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Capitulo 1

Introduccion

El area interdisciplinaria que yace entre la biologia, la medicina, la quimica y la
fisica posee un interés creciente. A este espacio convergen académicos de distinta
preparacion y con diferentes intereses. Del mismo modo que la contribucion de la fisica
a la tecnologia actual es bien reconocida, es importante considerar el sustento que esta
ciencia ha dado a la bioquimica, la biologia y la medicina durante siglos.

En la segunda mitad del siglo pasado aparecieron varias técnicas nucleares
basadas en las interacciones hiperfinas, esto es, las interacciones del espin nuclear con
campos electromagnéticos extranucleares. Entre ellas se cuentan Resonancia Magnética
Nuclear, Orientacion Nuclear, Resonancia Doble Electron—Nucleo, Resonancia de
Espin Muoénico, Correlaciones Angulares Perturbadas y Espectroscopia Mossbauer.
Estas técnicas fueron aplicadas con éxito al estudio nanoscopico de materiales
condensados, con distinto impacto segun el caso.

Existe otra técnica nuclear, no hiperfina, aplicada al estudio de materiales:
Espectroscopia de Aniquilacion de Positrones (PAS). PAS tiene una importante
vinculacion con la Tomografia de Emision de Positrones, técnica de creciente
importancia en el diagnostico oncoldgico. En el trabajo de tesis se utilizara la técnica
PAS en el modo de medicion de vidas medias (PALS). La inclusion de PALS en este
trabajo se basa en que también permite caracterizar nanoscopicamente los materiales, en
la compatibilidad instrumental con los métodos nucleares mencionados y en su

disponibilidad en nuestra Facultad y en el pais.
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El objetivo general de este trabajo de tesis es establecer hasta donde algunas de
estas técnicas pueden proveer informacion de impacto cuando son aplicadas para el
estudio de materiales de interés en biologia. En particular, el plan se centra en la
utilizacion de técnicas basadas en la deteccion de radiaciones gama emitidas en
procesos nucleares especificos: Correlaciones Angulares Perturbadas (PAC),
Espectroscopia de Aniquilacion de Positrones en el modo de medicion de vidas medias
(PALS) y Espectroscopia Mossbauer (EM).

Si bien se trata de métodos ampliamente utilizados en la investigacion en
materia condensada, su aplicacion en la determinacion de propiedades fisicas de materia
blanda y sistemas bioldgicos es, en comparacion, escasa. En el area de la biologia
existen varios trabajos que se destacan por su calidad experimental y por el aporte que
hacen a la ciencia mientras que otras investigaciones son de escasa calidad o no es claro
el aporte que hacen al conocimiento.

La intencién del trabajo de tesis es analizar cudl es el alcance de estos métodos
nucleares en la investigacion de materiales de interés biologico y estudiar mediante
dichos métodos selectos sistemas de distinta complejidad, desde moléculas organicas
sencillas hasta tejidos.

Estas técnicas nucleares permiten obtener informacion muy precisa y acotada
sobre los materiales en estudio. Asi, es de especial importancia tener en claro lo que se
puede concluir o no a partir de este tipo de medidas. En el caso de las técnicas
espectroscopicas PAC y EM, éstas son particularmente importantes para elucidar la
naturaleza del arreglo atomico alrededor de 4tomos especiales. PALS, por su parte,
permite obtener informacion sobre las dimensiones de los espacios vacios presentes en
la muestra bajo estudio. De esta manera, aparece necesaria la aplicacion de otras

técnicas para poder arribar a un entendimiento medianamente global de los sistemas
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investigados. Con ese objetivo, los sistemas serdn caracterizados en forma
complementaria por difraccion de rayos X, termogravimetria y calorimetria diferencial
de barrido, entre otras.

Especificamente, se realizardan experimentos PAC en complejos metéalicos
poliaminocarboxilados en los cuales el atomo metalico se encuentra coordinado por
grupos funcionales de distinta naturaleza, como sucede en los sitios metalicos de las
metaloproteinas. La Espectroscopia Mdssbauer se utilizara para caracterizar los sitios de
hierro en pequefios complejos organicos que incluyen centros de hierro y azufre.

Paralelamente se abordaran investigaciones PALS de tejidos normales y tumorales.
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Capitulo 2

Las técnicas nucleares utilizadas

2.1 Introduccion

Muchos de los formidables avances en la medicina que se observan en las
nuevas formas de diagnostico y tratamiento (Resonancia Magnética Nuclear, Medicina
Nuclear, Radioterapia) provienen de conocimientos y técnicas aportadas por la Fisica
Nuclear. [Nup 01].

Las tres técnicas elegidas permiten determinar propiedades nanoscopicas de los
materiales y estan basadas en la deteccion de radiaciones gama emitidas en procesos
nucleares especificos. La Espectroscopia Mdossbauer y la técnica de Correlaciones
Angulares Perturbadas son “técnicas hiperfinas”, esto es, estdn basadas en la interaccion
del espin nuclear de 4tomos especiales (d&tomos sonda) con los campos extranucleares.
Ambas técnicas permiten conocer el entorno atdmico de las sondas. La Espectroscopia
de Aniquilaciéon de Positrones en el modo de medicidon de vidas medias determina la
vida media del positron en el material de estudio y da informacion sobre los espacios
libres (huecos) en dicho material.

A partir de aqui, las técnicas seran tratadas en forma separada.
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2.2 Técnica de Correlaciones Angulares Perturbadas (PAC)

Las bases de la técnica de Correlaciones Angulares Perturbadas (PAC, de
Perturbed Angular Correlations) pueden encontrarse ampliamente desarrolladas en la
literatura [Fra 65, Ste 75, Sch 96]. Aqui solo se desarrollaran los puntos importantes
para la comprension de los resultados experimentales.

El método PAC se basa, como se ha mencionado, en la determinacion de la
interaccion de los momentos nucleares con los campos extranucleares, esto es, las

interacciones hiperfinas.

I

Figura I: Esquema de la desexcitacion en cascada de un nucleo con spin inicial I,
intermedio 1y final I El estado intermedio tiene un tiempo medio de vida t.

La técnica PAC requiere de atomos radiactivos (nucleos sonda) que se
desexciten mediante la emision de dos radiaciones gama en cascada (Figura 1).

La probabilidad de emision de radiacion en una determinada direccion depende
del angulo entre esa direccion y el espin nuclear. Entonces, debido a la conservacion del

momento angular se puede esperar que en el caso de una cascada gama la direccion de
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emision de la segunda radiacion esté angularmente correlacionada con la primera. Esta
correlacion angular existe en la medida en que la direccion del espin nuclear al final de
la primera transicion coincida con la direccion del espin al momento de iniciarse la
segunda transicion. Este punto se desarrollara, para el caso de espin I= 5/2 (que es el
que interesa en esta tesis) en la seccion 2.2.1.2.

La correlacion angular de la cascada se altera si la direccion del espin en el
estado intermedio cambia durante el tiempo que el nucleo estd en este estado y esto
puede ocurrir si existe una interaccion entre los momentos nucleares (que dependen del
espin) y los campos extranucleares. En ese caso se dice que la correlacion angular esta
perturbada. Efectivamente, en el caso de nlcleos que tienen un momento magnético
dipolar la aparicién de una perturbacion de la correlacion se puede esperar cuando
existan un campo magnético extranuclear y analogamente cuando el nucleo tenga un
momento cuadrupolar eléctrico y esté en una posicion donde existe un gradiente de
campo eléctrico producido por cargas externas habrd también una perturbacion. De
hecho, también existe la posibilidad de interacciones combinadas.

Como en el trabajo de tesis s6lo vamos a tener contacto con las interacciones
cuadrupolares eléctricas en lo que sigue se presenta solo ese tipo de interaccion. Asi, la
medida de la distribucion angular de la segunda radiacion respecto de la primera en
funcion del tiempo transcurrido entre ambas dard idea de las caracteristicas de la

distribucion electrénica y atdmica en torno de dichos nucleos.
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2.2.1 Conceptos tedricos

2.2.1.1 La correlacion angular entre rayos gama

En esta tesis se realizaran medidas de Correlaciones Angulares Perturbadas de
los nucleos radiactivos '*'Ta y '''Cd, ambos con espin del estado intermedio I=5/2. La

correlacion angular W (6) entre los rayos gama de la cascada, para I= 5/2, estd dada por:
3, 1
W(@)=[1+ A4,, (ECOS 0 _E)]

donde W () es la probabilidad de que la segunda radiacion esté a un angulo 6

con la direccién de emision de la primera radiacion. El término A,, o amplitud de la
anisotropia depende del espin de los estados nucleares y de la multipolaridad de los

rayos gama.
2.2.1.2 Perturbacion de la correlacion angular en el caso de interacciones estaticas

Como ya fue adelantado la correlacion angular existente entre dos rayos gama en
cascada puede modificarse si existe una interacciéon de los momentos nucleares en el
nivel intermedio con los campos extranucleares diciéndose que la correlacion angular
estd perturbada. En particular si el nicleo posee un momento cuadrupolar eléctrico Q' y
estd en un sitio donde existe un gradiente de campo eléctrico (caracterizado por un
tensor V) producido por una distribucion de cargas alrededor del mismo, se dice que la
perturbacion de la correlacion angular es del tipo cuadrupolar eléctrica y una medida de
esta perturbacion permitird obtener informacion sobre la estructura electronica y

molecular local alrededor de la sonda PAC.
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Puede demostrarse [Fra 65] que en el caso de muestras policristalinas

(microcristales orientados al azar) la correlacion angular perturbada esta dada por:
3, 1
W(,t)=1+4,G,, (t)(z cos” 6 — 5)

Asi, el cambio en la correlacién angular aparece simplemente como un factor
multiplicativo que es funcidon del tiempo que el nucleo estd en el estado intermedio
G12(t). Esta funcion, llamada factor de perturbacion, es la que contiene la informacion
sobre las interacciones nucleares mencionadas. Como la funcién G,,(?) representa la
pérdida de correlacion angular debida al movimiento de precesion del espin nuclear en
el estado intermedio por la presencia del campo extranuclear, se sigue que G2,(0) debe
ser igual a 1 ya que en t=0 la correlacion debe ser no perturbada. También si el espin en
su movimiento de precesion debido a la interaccidon cuadrupolar hace una revolucion en
un tiempo 1q, G22(t) debe ser una funcidn periddica del tiempo de periodo 1q.

Para el caso particular de nucleos con un nivel intermedio de espin 5/2
sometidos a gradientes de campo eléctrico estaticos y orientados al azar la funcién de

perturbacion Ga,() tiene la siguiente forma:

3
Gy () =8y + ZSZW cos(@,1)

n=1
donde w, son las frecuencias de transicion entre los subniveles magnéticos del
nivel intermedio de energia de la cascada gama debido a la presencia del gradiente de

campo eléctrico. Estas frecuencias, mostradas esquematicamente en la figura 2, se

w.eQV

relacionan con la frecuencia cuadrupolar @, = Ty

por o, =g, (nw, (ver

apéndice para mas detalles). Los coeficientes g, (77)son funciones conocidas del

parametro de asimetria 7=——">" donde Vi« (k= x, y, z) denota las componentes

zZ

19



principales del tensor gradiente de campo eléctrico. En muestras policristalinas sin

3

textura los coeficientes S5, (ZSM =1) son funciones conocidas del pardmetro de
0

asimetria n.

En el caso de que exista una distribucion de frecuencias, la funcion de
perturbacion toma la forma:
2 O
—0w,t
Gp(H) =8y + ZSZn cos(@,t)e
n=1
donde la funcion exponencial da cuenta de una distribucion de frecuencias

lorentziana de ancho ¢ alrededor de w.

I+

Lr

_...4———— I:

W1

T=ht2

I+
Lad
2

A i

1+

1/2

Figura 2: Desdoblamiento de energia del nivel nuclear intermedio de espin 1=5/2
producido por la influencia de un gradiente de campo eléctrico.

Para el caso en que se distingan fracciones de atomos sonda sometidas a
distintos gradientes de campo eléctrico, lo que acontece por ejemplo cuando hay mas de

una fase presente en la muestra, el factor de perturbacién se escribe como la

combinacion lineal:

G, = Zf;’Gé2 (?)
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donde fi es la fraccion relativa de nucleos que experimentan una dada

perturbacion G,, (7).

2.2.1.3 Perturbacion de la correlacion angular en el caso de interacciones

dinamicas

Si el gradiente de campo eléctrico en el sitio de la sonda cambia en el tiempo
que transcurre entre la emision de los dos rayos gama de la cascada se habla de
perturbacion de la correlacion angular dependiente del tiempo y las ecuaciones deben
ser modificadas.

Este es el caso de moléculas que experimentan procesos dinamicos entre la
emision de los dos rayos gama, por ejemplo en el caso de moléculas en solucién que
experimentan una rotacion difusional debida al movimiento browniano de la muestra.
En este caso la medida PAC puede proveer informacion sobre los tiempos
caracteristicos del proceso dindmico.

Consideremos una molécula donde el nucleo sonda esta sometido a un gradiente
de campo eléctrico estatico que resulta en una frecuencia de interaccion cuadrupolar o
Si la molécula se encuentra en solucion, debido al movimiento browniano, ésta se
reorienta con un tiempo de correlacion 1., siendo 1. el tiempo entre colisiones o, lo que
es lo mismo, el tiempo que la molécula permanece en una determinada orientacion. El
tiempo de correlacion es proporcional al volumen de la molécula y a la viscosidad de la
solucion e inversamente proporcional a la temperatura. El efecto de este movimiento

sobre la correlacion angular va a depender de la relacion entre el tiempo de precesion

del espin en el estado intermedio (7, = 3—) y el tiempo entre las colisiones (t.).
10
0
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El tratamiento de las correlaciones angulares con perturbaciones debidas a
campos extranucleares dinamicos es complejo y puede requerir de un tratamiento
numérico para resolver el problema. En casos extremos existen expresiones analiticas.

Para difusion rotacional rapida (wq.1c<<l), la fluctuacion de la interaccion
cuadrupolar es rapida y el nucleo pierde coherencia de fase. La funcidon de perturbacion
se convierte en un simple decaimiento exponencial [Kar 64] que no da informacion

sobre el entorno de la sonda:
Gyh()=e™"
donde A es el factor de relajacion que, para interacciones dinamicas rapidas
cumple la relacion A = w7, .

Si hubiera sondas ligadas a moléculas de distinto tipo, el factor de perturbacion

se puede escribir como:

G, ()= Z /i e

donde f; es la fraccion de sondas ligadas a moléculas de un tipo a la cual le
corresponde un factor de relajacion ;.

En el limite de reorientaciones muy rapidas (t.— 0) G2(t) tiende a 1,
obteniéndose una situacion equivalente a una correlacion angular no perturbada.

En el caso de difusion rotacional lenta (wq.t>>1) la funcién de perturbacion de

la interaccion estatica G1y(#) resulta amortiguada exponencialmente por el factor e :

3 N
G, (1) = e’{SZO + ZSZn cos(a)nt)e_b“’"’}

n=1
donde A es el factor de relajacion que en estos casos es aproximadamente la

inversa del tiempo de correlacion 1/7,. En este caso muchos nucleos sonda pueden

ejecutar algunos periodos de precesion antes de que cambie la orientacion de la
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molécula. No obstante, existird una lenta pérdida de coherencia de fase de la precesion
nuclear debida a la reorientacion lenta de la molécula, siendo los nicleos que viven mas
tiempo en el nivel intermedio aquellos que se ven mas afectados por el campo externo
fluctuante. En el limite de tiempos largos la pérdida de correlacion angular es total y
G,() tiende a cero.

Finalmente, en el caso en que las fluctuaciones sucedan en tiempos comparables
con la escala temporal dada por 1q la correlacion angular se pierde en tiempos cortos.
En este caso, si bien no existe una expresion analitica, se espera que el factor de

perturbacidn vaya a cero en tiempos cortos.

2.2.2 Método experimental

2.2.2.1 El nucleo sonda

Como ya se ha senalado, para que las interacciones hiperfinas de un atomo sean
factibles de estudiarse por la técnica PAC, es necesario que éste se desintegre emitiendo
dos radiaciones gama en cascada. Las mejores ‘“sondas PAC” son los isOtopos
radiactivos '"'Cd y '®'Ta. Desafortunadamente estos is6topos no son comunes en
sistemas bioldgicos, ni tampoco lo son sus isotopos padres ''Ag, '''"™Cd, ''In y '*'HF.

El is6topo '''"™Cd puede sustituir elementos como Cu 0 Zn que son més comunes
en la naturaleza, pero tiene un periodo de semidesintegracion muy corto (T, = 48,6
minutos). Dicha vida media resulta sumamente inconveniente ya que luego de producir
la sonda se necesita realizar una separacion isotopica que acorta todavia mas el tiempo

disponible para preparar la muestra sin que la actividad disminuya a niveles
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inadecuados para las mediciones PAC. En el caso de '''Ag, el T, es favorable (7,45
dias) pero la cascada PAC esta poco poblada (5%).

En los experimentos aqui descriptos se utilizaron dos sondas PAC: "®'Ta (que se
produce por desintegracién del 'S'Hf) y '"'Cd (obtenido, en este caso, por
desintegraciéon del '''In). De aqui en adelante, y por un abuso de lenguaje, se llamara
“sonda PAC” a los radioisotopos padre '*'Hf y '''In, ya que se trata de las formas

atomicas en que se colocan las sondas PAC en las muestras.

a) THF (B-) '¥'Ta

La cascada y-y (133 - 482) keV, poblada por la desintegracion B~ del '*'Hf (con
un periodo de semidesintegracion de 42,4 dias), se utilizd para medir la interaccion
cuadrupolar del estado +5/2 de 482 keV del '*'Ta (ver Figura 3). Dicho estado tiene una

vida media 1= 10,67 (5) ns y un momento cuadrupolar Q= 2,53 (10) barn (1 barn=102*

cm?).
181 Hf
+ 42.4d
181
8 Ta*
1/2+ 17,4 us
Y1 1133 keV
5/9+ 10,67 ns
14 % 86 %
Y2 | 482 keV
712+
181
Ta
Figura 3: Esquema de desintegracion radiactiva del niicleo "' Hf.
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El "'Hf es la sonda de mayor accesibilidad en nuestro laboratorio. Se obtiene
por irradiacion con neutrones térmicos en el reactor RA3 de la Comisién Nacional de
Energia Atémica mediante la reaccién nuclear '*°Hf (n, y) "'Hf. El "*°Hf, con una
abundancia natural del 35,1 %, se envia a irradiar como parte de hafnio metalico o de
cloruro de hatnilo octahidratado (HfOCI,.8H,0) segtn las necesidades experimentales.

1 "'Hf-Hf’ el dopaje se realiza por disolucion del metal en 4cido

En el caso de
fluorhidrico y posterior agregado de la solucion de fluoruro de hafnio radiactivo al
material a investigar. El "'Hf-HfOC1,.8H,O por su parte, puede ser incluido en las
preparaciones radiactivas luego de una simple disolucion en agua destilada

El isotopo '*!

Hf presenta las ventajas de su semiperiodo adecuado combinado
con un tiempo de vida media largo del estado inicial de la cascada. Sin embargo, este

1s6topo no cuenta con aplicaciones importantes en el campo de la biologia

b) ""'In (EC) "'Cd

La cascada y-y (171- 245) keV, poblada por la desintegracion por captura
electronica (EC) del ''In (con un semiperiodo de 2,83 dias), se utilizé para medir la
interaccion cuadrupolar del estado +5/2 de 245 keV del '''Cd (ver Figura 4). Dicho
estado tiene una vida media 1= 85 ns y un momento cuadrupolar Q= 0,83 (13) barn).

" se realizaron en el Instituto Helmholtz de

Las medidas utilizando
radiaciones y Fisica Nuclear (Helmholtz Institut fiir Strahlen und Kernphysik) sito en

Bonn (Alemania) donde el '''In se obtuvo comercialmente como '''InDTPA

(dietiléntriaminopentaacetato de indio) en buffer fosfato a pH 7,0-7,6.
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Esta sonda PAC presenta, en ciertos entornos atémicos, el problema de la
aparicion de los after effects del proceso de captura electronica. Esto es, cuando se
produce la captura electronica, un electron de la capa K es absorbido por el nucleo. El
hueco electronico resultante se propaga a la superficie del atomo, produciendo varios
electrones Auger a su paso. Como consecuencia, el atomo sonda queda en un estado
altamente ionizado (el estado de carga del '''Cd puede ser tan alto como +9 [Sch 71]).
Si debido a esta razon se producen variaciones en la distribucion de carga en torno de la
sonda durante su permanencia en el estado intermedio de la cascada gama, aparece una
perturbacion de la medida PAC que no permite ver el entorno del atomo. No es facil
anticipar cudndo este efecto estara presente.

El semiperiodo del '''In permite realizar experimentos que requieren un tiempo
moderado de preparacion de muestras. Una ventaja del indio es que tiene varias
aplicaciones reconocidas en el campo de la quimica y de la biologia, mas alla de la

utilizacion de su is6topo ""Tn como sonda PAC [Cha 10].

111 In
9/2+ 2.83d
EC
712+ e (). 1 2. NS
Y1171 keV
52+ ¥ 85 ns
Y2 | 245 keV
112+

111Cd

Figura 4: Esquema de desintegracién radiactiva del ' In.
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2.2.2.2 El equipo y el analisis de datos

Las medidas de Correlaciones Angulares Perturbadas consisten en la deteccion
de dos rayos y provenientes del mismo nucleo radiactivo; uno de ellos se utiliza como
start (y;) y el segundo como stop (y2). En esta seccion se describe el equipo utilizado
para dichos experimentos.

El equipo consta de cuatro detectores que se arreglan coplanarmente formando
angulos de 90° y 180° entre ellos, en cuyo centro se coloca la muestra radiactiva. En la
Figura 5 se muestra el arreglo experimental que se utiliza (se esquematizaron sélo dos
detectores por simplicidad).

Los detectores (Det) consisten en cristales centelleadores conicos de BaF,

acoplados a tubos fotomultiplicadores. Los rayos y que penetran en los cristales

<>rrmo

"

I l MCA

Figura 5: Esquema del arreglo experimental para las medidas PAC (se muestran
dos de las cuatro lineas, por simplicidad). Det: detector, HV: fuente de alta tension,
DISC: discriminador, AMP: amplificador, SCA: analizador monocanal, DELAY:
modulo de retardo, TAC: convertidor de tiempo en amplitud y MCA: analizador
multicanal
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producen una respuesta luminosa ultravioleta que el fotomultiplicador convierte en un
haz de electrones, dando origen a un pulso de tension proporcional a la energia del rayo
Y.

Las sefiales rapidas desde los dnodos de los fotomultiplicadores alimentan los
discriminadores (DISC) que permiten discriminar los pulsos correspondientes a
radiaciones cuya altura sobrepasa la del ruido electronico. Asi los discriminadores
producen una senal ldgica que indica que se ha detectado un foton e informacion sobre
el instante en que se produjo la deteccion. Este pulso 1dgico, negativo, se compara en
una unidad légica AND con los pulsos provenientes de la rama lenta para determinar si
el foton detectado se corresponde con uno de la cascada.

Las senales lentas desde los dinodos de los fotomultiplicadores son amplificadas
por el médulo amplificador (AMP) y luego se envia esta sefial a un par de modulos
analizador monocanal (SCA del inglés Single Channel Analyzer) cuyas ventanas de
energia se ajustan de tal manera que uno de los SCA analiza si la energia corresponde a
v1y el otro si corresponde a y,. En el modulo SCA que se dé una condicion positiva se
produce un pulso l6gico negativo que se envia a la unidad AND correspondiente la cual
da salida negativa si coinciden en ella la sefial del SCA y la que proviene del
discriminador.

El moédulo AND donde se d¢ la coincidencia entre la salida rapida y lenta va a
enviar la sefial rapida al convertidor de tiempo en amplitud (74C). El TAC va a producir
un pulso analdgico cuya altura es proporcional al lapso de tiempo entre las sefiales start
y stop (entre la deteccion del y; y v2). Esta informacion va a ser almacenada en el
analizador multicanal (MCA) en una memoria que corresponde a la combinacion de
detectores involucrados. Todas las sefales start rapidas convergen en la entrada del

TAC. Las senales stop rapidas también convergen al TAC, aunque después de haber sido
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retardadas por un delay para compensar asi diferencias temporales entre la rama start y
stop y asegurar que el stop llegue después que el start.

Para determinar a qué par de detectores corresponde el evento y;- y, se utiliza
una unidad de Routing donde se toma esta decision haciendo coincidir las sefales start
y stop provenientes de los SCA con las sefales true start y true stop provenientes del

TAC.

N(90°, t)
|

o000 L casuales | P

NTM:
[ ! L. L i 1 i 1 ) 1

2486: 498 746 9496

Canal

Figura 6: Espectro de coincidencias N(90°, t).

El equipo utilizado para las medidas presentadas en este trabajo tiene una
resolucion temporal (ancho a mitad de altura, FWHM) de 0.6 ns. La determinacion de la
resolucion temporal se explicard en mas detalle al discutir la técnica PALS.

Los cuatro detectores dan lugar a 12 espectros de coincidencias en funcion del

tiempo N(6,t) donde & es el angulo entre los detectores y ¢ es el intervalo de tiempo

entre la deteccion de vy y v2:

N(O,H)=gse "W (0,t)+ Acc
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donde:
Acc da cuenta de las coincidencias accidentales correspondientes a la deteccion
de rayos gama provenientes de diferentes nucleos

W(0,t) es la probabilidad por unidad de tiempo de detectar y; y vy, provenientes
del mismo ntucleo separados por un angulo € y un tiempo ¢

e”''" da cuenta de la probabilidad de que y, ocurra a un tiempo ¢ de y; siendo T
el tiempo medio de vida del nivel nuclear intermedio.

g es un factor que depende del tiempo de medida, de la geometria fuente-
detector y de la eficiencia de los detectores. Las medidas se realizan tomando
precaucion de que el factor & sea el mismo para los 12 espectros.

Un espectro tipico N(90°,¢) se muestra en la figura 6 donde aparece el nimero

de cuentas correspondientes a las coincidencias y;-y, en funcidén del nimero de canal.
Cada canal esta asociado a un intervalo de tiempo transcurrido entre y; y y2. Se observa
que el maximo del espectro, que corresponde a la deteccion simultanea de y; y v, esto
es, t=0, aparece a la derecha del canal 0 debido a las diferencias de retardo entre la linea
start y stop. La eleccion de este retardo es la que permite tener a la izquierda del tiempo
cero varios canales correspondientes a “tiempos negativos” donde se registran sélo
coincidencias accidentales. Esto hace posible luego hacer la correccion correspondiente.
A la derecha del tiempo cero se observan las coincidencias reales mostrando la
dependencia exponencial que se espera de la probabilidad de desexcitacion del nivel
intermedio. Superpuesta a la curva exponencial se observan oscilaciones de pequefia
amplitud que corresponden al factor de perturbacion G,,(¢) (incluido en W(6,1)).

