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Spectroscopia de rezonanta magnetica nucleara - cateva
aplicatii in cercetarea medicala

Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy — Some Applications in Medical
Research
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Rezumat

Spectroscopia de rezonanta magnetica nucleara este o metoda de analiza folosita in principal la
determinarea structurii compusilor chimici in stare purd (dupad o izolare prealabila). Avantajul principal al
spectroscopiei RMN il reprezinta faptul ca pune in evidentd un profil global al probei. Posibilitatea de a obtine
un profil chimic global al probei dovedeste ca aceasta metodd poate deveni un instrument important pentru
stabilirea diagnosticului medical. Aceasta metoda poate fi folosita pentru caracterizarea fluidelor biologice, a
starii tesuturilor si pentru a investiga efectele toxice ale preparatelor medicamentoase in organele
tinta. Fenomenul fizic central al spectroscopiei de rezonanta magnetica nuclearda: absorbtia si emisia de energie
de catre nuclee ce au numar cuantic de spin semiintreg (contin numar impar fie de protoni, fie de neutroni) §i,
care se comporta ca dipoli magnetici atunci cand sunt plasati intr-un cdmp magnetic exterior, nuclee ca cele de
'H, 3P, 1°F sau 13C. In acest referat gasim cdteva dintre aplicatiile metodei spectroscopiei de rezonanta
magnetica nucleara in domeniul cercetarii medicale.

Cuvinte cheie: spectroscopia de rezonanta magnetica nucleara, fluide biologice, compusi organici.

Abstract

Magnetic resonance spectroscopy is one of the most powerful technique for structure elucidation of a
mixture’s compounds. The possibility of obtaining a global chemical profile of the sample proves that this
method might represent an eligible technique for screeming tests and also an important tool for medical
diagnosis. This method can be used to characterize biological fluids, the tissue state and to investigate toxic
effects of medical preparations in the target organs. The central physical phenomena of nuclear magnetic
resonance spectroscopy : is the absorbtion and emission of energy due to the property of some atomic nuclei,
which have the spin number equal to % (odd number of proton and/or neutrons) to behave like microscopic bar
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magnets if we apply an external magnetic field, atomic nuclei like 'H, 3' P, 1°F or 13C. In this paper we found
some applications of nuclear magnetic resonance spectroscopy in medical research.

Keywords: Nuclear magnetic resonance spectroscopy, biological fluids, organic compounds, cancer

disease.

Spectroscopia de rezonantd magnetica a
protonului, ca tehnicd biofizica de investigatie,
combina perimetre de interes care aldtura cerce-
tatori din domeniile biochimiei, fiziologiei si in-
vestigatiei clinice, ceea ce 1i conferd o larga
aplicativitate si implicit un interes interdiscipli-
nar.

Introdusa in 1946 de catre Bloch si Pur-
cell, metoda de investigatie prin spectroscopie
de rezonantd magnetica nucleard reprezinta in
momentul actual una dintre cele mai noi si des-
tul de putin exploatate metode de explorare a
fluidelor biologice, configurand totodata un te-
ren stiingific promititor sub aspectul posibili-
tatilor de valorificare a descoperirilor in dome-
niul medicinii si in spetd in cel al dezordinilor
metabolice majore ce insotesc anumite boli!.

Potentialul clinic si al aplicatiilor medi-
cale sunt o achizitie de data recenta a studiilor
de spectroscopie RMN de inaltd rezolutie. Nu
mai departe de 1957, Erick Odebland, un cerce-
tator suedez fiziolog si ginecolog, a folosit pen-
tru prima datd spectroscopia RMN a protonului
in studiul fluidelor biologice umane'. Spectrele
realizate de el pe un aparat de 21 MHz pe fluide
biologice, precum saliva, laptele uman, film la-
crimal, mucus cervical §i sange, erau relativ
neinformative, dar au constituit punctul de ple-
care al unui “departament pentru studii medica-
le folosind RMN™1.

In anii 1970 introducerea transformatei
Fourier in spectroscopie Impreund cu tehnicile
avansate (puterea campului, secventele de puls,
calculatorul) a permis folosirea RMN pentru
determinarea si identificarea diferitelor specii
chimice in sistemele biologicel.

