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Prefacio

La Resonancia Magnética Nuclear fue descrita, por primera vez, por Isidor Rabi en 1938 en
un estudio acerca de sales de cloruro de Litio. Este, a su vez, fue influenciado por los
experimentos del cientifico aleman Cornelius Jacobus Gorter quien habia trabajado ya en el
estudio de la Resonancia Magnética en sales cristalinas. Isidor Rabi recibio en 1944 el
Premio Nobel por su descubrimiento. Ocho afios después, en 1946, Félix Bloch y Edward
Mills Purcell refinan la técnica usada en liquidos y en solidos, por lo que compartieron el
Premio Nobel de Fisica en 1952.

La nueva técnica experimental se desarroll en tres lineas fundamentales: la obtencion de
imagenes, la espectroscopia y la relajacion magnética. Las primeras imagenes basadas en
Resonancia Magnética fueron obtenidas por Paul C. Lauterbur y Sir Peter Mansfield en
1973 y 1977 respectivamente, por lo cual recibieron el Premio Nobel de Medicina en 2003.
Numerosas aplicaciones médicas fueron desarrolladas a partir de ese momento para el
diagnostico de tumores y otras afecciones en diferentes regiones del cuerpo, asi como, el
estudio de disfunciones cardiovasculares, enfermedades inflamatorias, epilepsia y accidentes
vasculares encefalicos. La espectroscopia de Resonancia Magnética es una técnica de
diagndstico poderosa para una variedad de afecciones cerebrales que van desde los tumores
y la epilepsia hasta la degeneracion relacionada con la edad y los accidentes vasculares
encefalicos. Sin embargo, la relajacion magnética nuclear no ha tenido, de forma
independiente, utilidad médica concreta hasta la actualidad.

Los primeros estudios de relajacion magnética nuclear realizados en el Centro de Biofisica
Médica de la Universidad de Oriente en Santiago de Cuba permitieron monitorear el proceso
molecular que causa la Anemia Drepanocitica y desarrollar métodos para la evaluacion del
estado clinico y la efectividad de acciones terapéuticas en pacientes con esta enfermedad.
Trabajos posteriores posibilitaron utilizar la relajacion magnética para evaluar el tiempo de
intercambio del agua a través de la membrana del glébulo rojo en pacientes con Anemia de
Hematies Falciformes. Mas recientemente hemos desarrollado un grupo de métodos, basados
también en relajacion magnética nuclear, para determinar la viscosidad dinamica absoluta
del plasma sanguineo, la solucién de hemoglobina intracelular y el suero sanguineo. Todos
estos métodos han demostrado utilidad clinica en enfermedades como la Anemia
Drepanocitica y el Mieloma Multiple y son potencialmente utilizables en enfermedades
inflamatorias, proliferativas y otras afecciones de salud. Este libro recoge un andlisis
pormenorizado de estos métodos y otros desarrollados con igual fin. Incluye también
elementos basicos de resonancia magnética nuclear, relajacion magnética nuclear y métodos
experimentales para determinar los tiempos de relajacion magnética nuclear. Pretende
resumir el trabajo en este tema realizado en el Centro de Biofisica Médica en sus primeros
30 afios y también ser material de consulta para profesionales que trabajen o se interesen en
este tema.

Manuel Arsenio Lores Guevara
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Prélogo

El Centro de Biofisica Médica ha sido pionero en Cuba en el disefio, construccion y puesta a
punto de tecnologia de relajacion magnética nuclear. De forma paralela ha sido y es lider en
nuestro Pais en el desarrollo de aplicaciones concretas de esta tecnologia a la industria, la
agricultura y en especial a la medicina. Todo este esfuerzo ha estado respaldado por mas de
80 publicaciones cientificas, una veintena de premios cientificos, la participacion con mas de
40 trabajos en congresos cientificos nacionales e internacionales, la formacion posgraduada
de una decena de doctores y maestros en ciencias y un impacto notable en la educacion de
pregrado. Esta linea de trabajo ha sido troncal en el surgimiento, desarrollo y consolidacion
del Centro de Biofisica Médica.

Este libro se constituye en un resumen adecuado de todo lo realizado en esta linea de trabajo
en el campo de la medicina durante los primeros 30 afios de la institucion. Es un material de
consulta util al abordar estos temas tanto desde el punto de vista tedrico como préactico.
Incluye conocimientos basicos y aplicados sobre esta tematica que no es frecuente encontrar
concentrados y sistematizados en idioma espafiol. Sera (til en la educacion de posgrado y
pregrado en diferentes modalidades.

El Ingeniero en Fisica Nuclear Manuel Arsenio Lores Guevara, autor del texto, ha trabajado
en estos temas por 30 afios, lo cual incluye su formacion posgraduada como Doctor en
Ciencias Fisicas. Ha publicado més de 80 trabajos cientificos, incluyendo 38 articulos en
revistas cientificas referenciadas y arbitradas y ha merecido varios reconocimientos
cientificos en el tema a nivel nacional. Se suma a ello, una destacada labor de mas de veinte
afos en la direccion cientifica y administrativa en el Centro de Biofisica Médica.

Recomiendo este texto a todo aquel que desee conocer o profundizar en las aplicaciones
médicas de la relajacion magnética nuclear.

Juan Carlos Garcia Naranjo
Director Cientifico Centro de Biofisica Médica

Universidad de Oriente, Santiago de Cuba, Cuba



Capitulo 1 Resonancia Magnetica Nuclear
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ECO 1, primer equipo de Relajacion Magnética Nuclear ensamblado en Cuba.
Departamento de Fisica. Facultad de Ciencias Naturales y Matematica. Universidad de
Oriente. Década de los 80, siglo XX.
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Principio general de la Resonancia Magnética Nuclear

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es un fenémeno fisico que solo ocurre en aquellos
ndcleos donde el nimero cuantico de spin (I) es diferente de cero (I#0) (Zhi-Pei y Lauterbur,
2000; Abragam, 1961). A este conjunto pertenecen un nimero limitado de ntcleos (ver tabla
1.1); entre ellos: el protén (*H), deuterio (°H), sodio 23 (*Na), oxigeno 17 (*'0), carbono 13
(3C), helio 3 (*He), flior 19 (*°F), fésforo 31 (*'P) y Xenén 129 (***Xe) (Zhi-Pei y
Lauterbur, 2000; Edelman et al, 1996; Evans, 1996; Haacke et al, 1999).