Una vez hecho el descuento de casuales, los espectros N(6,¢) se combinan para

determinar la anisotropia R(?) entre las emisiones a 90° y 180°, en funcion del tiempo t:
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_, N(180°,1) - N(90°,1)

RO N(180°,7) +2N(90°,7)

Reemplazando por la expresion de N(6,¢) se puede reescribir como:

R(y =27 080°.0 = (00,1
W (180°,1) + 2W(90°,¢)

Y teniendo en cuenta que
W(0,t)=1+A4,,G,, (t)(%cosz 0 —%)
Se puede establecer que:
R(t)=A4,,G,, ()
De esta forma, determinando la relacion R(z) se obtiene experimentalmente el

factor de perturbacion G»,(?). Un espectro tipico R(t) se muestra en la figura 7.

El paso siguiente para extraer las caracteristicas de los campos extranucleares

0,10

T
i) ol

0,08} A 8 &

==t
—+]

0,06

-R(t)

0,04} LY 74

0,02 FIRTIRTER: BV

000} *
0 10 20 30 40 50

Tiempo (ns)

Figura 7 : Espectro R(t) tipico
(el ajuste de los datos experimentales se muestra como una linea roja).
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que dan lugar a la perturbacion es aproximar la relacion experimental R(?) por una

combinacion de factores de perturbacion:

R(t)=4,, ZfiGzzi(t)
donde cada G.,' (¢) esta dado por:

3
G22 (t) = S20 + Z S2n Cos(a)nt)e_swnt

n=l1
como se detalld en la seccion 2.2.1.3.

De esta forma, mediante un ajuste por cuadrados minimos de los parametros f,,

@y , N,y 6, de la expresion teorica a los datos experimentales (mostrado como una

linea sélida en la figura 7) se pueden caracterizar los gradientes de campo eléctrico

existentes en los sitios de los atomos sonda.
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2.3 Espectroscopia Mossbauer

2.3.1 Conceptos tedricos

2.3.1.1 El Efecto Mossbauer

En 1957, Rudolf L. Mdssbauer descubrid que la radiacion gama emitida y
resonantemente absorbida por nucleos puede ocurrir sin retroceso cuando dichos
nucleos pertenecen a atomos en un so6lido. Este fenomeno se conoce como “efecto
Mossbauer” y le vali6 al descubridor el Premio Nobel de Fisica en el afio 1961. Dicho
efecto fue aplicado posteriormente al estudio de las pequefias variaciones de energia del
nucleo debidas a las interacciones hiperfinas y a la determinacion de las diferencias
energéticas entre el nicleo emisor y el del absorbente debidas a los distintos entornos
quimicos.

Consideremos la posibilidad de que ocurra absorcidon resonante entre dos

Estado excitado Estado excitado
Ee A Ee
/\/\/\/\\;\/\/\/\/>
E, E,
Estado fundamental Estado fundamental

Figura 8: Transiciones nucleares resonantes entre el estado fundamental y el excitado
en dos nuicleos.
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nucleos como los mostrados esquematicamente en sus estados fundamental y excitado
en la Figura 8. El primer ntcleo emite una radiacion electromagnética, un cuanto v,
durante la transicion desde el estado excitado (de energia E.) hacia el estado
fundamental (de energia E,). /Es posible que el segundo niicleo absorba este cuanto y
para pasar del estado fundamental al estado excitado de energia?

En general la E, del foton serd menor que la energia de la transicion (E.-Ey) ya
que el foton tiene un impulso p, =—= y en consecuencia el nicleo, que supondremos
C

en reposo, retrocede debido a la conservacion del impulso, con un impulso py=p,.,

llevandose una energia de retroceso Ex:

2
E — plz\/' — E}’
B om  2me?

Por este motivo el foton tendra una energia E, =(E, —E;)—E,, que no es

suficiente para dar lugar a la absorcion resonante.

En el caso de que el atomo emisor esté fuertemente unido a un sélido puede
acontecer que la energia de retroceso calculada segin la expresion anterior no sea
suficiente para excitar al primer estado vibracional del s6lido. Consecuentemente, y a
los efectos de la conservacion del impulso, es el solido (o el microcristal) el que
retrocede como un todo y la energia de retroceso estard dada por la expresion:

E2

/4

B 2Mc?

R

donde M es la masa del microcristal. Dado que M es al menos 10" veces mayor
que la masa de un atomo, E, se hace despreciable lograndose de esta manera la

emision de fotones con una energia que, dentro del ancho natural de la linea v, es igual a

la energia de la transicion. Con las mismas consideraciones se puede ver que existe la
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posibilidad de que un nucleo rigidamente unido a un microcristal pueda absorber
radiacion vy sin retroceso.

El efecto Mossbauer ha sido observado en mas de 100 transiciones gama en mas
de 70 is6topos de al menos 42 elementos diferentes. Sin embargo en el 90 % de los
experimentos Mdssbauer se utiliza solo uno de los isdtopos, el >’Fe, hecho que explica
que para mucha gente °'Fe y Espectroscopia Mossbauer sean sindénimos. Dicho isétopo
presenta propiedades fisicas casi ideales para Espectroscopia Mossbauer [Gre] y forma
parte de variados materiales de interés tecnologico.

Los atomos emisores y los d&tomos absorbentes forman parte de compuestos o
materiales que seran llamados, de aqui en adelante, “fuente” y ‘“absorbente”
respectivamente.

La “Espectroscopia Mossbauer” (EM) puede ser empleada para el estudio de una
gran variedad de fendémenos que involucren el corrimiento o division de los niveles de
energia nuclear que resultan de la interaccion entre el nicleo y los electrones y campos
extranucleares respectivamente. Efectivamente, el hecho de que los electrones s de los
atomos tengan una funcidén de onda no nula en el sitio del nicleo hace que la energia de
los niveles nucleares cambie. La dependencia de la funcion de onda con el entorno
quimico hace entonces que el corrimiento de los niveles nucleares dependa del entorno
quimico. Por otra parte, en el caso de nlcleos que tengan un momento magnético
dipolar la aparicion de un desdoblamiento de los niveles de energia nuclear se puede
esperar cuando exista un campo magnético extranuclear y andlogamente cuando el
nucleo tenga un momento cuadrupolar eléctrico y esté en una posicion donde existe un
gradiente de campo eléctrico producido por cargas externas habra también un

desdoblamiento. De hecho, también existe la posibilidad de interacciones combinadas.
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Como en el trabajo de tesis s6lo vamos a tener contacto con las interacciones
cuadrupolares eléctricas en lo que sigue se presenta solo ese tipo de interaccion.

Los conceptos fisicos basicos del método estan descriptos extensamente en la
literatura [Gre], aqui se sefialaran puntos de interés para la comprension de los

resultados de esta tesis.

2.3.1.2 Espectroscopia Mossbauer de transmision

Como ya se menciond, la Espectroscopia Mdssbauer se trata de una técnica de
absorcion nuclear resonante basada en la posibilidad de que procesos de absorcion y
emision de energia nuclear puedan ocurrir sin que los nucleos de los isotopos
involucrados retrocedan. Dependiendo de la rigidez del material en el cual estan los
isotopos, hay una probabilidad de que este efecto ocurra.

Debido a que los atomos de la fuente y del absorbente pueden tener distinto

entorno quimico y entonces distintas energias de transicion, la absorcién se asegura

o S | Detector

Fuente con Co Absorbente con 37Fe
(muestra)

Figura 9: Geometria del arreglo experimental en la Espectroscopia Méssbauer en
el modo de transmision.
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modificando la energia de la radiacion por efecto Doppler, al mover uno de los sistemas
respecto del otro. El modo de trabajo mas comun es la EM de transmisioén, donde se
utiliza una fuente estandar de °’Co movil que se desintegra a un estado excitado de °'Fe,
el cual se desexcita por emision de una radiacion gama de 14,4 keV al estado
fundamental. Dicha radiacion es capaz de excitar resonantemente al >'Fe presente en la
muestra (absorbente) que se mantiene estatica. En la Figura 9 se muestra un arreglo

tipico de EM de transmision.

2.3.1.3 La forma de la linea

Si el is6topo Mossbauer en la fuente estd en un entorno quimico o atdomico
exactamente igual que los is6topos Mossbauer del absorbente y si este entorno es tal
que no actuan campos extranucleares sobre los isdtopos entonces la absorcion resonante
ocurrird mayoritariamente en el caso en el cual la fuente y el absorbente estén en reposo
relativo. El espectro Mdssbauer correspondiente a este caso, es decir, el nimero de
fotones transmitidos como funcién de la velocidad relativa entre la fuente y el
absorbente serd como el mostrado en la figura 10. Puede observarse que la absorcion
resonante (menor transmision) aparece para velocidad cero. Aun asi la linea de
absorcion tiene un ancho que esta dado por 2I" donde I' es el ancho de la linea natural

del rayo gama. I, que es extremadamente fino y estd gobernado por la relacion:

donde t es la vida media del estado excitado.
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La distribucion de la intensidad de la linea y en funcion de la energia (o de la
velocidad) se puede aproximar como una distribucion lorentziana de ancho 21" a mitad
de altura. La intensidad relativa f de la linea de resonancia estd determinada por la
probabilidad de eventos, en la fuente y el absorbente, sin retroceso. Estos conceptos se

muestran esquematicamente en la figura 11.

Cuentas (U.A.)

| \ | \ | \ | \ |

-10 -5 0 5 10
Velocidad (mm/s)

. o . 57 . .
Figura 10: Espectro Méssbauer obtenido en un caso donde el °'Fe tiene el mismo
entorno quimico en el absorbente como en la fuente y no esta influenciado por
campos extranucleares

2.3.1.4 El corrimiento isomérico

En la EM se observa una resonancia cuando los rayos y emitidos por la fuente
tienen exactamente la energia correcta para la excitacion sin retroceso de nucleos

estables en el absorbente. La diferencia de energia AE causada por la diferencia en la
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densidad de carga de electrones s entre los dtomos fuente y los del absorbente es

Corrimiento Desdoblamiento
Linea Mossbauer isomérico cuadrupolar
[ T e il b
- — 3/2—{ AE )
—-\F—t:}l;'z o
e '
Eo Eg y
W 5 il Eq Eq E& Eq
st T i E il w-'l}
OO < R y i
.-II'--,_‘h _-—J—— et lﬂ T
uente absorbents fuente absothente] fuente absorbente
|
~ ~— | T I flL -l
f - e
s AEn
.t d
Intensidad relativa |Interaccidn de la distrif [nteraccidn del mument;:I
de la linea de |buciéndecarganu. | cuadrupolar nucleat co
resonancia (f) es la |clear con la densidad | v GCE en elndcleo
probabilidad de |electrénica en elnn- | (Interaccion cuadrupo-
eventos, en la fuente | .\, o) aybas, fuente | lar elécteica).
y el absorbente, sin '
v absorhente.
retroceso
d §=[6R |‘PA(D)|2- Eq=+1/4eQVzz
¥l Q
5 a+1/392)12
[ OI°]]

Figura 11: Esquema simplificado de la influencia sobre las lineas Mossbauer de las
diferencias de entornos quimicos y campos extranucleares existentes en los sitios
Modéssbauer en la fuente y en el absorbente [Gon 86/
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conocida como el corrimiento isomérico 0 y se describe en el apéndice. Debido a que
las distribuciones radiales de los electrones s y d se solapan, el corrimiento isomérico o
provee también una medida de la poblacion de electrones d y es un buen indicador del
estado de oxidacién en los sitios del isotopo Mossbauer [Giit 78].

Usualmente la diferencia de energia AE se da en términos de la velocidad v

necesaria para compensar esa diferencia de energia por efecto Doppler:

Dado que los corrimientos isoméricos experimentales son relativos es deseable
establecer una unica referencia para los isétopos Mossbauer en distintos entornos de
manera de poder comparar las mediciones. Para el caso de muestras con *'Fe se usa
como referencia el corrimiento isomérico de este isotopo en a-Fe a temperatura
ambiente. En la figura 11 se resumen las caracteristicas del corrimiento isomérico y su

efecto en la posicion de la linea Mdssbauer.

2.3.1.5 El desdoblamiento cuadrupolar

Como ya fue adelantado la energia de transicion entre los estados fundamental y
excitado del °’Fe puede modificarse si existe una interaccion de los momentos nucleares
con los campos extranucleares. En particular si el nlcleo posee un momento
cuadrupolar eléctrico Q y estd en un sitio donde existe un gradiente de campo eléctrico
(caracterizado por un tensor V) producido por una distribucion de cargas alrededor del
nucleo, se dice que se establece una interaccion cuadrupolar eléctrica que desdobla los
niveles nucleares del °’Fe, y una medida de las energias de absorcion permitird obtener
informacion sobre la estructura electronica y molecular local alrededor de la sonda

Mossbauer.
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Puede demostrarse (ver apéndice) que la interaccion del momento cuadrupolar
nuclear eléctrico eQ con el gradiente de campo eléctrico en el sitio del nucleo desdobla
el nivel nuclear del estado excitado del *'Fe (espin /=3/2) en dos subniveles (+3/2 y
+1/2) mientras que el nivel basal /=1/2 se mantiene degenerado. Esto da origen a dos

lineas de absorcidn en el espectro Mossbauer separadas por una energia A:

1 772 1/2
A :EeQVZZ{l_i_?J

que es el llamado desdoblamiento nuclear cuadrupolar y origina en el espectro
Mossbauer dos lineas de resonancia. En el caso de muestras policristalinas
(microcristales orientados al azar) las lineas son de la misma intensidad (caso de la
figura 11). Es de notar que la informacion que brinda la medida de A contiene las
cantidades V,, y 1, siendo imposible conocer ambas por separado. Experimentalmente
A se obtiene de la separacion entre las dos lineas Mossbauer y 6 del centroide del
espectro. En la figura 11 se resumen las caracteristicas del desdoblamiento cuadrupolar

y su efecto en el espectro Mossbauer.
2.3.2 Método experimental

2.3.2.1. El nicleo sonda

En las medidas Mossbauer presentadas en esta tesis se utilizo como nucleo
sonda el *"Fe. El foton necesario para la transicion nuclear del >'Fe es provisto por la
“fuente Mdssbauer” que consiste en >’Co radiactivo diluido en una matriz ctbica y no
magnética de rodio (en estas condiciones la linea de emision es Unica) de actividad

nominal 50 mCi. El *’Co decae a *’Fe con un semiperiodo de 270 dias por captura
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electronica seguida de la emision de un foton de 122 keV, produciendo con alta
probabilidad el estado excitado del nticleo de *'Fe de espin nuclear /=3/2. En algunos de
esos nucleos la transicion al estado fundamental (/=1/2) puede ocurrir sin retroceso,
liberando un rayo gama de energia 14,4 keV extremadamente bien definida (ancho de

linea I'=4,9.10” eV). Un esquema de la desexcitacién del °’Co se muestra en la Fig. 12.

57C 0
7/2- 270d

EC (99,84 %)

5/2 89 ns
136,3 keV
3/2 ) 99,3 ns
14,4 keV
112 -
"Fe

Figura 12: Esquema de desintegracion radiactiva del isétopo >’ Co.

La abundancia relativa del *’Fe en el hierro natural es bastante baja (2,19 %)
pero el is6topo tiene una alta seccion efectiva de captura del rayo gama de 14,4 keV lo
cual permite obtener, en la mayoria de los compuestos inorganicos de hierro, buenos
espectros Mossbauer en tiempos prudenciales. Sin embargo, cuando el contenido de
hierro de la muestra es bajo (como sucede en proteinas o en aleaciones de hierro muy

diluidas) es necesario un enriquecimiento isotopico de la muestra.
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2.3.2.2 El equipo y el analisis de datos

Los experimentos Mossbauer presentados en esta tesis fueron realizados en la
geometria de transmision convencional. El espectrometro Mossbauer clasico consiste en
dos ramas, una de adquisicion y otra de control de velocidad. Ambas convergen a un
multiescalimetro. Un esquema en bloques del equipo Mdssbauer se muestra en la figura

13.

Fuente de 5’Co Muestra con 5'Fe
Drive —I
A
4 M
P

>0’

Multiescalimetro -«

Figura 13: Esquema del arreglo experimental para las medidas Méssbauer en la
geometria de transmision. PREAMP: preamplificador, AMP: amplificador, SCA:
analizador monocanal.

La rama de adquisicion consta de un detector gaseoso del tipo contador
proporcional cuya sefial es amplificada para ser analizada por un analizador monocanal
(SCA). En caso de que el rayo detectado fuera de la energia de la desexcitacion de

interés, se acumula una cuenta en el canal habilitado del multiescalimetro.
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La rama de control de velocidad incluye un mdédulo drive que mueve la fuente
relativamente a la muestra (absorbente) y un servoamplificador. EI multiescalimetro
genera internamente una onda de velocidad como referencia para el servoamplificador,
que compara dicha onda con el movimiento real del drive y corrige las diferencias. De
esta manera la apertura y cerrado de canales en el multiescalimetro queda sincronizado
con el movimiento de la fuente. Con esta sincronizacion se consigue que a cada
velocidad del drive le corresponda siempre el mismo canal del multiescalimetro. Asi, el
multiescalimetro cuenta los eventos detectados y seleccionados en funcion de la
velocidad del drive en ese instante. La instrumentacion consistid en modulos
procesadores de pulsos ORTEC CMTE MA-250 con un drive MR-350. Para la
adquisicion de los espectros y la generacion de la onda de velocidad de referencia se
utilizé equipamiento recientemente desarrollado en nuestro laboratorio [Vei 11].

De esta manera se obtienen espectros Mdossbauer que muestran las cuentas
detectadas en funcién de la velocidad (en mm/s). Un espectro Mdssbauer tipico, con los
que se tratard en esta tesis, se muestra en la figura 14.

En los casos mas simples, esto es, cuando se trata de absorbentes
extremadamente delgados es posible aproximar estos espectros con curvas Lorentzianas.
La informacion a extraer es el desdoblamiento cuadrupolar A dado por la separacion de
las componentes del doblete, el corrimiento isomérico & dado por la posicion del
centroide del doblete, el ancho a mitad de altura de la linea Mossbauer y la fraccion
relativa f'de is6topos Mossbauer que experimentan una dada interaccion (en el caso de
que haya mas de una). Para extraer informacion de las interacciones cuadrupolares de
los is6topos Mossbauer en la muestra, asi como acerca del corrimiento isomérico se
ajustan por cuadrados minimos una suma de distribuciones lorentzianas de ancho

r

fuente

+T

absorbente *

44



En el caso de absorbentes no suficientemente delgados se requiere un modelo de
ajuste mas complejo ya que la probabilidad de absorcion resonante pasa a depender de
la profundidad en el absorbente donde se produce la absorcion. Esto conduce a una
pérdida de proporcionalidad entre la amplitud de la linea y la fraccion relativa de cada
interaccion. Si bien es posible tener en cuenta este efecto de espesor ajustando los datos
con la integral de transmision Mossbauer [Vér 79], el andlisis de los datos se hace muy
dependiente del espesor efectivo del absorbente. Este espesor depende del espesor real
del absorbente y de la probabilidad de absorcion resonante libre de retroceso (factor de
Mossbauer- Lamb) la cual no siempre es conocida para la muestra bajo estudio. Todo

esto quita confiabilidad a las fracciones obtenidas a partir de este modelo de ajuste.

7,80E+011 T T T T T T T T T T T T T T

7,60E+011

7,40E+011

7,20E+011

Cuentas

7,00E+011

6,80E+011

Velocidad (mm/s)

Figura 14: Espectro Méssbauer tipico.
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2.3.2.3 Adaptacion del equipo para las medidas a baja temperatura

Como ya fue mencionado, para que existan probabilidad de emision/absorcion
sin retroceso se requiere que el is6topo Mossbauer esté unido rigidamente al sistema
que lo hospeda. Si bien esta condicion se satisface normalmente a temperatura ambiente
en el caso de la fuente Mossbauer, puede no ser el caso en el absorbente. En particular
en el caso de los materiales de interés en esta tesis, que pueden ser rotulados como
materia blanda, la probabilidad de que ocurra absorcidon resonante libre de retroceso, a
temperatura ambiente, es muy baja. Aparece entonces la necesidad de congelar las
muestras o de enfriarlas a temperaturas muy bajas a fin de aumentar adecuadamente la
probabilidad de absorcion.

De esta forma, para las medidas con el absorbente a bajas temperaturas fue
necesario disefar un dispositivo especial capaz de enfriar el absorbente permitiendo que
la radiacion de la fuente incidiera sobre ¢l y que la radiacion transmitida llegara al

detector.

NN

Figura 15: Dispositivo para medidas Mdssbauer a bajas temperaturas: vista
externa (izquierda) y vista lateral (derecha).
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El dispositivo disefiado consistido en una caja de telgopor de alta densidad (con
dimensiones ancho, largo y alto de 13 cm, 17 cm y 12 cm respectivamente) con una
lamina de cobre en su base interna y con un cilindro hueco de cobre (diametro de 3 cm 'y
altura de 9 cm) soldado en el centro de la ldmina. Para asegurar que la radiacion de la
fuente pudiera atravesar el arreglo, se realizaron sendos orificios en la base y en la tapa
del dispositivo, continuos a la luz del cilindro. Un esquema de este dispositivo se
muestra en la figura 15.

Una vez colocados, dentro del cilindro, el portamuestra cilindrico y una
termocupla (a fin de monitorear la temperatura de la muestra durante la medida), la caja
se llen6 con hielo seco y se tapo. El dispositivo fue colocado luego en el espectrometro
Mossbauer alineando sus orificios con el haz de radiacion gama de la fuente.

Con este sistema se realizaron medidas en temperaturas alrededor de -75°C.
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2.4 Espectroscopia de Aniquilacion de Positrones en el modo

de Medicion de Vidas Medias (PALS)

2.4.1 Conceptos teoricos

2.4.1.1 Aniquilacion de positrones en un material

Cuando los positrones energéticos de una fuente radiactiva son inyectados en un
medio condensado, comienzan a interactuar con los electrones y los nucleos de los
atomos que constituyen el material. Este proceso donde el positron es frenado hasta
poseer la energia térmica del medio se llama termalizacion. El rango de penetracion
durante la termalizacion depende de la energia cinética del positron y de la densidad
electrénica del material y se realiza en lapsos de tiempo del orden de los picosegundos.
La probabilidad de aniquilacion del positron se hace importante al momento de la
termalizacion.

Luego de la termalizacion, el positron todavia puede difundir en el material y
finalmente, después de vivir en equilibrio térmico, puede aniquilarse con un electron del
medio principalmente produciendo dos rayos y de 511 keV. El tiempo de vida media de
los positrones es caracteristico de cada material y varia de 100 a 500 ps. La vida media
puede extenderse hasta algunos nanosegundos en el caso de la formaciéon de positronio

(como se discutira en la siguiente seccion).
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2.4.1.2 Formacion de positronio

En medios no conductores existe la probabilidad de que la interaccion entre un
positron y un electron devenga en un estado ligado llamado positronio, muy similar a un
atomo de hidrogeno. Ya que el e y el e tienen la misma masa, ambos “giran” a la
misma velocidad alrededor de su centro de masa fijo manteniendo una distancia de 1,06
A.

Si el espin del electron y el del positron son paralelos, se forma un estado triplete
(espin=1) llamado orto-positronio (0o-Ps) mientras que de espines opuestos resulta la
especie para-positronio (p-Ps) de espin cero. El 0-Ps y el p-Ps se forman en relacion
3:1.

Las vidas medias de autoaniquilaciéon del positronio presentan valores
caracteristicos, que pueden ser calculados tedricamente, que son para el para-positronio
T,-ps= 125 ps y para el orto-positronio 1,.ps= 142 ns. Esta tltima vida media no puede ser
observada en el caso del positronio en la materia ya que por un proceso denominado
pick off el positron del o-Ps se aniquila con un electron de espin opuesto del medio, y no
con el electron al que esta ligado. Este proceso acorta la vida media del o-Ps a tiempos
del orden de algunos nanosegundos o menos. Si el o0-Ps es atrapado en una region del
material con mas espacio, es decir menor densidad electronica, el pick off se reduce y la
vida media aumenta. Otro proceso que puede reducir la vida media del o-Ps es la
conversion de espin de alguna de las particulas del positronio, causada por especies
paramagnéticas, que resulta en el cambio de 0-Ps a p-Ps seguido por una rapida
autoaniquilacion. Como otros atomos, el positronio puede participar en procesos

quimicos, como la oxidacion del positronio a positron libre o la formacion de
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compuestos con otros atomos. En estos casos la vida media del o-Ps se ve reducida y se
dice que el o-Ps estd quencheado.
En la Tabla 1 se resumen los tiempos de vida media del positron (libre y

atrapado en un defecto) y del positronio.

Tipo de proceso Vida media
e’ "libre" 2y 0,1-0,4 ns
e "atrapado" 2y 0,2-0,5 ns
p-Ps 2 y (autoaniquilacion) 0,125 ns
o-Ps 3y (autoaniquilacion) 142 ns
2 v (pick-off) <3 ns

Tabla 1: Escalas de tiempo caracteristicas de varios procesos de aniquilacion de
positrones en la materia.

2.4.1.3 Informacion obtenida a partir de una medida PALS

Las medidas de Espectroscopia de Aniquilacion de Positrones en el modo de
medicion de vidas medias permiten obtener informacion sobre la densidad electronica y
la existencia de defectos del medio donde se produce la aniquilacion del positron. En el
caso de materiales donde existe probabilidad de formaciéon de positronio también es
posible obtener informacion sobre el tamano de las cavidades del material asi como de
sus caracteristicas fisicas y quimicas.

A continuacion se detalla como se obtiene la informacién mencionada a partir de

las medidas PALS.
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1) Densidad electronica del medio

La vida media del positron t es una funcion de la densidad electronica en el sitio
de la aniquilacion. La probabilidad de aniquilacion por unidad de tiempo A, que es la
reciproca de T, estd dada por la superposicion de la densidad de positrones n+(r) =

[ (r)]* y la densidad de electrones n.(r) [Nie 79]:
1 b + 2
A=—=rmr, c”‘P (r)‘ n_(r).pdr
T

donde 7y es el radio clasico del electron, ¢ es la velocidad de la luz en el vacio, r
es el vector posicion y vy describe el incremento en la densidad electronica debido a la
atraccion culombiana entre un positron y un electron.

De aqui que la medida del tiempo de vida media del positron permite obtener
informacion sobre la densidad electrénica n.(r) encontrada por €l.

En el caso de positrones atrapados en defectos del tipo vacancia y sus
aglomerados, la vida media del positron aumenta respecto a la de la muestra libre de

defectos debido a la menor densidad electronica de la vacancia.
2) Tamaio de cavidades

La vida media de autoaniquilacion del o-Ps en el vacio aparece como un sensor
adecuado para medir el tamafo de una cavidad (vacia) en un medio material. La
probabilidad por unidad de tiempo de un proceso pick off va a depender de las
dimensiones de la cavidad. Se han propuesto modelos que relacionan la vida media del
0-Ps en una cavidad con el radio de la misma. En este sentido el modelo de Tao- Eldrup
[Tao 72] resulta ttil para poros menores a 1 nm y el modelo Tokio [Ito 99] o RTE [Dul

01] para tamanos de poro mayores (hasta decenas de nanémetros).
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En el modelo de Tao- Eldrup se asume que el 0-Ps esta confinado dentro de una
esfera rigida de radio R¢. En la pared de la esfera hay una nube electronica de espesor
Ry — R;. Segin este modelo, la expresion general que correlaciona la vida media del o-

Ps (t/ns) y la dimension promedio de la cavidad (R/f\) donde éste se aniquila es:

1 R 1. ( 2z ]
r=—1- +—sin
2|7 R+1.66 27 \R+1.66

En la Figura 16 se grafica la relacion entre la vida media del o-Ps en ps y el radio

promedio de la cavidad (A) segun el modelo de Tao- Eldrup.
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Figura 16: Relacion entre la vida media del o-Ps (ps) y el radio promedio de la
cavidad donde se aniquila (A) segiin el modelo de Tao- Eldrup.
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3) Caracteristicas fisicas y quimicas del medio

El proceso de formacion de positronio, en particular la probabilidad de que dicha
formacion ocurra, provee informacion acerca de la estructura fisica y quimica del
sistema bajo estudio.

