otimizar a homogeneidade do
campo de irradiagdo By [bobina de transmissao grande| e obter um bom fator de
preenchimento n para a amostra na bobina de recepcao.

A fim de aumentar a resolucao espacial das imagens, modificamos o esquema
inicial do tomoégrafo construindo um novo conjunto de bobinas de gradiente. Cons-
truimos duas bobinas do tipo Golay{65) para gradientes ao longo dos eixosz e y
e uma bobina de Maxwell para gradientes ao longo do eixoz. Com esse arranjo
pode-se produzir imagens bidimensionais inclusive com selecao de fatia.

A queda esperada na relacao sinal-ruido como aumento da resolucao foi mino-
rada com o uso do radical trityl com apenas uma linha de ressonancia comparado
ao radical TEMPO usado anteriormente em nosso grupo. Além disso, construimos
uma bobina de recepcao do tipo solendide com um fator de qualidade() superior
ao da bobina de recepc¢ao do tipo cabeca usada anteriormente para imagens médi-
cas. Isso nos permitiu realizar imagens de qualidade razoavel em 16 mT mesmo
sem usar o efeito de polarizacao dinamica Overhauser.

Para codificacao no espaco k utilizamos gradientes de fase Gy na direcao x e
gradientes de leitura G, na direcdo z |ver figura 2.6).

O tamanho de pixel para nossas imagens corresponde ao de um quadrado de
lado 350 pm.

Além do sistema para irradiacao do hidrogénio, um console para irradiacao
RPE ¢ usado separadamente utilizando uma bobina do tipo “gaiola de passaros”
|[birdcage| para produzir a satura¢do de linhas espectrais eletronicas do radical
livre. Construimos uma bobina de RPE cilindrica com diametro interno de 40 mm
capaz de gerar campos de boa homogeneidade na regiao de diametro inferior a

20 mm medido a partir do centro(66). O tempo de excitacdo RPE para todas as
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medidas foi de 500 ms, usando uma poténcia de saida do amplificador de 10 W
para uma freqiiéncia de ressonancia eletronica de 445 MHz. A seqiiéncia usada
para aquisicao foi uma do tipo spin-warp convencional onde incluimos um pulso
para a saturacao da transicao eletronica. A bobina para RPE é colocada de
forma concéntrica no interior da bobina de recepcao e do arranjo das bobinas de
gradiente.

O tempo total de cada imagem foi de 7 minutos. O intervalo de Spin-Ecotsg
foi de 30 ms, com tempo de repeticao de 1.5 s, tomando 4 médias por aquisicao.
Embora o médulo de aquisicao do equipamento s6 permita armazenar um tnico
sinal de eco por varredura, o tempo total de medida foi suficientemente curto para

capturar a dinamica da reacao sem com isso prejudicar a qualidade das imagens.
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Figura 2.6: Foto do tomoégrafo juntamente com o arranjo de bobinas de recepgao e
transmissao para PEDRI. As dire¢es para os gradientes de codificagdo de fase e leitura
também estao colocadas. (a) vista superior da birdcage onde é colocada a amostra; (b)
visao lateral da bircage e diregao dos gradientes; (c) bobina de recep¢ao do tipo solenoide

que envolve a birdcage.
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2.6.2 Radical trityl.

.
C
S S
R;C CR;
R}C CR3
S S

CoOOM*

Figura 2.7: Radical trityl simétrico usado nos experimentos. As letras R e M podem
representar dois tipos de configuracoes. (i) hidrogénio (R) e s6dio (M) ou (ii) deutério
(R) e potassio (M)

O radical livre usado foi do tipo trityl{67). Esse sistema é sintetizado co-
mercialmente a partir de um sal de potassio ou s6dio obtido de acidos do tipo
tricarboxilico, mas com pH ajustado para 7 [ver figura2.7]. Em agua deionizada a
estabilidade do radical chega a ser superior a um ano. Desenvolvido especialmente
para oximetria(68), esse composto é bem estéavel e solivel em agua. Possui um
elétron desemparelhado sem nenhuma interagao hiperfina o que lhe confere uma
unica linha espectral. Esse radical tem sua relaxatividade 6tima em campos fracos

na ordem de militesla(69).

2.6.3 Arranjo para monitorar o processo de gelificacao.

Na figura 2.8 temos o arranjo que serd usado para acompanhar o processo de
formagao do alginato de calcio. Em um tubo cilindrico de 25 mm de diametro
interno coloca-se, de forma concéntrica, uma membrana de didlise com diametro
interno de 15 mm e impermeéavel ao alginato. O interior da membrana é preenchido
com uma solu¢ao aquosa de alginato de sodio 3% em peso. Na parte externa,
coloca-se uma solucao de cloreto de calcio na concentracao de 60 mM que, ao
atravessar livremente a membrana e entrar em contato com o alginato, da inicio
ao processo de gelificacao. Em ambas as solucoes diluimos o radical trityl na

concentracao de 2.5 mM.
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A membrana é preenchida até uma altura de 10 mm com o alginato e em
seguida selada com um émbolo de acrilico de modo a garantir sua forma cilindrica
durante o processo de gelificacao. Em seguida a membrana é colocada no centro
do tubo contendo o sal de CaCly, de modo a deixar ambos os lados nivelados na
mesma altura. O cilindro é colocado no interior da bobina de RPE com seu eixo

de simetria ao longo da direcao y perpendicular ao campo ByzZ.



Imagens da formacao do alginato de calcio usando o contraste por efeito
62 Overhauser

Solugdo aquosa de
Alginato de Sodio (3 % )

Solugdo aquosa de
(a) Cloreto de Calcio
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Figura 2.8: Arranjo do experimento de gelificacdo do alginato de célcio. (a) Na parte
de fora temos CaCly (60 mM) e no interior da membrana temos alginato de s6dio %)
ambos diluidos em soluc¢do aquosa com radical trityl (2.5 mM); (b) vista superior de
(a); (¢) imagem por RMN do composto na fase inicial.
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2.7 Resultados.

2.7.1 Imagens do processo de gelificacao.
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Figura 2.9: Imagens bidimensionais do processo de gelificagdo do alginato de célcio.
A concentragao de alginato de sédio foi de 3% e a de CaCly 60 mM. A concentragao
de radical trityl dentro e fora da membrana foi de 2.5 mM. Os respectivos perfis estao
colocados no grafico do canto inferior esquerdo.

Na figura 2.9 temos imagens bidimensionais do processo de gelificacao do algi-
nato de calcio usando a seqiiéncia PEDRI. O contorno entre os dois reservatorios
estd demarcado pela membrana de didlise que pode ser vista na primeira imagem.
O tamanho de pixel é de 430 pum.

Na figura 2.10 temos imagens usando a mesma seqiiéncia PEDRI mas sem
irradiacao eletronica para as imagens a esquerda da figura. Usamos uma amostra

idéntica a amostra da figura 2.9, mas com resolucdo de pixel de 650 pm. As
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imagens com e sem efeito Overhauser sao feitas na mesma amostra com separacao

temporal do tempo de execucao das imagens que é de 7 min.

2.7.2 Calibracao dos perfis de concentracao.

Para converter perfis de imagens em perfis de concentracao do ion reagido, no
caso o calcio, precisamos estabelecer a relacao entre a quantidade de célcio em
uma dada regiao e a intensidade da imagem produzida. Para isso precisamos de
amostras homogéneas de alginato de calcio. A reacao entre alginato de soédio e
cloreto de calcio ocorre de maneira imediata e irreversivel de modo a impedir que
somente uma mistura ou centrifugacao seja eficiente para homogeneiza-las. As
primeiras partes em contato com o sal irao sempre possuir maior concentracao de
calcio. Somente para amostras com pequenas concentracoes de cloreto de célcio

é possivel produzir amostras com certa uniformidade.

Colocando o alginato de s6dio na presenca de um sal mais fraco como car-
bonato de célcio [CaCO;] a reacdo quase nao ocorre permitindo a mistura até
homogeneizagao(70)). Um material chamado Glucono-Lactona é colocado na a-
mostra funcionando como catalisador da dissociacao do carbonato de calcio. Com-
paracoes do sinal de amostras feitas com pequenas quantidades de cloreto de célcio

foram idénticas as produzidas com a técnica de homogeneizacao.

Foram feitas duas suposicoes para que a calibracao seja valida: a evolucao
do processo de gelificacao nao altera significantemente a mobilidade local da agua
para as mesmas condicao de concentracao de calcio reagido para o caso homogéneo.
Como a reatividade das espécies quimicas é desprezivel também supoe-se que a

concentracao de radical seja uniforme em toda amostra.

A figura 2.11 apresenta uma curva de calibracao para 3% de alginato de s6dio
com eixo horizontal representando a quantidade de calcio reagida nas amostra

de controle e o eixo vertical representa a amplitude do sinal de PEDRI em uma



2.7 Resultados. 65

concentracao de radical de 2.5 mM.

2.7.3 Contraste por 75.

Na figura 2.12 temos imagens da gelificacao do alginato de calcio onde com-
paramos as imagens usando PEDRI com imagens sem irradiacao eletronica, mas
com tempo entre Spin-Eco variavel. A medida que aumentamos o valortgy um
pouco do contraste entre a regiao gelificada e a regidao livre é recuperado. Con-
tudo, a perda de sinal por relaxa¢ao spin-spin [I3] inviabiliza, em 16 mT, imagens

com tgg acima de 200 ms.
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Figura 2.10: Imagens bidimensionais (ibid figura2.9) do processo de gelificagao do
alginato de calcio sem o efeito Overhasuer. Ao lado |direita| das imagens comtsy =
30 textms e 200 ms colocamos as imagem usando o ganho de magnetizacao por efeito

Overhauser.
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Figura 2.11: (a) perfil de uma imagem PEDRI do processo de gelificacdo para
t=210 min. A concentracao de alginato de soédio foi de 3% e a de radical trityl foi
de 2.5 mM.; (b) amplitude do sinal de PEDRI como funcao da concentragio de calcio
nas amostras de controle. A seta indica o ponto de gelificagdo a partir do qual o gel ap-
resenta um aspecto macroscpico de solido; (c) curva de concentracio de célcio reagido
em funcao do raio normalizado do cilindro. As setas indicam os pontos do perfil (a) e
do mapa de calibracao (b) que usamos para obter (c).
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Figura 2.12: Imagens bidimensionais (ibid2.9) do processo de gelificagao do alginato de
calcio. Imagens variando tgg sem contraste Overhauser comparadas no mesmo instante
com imagens Overhauser com tsp = 30 ms [imagens a direita].
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Figura 2.14: Medidas de T, em fungao da concentragao de célcio reagido para a amostras

de controle homogéneas contendo 3% de alginato de sodio. As medidas deT5 foram feitas
usando a técnica de CPMG em um campo de 7 T.
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2.8 Discussao.

Observando as imagens obtidas com a seqiiéncia PEDRI fica evidente o apa-
recimento de uma frente de reacao definida pela regido com sinal mais atenuado.
Além da frente de reacao um decaimento do sinal no centro da membrana também
¢ observado [ver figura2.9]. O decaimento do sinal na parte central nao ¢ obser-
vado em imagens feitas usando contraste por 7T5.

Medidas de T5 em funcao da quantidade de célcio, em um campo de 7 T,
para amostras homogéneas de alginato demonstraram sensibilidade inferior as
curvas de calibracao usando efeito Overhauser |ver figura2.14]. Os valores de T5
obtidos indicam que as imagens feitas com tempotsg de apenas 30 ms sem efeito
Overhauser nao devem possuir nenhum tipo de contraste entre as regioes livres e
reagidas. Aumentando o tempo de spin-eco para 100 ms melhora-se o contraste
por 15 como previsto na curva de relaxacao. As imagens feitas com esse nivel de
contraste reproduzem os resultados obtidos por Potter et al.(f1) utilizando um

campo de 2 T.

Contudo, as imagens com tgg = 100 ms nao apresentam o decaimento de
sinal no centro da amostra. Observando as curvas de relaxacao e de calibracao
podemos constatar que somente o contraste por efeito Overhauser permite acessar
esses niveis pelo menos para a regiao investigada detgg entre 30 ms e 200 ms. Em
campos fracos, valores maiores do tempo de spin-eco invilabilizaram as imagens.
Até o valor de 200 ms o contraste por7s, além de acarretar uma perda consideravél
na relagao sinal-ruido, nao foi suficiente para observar o decaimento do sinal no
centro do cilindro.

Medidas da intensidade do eco [ver figura2.13] em um campo de 7 T também
estao de acordo com os resultados obtidos nas imagens. Podemos ver que nao ha
variacao na intensidade do eco com a concentracao de Célcio paratsy = 30 ms.
Porém, ao aumentamos o valor detsg recuperamos o comportamento obtido para
o mapeamento usando contraste Overhauser.

No grafico de calibracdo para as imagens observamos uma queda rapida no
valor da intensidade do ganho Overhauser no inicio do processo até 10 mM. Depois

o decaimento pode ser considerado quase como linear em funcao da concentracao
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de célcio reagido. Submetendo as amostras a ensaios de viscosidade verificamos
que 10 mM é a concentracao em que a viscosidade diverge. Esse ponto é chamado
de ponto de gelificagao(72). Imagens de calibragao usando cloreto de célcio para
concentracoes até 10 mM nao diferem daquelas preparadas com o método descrito
na secao 2.7.2.

Essa sensibilidade esta associada & dependéncia do processo de transferéncia de
polarizacdo com a interagao entre elétrons e protons32). A ressonéncia eletronica
estd numa faixa de freqiiéncia bem distinta da dos protons e dessa forma, pode
produzir um contraste mais sensivel a variacoes dessa interagao comparado com
o caso do contraste produzido por interacao entre protons somente.

de Sousa et al.(32) mostraram que o tempo de irradiagdo também oferece um
parametro de controle do contraste. EEm nossos experimentos, como os tempos de
relaxacao por 77 variam pouco no processo de gelificacao esse parametro a partir

de um dado valor >500 ms nao modifica o contraste do processo de gelificacao.

2.9 Conclusoes.

Imagens por ressonancia magnética nuclear sao uma arma importante na com-
preensao de problemas envolvendo transporte de massa e reacoes quimicas. Em
particular, a técnica de polarizacao dinamica por efeito Overhauser produziu gan-
hos de sinal que permitiram realizar imagens do processo de gelificagao do alginato
de calcio em um campo de apenas 16 mT43; [44).

Comparando imagens feitas sob as mesmas condicoes, com e sem o pulso de
saturacao eletronica, nao é possivel observar o processo de gelificacao usandotsp =
30 ms sem o contraste por efeito Overhauser. No caso em que nao irradiamos a
transicao eletronica, a distingao entre a parte reagida e a parte livre comeca a
aparecer somente para valores de tgp > 100 ms. Nesse regime a RSR ja comeca
a ficar comprometida.

Nas imagens Overhauser, um decaimento do sinal na parte central da amostra,
juntamente com uma frente de reacao a partir da fronteira membrana-reservatorio
externo, fica evidente ao longo de todo o processo. Esse decaimento central nao é

observado nas imagens em 16 mT sem RPE mesmo paratsp = 200 ms e também
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em imagens em campos intensos (2 T)({71). A maior sensibilidade da imagem
usando efeito Overhauser, nesse caso, ¢ capaz de identificar a presenca dos cations
de calcio no centro da amostra em um intervalo temporal anterior aquele obtido
com o método de relaxacao por 75. Essa maior sensibilidade se deve ao fato
de termos a paticipacao de um sistema elétronico que relaxa em um regime de

freqiiéncias bem diferente daquele dos nicleos somente[32; 142).



Capitulo 3

Formacao do alginato de calcio e
migracao ionica na presenca de
macromoléculas

3.1 Introducao.

O cation divalente Ca*? na presenca do alginato de sédio estabelece ligacoes
entre blocos distintos do polimero cada um formado por um agrupamento de
unidades basicas caracteristicas. Os fons de s6dio de blocos distintos sao subs-
tituidos aos pares por um unico cation de calcio dando origem a estrutura do
gel. Um modelo levando em conta uma espécie de efeito cooperativo na reagao
quimica entre cations e alginato juntamente com a difusao associada foi usado
por Mikkelsen et al.(73) para explicar o processo de formagao do hidrogel. Um
arranjo em forma de caixa de ovos (egg box) foi proposto para explicar a estrutura
do composto onde uma vez que o calcio tenha reagido com a primeira unidadeG,
as outras unidades se alinham facilitando a ligacao com os outros cétions.

Quando duas espécies i6nicas, separadas espacialmente, sao colocadas em con-
tato, a interface de reacao pode se tornar uma membrana virtual com tempos
de selecao distintos para diferentes tipos de ions envolvidos no processo. Como
conseqiiéncia, o transporte através da fronteira de reagao, assim com a propria
reacao quimica pode sofrer acao nao s6 da difusao, mas para o caso de sistemas

carregados, dos campos elétricos induzidos.
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A presenca de macromoléculas carregadas no processo de formacao do hidrogel
pode produzir efeitos importantes na distribui¢do de densidade final(f4). Um
efeito semelhante de migragao i6nica na presenca de forcas elétricas é encontrado
em fisica de semicondutores(75) e também no estudo em plantas dos métodos
de absorc¢do de nutrientes do solo(37). Esse efeito aparentemente desprezado no
estudo da formacao do alginato de calcio sera utilizado para explicar os perfis das

imagens apresentadas no capitulo2.

3.1.1 Proposta do capitulo.

Neste capitulo apresentaremos a teoria basica do fendémeno de transporte idnico
na presenca de macromoléculas confinadas em uma membrana semipermeavel. A
membrana usada é uma membrana simples dessas usadas para didlise. Ela nao
participa do processo a nao ser pela seletividade imposta em func¢ao do peso mole-
cular. Membranas mais sofisticadas com propriedades seletivas sensiveis a agentes
externos como aplicacao de campo, temperatura, luz, ou reagentes quimicos, nao
serao tratadas aqui.

A teoria proposta engloba o fenoémeno de difusao tanto por gradientes de con-
centracao quanto também por forcas eletrostaticas. Ambos os fenomenos serao
introduzidos em um conjunto de equacoes diferenciais que, apés resolvidas nu-
mericamente, serao usadas para explicar os perfis de concentracao das imagens
Overhauser do processo de gelificacao do alginato.

Em seguida vamos tratar especificamente o problema do aumento efetivo da
difusdo na presenca de uma macromolécula. Para isso usaremos um modelo se-
melhante ao da gelificacao do alginato, mas sem levar em conta a reacao quimica.
As condigoes para o aumento do transporte com relacao a carga do ion, a mag-
nitude desse aumento e sua dependéncia com relagao a diversos parametros serao
discutidas.

Por meio da calibracao construimos os perfis de concentragao do célcio reagido
na regiao interior a membrana que contém o polimero de alginato de s6dio. Através
desses perfis obtemos informacao sobre as caracteristicas da reagao quimica, dos

efeitos difusivos e de transporte elétrico envolvidos no processo de gelificacao.
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Figura 3.1: (a) Acidos constituintes do alginato de sédio. (b) Estrutura do tipo caixa
de ovos (eggbox) usada para descrever a formacao do alginato de célcio.

O alginato de s6dio é um copolimero extraido de algas marinhas e também de
algumas bactérias formado por dois tipos de unidades poliméricas: os monoratos
M e os guloratos G(76). Essas unidades formam blocos de trés tipos: os blocos
M, blocos G e blocos MG. As concentracoes relativas desses blocos assim como o
peso molecular do alginato irao depender da fonte que o originou. As propriedades
fisico-quimicas e imunolbgicas do gel formado irao depender fortemente das razoes
entre esses blocos onde somente os do tipo G sao capazes de reagir na presenca

de cations bivalentes. Os fons Ca?t produzem ligacoes fortes entre os monomeros
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guloratos inicialmente separadados em solucao. A medida que as ligacoes ocorrem,

a viscosidade do meio vai mudando até divergir na regiao de gelificagao.

A ligacao inicial entre o alginato e o fon de célcio é de segunda ordem na
concentracao do alginato e de primeira ordem na concentracao do célcio. Podemos

traduzir isso na seguinte equagao cinética:

d
pr a® = 2k caVaV, (3.1)

onde aM) & a concentracio das moléculas de alginato livres, a'? é a concentracao
do alginato ligado que chamaremos de gel, e (c) é a concentracao de calcio. k

representa a constante de reacao para o alginato e o célcio.

Para amostras concentradas podemos ter ligagoes entre alginato ja ligado (gel)
e 0 alginato livre. Dessa forma temos que introduzir mais termos na equacaos.1.

Uma expressao geral para taxa de reagao é dada por

d
pr a™t = 9k, ca™a™, (3.2)

onde m e n representam n-meros e m-meros que entram em contato formando um
[m + n]-mero. A taxa de reagao kp,, depende no nimero de monémeros em cada
bloco. Vamos estudar sistemas bem diluidos em dgua 3% em peso) de modo que
a aproximacao em 3.3 com uma tnica taxa k de reacao se torna razoavel. Logo,
dois blocos de alginato formando um dimero ja sera considerado gel. As proximas

reacoes entre dimeros e outros blocos serdo desprezadas.

A taxa de reacao para o célcio é dada por

d
prich —N.keaWa®), (3.3)

onde consideramos o termo N. > 1 como o nimero de cations envolvidos na
formacao de um bloco G. Esse parametro é uma caracteristica do processo de

reagao coletiva proposto por Mikkelsen et al.(73) onde s6 ha gasto na reagao entre
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o primeiro cation e os dois blocos de alginato. Todos os ions de célcio que entram
na reacao subsequente dentro de um mesmo bloco fazem isso de maneira coletiva.

Valores de N, em torno de 50 sao tipicamente usados.
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3.3 Formacao do gel e transporte através de mem-
branas.