In 1979, Ohsaka si colaboratorii au pre-
zentat spectre de rezonantd magnetica a proto-
nului pentru fluidele corpului uman si au Incer-

cat un serodiagnostic al cancerului*. Spectrele

lor constau in semnale ascutite pentru metabo-
liti cu masa moleculara mica, cu un semnal evi-
dent al lactatului ca un criteriu de diagnostic al

cancerului®. Acesta a fost urmat de un studiu de
rezonantd magneticd pentru probe biologice
provenite de la pacienti diabetici si cu insufici-
entd renala®. Au fost observate schimbari clare
in concentratia unor metaboli‘;ig.

Cel mai puternic camp magnetic folosit
in aceste studii si care din punct de vedere co-
mercial este utilizabil a atins deja frecventa de
800 MHz, iar temperatura maxima la care se
poate realiza o analizd a probei in dispozitive
specializate este de aproximativ 2000°C, folo-
sind sisteme laser de Incalzire, iar cea mai mare
presiune la care se poate realiza o astfel de de-
terminare este de 10 000 atmosfere. Toate aces-
te performante tehnice nu fac decat sa certifice
ca ne aflam 1n fata unui domeniu de cercetare a
carui dezvoltare este un argument in favoarea

extinderii aplicatiilor metodei L

Tipuri de fluide biologice investigate prin
tehnica spectroscopiei de rezonantd magneti-
ci nucleara a protonului

Pe langa studiul urinii, care este unul
dintre cele mai usor de manipulat fluide biolo-
gice datoritd continutului proteic scazut, pre-
cum si datoritd faptului cé reflectd capacitatea
functionald a rinichilor de a excreta substante
de origine endogend sau exogend, extinderea
studiilor asupra celorlalte fluide biologice di-
mensioneaza o sferd de aplicativitate in conti-

nui extindere a metodei®.
Lichidul cefalorahidian

Compozitia chimica a acestei probe bi-
ologice reflecta starea metabolicd a sistemului
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nervos central. Concentratia in proteine a aces-
tui lichid este foarte scazuta, ceea ce faciliteaza
folosirea acestei metode si elimind procedeele
suplimentare de supresie tehnicd a semnalului
proteinelor. Concentratiile determinate folosind
metoda de spectroscopie de rezonantd magneti-
ca a protonului pentru principalii metaboliti
prezenti in lichidul cefalorahidian (lactat, alani-
na, glutamina, citrat, creatind, creatinina, gluco-
74, inozitol, piruvat si acetat) au fost comparate
cu rezultatele determinarilor biologice clasice si
s-a observat o concordantd apreciabild a rezul-
tatelor.

Alterdrile prezente In concentratiile
acestor compusi au fost folosite in scop clinic 1n
interpretarea dezordinilor metabolice, terapiei
medicamentoase sau infectiilor sistemului ner-
vos central. De exemplu, spectroscopia de rezo-
nantd magneticd a protonului a evidentiat modi-
ficari in cazul meningitei sau encefalopatiei
portale datorate consumului exagerat de aceta-

minofen!?, Prezenta in lichidul cefalorahidian a
unor metaboliti specifici celulelor tumorale da
posibilitatea identificarii tipului de cancer, fur-
nizdnd informatii adjuvante pentru diagnostic,

practici imagistice tipul de afectare malignélo.
Umoarea apoasa

Constituentii umorii apoase reflecta
procesele secretorii de la nivelul corpului ciliar,
precum si procesele metabolice ce au loc la ni-
velul globului ocular. Informatiile cantitative si
calitative privitoare la prezenta si concentratia
diferitilor metaboliti, precum si cele privitoare
la compusii adiacenti sunt utilizate in scopul de-
celarii patogenezei dezordinilor acestor struc-
turi. Din cauza dificultitilor de recoltare ale
acestui fluid biologic (sunt necesari aproximativ
0,3 ml), masuratorile de tip multicomponent
sunt relativ dificile. Au fost identificati prin
RMN urmatorii compusi: alanina, valind, gluta-
mind, histidind si tirozind, dintre aminoacizi,
precum si lactat, glucoza, citrat, creatinind si
acid ascorbic®. Din cauza studiilor relativ recen-

te de identificare a compozitiei umorii apoase

existd inca dificultdti in ceea ce priveste corela-

tiile cu patologia clinica?.