Existen dos modelos que describen el proceso de formacion del positronio: el de
Ore y el de espuela (traducido del inglés, “spur model”). En el modelo de Ore se supone
que los positrones pueden interactuar con un electron del medio y formar positronio
solo si su energia cinética esta dentro de un cierto intervalo energético. Los positrones
que posean energias fuera de ese intervalo son incapaces de formar positronio,
inhibiendo este proceso en el cual influyen varios factores. En el modelo de espuela se
considera que el positron, a medida que se va frenando por las colisiones con los
componentes de medio, va causando ionizaciones y excitaciones electronicas. El
positrén pierde sus ultimos 100-200 eV en crear una “espuela” o conglomerado de
electrones, iones, radicales libres y moléculas excitadas, los cuales se encuentran muy
cerca unos de otros con una gran probabilidad de reaccionar entre si. En este modelo la
formacion de positronio se efectuaria por la interaccion culombiana entre el positroén y
el electron dentro de la espuela. La formacion de positronio compite en este caso con
otros procesos: recombinacion de electrones con iones positivos, difusion de los
electrones fuera de las espuelas y el secuestro que las moléculas del medio ejercen sobre
el electron y el positron.

En materiales que revistan una alta complejidad quimica (tal es el caso de los
sistemas bioldgicos) se puede anticipar que no serd posible extraer mayor informacion a

partir de la probabilidad de formacion de positronio.
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Figura 17: Esquema de decaimiento radiactivo del *’Na

2.4.2 Método experimental

2.4.2.1 La fuente de positrones

La fuente convencional de positrones utilizada para medidas PALS es el *Na
cuyo esquema de desintegracion radiactiva se muestra en la figura 17.

El **Na se desintegra por emision p* (p* — n+ 8" +v ) con un semiperiodo t;,,
de 2,6 afios. La energia del positron emitido, que es como maximo de 545 keV y cuya
distribucion se muestra en la figura 18, decrece dentro de la muestra en unos pocos
picosegundos por interacciones con los electrones y las moléculas del medio. Si bien las
caracteristicas del proceso dependen, como se ha mencionado, de la naturaleza del
material, los 6rdenes de magnitud tipicos de este proceso de termalizacion son de 100
pm para la profundidad media de penetracion y ocurre en unos pocos picosegundos.

Luego de la termalizacion, el positron todavia puede difundir unos 100 nm. En el caso
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particular del agua se ha calculado que para positrones con energia media de 215 keV el
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Figura 18: Distribucion energética de los positrones emitidos durante la
desintegracion del “’Na.

rango de termalizacion es de 280 um [Nuc 12].

Una caracteristica importante de esta desintegracion es que, pocos picosegundos
después de la emision del positron, el nicleo emite un fotoén de 1274 keV. Esta emision
gama “en coincidencia” con la aparicion del positron, se toma como sefial de start del
experimento y permite realizar medidas de vida media de este Gltimo. En la Figura 19 se
muestra esquematicamente la secuencia de procesos que sufre el positron desde que se
emite por desintegracion del *Na hasta que se aniquila en el medio. El tiempo de vida
media se mide como el tiempo transcurrido entre la sefal de 1274 keV y los rayos y que
se producen cuando el positron se aniquila (511 keV).

La fuente de positrones se prepara evaporando pocos pCi de una solucion de

**NaCl sobre una lamina soporte metalica o plastica delgada (tipicamente de 1 mg/cm?)
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que luego es cubierta con una lamina del mismo material y de igual tamafo. Finalmente
los bordes de las ldminas superpuestas son sellados con pegamento.

El método de trabajo mas comin se denomina “arreglo sandwich” y consiste en
colocar la fuente de positrones entre dos piezas idénticas de la muestra problema de
espesor suficientemente grande para absorber todos los positrones. En la figura 20 se
esquematiza una vista lateral de dicho arreglo.

Cuando se utiliza este modo de trabajo existe la posibilidad de que los positrones
que se producen por desintegracion del *Na se aniquilen, ademas de en el espesor de la
muestra, en los materiales de la fuente (ldmina, pegamento), haciéndose necesaria una
“correcciéon por aniquilaciéon en la fuente” de los resultados. Los parametros de
aniquilacion caracteristicos en la fuente pueden obtenerse si se mide, en arreglo
sandwich, una muestra de referencia (en la cual el positrébn se aniquila con un 7

conocido). Este punto sera desarrollado en “Experimental”).

ZZNa

Y‘l .27 MeV  Termalizacion
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00000 Q\
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Figura 19: Esquema de los procesos que sufre un positron desde que es emitido por
el *’Na hasta que se aniquila en el medio.
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Figura 20: Esquema de la vista lateral del arreglo sandwich muestra-fuente de
positrones-muestra.

2.4.2.2 El equipo y el analisis de datos

Los tiempos de vida media se midieron utilizando un sistema rapido-rapido de
coincidencias convencionalmente utilizado en espectroscopia nuclear cuyo esquema se
muestra en la figura 21.

Los detectores consisten en centelleadores acoplados a tubos fotomultiplicadores
(PM). En los experimentos aqui presentados se utilizd un detector sellado con
centelleador plastico/PM junto con un detector constituido por un cristal de BaF;
acoplado a un fotomultiplicador XP2020Q (Photonis). Las sefales desde los anodos de
estos detectores son analizadas con discriminadores (DISC) cuyas ventanas de energia

se ajustan de tal manera que uno de los detectores registre el y correspondiente a la
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aparicion del positron (1274 keV, senal start) y el otro el que corresponde a la
aniquilaciéon (511 keV, sefial stop). Las sefales logicas producidas por los
discriminadores se dirigen al convertidor de tiempo en amplitud (74C) (la sefial stop es

retardada antes por un delay para asegurar que el stop siempre llegue después que el

Muestra

A *’Na
PV ] H:H/ PM
"\ fE

Centelleadores

DISC

DISC TAC H D

MCA

Figura 21: Diagrama esquemdatico del equipo utilizado para las medidas de
Espectroscopia de Aniquilacion de Positrones en el modo medicion de Vidas
Medias. PM: fotomultiplicador, DISC: discriminador, D: delay, TAC: convertidor

de tiempo en amplitud, MCA: analizador multicanal,

start.). El TAC va a producir un pulso analdgico cuya altura es proporcional al lapso de
tiempo entre las sefales start y stop, dando informacién sobre la vida media de
aniquilacion. En este sentido, el retardo también asegura que a la mayoria de los eventos
de coincidencias (que ocurren en tiempos cortos) les correspondan, a la salida del TAC,
pulsos de amplitud adecuada. Estos pulsos son analizados por un analizador multicanal
(MCA) que cuenta los pulsos que recibe discrimindndolos segin su altura. La forma

tipica del espectro obtenido con el analizador multicanal serd discutida, en lo que sigue,
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en relacion con los experimentos llevados a cabo para establecer la resolucion temporal

del equipo.

60C0

526 a 0.37 g ——

TMeVﬁ

0,73 ps

60N i

Figura 22: Esquema de desintegracion radiactiva del *Co.

La resolucion temporal se obtiene observando el espectro de coincidencias de
dos radiaciones gama emitidas en cascada prompt, esto es, la segunda radiacion emitida
inmediatamente después de la primera. A tal fin, el conjunto muestra- fuente se
reemplaza por una fuente de *°Co que se desintegra por emisiéon p al estado excitado de
2,5 MeV del Ni el cual se desexcita al estado fundamental mediante la emision de dos
radiaciones gama en cascada (1,17- 1,33 MeV) siendo el tiempo de vida del nivel
intermedio de T = 0,73 ps. El esquema de desintegracion del “°Co se muestra en la figura
22. El espectro de coincidencias se obtiene sin cambiar los pardmetros del equipo: la
segunda radiacion es analizada con la ventana energética start mientras que la sefial stop

es generada por el fondo Compton de la radiacion de 1170 keV.
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En la figura 23 se muestra el espectro de coincidencias obtenido con una fuente
de ®Co. Esta curva, comunmente llamada prompt, muestra cémo las coincidencias
reales se distribuyen en torno del tiempo cero que se corresponde con el maximo de la
curva. Dicho maximo aparece en un canal a la derecha del canal cero, corrimiento

asociado con el retardo de la linea stop respecto de la start. Se observan también

2000 — T T T T T T T T T T T T T T T T 1

1800 canal correspondiente al tiempo cero 4
1600 -
1400
1200

1000 |-

Cuentas

800 |-

600 -
FWHM=12,8 canales= 313 ps i

400

cuentas accidentales
200

0
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Canal

Figura 23: Espectro de coincidencias obtenido con una fuente de *’Co. Se muestran
las cuentas accidentales, el canal correspondiente al tiempo cero y la resolucion
temporal obtenida a partir del ancho a mitad de altura del pico (FWHM) para una
calibracion de 24,4 ps/canal.

coincidencias accidentales entre radiaciones que provienen de distintos niicleos. Estas
aparecen a la derecha y a la izquierda del tiempo cero. La resolucion temporal se
determina a partir del ancho a mitad de altura (FWHM) del espectro del “°Co expresado
en unidades de tiempo (de acuerdo a la calibracion del arreglo experimental, que en este
caso fue de 24,4 ps/canal). La resolucion temporal estd afectada por la dispersion

temporal en la desexcitacion del centelleador (mediante emision de fotones visibles o
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ultravioletas), en la incidencia de dichos fotones sobre el fotocatodo, en el transito de la
descarga en el tubo fotomultiplicador y en la respuesta del discriminador.

La resolucion temporal de las medidas presentadas en esta tesis fue de alrededor
de 320 ps. Dicha resolucion se encuentra por encima del valor deseable para estudiar
materiales condensados donde sélo existen especies positronicas de cortas vidas medias
(100 a 500 ps). Si bien se hicieron intentos por mejorar la resolucion temporal, que
incluyeron el desarmado y nuevo acoplamiento del sistema BaF,/ XP2020Q, la apertura
del detector plastico y el ajuste cuidadoso de las ventanas de energia de los
discriminadores, no se obtuvo ninguna mejora sustancial.

Teniendo en cuenta que en los sistemas de interés en este trabajo de tesis existe
la posibilidad de que el positrén forme orto-positronio cuyos tiempos de vida media se
encuentran, de manera caracteristica, por encima de los 1000 ps se consider6 que con la
resolucion alcanzada era posible realizar una evaluacion preliminar de las posibilidades
de éxito de la técnica PALS en este tipo de sistemas. En la actualidad se esta trabajando
en la puesta a punto de otro espectrémetro PALS en vistas de lograr una mejor
resolucion temporal.

Los datos crudos de una medida PALS son, como se ha mostrado para el “Co, el
nimero de cuentas en funcién del niumero de canal (o de tiempo, considerando la
calibracion). Previo al ajuste de los datos, se restan al espectro crudo las coincidencias
accidentales (provenientes de radiaciones asociadas a distintos positrones) y se obtiene
un nimero de cuentas n(t) que es proporcional al nimero de positrones que se aniquilan
al tiempo ¢.

Es de esperar que el espectro de aniquilacion de positrones en sistemas
biologicos consista en una distribucion continua de vidas medias debido a la alta

inhomogeneidad de los mismos, tal como fue observado en el caso de polimeros [Liu
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95]. Asi, se podria tratar de extraer de los datos experimentales la distribucién de
intensidades de las distintas vidas medias mediante un andlisis basado en la
transformacion de Laplace del espectro medido. Sin embargo, como se verd mas
adelante, en los estudios PALS de sistemas biologicos frecuentemente se utiliza un

conjunto reducido de contribuciones discretas, esto es, el andlisis de los datos se realiza
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Figura 24: Tipico espectro PALS de una muestra tisular. Las tres componentes del
espectro se indican con lineas rojas.

i i

. . . t
descomponiendo n(?) en una suma de funciones exponenciales n(t)= Zni exp(— —j,
T

donde #; es proporcional al numero de positrones que se aniquilan con una probabilidad

por unidad de tiempo A = i

A fines de poder comparar nuestros resultados con los estudios PALS

previamente reportados, en este trabajo de tesis nos restringiremos a este ltimo tipo de
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analisis. En la Figura 24 se muestra un tipico espectro de coincidencias de un tejido
biologico que presenta tres contribuciones exponenciales caracterizadas por 7; que se

numeran segun el tiempo de vida media (lineas rojas).
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Capitulo 3

Aplicaciones previas de las técnicas nucleares a

sistemas de interés biologico

3.1 Introduccion

Las técnicas nucleares con las que se trata en este trabajo de tesis permiten,
como se ha mencionado, obtener informacion a nivel nanométrico de los sistemas bajo
estudio. Sin embargo, el impacto de las aplicaciones de dichas técnicas a la
investigacion de sistemas de interés en biologia ha sido distinto segln el caso.

La historia de la aplicacion de la técnica PAC en sistemas bioldgicos empezo
con estudios de dindmica y estructura en macromoléculas [Lei 68]. Aunque el atractivo
de la técnica en el area de la biologia ha sido bien reconocido [Bod 83], son escasos los
trabajos PAC en la mencionada area, hecho que se debe en gran parte a la naturaleza
extraia de los atomos PAC respecto a los sistemas bioldgicos. Revisiones de estas
aplicaciones puede encontrarse en la bibliografia [Hem 04, Bau 85].

La Espectroscopia Mossbauer permite obtener informacion detallada sobre el
entorno proximo de la sonda Mdssbauer, siendo una técnica completamente especifica
para el tipo de nucleo bajo estudio. Estos atributos hacen a la EM particularmente
apropiada para el estudio de grandes y complejas moléculas bioldgicas que incluyen
atomos Maossbauer en sus centros activos. Debido a que entre dichos atomos se

encuentra el >'Fe y que el hierro tiene un rol crucial en muchisimas biomoléculas, la
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Espectroscopia Mossbauer ha resultado sumamente util para el estudio de sistemas
biologicos [Dic 86, Zha 94, Kam 05] y es, entre las técnicas nucleares que interesan en
este trabajo de tesis, la que lleva la delantera en el campo de la biomedicina.

Por ultimo, el advenimiento de la técnica PALS como una herramienta para el
estudio de sistemas bioldgicos es todavia mas reciente. Entre los trabajos que se han
reportado se incluyen investigaciones en transiciones de fase de proteinas y lipidos
[Mac 79, Bel 79], estudios de tejidos tumorales [Jea 06, Eli 05], de degradacion y
radidlisis de proteinas [Osh 99] y, mas recientemente, del posible uso de la técnica para
evaluar el rol de las cavidades en la compresibilidad y expansion térmica de proteinas
[Her 05].

En este capitulo se hard una revision de las aplicaciones de estas técnicas a
sistemas de interés en biologia y se finalizara con un analisis del impacto, relevancia y
calidad experimental de las mismas. Partiendo de esta base se definiran sistemas

particulares de estudio para esta tesis.

3.2 Revision de los trabajos reportados en la literatura

3.2.1 Correlaciones Angulares Perturbadas

Como ya se destaco, la técnica de Correlaciones Angulares Perturbadas permite
estudiar las interacciones hiperfinas de atomos radiactivos embebidos en diversos
materiales condensados y de alli caracterizar su entorno atomico.

Los atomos factibles de estudiarse mediante PAC son en su mayoria metélicos y
es principalmente la naturaleza de dichas sondas la que determina el tipo de compuestos

que pueden ser estudiados con esta técnica. Entre las sondas PAC se incluyen '''™Cd,
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i, 19mpe Ble Ae PMo, Dy, 2Eu, 'Nd, ''7Cd, 13Cs, ©2Zn, '“Tb y 1®Ba, Ia
mayoria de los cuales raramente son encontrados en sistemas biologicos.

En las conclusiones de la Conferencia de Interacciones Hiperfinas de Groningen
en 1983, E. Bodenstedt, un reconocido especialista en PAC, destaco que las
aplicaciones a moléculas bioldgicas hacian a la técnica muy atractiva para los biofisicos
[Bod 83]. Sin embargo, PAC ha sido escasamente utilizada en el area de las ciencias
bioldgicas, como se discutira en lo que sigue.

El primer reporte de estudios PAC en sistemas bioldgicos [Lei 68] concierne a
su aplicacion para el estudio de macromoléculas bioldgicas en solucion. En dicho

¢

trabajo se postula: “...El uso de un nucleo radiactivo (sonda PAC) como un trazador
rotacional para marcar biomoléculas ofrece las virtudes de la sensibilidad, simplicidad
instrumental y la aplicabilidad in vivo...”( 'y a la técnica PAC como) “...una técnica de
marcado rotacional radiactivo...”. Finalmente, se destaca que “...Las marcas pueden
ser incorporadas en regiones interesantes de las macromoléculas utilizando métodos
quimicos selectivos..."” .

A partir de alli, las aplicaciones PAC en biologia han incluido el estudio de la
estabilidad in vivo de liposomas [Mau 79, Sch 93], de la estructura y dindmica de sitios
metalicos en proteinas [Sas 06, Hei 09] y de la incorporacion y metabolismo celular de
metales [Gle 84, Sas 006], entre otros topicos. Completas revisiones de las aplicaciones
PAC en biologia pueden encontrarse en la literatura [Hem 04, Bau 85, Rin 79].

Los trabajos mencionados abordan variedad de tematicas y sistemas, que se
estudiaron utilizando distintas sondas PAC segtn el caso. Dado que el numero total de
trabajos resulta una cifra manejable, se realizd un andlisis exhaustivo de la literatura

[Cha 08] cuyos principales resultados, actualizados al afio 2012, se presentan a

continuacion en forma de graficos de barras.
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En la actualidad se cuentan alrededor de 150 reportes de aplicaciones PAC en
sistemas biologicos. En la Figura 25 se muestra el nimero de publicaciones PAC en
biologia desde sus comienzos hasta nuestros dias, en periodos de cuatro afos, indicando
las sondas utilizadas en cada caso. Las investigaciones PAC en este campo, cuyo
numero aumentod hasta los afios noventa y actualmente esta disminuyendo, fueron
realizadas empleando principalmente las sondas '''"™Cd y "''In (40 % y 31% del total de

. . . 111 r .
publicaciones, respectivamente). E1 ~*"Cd fue la sonda de eleccion en las primeras
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Figura 25: Numero de publicaciones PAC en biologia en funcion de periodos de
cuatro anos indicando las sondas utilizadas en cada caso. En “otros” se incluyen

sondas raramente utilizadas (menos de tres trabajos) como '*Dy, ’Eu, "' Nd,
17cq 135, 275, 1907 3, 135B,

investigaciones PAC en el campo de la biologia y dicha tendencia continia en la
actualidad. Este isotopo ha sido la base de multiples estudios de metaloproteinas ya que
es capaz de sustituir facilmente a los iones nativos. En segundo lugar aparece el '''In, en
estudios de vesiculas lipidicas o “liposomas”, proteinas, y ADN. Una pequeia fraccion
de los reportes (8 %) corresponde a trabajos con '*'Hf publicados entre mediados de los

aflos ochenta y mediados de los afos noventa, que conciernen a su biodistribucion en
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mamiferos (este metal puede ser considerado como un andlogo del plutonio). Las
sondas ™Hg, '""Ag v *Mo aparecen en un pequefio nimero de publicaciones, todas
ellas concernientes a la investigacion de proteinas.

La mayoria de los estudios PAC en sistemas de interés en biologia fueron
realizados in vitro. En este grupo se incluyen las investigaciones en dinamica de
proteinas, péptidos y acidos nucleicos, en los cambios conformacionales de proteinas y
estructura de sitios metalicos, entre otros. Sin embargo, una pequefia fraccion de los
reportes (15 %) que trata con la incorporacién de metales y la integridad de vesiculas

lipidicas, fueron realizados in vivo.
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Figura 26: Numero de publicaciones PAC en biologia en funcion de periodos de
cuatro anos, discriminando segun el topico general de estudio.

Aunque los alcances de los estudios PAC cubren varios aspectos de la biologia,
se han agrupado los trabajos en cuatro topicos generales: estudios en células, estudios
en proteinas y péptidos, estudios en liposomas y estudios en ADN. La discriminacion de
las publicaciones PAC en biologia de acuerdo al criterio mencionado se muestra, para
periodos de cuatro afios, en la Figura 26. La mayoria de los trabajos corresponden al

estudio de proteinas y péptidos, independientemente del periodo temporal considerado,
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seguido por los estudios en liposomas que casi han sido dejados de lado en los tltimos
veinte afnos. Adicionalmente se han reportado escasos estudios PAC en acidos nucleicos

y en células (eucariotas y bacterianas).
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Figura 27: Numero de publicaciones PAC referentes al estudio de péptidos y
proteinas en funcion de periodos de cuatro anos, discriminando segun el tipo de
proteina estudiada.

En la Figura 27 se muestran los estudios PAC en péptidos y proteinas realizando
una discriminacion segin el tipo particular de proteina estudiada. Como puede
observarse en la figura, los primeros esfuerzos para aplicar la técnica PAC en este tipo
de sistemas se orientaron al estudio de la zincproteina anhidrasa carbonica [Mea 69, Ric
74, Bau 74]. Numerosas investigaciones que se centraron en la proteina transferrina se
llevaron a cabo entre los afios 1984 y 1995, todas ellas utilizando como 4tomo sonda el
'SIHf. En los ltimos afios los esfuerzos para aplicar la técnica a materiales de interés
biologico se han enfocado en el estudio de la estructura y dindmica de sitios metalicos
en ciertas zincproteinas (especialmente betalactamasas) y en péptidos de sintesis,

investigaciones que en su mayoria provienen del grupo del Dr. Lars Hemmingsen de la

Universidad de Copenhagen.
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3.2.2 Espectroscopia Mossbauer

La Espectroscopia Mdssbauer es una técnica ampliamente utilizada en distintas
ramas de la ciencia como fisica de estado so6lido, quimica, bioquimica, metalurgia,
geologia y arqueologia, entre otras. Respecto a sus aplicaciones en el campo de la
biologia esta técnica es, entre las tres espectroscopias que estamos analizando, la que
lleva la delantera debido a la compatibilidad biologica del mas popular de sus isotopos:
el °"Fe.

Muchas funciones bioldgicas esenciales son controladas por moléculas grandes
que contienen al menos un dtomo de hierro: tal es el caso de la hemoglobina donde el
hierro liga directamente la molécula a ser transportada y de muchas enzimas que
utilizan las propiedades de oxidacidon-reduccion del metal para catalizar reacciones
quimicas. De esta manera el atomo de Fe en estas proteinas resulta de vital importancia
y el estudio de su entorno atomico inmediato contribuye con considerable informacion
sobre los tipos de reacciones quimicas involucradas en los procesos biologicos.

Sobre esa base se han examinado por Espectroscopia Mossbauer muchas
proteinas que contienen hierro y se ha obtenido entonces informacion apropiada para
examinar el entorno inmediato del sitio activo. Asi, son numerosos los estudios
Madssbauer sobre proteinas con grupos hemo o con centros de hierro azufre [See 09] y
metabolismo de bacterias [Kam 06], entre otros. La EM ha permitido también detectar
con ¢€xito sutiles cambios conformacionales en la hemoglobina de pacientes pediatricos
talasémicos [Ham 79] y ha sido considerada como un posible método de diagndstico
molecular temprano de dicha enfermedad.

El gran nimero de trabajos Mdssbauer en el area de la biologia hace imposible

presentar una revision detallada como se hizo para la técnica de Correlaciones
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Angulares Perturbadas. Sin embargo, con el objetivo de dar idea del nimero de
publicaciones y de la tendencia que han seguido este tipo de investigaciones, se realizo
una busqueda en el sitio Pub Med, que compila més de 22 millones de citas de literatura
biomédica.

En este buscador especializado en las ciencias de la vida se encuentran
aproximadamente 2500 trabajos que incluyen Espectroscopia Mdssbauer desde 1963
hasta la actualidad (una busqueda equivalente para PAC arroja la cifra de 21 trabajos).

El resultado de esta busqueda, discriminando ntimero de publicaciones que
incluyen EM segun la década de publicacion, se presenta en la figura 28 en forma de

gréafico de barras.
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Figura 28: Numero de publicaciones Mdssbauer en PubMed versus década de
publicacion.

Segun lo expuesto, el nimero de publicaciones Mdssbauer en sistemas

bioldgicos supera en dos o6rdenes de magnitud a las publicaciones PAC en los mismos
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sistemas. Es mas, las aplicaciones de Espectroscopia Mossbauer en el area de la
biologia se encuentra en franco aumento desde sus inicios en la década del 60.

En lo que concierne a las sondas Mossbauer utilizadas en la investigacion de
sistemas biologicos, virtualmente todos los trabajos incluyen *’Fe. Sin embargo pueden
encontrarse en la literatura estudios Mdssbauer de sistemas biologicos utilizando otros

isotopos distintos al °’Fe, que constituyen una fraccién muy pequefia de los esfuerzos en

esta area.
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Figura 29 Numero de publicaciones Mossbauer en proteinas con grupos hemo y con
centros de Fe-S, sequn la década de publicacion.

Como se anticipara, la mayoria de los estudios Mdossbauer en moléculas
bioldgicas se centran en las proteinas que contienen hierro, siendo las proteinas con
grupos hemo y centros de hierro y azufre las mas estudiadas. En la Figura 29 se muestra
la tendencia de los estudios Mossbauer en estas dos grandes temadticas de acuerdo con el

periodo temporal del que se trata.

73



Como ya se ha mencionado, la necesidad de estudiar materiales donde pueda
ocurrir absorcion libre de retroceso es una limitacion importante para la aplicacion de
EM en materia blanda como son los materiales biologicos. En pos de hacer posible la
absorcion libre de retroceso, la mayoria de las medidas en moléculas bioldgicas se
realiza en soluciones congeladas o concentradas por ultracentrifugacion [Dun 90].
Sistemas mas complejos como membranas, tejidos u organismos completos pueden ser
congelados directamente o liofilizados [Dub 99]. Existen materiales cuasi-solidos
(moléculas grandes dentro de un liquido viscoso o moléculas moviéndose lentamente a
través de una membrana) en los cuales cualquier movimiento es muy pequefio en la
escala temporal del proceso Mdossbauer y que también son factibles de estudiarse con

esta técnica, incluso a temperatura ambiente [Coh 76].

3.2.3 Espectroscopia de Aniquilacion de Positrones

Como se ha mencionado, la técnica PALS ha sido ampliamente utilizada para
obtener informacion sobre las densidades electronicas y el tipo y numero de defectos
atomicos y moleculares en solidos. Sin embargo su aplicacion en el campo de las
ciencias de la vida es escasa, como se discutird en lo que sigue.