3.3.1 Alginato de calcio.

As equacoes de difusdao a partir da lei de Fick sao bem conhecidas e usam
a hipotese de que o fluxo de particulas é proporcional ao gradiente de concen-
tracdo, J = —DVC. D é o coeficiente de difusao. Essa estrutura nao leva em
conta a presenca de cargas elétricas. Numa primeira aproximagao (caso diluido)
podemos considerar o fluxo de particulas, além de proporcional ao gradiente de
concentracao, também proporcional ao campo elétrico local. Rescrevemos o fluxo

J como

F

- nfvc-a( L) x| ”

onde z é o nimero de valéncia associado a carga ionica ¢, F' é a constante de
Faraday, © ¢ a temperatura absoluta, R a constante universal dos gases, e E o

campo elétrico local (ver apéndice/A). Usando ainda a equagao para conservagao

de massa 0C' /0t = —V-J obtemos a expressao
oC F
%~ DV2C — 2D [~ | V- [CE .
o VC — zq (R@) V-[CE], (3.5)

O campo elétrico pode ser obtido usando a derivada temporal da equacao de

Poisson

@E_ zF

Z=-= (3.6)

onde € é a permissividade elétrica do meio. As expressoes3.4, 3.5 e 3.6 formam

um conjunto de equagoes para as trés incognitasJ, C' e E (ver apéndice [A).
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Para o caso de um sistema com simetria azimutal podemos rescrever a equa-

¢ao 3.4 de uma forma adimensional como

J, = —d, {——qu’E}, (g=1,...5) (3.7)

onde d, = D,/D;, & o coeficiente de difusao da espécie ¢ com relagao ao ion
de referéncia ¢ = 1, R = r/b é a razao entre as distancias radiais, a partir do
centro, de um ponto na regiao interior a membrana ( < b) onde esté confinado o
alginato e o raio b da membrana. O termo= = (EFb)/@R define o campo elétrico
adimensional. C;, = ¢,/c2(0) indica as concentracoes adimensionais relativas a
concentracao inicial da espécie de referéncia caracterizada porq = 2. O parametro
q pode variar de 1 até 5 e representa respectivamente: calcio, alginato livre,
gel (alginato de célcio), sodio, e cloro com as seguintes valéncias para as cargas
associadas z,: +2, —1, 0, +1 e —1. O coeficiente de difusao dz do gel serd

considerado nulo.

Além do efeito elétrico, o processo em questao envolve uma rea¢ao quimica({(3).
Esta reacao, especificamente entre os fons Ca'™ e o alginato livre com carga —1,
acontece de maneira instantanea e é bem descrita através de uma constante de
reacdo k' com taxa de reacdo de primeira ordem para a concentracdo de célcio
e de segunda ordem para a concentracao de alginato. Embora as predicoes do
modelo possam ter aplicagoes gerais o mesmo foi construido para descrever o
processo de gelificacdo de uma solucao aquosa de alginato de s6dio na presenca
do sal de CaCl,. Consideramos a membrana permeavel ao sédio, cloro e calcio e
impermeavel as cadeias polimericas do alginato de s6dio e também ao gel formado

pelas ligacoes dessas unidades através dos fons de célcio.

Podemos escrever, para o sistema em questao, um conjunto de equacoes dife-

renciais nao-lineares idealizadas a partir das equacoes de Nernst-Planck e Poisson
(NPP)(77):
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oC 1 0
oC 1 0
5% = —map(Rhe) —2KCCE, (3.9)
%§:+%a@, (3.10)
oC, 1 0
8_Tq = _Eﬁ(RJq), (g =4,5) (3.11)
0= -
a_;_, = _Kdzijqy (312)
q=1

com T = (tD;/b?) representando o tempo adimensional e K; = (F'b)%c3(0)/eOR,
onde ¢ é a permissividade do meio. A taxa de reacao k'(M?sec™!) é represen-
tada nas equacoes 3.8/3.10 pela quantidade adimensional K = k'b%c,(0)2/D;. As
seguintes condigdes iniciais sao aplicadas: C1(R,0) = 0, Cy(R,0) =1, C3(R,0) =
0, C4(R,0) =1, C5(R,0) =0, e Z(R,0) = 0, YR. As condi¢oes de contorno sao
definidas fazendo J,(R = 0,7") = 0 VT no centro da membrana. Na fronteira entre
a membrana e o reservatorio de CaCl, onde temos R = 1, os seguintes valores de

J, sao dados:

J(1,T) = =K [Cop — Cy(1,T)], (q=1,...5) (3.13)

Cqgp representa a concentragao adimensional das espécies no reservatério externo a
membrana. Para o nosso experimento em particular onde o banho externo contém
somente CaCly temos Cy, = Cp, Csp, = 2C), com Cy, = 0 para os outros valores de
q. O parametro adimensional Ky, = kyb/D; representa a constante de transito
através da membrana para cada uma das espéciesq. Devido a impermeabilidade

ao alginato livre e ao gel, tomamos ks e ki3 nulos, respectivamente.

Na figura 3.2 temos os perfis de concentracao do calcio reagido no processo de
formacao do gel, obtidos a partir das calibracoes para as imagens Overhauser, para

o intervalo de tempo entre 15 e 300 minutos. As curvas continuas representam a
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Figura 3.2: Perfis experimentais de concentracao do célcio reagido no processo de for-
magcao do alginato de célcio. As curvas continuas representam a concentragaoCs(R,T)/2
do célcio reagido no processo de formagao do gel calculadas a partir da teoria.

solucao das equacgoes do tipo NPP para a concentracao de gel formado levando
em conta o efeito de difusao, reacdo quimica, e migracao elétrica. Usamos um
coeficiente de difusao D; = 0.43 X 107°cm?/s. O valor de k' = 6 x 1072 M 257!,
dy = 1.6, d5s = 2.6. A constante de transito usada é k;; = 10* cm/s menos para
o alginato e para o gel (k;, = 0). Para obter a concentracao de calcio reagido

dividimos a concentragao de gel formado C3(R,T') por 2.

Na figura 3.3 repetimos os perfis de 3.2 somente para tempos bem apds o
inicio da reacao. As curvas em pontilhado usam os mesmos parametros das curvas

continuas mas tomando nulas as cargas elétricas de todas as espécies envolvidas.
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Figura 3.3: Perfis experimentais de concentracdo do célcio reagido no processo de
formagao do alginato de calcio. As curvas continuas sao da concentragaoCs(R,T)/2 do
calcio reagido no processo de formacao do gel calculadas a partir da teoria. As curvas
pontilhadas indicam a situagao onde se considera no modelo nulas a cargas das espécies
quimicas envolvidas no processo.

3.3.2 Efeito de migracao na presenca de macromoléculas.

Uma ilustracao mais clara do processo de migragao facilitada pode ser obtido
fazendo z, = 0 para todas as cargas ionicas na equacao 3.7, assim removendo
efeitos elétricos, mas mantendo D; = 0.43 x 10~%cm? /s assim como os valores
dos demais parametros. Uma reducao substancial do valor calculado para con-
centracao de gel é observada como indicado nas curvas pontilhadas do gréafico da
figura 3.3.

A presenca de uma reacao quimica garante parcialmente a condicdo de que

a descricao dos efeitos elétricos, simplesmente pelo ganho no coeficiente de di-
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fusao, pode ser apenas qualitativamente correto. Esse aspecto e as condi¢oes para
ganho positivo ou negativo podem ser visualizados colocando K’ = 0 nas equagoes
3.8—3.10.
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Figura 3.4: Perfis de concentragao C1(R,T) do cétion bivalente, na auséncia de reagao
quimica, com Cy = 0.5 para os tempos adimensionais: (a) T = 75x1073 e (b) T =

25x1073. Caso (i): cadeia polimérica carregada negativamente comzy = —1, z4 = 1
e dy = 1.6, d5 = 2.6 Caso (ii): cadeia polimérica carregada positivamente comzg = 1,
z4g =—1edy =3.6,ds =1.6 Caso (iii): todas as cargas iguais a zero.

A figura3.4/mostra perfis de concentragao C1 (R, T) para um fon bivalente, cuja
concentracao no banho externo agora é considerada como tendo o valor constante
Co = 0.5. Trés configuracoes diferentes foram examinadas: (i) K = 0, com
29 = —1,24 = 1,dy = 1.6, e d5 = 2.6, como no exemplo anterior. (ii) Idéntica
a (i) mas com a espécie de menor coeficiente de difusdo tendo carga positiva
(22 = 1,24 = —1) e os seguintes valores de coeficientes de difusdo: dy = 3.6
e d5 = 1.6. Essa escolha em particular, juntamente com a inversao de carga,
promove uma mudanca no sinal do campo elétrico radial. (iii) O mesmo que (i)
mas sem carga (z, = 0).

A figura 3.5 mostra os campos elétricos para os mesmos tempos e condigoes
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Figura 3.5: Perfis de campo elétrico radial adimensional Z(R,T") na auséncia de reagao
quimica, com Cp = 0.5, para os seguintes tempos adimensionais: (a) T = 75x1073 e
(b) T = 25x1073. Caso (i): cadeia polimérica carregada negativamente com zo = —1,
zg =1edy = 1.6, ds = 2.6 Caso (ii): cadeia polimérica carregada positivamente com
2’2:1, 24:—1ed4:3.6, d5=1.6

dos perfis de concentracoes do cation divalente da figura3.4. Nela estao indicados
os campos elétricos simétricos com relagao a troca de carga da macromolécula e
variacoes no valor dos coeficientes de difusao ds e ds de modo a inverter o fluxo
descrito pela equagao 3.7.

A figura 3.6 mostra o potencial elétrico medido entre o centro da membrana
contendo alginato de s6dio e o reservatorio contendo o sal de CaC} na fase inicial

do processo de gelificacao do alginato.
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Figura 3.6: Voltagem medida entre o centro da membrana contendo o alginato de s6dio
e o reservatorio externo contendo o sal de CaCh em funcao do tempo de gelificacao.
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3.4 Discussao.

Equacoes diferenciais nao-lineares envolvendo reacoes quimicas e difusao sao
usadas na explicacao de uma série de fendmenos. Variacoes nos parametros de
controle nessas equacoes podem produzir efeitos nao triviais que podem ser ob-

servados experimentalmente.

Em vez de explorar um intervalo grande de parametros, nos limitamos ao in-
tervalo de paramteros das equacoesl3.8—3.12 que fossem capazes de dar uma de-
scricao realista do processo de gelificacao em questao. Nesse regime, o tinico efeito
importante nao descrito nas equagoes sao as correntes de conveccao causadas pelo
fluxo osmotico do solvente. Embora isso nao seja um problema intratavel(78),
incluir o arraste osmotico em nosso modelo poderia complicar bastante a analise.
O movimento coletivo de um fluido é capaz de gerar perfis de concentragao nao-
fickianos(42; [79), que sao bem evidentes nos perfis obtidos pelas imagens Over-
hauser para os estégios iniciais do processo de gelificacao. Entretanto, a medida
que acontece a gelificacao, o efeito de fluxo coletivo diminui até se tornar de-

sprezivel para t > 120 min.

As equacoes de NPP contém duas escalas espaciais bem distintas. Uma é
determinada pelo tamanho do cilindro b, enquanto que o comprimento de Debye
(eRO/cy(0)F?)Y/? = b/\/K, determina a outra. Essa tltima controla a evolugio
da bicamada adjacente a membrana, que por ser muito estreita fica inacessivel a

resolucao disponivel.

Varios dos parametros envolvidos nas equagoes'3.8-3.12, como K, por exem-
plo, nao produzem mudancas significativas nos perfis calculados pelo menos para
regiao acessivel & PEDRI. Qualquer incerteza com relacao ao valor exato da per-
missividade dielétrica e comparada com a dgua pura nao produz mudancas sig-
nificativas. Supoeé-se ainda que o processo de gelificacao nao seja limitado pelo
tempo de transito das espécies quimicas permeaveis a membrana externa. As-
sim fazendo o parametro de transito Ky, > 1, além do transito livre, os perfis
da regiao acessivel, para a escala de tempo de interesse, tornam-se insensiveis a
diferengas no valor de K}, para as diversas espécies desde que essas taxas possuam

valores suficientemente elevados.
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Sob essas condicoes, dos 8 parametros ajustéveis nas equagoesl3.8—3.12 so-
mente 4 sao relevantes: o coeficiente de difusao D, do célcio, a taxa de reacao
quimica k', e os coeficientes de difusao relativos dy e ds, das espécies idnicas
restantes. De todos os parametros, os coeficientes de difusaody e ds sdao os que

apresentam maior controle sobre o efeito de migracao ionica.

A solucao numérica das equagoes3.8-3.12 esta baseada no procedimento pro-
posto por Brumleve et al.(77). Usando o método de Newton-Raphson, um es-
quema implicito de solucao é usado iterativamente para resolver por diferencas fini-
tas uma dada matriz Jacobiana (ver apéndice/A.2). Um valor tnico ki, ~ 10%cm/s
foi usado para todas as constantes de transito, exceto claro, parak;s, onde usamos
um valor proximo de zero. Supondo também uma cadeia polimérica com coefi-
ciente de difusdo dy 1073, apenas os coeficientes de difusdo, relativos ao calcio,
dos ions de cloro e sédio precisam ser especificados. Os coeficientes de difusao

dy = 1.6 e d5 = 2.6 dos ions de cloro e de s6dio foram usados nas mesmas razoes
do caso diluido(80).

A dinamica do processo de gelificagao é obtida a partir da concentracao do
calcio no interior da membrana. Na verdade nao nos interessa a quantidade de
calcio total obtida a partir da equacao 3.8 mas somente aquela reagida com o
alginato. O valor calculado para os perfis do célcio reagido é feito considerando a

concentracao do gel obtida a partir de3.10 dividida pelo fator estequiométrico 2.

Embora fluxos osmoéticos ainda estejam presentes parat = 210 min, o efeito
dominante no regime de entrada dos ions é a difusao, a reacao quimica e as inte-
racoes coulombianas. Além disso, em vez do grande coeficiente de difusao efetivo
0.81 x 10~°cm?/s necessario para o caso onde o efeito elétrico nao ¢ considera-
do, os valores tedricos para o ajuste dos perfis da figural3.3 necessitam de uma
valor D; = 0.43 x 10~°cm?/s. Nessas condigoes as interagoes coulombianas sao
responsaveis pelo aumento da difusao por um fator de 1.9. O resultado esta bem
proximo do valor calculado por Potter et al.(71) para o coeficiente de difusdo
da frente de onda da reacdo. Valores maiores para a taxa de migraciao do Ca*
podem ser obtidas escolhendo valores especiais de dy e ds, todavia um aumento

dessa mesma magnitude persiste para qualquer escolha razoavel desses parame-
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tros. A concentracao do célcio reagido sem o efeito elétrico usando o mesmo
valor D = 0.43 x 10~°cm? /s esta no quadro menor da figura3.3 para efeitos de
comparagao.

O efeito de aumento da concentracao no interior da membrana para o caso
K = 0 é esperado como conseqiiéncia do equilibrio de Donnan81), que esta
implicitamente colocado na equacoes3.8 e 3.12. Assim, a descricao dos perfis de
concentragoes (i) e (ii) da figural3.4, por meio de um coeficiente de difusao efetivo,
pode ser considerada como inadequada na auséncia de reacao quimica. Mesmo
assim, o efeito geral do fendmeno pode ser caracterizado como um ganho ou uma
perda global da migragao.

A figura 3.5/ mostra valores do campo elétrico radial adimensional =(R,T),
que para as dimensoes tipicas envolvidas em nossos experimentos, correspondem a
campos elétricos da ordem de 36 x = (mV /cm). Observando as duas configuracoes
na figura 3.5, podemos verificar nos casos (i) e (ii) que os valores escolhidos para
dy e ds, assim como a inversao de cargas, alteram o balanco entre cargas e difusao
mediado pela equacao 3.7 de modo a produzir uma inversao quase perfeita do
valor do campo elétrico radial. Os resultados também demonstram a correlagao
entre o sinal do campo elétrico e o aumento ou diminui¢ao no efeito de migragao.
Os casos (a) e (b) indicam dois instantes 7" adimensionais. O maximo de Z(R,T)
indica a regiao de méximo do gradiente de concentragao das espécies quimicas
envolvidas. A medida que o tempo avanca esse maximo se desloca para o interior
da membrana. O decaimento do pico esta associado a situacao de equilibrio= =

A presenca do campo elétrico pdode ser confirmada de maneira qualitativa
medindo-se o potencial elétrico entre o centro do cilindro e a membrana durante
o processo de gelificagdo do alginato (ver figural3.6). Essa medida é feita usando
técnicas de elétroquimica padrao. Em um arranjo experimental idéntico ao usado
para produzir as imagens da gelificagao usamos um potencimetro onde uma de suas
placas é colocada no centro da membrana e o outro na parte de fora da membrana
na regiao contendo o sal de CaCk. Verificamos que a intensidade do potencial
calculado a partir da integracao do campo elétrico=(R, T') ao longo da membrana

fornece um potencial da mesma ordem daquele medido com o potencimetro.
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3.5 Conclusoes.

Especulou-se que a dinamica de gelificagao das cadeias poliméricas de algi-
nato quando em contato com ions de céalcio poderia ser descrita por equagoes
envolvendo apenas difusao e reacao quimica. Contudo, IRMN usando o efeito

Overhauser sugere nao ser bem esse o caso.

Nas amostras de alginato de so6dio utilizadas nao foi possivel encontrar nen-
hum efeito de processos coletivos associados a reacao entre os fons de célcio e o
alginato sugeridos na referéncia (73). Em um modelo levando em conta somente
a difusao e reagao quimica(74) um valor de N. = 1, coincidente com a previsao
estequiométrica, foi suficiente para ajustar os perfis de concentracao. Verificamos
que os perfis de concentracao do gel obtidos numericamente levando em conta o
efeito difusivo e de reacao quimica nao produzem valores razodveis para os coefi-
cientes de difusao do cation célcio envolvido no processo de formacao do alginato
de calcio.

A implementacao de um modelo levando em conta o efeito das cargas elétricas
das éspecies quimicas envolvidas no processo foi a nossa proposta para tratar o
problema de uma forma mais realista(82). Concluimos que solu¢oes das equagoes
de Nernst-Planck-Poisson para um modelo simples, como o apresentado aqui,
podem explicar uma série de resultados experimentais, cuja interpretacao, em
alguns casos, tem gerado uma certa controvérsial83). Observamos que um ganho
consideravel ou diminuicao na migracao dos ions pode ocorrer, em uma situacao
de nao-equilibrio, quando moléculas carregadas de baixo coeficiente de difusao
estao presentes. Em alguns casos, como na situacao onde também ocorre uma
reacao quimica, o fenémeno pode ser caracterizado por um coeficiente de difusao
efetivo de valor maior ou menor dependendo do balanco de cargas entre as espécies

carregadas envolvidas.

Para cadeias poliméricas de alginato de sodio carregadas eletricamente, por
exemplo, um ganho positivo de um fator 2 para o coeficiente de difusao dos ions
Ca?* foi necessario para explicar os perfis de concentracio obtidos. Valores de
ganho semelhantes sao obtido em estudos de exclusao de anions na presenca de

certos polissacarideos encontrados no solo e em alguns microorganismosf7; 84).
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Produzimos perfis de concentracao de um dado cation em um sistema contendo
espécies carregadas eletricamente, sendo uma delas uma macromolécula D ~ 0),
e na auséncia de reacao quimica. Analisando esses perfis observamos como o efeito
da presenca da macomolécula carregada é importante no processo de transporte
através da membrana semipermeével.

Observamos que a diminui¢ao do efeito de pressao osmoética coincide com o
aparecimento da rede polimérica parat > 120 min. A estrutura do gel atua no
papel de restaurador do processo Fickiano descrito a partir de um coeficiente de
difusdo. Mesmo com a diminuicao natural dos efeitos elétricos com o tempo, o
aparecimento da rede polimérica também contribui para o ajuste do efeito em
termos do coeficiente de difusao efetivo. Para o caso da evolucao espaco-temporal
dos perfis de concentracdo na auséncia de reacao quimica, o conceito de coeficiente
de difusao efetivo torna-se sem significado e s6 ajuda na caracterizacao global do
efeito de migracao. Na figural3.4 observamos para o caso (i) que a concentragao
no interior da membrana, devido a efeitos puramente elétricos, chega a ser maior

do que o valor no reservatorio externo.



Capitulo 4

Papel da difusao em espectros de
RMN bidimensional obtidos a partir
da sequéncia CRAZED

4.1 Introducao.

Em espectroscopia por RMN a evolucao temporal da magnetizacao nuclear
¢ dada pela relacao de Larmor w = 7B, onde B é o campo magnético atuando
localmente na amostra e v é o fator giromagnético dependente da espécie nuclear
observada. Considerar o campo magnético By, aplicado externamente, como sendo
0 Unico campo em questao é uma boa aproximacao para tratar a maioria dos
experimentos. Todavia, sob a acao de By, os proprios spins presentes na amostra,
agindo coletivamente, sao capazes de gerar campos magnéticos que, dependendo
da seqiiéncia de pulsos usada para manipula-los, podem influenciar na posicao ou
forma de linha do espectro de ressonancia(85).

O campo dipolar gerado pela magnetizacao da proépria amostra em alguns
casos produz efeitos importantes no espectro de ressonancia fazendo com que a
expressao para a freqiiéncia de Larmor seja escrita comow = v(By + By), onde
By é o campo dipolar gerado pela amostra na presenca de By. O campo dipolar
é funcao da magnetizacao dos spins fazendo com que um termo nao-linear surja
na equacao de Bloch quando o mesmo é levado em conta. A acao dos pulsos de

RF pode modificar a direcao da magnetizacao e por conseguinte a direcao de By
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fazendo com que a freqiiéncia de ressonancia seja agora uma funcao temporal.
Como veremos logo mais, essa dependéncia temporal da freqiiéncia faz com que
uma expansao em harmonicos de Fourier seja necessaria para representar sua

evolugao.