Bila

Bila reprezintd un fluid excretoriu si se-
cretoriu al ficatului, reprezentand, asemeni plas-
mei, un fluid biologic deosebit de complex. Un
spectru de rezonantd protonica reprezintd deza-
vantajul cd prezintd semnale de intensitate
scazuta datorate prezentei metabolitilor in canti-

tati mici!. Semnalele acestor compusi sunt pre-
zente pe fondul semnalelor determinate de pre-
zenta in cantitate mare a structurilor formate din

fosfolipide, colesterol si acizi biliari!. Unul din-
tre artificii este acela de prelucrare a probei,
care sa confere posibilitatea de a creste concen-
tratia acestor compusi si implicit de a usura de-
terminarea lor*. S-a realizat identificarea pe un
model xenobiotic pe soareci a excretiei biliare a
p-aminofenolului, fiind numeroase alte cercetari
in studiu, avand drept scop obtinerea de infor-
matii privitoare la capacitatea metabolicd a fica-
tului, precum i a identificarii insuficientei he-

patice4.

Plasma sanguina

Dintre toate fluidele biologice, plasma
este unul dintre cele mai complexe amestecuri
chimice, contindnd lipoproteine, proteine, glico-
proteine, cationi si anioni, toate insumand cel
putin 20 de compusi identificabili prin spectros-
copie de rezonanta magneticé9. Rezonanta mag-
neticd a protonului genereazd un spectru de
semnale dominat de anvelopa rezonantelor ma-
cromoleculelor proteice, carora li se adauga
semnalele inguste generate de molecule de di-
mensiuni mici®. Acest spectru dificil de inter-
pretat poate fi simplificat prin folosirea secven-
telor spin-echo, care actioneaza asemanator
unui ,,filtru de mobilitate”, indepartand semna-
lele macromoleculelor, care sunt molecule ce se
mobilizeaza cu dificultate din cauza marimii
lor, lasand astfel spre detectie semnalele inguste
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ale moleculelor de dimensiuni mici’. Regiunea
aromaticd a spectrelor plasmei nu contine rezo-
nante cu valori comparabile semnal-zgomot, iar
regiunea compusilor alifatici contine semnale
determinate de prezenta lipoproteinelor, glico-
proteinelor, a unor aminoacizi (alanind, valina,
glutamina, treonind, leucind), lactatului, gluco-
zel, creatinei, creatininei si acidului citric’.

Contributia macromoleculelor din com-
pozitia plasmei la obtinerea spectrului este rela-
tiv micd, pentru ca proteinele plasmatice au di-
mensiuni mari, sunt globulare si se deplaseaza
prin rotatie lentd in solutie?. Cu exceptia celor
ale lipoproteinelor si a unor glicoproteine, sem-
nalele produse sunt de intensitate joasa sau cel
mult medie. Semnalele puternice din regiunea
0.8-1.3 ppm a deplasarilor chimice au fost in
mod initial atribuite componentelor lipidice ale
lipoproteinelorz. Au fost, de asemenea, semna-
late modificari caracteristice ale acestor semna-
le in plasma diferitelor specii animale?.

Relativ recent a fost raportatd banda de
rezonantd a moleculelor lipidice ca fiind cuprin-
sa Intre 0.8 si 1.2 ppm, delimitarea fiind realiza-
td prin compararea semnalelor din plasma paci-
entilor cu cancer cu a subiectilor normali, in ca-
zul primilor identificandu-se semnale bine indi-
vidualizate datorate lipoproteinelor, determina-
re ulterior infirmatd prin nereproductibilitatea
determinarii 1n cazul pacientilor cu boala cance-
roasd>. Bell si colaboratorii sai au aritat ulterior
ca semnalele datorate lipidelor includ contribu-
tia diferitelor tipuri de lipoproteine®. Folosind
experimente cu serii de impulsuri de tip single —
puls sau spin — echo a fost posibila determina-
rea contributiilor diferitelor componente ale
moleculelor lipidice, precum VLDL, LDL,
HDL si ale chilomicronilor in cadrul semnalului
compact al lipidelor plasmaticez.