Una busqueda en Pub Med de la literatura relacionada con “Espectroscopia de
Aniquilacion de Positrones” arroja 168 trabajos. El numero de estas publicaciones
segun lustro de publicacion se presenta en la figura 30 en forma de grafico de barras.
Como puede observarse, el nimero de publicaciones ha aumentado de manera notable
en la ultima década, siendo la mayoria de estos trabajos concernientes al estudio de
materiales poliméricos de distinta naturaleza. En este sentido, la técnica ha sido aplicada

exitosamente para estudiar la estructura de los polimeros debido a su capacidad para
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monitorear cambios del volumen libre inducidos por variaciones de temperatura,

presion, tension, dosis de radiacion, etc [Hau 95, Mog 95, Jea 88].

Numero de publicaciones PAS en PubMed

1975-1979 1980-1984 1985-1989 1990-1994 1995-1999 2000-2004 2005-2009 2010-2012
Ano

Figura 30: Numero de publicaciones PALS en PubMed versus lustro de publicacion.

Las primeras aplicaciones PALS a sistemas de interés biologico, cuatro décadas
atras, conciernen a la investigacion de la conformacion de proteinas y la dinamica de
macromoléculas [Jac 76], transiciones de fase en modelos de membrana [Mac 79], el
comportamiento de sistemas micelares [Bel 79] y la formacion de complejos
moleculares [Jea 77]. En las tltimas dos décadas se han sumado esfuerzos para estudiar
mediante esta técnica las propiedades de volimenes libres y estatus de radicales libres
en una variedad de sistemas quimicos y bioldgicos que incluyen polimeros [Mon 09,
San 11] y biomembranas [San 09]. Otras investigaciones en el campo de la biologia
incluyen el estudio de degradacion y radidlisis de proteinas [Osh 99] y de tejidos
humanos y animales [Eli 06, Jea 06, Liu 07, Yan 09]. Finalmente, en los tltimos afios

se comenzo6 a investigar si la técnica PALS puede ser una nueva fuente de informacion
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experimental sobre el rol de las cavidades en la compresibilidad y expansion térmica de
proteinas [Mee 06].

La alta inhomogeneidad fisica y quimica de los sistemas bioldgicos permite
anticipar la existencia de una amplia distribucion de vidas medias de los positrones. A
pesar de ello, los sistemas bioldgicos presentan espectros PALS que, de manera general,
pueden ser descriptos en términos de tres contribuciones: dos vidas medias cortas 1,y T,
(entre 100- 500 ps), que se atribuyen a la aniquilacion del p-Ps y del positron libre o
atrapado en defectos y por otro lado una vida media larga 13 (mayor a 1000 ps) que se
asocia con procesos de pick off del o-Ps confinado en cavidades vacias. Es muy dificil
atribuir las vidas medias cortas a alguna caracteristica estructural de los sistemas
bioldgicos dado el caracter altamente heterogéneo de los mismos. Por esta razén en los
estudios PALS de este tipo de sistemas se omite la descripcion de estas componentes y
se enfatiza en la componente de vida media larga dado que es esta componente la que es
sensible a los cambios submicroestructurales en este tipo de muestras. En otras palabras,
es en la componente de vida media larga donde reside todo el interés de la aplicacion de
la técnica en el area de la biologia. Los pardmetros de aniquilacion del o-Ps en
cavidades, 13 e I3, reportados para distintos sistemas bioldgicos son presentados en la
tabla 2.

La vida media larga 13 incluye, en la mayoria de los materiales bioldgicos, la
aniquilacion del o-Ps en el agua “libre” (o “no ligada” a macromoléculas) presente en
dichos sistemas. Una breve discusion sobre las caracteristicas de la aniquilacion en agua
se discute en lo que sigue.

En el trabajo de Eldrup [Eld 71] “Vidas medias de positrones en agua, hielo y en
soluciones congeladas” se reportan 13 de 1800 (20) ps y 2010 (30) ps para H,O y D,O

respectivamente. Los resultados son satisfactoriamente interpretados al considerar como
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sitios para la aniquilacién del positronio a las cavidades o “jaulas” de diametros de

aproximadamente 3 A que determinan las moléculas de H,O en el agua liquida. La

estabilidad de la jaula que rodea al positronio, y de alli la vida media de este ultimo,

Sistema T3 (ps) I; (%) Referencia
Agua liquida 1860 =20 27+1 Eld 71
Aminoacidos (estado sélido) 680- 1300 3-57 Chu 74
Anhidrasa carbénica (en solucién) 1480- 1800 25 Han 76
Han 80
Fosfolipidos (solucion) 2000 22 Dje 79
Fosfolipidos
1- anhidro 2190 (20) 14,1 (6) Jea 82
2- en micelas 2000- 2520 (20) 18,6- 19,5 (6)
Lisozima Gre 93
1- hidratada 1800- 1900 17-18
2- deshidratada 1600-1700 14
Hemoglobina (solucion) 1980 (5) 13,1 (2) Osh 96
Oxihemoglobina (solucion)
1- sin irradiar 1980 (5) 13,1 (2) Osh 99
2- irradiada 1660- 1710 (5) 16,1- 17,4 (5)
Utero de ratén
1- normal 2927 (30) 6,5 (3) Eli 06
2- tumoral 2695- 1841 (20) 7,7-10,1 (1)
Piel humana
1- normal 2400 (1) 22 (1) Jea 06
2- tumoral 2200- 2300 (1) 13- 10 (1)
Piel humana
1- normal 2043- 2081 (8) 14,16- 14,65 (10) Liu 07
2- tumoral 1951- 2026 (5) 13,59- 13,70 (14)
Gelatina
1- con 5% de agua 1437 14,5 Aki 07
2- con 80 % de agua 1771 16,3
Estrato corneo ( de piel de cerdo) 2100 no reporta Ito 08
Cerebro (rata)
1- normal 2070 (17) no reporta Yan 09
2- tumoral 2040 (14)
Fosfolipidos en micelas 2070- 2180 (20) no reporta San 09
Pelo
1- virgen 1810 (20) 11,0 (1) Ran 09
2- tratado quimicamente 1600 (20) 8,0 (1)
Cristalino (cerdo) 1900 (20) <25 San 10
Pelo
1- virgen 1825 (10) 10,0 (1) Ran 10
2- fotodegradado 1550 (10) 10,2 (1)

Tabla 2: Parametros de aniquilacion del o-Ps en cavidades reportados para diversos

sistemas bioldgicos.
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depende de la frecuencia de las colisiones entre las moléculas de agua que circunscriben
la cavidad, hecho que explica la vida media mas larga del o-Ps en D0, de movimiento
mas lento que las moléculas de H,O

Debido a que la vida media de aniquilacion del o-Ps en las cavidades del
biomaterial es tipicamente bastante cercana a la del agua (como puede observarse en la
tabla 2), la vida media 13 medida en este tipo de sistemas es frecuentemente una suma
de las vidas medias de aniquilacién en el agua y en el biomaterial pesada por sus
intensidades. Esta vida media “suma” se corresponde fuertemente con el porcentaje de
agua de la muestra y en consecuencia la 13 medida en soluciones diluidas es cercana a la
vida media en agua pura (Tagua~1800 ps) [Gre 93, Aki 07]. En este sentido, el hecho de
que los parametros de aniquilacion en agua al igual que su dependencia con la
temperatura sean bien conocidos [Eld 71] permite establecer el peso de cada una de las
contribuciones de la vida media “suma” por inspeccion de la dependencia de dicha vida

media con la temperatura [San 10].

3.3 Discusion de la informacion obtenida

La relevancia de la informacion obtenida mediante las técnicas nucleares cuando
son aplicadas para investigar sistemas de interés en biologia depende tanto de la técnica
utilizada como del tipo de muestra que se analiza.

Desde las primeras aplicaciones de la técnica de Correlaciones Angulares
Perturbadas a sistemas biologicos, hace mas de 6 décadas, la técnica ha progresado
sustancialmente tanto desde el punto de vista experimental como de las interpretaciones
tedricas de los resultados. Si bien desde los primeros intentos de utilizar PAC en el

campo de la biologia se ha considerado una ventaja el hecho que las medidas se pueden
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realizar en solucion [Lei 68], la unica informaciéon que se extrae de este tipo de
iniciativas concierne al estado de movimiento de las moléculas. Estudios PAC en
soluciones de ADN [Tso 01, Tso 03] dan idea de la rigidez de la macromolécula y en
liposomas, de la integridad de los sistemas [Mau 79, Der 88, Ma 93]. Sin embargo, en
ninguno de los casos se obtiene informacién sobre el arreglo atomico alrededor de la
sonda, no haciéndose uso de todo el potencial de la técnica. Iniciativas que incluyen el
agregado de sacarosa a la solucion y la realizacion de medidas a bajas temperaturas
tendientes a disminuir la rotaciéon difusional arrojan resultados mas interesantes.
Siguiendo esas estrategias y a partir del dopaje de apoproteinas especiales con sondas
PAC, se estudio la dindmica de la union de metales a sitios especiales de proteinas
[Hem 01, Tro 02], las interacciones entre proteinas [Dan 99] y la geometria de
coordinacion de sitios cataliticos [Hem 95], entre otros. Es este tipo de estudios, en el
area de la quimica bioinorgédnica, el que constituye el campo madas exitoso de
aplicaciones PAC a sistemas de interés en biologia.

Las aplicaciones Mdssbauer en el area bioldgica son bien reconocidas, hecho
que se refleja no s6lo en el numero de publicaciones en dicho campo sino también en la
relevancia de los resultados obtenidos para caracterizar los arreglos atdmicos alrededor
del hierro y sus estados de oxidacidn, entre otros parametros. Podria decirse que
virtualmente todas las ferroproteinas mdas conocidas han sido estudiadas por
Espectroscopia Mdssbauer. Los estudios se centran en la actualidad en la
caracterizacion de proteinas del metabolismo intermedio de una variedad de especies.
Una limitacion importante es que los experimentos Mossbauer en este tipo de sistemas
deben realizarse a bajas temperaturas, debiendo prestarse especial cuidado a la hora de
correlacionar los resultados asi obtenidos con las caracteristicas del sistema a

temperatura ambiente.
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La mayoria de las investigaciones PALS fuera del campo de la materia
condensada estan orientadas a los materiales poliméricos. En el campo de la biologia,
los estudios PALS de las transiciones de fase de proteinas y lipidos arrojan resultados
confiables que son confirmados por otras técnicas, haciendo de este tipo de iniciativas
las mas relevantes en el area. Estos estudios, que se incluyen entre las primeras
aplicaciones PALS a sistemas biologicos [Han 76, Dje 79], han recobrado
protagonismo en la actualidad debido a la posibilidad de mejorar la interpretacion de los
resultados con el auxilio de estudios de dinamica molecular y simulaciones, entre otros
[San 09]. Es en estos sistemas relativamente homogéneos desde un punto de vista fisico
y quimico donde la interpretacion de las caracteristicas de aniquilacion de positrones en
materiales bioldgicos resulta mas sencilla y constituye una herramienta 1til a la hora de
abordar estudios PALS en sistemas biologicos mas complejos. En ese sentido, la alta
complejidad de algunos sistemas biologicos hace dificil la posibilidad de su
caracterizacion absoluta mediante PALS. Sin embargo, la dependencia que presentan las
caracteristicas de aniquilacion de positrones con la presion y la temperatura hacen de

este tipo de estudios un campo fértil de aplicacion de la técnica en materia blanda.
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Capitulo 4

Experimental

4.1 Introduccion

En base al analisis de la literatura existente sobre las aplicaciones de las técnicas
de Correlaciones Angulares Perturbadas, Espectroscopia Mossbauer y Espectroscopia
de Aniquilacion de Positrones en el modo de medicion de vidas medias a la biologia, se
seleccionaron sistemas de estudio cuya investigacion se abordd, mediante las técnicas
correspondientes, en este trabajo de tesis.

En este capitulo se presentan estudios de complejos metélicos
poliaminocarboxilados mediante PAC, de un complejo organico con un centro de hierro
azufre mediante Espectroscopia Mossbauer y de muestras tisulares mediante PALS. En
cada caso se discute, en primer lugar, el estado del arte y las razones de la eleccion
realizada. Finalmente son presentados los experimentos llevados a cabo, cuyos
resultados son discutidos en relacion a la problematica particular abordada y, cuando
corresponde, a la tematica general de aplicaciéon de estas técnicas nucleares en la

investigacion de materia blanda.
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4.2 Experimentos PAC en complejos metalicos

4.2.1 Estado del arte

Durante los ultimos 50 anos, los complejos metalicos han sido utilizados como
agentes de diagnostico para centellografia gama, tomografia de emision de positrones y
mas recientemente para realzar el contraste en imdgenes de resonancia magnética
nuclear [Kon 90]. En la actualidad, las investigaciones en medicina estan enfocadas en
el desarrollo de mejores radiofdrmacos de diagndstico y agentes de contraste [Rei 99],

junto con estudios en el campo de los radiofarmacos terapéuticos [IAE 99].

X Wﬁ L
Y O

Figura 31: Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (izquierda) y dcido
dietilétriaminopentaacético (DTPA) (derecha).

Entre muchas moléculas organicas usadas para la complejacion de metales, la
utilizacion de los ligandos poliaminocarboxilados clasicos como el 4cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) y el acido dietilentetraaminopentacético (DTPA)
(cuyas estructuras quimicas se muestran en las figura 31) constituye todavia una de las

estrategias de eleccion. Muchos quelatos del tipo poliaminocarboxilato metalico fueron
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obtenidos y caracterizados en estado cristalino [Sie 62] mientras que no pudo lograrse
una adecuada cristalizacion en otros casos

El disefio de los agentes de diagnostico basados en complejos metalicos requiere
de la correlacion de aspectos de la quimica de coordinacion y del comportamiento in
vivo. Para los complejos que seran utilizados con fines médicos, es de gran interés que
se logre una complejacion fuerte del metal con el objetivo de evitar la toxicidad de este
ultimo. Entre los demas factores a considerar se incluyen las propiedades redox, la
estabilidad, la estequiometria, la carga y la lipofilicidad del complejo metélico. De este
modo, es de sumo interés arribar a un buen entendimiento de la conformacion y
comportamiento dinamico de estos quelatos.

El DTPA forma complejos estables con muchos metales pesados, en particular
con indio y hafnio que presentan isdtopos adecuados para ser estudiados con la técnica
de Correlaciones Angulares Perturbadas.

Uno de los radioisétopos del indio, el '''In, se ha utilizado clasicamente en la
preparacion de radiofarmacos de diagndstico y mas recientemente en algunas estrategias
terapéuticas. Es en el marco de dichas investigaciones donde pueden encontrarse la
mayoria de los reportes que versan sobre la complejacion del indio con DTPA en
solucion. Sin embargo, es escasa la informacion sobre los dietiléntriaminopentaacetatos
de indio en estado cristalino [Mae 89]

La complejacion de hafnio con DTPA ha sido menos estudiada probablemente
debido a que dicho atomo no presenta ninguin iso6topo radiactivo con caracteristicas
adecuadas para la fabricacion de radiofdrmacos. Sin embargo ha logrado sintetizarse y
caracterizarse con ¢€xito el dietilentriaminopentaacetato de hafnio y potasio trihidratado
(KHfDTPA.3H,0) [Ily 00, Dav 92]. En la figura 32 se muestra un esquema de la esfera

de coordinacion del hafnio en el aniéon complejo [HfDTPA].
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Existen varios reportes sobre estudios PAC en complejos poliaminocarboxilicos
de metales. Todos ellos involucran la quelacion en el laboratorio de la sonda PAC con
el acido poliaminocarboxilico de interés. Las investigaciones que utilizan la sonda '''In
[Sun 74, Aks 95, Shp 98] versan sobre la complejacién del metal en solucidon. Los
sistemas de estudio se obtienen mezclando, en solucion, cantidades adecuadas de
"InCl; y el acido poliaminocarboxilico. En todos los casos se observan
comportamientos PAC dinamicos tipicos que varian con el pH de la muestra sin
obtenerse informacion sobre las interacciones hiperfinas estaticas. En ninguno de los
casos se realiza una verificacion de la quelacién del '''In, asumiendo, sin prucba
experimental, que la sonda PAC se encuentra en el sitio de interés.

Las investigaciones PAC que involucran al '*'Hf [Das 90, Das 03, Ama 09] se

Figura 32: Esfera de coordinacion del hafnio en el anion complejo HIDTPA [1ly
00/
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centran en el estudio de los solidos que resultan de la complejacion de la sonda con
EDTA o DTPA en solucion. En el primero de los trabajos [Das90] se reportan
resultados PAC del solido que se obtiene, por sintesis radioquimica, a partir de EDTA y
HfOCI,. Si bien el procedimiento quimico utilizado para la preparacion del complejo
parece adecuado, la calidad de los resultados experimentales es mala debido
principalmente a la baja resoluciéon temporal de los detectores de Nal(Tl) y la mala
estadistica de las mediciones. El mismo sistema es objeto de estudio en el trabajo de
Amaral et al [Ama 09], donde el solido se obtiene a partir de EDTA y HfF4. En este
caso la buena resolucion temporal de los detectores de BaF; utilizados y la estadistica de
las medidas proveen resultados PAC confiables. Finalmente, en el trabajo de Das et al
[Das 03] se estudia el sélido que resulta de mezclar cantidades adecuadas de HfOCl, y
DTPA, en solucion. En este caso la calidad de los resultados PAC es adecuada. Cabe
remarcar que en ninguno de los tres trabajos se realiza una verificacion de la identidad
del solido obtenido. De esta manera la interpretacion de los resultados obtenidos en base

181
18

a la creencia de que el ° Hf se encuentra complejado por el acido poliaminocarboxilico

podria resultar, en muchos casos, incorrecta.

4.2.2 Experimental

En este trabajo de tesis se estudian los sistemas '''In/DTPA y "'Hf/DTPA
mediante la técnica de Correlaciones Angulares Perturbadas y técnicas complementarias
como difraccion de rayos X, calorimetria diferencial de barrido y termogravimetria.

Como se puede inferir de lo expuesto en “estado del arte”, al encarar una
investigacion PAC de esta naturaleza es necesario contar con sistemas de estudio donde

la uniéon molécula-sonda PAC esté garantizada a fin de arribar a interpretaciones
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confiables de los resultados obtenidos. En el caso del sistema In/DTPA la unién se
garantizé trabajando con una solucion del radiofarmaco comercial '''InDTPA. El
objetivo fue estudiar la posibilidad de obtener informacion de las interacciones
hiperfinas estaticas en el sitio del '''In para lo cual se intentd disminuir la rotacién
difusional por aumento de la viscosidad de la solucién, evaporacion del solvente y
congelacion de la muestra.

En el caso de los complejos con hatnio se estudiaron en primer lugar mediante
Correlaciones Angulares Perturbadas los sélidos que resultan de mezclar en solucion
cantidades adecuadas de '*'Hf-HfF, y EDTA (experimento equivalente al de Amaral et
al [Ama 09]) y el que se obtiene a partir de '*'Hf-HfF, y DTPA. Con el objetivo de
establecer la naturaleza de los productos formados se realizaron controles de sintesis
involucrando s6lo reactivos inorganicos que se identificaron por difraccion de rayos X y
se caracterizaron por PAC. En una segunda parte del trabajo se logrd poner a punto la
sintesis quimica de KHfDTPA.3H,O (y su andlogo KZrDTPA.3H;0) a partir de HfOCI,
(o ZrOCl,) siguiendo un procedimiento establecido en la literatura [Dav 92]. Una vez
corroborado el éxito del procedimiento mediante estudios de difraccion de rayos X, se
procedi6 a la sintesis de los compuestos radiactivos '°' Hf- KHfDTPA.3H,O (y '*'Hf-
KZrDTPA.3H;0) que fueron estudiados, a temperatura ambiente, por Correlaciones
Angulares Perturbadas. En vistas de estudiar el comportamiento térmico de estos
complejos mediante PAC, se realizaron medidas termogravimétricas y de calorimetria
diferencial de barrido con el objetivo de establecer las temperaturas en las cuales
pueden esperarse cambios. Se realizaron estudios PAC del complejo '“'Hf-
KHfDTPA.3H,O en funcion de la temperatura (desde -265 hasta 277 °C). Las distintas

interacciones hiperfinas encontradas fueron interpretadas en términos de las medidas
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calorimétricas previamente mencionadas. Adicionalmente se realizaron estudios PAC

de la hidratacion rapida y lenta del "*'Hf-KZrDTPA.

4.2.2.1 Estudios PAC de ''In-DTPA

El radiofarmaco comercial '''In-DTPA en buffer fosfato a pH 7,0-7,6

(Mallinckrodt Medical Katalog Nr. DRN 4916) se coloco, dentro de un tubo eppendorf,

entre los detectores PAC y fue medido a temperatura ambiente. En la figura 33 se

presenta el espectro PAC obtenido que muestra el tipico comportamiento exponencial

de un sistema que se reorienta con ®QT.<<I.

considerando la existencia de dos fracciones de sondas:

El ajuste de los datos se realiza
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Figura 33: Espectro PAC de la solucién comercial "' In-DTPA medida a
temperatura ambiente. En rojo se muestra el resultado del ajuste, suponiendo la
existencia de dos interacciones dinamicas rapidas.
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f1=60% A= 0 MHz.

fo=40% M=30 MHz

Sobre las bases de la proporcionalidad existente entre el tiempo de correlacion y
el volumen de la molécula donde est4 unida la sonda, la componente de mayor factor de
relajacion se asocia con sondas ligadas al DTPA mientras que la fraccién f; debe
asociarse con sondas “libres” o ligadas a moléculas de menor tamafo. No es posible
establecer si las especies incluidas en f; estaban presentes en la solucién comercial o si
se generan por ruptura del InNDTPA como consecuencia de la ionizacién de la sonda
asociada con la captura electronica (ver inciso 2.2.2.1. b)).

Con el objetivo de disminuir el movimiento molecular, el "H-DTPA se midio,
a temperatura ambiente, en un medio altamente viscoso (sacarosa 55%). El espectro

obtenido (figura 34) muestra nuevamente el comportamiento exponencial caracteristico
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Figura 34: Espectro PAC del "' In-DTPA comercial en solucion viscosa (55%
sacarosa) medido a temperatura ambiente. En rojo se muestra el resultado del
ajuste, suponiendo la existencia de dos interacciones dindamicas rapidas.
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de rotaciones difusionales rapidas. Nuevamente, los datos son satisfactoriamente
ajustados con dos interacciones dinamicas rapidas:

f1=60% A= 5 MHz.

f>=40% M= 64 MHz

El incremento de los tiempos de correlacion de las fluctuaciones que afectan a
ambas fracciones se atribuye al incremento de la viscosidad de la solucion debida al
agregado de sacarosa. Sin embargo, aiin en esta situacion, no es posible obtener, a partir
de las medidas PAC, informacion sobre el arreglo atomico alrededor de la sonda.

Una medida a baja temperatura fue realizada sobre el mismo sistema a fin de
disminuir ain mas la rotacién difusional. En la figura 35 se observa el resultado de

111

medir a 77 K la solucion comercial de = InDTPA. Los datos pueden ajustarse

satisfactoriamente considerando la existencia de una interaccion estatica de parametros
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Figura 35: Espectro PAC del "' In-DTPA comercial, medido a 77 K. En rojo se
muestra el resultado del ajuste, suponiendo la existencia de una interaccion
estdtica.
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hiperfinos =37 (1) Mrad/s, n=0 y 06=80 (8) %. La alta distribucion de esta
interaccion refleja que la distribucion de cargas en torno de cada sonda es distinta. Este
hallazgo puede interpretarse de las siguientes maneras:

a) el congelamiento lleva a la formacion de un sélido muy desordenado y cada

, 111
atomo de

In “ve” una distribucion de cargas distinta.

b) la captura electronica que sucede durante la desintegracion del '''In resulta en
una modificacion de las cargas alrededor de las sondas que es distinta en cada una de
ellas. El hecho de encontrarse a bajas temperaturas no hace posible la redistribucion de
cargas adecuada para arribar a la configuracion que corresponde al equilibrio.

Con el objetivo de eliminar la posibilidad de rotacion difusional y de alli la

interaccion dindmica asociada, se evapor6 el solvente de la preparacion comercial y se
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Figura 36: Espectro PAC del residuo seco de la solucién comercial "' InDTPA
medido a temperatura ambiente. En rojo se muestra el resultado del ajuste,
suponiendo la existencia de dos interacciones dinamicas rapidas.
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Figura 37: Espectro PAC del " In-InCl; seco medido a temperatura ambiente. En
rojo se muestra el resultado del ajuste, suponiendo la existencia de dos
interacciones dinamicas rapidas.

midi6 por PAC el residuo seco, experimento cuyo resultado se muestra en la figura 36.
El espectro, que muestra nuevamente el comportamiento exponencial caracteristico de
interacciones rapidas puede ajustarse con dos contribuciones:

f1=84% M= 131 MHz.

fo=16% M=2 MHz

A diferencia de las medidas en solucion a temperatura ambiente, este efecto
dindmico no puede atribuirse a la rotacion difusional. Una interpretacion posible es que
la distribucion de cargas en torno de la sonda, distorsionada por el proceso de captura
electronica, evoluciona hacia el equilibrio (after effects). El hecho de que haya dos
componentes significa que, en promedio, se pueden distinguir dos apartamientos de la

distribucion normal de carga.
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Un efecto semejante se observo al medir el '''In-InCl; seco, cuyo espectro PAC
a temperatura ambiente se muestra en la figura 37 y puede ajustarse con dos
interacciones dinamicas:

f1=89%% A= 117 MHz.

f=11% M= 17 MHz

Las diferencias entre los parametros correspondientes a los dos experimentos
tienen naturalmente que ver con la diferencia en la composicion quimica de las
sustancias.

Es interesante destacar que medidas PAC del l”In-InCl3 a 250°C resultan en
espectros que reflejan la interaccion estatica correspondiente al gradiente de campo
eléctrico inherente al estado cristalino del compuesto (datos no mostrados). En otras
palabras, a 250 °C se lograron eliminar los after effects de la captura electronica del
"n. El efecto de la temperatura es semejante al conocido en el caso de compuestos
semiconductores y 6xidos conductores donde el incremento de la temperatura aumenta

la disponibilidad electronica en el sitio de la sonda. El intento de un experimento similar

con el InDTPA no se pudo concretar debido a la descomposicion térmica del mismo.

4.2.2.2 Estudios PAC de complejos poliaminocarboxilicos de Byt

4.2.2.2.1 Sélidos que resultan a partir de HfF, y EDTA (o DTPA)

El "*'Hf necesario para la preparacion de las muestras PAC se obtuvo a partir de

la activacion del ""°Hf presente en hafnio metéalico natural, por captura de neutrones

térmicos en el reactor RA3 de CNEA (Comision Nacional de Energia Atomica-
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Argentina). Luego, el hafnio metalico radiactivo fue disuelto en soluciones de acido
fluorhidrico de diferentes concentraciones.

Las muestras fueron preparadas mezclando cantidades adecuadas de 0,15 M
Na,EDTA.2H,0 (6 0,10 M Na,DTPA) con '"*'Hf-HfF; en HF 4% (muestras “bajo
fluoruro”) o '*'"Hf-HfF4 en HF 40% (muestras “alto fluoruro”). En las muestras control
las soluciones de las sales soddicas de los acidos poliaminocarboxilicos fueron
reemplazadas por NaOH 0,30 M. En la Tabla 3 se presentan, para cada muestra, los
reactivos utilizados en su preparacion y la relacion de atomos de fluor a atomos de sodio
obtenida en cada caso. Para todas las muestras el volumen final fue de 60-70 ul y se
verifico la aparicion de un pequefio precipitado que contenia toda la radioactividad.
Estos pellets, junto con la solucion sobrenadante, fueron colocados para su posterior

medida en el espectrometro PAC.