(@) (b)
Sélidos Liquidos

E = (u¥/r’)( 3cos’0 — 1) Em= (/') (3cos’0 - 1)=0

Figura 4.1: Na figura (a) temos a representacao da interacao dipolar entre um par de
nicleos em um so6lido. A orientagdo internuclear é fixa. Na figura(b) temos, além da
interacao dipolar, a representacao, em um sistema liquido, da evolucdo temporal de um
spin com relagao ao campo aplicado por um spin proéximo.

Ha alguns anos tornou-se claro(86), que em liquidos, os acoplamentos dipo-
lares entre spins podem nao ser totalmente eliminados através da média temporal
realizada ao se levar em conta o movimento de difusao molecular. Pensava-se que
o movimento aleatorio fosse capaz de, no intervalo tipico das medidas de RMN,
eliminar qualquer efeito do campo dipolar nas linhas espectrais observadas. To-
davia essa suposicao s6 se mostra valida para spins que se encontram em distancias
menores ou iguais a v/ Dt ~ 10 um, que ¢ a ordem de distancia tipica percorrida
pelos spins, no tempo de observacao da RMN, devido a difusao [ver figura4.1].

A difusao nao é capaz de eliminar a contribuicao do campo dipolar para spins
distantes no intervalo de observagao para RMN |[ver figura4.2]. A dependéncia
com 72 56 torna o efeito do campo dipolar desprezivel para sistemas onde existe
um nimero pequeno de spins distantes, que nao é o caso em liquidos. Na verdade,
para sistemas liquidos, ¢ a isotropia do meio que nos garante a anulacao do campo
dipolar. Se a magnetizacao, por alguma razao, nao ¢ uniforme, como por exemplo

na presenca de gradientes de campo magnético, a acao do campo dipolar distante
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(c) (d)

Spins proximos Spins distantes

I

Em= (W/r')(3cos’0—1)=0 Em=(W/r')(3cos’0—1) =0

Figura 4.2: Na figura (¢) temos, além da interagao dipolar, a representacdo, em um
liquido, da evolugao temporal de um spin em movimento com relacao ao campo aplicado
por um spin proximo. Na figura (d) temos o mesmo efeito para o campo gerado por um
spin distante.

pode se tornar relevante.

O aparecimento de multiplos ecos em *He solido(87), e posteriormente em
agua(88; 89), na presenca de um gradiente constante, ¢ um fendmeno conhecido
desde o final dos anos 70. Um campo dipolar, criado na presenca de um gradiente
de campo externo, produz um termo nao-linear nas equacgoes de Bloch usadas
para descrever a dinamica do sistema. KEssa nao-linearidade produz harmoénicos
que sao observados no sinal de FID.

Apesar das controvérsias iniciais(90) sobre a abordagem quéntica para explicar
as coeréncias de multiplo quanta em liquidos [Um pouco mais sobre esse assunto
pode ser lido no apéndice D e nas referéncias.| e a abordagem classica(91) para
tratar o fenémeno de miltiplos ecos, concluiu-se que ambas02; 93) interpretacoes
versam sobre efeitos que tém a mesma origem.

Amostras bindrias nao-interagentes com pelo menos um componente concen-
trado, como por exemplo proteinas dissolvidas em agua, apresentam picos cruza-
dos no sinal do hidrogénio em uma série de experimentos de espectroscopia bidi-
mensional por RMN(86). Sob a luz da interpretacio classica dos fenomenos de
MQC, em um espectro de RMN bidimensional, esses picos cruzados indicam cor-
relacoes entre spins de moléculas que estao separadas espacialmente. Uma mod-
ificacdo da seqiiéncia COSY, batizada com o acronimo CRAZED [COSY re-
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vamped by asymmetric z-gradient echo detection|, foi adotada como padrao@6)
para o estudo dos fendémenos relacionados ao aparecimento de picos provenientes
de coeréncias de miltiplos quanta intermoleculares [iIMQC, intermolecular mul-
tiple quantum coherences|. Nessa seqiiéncia, a presenca de gradientes de campo
magnético adequados, com razao entre areasn inteira, fornece um método de se-
legao para a coeréncia de n-quanta ou para o n-eco94). A acgao dos gradientes
é responsavel pela quebra na simetria de translacao espacial que produz valores
nao-nulos para a interacao dipolar média capaz de gerar esses picos. iMQC em
amostras heteronucleares onde sao necessérias razoes fracionarias da amplitude

dos gradientes também foram observadas(95).

O papel da difusao na atenuacao do sinal de RMN nos experimentos de iMQC
nao é um efeito bem compreendido. Nesse estudo o tratamento classico é vanta-
joso pois oferece uma maneira intuitiva de atacar o problema através das equacoes
de Bloch-Torrey modificadas para incluir o termo de campo dipolar. Em contra-
partida, ao adotar essa abordagem, a forma nao-linear adquirida pelas equacoes
causa dificuldade no entendimento do processo. A forma quantica das equacoes,
via matriz densidade, considerando as interacoes entre os spins explicitamente,
preserva a linearidade tornando mais simples a compreensao do fendomeno, porém
torna impraticavel um tratamento analitico do papel da difusdo no sinal de mag-

netizagao na presenca do campo dipolar.

Muitas caracteristicas interessantes do sinal obtido via iMQC, como o pa-
pel da difusao(96; 97) e das relaxacoes por 17 e T5(98; 99), foram estudadas
nos ultimos anos. Uma série de aplicacoes também surgiu no mesmo periodo:
observacoes do efeito de variacoes do gradiente aplicado no estudo de sistemas
estruturados(100; 101)), espectroscopia em campos inomogéneos(102; [103), e me-
didas do valor absoluto de My(104) tém feito com que espectroscopia por RMN
usando coeréncias intermoleculares seja um assunto de bastante interesse em varios

centros de pesquisa.
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4.1.1 Proposta do capitulo.

Neste capitulo discutimos o papel da difusao em espectros de RMN bidimen-
sional de liquidos obtidos sob a acao do campo dipolar gerado pelos proprios
spins.

A evolucao da magnetizacao nuclear serd abordada de maneira classica através
da solucao das equacoes de Bloch-Torrey incluindo um termo nao-linear que leva
em conta o campo dipolar gerado internamente pela magnetizacao dos spins.

Vamos acompanhar a evolugao da magnetizacao em uma seqiiéncia do tipo
CRAZED.

O tratamento do processo difusivo levando em conta a atenuagao no tempo
to fora do intervalo entre os gradientes é proposto para explicar o resultado dos
experimentos.

As aproximacoes usuais para atenuacao devido a difusao do campo dipolar
também serao discutidas.

O ambiente para testar essas aproximacoes serd o de sistemas binédrios onde
temos dois grupos isolados de moléculas separados espectralmente por um deslo-
camento quimico Aw/2m e com coeficientes de difusdo dependendo da molécula
usada.

O célculo do campo dipolar gerado por uma magnetizagao modulada na dire¢ao
do campo By sera apresentado no apéndice B.1.

No apéndice D, por questoes de completeza, apresentaremos o tratamento

quantico do fenémeno também chamado de coeréncias multiplas intermoleculares.

4.1.2 Notacao adotada e aproximacoes.

Neste capitulo adotaremos as seguinte notacao para todas as equacoes: e*(f1nsao)
representa oscilagoes da magnetizagao no referencial girante. x exp [fungao] indica
que lidamos com atenuacoes por difusao ou por relaxacao vial; ou T,. Os in-
tervalos temporais sao colocados com letra mintdscula, e.g. t; para que sejam
diferenciados dos tempos de relaxacao onde usamos letra maitscula [e.g. T1].

A inomogeneidade AB inerente ao campo By serd considerada desprezivel

comparada aos gradientes aplicados externamente. A aproximacao secular para o
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campo dipolar serd considerada em todos os célculos.

O sistema de unidades é o SI onde /47 = 1.



4.2 Espectroscopia bidimensional e coeréncias de miiltiplos quanta.

97

4.2 Espectroscopia bidimensional e coeréncias de
multiplos quanta.

Em RMN bidimensional o espectro no espaco de freqiiéncias é obtido através da
transformada dupla de Fourier de um sinal que em nosso caso é do tipo.S(t1,t2).
Nele temos duas variaveis temporais t; e to que geralmente definem trés esta-
gios para aquisi¢cao do espectro bidimensional [ver figurald.3(a)]. O periodo de
preparagao que pode ser simplesmente um pulso de RF coloca o sistema em um
estado inicial adequado. Em seguida temos o intervalo de evolucaot; onde o
sistema, sob a influéncia de uma hamiltoniana H;, adquire um estado final depen-
dente de H; e de t;. Finalmente, no intervalo de deteccaots o sistema sofre a acao
de uma outra hamiltoniana Hy durante a aquisi¢ao do sinal S(¢1,t2). Variando ¢;
se adquire o sinal de modo a construir uma matriz S(t1,t2) que sera transformada

em S(wy,ws).

(a)
H, H,
77777777777777777777 t; (Evolug@o) t, (Detecgdo)
Preparacio g e >
77777777777777777777 t; (Evolugdo) t, (Deteccdo)
Preparagio | 8t [e—————»

® /2) 2)

T t; (Evolugdo) t, (Detecgdo)

A

<
> |« -~

Figura 4.3: (a) Seqiiéncia basica para obtengao de espectros bidimensionais por RMN.
(b) Seqiiéncia bésica para detectar coeréncias de multiplo quanta em espectros bidimen-
sionais.

Fenomenos envolvendo transferéncia de coeréncia miltipla, caracterizam pro-
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cessos onde ocorrem transicoes com participagao de um nimero de quantan > 1.
Para sistemas liquidos no caso em que as moléculas envolvidas possuem spin efe-
tivo S = 1/2, como no caso dos hidrogénios da agua, ou em misturas binarias
como os hidrogénios presentes no benzeno e no cloroférmio, nao é possivel ob-
servar sinal de MQC pelo menos utilizando a teoria padrao de espectroscopia
bidimensional(105). Nessa situagio, as moléculas tém seus nicleos aproximados
a sistemas de dois niveis que nao exibem transicoes de muiltiplos quanta. Uma
mistura binaria como a descrita acima pode apresentar picos de iMQC quando na
presenca de um campo dipolar. Esse campo é capaz de produzir coeréncias entre
moléculas distintas [iIMQC]. E importante niao confundir MQC com iMQC.

A espectroscopia de miltiplos quanta possui analogias com a espectroscopia
bidimensional e também pode ser dividida em trés etapas: evolucao, conversao e
deteccao. Em uma seqiiéncia como a da figurald.3(b), o sinal detectado em ¢, tem
seu primeiro ponto de aquisicao dependente do intervalot; de evolug¢ao do multiplo
quanta que o originou. Um espectro temporal do multipo quanta pode ser obtido
via observacao do sinal gerado ao promover pequenos incrementos no periodo de
evolucao t;. A transformada de Fourier dupla para o espaco de freqiiéncias permite
que, além do espectro convencional observado na dimensao F;, de aquisi¢ao, um
outro seja obtido na dimensao de evolucao F} apresentando picos do sinal de

miltiplo quanta.

Em sistemas mais complicados, onde temos um ntmero de picos espectrais
muito grande em F5, podemos obter uma simplificacao do espectro selecionando
evolugoes de n-quanta que contribuem para um ntimero reduzido de linhas espec-
trais sem com isso perder informacao sobre a dinamica dos campos magnéticos

locais.

Em sélidos, onde os dipolos estao fixos espacialmente, existem teorias bem
estabelecidas que explicam as possiveis coeréncias intermoleculares assim como
intramoleculares que podem ser observadas. Para spins maiores queS = 1/2 o
momento de quadrupolo na presenca de um gradiente de campo elétrico por si s6
pode produzir efeitos de coeréncia de miltiplos quanta. No caso intermolecular

especificamente, o nimero n de quantas envolvidos nas transicoes pode indicar
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em condicoes especiais, exceto para zero-quanta, o nimero de spins envolvidos no

processo.
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4.3 Campo dipolar classico.

A interagao dipolar é um tipo de interagdo muito peculiar porque carrega
informacao sobre a orientacdao e sobre a distancia entre as espécies interagentes.

A energia de interacao classica entre dois dipolos 1 e ps pode ser escrita como

3
91 721

B, - _{3 (Ml'rmz (2T21) — pa-pio }7 (4.1)

onde ry; = ry — 1y é a distancia entre os dois dipolos. Essa interacao pode ser
interpretada como a energia do momento de dipolo ps na presenca do campo

gerado por .

M

2%}

I

Iy

I

v

X

Figura 4.4: Diagrama da interacao dipolar entre dois spins representada em coordenadas
esféricas.

Podemos rescrever essa interagao de forma adequada usando coordenadas es-

féricas e substituindo os momentos de dipolo por operadores para os respectivos
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observaveis quanticos |[ver apéndice B|. Trataremos a situacdo em que a energia
Zeeman associada ao campo externo By é muito maior que a energia associada
as interagoes dipolares. Nessas condigoes pode-se desprezar os termos da hamil-
toniana dipolar transversais ao campo By e que possuam freqiiéncias de oscilacao
YH jeeman > YHaipolar [€Sses termos se anulam quando avaliados em uma média
temporal sobre a intera¢ao Zeeman|. Podemos utilizar somente os termos chama-
dos seculares de Hy que sao invariantes para rotagoes sobre By. A energia dipolar

entre dois spins na presenca de um campo ByZz na aproximacao secular é

(3cos? By — 1)
2r3,

Ed = — {3M12M2z - ul'u2}7 (42)

onde 691 é 0 angulo entre o vetor ryy, que liga os dipolos 2 e 1, e a diregao 2 do
vetor unitario na direcao do campo externo By.

Um dipolo i colocado na origem produz um campo em uma posicaor dado a
partir de 4.2 por

(3cos?f — 1)

Bi(r) = ———5——{3p:% — u}, (4.3)

Quanticamente a interacao dipolar entre um par de spins isolado pode ser
resolvida exatamente na forma secular apresentando os dubletos de Pake como
solugao(106). Para um nimero maior de spins nao existe forma fechada nem para
solucao secular. Podemos utilizar uma aproximacao via teoria de campo médio
para obter solugoes para geometrias simples. O campo dipolar gerado por um con-
junto de spins é geralmente nao local, possuindo em um dado ponto, contribuicoes
de um somatorio feito sobre todos os spins da amostra. Para liquidos, a difusao
anula a contribuicao para o campo dipolar total gerada por spins separados por
distancias menores que VDt que é a distancia média percorrida no intervalo de
medida. Desprezando essa contribuicao para distancias microscopicas, podemos
tomar uma meédia sobre pedacos macroscopicos de magnetizacao no calculo do

campo dipolar total. Definindo o momento de dipolo magnético por unidade de
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volume M (r') tal que du = M (r')d®r’ pode-se rescrever /4.3, para uma distribui¢ao

especifica de spins, como

Bu(r) = — / (3‘320; %:q; Y 50 () 2 — M ()} dr. (4.4)

Em 4.4 percebe-se que o campo em uma dada posicao depende do valor de
magnetizacao em outras posicoes. Essa nao-localidade torna a solucao da integral
acima um problema dificil [ver apéndice B.1] com solugdo exata somente para

casos especiais.

Em liquidos o campo dipolar gerado por uma magnetizacao uniforme pode ser
tratado como tendo duas contribui¢oes: uma de curto alcance e uma de longo
alcance. Para uma distancia pequena, devido a difusao, os spins percorrem em
média, no tempo de medida de RMN tipico, todas as direcoes do angulo solido
presente na forma da interacao dipolar. Assim, a difusao é responsavel pela con-
tribui¢ao nula para o campo dipolar para curtas distancias. Para a contribuigao de
longo alcance, a difusao nao pode eliminar todo efeito da interacao dipolar entre
spins uma vez que o angulo solido percorrido fica reduzido. Como as interagoes
individuais nao se anulam por difusao poderiam sim se anular pelo curto alcance
do campo com dependéncia em r~3, porém temos que tratar a interacao dipo-
lar realizando um somatorio sobre todos os spins naquela distancia. Argumentos

3 nao sao corretos para o somatorio desse

sobre dependéncias com a distancia r~
dipol A i d i 2d d

campo dipolar. Agora o nimero de spins cresce com r° de modo que o campo

médio decai na verdade com r~! 0 que nao é suficiente para garantir sua anulacao

em longas distancias. Apoés a integracao em toda amostra a forma logaritmica do

campo implica que spins entre 5 e 10 um e spins entre 5 e 10 mm tém a mesma

contribuicao para o campo dipolar em um dado ponto.

A simetria esférica da interacao dipolar e a isotropia do espaco sao os respon-
saveis pela anulacao da contribuicao de longas distancias para o campo dipolar
médio. Diferente do regime difusivo, onde as interagoes entre pares se anulam
isoladamente, para longas distancias, as interacoes entre pares nao se anulam,
porém a média sobre todos os spins que contribuem para o campo dipolar dis-

tante anula-se devido a isotropia do espaco. Integrando a contribuicao angular de
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4.4 para uma distribuicao uniforme de magnetizacao obtemos

s 2m
/ / (3 cos? 6 — 1) sen 6dfd¢p = 0. (4.5)
=0 J =0

que demonstra a auséncia de contribuicao do campo dipolar na diregao do campo
By. Esse é o resultado usado para desprezar o efeito de campo dipolar em es-
pectroscopia de alta resolugao em liquidos. Veremos na préxima secao que esse
resultado nao é mais verdadeiro para spins na presenca de gradientes de campo

magnético aplicados em condicoes especiais.

4.3.1 Campo dipolar distante.

Em um sistema liquido uma quebra de simetria espacial pode recuperar o
campo dipolar médio. Nessa condigao, tanto a difusao quanto a interacao dipolar
podem assumir direcoes preferenciais. Os proprios contornos da amostra, mesmo
em um sistema homogéneo, podem produzir uma regiao de anisotropia e assim
gerar um valor nao-nulo para o campo dipolar médio. Essa quebra de sime-
tria também pode ser conseguida de maneira artificial aplicando um gradiente de
campo magnético. Para o caso de uma magnetizacao modulada espacialmente o
campo dipolar gerado pelos spins é predominantemente determinado pela magne-
tizagao localizada em distancias menores que comprimento de onda da modulacao
27 /yGT.

Aplicando um gradiente G na direcao z paralela ao campo externo By podemos,
sem perda de generalidade, produzir uma modulacao na magnetizacaoM, de 4.4
[a magnetiza¢do M nao produzira sinal observével como veremos na segao4.4].
Tomando um ponto na origem e integrando sobre todas as posi¢oes angulares

possiveis temos

e 271'
/ / ol (3 cos’ 6 — 1) cos (kr cos ) sen 0d0dop = kF (kr), (4.6)
0=0 J =0

onde k = vG6, 6 é a duragdo do gradiente e r agora é a posi¢ao do spin que
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gera o campo na origem. Para calcular o campo dipolar total, precisamos ainda
integrar sobre todas as posigoesr da amostra. Para ter uma idéia de qual a regiao
que contribui para o campo dipolar médio, vamos integrar/4.6 numericamente
para os varios valores possiveis de r na amostra. A figura 4.5/ mostra F(kr) em
funcao de varios valores der. A maior e praticamente tinica contribuicao da parte
angular da integral vem da regiao em torno de kr = m. Assim pode-se afirmar
qualitativamente que a contribuicao quase que integral do campo dipolar médio
em um dado ponto vem dos spins que se encontram a uma distanciad, = 7/k que

¢ metade do comprimento de onda da modulacao da magnetizacao.

05 \ \ \ o

—2F

-3 Il Il L L L
8 10 12 14 16
kr (Radianos)

Figura 4.5: Solu¢ao numérica da expressao4.6 mostrando a distribui¢do da contribuicéao
angular. O valor para o maximo da integral é parar = 7/k.

Para a modulacdo de magnetizacdo em uma diregdo arbitrarias ( ver apén-
dice B.1) a forma do campo dipolar médio que chamaremos de campo dipolar

distante (DDF, distant dipolar field)(107) ¢ escrita como

_ M(s)

[3(5-2) —1], (4.7)

By(s) = As{Mz(s)z } com A, — %

onde Z e § sao vetores unitarios na direcao de By e G, respectivamente. Essa

expressao serd o termo adicional nas equacoes de Bloch, discutidas na proxima
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secao, para dar conta do efeito de campo dipolar no sinal de RMN.

4.3.2 Gradiente aplicado no angulo magico.

Com a aplicacao do gradiente na direcaos teremos uma modulagao da magne-
tizagao nessa direcao. Todos os planos perpendiculares a essa direcao continuarao
com magnetizagao uniforme e terdo, por difusao [spins proximos| e isotropia rota-
cional [spins distantes|, sua contribui¢do para o campo dipolar anulada. A tnica
contribuicado nao-nula serd de spins interagindo ao longo do eixos. Colocando
5 numa direcao de modo a formar um angulo de 54.7° com o eixo z do campo
externo teremos A em 4.7 igual a zero. Essa é a condicao de angulo méagico usada
em espectroscopia de solidos para eliminar o efeito na linha espectral de interacoes
dipolares em s6lidos(108; [109). Nao é necessario girar a amostra em torno do eixo
s, pois como trata-se de amostras liquidas o movimento aleatorio e a simetria

translacional eliminam as contribuicoes de interacao fora do eixo.
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4.4 Dinamica classica da magnetizacao nuclear.

Felix Bloch desenvolveu um método bastante adequado para descrever a di-
namica macroscopica da magnetizacao considerando o sistema de spins como nao
interagentes no sentido de nao haver desdobramento de linhas espectrais devido
as interagoes(d) intermoleculares. Em liquidos esse desdobramento nao é possivel
devido ao movimento do spins que, em média, cancela parcial ou totalmente a
acao da hamiltoniana de interacdo spin-spin. Admite-se que as interacoes con-
tribuem somente para largura da linha de ressonancia e podem ser introduzidas
na forma de um tempo de relaxacao. Essa relaxacao é introduzida na forma de um
tempo caracteristico para todo o sistema. Essa abordagem caracteriza a chamada

aproximacao cléssica.