Proteinele si colesterolul din compozi-
tia lipoproteinelor furnizeaza semnale de inten-
sitate mica si cel mult medie, fiind de asemenea
molecule cu mobilitate scizuta?.

Concluzia celor mai multe studii a fost

aceea ca identificarea semnalului spectroscopic
al lipoproteinelor nu poate fi considerat un mar-
ker al bolii canceroase, dar ne poate furniza in-

formatii structurale si clinice importante despre

lipoproteine?.

Semnalele cuprinse in intervalul 2.04-
2.08 ppm au fost atribuite regiunii glicoprotei-
nelor plasmatice cu mare mobilitate. Aceste
semnale sunt generate in special de protonii din
gruparile N-acetil sau din carbohidratii N-aceti-
lati (N-acetil glucozamina, acid N-acetilneura-
minic), carora li se asociazd proteinele de faza
acutd plasmatice si glicoproteine, precum tran-
sferina. Intensitatea acestor semnale a fost de-
terminata ca fiind crescutd in cazul unor afectari
care presupun o crestere a proteinelor de faza
acutd, precum cancerul, starile infectioase sau

sarcina, traumatismeleZ.

Multe din moleculele cu greutate mica
sunt constituenti care participa la realizarea
semnalului produs de plasma, iar dintre cei mai
importanti am putea enumera: aminoacizii, glu-
coza, acetatul, citratul, creatina, creatinina si

lactatul!. S-a putut realiza o buna corelatie intre
studiile clasice biochimice §i cele de spectros-
copie de rezonan{d magnetica a protonului, in-
cluzand detectia acestor metaboliti in stari pato-
logice diverse, precum supradozérile medica-
mentoase, insuficienta renald, hepatica, diabet
cu cetoacidoza, sau pentru monitorizarea in-
trérilor si iesirilor micilor molecule ale plasmei

in cazul procedeelor de dializa®.

Datoritd numerosilor compusi care sunt
in mod natural legati de macromolecule plas-
matice, identificarea lor poate fi de multe ori
ingreunata si, de aceea se impune din ce in ce
mai des folosirea agentilor disruptivi sau proce-
deelor de extractie, ceea ce da posibilitatea atat
a identificarii si masurarii lor corecte, cat si cre-
area premizelor pentru studii de legare plasma-
ticd sau a celor care delimiteaza design-ul meta-

bolic al unui anumit medicament?.
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Alte fluide biologice

Spectroscopia de rezonantd magnetica a
protonului a fost folositd ca tehnica de investi-
gare si a altor numeroase fluide biologice, in-
cluzand plasma seminald, sudoarea, lichidul
amniotic, saliva. Identificarea acestor semnale a
fost realizabild doar prin folosirea tehnicilor bi-
dimensionale!. Plasma seminald, mediul de
transport al spermatozoizilor, contine un numar
foarte mare de metaboliti in concentratii mili-
molare. Cele mai inalte semnale din aceasta
proba sunt datorate prezentei glicerofosfocoli-
nei, fosfocolinei, citratului, lactatului si aminoa-
cizilor!.

Schimbadrile intervenite in prezenta sau
concentratia acestor metaboliti pot reprezenta
un marker foarte important al disfunctiilor lega-
te de infertilitate sau de mobilitatea spermato-
zoizilor. Astfel, a fost identificata reducerea in-
tensitatii semnalului produs de colina la pacien-
tii Vasectomiza‘;il.

Aplicarea spectroscopiei de rezonanta
magnetica la studiul altor fluide biologice, pre-
cum lichidul amniotic, sudoarea, lichidul sino-
vial, a constat mai ales 1n incercarea de a identi-
fica componentele endogene ale acestor probe,
pentru a deschide perspectiva unor ulterioare

aplicatii in studiul diferitelor patologii5 .

Folosirea metodei Spectroscopiei de Re-
zonanta Magnetica Nucleara in studiul
cancerului

Unul dintre cele mai importante motive
pentru care s-a incurajat dezvoltarea acestei ra-
muri de cercetare biologica a fost perspectiva
deosebit de promititoare a folosirii metodei in
clinica medicald. Prin aceastd metoda se crea in
sfarsit posibilitatea de a detecta schimbarile chi-
mice de la locul afectiunii, precum $i monitori-
zarea reflectarii lor in fluidele biologice.