0.15M 0.10M NaOH BIHf BIHf Cociente atomos
Na,EDTA.2H,0 Na,DTPA | 0,30 M | HfF,en HfF,en | de fluor/ 4tomos
HF 4% HF 40% de sodio
Control bajo X X 1,4
fluoruro
Hf/EDTA X X 1,4
bajo fluoruro
Hf/DTPA X X 1,2
bajo fluoruro
Control alto X X 4
fluoruro
Hf/EDTA X X 3.9
alto fluoruro
Hf/DTPA X X 3
alto fluoruro

. . 181 ..

Tabla 3: Detalle de las muestras obtenidas a partir de '°" Hf-HfF ; indicando con
cruces los reactivos utilizados en su preparacion. En la ultima columna se muestra la
relacion entre los dtomos de fluor y los dtomos de sodio a la que se arriba en cada
caso.
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Con el objetivo de elucidar la naturaleza quimica de los productos de reaccion,

se prepararon controles “bajo fluoruro” y “alto fluoruro” no radiactivos (equivalentes a

los de la Tabla 3) para realizar medidas de difraccion de rayos X.
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Figura 38: Espectros PAC y sus transformadas de Fourier correspondientes a las
muestras conteniendo baja concentracion de fluoruro. Se muestra el control

(superior), la muestra H/EDTA (medio) y Hf/DTPA (inferior)

94



En la Figura 38 se muestran los espectros PAC y sus transformadas de Fourier
para las muestras que contienen baja concentracion de fluoruro. Los espectros fueron
ajustados asumiendo la existencia de dos interacciones cuadrupolares principales
(0g=73(1) Mrad/s, n=0,84(1) y wq=52(1) Mrad/s, n=0,95(5)) con diferentes amplitudes
en cada caso. Una tercera componente minoritaria (0o=86(1) Mrad/s, n=0,80(1))
aparecio en todos los espectros. Cabe destacar que en la investigacion PAC de
Hf/EDTA de Amaral ef al [Ama 09], donde el compuesto se prepard en forma andloga a
la realizada en el presente trabajo, el espectro obtenido es muy similar a los que se estan
describiendo. El difractograma del control “bajo fluoruro” (mostrado en Fig. 39 a)
contiene principalmente los picos de difraccion del NasHfF; y una fraccién minoritaria
de Na,HfF.

En la figura 40 se muestran los resultados PAC para las muestras conteniendo
alta concentracion de iones fluoruro. El procedimiento de ajuste se realizo utilizando
parametros S, libres para tener en cuenta la existencia de direcciones preferenciales del
gradiente de campo eléctrico. En todos los casos aparece una tUnica interaccion bien
definida (0q=94(0) Mrad/s, n=0,38(0)). El difractograma del control conteniendo alta
concentracion de fluoruro corresponde esencialmente a tridecafluorodihafnato de sodio
(NasHfF3).

Cabe destacar que los espectros resultantes son independientes del pH de las
muestras ya que los parametros hiperfinos obtenidos para muestras control preparadas a
partir de NaF 0,30 M (pH final 2-3) fueron virtualmente idénticos a los de las muestras
control presentadas en este trabajo (pH final 6-7). Asimismo, es remarcable que los
resultados experimentales obtenidos a partir de muestras secadas al aire (resultados no
mostrados) son casi idénticos a los obtenidos a partir de las muestras aqui medidas, que

contenian, como se mencionod, tanto los solidos precipitados como el sobrenadante.
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De esta manera, las frecuencias cuadrupolares encontradas en las muestras

conteniendo DTPA o EDTA son virtualmente idénticas a aquellas que caracterizan a las

muestras que incluyen sélo los componentes inorganicos. Se concluye entonces que el
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Figura 39: Difractogramas de las muestras control preparadas con baja (a) y alta
concentracion de fluoruro (b). Las lineas de difraccion principales de Nas;HfF;7 y
NasHfF 3 se indican con triangulos negros y blancos respectivamente.
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procedimiento realizado no conduce en ningin caso al dopaje de los acidos
poliaminocarboxilicos. En particular, el mezclado de las sales de sodio de DTPA (o
EDTA) y HfFs da lugar a la formacion de fluoruros de diferente estequiometria
dependiendo del cociente de atomos de flaor a dtomos de sodio presente en el tubo de

reaccion: NazHfF; o NasHf,F 3 para cocientes de alrededor de 1,5 y 3,5 respectivamente.

0,12+
10,03
0,10
0,08}
0,06 1902
0,04+
0,02} 10.01
0,00+
-0,02 0,00
0,12}
10,03
0,10
-
s ¥ 0,02 <
T 008l o2 2
o)
(DN 0,04} 2
N =
< loor @
) 0,02} 0,0 =
0,00+ <
-0,02 0,00
0,12+
10,03
0,10
0,08
0,06} 17
0,04+
0,02} 40,01
! i /\/\A
-0,02 : : : : : Lot 0,00
0 10 20 30 40 50 1000 2000 3000 4000
Tiempo (ns) Frecuencia (Mrad/s)
Figura 40: Espectros PAC y sus transformadas de Fourier correspondientes a las
muestras conteniendo alta concentracion de fluoruro. Se muestra el control
(superior), la muestra H/EDTA (medio) y Hf/DTPA (inferior)
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Por otra parte, la similitud de los valores de los parametros hiperfinos reportados
por Amaral ef al [Ama 09] para el "*'"Hf/EDTA con los obtenidos en el presente trabajo
para la condicion de “bajo fluoruro” indica que los mencionados autores se equivocan al
suponer que el '"'Hf se encuentra complejado por EDTA vy de alli la interpretacion de

los resultados PAC por ellos obtenidos resulta incorrecta.

4.2.2.2.2 Sélidos que resultan a partir de HfOCI, (o ZrOCl,) y DTPA

En primer lugar se puso a punto la sintesis quimica de KHfDTPA.3H,0 (y su
analogo KZrDTPA.3H;0) a partir de HfOCl, (o ZrOCl,) siguiendo un procedimiento
establecido en la literatura [Dav 92]. Los solidos obtenidos fueron analizados en un
difractometro Phillips X pert PW 3050 utilizando la radiacion K, del cobre, en el rango
6° <260 < 35° con pasos de 0,05° cada dos segundos. Los difractogramas obtenidos, que
se muestran en la figura 41, verifican que la sintesis quimica resultd esencialmente en
los compuestos KZrDTPA.3H,O y KHfDTPA.3H,O (para A=Zr y A=Hf,
respectivamente). Las demds lineas que aparecen con una intensidad menor al 20 %
corresponden a DTPA sin reaccionar.

Una vez establecido el éxito de la sintesis, se procedio a la sintesis radioquimica
de "M'Hf-KHfDTPA.3H,0 y "*'Hf-KZrDTPA.3H,0, siguiendo el mismo procedimiento
aunque incorporando cantidades traza de 'M'Hf-HfOCL,. El oxicloruro de hafnio
radiactivo se obtuvo por activacion del "*’Hf presente en HfOCL, natural (98+%, Alfa
Aesar GmbH & Co KG) por captura de neutrones térmicos en el reactor RA 3 de la
Comision Nacional de Energia Atomica-Argentina. Cantidades equimolares de
AOCI,.8H,0O (A= Hf o Zr) y acido dietilentriaminopentaacético (0,03 moles de cada

uno) fueron disueltos junto con 60 pCi de "'Hf-HfOCL.8H,O en 10 ml de agua
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destilada con agitacién y calentamiento. A la solucién transparente asi obtenida se

agrego carbonato de potasio (47 mg para Zr y 67 mg para Hf) en pequenas porciones

con agitacion. En este punto el pH de la solucién pas6 de 1 a 2 y la solucion se tornd

parcialmente turbia. El precipitado formado fue removido por filtracion y la solucion

fue lentamente evaporada hasta 0,8 ml y se dejo reposar durante 24 horas para que los

cristales incoloros cristalizaran lentamente
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Figura 41: Resultados XRD para los solidos obtenidos a partir de ZrOCl,.8H,0
(a) y de HfOCI,.8HO (b). Se indican las lineas de difraccion relevantes para el
KZrDTPA.3H,0 (Z) y KHfDTPA.3H,0 (H).
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Los solidos sintetizados '*'"Hf-KHfDTPA.3H,O y "*'Hf-KZrDTPA.3H,O asi
como el reactivo de partida Bl HfOCl,.8H,O fueron medidos, a temperatura
ambiente, por la técnica de Correlaciones Angulares Perturbadas. Los espectros PAC
obtenidos y sus correspondientes transformadas de Fourier se muestran en la figura 42.

El espectro correspondiente al '*'Hf-HfOCL.8H,O puede ser ajustado
asumiendo la existencia de una interaccion cuadrupolar principal:

BIHf HFOCL,.8H,0: ®o=113(0) Mrad/s n=0.54(1)  3=6(0) %
datos que son consistentes con los reportados en la literatura (Ler87) para este
compuesto.

Los espectros PAC de los dietilentriaminopentaacetatos son ajustados
satisfactoriamente con una Unica interaccion cuadrupolar
BIHf KHfDTPA.3H,0: ®o=141(0) Mrad/s n=0.97(0)  3=1(0) %
BIHf KZrDTPA.3H,0: ®o=140(0) Mrad/s n1=1(0) 5=1(0) %

Estos resultados PAC son consistentes con la existencia de un tnico sitio para el
Hf (o el Zr) en el cristal [Ily 00]. Un calculo simple, asumiendo todos los iones como
cargas puntuales y tomando en cuenta inicamente los vecinos mas cercanos del hafnio
(a distancias menores a 3,3 A) resulta en una frecuencia cuadrupolar mq de 137 Mrad/s
y un parametro de asimetria de 0.88 para el KHfDTPA.3H,O, valores que se encuentran
en buen acuerdo con los resultados experimentales. Las bajas distribuciones de
frecuencias encontradas en ambos casos (0< 1%) son evidencia de que las sintesis
quimicas resultaron en compuestos con minima cantidad de defectos cristalinos.

Finalmente, el hecho de que en "*'Hf-KHfDTPA.3H,0 y '"*'"Hf-KZrDTPA.3H,0

181

todos los atomos de Hf estén localizados en los sitios metalicos de los

dietiléntriaminopentaacetatos constituye una evidencia de la ausencia de hafnio en los
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compuestos responsables de los picos extra de los difractogramas de las muestras
inactivas equivalentes.

Los resultados de la investigacion previa de Das ef al [Das 90], donde se intento
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Figura 42: Curvas de rotacion de espin y sus correspondientes transformadas de
Fourier para medidas a temperatura ambiente del reactivo "*' Hf-HfOCI,.8H,O
(superior), "*' Hf-KHfDTPA.3H,0 obtenido por sintesis quimica (medio) y '*' Hf-

KZrDTPA.3H,0 obtenido por sintesis quimica (inferior).
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caracterizar el HfDTPA mediante PAC, son muy diferentes a los encontrados en la
presente investigacion y tienen similitud con los correspondientes a HfOCI,.8H,0, lo
cual es indicativo de que el procedimiento radioquimico utilizado en el mencionado

trabajo no condujo a la quelacidn esperada.

Estudios PAC de " H-KHfDTPA.3H,O en funcién de la temperatura

En primer lugar se realizaron medidas PAC a bajas temperaturas del compuesto
BIHf. KHfDTPA.3H,0. Con dicho objetivo la muestra se colocé en un cribgeno en el
centro de los detectores y se realizaron sucesivamente medidas PAC a 250 K, 200 K,
150 K, 100 K, 50 K, 8 K, 225 K, 275 K y 300 K. Los espectros PAC asi obtenidos y sus
transformadas de Fourier se presentan en la figura 43. Los datos experimentales fueron
satisfactoriamente ajustados suponiendo la existencia de una uUnica interaccion
cuadrupolar en la muestra cuyos parametros hiperfinos se muestran en la figura 44.

Los resultados pueden interpretarse en términos de la existencia de una tUnica
interaccion bien definida (6= 1%) y muy asimétrica caracterizada por una frecuencia
cuadrupolar de 140(2) Mrad/s, que es esencialmente independiente de los cambios

térmicos para temperaturas menores a 300 K. Esta interaccidbn se asocia con

KHfDTPA.3H,0.
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Figura 43: Curvas de rotacion de espin a bajas temperaturas para el "*' Hf-

KHfDTPA.3H,0 y sus transformadas de Fourier. Las lineas rojas indican el ajuste de
los resultados suponiendo la existencia de una unica interaccion cuadrupolar.
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Figura 44: Pardmetros hiperfinos del ' H-KHfDTPA.3H,0 medido a bajas
temperaturas. Se muestran la fraccion (a), la frecuencia cuadrupolar (b), el parametro
de asimetria (c) y la distribucion (d) de la interaccion cuadrupolar. El error de las
medidas queda dentro del punto.
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Con el objetivo de establecer las temperaturas donde algun tipo de cambio en los
dietilentriaminopentaacetatos puede ser esperado se realizaron experimentos de analisis
termogravimétrico (TGA) y calorimetria diferencial de barrido (DSC). La
termogravimetria mide de forma dinamica el cambio de masa de la muestra en funcion
de la temperatura. La calorimetria diferencial de barrido es una técnica termoanalitica
que permite evaluar cambios en el calor latente de una muestra. La medida se realiza
por diferencia del flujo de calor entre una muestra y una referencia como una funcion de
la temperatura (en general el aumento de temperatura es lineal con el tiempo). El
principio bésico subyacente a esta técnica es que cuando la muestra experimenta una
transformacion fisica (tal como una transicion de fase), se necesitard que fluya mas (o
menos) calor a la muestra que a una sustancia de referencia, para mantener ambas a la

misma temperatura. La sustancia utilizada como referencia debe tener una capacidad
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Figura 45: Curvas termogravimétricas para el KHfDTPA.3H,O (en rojo) y
KZrDTPA.3H,0 (en negro)

105



calorifica bien definida (idealmente constante) en el intervalo de temperaturas en que
vaya a tener lugar el barrido, de forma que cualquier cambio observado se deba a la
muestra. Finalmente, la diferencia de flujo de calor que ocurre a una cierta temperatura
puede asociarse con cambios estructurales o transiciones de fase, entre otros fendmenos.
Los experimentos presentados en esta tesis fueron llevados a cabo en equipos Shimadzu
(DSC-50 y TGA-50H respectivamente) bajo una atmosfera dinamica de nitrogeno
utilizando una velocidad de calentamiento de 5 °C/min, utilizando como referencia
AlLOs. en el rango térmico desde temperatura ambiente hasta 300 °C

En primer lugar se estudiaron los dietiléntriaminopentaacetatos hidratados de
hafnio y zirconio mediante analisis termogravimétrico. Los resultados obtenidos para

KZrDTPA.3H,0 y KHfDTPA.3H,0O se muestran juntos en la figura 45 como curvas

0,2 T T T T T T T T T T

Flujo de calor (watt/g)

_0,6 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1

50 100 150 200 250 300
T (°C)

Figura 46: Experimentos de calorimetria diferencial de barrido realizados en
KZrDTPA.3H,0 (en negro) y KHfDTPA.3HO (en rojo) bajo atmdsfera dinamica
de nitrogeno a 5°C/min.
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negra y roja respectivamente. Las curvas termogravimétricas muestran en ambos casos
una pérdida de masa que se hace evidente entre 85 °C y 160 °C. Un célculo simple de la
masa residual luego de dicha disminucion coincide con la pérdida de 2,95 moles de H,O
por mol de KXDTPA.3H,0 (X= Hf, Zr), hallazgo consistente con la deshidratacion de
KXDTPA.3H,0 para producir KXDTPA (X= Hf, Zr).

Un andlisis mas detallado de la evolucién térmica de KZrDTPA.3H,O vy
KHfDTPA.3H,O se realizd mediante experimentos de calorimetria diferencial de
barrido, cuyos resultados se muestran en la figura 46. La curva DSC muestra en ambos
compuestos la existencia de dos cambios endotérmicos caracterizados por temperaturas
que se presentan en la tabla 4. Puede observarse que el segundo cambio ocurre
esencialmente a la misma temperatura (alrededor de 248°C) independientemente si se
trata del compuesto con hafnio o con zirconio, mientras que el otro se encuentra corrido

hacia mayores temperaturas en el caso del Zr.

KHfDTPA.3H,0 | KZrDTPA.3H,0
142 °C (endo) 164 °C (endo)
250 °C (endo) 246 °C (endo)

Tabla 4: Temperaturas caracteristicas y naturaleza de los picos encontrados por
calorimetria diferencial de barrido para KHfDTPA.3H,0 y KZrfDTPA.3H>0 en el
rango térmico desde temperatura ambiente hasta 300°C.

El primer pico coincide en ambos casos con el rango térmico donde se observaba
la pérdida de masa en los analisis termogravimétricos y puede ser asociado, en base a
dichos resultados, con la deshidratacion de los compuestos para dar KXDTPA (X= Hf o
Zr). La diferencia en las temperaturas caracteristicas de la deshidratacion puede
asociarse con pequeflas variaciones estructurales en KHfDTPA.3H,O vy

KZrDTPA.3H,0 debidas principalmente al tamano del cation. El segundo pico puede
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atribuirse a la fusion de DTPA (punto de fusion= 220°C), hallazgo que coincide con las
trazas de DTPA sin reaccionar evidentes en los andlisis de DRX de las muestras.

Una vez establecidas las temperaturas donde pueden esperarse cambios en los
dietiléntriaminopentaacetatos se procedié a realizar las medidas PAC de '*'Hf-
KHfDTPA.3H,O a alta temperatura.

El B'HEKHDTPA.3H,0 fue sometido a tratamientos térmicos dentro de un
horno de grafito y medido in situ por la técnica de Correlaciones Angulares Perturbadas.
Los parametros de los calentamientos secuenciales, indicando tiempo y temperatura, se

muestran en la tabla 5.

Paso | Temperatura (°C) | Tiempo (h)
1 77 18

2 127 6

3 177 6

4 227 6

5 277 6

6 127 6

7 177 6

8 227 6

9 127 6

Tabla 5: Secuencia de calentamiento del "*' Hf-KHfDTPA.3H,0

Los espectros PAC resultantes junto con sus transformadas de Fourier se
presentan en la figura 47 donde se incluyen, a fines comparativos, los espectros a
temperatura ambiente de la muestra no calentada y luego de los tratamientos térmicos
en el horno (espectro superior e inferior respectivamente). Todos los espectros, excepto
el correspondiente a 127 °C, pueden ser ajustados satisfactoriamente suponiendo la
existencia de una uUnica interaccion cuadrupolar. En la Figura 48 se presentan los
parametros hiperfinos de la muestra a temperatura ambiente y aquellos obtenidos de las

medidas a distintas temperaturas.
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Figura 47: Curvas de rotacién de espin medidas a distintas temperaturas para el '*' Hf-
KHfDTPA.3H,0 y sus transformadas de Fourier. Las lineas rojas indican el ajuste de
los resultados suponiendo la existencia de una unica interaccion cuadrupolar (excepto

para T=127 °C, donde se ajustan dos interacciones).
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Figura 48: Pardmetros hiperfinos del ' Hf-KHfDTPA.3H,0 sometido a calentamientos
sucesivos a las temperaturas indicadas en la abcisas. Se muestran la fraccion (a), la
frecuencia cuadrupolar (b), el parametro de asimetria (c) y la distribucion (d) de cada
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Con el objetivo de facilitar la discusion de los resultados, en la tabla 6 se
detallan los parametros hiperfinos obtenidos para la muestra no calentada medida a
temperatura ambiente junto con aquellos correspondientes a los tratamientos a 77 °C (18

hs), 127 °C (6 hs) y 177 °C (6 hs).

Condiciones de Fraccion Frecuencia cuadrupolar Parametro de Distribucion
medida (%) (Mrad/s) asimetria (%)
27°C 100(0) 140(0) 1(0) 2(0)
77°C, 18 horas 100(0) 140(0) 1(0) 1(0)
127 °C, 6 horas 50(0) 142(0) 1(0) 4(0)
50(0) 160(0) 1(0) 2(0)
177 °C, 6 horas 100(0) 168(0) 1(0) 1(0)

Tabla 6: Pardmetros hiperfinos del ' Hf-KHfDTPA.3H,0 en distintas
condiciones de medida (indicadas en la primera columna).

Los espectros PAC del "' Hf-KHfDTPA.3H,0 medidos a 27 °C y a 77 °C estan
caracterizados por una interaccion muy definida y asimétrica con frecuencia
cuadrupolar g de 141(0) Mrad/s mientras que una frecuencia cuadrupolar mas alta, wq
de 168(0) Mrad/s, también muy definida y totalmente asimétrica caracteriza al
compuesto a 177 °C. Sin embargo, a 127 °C se encuentra una situacion intermedia
donde aparecen fracciones iguales de dos interacciones hiperfinas, una de ellas con
frecuencia cuadrupolar mg =142(0) Mrad/s y la otra con 160(0) Mrad/s (puntos negros y
rojos en la figura 48 respectivamente), ambas bastante definidas (6 <4 %) y totalmente
asimétricas.

Segiin los resultados de los andlisis termogravimétricos no ocurre una
deshidratacion significativa del compuesto antes de los 80 °C, de alli que la interaccion
cuadrupolar que caracteriza a la muestra cuando es medida a 77 °C puede ser atribuida
al KHfDTPA.3H,0. Por otro lado, la pérdida de las tres moléculas de agua lograda

alrededor de los 180 °C que se corresponde con el espectro PAC a 177 °C nos permite
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asociar la interaccion cuadrupolar totalmente asimétrica de frecuencia cuadrupolar 168
Mrad/ con el compuesto anhidro KHfDTPA:
'"SIHf- KHfDTPA anhidro:  wo=167(0) Mrad/s n=1,0000)  &=1(0) %

La naturaleza de esta interaccion hiperfina puede ser explicada en términos de la
contraccion que sufre la esfera de coordinacion del hafnio (sin pérdida de asimetria)
cuando las moléculas de agua se pierden.

Por otro lado, la deshidratacion parcial lograda a 127 °C, evidente a partir del
termograma, esta en buen acuerdo con la existencia a dicha temperatura de una mezcla
de interacciones cuadrupolares correspondientes al dietilentriaminopentaacetato de
hafnio hidratado y anhidro.

El calentamiento de la muestra a temperaturas mayores a 200 °C resulta en el
reemplazo de las interaccion bien definida del KHfDTPA anhidro por una muy poco
definida (8 entre 10 y 15 %) de frecuencia cuadrupolar alrededor de ®wo=140 Mrad/s. A
esa temperatura, que es coincidente con la fusion del DTPA y que puede significar un
ablandamiento del KHfDTPA, puede ocurrir un reordenamiento de las moléculas hacia
una configuracion mas estable. La presencia de un efecto dindmico asociado con dicha
reorganizacion no puede ser excluida.

Cuando se diminuye la temperatura de medida a temperatura ambiente la
frecuencia cuadrupolar permanece en el valor correspondiente a la medida a 277 °C pero
la distribucién se hace notablemente mayor indicando la presencia de defectos en la
estructura cristalina del compuesto. Este hecho puede asociarse con que, durante la

medida a esta temperatura, ocurre una hidratacion parcial de la muestra.
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Estudios PAC de hidratacién de "' H-KZrDTPA.3H,0

Con el objetivo de lograr su deshidratacion, el "*'Hf-KZrDTPA.3H,0 se sometio
a un tratamiento térmico que oscilo entre 130 °C y 160 °C durante 1 hora luego del cual
se observo un leve oscurecimiento del sélido. La muestra asi secada fue colocada en un
tubo eppendorf cuya tapa fue agujereada para permitir la hidratacion a humedad
ambiente de la muestra durante la medida PAC. Los espectros PAC resultantes luego de
24 horas de hidratacion a temperatura ambiente, son mostrados en la figura 49.

Los resultados fueron ajustados suponiendo la existencia de una unica
interaccion cuadrupolar en todos los casos, con excepcion de la medida tomada luego de
6 horas, donde se necesitaron dos interacciones cuadrupolares para lograr un ajuste
satisfactorio. Los parametros hiperfinos resultantes son presentados en graficos en la
figura 50. Los resultados pueden interpretarse en términos de la existencia de dos
entornos muy definidos cuya intensidad en el espectro PAC es dependiente del tiempo
que la muestra se ha sometido a hidratacion. Asi, en los tiempos cortos de hidratacion se
encuentra una interaccioén cuadrupolar totalmente asimétrica que en promedio puede ser
caracterizada por 169 (1) Mrad/s con una distribucion 3,5 (1) %. Esta interaccion es
unica hasta las 3 horas de hidratacion, disminuye al 27 % a las 6 horas de hidratacion y
desaparece totalmente luego de una hidratacion de 9 horas. Una segunda interaccion
totalmente asimétrica de frecuencia cuadrupolar 144 (1) Mrad/s aparece con un 73 % de
intensidad luego de 6 horas de hidratacion y se hace unica a partir de la novena hora.

Aunque la frecuencia cuadrupolar se mantiene practicamente constante con el
tiempo de hidratacion tendiendo al valor 141 (0) Mrad/s, la interacciéon se hace mas
definida a medida que el tiempo transcurre, la distribucion de la frecuencia disminuye

del 7 al 2 %, este hecho puede asociarse a la paulatina incorporacion de moléculas de
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asocia con el KZrDTPA.xH,O distorsionado que a medida que transcurre la hidratacion

llega al estado KZrDTPA.3H,O bien definido.
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Figura 50: Pardmetros hiperfinos del "*' Hf-KZrDTPA.3H,O tratado térmicamente
entre 130 °C y 160 °C durante 1 hora y luego medido mientras se hidrataba abierto a
la atmosfera. Se muestran la fraccion (a), la frecuencia cuadrupolar (b), el parametro
de asimetria (c) y la distribucion (d) de cada interaccion (rojo: interaccion 1 y negro

interaccion 2).
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En vistas de la rdpida cinética de hidratacion del KZrDTPA se procedio a
realizar un segundo estudio de la hidratacion, esta vez mas lentamente. Con ese fin, el
181Hf-KZrDTPA.3H20 que resultdé del tratamiento anterior se sometid a un nuevo
tratamiento de deshidratacion calentdndolo alrededor de 115 °C (entre 108 °C y 122 °C)
durante 1 hora. Finalizado el tratamiento se observd que el solido tenia color marron
claro.

La muestra fue trasvasada a un tubo eppendorf de 0,5 ml que se tapo
herméticamente para medir en el espectrometro PAC a temperatura ambiente. El
espectro PAC resultante se muestra en la figura 51. Los resultados experimentales aqui
obtenidos son bien ajustados suponiendo la existencia de dos interacciones

cuadrupolares:

0,06 |- i a J
:Iﬁ 0,04 1 ; vl ‘i l:s!l: ,l'f ﬂl|\|‘ ||" l' h‘ Iv"'"" u! i ||l I i J’

" i...lll T "ﬂ i , I

IR AR Rl | b

1 l 1 l 1 l 1 l 1
0 10 20 30 40 50

Tiempo (ns)

Figura 51: Curva de rotacion de espin a temperatura ambiente para el '*' Hf-
KZrDTPA.3H,0 sometido a un tratamiento a 115 °C durante 1 hora. Las lineas rojas
indican el ajuste de los resultados suponiendo la existencia de dos interacciones
cuadrupolares
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Interaccion 1: £;=70 () %  ®qi=141() Mrad/s  1,=0,89 0:1=14() %
Interaccion 2: £,=30 () %  ®q=162() Mrad/s  m>=1() 6:=4() %

Sobre las bases de los parametros hiperfinos ajustados y los modelos propuestos
en el punto anterior, se concluye que este tratamiento térmico resultdo en una fraccion
mayoritaria de KZrDTPA.xH,O junto con KZrDTPA anhidro. De esta manera, el
calentamiento realizado no logré la deshidratacién total del compuesto como en el caso
previo, como era de esperar por la menor temperatura aqui utilizada.