Para a magnetizagao no plano zy, transversal ao campo externo ByZ temos

dM. M.
T =~ (MxBy), — —
(4.8)
dM, M
=~ (MxBy), — —%
g~ (MxBo), = 7n

onde 75 é o tempo de relaxagao transversal devido as interacoes spin-spin. Na

direcao longitudinal, paralela ao campo By, temos

dM,
dt

M, — M,
Ty

=7 (MxBy), — (4.9)

com 77 definindo o tempo de relaxacao para interacoes spin-rede. Torrey ampliou
o uso das equagoes de Bloch introduzindo o efeito da difusdo dos spins((10).

Podemos rescrever as equacoes 4.8 e 4.9/ incluindo o termo de difusao a seguir:
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oM~ M+

G = I BoM’ = -+ DVAMT, (4.10)
OM, M, — M,

o= _TO + DV*M., (4.11)

Introduzimos a notagao complexa M+ = M, +1iM, para a magnetiza¢do no plano

transversal indicando a quebra de simetria por reversao temporal.

4.4.1 Equacoes de Bloch-Torrey com termo dipolar.

Efeitos de multiplos ecos detectados em RMN podem ser explicados ao intro-
duzirmos nas equacoes de Bloch o campo dipolar desmagnetizante. Esse nome
origina-se do campo dipolar em sistemas ferromagnéticos que atua sempre de
modo a destruir as propriedades magnéticas do sistema. No caso em questao,
apesar de ter a mesma origem, esse nome perde um pouco o sentido, pois esse
campo é o responsavel pela criacao dos ecos de coeréncia multipla. O nome campo

dipolar distante, ou simplemente campo dipolar, serd adotado de agora em diante.

No tratamento classico partimos das equagoes de Bloch para cada molécula
isoladamente e em seguida introduzimos o termo de campo dipolar calculado em

uma integracao sobre todos os spins nucleares da amostra. Assim temos

+
%M(r,t) = M(r,t) x y{Bo + By(r,t)} — MT + DV*MT, (4.12)
2

que é a equacao de Bloch classica para a evolucao da magnetizacao em funcao do
campo externo By e do campo dipolar By gerado pelos spins. Observando o valor
do campo dipolar calculado em/4.7 e a expressao para a magnetizacao transversal

4.10,, podemos escrever ja no referencial girante(111)

oM+ M+
= —iyBiM'T — — + DV*M™, (4.13)
ot T,
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onde Bj é a componente do campo dipolar na direcao z uma vez que o produto
vetorial M x M possui valor nulo. A magnetizacao longitudinal nao sofre a agao
do campo dipolar. Podemos substituir a expressdo4.7 com s || Z na equagao
acima obtendo

OM™ M+

= —ivuoM, M+ — — + DV?M™. 4.14
ot 1Y o T + ( )

Para o caso de dois tipos distintos de spins A e B, por exemplo, a expressao
do campo dipolar/4.7 pode ser desmembrada tomando independentemente a con-
tribuicao de cada grupo de spins. Assim para dois spins A e B temos o campo
dipolar total dado por

Ho

Bu() = o (Mea + M. ) — 222(Ma + Mp). (4.15)

O campo atuando no grupo de spins A por exemplo é

1
Bia(z) = po(M.a+ M.p) _§N0MzB

2
= MOMZA + gNOMzBa <416)

onde basta trocar A por B para obter o campo atuando em B.

4.4.2 Seqiiéncia CRAZED.

Vamos calcular o efeito da seqiiéncia de pulsos CRAZED, ilustrada na figura4.6,
sobre a magnetizacao de um grupo de spins submetidos a mesma freqiiéncia de
Larmor, i.e., para uma isocromata especifica. Supomos um tnico tipo de spin
A sob efeito de um campo externo ByZ e com gradientes aplicados na mesma

direcao z do campo. A acao do campo dipolar s6 se manifesta na regiaot, > 0
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que é o intervalo a partir do qual temos magnetizacao modulada na direcaoz. A
magnetizacao longitudinal recuperada por relaxacao spin-rede durante o intervalo
de evolugao t; nao possui informacao sobre a modulacao e assim nao é efetiva na

formacao de um campo dipolar distante durante esse intervalo.

(n/2), (n/2) RF
P t L %) R
> tempo
nGd
gradientes
Gd
g tempo

Figura 4.6: Diagrama de pulsos para uma seqiiéncia do tipo CRAZED.

A solucao da equacao de Bloch-Torrey/4.10 para a magnetizacao transversal,
no referencial girante e ainda sem o termo de campo dipolar, pode ser escrita para

o intervalo § < ¢ < t; como

t
M7 (z,t) = iMyae 0970 x exp [—WQDA / Fz(t’)dt’} : (4.17)
0

Imediatamente apo6s a aplicacao do segundo pulso (7/2), e do gradiente nG,

no instante que chamaremos tf, temos

1 o o
MX('Zﬂfir) — §ZMOA [6 mkze zkze iwtq —e mkzezkzezwtl]

t1
X exp {—aﬁDA / F%t’)dt’} , (4.18)
0
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onde definimos o parametro k = yG4. Na dire¢ao longitudinal temos agora uma

magnetizacao dada por

t

1
M5(z,t]) = —Mga cos (kz + wty) X exp [—72DA/ F2(t) dt’] : (4.19)

0

E justamente essa magnetizacao que ira gerar o campo dipolar responsavel pela
refocalizacao do eco de n-quanta. Podemos considerar a area do segundo gradiente
nGJo como um parametro de selecao para a coeréncia que desejamos observar.

A magnetizacao transversal, na auséncia do campo dipolar distante, parat > t;

pode ser escrita como

1
FX(Z,tl—l-tQ) = §iM0A (420)
t1+to

{e—inkze—ikze—iw(t1+t2) X exp |:_72DA/ F52 (t/)dt/:|

0

. . . titt2
_e—znkzezkze—i-zw(tl —t2) X exp |:_,}/2 DA/ F02 (tl)dt/:| } :
0

onde os indices s e o indicam a orientagao relativa dos gradientes: s para mesma
direcao e o para diregoes opostas (ver figurald.7). Na proxima se¢do vamos tratar

detalhadamente os termos de difusao em4.2().

4.4.3 Atenuacao devido a difusao.

O céalculo do efeito da difusao na magnetizagao transversal a partir da solugao
das equacoes de Bloch-Torrey ¢ padrao em RMN. Em uma seqiiéncia do tipo
spin-eco (m/2)-gradiente-(r)-gradiente, utilizando gradientes pulsados, o efeito da
difusdo fica restrito ao intervalo de tempot; entre os pulsos de gradiente(112).

A difusao em liquidos, apesar de sempre presente, s6 pode ser detectada no
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sinal de RMN em situagoes onde a posicao das moléculas possa ser identificada.
Isso geralmente se d4 em dois passos: um de codificagao e outro de recuperagao
do sinal. Se neste segundo momento, as moléculas se movimentaram, o sinal sera
recuperado parcialmente. A codificacao espacial é feita imprimindo-se na fase da
magnetizacao a informacao sobre a posicao dos spins. Essa impressao é feita de
forma reprodutivel por gradientes de campo aplicados externamente. A utilizagao
de pulsos de gradiente bem curtos permite ainda avaliar a duracao do movimento
com precisdao. O termo de difusdo proposto por Torrey DV2M tem contribuicao

nula se nao ha dependéncia espacial da magnetizacao.

Um formalismo a partir da no¢ao de eco e anti-eco pode ser utilizado para en-
tender de maneira simples o que ocorre com a magnetizagao nesse tipo de evolucao.
Esse formalismo é obtido de maneira simples escrevendo todos os termos de seno e
cosseno em suas formas exponenciais complexase™®. A figura 4.7 ilustra o efeito
dos pulsos de gradiente aplicados no eco e no anti-eco. A equacao4.18 indica a
presenca de uma isocromata girando no sentido horario [eco| e outra no sentido
anti-horario [anti-eco]. Uma ilustracao pictorica dessa representacao paran = 2

esta na figura 4.8.

Para o caso onde a razao entre os pulsos de gradiente e diferente de 1, a atenu-
acao deve se estender para a regiao fora do intervalo entre os pulsos. Para o caso
de um segundo pulso de 7/2 por exemplo, a fragdo da magnetizagdo que evolui
no plano transversal nao é refocalizada imediatamente apds o segundo pulso de
gradiente. Assim, a atenuacao por difusao deve continuar ji que a magnetizacao
continua modulada nesse periodo. Nao ha como observar o sinal sem um gradi-
ente de refocalizacao. O campo dipolar produzido pela magnetizacao modulada na
direcao z, devido ao segundo pulso # 7, pode refocalizar essa magnetizacao pro-
duzindo um sinal observavel que durante a refocalizacao ¢ atenuado pela difusao

na regiao fora do intervalo entre os dois gradientes. A solugao dessas integrais nos
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Figura 4.7: Célculo da atenuagdo da magnetizagao transversal devido a difusdo. Na
figura temos a descri¢ao do efeito dos gradientes G e nGG na magnetizacao representada
em termos de eco e de anti-eco.

fornece

t1+t2
/ F2()dt = G*8* [ty + (n + 1)ts]
0

(4.21)

t1+t2
/ FX(t)dt' = G?6% [t1 + (n — 1)°to]
0

onde os indices s e o indicam a direcao dos gradientes observados no referencial
girante: s para mesma direcdo e o para direcoes opostas. Verificamos que a
atenuacao na regiao to, fora do intervalo entre os gradientes, tem sua intensidade

dependendo do valor da coeréncia n escolhida(113).

Na figura 4.8 temos um diagrama de evolucao da magnetizacao em funcao da

aplicacdo dos gradientes externos G e 2G no formalismo de eco e’** e anti-eco
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—ikz

e~"™. No intervalo t; < t < t5 a magnetizacao de alguma maneira sobre o efeito
de uma refocalizag ao devido, nesse caso, a presenca do campo dipolar distante.
Sem um agente refocalizador o sinal nao pode ser observado.

Utilizando as solugoes de4.21 em 14.20 temos

1
Fj(z, tl + tg) - QiMOA <422)
{e—inkze—ikze—iw(tl—l—tz) X exp [—’}/2DAG2(52 (tl + (n + 1)2t2>}

_e—inkzeikz€+iw(t1—t2) X exp [—’yQDAC;Q(;Q (tl —+ (n — 1)2t2)] }

A dependéncia com relagao an é consistente com a solucao das equacoes de Bloch-
Torrey modificadas. Nesta generaliziacao fazendon = 1 recuperamos o resultado
de Stejskal et al. para o eco de Hahn(112).

4.4.4 Atenuacao do campo dipolar distante devido & di-
fusao.

O termo longitudinal da magnetizacdo a partir de ¢ dado na equacao 4.19
pode ser considerado como sendo o campo dipolar atuando a partir det,. Sendo

assim temos

Baa(z,t]) = —poMoa cos(kz 4+ wty) X exp [—k*Daty] . (4.23)

Nao existe uma forma fechada para a expressao da atenuacao longitudinal do
campo dipolar na presenca de difusao. Até agora apenas solucoes aproximadas
ou baseadas em calculo numérico tém sido empregadas para tratar esse efeito.
Para um campo dipolar fixo no referencial girante o movimento de difusao dos
spins que sofrem a acao desse campo deve atenuar-se trivialmente com um termo
exp [_kQDtQ] de acordo com a solucao da equacao de Bloch-Torrey. Porém o
que tem-se na verdade sao dois sistemas de spins: 0os que geram o campo e 0s

que sofrem o efeito dele. Portanto o campo dipolar também sofre atenuacao pela
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difusao dos spins que o criam.

Suponhamos que em um tempo ty o campo dipolar possua uma modulagao
do tipo cos(kz). No referencial de uma particula difundindo, em um pequeno
intervalo dt, o campo passa para uma modulagao do tipocos(kz + kdz). Devemos
tomar uma média de cos(kz) no espago de caminhos possiveis da particula no
intervalo de medida. Essa média inclui mais um termo do tipoexp [-k%Dt,| na
atenuacao do campo dipolar. Uma vez produzida essa atenuacao, basta integrar no

tempo de medida para obter a defasagem total da magnetizagao [ver apéndiceC].

A atenuacao longitudinal do campo dipolar, devido a difusao, segundo Arde-
lean et al.(114), é dada por
I —exp [—2k2 D sty

@
M (1) = g (4.24)

Jeener(115) argumenta que os célculos acima precisam de mais uma média
para produzir a atenuagao correta. A média completa, além de ser feita usando o
peso estatistico de todos os caminho possiveis devido ao movimento aleatoério da
particula, deve ser acrescida de outra média sobre todos os estados iniciais. Af
vem o problema, pois o campo dipolar médio depende das condigoes iniciais de
todos os spins da amostra. Para configuragoes iniciais diferentes teremos campos
distintos. Isso faz com que essa segunda média sobre os estados iniciais seja bas-
tante complicada permitindo somente um tratamento numérico para o efeito((16).
A partir de uma solu¢ao numérica das equagoes de Bloch-Torrey, Chen et al.([17)

sugerem que o termo de atenuacao devido a difusao seja dado simplesmente por

AV (t2) = exp [~k2Daats] . (4.25)

A magnetizacao transversal, levando em conta somente a contribuicdo do

campo dipolar, é dada por
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mj _ eiﬁA cos(k:z—}-wtl)’ (426)
com
t
€4 = 7_2 x exp [~k*Dat1] x Aa(ts), (4.27)
dA

onde A4 representa as aproximagoes )\S) ou /\gl) dadas nas equacoes 4.24/ e |4.25]
respectivamente. 744 = 1/puoyMoa é o tempo de desmagnetizacdo dipolar(90),

parametro caracteristico da acao do campo dipolar distante.

A expressao 4.26 pode ser desenvolvida aproveitando a simetria cilindrica cri-
ada pelo campo externo. Escrevemos a exponencial complexa em termos de har-

monicos das fungoes de Bessel obtendo

my = i (Ea)em ), (4.28)

m=—00

4.5 Aproximacao para magnetizacao transversal
na presenca do campo dipolar e da difusao.

Nesta secao vamos considerar a situacao onde o processo difusivo é bem mais
rapido que o processo de refocalizagao dipolar [ver apéndicelC|. Nessas condigoes

vamos supor uma solucao da seguinte forma:

M} ~Th m} (4.29)

Substituindo as expressoes 4.28 e 4.22/ em 4.29 obtemos
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1 > .
MX ~ PX m: = 5 iMoa Z Z'me(fA)ezm(kz+m1)

m=—0oQ

{emkzeikzew(“*”) X exp[—’yQDAGQ(S2 (t1 + (n + 1)2252)}

_einkzgikz g tiw(ti—t) ol 22D G282 (1 4 (n — 1)%)] $(4.30
g

onde agrupamos os termos com dependéncia espacial, no caso emz, logo abaixo.

{e_woelm) x exp[—?DaG28(t; + (n + 1)%)]
_6+iw(t1_t2) X exp [—’YQDAGQCSQ (tl -+ (TL - 1)2t2):| }

% Z Z.me<£A>eimwt1 {ei[m*(”Jrl)]kz _ ei[mf(nfl)]kz} (431)

m=—0oQ

Para ser detectado, o sinal de RMN precisa ser totalmente refocalizado durante
a aquisicao, isto é, nao podem existir dependéncias espaciais na fase do sinal. Uma
dispersao muito grande na fase das diversas isocromatas, geralmente causada pela
acao de gradientes de campo, impede a detecgao do sinal. Quando integramos as
contribuicoes de cada isocrométa no volume da amostra, a equacao4.31/ assume a
forma de uma transformada de Fourier com uma delta de Dirac que s6 apresenta
resultado nao-nulo para contribuicoes com fase espacial zero. Visto isso temos

finalmente que
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M;{ = (—z’)"]\/[erim“tle_"”t2 X exp[—kzDAtl}

—A— N =

(—1)™ VT4 (€a) x exp[—(n — 1)*k*aDats)

+(=1)" T 1 (€a) % exp[—(n + 1)?k*aDats] } (4.32)

Empregamos em 4.32 a relacao J_,( a)) = (—1)™Jn(€ac)). O acréscimo do

parametro a em 4.32/ sera discutido mais tarde na interpretacao dos resultados.
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Figura 4.8: Evolugdo temporal da hélice de magnetizagao transversal, no referencial
girante, para seqiiéncia CRAZED (n = 2). Utilizamos para representagao da fase uma
decomposicao em termos de Eco [direita| e anti-Eco [esquerdal.
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4.6 Espectros bidimensionais para uma mistura
binaria.

Solugoes binarias em que temos um solvente concentrado e um soluto bem
diluido sao bastante comuns em espectroscopia de macromoléculas. Inclusive téc-
nicas de eliminagao do sinal do solvente(I18), via aplicacao de gradientes, nesse
tipo de estudo certamente criaram o ambiente ideal para a descoberta do efeito
de iMQC.

Um sistema binério ¢, além do sistema mais simples depois do sistema homonu-
clear, o primeiro em que se podem testar, de maneira geral, os efeitos da difusao
no sinal gerado pelas coeréncias de miultiplo quanta intermoleculares. Escolhe-
mos compostos com valores de deslocamento quimico préximos de modo a poder
excitd-los com um tnico pulso. Assim, compostos com deslocamentos quimicos
proximos podem ser considerados como um sistema homonuclear. A medida que
a diferenca entre os deslocamentos quimicos, dependendo do gradiente aplicado,
se torna importante, podemos considerar o sistema como composto de dois spins
distintos sob o ponto de vista do campo dipolar gerado. Queremos dizer com isso
que o campo dipolar para spins com deslocamentos quimicos distintos pode ser
desmembrado em duas contribuigoes. Podemos escrever o campo dipolar para um
sistema de dois spins distintos, mas que podem ser irradiados simultaneamente

como

BdA(B)(Z, tf) = _HOMOA(B) COS(]{ZZ :I:wtl) X exXp [—]{Z2DA(B) tl}
2
~3 poMoayp cos(kz Fwty) X exp [—k2D(A)B tl] , (4.33)

onde o sinal superior corresponde a espécie fora dos parénteses e o sinal inferior
a espécie dentro dos parénteses. o é a permeabilidade magnética no vacuo.
O segundo termo do lado direito representa a contribuicao do outro grupo de
spins pertencentes ao sistema. Esse termo pode ser extraido das equacoes de

Bloch, onde o campo dipolar possui duas contribui¢oes para a magnetizacao total
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M = M, + Mpg. Por isso temos o valor 2/3 multiplicando o segundo termo.
A aproximacao para a solucao da equacao de Bloch-Torrey modificada, onde
levamos em conta somente o efeito do campo dipolar, para o caso da mistura com

dois spins é

mz — eifA Cos(kz+wt1)6i(2/3)53 cos(kz — wty) 434)
mg — 6@'53 cos(kz—wtl)ei(2/3)§A cos(kz + wtq) <435)
Sap) = X exp|[—k*Dacp)ti] Aap) (t2) (4.36)
TdA(B)
onde Ay(py corresponde a )\gz ou )\ dados nas equacoes 4.24/ e 4.25 respec-

tivamente.

Os termos em 4.34 possuem duas exponenciais com modulagao espacial. De-
vemos desenvolver as duas em termos de séries de harmonicos para funcoes de
Bessel. Agora, como feito no caso de uma tnica espécie nuclear, devemos integrar
sobre todas as isocroméatas do sistema para obter o sinal total. Como em4.27,
devemos expandir os termos em 4.34 em harmonicos de funcoes de Bessel. Vale
notar que a integral sobre o volume, desta vez, s6 ir4 eliminar o somatoério em

uma das exponenciais. Usando o resultado obtido em4.32 temos

. - 2
M;{ — (—Z) MOAemwtle—lth xexp[—k2DAt1} Z Jm(ng)

m=—0oQ

1
2
{ 1 (£4) MmN exp[—(n - 1)2k:2aDAt2]
+

Tnna (€)™ ™) 5 exp[—(n + 12K D ato] } (4.37)

onde M} ¢ obtida substituindo B por A e —w por w.

O espectro bidimensional da equacao acima pode ser discutido, sem perda de
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generalidade, na situacdo em que 45y < 1. Usamos as relagdes J_,,(§ap)) =

¢ o - .

(=1)™Jm(Eacm)) € Im(am)) = (m_lH)! (%)m para simplificar as expressoes obti-
das para a magnetizagao total. Nenhum dos termos da série se repetem, assim
cada pico no espectro bidimensional corresponde a um termo dessa série, que para
£aB) < 1, converge rapidamente. Substituindo as relagoes acima em/4.37 temos,

para a coeréncia de 2-quanta, os seguintes picos

Mi(m=0) = (4.38)

1 . .

gMer*“’”e‘Q“tl X exp[—k2DAt1}
1

3
{5,4 X exp[—kQDAtg} + 5 (%) X exp[—QkQDAtg} },

M (m = 1)

(4.39)

1 —iw
EMOA@ 2 % exp[—k‘QDAtl}fB

1

2
{x exp[K2Dits] + | (%A) < exp[=9K2Duty] }

Mi(m=-1) = (4.40)

1 , .
6—4M0A6_“"t2 et exp [—k2DAt1] &B

&\’ ) NI )
7 xexp[—k: DAtg} +2_O ? xexp[—Qk DAt2] )

onde a expressao para M} é obtida bastando substituir B por A e —w por w. Os

termos para m = 1 nos dao os picos cruzados.