Tabla 1.1. Nucleos de interés para la RMN

Ndcleo | Numero cuantico de | Razdén giromagnética (y) dividida por
spin (1) 2n (MHZ/T)

'H 1/2 42.58
*He 1/2 32.44
3¢ 1/2 10.71
o 5/2 5.77
B 1/2 40.08
“Na 3/2 11.27
3p 1/2 17.25
129%e 1/2 11.86

Como resultado del movimiento individual de las particulas que los componen (protones y
neutrones), y del movimiento de ellas como sistema de particulas, estos nicleos poseen un
movimiento caracteristico, conocido como movimiento de spin (ver figura 1.1), que puede
ser cuantificado empleando un vector momento angular de spin (P) como sigue (Zhi-Pei y
Lauterbur, 2000; Abragam, 1961):

LN

2/‘2’
p="" 1+
"2

(1.1)

Donde h es la constante de Planck e I=Ixi+lyj+I.k es el operador de spin. Considerando
que los nucleos son particulas cargadas, el movimiento de spin genera a su alrededor
un campo magnético que puede ser cuantificado por el vector momento magnético ()
de la siguiente forma (Zhi-Pei y Lauterbur, 2000; Evans, 1996; Solomon, 1955):

11



(1.2)

Aqui y es la razon giromagnética, constante propia de cada nucleo (ver tabla 1.1),
precisamente definida como la razon entre. gy P (Solomon, 1955).

A

A

Movimiento de spin

Figura 1.1. Movimiento de spin de los niicleos con I£0
Leyenda: El nucleo gira alrededor de un eje imaginario que pasa por su centro. Los vectores Py z son coliniales y #>P (se
representa el caso en que y>0)

Un nucleo en presencia de un campo magnético externo y constante (Hy)

Cuando introducimos un ndcleo con 10, momento angular P 'y momento magnético u
en un campo magnético H; x experimenta un torque (x x H) que es igual a la variacion
temporal del momento angular (dP/dt) de acuerdo a (Abragam, 1961):

12



(1.3)

Basicamente, segun la ecuacion 1.3, el efecto de H sobre g es provocar que su variacion
temporal sea un vector localizado en un plano perpendicular al plano donde se encuentran

uyH.

Con el objetivo de caracterizar la evolucion temporal de g se requiere cambiar el
sistema de referencia (Abragam, 1961). En un sistema de coordenadas (X’, Y’, Z’=7)
que rota con velocidad angular @ con respecto al sistema de coordenadas del
laboratorio (X, Y, Z) (Abragam, 1961):

dn @
<4 =yax| H+—
At )iy v (1.4)

Es decir, en el sistema de coordenadas rotativo (X’, Y’, Z’=Z) u recibe un torque
proporcionado por un campo magnético efectivo Hg=H+aly que es la suma de Hy un
campo magneético ficticio H=+(mly) (Abragam, 1961). La variacion temporal de u sera
un vector localizado en un plano perpendicular al plano en el que se encuentran g y
Hef.

Si consideramos H=H,, donde Hy es un campo magnético externo y constante cuya
direccion tomaremos a lo largo del eje Z del sistema de coordenadas del laboratorio:
Ho=Hok, entonces He=Hot+wly (figura 1.2 A). Si el sistema de coordenadas rotativo (X’,
Y’, Z’) rota con una velocidad angular @=-yHp, entonces Hg =0 (figura 1.2 B),
(dgldt)x-y-z-=0 y u serd un vector que estard fijo en dicho sistema de coordenadas
(figura 1.2 C). En el sistema de coordenadas del laboratorio, u precesara (figura 1.2 D)
con una velocidad angular cuyo mddulo estara dado por:

oy = _:"f-fﬂ
(1.5)
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Donde @, es conocida como la frecuencia de Larmor en el campo Hy; y puede ser
positiva 0 negativa, si y>0 la precesion se realiza en el mismo sentido de las manecillas
del reloj y si y<0 en sentido contrario (Abragam, 1961).

A L VA Ay

T"E' |
¥ il -H,
4

Figura 1.2. Evolucion temporal de s en presencia de Hy=Hgk
Leyenda: A, campo magnético efectivo (H.=H*@/y) en un sistema de coordenadas X’, Y’, Z’ que rota con velocidad
angular  con respecto al sistema de coordenadas del laboratorio X, Y, Z. B, campo magnético efectivo anulado (H.=0) en
un sistema de coordenadas X’, Y’, Z’ que rota con velocidad angular w=-yH, con respecto al sistema de coordenadas del
laboratorio X, Y, Z. C,  se mantiene fijo, formando un angulo o con Z’, en un sistema de coordenadas X’, Y’, Z’ que rota
con velocidad angular w=-yH, con respecto al sistema de coordenadas del laboratorio X, Y, Z. D, en un sistema de
coordenadas X, Y, Z fijo en el laboratorio, 4 precesara con respecto a Hy con w,=-yH, formando un &ngulo o con la
direccion de Hy. En la figura se ha considerado que y>0, por tanto, las rotaciones se realizan en el sentido de las manecillas
del reloj

El efecto de H, sobre un ndcleo caracterizado por los operadores de spin (1), momento
angular (h/2xl) y momento magnético (yh/2zl) puede ser descrito empleando la
funcién de Hamilton (H*) (Haacke et al, 1999; Bloumbergen et al, 1948):