Continuando la investigacion, se realizaron estudios PAC de la muestra sometida
a periodos de hidratacion cortos. Se procedio de la siguiente manera: la muestra se
dejaba “abierta a la atmdsfera” (con la tapa del eppendorf agujereada) por una hora,
luego de la cual la tapa se reemplazaba por una tapa hermética y se media por PAC,
cerrada, durante dos dias. Los espectros PAC resultantes luego de 9 hidrataciones
sucesivas obtenidos a temperatura ambiente, son mostrados en figura 52. Los resultados
fueron ajustados suponiendo la existencia de una interaccion cuadrupolar, excepto en la
medida luego de 1 hora de hidratacidon, para la cual fue necesario considerar la
existencia de dos interacciones. Los parametros hiperfinos resultantes son presentados
en graficos en la figura 53. Puede observarse que la frecuencia asociada al anhidro
KZrDTPA (puntos rojos en la figura 53) desaparece luego de la primera hora de
hidratacion en beneficio del compuesto parcialmente hidratado KZrDTPA.xH,O
(puntos negros). La alta distribucion indica un apartamiento de la hidratacion total.

La diferencia entre los tratamientos de hidratacién lento y rapido se puede
asociar, en principio, con el tiempo de permanencia en un dado estado de hidratacion, el

cual vuelve al compuesto KZrDTPA.xH,0 mas estable frente a hidrataciones sucesivas.
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Figura 52: Curvas de rotacion de espin a temperatura ambiente para el '*' Hf
KZrDTPA.3H,0 sometido a un tratamiento a 115 °C durante 1 hora y luego a
hidrataciones sucesivas de 1 hora cada una. Las lineas rojas indican el ajuste de los
resultados suponiendo la existencia de una interaccion cuadrupolar (excepto en el
primer espectro, en el cual son necesarias dos interacciones).
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4.3 Experimentos Mossbauer en clusters de Fe-S

4.3.1 Estado del arte

Las proteinas son macromoléculas que surgen de la union sucesiva de
monomeros llamados aminoacidos de férmula quimica NH,-CRH-COOH donde R= H
0 a un grupo organico, dependiendo del aminoécido particular. Se describen distintos
grados de organizacion para las proteinas. A la estructura primaria (secuencia lineal de
aminoacidos) le sigue el ordenamiento en hojas plegadas o hélices alfa (estructura
secundaria) que se disponen a su vez en estructuras tridimensionales caracteristicas de la
estructura terciaria. En el caso de proteinas constituidas por mas de una cadena de
aminoacidos, se habla de estructura cuaternaria.

La estructura de una proteina determina su funcién, que depende del tipo
particular de proteina que se considere: la hemoglobina transporta oxigeno, los
anticuerpos tienen funciones defensivas y el colageno funcidon estructural. Algunas
proteinas llamadas “conjugadas” requieren, para ser funcionales, de la presencia de una
parte no aminoacidica ademds de la secuencia de aminoécidos. Dicha parte se llama
“grupo prostético” cuando su unién con la cadena de aminoacidos es covalente. Un
ejemplo bien conocido de proteina conjugada es la hemoglobina que esta constituida
por cadenas de globina (partes aminoacidicas) unidas covalentemente a grupos hemo
(grupos prostéticos).

Los clusters de Fe-S son agrupaciones de atomos de hierro y azufre que
conforman los grupos prostéticos de las llamadas “proteinas de Fe-S”. Se trata de uno
de los mas ubicuos y versatiles grupos prostéticos, abundantes en todas las formas de

vida. Estas proteinas participan en una amplia gama de procesos que incluyen catalisis
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enzimatica, regulacién y mantenimiento de la estructura proteica, aunque su principal
funcion es la transferencia electronica. La estructura de los clusters de Fe-S que se
encuentran mas frecuentemente en sistemas bioldgicos se ilustra en la figura 54.

En la mayoria de los clusters de Fe-S, el hierro se encuentra coordinado por
cuatro atomos de azufre en un entorno cuasi- tetraédrico. El azufre presente en estos
sistemas es de dos tipos: por un lado, el llamado “azufre inorganico” que genera SH»
por tratamiento de la proteina con acidos inorganicos diluidos y por otro, el denominado
“azufre organico”, que proviene en general del aminoacido cisteina (aunque en algunos
casos de la histidina, aspartico, serina u otros residuos) [Bar]. Los clusters mas

comunes son del tipo [2Fe-2S], [3Fe-4S] y [4Fe-4S].

[2Fe-2S] [3Fe-4S] [4Fe—4S]

. Cys-S
cys ] e s_cy s CVS-S

Cys-sm S-Cys

Cys-S Cys-S

Figura 54: Estructura de los clusters de Fe-S mas comunes en sistemas biologicos
/Cam 10/.

Los clusters pueden experimentar reacciones de oxidacion- reduccion en un

amplio intervalo de potenciales redox [Bar] pudiendo existir sitios con valencia

+ . .
25 donde un electrén se deslocaliza entre

localizada Fe™ o Fe™ y pares Fe™>- Fe
ambos sitios. En la figura 55 se presentan los estados de oxidacion descriptos para los
clusters de hierro- azufre mas frecuentes [Cam 10].

Los parametros Mdossbauer de los clusters de Fe-S son claramente distintos de
aquellos de otras moléculas biologicas con centros de hierro. En particular los

corrimientos isoméricos son caracteristicamente pequefios debido a que los enlaces Fe-S

son cortos y de naturaleza covalente como consecuencia de la coordinacion cuatro y la
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Figura 55: Estados de oxidacion descriptos para los clusters de Fe-S mds comunes

/Cam 10/.

alta covalencia del azufre [Giit 11]. En la tabla 7 se resumen los parametros Mdssbauer

caracteristicos de los clusters de Fe-S mas comunes.

Tipo Valencia formal 6 (mm/s) a 4K A (mm/s)
[2Fe-2S]*+ 2x111 0.27 0.6
[2Fe-2S]'+ ITLI1 0.35. 0.65 0.6,2.7
[3Fe—4S]'+ 3xII1 0.27 0.63
[3Fe—4S]° {L/ITT}, 1I° 0.46, 0.32 1.47.0.52
[4Fe—4S]'+ {II/111}, 2xI1 0.5.0.58 32.1.89
[4Fe—4S]*+ 2x{1I/11T} 0.42 1.12
[4Fe—4S]*+ {II/T1T}, 2xI1I 0.4.0.29 1.03. 0.88

Tabla 7: Parametros Mossbauer de los clusters de Fe-S mas comunes [Eck 11].
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La existencia de clusters de Fe-S no es, sin embargo, dependiente de la presencia
de proteinas. Existe un amplio campo de investigacion en quimica inorganica que ha
resultado en una gran variedad de analogos sintéticos de los sitios activos de las
proteinas de Fe-S, donde los clusters Fe-S son estabilizados por unién a distintas
moléculas [Ven 04]. En el caso particular de los andlogos sintéticos de sitios [2Fe-2S],
la mayoria de las iniciativas resultan en la estabilizacion de clusters totalmente oxidados
[2Fe—2S]™, mientras que los clusters de valencia mixta [2Fe-2S]'" s6lo pueden ser
obtenidos por métodos electroquimicos en solucion [Mas 81].

El glutation (y-glutamil-cisteinil-glicina, GSH) es el principal péptido celular
que contiene grupos -SH, y su concentracion en la célula llega hasta 10 mM. Esta
presente en una variedad de sistemas celulares y participa de una importante serie de
funciones, fundamentalmente en relacion al metabolismo del oxigeno. La estructura del
glutation se muestra en la figura 56. Muchos reportes recientes demostraron que las
enzimas glutarredoxinas forman dimeros unidos por puentes [Fe,S,], donde el glutation
provee dos ligandos tiol exogenos. Estos hallazgos sugieren que el glutatiéon podria

tener un rol en la estabilizacion de los clusters [Fe,S,].

SH
0 d O

O
H
H EI,;‘“\ ﬁvaLh H - ,_rr"'l M#ng H

=

O

MNH;

Figura 56: Estructura del glutation (GSH)
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La posibilidad de que el glutatiéon pueda coordinar y estabilizar a clusters de Fe-
S fue estudiada por el grupo del Dr. J. Cowan de la Universidad de Ohio.
Efectivamente, estudios Opticos, redox, de Resonancia Magnética Nuclear y de
Espectroscopia de Masas del compuesto que resulta de mezclar en condiciones
adecuadas 16n férrico, sulfuro y glutation permitieron concluir que el glutation puede,
bajo condiciones fisiologicas y sin asistencia enzimadtica, estabilizar in vitro clusters
Fe,S; para dar lugar a complejos de estequiometria Fe,S;(GS)s [Wen 12]. La estructura
del complejo sintetizado se esquematiza en la figura 57(a). En consistencia con su
presencia en la célula y su rol funcional, se encontré que el cluster complejado con
glutation es estable a la presencia de O, si se encuentra en solucion de glutation en

concentracion fisiologica. En ausencia de exceso de glutation, se observa una

SG\ - GS

”~
_ Fe N Fe ~
SG S GS
(a)
[FexS2)(GS)y _— [FGQSQ](GS):;_ + GS
l degradacion l [ox]

1/2 GSSG

(b)

Figura 57: Esquema del complejo de hierro- azufre estabilizado por glutation
(GSH) de composicion (FesS;)(GS)4(a) y de la degradacion que sufre en ausencia
de exceso de glutation [\Wen 12](b).
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degradacion que se atribuye a la oxidacion de glutation seguida de su disociacion del

cluster, como se representa en la figura 57(b) [Wen 12].

4.3.2. Experimental

En esta tesis se estudid6 mediante Espectroscopia Mossbauer el complejo de
sintesis Fe;S,(GS)4 obtenido por el grupo del Dr. Cowan con el objetivo de establecer el
estado de oxidacion de los atomos de hierro cuando dicho complejo se encuentra en
solucion.

Dado el bajo porcentaje atomico de hierro en la muestra, se hizo necesario el
enriquecimiento de la misma en °’Fe. Con dicho objetivo, la sintesis quimica
inicialmente puesta a punto fue adaptada a fin de obtener, a partir de °'Fe’,
*"Fe,S5(GS)s. El procedimiento de sintesis se presenta en la primera parte de esta
seccion seguido de una medida Mossbauer a temperatura ambiente del solido asi
obtenido. Posteriormente, y con el objetivo de caracterizar el estado de oxidacion del
hierro de los clusters en condiciones cercanas a las fisioldgicas, se realizaron medidas
Mossbauer del complejo en solucion a bajas temperaturas.

Por otra parte se realizd un estudio mediante Espectroscopia Mdossbauer del
solido en distintas condiciones de humedad para indagar sobre la posible dependencia

de los resultados obtenidos con dicha variable.

4.3.2.1 Medidas Méssbauer en el sistema ° Fe;S;(GS)4

Preparacién de *’Fe,S>(GS)4: 10 mg de °’Fe metalico fueron disueltos en 250 ul de una

mezcla 1:1 de HCI concentrado y HNO;. La suspension resultante fue agitada por

125



aproximadamente 10 minutos hasta que todos los so6lidos se disolvieron y el
desprendimiento de gases ceso. Una solucion de NaOH 5 M fue entonces agregada
lentamente en alicuotas de 20 L, luego de cada una de las cuales el pH de la solucion
fue chequeado. Se continud con este agregado hasta alcanzar un pH ~ 7,4 (tipicamente ~
300-340 pL de NaOH 5 M). El color de la mezcla viré a amarillo claro y luego a
anaranjado oscuro. Esta solucion stock de sal de *'Fe fue subsecuentemente utilizada
para sintetizar los complejos marcados con *'Fe. La solucién fue centrifugada para
descartar cualquier precipitado, y luego 0,077 g de GSH en 4 mL de H,O, a pH 8.6,
fueron agregados. Finalmente se agregaron 500 puL de una solucion de Na,S 200 mM y
la reaccion continud por 10 minutos antes de la precipitacion con exceso de etanol, con
agitacion. La solucion resultante fue centrifugada a 14.000 rpm y el sobrenadante
removido por decantacion. El solido fue resuspendido dos veces més en etanol con
agitacion y fue colectado por centrifugacion antes de un secado final en speedvac por un

periodo de cuatro horas para obtener 82 mg de muestra.

4.3.2.1.1 Muestra en estado solido

El absorbente Mdssbauer fue preparado distribuyendo uniformemente los 82 mg
de la muestra en un portamuestra plastico circular de 2 cm de diametro que luego se
cerr6 con una tapa plastica complementaria (Ia forma habitual de trabajo). Se realizo
una medida Mossbauer a temperatura ambiente que resultd en el espectro que se
muestra en la figura 58. Los datos pudieron ser satisfactoriamente ajustados
considerando el modelo del absorbente grueso. Dicho ajuste arrojo la existencia de tres
dobletes Lorentzianos cuyos parametros se listan a continuacion

Fraccionl 56 (1) % §=0,21 (2) mm/s A= 0,55 (3) mm/s
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Fraccion I 23 (1) % 0 =1,10 (4) mm/s A =254 (8) mm/s

Fraccion III 21 (1) % 0=0,33 (2) mm/s A=0,79 (3) mm/s
11
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Figura 58: Espectro Méssbauer de la muestra en estado solido tomado a
temperatura ambiente. La contribucion al espectro de las componentes ajustadas se
muestra con corchetes.

Una primera inspeccion de los parametros obtenidos teniendo en cuenta los
datos reportados para sistemas similares (ver tabla 7) muestra que el corrimiento
isomérico de la componente II se aparta mucho de lo que se espera para los clusters del
tipo [2Fe2S]. Sin embargo, es posible asignar esta componente, en base a su corrimiento
isomérico y desdoblamiento cuadrupolar [Gre], a Fe en estado de oxidacion +2.

Los parametros hiperfinos de las componentes I y III se encuentran dentro de lo
esperado para clusters completamente oxidados [2Fe-2S] %", pudiéndose asignar estas
contribuciones, en principio, a este tipo de compuestos.

La existencia de mas de una contribucion al espectro revela la presencia de al

menos tres clases distintas de atomos de hierro en la muestra, hallazgo que puede
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interpretarse en términos de una reaccién incompleta o, teniendo en cuenta que la
medida se realizd varios dias después de la sintesis, de una degradacion parcial de la
muestra.

Aproximadamente la mitad de este soOlido fue utilizada para realizar los
experimentos en solucioén que se detallan a continuacion y la otra mitad se conservé en
desecador conteniendo silica gel para indagar sobre la posible degradacion del

compuesto con el tiempo, experimentos que se detallan en la seccion 4.3.2.1.3.

4.3.2.1.2 Muestra en solucion

Considerando que es de interés caracterizar al compuesto sintetizado en
condiciones cercanas a las fisiologicas, se procedi6 a estudiar el sélido en solucion. Con
el fin de trabajar con una solucién de composicion quimica lo mas simple posible y que
a su vez simulara las condiciones del interior celular en las cuales se sabe que el
complejo es estable, se prepard un buffer acuoso 10 mM en GSH de pH 8,58 (“buffer
glutation”).

Como ya fue adelantado, aproximadamente la mitad del solido sintetizado fue
colocada en 300 ul de buffer glutation fresco. Aunque la disolucion total del solido no
fue alcanzada, la suspension se colocd en un portamuestras cilindrico de 2 cm de
diametro y fue tapada con un film pléastico. Esta muestra fue estudiada por
espectroscopia Mossbauer, a 195 K utilizando el arreglo ad hoc comentado en la
seccion 2.3.3. El espectro Mossbauer obtenido se muestra en la Figura 59. A simple
vista se observa una disminucion de la componente de Fe™. El ajuste satisfactorio de los
datos hace necesaria la utilizaciéon del modelo del absorbente grueso y resulta en tres

dobletes Lorentzianos:

128



Fraccion | 90 (2) % 0=0,36 (1) mm/s A=0,63 (1) mm/s
Fraccion I 2 (1) % 0 =1,16 (9) mm/s A=2,7(3) mm/s

Fraccion III 8 (2) % 0 =0,44 (3)mm/s A=1,17 (7) mm/s
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2,20E+011

2,00E+011

1,80E+011
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1,60E+011

1,40E+011

1,20E+011

1 ,00E+01 1 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1
-6 -4 -2 0 2 4 6

Velocidad (mm/s)

Figura 59: Espectro Méssbauer de la muestra suspendida en buffer glutation a
195K. En rojo se muestra el ajuste de los datos.

Nuevamente, y de acuerdo a los valores del corrimiento isomérico o, las
componentes [ y III pueden ser asociadas con Fe(III) y la otra con Fe(Il). El aumento de
los valores de 6 con respecto a la medida del solido a temperatura ambiente es
consistente con la menor temperatura de este experimento [Gre].

Con el objetivo de lograr su disolucion, mas buffer glutation fue agregado a la
muestra. Y dado que era de interés definir con mayor exactitud las fracciones de cada
una de las especies presentes, se procedié a medir una pequena cantidad de la muestra
disuelta con el fin de realizar el experimento en el limite del absorbente delgado. Con

esta idea, el absorbente Mdossbauer consistio en 600 pl de una solucion 9,3 mM de la
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muestra en buffer glutation que fue transferida al portamuestras Mdossbauer cilindrico.
La medida Mossbauer fue realizada a 212 K y resulto en el espectro que se muestra en

la figura 60 donde se observa la desaparicion de la componente asociada al Fe™.
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Figura 60: Espectro Méssbauer del solido disuelto en buffer glutation medido a 212
K. En rojo se muestra el ajuste de los datos.

El espectro puede ser ajustado, considerando el modelo del absorbente delgado,
con un unico doblete Lorentziano de parametros:
Fraccion 1 100 (0) % 6=20,393 (1) mm/s A=0,676 (2) mm/s
Sobre las bases de la presencia de clusters de estequiometria 2Fe2S(GS)4 en la
muestra y la concordancia de los parametros hiperfinos con los reportados para sistemas
de este tipo (tabla 7), se puede asignar esta componente a Fe(Ill) presente en clusters
[2Fe-2S]*". De esta manera se logra establecer que el estado de oxidacion de los 4tomos

de Fe en el complejo 2Fe2S(GS),4 disuelto en solucion es +3.
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La existencia de una sola componente indica que hay solo un tipo de atomos de
hierro luego de la disolucion en buffer glutation indicando que se completo6 la reaccion

quimica o que se revirtio la posible degradacion del cluster.

4.3.2.1.3 Muestra en distintas condiciones de humedad

Como ya hemos sefialado en “estado del arte” se ha descripto que el complejo
[FesSa(GS)s]™ se degrada con el tiempo. Una observacién experimental es que,
expuesto a la atmoésfera, el solido obtenido por sintesis quimica se humedece
rapidamente. Para establecer si existe una relacion entre la degradacion y el contenido
de humedad de la muestra, se realizaron los experimentos que se describen a

continuacion.
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Figura 61: Espectro Méssbauer del solido medido a temperatura ambiente y en
atmosfera “seca’ luego de haber sido conservado tres meses en desecador.
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La porcion de la muestra que se caracterizo inicialmente en la seccion 4.3.2.1.1 y
que se conservo en desecador fue medida nuevamente tres meses después. La medida se
realizd sin exponer la muestra a la humedad ambiental. De esta manera, el experimento
Mossbauer fue realizado en condiciones de atmosfera “seca” con la muestra sin la tapita
superior del portamuestra, en una bolsita conteniendo piedritas de silica gel que se cerro
herméticamente y luego se coloco, para su medida a temperatura ambiente, en el
espectrometro. El espectro Mossbauer obtenido se muestra en la figura 61 donde puede
observarse un hombro en el pico asociado al Fe™ que sefiala la aparicién de Fe™ en otro
entorno quimico. Para establecer si esta transformacion resulta del proceso de secado se

procedi6 a estudiar la dependencia del espectro con la humedad de la muestra.
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Figura 62: Espectro Méssbauer del solido luego de humedecerse por 13 horas
abierto a la atmosfera, medido a temperatura ambiente.

Seguidamente la muestra fue retirada de la bolsita conteniendo silica gel y fue
medida, abierta a la atmosfera, durante alrededor de 13 horas tomando espectros

Mossbauer cada 120 segundos. Después de ese tiempo se realizdé una medida Mdssbauer
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en las mismas condiciones, pero de mayor duracion para aumentar la estadistica, que
resultd en el espectro que se muestra en la figura 62. Este resultado muestra el
ensanchamiento tipico de los picos producto del movimiento molecular del so6lido
humedecido. Por otra parte el espectro revela una asimetria alrededor del doblete
correspondiente al Fe(Ill) que se debe a la presencia, a corrimientos isoméricos altos,
del Fe(II) que en este caso no se resuelve.

La evolucion del espectro Mossbauer desde que la muestra seca se expuso a la

humedad hasta que se tomara el espectro recién discutido, se muestra en el grafico de la
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Figura 63: Evolucion del espectro Mossbauer del solido (que habia sido mantenido
en desecador por tres meses) mientras se media abierto a la atmosfera. Las
intensidades relativas de cada espectro a los distintos tiempos se ilustra en una
escala cromdtica (rojo: transmision completa).

figura 63. En el eje vertical se grafica el tiempo de medida (tiempos mas largos hacia
arriba) y en las abscisas la velocidad relativa entre la fuente y el absorbente. A cada

tiempo le corresponde un espectro que se representa por una escala de colores asociada
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a distintas absorciones o profundidades de los picos (el azul indica un pico profundo o,
lo que es lo mismo, una alta absorcion resonante). Se observa que la hidratacién ocurre
en lapsos menores a 100 minutos y que en ningun momento de la hidratacion se pierde
el “hombro” del pico de Fe™. De esta manera, las diferencias entre los resultados
Maossbauer del solido secado por tres meses en desecador respecto al inicial no puede
atribuirse a una diferencia en el grado de humedad de la muestra, evidenciando la
degradacion progresiva del material.

Finalmente se analiz6 la evolucion de los espectros con el secado. Para ello el
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Figura 64: Evolucion del espectro Mossbauer del solido (que habia sido
humedecido abierto a la atmosfera) mientras se media dentro de una bolsita
conteniendo silica gel, a temperatura ambiente.

solido totalmente humedecido (luego de la medida anterior) fue colocado, sin tapa del
portamuestra, en una bolsita conteniendo silica gel. Se realizaron medidas Mossbauer de
la muestra asi preparada a temperatura ambiente cada 120 segundos. Los resultados

obtenidos se muestran en la figura 64. Se observa que el secado ocurre en lapsos de
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tiempo menores a 500 minutos resultando esencialmente en el espectro Mossbauer de la
muestra seca inicial. Esta observacion es evidencia de la reversibilidad del proceso de
humedecido/ secado.

Los experimentos Mdssbauer del humedecido/ secado del sélido son evidencia
de que, en principio, la degradacion quimica del Fe;S,(GS)4 que ocurre con el tiempo
no se encuentra en relacion con el grado de humedad de la muestra.

La muestra seca, resultante del experimento anterior, fue disuelta en buffer
glutation y medida, a bajas temperaturas, por Espectroscopia Mdssbauer (datos no
mostrados). El espectro esencialmente igual al mostrado en la figura 60 y pudo ser
satisfactoriamente ajustado con un solo doblete de parametros hiperfinos consistentes

con la existencia de complejos [Fe;S2(GS)4] ™.
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4.4 Experimentos de Espectroscopia de Aniquilacion de

Positrones en sistemas tisulares

4.4.1 Estado del arte

La célula es la menor unidad estructural que posee caracteristicas vitales. Sus
componentes quimicos incluyen 75- 85 % de agua, 10- 20 % de proteinas, 2-3 % de
lipidos, 1% de glucidos y 1 % de materia organica [Gen]. El tamafio promedio de la

mayoria de las células varia de 10 a 50 pm.

Figura 65: Imagen de microscopia dptica de un preparado de tejido conectivo. Las
células se revelan por su nucleo, que aparece como manchas ovaladas o
redondeadas violetas. Se observa entre ellas el entramado correspondiente a la
matriz extracelular.
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Los tejidos son agrupaciones de células con igual funcion. Dos o mas tejidos
forman unidades funcionales mayores llamadas “6rganos” como son la piel, el higado o
el utero, entre otros. A pesar de sus diferencias estructurales y funcionales, todos los
organos estan compuestos por solo cuatro tipos basicos de tejidos: epitelial, conectivo,
muscular y nervioso [Ros 05]. Los tejidos epitelial, muscular y nervioso estan
constituidos esencialmente por células especializadas en funciones particulares. El
conectivo es especial como tipo de tejido debido a su contenido de sustancia intercelular
y es el que da sostén a los otros tejidos basicos, tanto estructural como funcionalmente.
Esta compuesto por células y una matriz extracelular que presenta un entramado
constituido por proteinas y glicidos embebidos en agua, sales y otras sustancias de bajo
peso molecular [Gen 04]. En la figura 65 se muestra una imagen de microscopia Optica
de un corte histologico de tejido conectivo, donde se pueden observar las células que los
constituyen y el entramado correspondiente a la matriz extracelular.

Se llama tumor al crecimiento anormal de algun tejido corporal. Los tumores
estan formados esencialmente por los mismos componentes que el tejido de origen y el
grado de diferenciacion de dichos componentes respecto al tejido normal depende del
tipo de tumor [Rob 05].

Como hemos mencionado, la técnica PALS ha comenzado a aplicarse
recientemente al estudio de tejidos animales y humanos. La motivacion de dichas
investigaciones es tratar de establecer si la técnica puede ser util para distinguir el tejido
propio del tumor del tejido normal que le dio origen. Algunos investigadores confian
incluso en que, a largo plazo, la técnica pueda servir como base para el desarrollo de
ensayos de estadificacion de tumores [Jea 06, Liu 07, Yan 09].

Se han reportado estudios en cancer de utero [Eli 06], cancer de piel [Jea 06,

Liu 07] y cancer de cerebro [Yan 09] cuyas caracteristicas y principales resultados se
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destacan en la tabla 8 donde solo se incluyen, como ya se anticipd, los parametros de

aniquilacion correspondientes a la vida media larga.