Nas figuras 4.9, 4.10, e 4.11 consideramos o efeito da difusao nulo e variamos
somente 74 para uma mistura binaria A+ B. Mudancas no valor de 74 sao obtidas
variando a intensidade do campo By ou da concentracdo da amostra. A situacao
experimental tipica é aquela em que somente 4 picos sao observados no espectro

[ver figura4.9]. Ao introduzir o efeito de difusdo, mesmo para7,; curto, os picos
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Figura 4.9: Espectro bidimensional da mistura A + B. Para 75 = 5 s [sem difusao]
somente 4 picos aparecem no espectro bidimensional.

para m > 1 nao sao vistos no espectro.

Cada um dos picos é descrito por um tnico termo da série representada pela
equacao 4.37. Cada um desses termos representa uma forma de evolucao do duplo
quanta selecionado. Podemos obter a coeréncia de dois quanta de varias formas,
por exemplo: um spin de A flipa e um spin de B também. Dois spins de A flipam,
dois spins de B flipam, e a seguir os termos comecam a decrescer com as coeréncias
de duplo quanta envolvendo flips entre 2 spins de A e 4 spins de B e assim por
diante. Para um situagdo em que o campo dipolar seja fraco [r; longo| o termos
que sobrevivem sao s6 os primeiros que representam transicoes de duplo quanta

entre dois spins somente [ver figurald.9].
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Figura 4.10: Espectro bidimensional da mistura A+ B para 74 = 150 ms [sem difusao].
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Figura 4.11: Espectro bidimensional da mistura A + B para 74 = 50 ms [sem difusao].
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4.6.1 Forma fechada para o sinal de uma amostra binéria.

Podemos simplificar a expressao 4.37 usando um teorema para soma de har-
monicos de Bessel também conhecido como teorema de Graff(119). Essa simplifi-
cacao auxiliard na forma final da expressao para o sinal de RMN para o caso de

uma mistura binaria. Podemos rescrever os termos de4.37 a seguir

Z Jm(%€B>Jmfn+l(£A) eim(ﬂ'72wt1) = (_1>n+1Jn71(WA) eii(nil)XA7

(4.41)
Z Jm(%gB)Jm—nfl(fA) efim(7r+2wt1) — (_1>n+1Jn+1(WA) e*i(”+1)XA7

m=—0Q0

(4.42)

onde

1/2
Wy = {5,42 + (4/9)€p° + (4/3)€4ER cos(thl)} : (4.43)

(2/3)¢p
Wy

sen x4 = sen(2wty),

(4.44)

COS X4 = Ea+ (Q/Bzf/i cos(2wt1).

A forma final para o sinal é
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1 . .
MZ = —§z'”Mer_’“’thm‘“tl X exp[—kQDAtl}
{Jnl(WA)ei(”l)X“ X exp[—kQ(n — 1)204DAt2}

Tt (Wa)e XA s exp [— k2 (n + 1)2aDAt2}} (4.45)

onde temos uma expressao analoga para a espécie B bastando trocar A por B e

—Ww por Ww.

4.6.2 Atenuacao por relaxacao transversal e longitudinal.

Durante todo o tempo de medida a magnetizacao transversal sofre o efeito
da relaxacao por 75. Para levar em conta seu efeito basta resolver a equacao de
Bloch com o termo de relaxacao. Obtemos para a magnetizagao transversal em

todo intervalo ¢ uma atenuacao do tipo

M} (t) = Moa x exp(—t/T3). (4.46)

Além da relaxacao transversal, durante o intervalot; a magnetizacao pode relaxar
retornando ao estado de equilibrio. Isso leva um tempo da ordem del} para

ocorrer. Na dire¢ao longitudinal, ap6s um pulso de /2, temos

MZA(Zfl) = MOA X [1 — exp(—tl/Tl)]. (447)

No instante t] essa magnetizagao ¢ devolvida ao plano transversal e sofre a agao
apenas do segundo pulso de gradiente nGG. Essa magnetizacao fica modulada em
nkz e, além da relaxacao spin-spin, também sofre a acao refocalizadora do campo

dipolar.

Precisamos modificar as expressoes de Ardelean e Chen para acomodar o efeito
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de relaxacao spin-rede na magnetizacao modulada em z responsavel pelo campo
dipolar. Uma maneira de fazer isso é usando o resultado das equacoes de Bloch.
Aproveitando a linearidade basta acrescentar nas equacoes4.24 e [4.25 o termo
exp (—ty/T1). Todas as equagbes para a magnetizagdo longitudinal devem ser
modificadas para incluir o termo acima. Ao levar em conta a relaxacao spin-rede
devemos acrescentar a contribuicao da magnetizacao longitudinal que relaxa du-
rante t; e é colocada de volta no plano xy apo6s o segundo pulso de 7/2. Na
expressao 4.45 a partir de to, incluimos o termo 4.47. Aplicando o mesmo trata-

mento via expansao em harmonicos de Bessel para o campo dipolar obtemos

Al(ty) = PP M g e [1 — exp(—t1/T14)]
X exp(—ta/Toa) X exp [—n2k:2ozDAt2} Jn(Wa)e ™4 (4.48)

onde temos uma expressio andloga para Af; bastando substituir A por B e w por

—Ww.

4.6.3 Forma final da magnetizacao para uma amostra do
tipo A + B.

A magnetizagao da amostra binaria A + B é dada por

1 . .
M; = Aj(ty) — 5 i" Mose “2e™M X exp [—(t; + t2)/Toa] X exp[—k:QDAtl}

{Jn_l(WA)e_i("_l)XA X exp[—k:Q(n — 1)2ozDAt2}
T (Wa)e i hxa exp[—k*(n + 1)*aDats]| } (4.49)
onde temos uma expressao analoga para a espécie B bastando trocar A por B e

—w por w. Além disso A (t) é dado pela expressaol4.48, W, é dado em [4.43. A

equacao 4.36 é rescrita como:
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t
Sap) = — x exp[—(k*Das) + 1/Toacs))t1] Aacs) (t2) (4.50)
TdA(B)

onde Ay(py corresponde a )‘QZB) ou )‘(;{89) dados nas equacoes 4.24] e 4.25 respec-

tivamente e acrescidos dos termo x exp(—t2/T1a(B)).
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4.7 Parte experimental.

4.7.1 Instrumentacao.

Os espectros bidimensionais obtidos através do moédulo do sinal da transfor-
mada de Fourier do eco de duplo quanta |n = 2| foram feitos em um espectrometro
de 7.04 T que corresponde a freqiiéncia de 300 MHz para o nicleo de hidrogénio
['H]. Assim estaremos observando, em todos os compostos tratados neste capitulo,
somente a ressonancia dos a&tomos de hidrogénio.

Os espectros experimentais foram comparados com o valor absoluto da trans-
formada de Fourier de M} + M}, obtido da expressio4.49, usando as suposi¢oes
A(a)B para atenuacao longitudinal do campo dipolar.

O nimero de divisoes do intervalo temporal ¢; para evolucao da coeréncia de
duplo quanta foi de N; = 512 com 8 médias para cada aquisicao. A resolucao da
freqiiéncia de detecgao F» foi de 0.3 Hz/divisdo enquanto em Fj ela variou de 3 a
7 Hz/divisao dependendo da mistura binaria usada. Finalmente, a freqiiéncia de
deteccao foi colocada aproximadamente equidistante entre as linhas de ressonancia
separadas pelo deslocamento quimico.

Com relagao aos gradientes, dois valores de k = vG¢§ foram usados: ki =
1.06x10% cm™ e ky = 0.798x10% ¢cm™!, correspondendo a G; = 8 gauss/cm e
G5 = 6 gauss/cm respectivamente, para d = 5 ms. Espectros obtidos com um
gradiente maior 16 gauss/cm e um tempo proporcionalmente menor de duragao
0 = 2.5 ms foram considerados idénticos dentro da incerteza experimental.

Tentando observar o efeito de amortecimento por radiagao nos espectros, deslo-
camos um pouco a sintonia da bobina de recepgao. Para essa desintonia tivemos
que aumentar a largura do pulso 7/2 de 9 us para aproximadamente 40 us. O
efeito do amortecimento por radiagao foi considerado desprezivel.

A homogeneidade do campo polarizante no volume da amostra foi corrigida
para um valor em torno de 3 Hz usando bobinas auxiliares. Para comparar as
larguras de linha obtidas no experimento com as previstas teoricamente, realiza-
mos uma convolugio do sinal M} e M} com uma funccao Lorentziana antes da

transformada de Fourier. Como esse procedimento envolve uma incerteza sobre
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qual a forma da funcao para largura de linha do equipamento, uma comparacao

entre as amplitudes dos picos é mais confidvel.

4.7.2 Preparacao das amostras.

Quatro sistemas, denominados Sy, Sy, Sz, e S3 foram analisados. S; con-
siste de uma mistura de 50% (V/V) CHCl;, 10% (V/V) CsHg, e 40% (V/V)
CsDg. Sz & uma solu¢ao 0.04 M de 18 coroa6 em cloroformio (7.7% (V/V)
CHCl; e 92.3% (V/V) CDCl3), e S3 é uma solucao 0.04 M de 18 coroa6 em
adgua (0.86% (V/V) de H,O e 99.14% (V/V) de D;0). O sistema Sy ¢ similar ao

S1 mas com uma concentracao de CHCkL e CgHg reduzida de um fator 7.

As solugoes foram preparadas de modo a deixar Mys e Myp em concen-
tracoes idénticas. Somente no sistema S;, um valor de concentracao de clo-
roférmio 15% maior foi considerado na solucao final. Os valores para o tempo
de refocalizagao dipolar 7, = 1/yuoMy, foram: 74(S0)~74(S2)~74(S3)~15.5 s, e
74(S1, benzeno)a1.1574( S, cloroformio)~2.2 s.

A maior fonte de erros, em algumas das amostras, foi a baixa relagdo sinal-
ruido causada pela diluicao e também por pequenos erros nas concentragoes
dos protons correspondentes as diferentes espécies difusivas. Os coeficientes de
difusdo e os tempos de relaxacao de todas as espécies usadas nas simulacoes
foram medidos separadamente em temperatura ambiente de25°C usando métodos

convencionais(120).

Os seguintes resultados foram obtidos:

Ss : Da(18coroa6) = 0.61 x 107° cm?s™*,

SoeS: : Da(cloroférmio) = 1.56 x 107° cm?s™*,
Dg(benzeno) = 1.60 x 107° cm?s ™.
S, D4 (18 coroa6) = 0.61 x 107° ecm?s™*,
Dp(cloroformio) = 1.36 x 107° em?s ™.
(
(

S

p(HDO) =2.1 x 107° em?®s ™.
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Exceto para o éter coroa, os tempos de relaxagao medidos foram grandes com-
parados com o tempo t = 1/k*D para atenuacao por difusdao. Para o éter coroa
obtemos 174 = 0.63 s e To4, = 0.52 s. Tomando todas as fontes de erro considera-

das acima, uma discrepancia de 10% entre os valores calculados e medidos pode

ser atribuida as incertezas experimentais.
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Figura 4.12: Resultado experimental

para o mapa de superficie do espec- Figura 4.13: Célculo do mapa de super-

tro bidimensional de S; com G = ficie do espectro bidimensional de S; para

6 gauss/cm. G = 6 gauss/cm usando a suposi¢ao I
com o = 0.675.

A figura 4.12 mostra um perfil do valor absoluto do sinal da transformada
de Fourier do sistema S; com um gradiente de campo magnético de coeréncia de

6 gauss/cm equivalente a um k = 0.798x10% cm™!

. Ao seu lado, na figura 4.13|
temos o calculo dessa superficie usando o sinal de magnetizacao para o sistema
(A + B). Em todos os espectros que serdo apresentados nesta se¢do, a seguinte
notacao sera empregada: o sistema A indica as espécies que possuem o0 menor
coeficiente de difusdo: [cloroférmio em S;| enquanto o sistema B indica o sistema
com maior coeficiente [benzeno em Si|. Além disso, a freqiiéncia no periodo
de aquisicao é chamada de F; e a freqiiéncia de deteccao indireta no periodo
de evolucao, Fy. Os diversos picos, que correspondem a coeréncias entre spins
através do campo dipolar distante, serao rotuladas como: AA, AB, BA, ¢ BB,
onde AA é sempre o pico de maior intensidade pois envolve coeréncias entre a
espécie que difunde mais lentamente. O pico representado por AB, envolvendo
coeréncias entre protons das espécies A e B fica deslocado de w/7 ao longo do eixo
de F} com relacao a AA e tem o mesmo valor de F5. O pico dado por BA esta

deslocado de AB ao longo de Fy de w/m e tem o mesmo valor para F; que AB.

Finalmente o pico dado por BB esta deslocado de BA ao longo de F; por w/m,
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em uma direcao oposta a AA, e tem o mesmo valor de F;, que BA. Os quatro
valores independentes para as razoes de amplitude AA/AB, AA/BB, AB/BA,

e AB/BB foram determinados para todos os sistemas de Sy a S3 usando dois

valores de k. Os resultados estdao nas tabelas 4.1 e 4.3. Na tabela 4.1 temos

(k = 1.06x10° cm™) e na tabela 4.3, (k = 0.798%x10% cm™).

As larguras de

linha média AF, e AF, para k = 1.06x10% cm ™" estdao na tabela4.2.
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Figura 4.14: Mapa de contorno do es-

pectro 2 D do éter de coroa (A) e agua
(B) [« =0, G = 8 gauss/cm)|.
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Figura 4.16: Mapa de contorno do espec-
tro 2 D do éter de coroa (A) e da agua (B)
[ =1, G = 8 gauss/cm)|.
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Figura 4.15: Superficie de contorno do

espectro 2 D do éter de coroa (A) e agua
(B) | =0, G = 8 gauss/cm)|.
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Figura 4.17: Superficie de contorno do
espectro 2 D do éter de coroa (A) e da
agua (B) [ =1, G = 8 gauss/cm].
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Figura 4.18: Mapa de contorno do espec-
tro 2 D do éter de coroa (A) e da dgua (B)
[ = 0.38, G = 8 gauss/cm)|.
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Figura 4.19: Mapa de superficie do es-
pectro 2 D do éter de coroa (A) e dgua
(B) [ = 0.38, G = 8 gauss/cm)|.

Nas figuras de'4.16 até 4.21/ temos alguns resultados obtidos a partir da trans-

formada de Fourier da equacao4.49 para alguns valores de o de modo a ajustar

as curvas experimentais tanto para o sistema binario A e B com Dy # Dpg e

Dy ~ Dp. Vemos que para o tltimo caso [figuras4.20 e [4.21] o valor de « &

irrelevante no céalculo da razao entre os picos. Porém, na primeira situacao, com

espécies de coeficiente de difusao diferentes, um valor dea especial deve ser usado

para ajustar as curvas corretamente, pois a razao dos picos é bem sensivel ao valor

de a nessa situacao [ver figuras del4.14 até [4.19].
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Figura 4.20: Mapa de superficie do es- Figura 4.21: Mapa de superficie do es-
pectro 2 D do cloroformio (A) e benzeno pectro 2 D do cloroférmio (A) e benzeno
(B) [ =0, G = 8 gauss/cm)|. (B) @ =1, G = 8 gauss/cm)|.
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A tabela 4.1 confirma que a amplitude relativa dos picos para os sistemas
e S; é praticamente independente do tipo de suposi¢ao (I ou II) para a atenuagao

longitudinal do campo dipolar ou do valor de a escolhido.

As diferencas entre os dois sistemas sao: uma menor concentragao de prétons
em Sg comparado com S; e Moy = Myp em vez de Myy = 1.15 Myg, que é a
razao de concentracao para o sistema S;. Mesmo com a diferenga nos tempos de

coeréncia dipolares 74, apenas quatro picos foram observados em ambos os casos.

O espectro para Sy é especialmente simples. Ele consiste de picos AA e BB
de amplitudes aproximadamente iguais com picos cruzados AB e BA também de
amplitudes proximas. Além disso, a razao AB/BB = 0.69 est4 muito proxima da
razdo 2/3, como previsto na aproximagao secular da equagao4.33 garantido nesse
caso o limite da aproximacao de pequeno argumento para as funcoes de Bessel.

Esse efeito também é observado na razao AA/AB = 1.51.

A tabela 4.1 mostra que, a medida que a diferenca nos coeficientes de difusao
entre as espécies A e B se torna mais pronunciada, diferentes suposicoes predizem
razoes de amplitude bem distintas. Paraa = 0 ou a = 1, nos sistemas Sy e S3, dis-
crepancias entre os valores calculados e medidos para as razoes das intensidades de

picos sdo claramente observados para as suposi¢oes de Kimmich (I) ou de Jeener

1
’

(IT). Contudo a suposicao (I) combinada com « = 0.38 para k = 1.06x10% cm™
tem todas as razoes de amplitude concordando com os valores experimentais den-
tro de um erro de aproximadamente 10%. Essa combinacdo da suposi¢ao (I) com
a = 0.38, para k = 1.06x10% cm™!, ndo s6 ajusta bem os valores para as razoes
de intensidade como também d& uma boa aproximagao para as larguras de linha
AF,. Na verdade a suposi¢ao (I) com o = 1 ja consegue uma boa aproximagao
para as razoes de amplitudes dos picos, todavia as larguras de linha se tornam
muito maiores que os valores medidos.

Ao tentarmos a suposicao (II) combinada com valores adequados dec, o re-
sultado nao é satisfatério. Por exemplo, se escolhemos a = 0.83, que resulta,
para o sistema S3, em uma concordancia razoavel para razao AB/BA, ainda re-

sistem discrepancias para as outras razoes como mostra a tabela4.1. Além disso,
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Tabela 4.1: Razao das amplitudes dos picos experimentais parak = 1.06x103cm !

e valores calculados para suposicoes I e II.

G=8 gauss/cm  AA/AB AA/BB AB/BA  AB/BB
So St 5o Sy So S S S
Experimento  1.51 1.86 1.04 1.48 0.94 1.03 0.69 0.79

[(a=0) 154 1.75 1.04 1.38 098 099 0.68 0.79
[(a=1) 153 1.75 1.07 142 1.01 1.02 0.70 0.81
I(aw = 0.38) 1.53 1.75 1.06 1.40 099 1.01 0.69 0.80
[I(a = 0) 1.54 1.79 1.08 1.41 1.00 096 0.70 0.79
Ma=1) 1.54 1.76 1.08 1.42 1.00 1.00 0.70 0.80
[I(«=0.83) 154 1.76 1.07 1.42 1.00 1.00 0.70 0.80

AA/AB AA/BB AB/BA AB/BB
Sy S35, Ss Sy Sz Sy S
Experimento  3.23 6.73 293 11.5 074 084 09 1.7

I(a=0) 336 6.67 22 497 044 029 0.65 0.74
Ila=1) 310 6.01 50 19.05 1.29 1.80 1.61 3.17
I(a=038) 331 640 3.30 1143 0.73 0.80 1.00 1.79
(o =0) 442 133 324 1142 035 0.15 0.73 0.86
Me=1)  3.74 9.09 497 19.05 0.97 1.0l 1.33 2.09
(o =083) 390 9.64 4.83 184 0.85 0.83 1.25 1.84

a largura de linha AF; obtida nesse caso fica abaixo do valor experimental.

O valor do parametro ajustavel 0<<a<<1 necessario para ajustar as razoes das
amplitudes, embora completamente insensivel aos valor dos coeficientes de difusao
para um dado valor de k£, nao ¢ independente do valor do k. De fato o se aproxima
de 1 quando os valores de k decrescem e consequentemente o tempo de refoca-
lizacao dipolar aumenta. A tabela 4.3/ mostra valores das razoes de amplitudes
calculados para k = 0.798x10% cm~! onde o valor adotado de o = 0.675 foi
escolhido para dar um bom ajuste da razdo AB/BA do sistema Sz. Assim como
no caso k = 1.06x10% cm™!, essa escolha permite bom ajuste para todas as razoes
nos trés sistemas considerados. A concordancia entre os resultados teoricos e as

medidas experimentais para as larguras de linha médias estao na tabelal4.2.
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Tabela 4.2: Larguras de linha experimentais para k = 1.06x103cm ™! e valores

calculados para a suposicao I.

G=8 gauss/cm AF(AA) AF(AB) AF,(BB)
So Sy S3 So Sy S3 Sp Sy Ss
Experimento (Hz) 22 20 85 22 24 13 22 27 175

I(a =0.38) 23 135 10 23 17 15 23 22 26

AFy(AA) AFy(AB) AFy(BB)
So Sy S3 Sp Sy S3 Sy S2 Ss
Experimento (Hz) 6 5 5 4 5 5 7 5 7

I(o = 0.38) 5 4 4 5 6 4 55 5 5

Tabela 4.3: Razao das amplitudes dos picos experimentais para k =
0.798x103cm ™! e valores calculados para a suposicao .

G = 6 gauss/cm AA/AB AA/BB
Sh So 83 ST Sy 53
Experimento 1.86 293 423 1.38 296 7.53

I(a = 0.675) 1.75 250 452 1.40 245 7.55

AB/BA AB/BB
Sl SQ 53 Sl S2 53
Experimento 0.92 0.89 1.06 0.74 1.00 1.78

I(ow = 0.675) 1.00 0.86 0.99 0.79 0.98 1.67
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4.10 Conclusoes.

Podemos concluir que para duas espécies com coeficientes de difusao diferentes,
espectros bidimensionais CRAZED sao capazes de investigar a forma da atenuacao
do sinal por difusao, que pode ser mascarada em um experimento envolvendo
apenas uma espécie quimica. No regime em que a condicaok? D7, > 1 é satisfeita,
a aproximacao de pequeno argumento para as funcoes de Bessel é bem razoavel
produzindo assim um espectro com quatro picos. Desses picos, os picos cruzados
AB e BA sao especialmente importantes pois a razao de amplitude AB/BA parece

ser sensivel a simetria do termo de atenuacao por uma troca do tipo A< B.