H* =—;/’.’7°Hn =-’/’LII‘,'H“
(1.6)

Donde.h=h/2x. Si tenemos en cuenta que Iz=m puede tomar solo 21+1 valores (+1>m2-
1); los valores propios de la funcién de Hamilton, que tienen la forma myhH,, también
estaran cuantizados con el mismo namero (21+1). Esto significa que, bajo la accion de
Ho, u puede orientarse en 2l+1 direcciones con respecto a este campo, las cuales
aparecen representadas en la figura 1.2 por el angulo o (Abragam, 1961; Solomon,
1955). Es lo mismo decir que el nacleo de momento magnético 4 puede existir, en
presencia de Ho, solo en 21+1 estados energéticos, con una energia E,=-myhH, en cada
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uno de ellos y una separacion entre los estados energéticos consecutivos de yhH,. Esto
se conoce como desdoblamiento energético de Zeeman (ver figura 1.3 para 1=1/2).

A

E | =%}/ﬁHu[m _ 1

A

yhH,

:—lmHﬂ[m 1
2 _ 2

™

E

[

|

A

Figura 1.3. Desdoblamiento energético de Zeeman para el caso de 1=1/2

En una muestra donde tenemos N nucleos con 1£0, bajo la accion de Hy, como
resultado de la orientacion de sus momentos magnéticos con respecto a Hy en 21+1
direcciones, aparecerd una magnetizacion nuclear macroscopica (M) dada por
(Abragam, 1961; Solomon, 1955):

M=2n (L.7)
=1

Si se considera que el momento angular resultante (XP;) y M cumplen lo establecido en
la ecuacion 1.2y en la primera ecuacion del sistema de ecuaciones 1.3 (Solomon, 1955),
entonces la evolucion temporal de M en el sistema de coordenadas del laboratorio
estara dada por:

dM _ ;.,(‘.\TI x H. ) )
dt

(1.8)

De acuerdo a la ecuacion 1.8, en presencia de Hy, la evolucion temporal de M en el sistema
de coordenadas X, Y, Z sigue el mismo comportamiento descrito previamente para uen la
ecuacion 1.3 y la figura 1.2 D. La solucion de la ecuacion 1.8 estara dada por (Abragam,
1961):

M,(r)=M,(0)
M _(t)=M_(0)"™

M_=M, +iM,
i . +iM, (1.9)
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La ecuacion 1.9 significa que bajo el efecto de Hy se crea una M que tiene una
componente constante en el eje Z del sistema de coordenadas del laboratorio y una
componente que rota en el plano transversal a este (X, Y) con una frecuencia angular
@o. Cuando ha transcurrido suficiente tiempo desde la aplicacion de Hy, y se alcanza el
estado de equilibrio termodindmico (figura 1.4B), M puede ser descrita como
(Abragam, 1961; Solomon, 1955):

. NynIiI+1)

-""Iu . TR l7n
3k1
Nyt I(1+1)
Ao = =
3k1
“_In = /'(uHo

(1.10)

Donde y, es la susceptibilidad magnética de la muestra, k la constante de Boltzmann'y
T la temperatura absoluta.

Si introducimos el sistema de coordenadas rotativo (X’, Y’, Z’), de forma similar a lo
obtenido para uen la ecuacion 1.4 y la figura 1.2 C, la evolucion temporal de M estara
dada por:

( dM = o] B 4 @
\dt )y 7
(1.12)

En la ecuacion 1.11, si @=-yH, entonces M estara fija en X’Y’Z’ (figura 1.4A).

A B
z1 ’ T a
' a, r
@ & =—H
M

Figura 1.4. Evolucion temporal de M en presencia de Hy=Hok
Leyenda: A, en unsistema de coordenadas X’, Y’, Z’ que rota con velocidad angular @=-yH, con respecto al sistema de
coordenadas de laboratorio X, Y, Z, Myse mantiene fija y es colinial con Z’. B, en el sistema de coordenadas X, Y, Z fijo
en el laboratorio, M, precesara con respecto a Hy con wo=-yH, y es colinial con la direccion de Hy. En la figura se ha
considerado que y>0, por tanto, las rotaciones se realizan en el sentido de las manecillas del reloj

16



En resumen, el efecto de un campo magnético Hy sobre una muestra que contiene N
nucleos con nimero cuantico de Spin | distinto de cero sera:

-Aplicar a cada u un torque g x Hy hasta colocarlo en una de las 2I+1 direcciones
posibles con respecto a Hy.

-Desdoblar el nivel energético base al cual pertenece el ntcleo en 21+1 subniveles, con
una separacion entre los subestados energéticos consecutivos de yhH, y una energia
En=-myhH, (+1>m>-I) en cada uno de ellos. Esto se conoce como desdoblamiento
energético de Zeeman.

-Provocar la aparicion de una magnetizacion nuclear macroscépica M que, al cabo de
suficiente tiempo, alcanza su estado de equilibrio termodindmico (My). Esta
magnetizacion macroscopica se mantiene fija en el sistema de coordenadas rotativo y
precesa, en el sistema de coordenadas del laboratorio, alrededor de H, con una

frecuencia angular @q=-yHo.