Tumor de tutero Tumor de piel Tumor de piel Tumor de
(raton) (humano) (humano) cerebro
(rata)
Objetivo Determinar Estudiar aniquilacion de | Distinguir tejido | Distinguir tejido
volimenes libres | positrones a distintas sano y tejido sano y tejido
en funcion del profundidades tumoral tumoral
tiempo de
evolucion del
tumor
Numero de 6 3 4 4
muestras (1 muestra (dos porciones (dos porciones (secciones de
normal y 5 tumorales y una porcion | tumorales y dos cerebro
tumores de sana) porciones sanas) | conteniendo cada
distinta edad) una porcion sana
y tumoral)
Espesor de la 6 mm 0,015 mm No informa 2 mm
muestra
Conservacion - Las muestras fueron La muestra Solucién formol
extraidas y disecada se al 4 %
transportadas en hielo conserva en
seco hasta la medida. solucion
bacteriostatica
hasta la medida.
Resultados Muestra normal: Resultados Muestra normal | Muestra normal:
73= 2,927 (30) ns correspondientes a CE: <13>=2,07 (17)
I;=6,54 (26) % positrones de 5 keV (1 T3=2,043 (8) ns ns
pm) I;= 14,65 (10) %
Muestras Muestra tumoral:
tumorales: Muestra normal: Muestra tumoral | <13>=2,04 (14)
3= 2,695 (20)- 173,=2,40 (1) ns CCE: ns
1,841 (20) ns L=22(1)% 7= 1,951 (11) ns
1,=7,72 (10)- 1;=13,70 (14) %
10,13 (11) %
Muestra tumoral CCE: | Muestra normal
7,=2,20 (1) ns CB 2:
L=13(1)% 7= 2,081 (8) ns
I;=14,16 (10) %
Muestra tumoral Muestra tumoral
(segun el tiempo CCB 2: CCB 2:
de evolucion del 5= 2,30 (1) ns 3= 2,026 (5) ns
tumor) L=10(1)% 1,=13,59 (6) %
Referencia Eli 06 Jea 06 Liu 07 Yan 09

Tabla 8: Caracteristicas y principales resultados de las investigaciones previas de
tejidos tumorales utilizando Espectroscopia de Aniquilacion de Positrones en el modo

de medicion de vidas medias.
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En el trabajo de M. M. Elias et al [Eli 06] se investiga la aniquilacion de
positrones en muestras de tumores de distinto tiempo de evolucion. Se observa, a
medida que el tumor evoluciona, una variacion monotona de los parametros 13 € I3 a
partir de los valores de tejido sano cuyos valores extremos pueden verse en la tabla 8.
Los autores postulan que la intensidad de aniquilacion del o-Ps (I3) es proporcional a la
probabilidad de que el positrén encuentre un hueco en el cual quedar confinado, de
modo que es un indicador del nimero de esas cavidades. De esta manera se propone que
la evolucion del tumor trae aparejado un aumento en el nimero de cavidades, que es
acompanado con un decrecimiento de su tamafo, lo que explica la disminucion de 13,
Las cavidades o volimenes se asignan en este caso a espacios intercelulares.

En el trabajo de Jean et al [Jea 06] se aplica un haz de positrones lentos a la
investigacion de cancer de piel humana. Los experimentos PALS usando positrones
lentos se llevaron a cabo utilizando los positrones emitidos por una fuente de **Na que
fueron frenados con una delgada ldmina de tungsteno desde la cual los positrones son
eyectados con una energia de 3 eV. A partir de alli los positrones son acelerados con
energias que van de 100 eV a 30 keV. Este rango de energias corresponde
profundidades de penetracion en materiales biologicos de 1 nm a 8 um. Se estudiaron
células normales de la epidermis (muestra normal), una muestra de piel con 50 % de
carcinoma de células espinosas (CCE) y otra con 30 % de carcinoma de células basales
(CCB 2). Las muestras fueron extraidas y transportadas en hielo seco desde la facilidad
médica hasta el laboratorio de positrones lentos. Los experimentos se realizaron con un
vacio de 107" atmoésferas y los autores destacan que las muestras debieron ser secadas
bajo vacio por un periodo de al menos 3 dias hasta que los resultados de los
experimentos PALS permanecieron constantes. En la figura 66 se reproducen los

resultados obtenidos para la vida media 7; y la intensidad I en las muestras estudiadas
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Figura 66: Vida media t; del o-Ps (radio del volumen libre) y intensidad I3 del o-Ps
versus la energia de los positrones incidentes (profundidad media) en muestras de
piel sin (normal) y con carcinoma de células espinosas (CCE) o carcinoma de
células basales (CCB 2). Datos reproducidos de Jea 06.

como funcién de la energia del positron incidente. En la tabla 8 se presentan los valores
de 7; e I para las muestras mencionadas, extraidos de la figura 66 para el caso de los
positrones de aproximadamente 5 keV. A partir de las diferencias en los parametros
observados los autores concluyen que en las muestras patologicas la aniquilacion de
positrones aparece con intensidades y vidas medias menores que aquellas que
caracterizan a la piel normal. Los autores asocian los datos obtenidos con una reduccion
del volumen libre debido a la presencia de las células patologicas. Los sitios con espacio

libre para la localizacion del positronio son los espacios intermoleculares dentro de las
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células, que aparecen disminuidos en los tejidos con cancer respecto del normal. La
diferencia mas importante entre las muestras con y sin cancer ocurre en la amplitud I5.
Los autores la asocian a efectos quimicos y fisicos debido a la presencia de células
tumorales y concluyen que existen diferencias importantes en la aniquilacion de
positrones en la piel humana con/sin cancer. Los autores proponen dos modelos para
explicar la menor amplitud I3 de las muestras tumorales respecto a las normales. En
primer lugar, el positronio tiene una afinidad para reaccionar con especies quimicas
dentro de la célula cancerosa. Por otra parte la formacion de positronio podria ser
inhibida porque los electrones secundarios en la trayectoria del positron son capturados
por fuertes scavengers dentro de las células cancerosas.

Posteriormente los mismos autores investigaron muestras de cancer de piel
humana utilizando el arreglo sandwich convencional [Liu 07]. Los experimentos fueron
realizados en condiciones de humedad ambiente. Se investigaron muestras de cancer de
piel extraidas de dos pacientes: uno con CCB y otro con CCE. En ambos casos se

extrajeron muestras de piel normal (CE corresponde a una muestra de células espinosas
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Figura 67: Espectros PALS para muestras de piel con y sin carcinoma: CE
corresponde a una muestra de células espinosas normales de la epidermis, CCE a
una muestra con 50 % de carcinoma de células espinosas, CB a una muestra de
células basales normales de la epidermis y CCB a una muestra con 30 % de
carcinoma de células basales. Datos reproducidos de Liu 07.

141



normales y CB a una muestra de células basales normales de la epidermis). Las
muestras extraidas fueron mantenidas en soluciones bacteriostaticas hasta la realizacion
de los experimentos PALS. Los espectros obtenidos se reproducen en la figura 67 y en
la tabla 8 se muestran los pardmetros asociados con la aniquilacion del o-Ps.
Comparando los valores de Is y 13 entre las muestras con y sin cancer del mismo
paciente los autores concluyen que estos resultados estan de acuerdo con la observacion
previa obtenida con el haz de positrones lentos para energias de 5 keV (profundidades
de 1 pm). También observan que las vidas medias del positrébn en las muestras
patologicas son mas cortas que en la piel normal.

Con el interés de investigar st PALS puede ser util para distinguir tejido nervioso
normal y tumoral, Yang et al [Yan 09] investigaron los pardmetros de aniquilacion de

positrones en secciones de cerebro conteniendo regiones de tejido normal y de tejido
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Figura 68: Vida media de pick-off del orto-positronio para regiones normales y
tumorales de cuatro muestras diferentes. Se muestran dos ensayos y se indica el
promedio para las secciones normales y tumorales. Datos reproducidos de Yan 09.

142



tumoral provenientes de un modelo de glioma de rata. En la figura 68 se reproducen los
resultados obtenidos con las distintas muestras. Como puede observarse, los datos
sugieren que hay mas variacion entre las cuatro muestras que entre el valor
correspondiente al tejido normal o patologico en cualquiera de ellas. En la tabla 8 se
consignan los valores medios de 13 obtenidos con los tejidos normal y tumoral en los
diferentes experimentos.

En este punto es conveniente discutir algunos aspectos de las comentadas
investigaciones a fin de establecer el plan de trabajo a desarrollar:

1) en el trabajo de Elias et a/ [Eli 06] se reportan diferencias notables en la vida
media T3 observada en un tejido normal comparada con tumores de distinto tiempo de
evolucion. En lo que concierne a las investigaciones sobre cancer de piel [Jea 06, Liu
07], a pesar de que los autores concluyen que PALS permite distinguir tejidos normales
de tumorales, las pequenas diferencias en las vidas medias observadas no constituyen
una buena base para sostener dicha conclusion. El hecho de que s6lo se haya analizado
una muestra de cada tipo no permite estimar la dispersion que puede estar afectando a
los resultados. En este sentido, la investigacion de Yang ef al/ [Yan 09] presenta
conclusiones mas realistas ya que estan basadas en la observacion de varias muestras
donde se pone de manifiesto la dispersiéon mencionada.

2) en lo que concierne al pardmetro T3 en tejidos normales y patologicos es
interesante observar que en todos los resultados consignados en la tabla 8 13 es superior
en las muestras normales que en los tejidos patoldgicos, aunque sélo en el caso de la
investigacion de Elias et al [Eli 06] las diferencias son significativas.

3) en lo que respecta a la amplitud I5, Elias et al reportan un notable incremento
a partir de la muestra normal con el tiempo de evolucion del tumor. Por otra parte, en

los trabajos en cancer de piel [Jea 06, Liu 07] se observa una disminucion de dicha
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amplitud cuando se comparan los tejidos tumorales con tejidos normales. Estos
resultados podrian estar sefialando una dependencia de los comportamientos de los
parametros de aniquilacion con el tipo de tejido.

4) por otra parte, Yang et al [Yan 09] reconocen la importancia de investigar las
distintas formas de conservacion de las muestras y su incidencia en la vida media del o-
Ps. También resulta importante la investigacion del efecto del envejecimiento y del
secado de las muestras en los parametros de aniquilacién obtenidos. En este sentido es
interesante la observacion realizada en los experimentos con positrones lentos donde se
establece la necesidad de secar varios dias las muestras en vacio hasta que los resultados
PALS permanezcan constantes. La discrepancia en los valores de 13 reportados en las
dos investigaciones que tratan con cancer de piel (ver tabla 8) tal vez puedan deberse a

una diferencia de humedad en las muestras.

4.4.2 Experimental

En esta tesis se investiga la aplicacion de la Espectroscopia de Aniquilacion de
Positrones en el modo de medicion de vidas medias a muestras de tejidos. En una
primera etapa se realizaron estudios tendientes a definir las condiciones experimentales
mas adecuadas para estudiar mediante PALS estos sistemas altamente complejos. En
este sentido se investigd la factibilidad de realizar este tipo de medidas utilizando el
arreglo sandwich estandar, las caracteristicas deseables de las fuentes de positrones,
distintos métodos de conservacion de las muestras y el efecto del grado de humedad de
la muestra en los pardmetros de aniquilacion.

En una segunda etapa se procedi6 a investigar la factibilidad de caracterizacion

mediante PALS de tejidos normales y tumorales. Con este objetivo se realizaron
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estudios en distintas porciones de oOrganos sanos, de histologia mas conocida y

homogénea que la de los tumores, a fin de evaluar la reproducibilidad de las medidas y

establecer su posibilidad de caracterizacion. Finalmente se realizaron estudios de

distintas muestras tumorales del mismo tipo.

4.4.2.1 Preparacion de la fuente de positrones

Tres fuentes de positrones fueron preparadas y caracterizadas a fin de elegir la

mas adecuada para las medidas PALS en tejidos. Las bondades de dichas fuentes seran

discutidas en términos de la facilidad de manipulacion y de la fraccion y vidas medias

de los positrones que se aniquilan en la fuente.

Actividad de | Material | Dimensiones Sellado Posibilidad de
Naa 10 cm pérdida de
(uSv/h) radiactividad
Fuente 1 300 Aluminio | 2cmx 2 cm | Metacrilato Alta
Fuente 2 1000 Kapton | 2cmx2cm | Metacrilato Moderada
Fuente 3 200 Kapton | 1cmx 1cm | Resina epoxi Baja

Tabla 9: Caracteristicas de las fuentes de positrones preparadas.

. <z 22
Las fuentes se prepararon depositando una solucién acuosa de ““NaCl en el

centro de una pequefia ldmina soporte de aluminio muy delgado o de kapton de 1,42

mg/cm’. La lamina se dejo secar al aire y luego fue cubierta con otra de igual tamafio y

sus bordes sellados con pegamento. La actividad relativa del *Na depositado se midid
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con un monitor Geiger. Las caracteristicas de las fuentes preparadas se muestran en la
tabla 9.

Desde un punto de vista practico es importante procurar que la fuente no se
quiebre al manipularla, con la consecuente pérdida de radiactividad y contaminacion de
la muestra bajo estudio. Un comparacion de la fragilidad de las laminas soporte reveld
que la facilidad de produccion de fisuras es mayor en el caso de la ldmina de aluminio y
aumenta con la superficie de la ldmina. Por otro lado, la utilizaciéon de metacrilato para
el pegado de la fuente 2 produjo pequefias fisuras de la lamina de kapton en la zona de
sellado (con posibles pérdidas de radiactividad), problema que no aparecidé cuando el
mismo material fue sellado utilizando resina epoxi (fuente 3).

La aniquilaciéon de los positrones en las fuentes preparadas fue evaluada
midiendo ldminas de hafnio metalico (t experimental= 170-180 ps) en el arreglo

sandwich estandar. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 10.

T Ps) |L(%) | nls) |LO%) | w(ps) L5 (%)
Fuente 1 | 179 (2) | 72 (1) | 460 (10) | 25 (1) | 1700 (50) | 2.3 (0,1)
Fuente 2 | 182 (3) | 82 (1) | 405(9) | 18 (1) i i
Fuente 3 | 195(6) | 57 (3) | 378 (11) | 41 (3) | 1690 (60) | 2.3 (0,1)

Tabla 10: Parametros de aniquilacion de positrones en cada una de las fuentes
preparadas.

En todos los casos se verifica la aparicion de una vida media corta (t1;) que puede
atribuirse a la aniquilacion del positron en el material de referencia, en acuerdo con el
valor esperado. Las otras vidas medias, cuya asignacién se discutira en breve,
corresponden a la aniquilacion en los materiales de la fuente. En este sentido, es
deseable que s6lo una pequefia fraccion de los positrones se aniquilen en la fuente de

modo que la mayoria sean capaces de atravesarla y estén disponibles para aniquilarse en
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la muestra bajo estudio. De la tabla 10 se desprende que es la fuente 2, con un 82 % de
positrones que se aniquilan en la muestra, la que mejor cumple con este requisito.

La vida media intermedia (t,) esta en buen acuerdo para las fuentes 2 y 3 con los
valores reportados para el kapton (Twpion= 386 ps) asignandose entonces a la
aniquilacion en dicho material. El 1, de la fuente 1 se asocia, en base a la intensidad con
la cual aparece, con la aniquilacion del positron en la ldmina de aluminio. En este caso
el valor ajustado se aparta del valor reportado para el aluminio (Tauminic= 163 ps) debido
a que el material utilizado para depositar la fuente no es libre de defectos.

Finalmente 13 es del orden de la vida media del o-Ps en materiales poliméricos,
hecho que permite asignar esta pequena contribucion a la aniquilacién de dicha especie
en el pegamento utilizado para el sellado de la fuente.

Priorizando la proteccion radioldgica y considerando que en todas las fuentes la
fraccion de positrones disponibles para aniquilarse en la muestra es suficiente para
llevar a cabo las medidas PALS en un tiempo razonable, se elige la fuente 3 como la

mas adecuada para las medidas de muestras tisulares que se realizaran en esta tesis.

4.4.2.2 Medidas PALS en tejidos

4.4.2.2.1 Muestras estudiadas

Las muestras tumorales fueron obtenidas de ratones nude que fueron inyectados

subcutdneamente con suspensiones de células viables de adenocarcinoma de pulmoén

humano A549 en medio de cultivo Eagle’s Minimal Essential Medium. Una vez que los

tumores tuvieron 1-3 cm de diametro, los ratones fueron sacrificados y los tumores
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extraidos y fijados mediante distintos métodos. Se utilizaron muestras obtenidas de 6
ratones que seran llamadas, de aqui en adelante, T1 a T6.

Las muestras normales fueron extraidas de higado de ratas y conservadas en
formol. Las medidas en higado se realizaron a partir del 16bulo superior hepatico, que se
cortd con un bisturi en 4 muestras de 5 mm de espesor (llamadas H1 a H4) que se

secaron en desecador conteniendo silica gel.

4.4.2.2.2 Estudios preliminares

Medida PALS de un tejido impregnado en “’Na

El modo de trabajo mas comin en las medidas PALS es, como se ha
mencionado, la utilizacion de una fuente de **Na y dos porciones equivalentes de la
muestra arregladas a modo de sandwich. A fin de lograr una mejor interpretacion de los
resultados es deseable que las vidas medias caracteristicas de aniquilacién en la fuente
presenten el minimo solapamiento con las vidas medias propias de la muestra.

Las componentes de aniquilacion de positrones en cada una de las fuentes
preparadas fueron bien establecidas en la seccion 4.4.2.1. En este punto interesa
establecer las componentes de aniquilacion de los positrones cuando se aniquilan
unicamente en el material de interés.

Con el mencionado fin se prepar6 una muestra tisular testigo utilizando una
porcion del material a investigar fijado en formol y secado al aire que se goted con
algunos pCi de *Na y se dejo secar al aire nuevamente (no se utilizé la lamina soporte
ni material de sellado). La eleccion de formol como método de conservacion de esta

muestra responde al hecho de que la fijacién en solventes organicos es una estrategia
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util para preservar la morfologia y la composicion quimica del tejido y mantener de esta
manera a la muestra en una condicion cercana a su estado in vivo.
La muestra fue medida, envuelta en lamina de aluminio, en el equipo PALS. El

resultado del ajuste del espectro resultante se presenta en la tabla 11.

Muestra T (ps) | [1(%) | 1(ps) | (%) T3(ps) 15 (%)
T4 testigo 199 (8) | 50 (3) | 490 (20) | 39(2) | 1720 (30) | 11,0 (4)

Tabla 11: Parametros de aniquilacion de positrones para una muestra tisular fijada
en formol, impregnada con *’NaCl y secada al aire.

Tres vidas medias caracterizan a la muestra testigo, hallazgo que es comun a
todas las muestras investigadas en el presente trabajo. La vida media mas larga T3
(1500- 2200 ps) corresponde al proceso de pick off del o-Ps en cavidades grandes. La
vida media corta (145- 225 ps) y la intermedia (350- 500 ps) que juntas dan cuenta de
alrededor del 90 % del espectro estan asociadas a la autoaniquilacion del p-Ps (125 ps),
a la aniquilacion de positrones libres y a cortas vidas medias del o-Ps (pick off y
reacciones quimicas).

Con respecto a la factibilidad de extraer estas vidas medias en el caso de la
medicion de tejidos en el arreglo sindwich estandar se observa que las vidas medias
mas cortas que caracterizan al tejido no pueden resolverse de aquella que corresponde a
la aniquilacién del positrén en la ldmina de kapton. Sin embargo si sera posible la
evaluacion de la componente de vida media larga de los tejidos. Con respecto a la
amplitud de esta Gltima componente habrd que tener en cuenta que esta incrementada en
una fraccion fija y pequeiia por la aniquilacion en el pegamento de la fuente.

En esta tesis interesa determinar la componente de vida media larga 13 que,
como ya se menciond, esta ligada a la probabilidad de procesos pick off del o-Ps en

cavidades y puede ser asociada al tamano de las mismas, brindando informacion
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relevante sobre el sistema bioldgico bajo estudio. De esta manera, si bien en lo que
sigue se especificaran las tres componentes observables en los experimentos, solo se
analizaran los parametros 13 € I3 como es usual en las aplicaciones PALS en biologia.

A pesar de que ambas formas de trabajo, esto es la impregnacion de las muestras
con **Na o la medicion de muestras utilizando una fuente estandar de 22Na, son factibles
de utilizarse para obtener T3, se prefirié trabajar con una fuente de positrones en el
arreglo sandwich estandar por cuestiones de costo del material radiactivo y de seguridad
radiologica. Concerniente al costo, la actividad de **Na necesaria para al armado de la
fuente (que es la misma para todas las medidas) es mucho menor que la requerida para
impregnar tantas muestras como experimentos se realicen. Por otra parte, la
impregnacién de las muestras con **Na significa una mayor manipulacion del material
radiactivo y consecuente generacion de residuos radiactivos (al menos tantos como
muestras estudiadas). Ambas situaciones atentan contra la seguridad radiologica y se

. . . . 22
ven agravadas si se considera la larga vida media del ““Na.

Medidas PALS en tejidos fijados por distintos métodos

Si bien parece deseable analizar las muestras tisulares en un estado lo mas
cercano a la situacion in vivo, en este tipo de muestras aparece conveniente la
realizacion de tratamientos de conservacion tendientes a frenar los procesos de
descomposicion, de modo de independizar los resultados obtenidos del tiempo
transcurrido a partir de la obtencién de la misma. En lo que concierne a la literatura
existente, en dos trabajos no se describen métodos de conservacion [Eli 06, Liu 07]

mientras que en el mas reciente se estudian muestras fijadas en formol [Yan 09].
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Los métodos de conservacion disponibles alteran en distinto grado y de diferente
manera las caracteristicas propias de la muestra, por lo cual es interesante definir el
método mas adecuado para este tipo de iniciativas. Seria de interés también homologar
el método de conservacion a fin de facilitar la comparacion de los resultados obtenidos
en distintas investigaciones.

En el presente trabajo las muestras tisulares fueron sometidas a los tratamientos
que se detallan a continuacion:

1) Fijacion en formol: este método, que preserva la morfologia y composicion
quimica de la célula al reducir el contenido de agua y entonces las alteraciones post
mortem del tejido, se realizé sumergiendo las muestras directamente en formol.

2) Inclusion en parafina: este método se realiza sumergiendo la muestra en
solventes de polaridad decreciente y finalmente en parafina a los fines de sustituir el
agua de los tejidos por esta ultima sustancia.

3) Desparafinizacion: este proceso, inverso al anterior, tiene por objetivo
recuperar el contenido de agua de la muestra. Se lleva a cabo sumergiendo las muestras
en solventes de polaridad creciente y finalmente en agua.

Dos muestras tratadas con cada uno de los mencionados métodos junto con dos
porciones de la parafina utilizada para la inclusion fueron medidas utilizando el arreglo
sandwich. Los espectros PALS resultantes se ajustaron satisfactoriamente con tres
contribuciones exponenciales cuyas caracteristicas se listan en la tabla 12.

En el caso de la parafina pura 13 es aproximadamente 2300 ps. Las muestras
incluidas en parafina presentan un 13 del orden de un 10 % menor, lo que sugiere que la
vida media en el tejido es menor que en la parafina. La baja resolucion temporal del
equipo hace imposible la separacion de la vida media larga en més de una componente.

Los resultados de las muestras desparafinadas hace dudar del éxito del tratamiento de
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desparafinizacion. Finalmente los valores obtenidos para las muestras fijadas en formol

son similares y consistentes con la muestra tisular testigo.

Muestra Método de T I T I T Iz
conservacion (ps) | (%) | (ps) (%) (ps) (%)

Parafina 1 - 200 | o1 444 30 2287 8,3
® 13 20 | B) (33) 2)

Parafina 2 - 223 | 69 487 23 2311 8,2
M1G [ 29 | 2 () 2)
TS5 Parafinizacion 176 | 30 375 57 2141 13,0
1@ | dy | & (20) 2)

T6 Parafinizacion 181 | 59 426 33 2037 9.0

@ |3 d7) | B) (29) 2)

T5 Desparafinizacion | 198 | 64 468 29 2169 7,0

G 1@ d49 | 2 (&) Q)]
T6 Desparafinizacion | 192 | 51 420 37 1969 12,4

0 | 3| 1d2) | (2 a7 ()

T1 Formol 225 | 65 476 26 1625 8,0
@ 1@ | de | (2 (21) ()

T2 Formol 175 | 35 394 56 1701 8,9
O3 ® | O3 (23) (2)

Tabla 12: Vidas medias y sus respectivas intensidades para muestras tisulares
sometidas a distintos tratamentos: inclusion en parafina, desparafinizacion y fijacion
en formol.

Estos experimentos permiten concluir que, con el arreglo PALS utilizado, no es
posible resolver individualmente los tiempos de vida media del o-Ps en la parafina y en

los tejidos, situacion que no puede revertirse mediante procesos de desparafinizacion.

Medidas PALS de tejidos con distinto grado de humedad

La fijacion de las muestras tisulares en formol se logra por inmersién del

material en el solvente. De esta manera, parece conveniente realizar medidas PALS en

distintas condiciones de humedad de las muestras para evaluar como depende la vida

media de aniquilacion del positron con dicho parametro.
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Como primer paso se mididé una muestra tisular tumoral retirada del formol que
se colocd sobre un papel absorbente a fin de retirar el exceso de solvente. La muestra
humeda fue medida por PALS utilizando una fuente de **Na y el espectro resultante fue

ajustado satisfactoriamente con los parametros de aniquilacion presentados en la tabla

13.
Muestra Grado de humedad | Tt I, T I, T3 Iz
(Ps) | (%) | (ps) | (%0) | (ps) | (%)
T4 Huameda 213 | 55 | 508 | 36 1730 | 9,6
M 13 [d®)| @ | 3EH | &

Tabla 13: Vidas medias y sus respectivas intensidades para una muestra tisular fijada
en formol medida himeda utilizando una fuente de *’Na.

Luego de finalizar la medida y desarmar el arreglo sandwich se verifico la
contaminacion de la muestra con *Na proveniente de la fuente de positrones (a través
de la lamina de kapton). De esta manera, la estrategia de medicion de muestras himedas
fue abandonada y se investigaron distintos métodos de secado.

Una primera estrategia consistio en secar las muestras al aire. La evolucion del
secado fue seguida por inspeccion visual del retraimiento y cambio de color de los
tejidos. El secado fue dado por finalizado cuando se observd constancia en dichos
parametros, situacion que de manera caracteristica llevo alrededor de una semana para
este tipo de muestras.

Con el objetivo de acelerar los tiempos, se probd como segunda estrategia el
secado de las muestras a 0,001 atmdsferas de presion (por dos horas).

Los parametros resultantes de las medidas PALS realizadas sobre las muestras
secadas por ambos procedimientos son presentados en la tabla 14.

De la inspeccion de los parametros de la tabla, se observa una modificacion de la

vida media t3 con el grado de humedad de la muestra lo que es consistente con la
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observacion de Jean ef al en sus medidas con positrones lentos en tumores de piel [Jea
06]. Asi, considerando al tejido “secado en aire” como el estado mas representativo de
la muestra “viva”, puede desprenderse de este estudio que presiones muy bajas dan
como resultado muestras tisulares que no conservan los volimenes libres propios del
tejido en su estado normal. En vistas de esta observacion, el resto de las medidas se hizo
con muestras secadas al aire, ain cuando es el procedimiento que conlleva mayores

tiempos de secado.

Muestra Secado T (ps) | Li (%) | ©a(ps) | L(%) T3(ps) 15 (%)
T1 Aire 225 65 476 26 1625 8,0
@ | @ lae | @ | ey | @

T1 0,001 256 51 457 38 1931 11,0
atmosferas (19) (10) (35) (10) (30) (3)
T2 Aire 175 35 394 56 1701 8,9
©) 3) 8) A3) (23) 2)
T2 0,001 165 43 379 51 1795 6,6
atmosferas 4) (2) (5) (2) (19) (1)

Tabla 14: Vidas medias y sus respectivas intensidades para muestras tisulares
secadas al aire (alrededor de una semana) y a 0,001 atmosferas (un par de horas).