Seguindo o trabalho de outros autores(114; 121) tentamos compreender o prob-
lema de atenuacoes induzidas por difusao em um experimento CRAZED através
de uma expressao analitica em contrapartida as possiveis solugoes numéricas(16).
A expressao proposta, através do teorema de Graff(119), consiste no produto de
dois termos: um envolvendo a atenuacao por difusao da componente transversal
de magnetizacao durante o periodo de deteccaots; e a outra, dando conta da pre-
cessao em funcao do campo dipolar durante o processo de refocalizacdao. Porém,
com o intuito de tratar a relacao entre atenuacao e refocalizacao, um parametro
ajustavel 0<a<1 que pode ser explicado de maneira qualitativa, foi introduzido

de forma euristica.

A razdo das amplitudes AB/BA é especialmente sensivel a escolha adequada
de o e da funcao de atenuacdo para o campo dipolar. Se consideramos, por
exemplo, a funcao AV da equacdo 4.24 com o = 1, temos o tnico caso em que
os termos principais de uma expansao em série para os picos cruzados pode ser
tratada como simétrica por uma troca do tipo A<~ B. Como conseqiiéncia o valor
calculado da razdo AB/BA torna-se muito proximo de um em todos os casos,
como visto na tabela4.1 para a suposi¢ao (II) com a = 1. O tratamento do valor
experimental da razao AB/BA, que em alguns casos parece diferir bastante de
um, s6 pode ser feito usando um valor 0<a<1 para ajustar a solucao.

A unido da suposicao (I) com o valor de a que d& uma boa aproximacao
para a razao de amplitude AB/BA responde por uma série de outros detalhes do

espectro em duas dimensoes como por exemplo as larguras de linha tanto em F}
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quanto em F,. Apesar de ser um parametro bem razoavel, nao devemos colocar
muito peso em uma interpretacao em termos dos valores dea obtidos nos ajustes.
Esses valores sao extremamente dependentes da forma usada para atenuacao por
difusao, que em um tratamento exato, se fosse possivel, certamente apresentaria
uma forma diferente da proposta pelas suposicoes contidas em AP ou A,

A impossibilidade de ajustar as razoes de amplitude e larguras de linha para
alguns de nossos experimentos, ao utilizar suposi¢oes bem aceitas na literatura
sem o parametro de ajuste empirico o nos da indicativos de que, dentro do maior
alcance do tipo de experimento escolhido para testar os modelos, essas teorias
precisam ser melhoradas.

O tratamento quantitativo de experimentos envolvendo efeitos de coeréncia
de duplo quanta intermolecular precisam de uma expressao que leve em conta a
atenuacao por difusdo, uma vez que essa contribuicdo é importante na maioria
das situagoes. Oferecemos uma forma de testar as expressoes analiticas presentes
na literatura e propusemos um fator a para corrigir discrepancias observadas em
um experimento mais geral em duas dimensoes. Apesar da forma proposta ainda
nao ser a forma final, temos nesse momento algumas pistas de como devam ser as

correcoes para os modelos tedricos vigentes.






Capitulo 5

Imagens Overhauser usando
coeréncia de duplo quanta
intermolecular

5.1 Introducao.

O efeito de coeréncia de miltiplos quanta intermoleculares [MQC, inter-
molecular multiple quantum coherences| possibilita novas formas de contraste o
que é muito importantes em IRMN. Ao permitir que o acoplamento de spins seja
feito via um campo dipolar distante geralmente modulado através de gradientes
aplicados externamente, esse campo dipolar distante, além de produzir picos de
correlacao em espectros bidimensionais de moléculas quimicamente isoladas, pode
ser uma maneira de produzir contraste sensivel a variacoes de susceptibilidade
magnética em regioes menores que aquelas alcancadas pelo limite de resolucao da
imagem(122). Um parametro definido como distancia de correlagdod, = 7 /yGé
poderia ser ajustado de modo a fornecer, a partir das propriedades do campo
dipolar distante, um parametro de contraste subvoxel.

A possibilidade de usar o efeito de coeréncia miltipla intermolecular em ima-
gens por RMN foi proposta por Richter et al.(123) em 95. Os autore observaram
que as coeréncias quanticas, agora entre moléculas separadas espacialmente, pode-
riam fornecer informacoes bem distintas daquelas obtidas com IRMN conven-

cional. Warren et al.(122) usaram o efeito de transi¢oes de multiplos quanta in-
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termoleculares, selecionando as coeréncias de zero quanta [excitacao de dois spins
orientados em sentido oposto|, para produzir imagens em cérebros de ratos em
um campo de 4 T. Foram usados comprimentos de correlacao bem menores que
a resolucao das imagens. Comparando os resultados, especialmente para regioes
proximas de tumores, com imagens obtidas via seqiiéncia Spin-Eco de Hahn foram
constatadas diferencas marcantes no contraste. Acredita-se que o aumento de den-
sidade em microvasos ¢ um indicador do potencial para crescimento de tumores
logo essa técnica de contraste subvoxel poderia ser bastante promissora nesse es-
tudo.

Um outra aplicagao importante seria em imagens funcionais f[MRI, functional
magnetic resonance imaging|. A atividade neuronal esta associada com um au-
mento local da concentracao de oxigénio nos tecidos BOLD, blood oxygen level
dependent]. Acredita-se que variagoes na susceptibilidade de magnetizagao lo-
cal dos protons da agua presente nos tecidos seja a responsavel pelo contraste
em imagens funcionais . Usando contraste em 75, verfica-se um aumento de
sinal na regiao de atividade neuronal. Essa dependéncia com a susceptibilidade
local criou a possibilidade de usar o contraste obtido por iMQC nesse tipo de
imagem(124; [125).

Outros grupos como o de Jianhui Zhong passaram a estudar, também em
imagens médicas, propriedades da coeréncia de duplo quanta em seres vivos(26;
127). Além de otimizar a seqiiéncia de pulsos para este tipo de imagem(128; 129),
Zhong também verificou que o contraste por duplo quanta exibia caracteristicas
semelhantes ao de zero quanta e que podia, em alguns casos, apresentar maior

relacao sinal-ruido.

O efeito de coeréncia intermolecular para obter informacao sobre sistemas es-
truturados foi bastante investigado nos tultimos anos[100; [130; 131). O contraste
através de iMQC também pode ser usado para obter informacoes estruturais por
TRMN(132; 133; 134). A partir do estudo sobre o efeito do campo dipolar desmag-
netizante no sinal de eco em sistemas estruturados simples{135; [136) e também
em detec¢ao indireta(137) de nicleos nao abundantes, Bowtell et al.(I38)) usaram

o campo dipolar para obter contraste em imagens de sistemas estruturados. Para
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criar o campo dipolar, eles usaram uma seqiiéncia do tipo CRAZED comn = 2.
Em um de seus experimentos, ao variar a intensidade do gradiente aplicado eles
obtiveram imagens com contraste entre dois sistemas [agua e acetona| colocados
em tubos separados. Utilizando a abordagem classica a partir da solucao das
equacoes de Bloch, eles conseguiram explicar os perfis das imagens obtidas. Us-
ando o tratamento quantico Bouchard et al.(I39) obtiveram o mesmo tipo de
contraste para o campo desmagnetizante usado por Bowtell. O nome campo

dipolar distante |ver/4.3.1] parece mais adequado nesse tipo de tratamento.

Um dos grandes problemas encontrados até agora tanto em espectroscopia com
em imagens usando iMQC diz respeito a refocalizacoes do eco de Hahn devido a
gradientes de campos locais muito comuns em sistemas estruturados. O controle
do contraste através do comprimento de correlacaod,. pode nao representar nessas
condicoes a informagao correta sobre a estrutura do sistema. O uso de técnicas
modernas de ciclagem de fase(140; 141) para selecionar o eco gerado por coeréncia
de n-quanta é uma das maneiras de resolver o problema pelo menos em sistemas

simples.

O efeito do campo dipolar distante, até agora, tem sido um fenomeno tipico de
experimentos usando solugdes concentradas em campos intensos([42). Asimagens
usando iMQC com menor campo que se tem noticia foram feitas em 1.5 T{(43).
O sinal de coeréncia multipla intermolecular, na situacao ideal, produz um sinal
em torno de 30% do sinal de RMN convencional. Campos elevados sdo sempre
necessarios para se obter boa relacao sinal-ruido para o estudo em liquidos. O
aumento da intensidade do campo todavia também agrega desvantagens a comecar
pelo efeito de gradiente de susceptibilidade local(144). Esse efeito, proporcional ao
campo aplicado, pode produzir gradientes de campo principalmente nas interfaces
entre duas regioes. Além de imagens distorcidas, o contraste devido ao campo
dipolar distante pode ficar comprometido. Uma tentativa de eliminar esse tipo de

efeito é através de imagens em campos fracos.

5.1.1 Proposta do capitulo.

Neste capitulo temos como objetivo demonstrar a viabilidade de realizar ima-
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gens usando coeréncia de duplo quanta intermolecular [DQC, intermolecular
double-quantum coherence| em um campo de apenas 16 mT. Para isso usaremos
o ganho de polarizacao obtido com a técnica PEDRI discutida no capitulo2. De
inicio indicamos a maneira como realizar imagens usando a seqiiéncia PEDRI-
CRAZED. Em seguida propomos uma maneira de garantir que as imagens nas
condicoes experimentais do laboratério sao provenientes da coeréncia de 2-quanta
intermolecular. Nas conclusoes discutimos possiveis vantagens e aplicagoes de

experimentos feitos nessas condicoes de campo fraco.
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Nao é simples obter uma imagem em campos da ordem de militesla onde a re-
lacao sinal-ruido Zeeman é muito pequena. Para imagens usando iDQC essa tarefa
se torna ainda mais dificil. Nao somente pela intensidade do sinal mas também
pelo tempo de desmagnetizacao 7;. Esse tempo, que para campos de militesla
esta na faixa de minutos, fornece o tempo médio necesséario para a a¢ao do campo
dipolar ser eficiente na refocalizagao da coeréncia de n-quanta. Nesse intervalo a
maioria do sinal, pelo menos em amostras liquidas, desaparece quase que total-
mente devido a efeitos de relaxagao [I1 e Ta] que ocorrem na escala temporal de
segundos. Com o efeito de polarizagao dinamica Overhauser, podemos deslocar
T4 para valores em milisegundos e assim recuperar o efeito de refocalizacao pelo
campo dipolar mesmo em campos muito baixos.

A extensao da seqiiéncia PEDRI para incluir a seqiiéncia CRAZED é trivi-
al(145). Na direcao z acrescentamos dois pulsos de gradiente responséveis pela
filtragem da coeréncia de n-quanta.

A direcao dos gradientes de coeréncia é uma escolha importante. O maximo
de sinal é obtido com gradientes na direcao do campo ByZ tendo o minimo na
direcao do angulo mégico. Essa dependéncia angular pode ser usada inclusive para
detectar fluxo em imagens usando contraste por iMQC[146). Um outro problema
é escolher a orientacao da amostra de modo a privilegiar algum tipo de simetria.
Com isso podemos de uma maneira facil garantir a condicaol /kL < 1 para validar
as aproximacoes feitas nos calculos do campo dipolar distante. A intensidade dos
gradientes de coeréncia deve ser maior que a dos gradientes de leitura usados
na imagem. Sinais provenientes do eco de Hahn podem ser recuperados se essa

condicao nao for respeitada.
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5.3 Evolucao de iDQC no intervalo ;.

A abordagem quantica fornece imediatamente informacoes sobre qual efeito de
um gradiente de campo aplicado no perido de evolucaot; onde todas as coeréncias
de multiplo quanta estao evoluindo. Como explicado no apéndiceD/com a selecao
de n = 2 somente as coeréncias envolvendo dois spins serao refocalizadas pelo
campo dipolar distante no intervalot,. Assim escrevemos a evolugao para a matriz
densidade s6 para termos envolvendo dois spins com um campo dipolar fraco, i.e.
para o nimero minimo de comutagoes com o campo dipolar que produza um sinal
observével [1-quanta] no periodo ty de aquisigao.

Tomando a matriz densidade até o termo quadratico temos, sem fator de

normalizacao,

ho 1w’ e

i=1 i=1 j=1
onde N representa o nimero de spins [moléculas| envolvidas no processo. Para
liquidos esse ¢ um nimero bem grande da ordem do nimero de Avogrado. Pode-
mos fazer uma aproximagao, valida para campos dipolares fracos([47), verificando
que somente o sinal proveniente do termo quadratico ira sobreviver ao gradiente

de duplo quanta (n = 2). Assim ap6s o pulso de 7/2 temos

huw 2 N N

i=1 j=1

Apo6s o primeiro gradiente G e ao final do intervalo t; vem

2 \ kT
[I; cos (wty + kz;) + 1,; sen (wty + kz;)]. (5.3)

1 /ho\2 &
p(t1) o< = (—) ZZ [1; cos (wty + kz;) + I sen (wty + kz;)] X

=1 j=1
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Usando a notagao de eco e anti-eco, i.e., escrevendo as contribuicoes de seno

e cosseno em suas formas exponenciais complexas e, temos

1 ()’ e 1
t - — - 5.4
'0(1)0(2(k:T) 2. 4{ 54)
i=1 j=1
[xljgg] [ei2(wt1+kzi) +2_{_e—i2(wt1+kzi)} _|_ llley] |:e’i2(wt1+k’zi) _I_e—iQ(wtl-i-kzi)] _|_
7

1 , . . .
Zlyijxj [612(wt1+kzi) + 6—12(wt1+k:zi)} o [yilyj [622(wt1+kzi) — 24+ 6—22(wt1+kzi)]}

A matriz densidade possui termos de zero e duplo quanta, ambos os termos envol-
vendo dois spins. O termo de duplo quanta que serd o tinico a sobreviver possui o
termo 2 em todas as exponenciais. Assim um gradiente G aplicado nesse periodo
na verdade tem efeito de um gradiente 2G' para os termos de duplo quanta.

No periodo de deteccao t2, onde o sinal é convertido em sinal de um quanta
pela acao do campo dipolar distante, as evolucoes na presenca de um gradiente
G sofrem um efeito idéntico na fase de magnetizacao.

Em linhas gerais aplicar gradientes no intervalo¢; ou no intervalo ¢t pode ser

uma maneira de detectar evolucoes de multiplo quanta.

5.4 Parte experimental.

5.4.1 Instrumentacao.

As imagens foram realizadas no tomografo de campo fraco descrito no capi-
tulo 2. Mais uma vez fizemos uso do efeito Overhauser para obter sinal suficiente
para fazer as imagens.

A saturacao da linha de ressonancia RPE do radical foi feita usando a bobina
de irradiacao do tipo birdcage sintonizada em 445 MHz e usando uma poténcia

de saida de 10 Watts durante um intervalo de 500 ms.

Uma bobina solendide com seu eixo perpendicular ao campo de 16 mT foi usada
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como receptora do sinal de RMN em 680 KHz. O volume da bobina comparado
com a amostra permitiu um tempo de amortecimento por radiagaor, ~ 650 ms,
onde () = 330 é o fator de qualidade da bobina de recepcao en = 0.05, o fator de
preenchimento.

A codificagao de [fase] foi feita na dire¢cdox durante um intervalo d = 9 ms. O
gradiente de fase foi aplicado em duas situagoes: durante o intervalo de aquisi¢ao
to , ap0Os os gradientes de selecao da coeréncia dupla; ou no intervalo de evolugao
t1 entre os pulsos de (7/2),. Neste tultimo, a evolugdo do termo de coeréncia
dupla reduz o FOV da imagem na direcao de fase pelo fator 2 comparado com a
situacao da codificacao no intervalo 5. Essa reducao pode ser usada como teste
para garantir a ordem da coeréncia usada para produzir a imagem.

Gradientes de leitura com duracao 0 = 9 ms e 6 = 18 ms também foram
aplicados na direccao z de modo a centralizar na janela de aquisicao o sinal de
RMN. Para a distancia de correlacao d. = 0.55 mm, efeitos de variacao na sus-
ceptibilidade da magnetizacao causada pela presenca dos tubos foi considerada
desprezivel. Refocalizagoes do eco de Hahn pelo gradiente de leitura ou pelas sus-
ceptibilidades também foram consideradas despreziveis. Para evitar algum tipo
de refocalizagdo do eco de Hahn [n = 1] pelo gradiente de leitura temos que usar
gradientes de coeréncia bem intensos. Usandod = 9 ms e G = 2.4 mT con-
seguimos uma distancia de correlagao d. em torno de 0.55 mm que é um valor

bem menor que os comprimentos tipicos da amostra usada.

5.4.2 Sistemas para testes das imagens iDQC.

As imagens sao de trés tubos concéntricos com diametros 25 mm, 10 mm e
4 mm, respectivamente. Os tubos foram preenchidos, até uma altura de 20 mm,
com uma solugao aquosa de radical livre trityl 5 mM e colocados no interior da
bobina de excitacao de RPE. O eixo de simetria do conjunto fica perpendicular
ao campo ByZz.

O arranjo experimental limitou a escolha dos gradientes de selecao de coeréncia

na mesma dire¢ao |z || By| do gradiente de leitura G,..
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/2 B T
sinal
* * 2 RF (RMN)
t 24+tse/2 tse/2
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Figura 5.1: Seqiiéncia para imagens PEDRI-CRAZED. Usamos t; = 20 ms, § = 7/2,
tsp/2=80ms ety =1t; +tgp/2 =200 ms.

A figura /5.1 descreve a seqiiéncia PEDRI modificada para incorporar os pulsos
de gradiente necesséarios para CRAZED. Um pulso (7/2), aplicado na freqiiéncia
de ressonéancia de protons 680 KHz [16 mT| é seguido no instante t; = 20 ms, por
um outro pulso (7/2),. Esses dois pulsos de RF, juntamente com os pulsos de
gradiente ao longo da direcao z, produzem um sinal de eco em t5 = 40 ms ap6s o
segundo pulso de (7/2),. Embora no momento seguinte as isocroméatas comecem a
defasar, o sinal de iDQC continua crescendo podendo ser refocalizado em qualquer
momento com a aplicagdo de um pulso de . Escolhendo tsg/2 = 80 ms, o tempo
total de iDQC durante o periodo 5 em nossas imagens foi de 200 ms.

Os gradientes de criacao do campo dipolar sao aplicados imediatamente apos
cada um dos pulsos de 7/2 na intengao de defasar o sinal de magnetizacao coerente
no plano zy e assim diminuir o efeito de amortecimento por radiacao.

Para as imagens apresentadas neste capitulo, um ganho de magnetizagao de 30
vezes foi obtido usando o efeito Overhauser. Esse ganho corresponde a um tempo
de coeréncia dipolar 7, = 1.95 s. Sem o ganho de polarizacao em um campo de
16 mT, o tempo vai para 59 s o que para os tempos de relaxacao em questao

inviabiliza a imagem.
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Figura 5.2: Imagem de referéncia obtida com a seqiiéncia PEDRI para o sistema de
tubos usados nos experimentos de iDQC.

A figura 5.2 mostra uma imagem normal obtida com a seqiiéncia PEDRI do
sistema teste com tamanho de pixel de 0.43 mm, selecao de fatia de 15 mm, 128

aquisicoes de fase e duas médias.

Aproveitando a idéia de Velan et al.(148), produzimos imagens usando a se-
qiiéncia PEDRI-CRAZED (5.3) nas seguintes condi¢oes para um mesmo valor de
kg: (a) escolhemos a fase durante o tempo de evolugaot; e em (b) colocamos kg

durante o tempo t5 de aquisigao.

A figura [5.3 mostra duas imagens obtidas usando coeréncia de duplo quanta
intermolecular e seus respectivos espagos transformados. Na imagem @) temos
a mesma amostra teste onde o gradiente de fase é aplicado no intervalot¢; de
evolucao do duplo quanta ajustado para produzir uma imagem com 0 mesmo
FOV. O tamanho de pixel é de 0.86 mm [o dobro do valor da imagem de controle]
também com selecao de fatia de 15 mm, a aquisicao de fase com 128 elementos e 4
médias tomadas. A imagem (b) é obtida nas mesmas condigoes de (a), mas com
a codificacao de fase feita no intervalo de aquisicaot,. A selecao durante ¢y faz
com que o FOV aumente de um fator 2 na dire¢ao do gradiente de fase resultando

na forma eliptica da imagem.

Para garantir que nao h4 vazamento de eco de Hahn no sinal do duplo quanta,
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visto que nao usamos nenhum tipo de ciclagem de fase, observamos os perfis das
imagens no espaco k. Segundo Chin et al.(I49) podemos observar e identificar
nesse espaco tipos de sinais que nao sejam da coeréncian que selecionamos com
os gradientes.

A figura /5.4 mostra a curva de eco produzida por iDQC para a seqiiéncia
PEDRI-CRAZED. UsamosT; ~ T; = 650 ms. O valor de G foi de 2.4 mT aplicado
durante um intervalo 6 = 9 ms. As curvas representam ganhos de polarizacao
Overhauser E de 30 e 60 vezes. As linhas continuas sao ajustes a partir da
expressao 4.32) onde além da difusao levamos em conta o decaimento do sinal
por relaxacao em 7} e T, andlogo ao caso da amostra binaria na expressao4.49.
Como se trata de um sistema homonuclear, qualquer umas das suposicoes para
atenuacao do campo dipolar vistas na secao4.4.4 sao satisfatorias para qualquer
valor de a.

A figura /5.5 mostra uma imagem, usando a seqiiéncia PEDRI nas mesmas
condicoes da se¢ao2.6, de uma amostra contendo esferas de sephadex com diametro
médio de 2 mm dopadas com o radical trityl 5 mM de maneira nao-uniforme. O
tamanho de pixel é de 600 ym. A regiao de sinal mais intenso na amostra in-
dica a regiao com maior concentracao de radical colocada de maneira controlada
nessa regiao. Para garantir que as imagens sao realmente da estrutura e nao de
alguma inomogeneidade da bobina de RPE por exemplo, giramos a amostra de
180° em torno do eixo do cilindro e adquirimos outra imagem. O sinal de uma
amostra de sephadex em um campo de 7 T mostra uma largura de linha prox-
ima a 1 KHz demonstrando os efeitos de susceptibilidade na criacao de gradientes

internos responsaveis por esse alargamento.
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Figura 5.3: Seqiiéncia PEDRI usando iDQC com k4 escolhido durante o intervalot; ou
durante o intervalo t2. Usando o mesmo valor k = G0 para a codificagdo de fase, na

imagem (a) codificamos a fase somente durante ¢; e na imagem (b) codificamos a fase
somente durante ts.