La muestra en presencia de la suma de un campo magnético externo y
constante (Hg) y un campo magnético externo rotante (H,)

Cuando introducimos N ndcleos con 1£0, momento angular P 'y momento magnético x en un
campo magnético resultante de la suma de Ho=-wo/yk y un campo magnético H; perpendicular a
Ho y rotando a su alrededor con una velocidad angular @; entonces, en el sistema de coordenadas
rotativo, M precesara alrededor de un campo magnético efectivo (Hef) con una frecuencia angular
wer=-yHer (Figura 1.5) tal que (Abragam, 1961):

( dM \ = '7/_1] XH

. dt ) vz

" :l' H + (.f) F+HT
A= Hy+ 2| +(#,)

v
}

J
/ /

A= [0, -o) +(@)]

v
/

(1.12)

Aqui H; ha sido tomado a lo largo de X’ siendo i el vector unidad en este eje y @1=-yH;.
Cuando w=-yHy, M precesara alrededor de H; con w;=-yH;. Hes formard con la direccion de
Ho un angulo (0), cuyos seno y coseno estan descritos por la ecuacion 1.13, y provocara que
M se mueva desde una posicion inicial paralela a Hy en t=0 (considerando que ha pasado el
tiempo suficiente para que se establezca el equilibrio termodinamico) hasta una posicion en
t=t donde forma con Hy un &ngulo (B) cuyos seno y coseno estan descritos por la ecuacion
1.14 (Abragam, 1961).
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sent! =

o
HigS
cost = ’
|H,+%| +H,
(1.13)
cos ff =cos’ O+ \":,'\(/L‘u\(m‘_, 7) (1.14)

senfi= 1- [cm: -+ \cn:/h‘us(('{,f’]—

En el sistema de coordenadas X’, Y’, Z’ la evolucion temporal de M estara dada
por (Solomon, 1955):

I
M, = Mgsenfi=M, 1 . coslea, 1|
| I B J |

M, =M cosff=\ ‘ - e costor, 1)
| : e S5:

w

H, +

o (1.15)

y =
O =

De donde es claro que el efecto de Hes es disminuir la componente de la magnetizacion
en el eje Z’ y crear una componente en el plano X’Y’, ambas reflejando la rotacion

alrededor de Her cOn @er=-yHer.

De acuerdo a la ecuacion 1.15, la aplicacion del campo magnético H; solo es capaz de
provocar una reorientacion apreciable de M si su frecuencia de rotacion (o) esté en la
vecindad de g y la reorientacién es maxima si m=wq (6=0), es decir, esto es un
fendmeno de resonancia (Abragam, 1961).

Cuando o=, (6=0), las componentes de la magnetizacion en X’, Y’, Z’ reflejaran la
rotacion alrededor de H; con w;=-yH; segun (Abragam, 1961):

M...=Msenlor)

M, =M, coslay) (1.16)

La ecuacion 1.15 fue obtenida bajo el supuesto de que @, Ho y 8 son constantes, sin
embargo, es igualmente valida si estas magnitudes varian adiabaticamente, es decir, lo
suficientemente lento tal que dd/dt<<yH; (Solomon, 1955). Esto puede lograrse, para
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un valor constante de H;, de dos formas: manteniendo constante H, y variando
lentamente @ 0 manteniendo constante ® y variando lentamente H.

En el sistema de coordenadas del laboratorio, a la rotacién observada en la ecuacién
1.16 se suma la rotacion del sistema de coordenadas X’, Y’, Z’ con respecto al X, Y, Z
para obtener (Abragam, 1961):

M =M senlay e
M, =M, cosleyr)

(1.17)
4 B
r
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. @ |
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H,
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-_____________'——F—-b
= X'
H,

Figura 1.5. Efecto, en el sistema de coordenadas X, Y, Z’, de la aplicacion de un campo magnético resultante de la suma
de Hyy H; a una muestra que contiene N ntcleos con 10, momento angular P y momento magnético s
Leyenda: A, aparecerd un campo He; resultante de la suma de Hy, H; y un campo magnético ficticio wfy. B, M precesara
alrededor de H; con una frecuencia de Larmor @,=-yHe;. Hes y My formarén con Hy los angulos 6 y B respectivamente,
Cuyos senos y cosenos estan descritos por las ecuaciones 1.13 y 1.14. C, cuando @w=awy, He=H;. D, cuando o=y, M
precesard alrededor de H; con una frecuencia angular w,=-yH;. Aqui se ha considerado que, previo a la aplicacion de H,,
ha transcurrido suficiente tiempo para que la magnetizacion alcance su estado de equilibrio termodinamico (M=M,)

En resumen; la aplicacion a la muestra, ademas de Ho=-(wo/y)k, de un campo
magnético H; perpendicular a Hy y rotando a su alrededor con una velocidad angular
@ provoca:

-Que M pase de encontrarse en su estado de equilibrio termodinamico (paralelaa Hg) a
formar un angulo B con Ho. Asi M pasa de tener solo una componente en la direccion
de Hy a tener, ademas, una componente en el plano transversal.
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-Que, en el sistema X’, Y’, Z’, M rote con velocidad angular aes alrededor de un campo
magnético efectivo (He) resultante de la suma de Hy, Hy y un campo ficticio alfy.

-Que, en el sistema del laboratorio, M esté afectada por la rotacion descrita en el punto
anterior y por la rotacion del sistema X’, Y’. Z’ con respecto al sistema X, Y, Z con
frecuencia ay.

Cuando e=ay, esto significa que hemos hecho coincidir la frecuencia de rotacion
de H; con la frecuencia de precesion de My alrededor de Hy en el sistema X, Y, Z
Esto provocara que My rote alrededor de H; en X°, Y’, Z’ y que su componente en el
plano transversal, tanto en X, Y, Z como en X’, Y’, Z’°, sea maxima (ecuaciones 1.16 y
1.17). Desde el punto de vista mecénico cuantico esta coincidencia (=) se logra
cuando entregamos a la muestra una energia exactamente igual a la diferencia
entre los niveles energéticos consecutivos del desdoblamiento de Zeeman (yhHy) y
se llama Resonancia Magnética Nuclear.

Sin embargo, si observamos las ecuaciones 1.9, 1.15, 1.16 y 1.17 las componentes
longitudinales (Mz) y transversales (Mxy) de M evolucionan temporalmente con un
comportamiento oscilatorio que no se corresponde con la recuperacion de la primeray
la disminucion de la segunda observada en la practica (Abragam, 1961). Para entender
esto vamos a incorporar a nuestro analisis los procesos de relajacion magnética
Nuclear.