Puede verse también que la vida media 13 aumenta con el grado de secado. Un
comportamiento similar se observa al comparar los resultados obtenidos por Jean et al
[Jea 06] en cancer de piel (muestras medidas en alto vacio) con aquellos obtenidos por
Liu et al [Liu 07] en muestras medidas con humedad ambiente, cuyos datos se
consignan en la tabla 8. Més adelante se vera que este comportamiento, que podria

parecer general, tiene excepciones.

4.4.2.2.3 Estudios en tejidos tumorales

Después de haber establecido que la fijacion en formol de las muestras tisulares

seguida por un secado en desecador son los tratamientos que menos alteran las
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caracteristicas de este tipo de muestras, vamos a analizar los resultados obtenidos sobre
las muestras tumorales luego de los mencionados tratamientos.

En la tabla 15 se listan los parametros de aniquilacién obtenidos con cuatro
muestras tumorales. También se consigna el radio de las cavidades donde se aniquila el
0-Ps segtin el modelo de Tao- Eldrup.

Las vidas medias 13 aparecen con alguna dispersion respecto del valor medio
<13>= 1646 ps lo cual puede ser asociado, segun ya se ha discutido, con diferencias en
el contenido de agua de las muestras. Por otro lado es esperable que las muestras
tumorales presenten diferencias histoldgicas entre si, lo que estaria contribuyendo a la
dispersion de los resultados observada.

La caracterizacion que se puede hacer de los tumores a partir de estas medidas es
que en ellos la aniquilacion del o-Ps en cavidades de radio promedio 2,5 (1) A ocurre
con una amplitud del orden de 9 (1) %.

En la proxima seccion se intentara determinar si la técnica PALS puede dar

resultados menos dispersos en sistemas tisulares de mayor homogeneidad.

Radio
Dias de T I T I T I de la
Muestra de tumor | o oa” | os) | %) | %) | %) | @9 | @) | cavidad
(A)
T1 7 225 | 65 | 476 | 26 | 1625 8,0 2,5
@ 1@ [d60| 2 | EH | @2
T2 11 175 1 35 | 394 | 56 | 1701 8,8 2,6
® 1A ® |6 @) 2
T3 15 145 | 33 | 356 | 60 | 1537 | 7.6 2,4
23) | @®H 1 dh 1 & | G | G
T4 testigo 7 199 | 50 | 490 | 39 | 1720 | 11,0 2,6
@ [A]CH] 2 [ECY | &

Tabla 15: Vidas medias y sus respectivas intensidades para muestras de tumor de
pulmon conservadas en formol y secadas por distintos periodos de tiempo de secado
en desecador. La muestra T4 testigo fue gze]f]ada al aire y medida con impregnacion de

a.
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4.4.2.2.4 Estudios en tejidos normales

Como hemos mencionado, la utilizacion de pocas muestras en las previas
investigaciones de tejidos mediante PALS constituye una limitacion a la hora de evaluar
la dispersion de los resultados obtenidos y la posibilidad de caracterizar mediante PALS
a un dado tejido.

Con el fin de investigar la factibilidad de caracterizacion mediante PALS de
muestras de histologia homogénea, se realizaron medidas sobre secciones de higado
extraido de ratas y conservado en formol. Las medidas se realizaron a partir del 16bulo
superior hepatico, que se cortd con un bisturi en porciones de 5 mm de espesor que se
secaron en desecador conteniendo silica gel. Las muestras fueron estudiadas de a pares
(porciones contiguas del 16bulo hepatico) segun el tiempo de secado, realizandose
medidas de aniquilacion de positrones luego de tiempos cortos de secado (2 a 6 dias,
segun el caso) y luego de un mes adicional de secado.

En la tabla 16 se muestran los parametros de aniquilacion para las distintas
muestras indicandose el periodo de secado en desecador. Los pardmetros relevantes 13 €
I5 (circulos y tridngulos respectivamente) se presentan en la figura 69 para cada una de
las muestras del 16bulo hepatico luego de cortos periodo de secado (simbolos llenos) y

para tratamientos de secado prolongados (simbolos vacios).
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Observando los resultados experimentales obtenidos para tiempos cortos de

secado aparece una discrepancia para los resultados de la muestra 1 y las restantes. Por

Muestra de 16bulo Diasenel | 7y I T I T3 I;
hepético desecador | (ps) | (%) | (ps) | (%) | (ps) (%)
H1 2 155 |35 385 |55 1941 |9,6
O ERIOEIOERIORIYERI)
H1 5 154 |35 376 | 56 1850 |9,8
D 1@ 16 [ (20 [d)
H2 3 143 |32 360 |59 1764 |98
® 1@ 6 [ [20 [O)
H3 5 156 |31 371 | 58 1763 | 11,1
® 1@ 6 [ [d7) [Q)
H4 6 145 |31 368 | 59 1767 | 10,8
® @ | @ [d9 @
H1 20 156 |37 369 |55 1821 | 8,5
® 1@ [ @ (de) @)
H2 24 155 |35 373 | 56 1900 | 8,7
© 1@ [ |2 (d6) @)
H3 30 148 |30 |368 |60 1841 | 10,1
® 1@ [ |2 [d6) @)
H4 36 167 |40 |371 |53 1851 |73
© @ [©® @ [d9 [d)
Tabla 16: Vidas medias y sus respectivas intensidades para muestras de lobulo
hepatico conservadas en formol y secadas por distintos periodos de tiempo en
desecador conteniendo silica gel.

esta razon se repitid la medida de la muestra 1 con un secado corto adicional cuyo
resultado se muestra en la tabla 16. Esta segunda medida continu6 mostrando
diferencias con las otras muestras.

Para los secados largos se observa en las muestras 2, 3 y 4 un incremento en T3
con el tiempo de secado, de igual manera que lo encontrado en los tejidos tumorales
(seccion 4.4.2.2.2.) y en la literatura [Jea 06, Liu 07]. En este caso, la muestra 1 vuelve
a mostrar una anormalidad en su comportamiento, ya que, en contra de lo esperado, la
vida media decreci6 con el secado adicional. En todos los casos se observa que las

amplitudes 5 decrecen con el secado.
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Figura 69: Parametros de aniquilacion t3 y I3 (circulos y triangulos
respectivamente) para 4 muestras de lobulo hepatico luego de cortos periodos de
secado (simbolos llenos) y para tratamientos de secado prolongados (simbolos
vacios).

Las anormalidades en el comportamiento de los pardmetros PALS de la muestra
1 respecto a la observado en el resto de las muestras pueden explicarse en base a una
diferencia en la cantidad de tejido conectivo presente en ellas ya que la muestra 1 fue
tomada de la parte externa del 16bulo hepatico y consecuentemente presenta mas tejido
conectivo que las demads, que provienen del interior de dicho 16bulo.

La constancia de la vida media del o-Ps, dentro del error experimental, muestra
que PALS es una técnica viable para caracterizar los volumenes libres en muestras
hepéticas con valores que dependen del grado de humedad de la muestra. Para cortos
periodos de secado al aire los resultados obtenidos indican que se puede caracterizar
estas muestras con una vida media promedio de 1765 (19) ps y una amplitud del orden
de 10,6 (2) %. Para secados mas prolongados los valores caracteristicos son de 13 1864

(17) y amplitud 8,7 (1) %. Para los voliumenes libres, el modelo de Tao-Eldrup predice
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radios promedio de los huecos de 2,8 A y 2,7 A para la muestra 1 para cortos y largos
tiempos de secado respectivamente y para las muestras del interior del 16bulo hepatico
2,6 Ay27A.

A los fines de progresar en una descripcion de la naturaleza de las cavidades
donde se aniquila el 0-Ps, resulta interesante continuar los estudios de muestras tisulares
en funcion del secado estableciendo un criterio para determinar el grado de humedad de
las muestras. En este sentido parece tutil analizar qué diferencias en las cavidades
podrian dar lugar a los distintos comportamientos observados con la pérdida de
humedad. Todo esto podria agregar elementos para la caracterizacion de las muestras

tisulares.
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Capitulo 5

Discusion y conclusiones

Se estudi6 la factibilidad de aplicacion de tres técnicas de la fisica nuclear, la
técnica de Correlaciones Angulares Perturbadas, la Espectroscopia Mdossbauer y la
Espectroscopia de Aniquilacion de Positrones en el modo de medicion de vidas medias,
a sistemas de interés bioldgico. Se hizo una revision critica de la literatura existente y se
trataron de identificar los puntos débiles de los estudios realizados, con el fin de
establecer el alcance real de dichas técnicas para investigar materia blanda. En base a
dicho andlisis se seleccionaron distintos sistemas de interés bioldgico que fueron
estudiados como paradigma de las aplicaciones de las técnicas a materia blanda.
Muchos de ellos habian sido abordados infructuosamente en estudios previos mientras
otros nunca habian sido estudiados mediante estas técnicas. Los resultados obtenidos
aportaron en muchos casos a la caracterizacion de los sistemas estudiados mientras que
otros casos no se obtuvieron resultados concluyentes a partir de las medidas realizadas.
En todos los casos los resultados fueron utilizados como base para discutir sobre las
virtudes, debilidades y limitaciones experimentales de estas técnicas nucleares cuando
se aplican a sistemas de interés en biologia.

La aplicacién de la técnica de Correlaciones Angulares Perturbadas al area de la
biologia data de medio siglo y ha resultado en casi dos centenas de trabajos publicados,
en la mayoria de los cuales el aporte que los estudios hacen al conocimiento de los
sistemas es poco claro. No obstante la técnica aporta al conocimiento de selectos

sistemas bioinorganicos del tipo metaloproteinas. En dichos sistemas, donde los atomos
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metalicos se encuentran coordinados en sitios especificos de las biomoléculas, los
estudios PAC se realizan luego de reemplazar el i6n nativo por el atomo sonda PAC
adecuado. En general, y especialmente en el estudio de metaloproteinas, una salvedad se
impone a la hora de interpretar los resultados obtenidos: la necesidad de corroborar,
mediante una técnica complementaria, la correcta localizacion de la sonda PAC. Este
punto, aunque basico y de sentido comun, estd ausente en la mayoria de los trabajos
conduciendo a interpretaciones erroneas de los sistemas en estudio

Con el objetivo de investigar sistemas donde la sonda PAC se encuentre en
entornos del tipo de los sitios de las metaloproteinas pero que no conlleven la dificultad
de reemplazar el 16n nativo por la sonda PAC, se decidio investigar sistemas organicos
sencillos del tipo metal- quelato donde el atomo sonda PAC se encuentra coordinado
por el agente quelante, que en esta tesis fue el acido dietiléntriaminopentaacético. Las
sondas PAC utilizadas fueron el '''In y el "*'Hf. Se investigd una solucion comercial de
"In-DTPA. Las medidas PAC resultaron en las esperadas interacciones dinamicas
debidas al movimiento browniano a partir de las cuales no fue posible extraer
informacion sobre el gradiente de campo eléctrico en el sitio de la sonda, atin cuando se
hizo uso de estrategias tendientes a disminuir el movimiento difusional mediante un
aumento de la viscosidad de la solucion. Se establecio la existencia de dos interacciones
atribuyéndose una al '''In ligado al DTPA vy la otra a sondas ligadas a moléculas mas
pequenas. El origen en la solucion de estas especies de menor volumen queda como una
cuestion abierta. El congelamiento, mediante enfriamiento de la solucion a 77 K, si bien
elimina el caracter dindmico de las interacciones, muestra que las sondas estan sujetas a
una distribucion del gradiente de campo eléctrico estatico sin que se pueda establecer un
gradiente de campo eléctrico caracteristico del InDTPA. La medida del residuo seco

111

resultante de evaporar la soluciéon de ' InDTPA muestra un comportamiento dindmico
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que se asocia con los procesos de variacion del estado de carga en torno de la sonda
luego de la captura electronica (after effects) que tampoco permiten establecer una
interaccion hiperfina caracteristica del compuesto. Las dos interacciones dinamicas
observadas aparecen como independientes de la composicion quimica del compuesto,
como se establece por comparacion con una medida realizada en cloruro de indio seco.

o ., 181
Con respecto a la utilizacion de la sonda '®

Hf, se obtuvo el compuesto de coordinacién
KHfDTPA.3H,O (dietiléntriaminopentaacetato de hafnio y potasio trihidrato) por
sintesis quimica, el cual fue caracterizado en su estado cristalino, mediante la técnica
PAC arrojando resultados compatibles con la estructura cristalografica derivada de
estudios de difraccion de rayos X. La evolucidon térmica de este complejo se estudio
mediante técnicas calorimétricas paralelamente con medidas PAC. De esta manera se
caracterizaron también las interacciones hiperfinas en el sitio del hafnio para el
compuesto de coordinacion anhidro. Finalmente, la realizacion de experimentos control
permitid interpretar correctamente los resultados PAC obtenidos por otros
investigadores en este tipo de compuestos.

Las aplicaciones de la Espectroscopia Mossbauer a sistemas bioldgicos son
variadas y bien conocidas debido a la ubicuidad del mas popular de sus isétopos, el
*"Fe, en los seres vivos. En este caso es claro el aporte que dichos estudios realizan al
establecimiento de los entornos de coordinacion del hierro en ferroproteinas y proteinas
de hierro azufre, entre otras biomoléculas. Sin embargo, una importante restriccion se
impone a la hora de investigar materia blanda mediante esta técnica: es necesario que la
muestra tenga una determinada rigidez para que los espectros Mossbauer puedan
obtenerse. Es por eso que al estudiar materia blanda con Espectroscopia Mdssbauer, los

esfuerzos estdn puestos en lograr condiciones de medida que cubran las necesidades

experimentales pero que sean compatibles con la muestra biologica.
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En esta tesis la Espectroscopia Mdssbauer se utilizo para investigar los estados
de oxidacion de los atomos de hierro en un complejo de Fe-S estabilizado por glutation
(GSH) de estequiometria Fe,S,(GS)s de importancia en el metabolismo redox celular.
Estudios previos habian logrado obtener dicha especie por sintesis quimica, la cual se
adapté en vistas de obtener el complejo enriquecido en *'Fe, °'Fe-Fe,S,(GS)s, necesario
para las medidas Mossbauer. El solido asi obtenido se caracterizd por Espectroscopia
Mossbauer a temperatura ambiente, resultando en tres especies de hierro, una de las
cuales mostr6 parametros hiperfinos que no se correspondian para los esperados en
clusters 2Fe2S. Este hallazgo se explicd en términos de una reaccion incompleta o de
una posible degradacion del compuesto, hecho consistente con el tiempo transcurrido
entre la sintesis y la medida. La disolucion del solido en una solucion acuosa
conteniendo glutation en concentracion celular se estudid por Espectroscopia
Maossbauer a baja temperatura resultando en un espectro con una sola contribucion que
esta en excelente acuerdo con la existencia de d&tomos de hierro en sitios equivalentes y
con valencia (III) en complejos totalmente oxidados [Fe;S2(GS)s]™. La observacion
experimental de que el compuesto sintetizado se humedecia facilmente cuando estaba
expuesto a la atmosfera y los reportes sobre la degradacion del Fe,S,(GS)4 en ausencia
de exceso de glutation, fueron el puntapié inicial para abordar estudios de la evolucion
de los espectros Mdssbauer con la humidificacion y con el secado. Estos experimentos,
realizados a temperatura ambiente, mostraron una completa reversibilidad de los
espectros Mdossbauer y no evidenciaron asociacion entre la degradacion del complejo
FexS2(GS)4 y el grado de humedad del solido. Finalmente se verificd, mediante una
medida Mdssbauer a baja temperatura, que es posible recuperar el complejo de interés
[FesSa(GS)s]™” si se disuelve el solido en soluciéon conteniendo glutation,

independientemente de la degradaciéon que dicho so6lido haya sufrido.
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La aplicacion de la técnica de Aniquilacion de Positrones en el modo Medicion
de Vidas Medias (PALS) a sistemas bioldgicos data de casi cuatro décadas. Sin
embargo, pocos son los trabajos que existen en la literatura y pocos los campos en los
que su impacto ha sido notorio. La alta complejidad fisica y quimica que revisten los
sistemas biologicos hace dificil su caracterizacion absoluta mediante el estudio de las
vidas medias de positrones y de alli de las dimensiones de las cavidades nanométricas
en ellos presentes. Sin embargo, la dependencia que presentan las caracteristicas de
aniquilacién de positrones con la presion y la temperatura hacen de este tipo de estudios
un campo fértil de aplicacion de la técnica en materia blanda.

En esta tesis se tratd de determinar la factibilidad de aplicacion de la técnica
PALS para determinar caracteristicas de los volumenes libres en tejidos. Mediante
estudios preliminares se determind que la fijacion de los tejidos en formol seguida de su
secado al aire es un método adecuado de preparacion de muestras y se verifico que es
posible realizar estudios de tejidos utilizando una fuente de positrones contenida en
kapton. Se analizaron muestras tumorales que arrojaron resultados que, aunque
dispersos, permitieron caracterizar estas muestras ampliamente heterogéneas con
cavidades de radio promedio de 2,5 A. Los resultados con muestras de histologia mas
regular, obtenidas de higado, mostraron menor dispersion y pudieron caracterizarse con
cavidades de radio promedio de 2,7 A. En la mayoria de las muestras se observo un
aumento de las vidas medias con el tiempo de secado. En todos los casos se obtuvieron
parametros de aniquilacion del o-Ps en cavidades que no difieren significativamente de
los observados en otras investigaciones involucrando otros tumores y tejidos normales
[Eli 06, Jea 06, Liu 07, Yan 09]. La utilizacion del modelo de Tao- Eldrup para obtener
el radio de las cavidades a partir de las vidas medias del o-Ps en las mismas conlleva

una pérdida de resolucion a la hora de diferenciar tejidos a partir de los parametros de
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aniquilacioén encontrados. La alta complejidad fisica y quimica de las muestras tisulares
significa un escollo a la hora de realizar una caracterizacion absoluta de dichos sistemas
a partir de los volumenes libres obtenidos mediante PALS. No obstante, la
caracterizacion de las muestras relativa a modificaciones que puedan experimentar ya
sea por medios externos o causas internas (tal es el caso de lo reportado por Elias ef al,
que relacionan la cantidad y dimensiones de las cavidades con el tiempo de evolucion
del tumor) aparece como una posibilidad prometedora de aplicacion de la técnica PALS
a este tipo de sistemas. Desde un punto de vista de investigacion basica se destaca como
una tarea importante la de establecer la naturaleza de las cavidades donde se produce la
aniquilacion ya que en los trabajos reportados no existe acuerdo en la asignacion de
dichas cavidades (intercelular, intermolecular o intramolecular).

Por ultimo se concluye que el impacto de la informacidon obtenida a partir de
estas tres técnicas nucleares cuando son aplicadas a sistemas de interés en biologia
depende no sélo de la técnica en cuestion sino de la eleccion cuidadosa de sistemas de
estudio que sean compatibles con las limitaciones particulares de cada técnica. La
realizacién de medidas de caracterizacion complementarias resulta indispensable para
arribar a conclusiones valederas y para posicionar a las técnicas como uno mas de los

multiples métodos disponibles para estudiar sistemas de interés en biologia.
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Apéndice

La interaccion eléctrica

La energia electrostatica W debida a la interaccion de la densidad de carga
nuclear p(7 )y el potencial electrostatico V(7 ) generado por cargas extranucleares esta

dada por:

W= jml o (FW(F)dr (1)

donde &’7 es el elemento de volumen y 7 es el vector posicién de dicho
elemento con coordenadas espaciales (x1, X2, X3).

La integral es evaluada sobre el volumen del nucleo. Suponiendo que el
potencial electrostatico V(7 ) es una funcion que varia lentamente en la region nuclear,
es posible aproximar el potencial realizando un desarrollo en serie del mismo en torno
del origen de coordenadas, que se toma en el centro de masa del nucleo. Entonces
haciendo este desarrollo y llamando V; a las componentes del tensor gradiente de campo

2

eléctrico calculadas en el origen, tenemos:

Ox,0x;
_ e 1
V(i) =V (0)+7(VV),, +§Zx"fo"f +... 2)
LJ
Reemplazando (2) en (1) podemos establecer que:

W =V(0)g—E0)p +%j lp(F)inijlder +...
i,j

donde

q es carga del nucleo
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p es el momento dipolar del nucleo

E (0) es el campo eléctrico en el origen

El primer término, asociado con el momento monopolar nuclear ¢, corresponde a
la energia electrostatica total del nucleo como si fuera una carga puntual. Dicho
término no sera considerado de aqui en adelante ya que afecta por igual a todos los
niveles nucleares. El segundo término, donde aparece el momento dipolar eléctrico
nuclear, es nulo en los estados estacionarios ya que los estados nucleares tienen paridad
definida.

Entonces la matriz simétrica Vj; de 3x3 puede ser diagonalizable por una

eleccion adecuada de los ejes coordenados. Después de la diagonalizacion uno obtiene:

1 ~
w ZEZKin(I”)xfd3r

1 i . ) -
ZEZVI'I'J‘P(F)FZG'SF +EZKiIP(r)(x,-2 —?]0'37”

donde se us6 que > =x; +x; +x;.
La separacion en dos términos se explica mas abajo.

El potencial electrostatico V(7) obedece la ecuacion de Poisson. En el niicleo se

tiene que

V(0 =V, =—|¥(0)
i &,

donde — e|‘I’(0)|2 es la densidad de carga 'y |‘{’(0)|2 es la densidad de probabilidad

de electrones (s) en el nucleo. Entonces obtenemos que:
W=E.+E,

Donde
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E. = %f“P(O)‘ZJp(F)ﬂdSr

2
E, =§Z %jp(f)[xf —%}W

a) El término monopolar Ec

Vemos que el término monopolar depende solamente del valor medio del radio

nuclear al cuadrado <r2 > .
<r2> = LJ‘p(?)rzaﬁr
Ze
E. produce un corrimiento distinto de la energia de cada nivel nuclear. Entonces
este término monopolar describe la interaccion electrostatica de un nucleo extendido

con los electrones en el sitio nuclear. El término puede ser escrito como:
1 62 2 2
E.=——Y(0) Z(r
6 g, | | < >

Este término es responsable del corrimiento isomérico observado en el efecto
Mossbauer.

En un experimento Mossbauer las diferencias en las energias monopolares

causan un corrimiento en la resonancia. Para una fuente en movimiento S la energia del

rayo gama debida a la transicion desde el estado excitado e al estado fundamental g es:
_ v 1 ez 2 2 2
ha(S) = ha)o.(l + ZJ + ES—OM 0) Z(<r )=(r g>)

El primer término es la energia de transicion modificada por el corrimiento
Doppler debido al movimiento de la fuente y el segundo término es la energia

monopolar del nicleo en el estado excitado menos aquella en el estado fundamental.
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Para un absorbente estacionario 4 la energia necesaria para excitar al nucleo desde su

estado fundamental al estado Mossbauer es:
1 2
ha(4)=ha,. +gz—|‘PA O ()~ ()

La absorcion resonante ocurre si @(S)=w(A4). En tal caso la velocidad de la

fuente es

v _Z ec ﬂxyA O -|; (0)|2K<r2e> —<r2g>)

6 ¢ hw,

o

v.. es llamado el corrimiento isomérico y es frecuentemente designada como

res

o en la literatura Mdssbauer.
b) La interaccion cuadrupolar eléctrica Eq.

Considerando la expresion de la definicion de las componentes Q;; del tensor

momento cuadrupolar nuclear:

eQ, = pF)3x —r")dF

La energia de interaccion cuadrupolar £y puede ser expresada como
1
E 0o~ gez VO
En lo siguiente discutiremos los términos V;; que contribuyen a la traza:
VI()=>v7,
S 1=,
Vi=V, +§V V(0)

La matriz V, definida por esta ecuacion tiene traza nula y representa la

contribucion al gradiente de campo eléctrico de las cargas externas al nucleo. El
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segundo término representa la contribucion al gradiente de campo eléctrico de los

electrones en el nucleo. Si sustituimos esta ultima expresion en la de la energia Ep

L, 1z .
vemos que la porcion EVZV(O) no contribuye a Ep ya que la suma de las Q;; es cero.

Nos queda:
EQ - g ez ViiQii

De esta manera, la interaccion cuadrupolar incluye solamente la interaccion del
nucleo con el gradiente de campo eléctrico producido por las cargas externas a €l (de

aqui en mas denotaremos V).

Por otra parte como ZVZ.I. =0 el gradiente de campo eléctrico es completamente

1

descripto por dos pardmetros. Con una apropiada elecciéon del sistema de ejes

principales, uno puede tener

VZZ

>, |2
Generalmente se elige describir el gradiente de campo eléctrico por la

componente V-.y el parametro de asimetria n:

De forma que 1 es siempre mayor o igual que 0 y menor o igual a 1.
Reemplazando el momento cuadrupolar clasico por el operador momento

cuadrupolar en la expresion de la energia de interaccion Eg se obtiene el hamiltoniano:
A e A
H= gz VO

El gradiente de campo eléctrico V;; se tendra en cuenta de forma clésica.
El hamiltoniano anterior se puede transformar, mediante el teorema de Wigner-

Eckart [Sli 80] en:
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gy V0 L _p o p
H—4[(2[_1)[3IZ ran(rr-r) (3)

donde I%, I, Iy y I, son magnitudes de espin nuclear.

Para n distinto de cero, los componentes £y del hamiltoniano no pueden ser
calculados analiticamente. Una solucion analitica de (3) puede ser obtenida para el caso
1=3/2 que es el caso del isétopo Mossbauer °'Fe donde aparece la transicion de /=3/2 a
I=1/2. Las energias asociadas con los distintos subniveles magnéticos caracterizados

por el nimero cuantico m son:
2

= O (e )i
4121 -1) 3

Asi, el nivel de energia /=3/2 se divide en dos subniveles (m=13/2 vy

m==%1/2).
Vemos que
e'szQ 1+ 772
+3/2 4 3
2
E'H/2 —_ e'I/ZzQ 1+ 77
B 4 3

Esto lleva a una diferencia de energia para el doblete Mossbauer de

2
a0 [ 7
2 3

También podemos considerar el desdoblamiento de un estado nuclear de
momento cuadrupolar Q y espin /=5/2 bajo la influencia de un gradiente de campo
eléctrico axialmente simétrico. En este caso las energias de interaccion de los subniveles

asociados con numeros cuanticos m son:

_ eV 0 2
T (3m* - 1(1 +1))
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definiendo la frecuencia cuadrupolar @, como:

eV_Q
Wy =—F=—
4121 -1)h

de donde

1

I+

L

| [ | =
UJ2 UJB
I=5/2
~ "*_ +3/2
W
4 A i + 32

Desdoblamiento de energia del nivel nuclear intermedio de espin I=5/2 producido
por la influencia de un gradiente de campo eléctrico.

E., =10ha,
E.;, =—2Nho,
E,,=-8ha,

Este desdoblamiento se muestra esquematicamente en la figura. Asi, las

frecuencias de transicion ®,, @, y @, son:

E.,-FE
o, = +3/2 . 1/2 :6a)Q
E.,-E
_ T%5/2 +3/2 _
v, =—"—===120,
E.,-F
0)3 — T£5/2 +1/2 :lng
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Vemos que las frecuencias de transicidn ,: o,: o, estan en una relacion 1:2:3.

Sli 80: Principles of Magnetic Resonante. C. P. Slichter. Springer- Verlag Berlin
Heidelberg New York (1980).
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