5.5 Resultados.

153

e E=60 1
e E=30]

5
4 -
o
o~
N—" 3_
o -
=
~5 2-
(@]
> ]
1 -
0

|
1,2 1,6 2,0 2,4

t, (s)

Figura 5.4: Sinal de duplo quanta intermolecular em fun¢ao do tempots obtido através
da seqiiéncia PEDRI-CRAZED. Mantemost; = 20 ms e k = yG9 fixos. Variando a
posicao do pulso de m obtemos o eco em um intervalo to indicado no eixo horizontal.
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Figura 5.5: Imagem de um tubo contendo esferas de sephadex [ = 2 mm| dopadas com
radical trityl de maneira nao-uniforme. As duas imagens mostram a mesma amostra, a
menos de um giro de m em torno do eixo do cilindro de diferenca entre as duas.
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Como visto na secao 5.3, a evolucao da fase de magnetizacao no periodot; é
diferente daquela no periodo t5. Na figura 5.3 utilizamos essa caracteristica para
produzir duas imagens usando as mesmas intensidades de gradiente onde mudamos
somente a posi¢ao do gradiente de fase. No periodot; o efeito do gradiente sobre
os spins é duplicado nos operadores de 2-quanta. Escolhemos os gradientes de
modo a deixar a imagem cilindrica com o gradiente de fase emt;. Ao mudar a
posicao do gradiente de fase parat, > 2t;, entre o segundo pulso de 7/2 e o pulso
de 7, temos um gradiente aplicado sobre operadores de um tnico spin/, ou I, e
assim a imagem fica reduzida pela metade na direcao da codificacao de fase. As
imagens no espago k nao indicam a presenca de ecos vindos de outras coeréncias
intermoleculares(149). Também podemos usar o argumento classico para explicar
o efeito. Nessa abordagem a diferenca na codificacao de fase nos dois intervalos
estd na modulacao da magnetizacao do campo dipolar somente no caso em que
a fase e codificada durante ¢;. Nesse caso temos a contribuicao de fase atuando
duas vezes: na magnetizacao transversal e também na magnetizacao longitudinal
responsavel pelo campo dipolar. No caso do gradiente de fase aplicado durantets
sO codificamos fase para magnetizacao transversal visto que o campo dipolar ja se

encontra na direcao longitudinal e fica insensivel ao efeito do gradiente.

A figura 5.4 mostra o sinal do eco de duplo quanta intermolecular gerado pelo
efeito de refocalizacao pelo campo dipolar distante. Os gradientes sao aplicados na
direcao z || By na seqiiéncia PEDRI-CRAZED [figurah.1] mas sem os gradientes
de codificacao para imagem. Variando a posicao do pulso der refocalizamos o eco
de duplo quanta para alguns valores dety. Mudando o ganho de polarizagao E [e.g.
diminuindo a poténcia de saturacdo de RPE]|, observamos uma queda no maximo
de intensidade do sinal recuperado. O valor de 7; para a méaxima recuperagao
do sinal é de 1.95 s e 1 s para E = 30 e 60, respectivamente. Os tempos de
relaxacao da amostra aquosa contendo o radical trityl sao 7} ~ T = 650 ms.
Nessas condicoes, o deslocamento da posicao de refocalizacao maxima para valo-
res maiores de t, para o caso £ = 30 nao é observado devido ao decaimento do

sinal por relaxacao em 7. Um pico em torno do valor o, = 200 ms para ambas
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as curvas pode ser devido a alguma refocalizagdo de eco de 1-quanta(l40; 150).
As curvas continuas indicam o valor teoérico célculado a partir da equacao tal
incluindo os termos de relaxacao de tal. O valor tedrico para o maximo de sinal
fica em torno de t9 = 400 ms.

Recuperacao do eco de l-quanta dentro da janela de aquisicao para valores
menores de G nao permitiram detectar efeitos de susceptibilidade nas amostras

contendo tubos de 4 mm e 10 mm.
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Demonstramos, pela primeira vez(145), que imagens Overhauser em um campo
de apenas 16 mT, mesmo em condi¢oes nao otimizadas, podem fornecer sinal

suficiente para realizar imagens usando coeréncia de duplo quanta intermolecular.

O sinal de eco de duplo quanta obtido para diversos valores do intervalots
é bem ajustado usando a equagao 4.32 juntamente com os termos de relaxacao
colocados de forma analoga ao caso de uma amostra binaria na expressao4.49. O
ajuste é razoavel para qualquer uma das suposi¢oes (I ou II) da se¢aold.4.4. Isto
se deve ao fato de estarmos tratando um sistema com uma tunica espécie A, no
caso a agua, onde a diferenca entre as suposicoes nao se faz tao sensivel como no

caso da amostra binaria.

Essa nova forma de contraste demonstrou maior sensibilidade em vérios tipos
de imagens tanto clinicas com em sistemas estruturados simples({122; 126; 135}
138). Contudo o estudo quantitativo em sistemas reais desordenados tem esbar-
rado em problemas relacionados a variacoes de suceptibilidade magnética inerentes
a esses sistemas em campos elevados. Em determinadas regioes da amostra em
estudo, os gradientes internos podem ser intensos ao ponto de competir com os
gradientes externos usados, especificamente os usados para selecao de coeréncia.
Esse efeito inviabiliza a seletividade em termos da distancia de coeréncia dipolar
d.. Em uma situacado(140) em que as areas sob os gradientes |Gd| responaveis
pela codificacao das imagens e os gradientes de coeréncia sao semelhantes, pode
ocorrer inclusive refocalizagao do eco de Hahn que é o sinal obtido na situagao em

que n =1 e que & muito maior que o sinal de iDQC.

Os gradientes internos sao proporcionais a intensidade do campo externo usa-
do. Tendo essa relacao em vista, o uso de PEDRI apresenta-se como uma maneira
de eliminar o efeito de susceptibilidade. Imagens convencionais em um sistema
composto de um conjunto de esferas de sephadex [d=2 mm]| saturado de maneira
nao-uniforme com o radical tritly foi capaz de simular as condi¢oes de uma, es-
trutura porosa e demostrar o potencial da técnica para eliminar os efeitos de
susceptibilidade interna. Na figura5.5 mostramos uma imagem usando a seqiién-

cia PEDRI que nao seria obtida nessas mesmas condi¢oes em um campo de 7 T,
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onde observamos que a largura de linha, que é um fator limitante por exemplo
para imagens de solidos(151), era da ordem de algumas centenas de Hertz.

Uma vez feito isso, tentamos produzir imagens PEDRI tentando observar o
contraste iDQC, i.e., variando o valor G para o gradiente de coeréncia, mas
preservando a razao 2. A intensidade dos gradientes disponiveis no tomoégrafo
foi insuficiente para atingir distancias de correlacao compativeis com as distancias
tipicas presentes na amostra que ¢ a regiao onde efeitos de contraste devido a
estrutura costumam ocorrem(138)). Ao diminuir a intensidade dos gradientes de
coeréncia, a auséncia de um esquema de ciclagem de fase impossibilitou a elim-
inacao do sinal do eco de Hahn que era refocalizado em condicoes de gradientes
de coeréncia da ordem dos gradientes de fase ou leitura.

Implementando uma ciclagem de fase, usando uma seqiiéncia de pulsos otimizada
e gradientes de maior poténcia teremos, em uma proxima etapa, condi¢oes ideais
para explorar o efeito de variagoes na susceptibilidade da amostra em funcao da
distancia de correlagao dipolar. Assim poderiamos explorar a auséncia de gra-
dientes internos para amostras estruturadas nesse campo e garantir o efeito de

contraste somente por variagoes no parametro externod,.



Apéndice A

Difusao de particulas carregadas e
equacoes de Nernst-Planck-Poisson

A.1 Difusao de particulas carregadas

Vamos explicar a origem dos termos da expressao

J, = —d, [8—15 - zqoqa} (A1)

O primeiro termo do segundo membro é o termo de difusao convencional ex-
traido da lei de Fick. O segundo termo pode ser obtido da seguinte forma: supo-
nhamos um cilindro imaginario onde temos um fluxo de particulasq com carga

zqe. O fluxo de corrente elétrica pode ser escrito como

Jy = v,C,24€ (A.2)

Figura A.l: Diagrama indicando o fluxo de particulas com velocidadev em uma se¢ao
infinitesimal dA durante um intervalo temporal dt.
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onde v, é a velocidade da particula

Podemos usar um modelo mecanico simples para tratar o movimento de uma
particula carregada difundindo na presenca de um campo elétricoFE. A equacao

de movimento pode ser escrita como

m—=+ fu, = z,e B (A.3)

onde no regime estacionario, onde (dv,/dt) = 0, temos

zge B
B

A partir da relacdo de Einstein para o movimento Browniano, podemos en-

(A4)

Uq:

contrar um vinculo entre a viscosidade e o coeficiente de difusdo.

2kgT kgT
2 B B
o) = t, onde D, = —. A5
Usando as expressoes/A.4 e A.5 em A.2 temos
D
J,=C, (zqe)QE - (A.6)

kgT
Divindo |A.6 por z,e obtemos o nimero de particulas por unidade de 4rea e

tempo devido ao campo elétrico.

A.2 Solugao numérica das equagoes NPP (Nernst-
Planck e Poisson).

A.2.1 Meétodo de Newton-Raphson.

Dada uma fungao f(z), queremos encontrar as raizes desta equa¢do. Tomamos
a derivada primeira dessa funcao em um pontozy qualquer, de preferéncia proximo

do valor onde se encontra a raiz. Se |z, — zo] < 0 podemos expandir a fungao
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F(x) F'(xo) = dF(xo)/dx
A

F(xo)

F(xy)

Figura A.2: Graéfico ilustrando o método de Newton-Raphson unidimensional usado
para encontrar as raizes de fungoes polinomiais.

f(z) em série de Taylor até primeira ordem:

Fa)~ ~(80) (),

(A.7)
onde F' = f(x, +x9) — f(x0) e Ax = x, — x9. Podemos verificar que na raiz tanto
F quanto Az se anulam. Assim, escolhemos o primeiro passo zy, que chamamos
de semente, e substituimos na expressao/A.7 obtendo o valor de Az. Esse valor

serd adicionado a proxima semente r; = z¢ + Az até que haja convergéncia.

O método generalizado de Newton-Raphson para n func¢ées de n varidveis
pode ser definido de forma andloga: dadas n fungoes F; nao-lineares na variavel
X; tal que F;(X) = 0 ou .FZ‘<X1,X2, . 7Xn) = 0 podemos definir uma matriz,
chamada Jacobiana .J, onde seus coeficientes sao definidos a partir da relacao
Ji; = 0F;(X)/0X;.

Criamos uma primeira solugio tentativa X®)(k = 1). Uma nova aproximacio
para solucao é obtida acrescentando a proxima solucao o valor da aproximacao
calculado no passo anterior Xf“ = XF + AX;. O processo é repetido até que

uma condicao de convergéncia seja atingido.
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Podemos escrever o método em forma matricial como segue logo abaixo

Ju Jip Jis oo Ji AX, —FF(X)
Jor Jap Jag oo Jom AXp || —F5(X)

A.2.2 Formagao do alginato de calcio.

Regides onde
definimos as
condig¢des de contorno

Figura A.3: Discretizacao do espaco e indicagao das condicoes de contorno para o
processo de gelificagao do alginato de célcio

As equacoes para o processo de gelificacao do Alginato podem ser discretizadas
através do método implicito das diferencas finitas. Como o problema apresenta
simetria cilindrica, as concentragoes e o campo elétrico sao fungoes somente da
direcao radial r. Tomando 7 como a posi¢ao espacial radial, a partir do centro,
temos que r; = i(b/N). Vamos ainda definir os seguintes parametros que, além de

simplificar as expressoes, usaremos para controlar o processo de calculo numeérico.
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A seguir temos: N é o nimero de divisoes espaciais da rede, dR=1/N é o passo

espacial, dT é o passo temporal, P=dT/dR?.

[Ca(i) — Cay,(i)] /dT = (A.8)
+d1{(1 +1/2i)Cali+ 1)+ (1— 1/2i)Cali — 1) — QCa(i)}/dR2

—|—zld1{(1 —1/i)E(i — 1)[Ca(i — 1) + Ca(i)] /2dR

E(i)[Ca(i) + Ca(i + 1)] /2dR} — 2K A(i)A(i)Cal(i),

onde os trés termos representam respectivamente: a lei de Fick, a contribuicao do
campo elétrico, e a reacao quimica. O termo Ca, que nas outras equacgoes sera
representado pelas iniciais do elemento em questao representa a concentragao para
o tempo anterior, T — dT, a concentracao que esta sendo calculada. Comecamos
com um valor que é aquele da situacao de equilibrio. Dessa forma conseguimos
a semente que, para dT < 1, fica proximo da raiz a ser calculada e certamente
garante as condig¢oes para o funcionamento do método. Uma vez calculado os
perfis para um dado instante dT, esses sao substituido nos [Ca,A,G,...];,. A

partir deles obtemos o perfil para o intervalo 2dT e assim sucessivamente.

A equacao acima, assim como todas as equacoes do processo de gelificacao,
podem ser colocadas na forma adequada para utilizarmos o método de Newton-
Raphson dsicutido acima. Abaixo escrevemos as equacoes3.8 até[3.12 na seguinte

formas

FCa(Z'
—Pd;

= Ca(i) — Cay(i) (A.9)
+1/2i)Ca(i +1) + (1 —1/2i)Ca(i — 1) — 20&(1)}

) =
{a
—zldl{ (1—1/9)E(i —1)[Ca(i — 1) + Ca(i)]

(i) [Ca(i) + Ca(i + 1)] };TTR + 2K A(i)A(i)Ca(i)dT
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para o Calcio.

FA) = A1) = Ag(4) (A.10)
—sz{ (14+1/(20)A>+1)+ (1 —1/(20)A( — 1) — 2A(i)}

dT
_zng{(l —1/0)E(@i —1)[AGi — 1)+ A@@)] — E()[AG) + A(i + 1)] }ﬁ{
+4KA(i)A(:)Ca(:)dT;
para o alginato. Para o sédio e o calcio temos, respectivamente,
FN2(3) = Na(i) — Nay(i) (A.11)

—Pd; {(1 +1/(2¢))Na(i +1) + (1 —1/(2i))Na(i — 1) — 2Na(z’)}

_23d3{(1 —1/i)E(i — 1)[Na(i — 1) 4+ Na(i)] — E(i) [Na(i) + Na(i + 1)] }%v
FO4) = Cl(i) — Cly,(4) (A4.12)
—Pd4{ (1+1/(20))Cl( + 1) + (1 = 1/(24))CI(E — 1) — 201(2')}

_Z4d4{(1 —1/i)E(i — 1)[Cl(i — 1) + CL(i)] — E(i) [CL(i) + CL(i + 1)] }2%-

Vale observar que como esses ions nao participam da reacao quimica diretamente

nao aparecem termos referentes a ela nas duas expressoes acima.

Para o gel formado, que é considerado fixo e eletricamente neutro, nao ha

termo de difusdo e nem de campo elétrico. Assim, temos para o gel a expressao

FO(i) = G(i) — Gyo(i) — 4K A(i)A(i)Ca(i)dT (A.13)



A.2 Solugao numérica das equacoes NPP (Nernst-Planck e Poisson). 165

para o gel formado.

E finalmente

FP(i) = B(i) — Ey(i) + kdzzjdj{ (A.14)

—[Ton; (i + 1) — Ton;(i)|PAR + E(i)2; [Ton; (i) + Ton; (i + 1)] %}

para o campo elétrico. Os ions considerados no somatoério sao todas as espécies
participantes do processo que possuam carga nao-nula.

Agora, tomamos as derivadas parciais em relacdo aos diversos parametros de
concentracao e campo nas equagoes acima e a partir dessas derivadas montamos
a matriz Jacobiana. Assim, de posse de uma boa semente, que sao os perfis no
inicio da rea¢ao, podemos calcular os F's, a Jacobiana e, através de uma inversao
de matrizes, obtemos AX. A implementacao computacional do método é feita
usando o programa MATLAB 6 com N=50 e todos os parametros ja descritos

no capitulo 3.






Apéndice B

Campo dipolar distante

B.1 Calculo do campo dipolar médio.

A expressao geral para B, (r) é dada a partir da equagaol4d.4 e vamos rescrevé-la

a seguir

B,(r) = /M{BMZ(I")Q — M(r’)}d3r’. (B.1)

2r — r'?

onde f é o angulo entre o vetor r — r’ que liga dois elementos de dipolo e o campo

externo aplicado Bj.

Vamos agora encontrar a expressao para o campo dipolar distante para a
situacao de um gradiente aplicado na direcao s. Nessas condicoes a magnetizacao

fica modulada na dire¢ao s do gradiente.

Vamos utilizar a espaco reciproco k que seré definido como

By(k) = / e By(r) dr (B.2)

M(k) = / ™ M(r) d*r (B.3)
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Campo dipolar distante

Usando essas relagoes podemos escrever o campo no espacok

y ik-(r—r') (1 _ 2
B, (k) = / {3Mz(r’);3—M(r’)}elk'r &' / ‘ (L=3cos0) s, (B

2lr — '3

1
—
|
I
I
\\ :
\
\ I
\|
/|
/
/
i __ |
v

X

Figura B.1: Diagrama representando as dire¢des e angulos entre o campo externoBy o
gradiente de selecao de iMQC e a a¢do do campo dipolar.

. ite(r—x') (1 _; . .
A integral I = [ < b Q‘F(_lr,“iCOSQ 9 @3r pode ser resolvida fazendo as seguintes
transformagoes R = r — 1’ e expandindo Pa(cosfl) = £(3cos? 6 — 1) em funcao de
~ e 0" usando o teorema da adicdo de harmonicos esféricos. Observando a simetria

azimutal da representacao da figuraB.1 escrevemos

Py(cosf) = ZPl(COS v) P(cos @) (B.5)

onde 7, 0 e 0’ sdo os angulos entre os vetores indicados emB.1. I pode ser rescrita
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B.1 Calculo do campo dipolar médio.

como
ik Rcos~y P
I =—Py(cost') / ¢ RQ(COS ) senydydodR. (B.6)
cuja solu¢do pode ser encontrada em tal como I = —2F Py(cos §').

B.(k) = —%TPQ(COS ') / {3M.(r')z — M(r))} % d®r (B.7)

onde novamente na figura B.1l temos que cos @ = k - Z independente de r ou r’'.
Identificamos facilmente as expressoes para as transformadas de Fourier da

magnetizagdo [expressoes B.2 e B.3] na equagao acima. Escrevemos o campo no

espaco reciproco como

2 .
Bi(k) = 5 {3M.0k)5 — M(k)} [L - 3(k-2)’ (B.8)
onde agora temos uma expressao que ¢ local; isto é, o campo em um dado ponto

do espaco k é calculado a partir da magnetizacao no mesmo ponto.
Queremos agora calcular o campo By,(r) a partir da transformada de Fourier

da expressao acima
1 N 7 a\2] ,—iker 3
By(r) = 5 {3M.(k)z — M(k)} [1 — 3(k-2)*]e ™"’k (B.9)
Aplicando um gradiente na direcao s temos que a transformada de Fourier
de M (k) fica unidimensional M (k) = Myd()d(n) [ €**M(s)ds, onde ¢ e n sdo
outras duas direcoes perpendiculares a s em que a magnetizacao fica uniforme.

Introduzindo M (k) em B.9 e observando a presenca das fung¢oes delta temos

(B.10)
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Bu(r) = [1 - 3(3-2)] / ¢ ihes / e (30 (5)2 — M(s)} ds.

(B.11)

Finalmente identificando a transformada de Fourier e sua inversa temos

que € a expressao 4.7.

(B.12)



Apéndice C

Atenuacao do campo dipolar por
difusao

Usando a seqiiéncia CRAZED vamos calcular a expressao de Kimmich na
situacao em que o efeito do campo dipolar pode ser desprezado, em primeira
aproximacao, com relacao ao termo difusivo. Vamos considerar os tempos de
relaxacao 717 e T, longos o suficiente para serem desprezados durante o tempo
de medida. Vamos considerar inicialmente o efeito da difusao somente a partir
do segundo pulso de (7/2), partindo das condig¢des iniciais calculadas seguindo a
evolugao da magnetizacao durante o tempo t; apos o primeiro pulso (7/2),. A
acao do primeiro gradiente G produz uma modulacao na magnetizagao permitindo

que essa possa ser escrita em termos de harménicos de Fourier como

MF(zt) = > am(t)e™, (C.1)
M,(z,t) = i b (1) €72 (C.2)

Substituindo essas expressoes nas equacoes de Bloch-Torrey, desprezando o

efeito de relaxacao, vem
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%am(t) = —m’Dkan(t) — ivpo Y ap(t)bm_p(t), (C.3)
%bm(t) = —m2Dk?b,, (1), (C.4)

onde k = v [ G(t)dt. Apos o segundo pulso de (7/2), temos a seguinte situagao

para a magnetizacao longitudinal em 75 = 0

M,(0) = —— ("™ 4 7). (C.5)

C.2 quando comparada com|C.5 produz como tinicos termos nao-nulosb_; (0) =
—My/2eb1(0) = —My/2. SubstituindolC.5 em|C.4 apo6s o segundo pulso de (7/2),

temos

M, 2
b,1<t) = —70 €7Dk t, (06)
M,
bi(t) = —70 e~ PR (C.7)
Os tnicos termos de b,,(t) em (C.2lsdo m = 1 e m = —1. Sendo assim temos a
expressao (C.3 rescrita como
d 2 2 .
7 am(t) = —m* Dk, (t) — iypto [ams1(£)b_1(t) + am—1(£)b1(1)]. (C.8)

A magnetizagdo transversal em ty = 0 imediatamente apo6s o segundo pulso de

(7/2)0 &

M*(t) = % [e7% — e™], (C.9)

onde n é a razao entre as dreas dos gradientes responsavel pela selegao de coeréncia.