La muestra en presencia de la suma de un campo magnético externo y
constante (Hg), un campo magnético externo rotante (H;) y bajo la
influencia de los procesos de relajacion magnética nuclear

La interaccion de los nucleos en estudio con su entorno, en particular las interacciones
con los momentos magnéticos que se encuentran a su alrededor, garantiza en primer
lugar el establecimiento de la magnetizacion en su estado de equilibrio termodinamico
(ecuacion 1.10) con la anulacién de las componentes transversales de la ecuacion 1.9
(Abragam, 1961). Adicionalmente provoca la recuperacién de las componentes
longitudinales y la destruccién de las transversales en las ecuaciones 1.15-1.17. En el
capitulo 2 analizaremos en profundidad estos procesos, ahora nos limitaremos a Ilamar
relajacion transversal a aquellos procesos que provocan la destruccion de las
componentes transversales de la magnetizacion y caracterizaremos su eficiencia
utilizando una constante de tiempo Illamada tiempo de relajacion transversal (T,). De la
misma forma llamaremos relajacion longitudinal a los procesos que garantizan la
recuperacion de la componente longitudinal de la magnetizacion y caracterizaremos su
eficiencia utilizando una constante de tiempo llamada tiempo de relajacion longitudinal
(T1) (Solomon, 1955). Considerando estos procesos Félix Bloch modificd las
ecuaciones que describen la evolucion temporal de la magnetizacién (1.8, 1.11y 1,12)
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y, en el caso del sistema del laboratorio, propuso el siguiente sistema fenomenoldgico
(Bloch, 1946; Solomon, 1955):

dM = ;(‘7 < 1T — (,\I.‘.i -‘- .1/}. ] )- (.\/‘, .— M, ’k.
dt T, T,
dM .. M.
{" =y(M,H,-M,H, )- /

dr . " [:

\ . M,
d. l—' = ;,/(_\[ Hy =M, H,)- '["

dr i o [:
dM, (M, -M,)

y(M Hy =M H )=
(// ; ’ I
(1.18)

En la ecuacion 1.18 se ha considerado que la relajacion transversal puede ser
provocada no solo por las interacciones con otros momentos magnéticos nucleares,
sino también por las inhomogeneidades de campo y la presencia de elementos
paramagnéticos (Solomon, 1955). Por otro lado, se ha considerado el medio isotrépico
para justificar la misma constante de tiempo (T,) en las ecuaciones para las 2
componentes transversales de la magnetizacion. EI campo magnético resultante sobre
la muestra puede describirse de la siguiente forma (Solomon, 1955):

H. =H cosax¥
H, —+H.senox
H,=H,

o,

==
' (1.19)

Donde el signo de Hy depende de si y es positiva 0 negativa (Abragam, 1961;
Solomon, 1955). Es decir, la suma de un campo magnético constante Hy y un
campo magnético variable H;, perpendicular a Hy, que tiene amplitud Hi=-w@:/y y
rota alrededor de Hy con una frecuencia . Este campo es usualmente una componente
de un campo magnético linealmente polarizado aplicado a lo largo del eje X del
sistema X, Y, Z (Hx=2H;cosmt) que rota en el mismo sentido de las manecillas del reloj
(+m); la componente que rota en sentido contrario a las manecillas del reloj (-) puede
ser no considerada (Abragam, 1961).

En el sistema de coordenadas X’, Y’, Z’ la ecuacion 1.18 puede escribirse de la
siguiente forma (Bloch, 1946):
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dBE o P WM ]} \My =My
dt Y IJ
M .. M,
bt =— ” -+ -, )M,
dt )
‘,“JL =- ll ~\o-o, )M . -~ M,
dt 1, ) ’
(7/.\{},7 e UI»’I; .1]‘,7]
dt : 7,

(1.20)

La solucion de la ecuacion 1.20, para el caso de que los parametros de la misma se
mantengan constantes, es una suma de términos exponenciales decrecientes y un
término correspondiente al estado base o steady state ((dMx-/dt)=0, (dMy-/dt)=0,
(dMz/dt)=0). Cuando ha transcurrido suficiente tiempo para que los exponenciales
decrecientes tiendan a cero, las componentes de la magnetizacion tienden al término
correspondiente al estado base donde (Abragam, 1961):

(r—am, ),‘H_T::

M. = W
X I+ [I;(f"— [oN l]' + ,.'-IIA'T‘"[':
o= LI —V
1+ [TJ(-)—(-) ]]' -},-Ill_ ]ll_
M, I+ I’]':l_(')— @, )]

“ T [ )+ HITT .
+ L \w=a, )| +y h7] o,
' ' (1.21)

Considerando que la relacion entre las componentes de la magnetizacion en ambos
sistemas coordenados esta dada por la ecuacion 1.22, podemos describir la evolucion
temporal de las componentes de M en X, Y, Z de acuerdo a la ecuacion 1.23 (Abragam,

1961).

M, +iM, =(M . +iM,. )e"
M s M - COS N — ‘\-[) Senox

M, =M .senex+ M. cosax

M,=M,
(1.22)
M. = S '”"{.' — M [(m—m_‘l!.cuwr- \mml‘]
Coa+[le-a,)f =y HITT, '
o, T. ; .
M, = X x — M =, )T sened +coson
|+ (-, )F +y HITT. [ s |
i 14 [1 e~ n )} A
o e[lle=-a))f + HITT,
(1.23)

En resonancia (m=mo), la ecuacion 1.23 puede escribirse:
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M,=- :7{‘1'[." M senent
\+ 7 HTT
M, = 'Il[ — M, cosans
|+ HTT,
M

M, = e
© N+y'HTT,

(1.24)

Como es posible observar en las ecuaciones 1.23 y 1.24, las componentes transversales
de la magnetizacion en X, Y, Z son dependientes del tiempo y esta variacion es el
origen de la sefial de RMN cuyos fundamentos veremos en detalle en el capitulo 3.
También es evidente, a partir de estas mismas ecuaciones, que la sefial de RMN
contendrd informacion sobre los valores de T, y T, siendo esta la base de la
implementacion tecnoldgica de la Relajacion Magnética Nuclear como veremos en el
capitulo 3.
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Capitulo 2: Relajacion Magnetica Nuclear

Giromag 02, primer equipo de Relajacion Magnética Nuclear construido en Cuba.
Grupo de Resonancia Magnética Nuclear. Departamento de Fisica. Facultad de
Ciencias Naturales y Matematica. Universidad de Oriente. Santiago de Cuba, Cuba.