Cand simptomele unui pacient sugerea-
za dezvoltarea unei mase tumorale, ceea ce este

foarte important, este posibilitatea de a decela
caracterul benign sau malign al afectiunii, me-
toda imagisticii de rezonantd magnetica nuclea-
ra fiind considerata una dintre tehnicile cele mai
performante in decelarea tumorilor, avand limi-

ta de rezolutie de cativa milimetri®. Pentru folo-
sirea spectroscopieci RMN este necesara cu-
noasterea topografiei malignitatii pentru ca

spectrul sa fie generat de zona incriminati®. Ca
si metodd non-invaziva, spectroscopia RMN
este capabila sd investigheze compozitia chimi-
ca a unei mase tumorale, cu dificultati uneori in

decelarea caracterului malign sau benign al le-

ziunii®.
O mare parte dintre celulele tumorale
contin o cantitate mai mare de fosfocreatining,

care poate fi detectata printr-un spectru de 3!P.
Capacitatea secretorie a celulelor tumorale este
diferita, in functie de gradul lor de specificitate.
Intensitatile masive ale spectrelor fosfodiesteri-
lor, fosfatilor anorganici, fosfomonoesterilor,
nucleozide trifosfate, sunt cele care au determi-
nat considerarea acestor compusi ca posibili

martori ai metabolismului celulei maligne6.
O alta importanta aplicativitate a meto-

dializarii prin metoda spectroscopiei 3p_.RMN,
care furnizeazd date importante cu privire la

dezvoltarea tumorii primitive si a posibilei me-

tastaziri’.

Ciclul de viata tumoral a fost caracteri-
zat din punct de vedere al semnalelor compusi-
lor chimici celulari astfel: semnalele compusilor
macroergici fosfatidici sunt predominante in
stadiile initiale de dezvoltare tumorald, scad
aproximativ 1 saptdmand, cand devin predomi-
nante cele ale mono- si di-esterilor, pentru ca
spectrul sd evolueze ulterior spre unul caracte-
ristic fesutului necrotic’. In timpul dezvoltarii
tumorale fosfocreatinina, care este un compus
ce stocheaza energie, are valori crescute, in
timp ce valoarea ATP-ului ramane constanta,
pand la consumul ei total, care genereaza
cresteri mai mult sau mai putin stoechiometrice
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ale P anorganic’. Necroza tumorii duce la

scaderea semnalului fosfocreatininei precum si

a adenin nucleotidelor’.

Spectroscopia de rezonantd magnetica a
ordin de marime superior celei a fosforului, pre-
cum si acela al prezentei numerosilor compusi

hidrogenati de interes clinic rnajorl. Prin meto-
de speciale se elimind initial semnalul produs
de muschi sau de tesutul gras, iar omogenitatea
campului magnetic trebuie sa fie calibrata foar-
te exact pentru a putea fi decelate semnalele

compusilor cu mase moleculare mici’. A fost
remarcata semnificatia cresterii semnalului lac-
tatului pentru metabolismul accentuat al celulei
tumorale, precum si modificari in diferite pro-

portii ale semnalelor datorate diferitilor com-

pusi, specifice anumitor tipuri de tumori®.

Un alt aspect deosebit de important
constd in monitorizarea raspunsului la tratament

antitumoral’. Raspunsul celulei tumorale la ra-
dioterapie depinde de concentratia de oxigen in-
tracelular, care genereaza radicali liberi de oxi-
gen, cei care reprezintd cauza deteriorarii celu-
lare. Scéderea progresiva a compusilor macro-
ergici este un aspect care insoteste scaderea oxi-
gendrii In celulele agresate de terapie. Din paca-
te, dimensiunea redusd a micrometastazelor le
face nedetectabile prin aceasta metoda’.

In concluzie, metoda spectroscopiei de
rezonantd magnetica este o metodd importanta
si promitatoare pentru monitorizarea tumorilor
in diferite stadii ale terapiei, fiind in acelasi
timp o metoda clinicd complet neinvaziva care
da posibilitatea diferentierii maselor tumorale
maligne de cele benigne, dand uneori si posibi-

pie in cazul continutului bogat in oxigen al ce-

lulelor tumorale’.
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