173

Apos a aplicacao do segundo pulso de gradiente podemos rescreverC.1 como

o0

MF(z,t) =™ 3" ap(t) ™, (C.10)

m=—oo
Substituindo a condigao inicial C.9 na solugao (C.10 obtemos a,_1(0) = —My/2 e
an+1(0) = +My/2 para que os elementos nao possuam modulagao espacial e assim
sejam observaveis.

Suponhamos que a atenuacao por difusao ocorra num regime temporal mais
rapido do que a refocalizagdo pelo campo dipolar onde1/Dk* < 1/vuoMy. Essa
condicao pode ser atingida em campos magnéticos fracos, em amostras diluidas, ou
aplicando gradientes intensos. Nesse regime podemos resolver(C.8 desprezando no

segundo membro o termo relativo ao campo dipolar. Usando as condigoes iniciais
de [C.9 temos

tn1(t) & ap_1(0)e VDK (C.11)
1 (1) A a1 (0)e DR (C.12)

Para n = 2, teremos as seguinte solucao de C.8

d

pr as(t) = —iypoar (£)b_1(¢) (C.13)

onde desprezamos o termo az(t) devido ao termo de atenuacao de ordem (n+ 1)
as(t) é o tnico termo que sobrevive a integragao sobre toda amostra. Substituindo

o resultado de!C.11l e de |C.6 acima temos

to
as(ty) = —z'wm/ al(O)b_l(O)e_szQtdt
0

My (1 — e 2Dkt
= i— | = 14
Z2Td< 2Dk’2t2 (C )
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O resultado obtido, nessa aproximacao, é idéntico ao caso tratado no capitulc4

no regime J,(z) = 2" para r < 1.



Apéndice D

Interpretacao quantica para 1iDQC

D.1 Introducao.

No inicio dos anos 90 Warren et al.(152) observaram em espectros bidimension-
ais de 'H em 4gua sob temperatura ambiente em um campo de 500 MHz [11 T],
sinais com caracteristicas tipicas de coeréncias de miltiplos quanta MQC, mul-
tiple quantum coherences| que contrariavam as previsoes teoricas([53). Até entao
MQC era observada em ntucleos isolados somente para spins nucleares com mo-
mento angular maior que S = 1/2. De outra forma os spins precisam estar correla-
cionados entre si para que seja possivel transicoes envolvendo mais de um quanta.
Essa correlagdo pode ser estabelecida via interagdo de contato |acoplamento J]
como geralmente ocorre para spins distintos com momento angularS = 1/2 pre-
sentes em uma mesma molécula; ou por interacao a distancia via campo dipolar,
como no caso de solidos. Para o caso da agua os dois spins protonicos sao idénticos,
nao permitindo acoplamento J e mais ainda o acoplamento dipolar em liquidos é
nulo em média. Nenhum desses dois campos entao pode contribuir para o acopla-
mento dos spins em uma amostra contendo somente dgua. Nesse cenario, Warren
propoOs que as coeréncias observadas originavam-se na verdade de interagoes in-
termoleculares [iIMQC, intermolecular multiple quantum coherences| mediadas
pelo efeito coletivo do amortecimento por radiacdo [radiation damping|. As co-
eréncias miltiplas seriam, nessa abordagem, permitidas devido ao acoplamento

das moléculas de d4gua por meio da cavidade ressonadora. O método oferecia, em
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substituicao ao tratamento cléssico, uma interpretacao do amortecimento por ra-
diacao considerando a quantizacao do campo de radiagao na bobina de recepcao.
Em uma analise mais cuidadosa, Abergel et al.[154; 155) demonstraram que o
tratamento quantico do amortecimento de radiacao, além de produzir o mesmo
resultado do tratamento classico para as condigoes usuais em RMN, nao possui
as caracteristicas necessarias para causar o efeito de acoplamento entre os spins.
Nessa ocasiao, a preocupacao com efeitos de amortecimento por radiacao con-
tribuiu para a criagdo de métodos, demonstrados experimentalmente(l56), que
eliminavam o efeito em situacoes usuais. Apesar de produzir picos adicionais em
espectros de RMN bidimensional(I57; [158), o amortecimento por radia¢do nao
era a explicacao para o aparecimento dos picos extras no espectro bidimensional
da agua.

A surpresa revelada pelos novos resultados experimentais e a interpretagao
do sinal detectado como proveniente de evolucoes de MQC entre moléculas nao-
acopladas, levou a especulagoes sobre a validade da estrutura teérica da RMN
bidimensional para liquidos e sobre a necessidade urgente de modificacoes. O
grupo de Warren(90) questionou uma possivel interpretagao classica do efeito em
termos da solucao das equacoes de Bloch com um termo de campo dipolar médio
que surgia de anisotropias espaciais criadas por gradientes de campo magnéticos.
Utilizando uma abordagem quantica(86; 159), onde trataram explicitamente todas
as interacoes dipolares entre os spins, Warren conseguiu interpretar corretamente
os picos de coeréncia multipla de uma maneira clara avaliando a contribuicao de
cada uma das coeréncias geradas. Contudo, nessa abordagem Warren precisou
abrir mao da hipotese de altas temperaturas amplamente aceita no tratamento

classico.

D.2 Formalismo da matriz densidade.

A mecanica quantica prediz que a evolucao temporal de qualquer sistema pode
ser obtida através da solucao da equacao de Schrodinger ih%hﬁ} = H|¢), onde
H é o operador Hermitiano associado a energia do sistema em estudo, e[y)) é a

funcao que descreve com a melhor precisao possivel o estado do sistema.
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Essa equagdo é valida para qualquer |¢)) e H(t) é independente do estado

considerado. Uma solucao geral pode ser formalmente escrita como

90} = U1, t0)(0)), com DU 1) = HOU(LL) (D)

Quando o estado do sistema é conhecido apenas estatisticamente, como na
maioria das situacoes em RMN, é mais conveniente descrever esse estado médio
pelo operador densidade p(t), que o operador proje¢ao de todos os estados |1);(t)

e suas respectivas probabilidades de ocorréncia

p@ZZ}MNW%@! (D.2)

Quando p(t) é conhecido podemos encontrar a média de qualquer observavel

O do sistema através da relacao

(0) = Tt{p 0} D3

A evolucao em termos do operador densidade é

%(UZ%W@W@LW®M®=WHW@WW%% (D.4)

Para o caso em que [p, H] = 0, temos o estado de equilibrio onde podemos
escrever p na forma diagonalizada para a mesma base dos autoestados deH. Nessa
situagdo nao temos nenhuma coeréncia (elementos ndo nulos fora da diagonal)
entre os estados do sistema.

A expressao D.4 descreve, em termos de todos os estados quanticos probabilis-
ticamente possiveis, a evolucao do sistema. Entretando o calculo apresentado diz
respeito a um tdnico estado inicial. Uma outra média sobre todos os estados inici-
ais possiveis deve ser tomada para descrever a real evolucao do sistema. Quando

a Hamiltoniana independe do estado do sistema essa média é trivial e nao acres-
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cente nova informacao. Porém, como veremos adiante, quando a hamiltoniana
depende sim das condicoes iniciais do sistema devemos ter cuidado ao realizar a
média sobre todas as configuragoes iniciais possiveis.

Para o caso de um tnico spin 1/2, em equilibrio com um banho térmico ideal,

sob efeito de um campo estatico By na direcao Z temos

_ﬁhwolz

—BE; —BH;
=3 Gl = 3 i = ey (D)

i i
onde usamos a relacao de completeza para as autofuncoes de energia que também
sao autofuncoes do operador densidade ja que estamos no equilibrio.

A solucao para este caso é obtida trivialmente a partir das relacoes para um

sistema de dois niveis

exp(—ﬁhwolz) = cosh(ﬁzwo)l — 2senh (Bhwo)]z,
tr{exp (—Bhwofz)} = 2cosh(ﬁhzwo). (D.6)
o0 = %[1 — 2tanh (ﬁhz‘”“)fz} (D.7)

D.2.1 Evolucao da matriz densidade na presenca do campo
dipolar distante.

O uso do operador densidade considerando os spins isoladamente em cada
molécula produz, na presenca do campo dipolar distante, a seguinte expressao

para evolucao do operador densidade

9ty = %[HO —m- By t), 0 ()], (D.8)
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onde By(r,t) é a contribuigao para um dado spin do campo dipolar calculado em
toda amostra e m = Al é o operador de momento dipolar. O termo dipolar
adicionado depende explicitamente do estado inicial do conjunto de spins que
compdem a amostra. A equacao/D.8 torna-se nao-linear quando é feita a média
sobre todos os estados iniciais possiveis. Além disso a equacao também torna-se
nao-local, isto é, o que acontece em uma dada regiao do espaco depende do estado
dos spins em toda a amostra.

Substituindo o operador densidade para um spinS = 1/2 o(t) = (1 +4(I)(¢t)-
I) e (m)(t) = tr{o(t)yhl} na expressdao D.8, temos para o primeiro membro,

cancelando ja todas as constantes comuns aos dois lados

5;0() = (m)(t) - 1 (D.9)

Agora desenvolvendo o segundo membro supondo, sem perda de generalidade, o

campo externo na direcao 2

[I.Bo, o] = yBo|L., (m) - I| = yBo[L, (m). I, + (m),1,] =
vBo(m).1I, — vBo(m)y I, = —yBo(2 x (m)) - I

(D.10)
[(m) - By, 0] = 7[<m> By, (m) - I] = [<m>dex, Iy] +
[(m)yBay, L] + [(m)-Baz, L] + - = —yBay(# x (m)) - T

onde usamos a relagao de comutacgao [L-, Ij] = gijrlp. A direcao 7 absorve com-
ponentes de By que possam estar no plano zy.

Sabendo que a magnetizacdo total por unidade de volume é dada porn(m)
temos ao igualar os dois membros das equacgoes D.9 e D.10 o termo de campo

dipolar na equacao de Bloch.
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D.2.2 Evolucao na presenca do campo dipolar.

A Hamiltonia secular para interacao dipolar, como ja vimos no apéndice an-

terior, pode ser escrita em unidades de freqiiéncia como

Hs N N

=2 > Dy(3Ll: 1 1)
i=0 j=0

b

3
4r; i

Dij =

(1 —3cos®6;;). (D.11)

Evolucao dos operadores sob acao da hamiltoniana dipolar

€_iDijIZiIth ];m GiDijIZilzjt = Im COS(DZ'jt/2> + Q-Iyijzj SGH(DZ‘jt/2),
e WPialuilegt o T 5 etPiilsilsst = 91 i1 cos(Dyjt/2) + I sen(Dyjt /2),
e~ Pulslat [ etDiileilegt — [ cos(Dyjt)2) — 21,15 sen(Dyjt)2),
G_iDijIZiIth 2]yi]zj eiDijIZiIth = 2]yilzj COS(DZ‘jt/2) — ]m sen(Dijt/Q).

Os operadores 1,;, I,;1,; e I,;1,; sao invariantes por essa operagao. A parte do
cosseno fica inalterada pela acao da interacao dipolar. Cada operagao pode criar

ou aniquilar um operador de spin deixando um fator sen(D;;t/2).

D.3 Aproximacoes para matriz densidade.

A matriz densidade de sistemas solidos onde um numero reduzido de spins
interagem entre si pode ser aproximada pelo seu valor no limite em que as energias
envolvidas sao muito menores que a energia térmica 3 = kT. Ja& no caso de
liquidos essa aproximacao nao ¢ garantida. Todavia apesar de mais termos serem
possiveis na matriz densidade, eles nao podem ser observados. Os observaveis de

RMN envolvem operadores de um tnico quanta (I,) = tr[pl,].



D.3 Aproximacgoes para matriz densidade. 181

D.3.1 Aproximacao de altas temperaturas.

Supondo a energia total para um sistema de N particulas devido somente a
interacio Zeeman. Essa energia varia entre —NyhByI e —N~vhByl. E claro que
esses dois extremos sao bastante improvaveis para sistemas nucleares em condicoes
normais. Para uma distribuicao aleatoria de spins E, = v/ NYAB,]I.

A aproximacao de altas temperaturas pede que E, = Y E; < kT. Para

i

N = 10% nao ¢é 6bvio a condicdo pretendida. Nao é verdade entretanto que os N
spins interajam todos entre si. Apenas vizinhos mais proximos devem interagir.
Um tnico spin interage com o banho térmico. Sendo assim trataremos a funcao

particao para N spins nao interagentes e a hipotese E; < kT' é mais paupével.

Z = tr[exp (=fH)] = Y _exp (—fE,) (D.12)

Podemos desenvolver a expressao acima da seguinte forma

2= Yo (_@Ei) - (ze<—w>> (Ze<—wz>) (y«wm)

mi mo my

Para interagdo Zeeman em um sistema de spins S = 1/2, no limite de altas

temperaturas F; < kT temos

onde levamos a expansao somente até primeira ordem.

D.3.2 Caso geral.

Uma forma alternativa pode ser obtida fazendo

o — exp (—fhwo )i I.i) _ 11 exp (—Fhwolzi) (D.14)

tr [exp (—SH)] tr [exp (—SH)]
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No equilibrio, supondo que todas as interacoes entre spins possam ser desprezadas
quando comparadas com a interacao Zeeman, podemos escrever a matriz densi-
dade total como sendo um porduto direto das matrizes de todos os spins isolada-

mente:

Po = 010 ® 029 ® 030 @ - -+ TNp- (D.15)

Essa construcao tem um nimero finito N de termos. Assim ela nao apresenta os
problemas de convergéncia associados com a expansao em série de Taylor depy.
Além disso ela permite-nos o tratamento de cada bloco den-operadores de spin
separadamente.

A expressao final para a matriz densidade serd, a partir da substituicao deD.7

em .15,

hw
Po = 2_NH (1 —S1.;), onde & = 2tanh (670) (D.16)

Operadores do tipo I,;1,; por exemplo s6 aparecem em termos de ordem $? e em

mais nenhum termo da expansao.

D.3.3 Expansao de altas temperaturas no sinal de RMN.

S(t,T) = %Csen@exp {i(wo + wa)t}, (D.17)

K
onde wy = T C'cost

Podemos fazer a expansao do sinal em funcao da temperatura de spin7l’

S(t,T) = =Si(t) + (=) Sa(t) - - (D.18)
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onde temos

S1(t) = C'sen 8 exp (iwpt),
Sa(t) = C'senf exp (iwpt)i K Ccosft. .. (D.19)

Essa expansao é vantajosa em espectroscopia bidimensional, pois com ela,
podemos separar o sinal dos picos satélites para diferentes grupos de spins que
possuem propriedades de fase semelhantes em funcao da fase dos pulsos de exci-

tacao.

Warren mostrou que a separacao do sinal acima para um tnico spin sob a acao
do campo dipolar médio pode ser obtida fazendo a expansao na matriz densidade

do conjunto de todos os spins da amostra.

D.4 Sinal de RMN em so6lidos

Em solidos a interagao dipolar pode produzir correlagoes via transferéncia de
coeréncia miltipla. O efeito mais conhecido da interacao dipolar em é o efeito de
alargamento reversivel da linha de ressonancia devido a transformacao de opera-
dores I, e I, em multi-operadores. Esse efeito pode ser revertido por seqiiéncias
de pulso adequadas(108; 109) como a de precess ao no angulo mégico (magic angle

spinning).

Em geral a dependéncia com 73 da interacao dipolar complica bastante o
calculo exato da evolucao da matriz densidade para um so6lido. Entrementes é
sempre possivel um célculo para tempos curtos. Embora essas aproximacoes se
tornem invalidas bem antes do sinal desparecer totalmente, veremos que elas sao

muito boas para o tratamento de liquidos.

Vamos tomar inicialmente a matriz densidade na aproximacao de altas tem-
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peraturas. Assim, ap6s um pulso de (7/2), temos

p(ty=0)=2"" (1 + ﬁmOZ[yi> . (D.20)

A matriz densidade no regime de altas temperaturas consiste de operadores de
1-spin somente. O comutador dessa matriz com operadores da Hamiltoniana dipo-
lar geram operadores de 2-spin (e.g. ,11.2) que nao sao diretamente observaveis
nao importando a rotacao dos pulsos de RF usados. Pelo menos mais uma comu-
tacao, com o mesmo operador ou com outros, é necessaria para converter esses
elementos novamente em operadores de 1-spin observéveis. Assim todos os efeitos
da interacao dipolar em solidos serao proporcionais a produtos de dois ou mais
acoplamentos dipolares D;;. No caso de liquidos, com o rompimento da aproxi-
macao de altas temperaturas. Nos termos de produtos do tipo quadrado apenas

uma comutagao é suficiente para produzir um sinal observavel(160).

D.5 Seqiiéncia CRAZED.

Partindo da matriz densidade D.16, apos o primeiro pulso de (7/2), e do

primeiro gradiente G' temos

p(ty) = Q’NH [1; — S, cos (Awty + kz;) — STy sen(Awty + kz;)],  (D.21)

Aplicando o segundo pulso de (7/2)_ e o segundo gradiente 2G

P (th ty = O) =
2_NH[1i + Q1 cos (Awty + kz;) — Sy sen(Awty + kz;) cos (2kz;)

+S 1 sen(Awty + kz;)sen(2kz;)]. (D.22)
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Usando as relagoes

sen(a) cos(b) = % [sen(a + b) + sen(a — b)],
sen(a)sen(b) = % [cos(a — b) — cos(a +b)], (D.23)

1
cos(a) cos(b) = 3 [cos(a — b) 4 cos(a +b)],
em .22 temos

p(ty,ty =0) =27 NH
1
{1 + 1, cos (Awty + kz;) — Qﬁlyi [sen(Awty — kz;) + sen (Awty + 3kz;)]

+=31,; [cos (Awty — kz;) — cos (Awty + 3]@21)]} (D.24)

1
2

A equacao D.24 descreve uma soma de produtos de operadores modulados pela
evolucao durante ¢, e pelos pulsos de gradiente. Podemos simplifica-la tomando
a média espacial sobre os termos dependentes da posicao.

Em geral no somatorio [D.24 um termo de n-operadores de spin se tornard

observével(159) na presenca de um campo dipolar se puder ser escrito como

Ll HIZJ (D.25)

J?ﬁl

Somente operadores de 1l-quanta, do tipo I, ou I,, podem ser detectados. A
comutacao com termos do tipo D;;I.;I.; nao afeta os operadores transversais. O

operador do tipo dipolar s6 pode produzir um sinal observavel quando comutado
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com operadores do tipoD.25. O que teremos é uma série de termos representando
n comutacoes com a Hamiltoniana dipolar. No caso de tempos de refocalizagao
curtos, ou para campos dipolares fracos, apenas uma comutacao serd suficiente

para determinar o sinal de magnetizagao(86; 147).

Somente operadores independentes da posi¢ao na amostra contribuem. Cada
spin isoladamente é modulado por um nimero impar de z; no argumento. Logo,
somente produtos de operadores com um nimero par de spins nao se anularé
quando feita a média espacial. Todos os termos de ordem 2n para a matriz

densidade podem ser calculados e somados resultando na equacao

P = (D.26)
Vav R o A
2” ; zi Sen(2Awty ) + I; cos (2Awty )] (A ) ;m EETEE ( : )

onde

A= —%ZDU» cos (k[z; — zi]). (D.27)

Através da expansao em série das funcoes de Bessel

k+1

Zk,VJrk <>V+2k Zl V+k_1) (2)1/4-21@(—12).28)
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temos

N
=27Ng Z Lisen(2Awty) + I; cos (2Awty)] (A1) Jo (24;) . (D.29)
i=1

Durante o intervalo t; a evolucao da matriz densidade do sinal observavel ser&

pobs (tla tg) _ (D?)O)

—27Vg Z{ zi [sen(2Awty) cos (Awts) — cos (2Awty) sen(Awts)] +
i=1
27—d —tg

Ii [cos (2Awty) cos (Awty) + sen(2Awt; )sen (Awty)] (t—) o (—> }

2 Td

O sinal de magnetizacao de RMN ¢é obtido pelo traco do operador densidade

com o operador de magnetizagao transversal. Sendo assim temos

M7 (t1,ts) = tr[p (t1, to) YA (I, + 1,)] =

‘ . 2 —t
Z-MoeszAwhe'LAwtz <ﬂ) J2 (_2> ) (D31)

23

Essa expressao é idéntica a expressao 4.32 para uma Unica espécie A sem levar
em conta o efeito de difusdo (D4 ~ 0).

O tratamento quantico e classico produzem o mesmo resultado para situacoes
onde podem ser desprezados os efeitos de difusao93). Todavia é incrivel como
uma teoria classica de campo médio possa reproduzir os resultados obtidos quan-
ticamente. A estranheza do resultado se deve ao fato de que o tratamento de

campo médio elimina todas as contribuicoes de correlacao entre os spins. Es-
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tas contribuicoes sao levadas em consideracao na abordagem quantica. Todavia
Warren et al.(159) e Jeener(92) mostraram que as contribuigbes de correlagao
nao produzem sinais observaveis no tratamento quantico. Na verdade sao as con-
tribuicoes de n-coeréncia que produzem o sinal de n-quanta intermolecular. A
distincao entre coeréncia e correlagao nao existe na aproximacao de primeira or-
dem da matriz densidade (aproximagao de altas temperaturas) mas é marcante

quando a mesma nao ¢ mais valida(92).
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