24



Relajacion Magnética Nuclear

Una vez alterada la diferencia de poblacion entre los subniveles de Zeeman (n), gracias al
suministro de una cantidad de energia exactamente igual a la diferencia energética entre los
subniveles magnéticos consecutivos, se requiere de procesos en los cuales el sistema de
ndcleos en estudio (sistema de spines) realice intercambios energéticos con el entorno que
tiendan a restaurar la diferencia de poblacion en el estado de equilibrio termodinamico (n).
Estos procesos pudieran ser (Bloembergen et al, 1948):

-El intercambio con el campo de radiaciones térmicas, sin embargo, en este caso la
probabilidad de emisién espontanea (A) es de 10%s™ y el tiempo de relajacion
correspondiente a esta interaccion seria *10"s.

-Las interacciones eléctricas, sin embargo, para que ellas provoquen la relajacion del
nucleo en estudio se requiere que este posea un momento cuadrupolar eléctrico (Q)
distinto de cero y, también, que exista una variacion del gradiente de campo eléctrico
en la posicion de dicho nucleo. Para los protones 1=, Q=0.

-Las interacciones magnéticas entre los momentos magnéticos nucleares y las que
tienen lugar entre ellos y momentos magnéticos electrénicos presentes en la muestra.

Como interaccion magnética dominante vamos a considerar la interaccion Dipolo-
Dipolo por su papel preponderante en la relajacion spin-reticulo dentro de las
sustancias diamagnéticas y por ser la total responsable del ensanchamiento de la linea
de Resonancia Magnética. Para realizar este analisis tedrico nos apoyaremos de forma
fundamental en el trabajo seminal publicado por Bloembergen, Purcel y Pound en la
mitad del siglo pasado (Bloembergen et al, 1948) y que es considerado la base de los
fundamentos de la Relajacion Magnética Nuclear.

Vamos a asumir un reticulo rigido de N spines. Bajo la accion de un campo magnético
externo y constante Hg, y considerando la interaccion dipolo-dipolo entre los
momentos magnéticos nucleares g=yihli y g=y;hl; separados una distancia ri, el
Hamiltoniano (H?®) del sistema es:

y I 3y hr, (1',., o/ ) '
)

H® = Z;—ah[ oA, + Z;/,M' 02 ( ( i |
J f f -, ]':' ‘ |
2.1)

En la ecuacion 2.1 el primer término del miembro derecho se corresponde con la
interaccion de cada uno de los momentos magnéticos nucleares con el campo
magnético externo (Ho). EI segundo término es la resultante de la interaccion dipolar
de cada uno de los nucleos con el resto de los momentos magnéticos nucleares en su



entorno (figura 2.1 A). La sumatoria por j dentro del segundo término es lo que se
conoce como campo magnético local (Hiq):

® O
&

Figura 2.1. Interaccion dipolar
Leyenda: A, interaccion magnética dipolar entre dos niicleos de momentos magnéticos ; y 4 separados una distancia ry. 9

y ¢ son los angulos radiales y azimutales que se emplean para identificar la posicion de z; con respecto a 4 en coordenadas

esféricas. B, conjunto de elipses que representan momentos magnéticos en un reticulo rigido, donde se identifican en color

rojo 2 nlcleos i (nucleos en estudio) con diferentes entornos magnéticos (momentos magnéticos destacados en azul) y, por
tanto, con diferentes valores de Hig,, Ha?=(HotHioc2)K Y @g=-yHg?

Para describir su efecto la interaccion dipolar se asume como una perturbacion V,
donde:

V=YYV
V.=y'0’r?[4+B+C+D+E+ F|
A=1_1_{1-3cos’ 9, )

B = ‘ll[u,: —il NI, +il )+ (1, +it NI, =il JJi-3cos® 8, )

C= ; [(/ il )/; o il )/ ]\«:n-'»‘, cos G e %
3 [T
D=2, i, )1, +(r, ~i1, )1, }sen8, cos 8,¢'* &
E=- :‘I. vl NI+l ken'9 e % g il
1 :
F = ‘ (£, ~it NI, —il, Jsen’ 3, e e~

(2.3)

Donde § y @ son los angulos radiales y azimutales que caracterizan la posicion de g
con respecto a g en un sistema de coordenadas esféricas (figura 2.1 A). En un reticulo
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rigido las contribuciones dominantes de la perturbacion aparecen contenidas en los
términos A 'y B. Los términos de la E a la F representan perturbaciones periddicas de
pequefia amplitud. Clasicamente A provoca el cambio de la componente Z del campo
magnético resultante que siente el nucleo en estudio como resultado de su interaccion
con la componente Z del campo magnético local resultante originado por los momentos
magnéticos vecinos (Hg“=(Ho+Hioc)K). Al cambiar Hg?=(Ho+Ho)k cambia también
su frecuencia de resonancia (wg=-yHg"). Asi, como en el interior de este reticulo rigido
los nucleos en estudio van a estar ubicados en diferentes posiciones, estos van a tener
diferentes entornos magnéticos; es decir, van a estar rodeados por diferentes
distribuciones de momentos magnéticos vecinos y van a sentir, por tanto, diferentes
campos magneéticos locales (Hi), ver figura 2.1 B. Por ende; habra dentro del reticulo
una distribucion de campos magnéticos locales ((Hiqc)i), lo cual lleva a la existencia de
una distribucion en los valores de las componentes Z del campo magnético resultante
que sienten los nucleos en estudio ((Hg%);) y por tanto una distribucién de frecuencias
de resonancia ((a)R)i:-y(HRZ)i). La variacion de Hj,. dependera de las caracteristicas
geométricas y estructurales del reticulo, sin embargo, puede establecerse la
contribucién del término A al valor medio cuadratico del campo local, la cual estara
dada por la ecuacion:

E(l cos” &, )
: l he I+ 1)

2 'y

(H:)

i

(2.4)

La existencia de una distribucién de frecuencias de resonancia ((@g)i=-y(Hz%);) conduce
a un ensanchamiento de la linea de resonancia magnética dado por la siguiente
ecuacion:

‘w.", ’;, —,":(Hf.)

Z(l ~cos” &, )

s

(m(_ )_,, = L},;h:l(l+l) (2:5)

El término B provoca el cambio simultaneo de orientacion del momento magnético de
2 nucleos iguales que se encuentran cercanos y sus momentos magnéticos poseen
diferente orientacion con respecto al campo magnético externo constante (figura 2.2).
Esto ocurre porque 2 nucleos iguales y cercanos, que sienten el mismo campo
magnético resultante (Hgr=Ho+H,,), van a precesar (en X, Y, Z) alrededor de
Hgr=Ho+Hio con la misma frecuencia de resonancia mg=-yHg; y cada uno va a provocar
la aparicion, en la posicion de su vecino, de un campo magnético rotante
(perpendicular a Hy) que varia con er=-yHr y que induce el cambio de orientacion del
momento magnético del vecino. Este proceso limita el tiempo de vida media del nucleo
en cada subnivel energético de Zeeman incrementando también el ancho de la linea.

38



La variacion del ancho de la linea a partir de la contribucion simultdnea de A y B
estara dada por la siguiente ecuacion:

Y {1-cos® 9 )
9 e Hi+n=

e
"

(2.6)

-

_‘(’w:. |

I. =

I
(

Aqui, en el reticulo rigido, T, estd basicamente determinado por la interaccién
magnética dipolar de los nucleos en estudio con los momentos magnéticos vecinos,
especialmente con las contribuciones de los términos Ay B.

a
% 4 ol

B, H,
) =

1Y i @y =—1H, p n

> — 3 S —
T ' Y
A L @y =—1H,
X X <--~‘_—___-_-___ ! P
— = ,IIJ

B: & & 7 4

HJ ) H:. \

S ”D
i # o, =-yH,
: > — 3 - > ¥
'ujn
X '
Y —T—\ X
<__-- ‘E::"' a
o, =-)H

Figura 2.2. Efecto del término B de la perturbacion dipolar
Leyenda: A, dos niicleos iguales y cercanos con momentos magneéticos 4 y 4 orientados en diferentes direcciones con
respecto a Hy y precesando en X, Y, Z con ax=-yHg. B, como resultado de la rotacion de las componentes transversales de
los momentos magnéticos con wg=-yHg, cada uno genera en la posicion de su vecino un campo magnético rotante
(perpendicular a Hy) que trae como consecuencia el cambio de orientacion simultaneo de ambos momentos magnéticos con
respecto a Hy. El sentido de las rotaciones ha sido escogido tal que y>0

Cuando el reticulo no es rigido, es decir, cuando hay presencia significativa de
movimiento, lo cual significa que hay una variacion de rij, 9; y @; en funcion del
tiempo, esto puede provocar transiciones entre los niveles de Zeeman y se dice, en ese
caso, que el sistema de spines y el reticulo estan intercambiando energia. Basicamente,
en presencia de movimiento, la perturbacion V=V(t):
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r=%r

Vy=r0rt)][4+B+C+D+E+F]
A=1,1(1-3cos’ 8 (1))

B=—llt i o, =it o lr i o, =it Ji-3cos’ 8, (1)

C=- :{”” il M. +\I,+il ). ]'..'nﬂl (r)cos 9, (the ™" e

D=—Z|t, =it M, +(1, il )1 fen8, (r)cos 8, (r)e'™ e~

-
St

E=- 5;(!:, w1l N, +il Jsen 8 (rle™ "7 e!
F= _;;ll., —il NI =il )sin® 9, (¢)e™ e~
(2.7)

Si definimos las funciones coordenadas que caracterizan las variaciones relativas de
las posiciones de los ndcleos como:

F, =(1-3cos’ 8, ()lr),
F,, =sen8 (t)cos 8, (t)e ™"'r(r),’

F,, =sen*8, (1) " r(1);]
(2.8)

Entonces, las distribuciones de frecuencias existentes en el reticulo producto del
movimiento molecular son las siguientes:

Jo@)= [(1=3cos* 8, (1)lr), e dr

J (@)= J.\'un[)‘ (1)cosd (r)e ™" rt). e dr (2.9)

Jilw)= I“'”:tg..(/ e\ r J.e "t

Si J1(@0)#0 y J1(-w0)#0 entonces los términos C y D de la perturbacion seran seculares
y ocurriran transiciones con Am=x1. Si J,(2m)#0 y J2(-2m0)#0 entonces los términos E
y F de la perturbacion serén seculares y ocurrirdn transiciones con Am=%2. Esto
garantizara el intercambio de energia entre el sistema de spines y el reticulo.

Otra forma de analizar el efecto de los campos magnéticos locales es considerar que el
campo magnético local que produce un nucleo j sobre un ndcleo i tiene 2 componentes:
una parte estatica ((Hi,.);) que depende de l,; y una parte rotante ((Hi,c" ")) que
depende de (ly-ily;), ver figura 2.3. El movimiento molecular provoca las fluctuaciones
de la parte estatica del campo local. Si dentro de estas fluctuaciones encontramos
variaciones temporales de la componente estatica cuya frecuencia coincide con la
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frecuencia de resonancia del ndcleo i; entonces el ndcleo i se ve sometido a un campo
magnético variable, originado gracias al movimiento molecular, que es capaz de
inducir transiciones con Am=+1. Este es el efecto que provocan los términos C y D de
la perturbacion V(t).

Figura 2.3. Componentes estatica y rotante del campo magnético local que sienten dos nicleos i y j que se encuentran lo
suficientemente cercanos
Leyenda: el ndcleo j provoca la aparicion, en la posicion del ndcleo i, de un campo magnetlco local con componentes
estatica (Hyo.” )ji y rotante (Hi* )JI De igual forma, la cercama dei provoca la aparicion, en la posicion del ndcleo j, de un
campo magnético local con componentes estatica (Hyo.- )ij ¥ rotante (Hio* )Il El sentido de las rotaciones ha sido escogido

tal que ¥ >0

La componente rotante del campo magnético local consiste en 2 componentes
circularmente polarizadas. En el caso del reticulo rigido una de ellas tiene un efecto
despreciable (rota en sentido contrario a la precesion del momento magnético del
nucleo i alrededor del campo magnético resultante) y la otra, que rota en el mismo
sentido de la precesion del momento magnético del nucleo i alrededor del campo
magnético resultante, provoca el ensanchamiento de la linea causado por el término B
de la perturbacion V. En un reticulo con movimiento, si existen movimientos
adecuados con frecuencia 2w 0 -2, la componente que era despreciable en el reticulo
rigido revierte su movimiento y ahora es efectiva pudiendo interactuar con el nucleo i.
Este es el efecto que provocan los términos E y F de la perturbacion V(t). Como lo
mismo ocurre en el nucleo j, debido al efecto de la componente rotante del campo local
que se origina en el ndcleo i, entonces habra transiciones dobles.

De esta forma es claro que en un reticulo mévil (no rigido) las perturbaciones
contenidas en los términos C, D, E y F de la perturbacion V(t) son capaces de provocar
intercambio de energia entre el sistema de spines y el reticulo a través de la ocurrencia
de transiciones con Am=+1y Am=12.

Las probabilidades de ocurrencia de las transiciones con Am=%1, que puede ser entre
los 2 subniveles magnéticos de Zeeman que surgen cuando 1=1/2 o entre subniveles
consecutivos cuando 1>1/2, pueden evaluarse como:
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W = :;’:f):/(/-‘r“ J(v, )+ l\./».(:v, )

(2.10)

Donde vo=m/2x, el signo + representa el subnivel de menor energia (con poblacion N+)
y el signo — el de mayor energia (con poblacion N-). Si la diferencia de poblacion entre
estos subniveles es n=(N+)-(N-) y su valor en el estado de equilibrio termodinédmico es
No=((N+)+(N-))(yhHo/2kT) entonces:

2N W_-2N.W_,
dn (211)

20, —n)

5 1 ‘
yIIA A1y S+ 2 J,2v)

La expresion de 1/T; en la ecuacion 2.11 es valida para interacciones homonucleares
entre nucleos con 1=1/2.

En un reticulo en movimiento los términos A y B de la perturbacion dipolar (que en un
reticulo rigido provocaban el ensanchamiento de la linea descrito en la ecuacion 2.6)
van a ser seculares si utilizamos valores de frecuencias “cerca de cero” para Jo(v), s
decir, la perturbacion sera secular hasta valores de v=m/2r para los cuales hv esta en el
mismo orden que el desdoblamiento energético provocado por la propia perturbacion.
Al ser seculares, A y B provocaran un ensanchamiento de la linea (Aw=2rAv=1/T,)
dado por:

| 3L 1A+ Fo
7 — 2;" fl‘ 3 Jl‘,‘l(‘ L/| (212)

El intercambio de energia entre los ndcleos en estudio y su entorno, provocado por los
términos C, D, E y F de la perturbacion V(t), limita el tiempo de vida media de los
nucleos en cada uno de los subniveles energéticos de Zeeman y contribuye, por tanto,
adicionalmente al ensanchamiento de la linea. Para ndcleos con 1=1/2 el
ensanchamiento resultante de la linea sera recogido en 1/T, y estara dado por:
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Asi, T, es una constante de tiempo que refleja la probabilidad de las transiciones entre
los subniveles energéticos de Zeeman inducidas por la interaccién con los momentos
magnéticos vecinos y el movimiento molecular, los cuales garantizan el flujo de energia
entre el sistema de spines y el reticulo. Por su parte T, es una constante de tiempo que
refleja el ensanchamiento de la linea de RMN (si excluimos el ensanchamiento debido
a las inhomogeneidades de Hg); sin embargo, gracias al aporte de T; al
ensanchamiento de la linea, también T, puede relacionarse con la probabilidad de las
transiciones entre los subniveles energéticos de Zeeman que garantizan el flujo
energético entre el sistema de spines y el reticulo.

Es claro que para tener expresiones mas “potables” de 1/T; y 1/T, en las ecuaciones
2.11y 2.13 es necesario tener, a su vez, las expresiones de las transformadas de Fourier
de cada una de las 3 funciones espaciales que describen la interaccion dipolar: Jo(v),
Ji(v) y Ja(v). Para ello vamos a tener en cuenta la funcion de correlacion K(t) que
expresa como estan relacionados los estados de interaccion dipolar de los nicleos en un
instante t y otro t+t:

K(z)=(F(e)F*(r+ 7)), (2.14)

En la ecuacion 2.14 K es una funcion real dependiente de t e independiente de t y que
es cero para grandes valores de t. J(v) es la transformada de Fourier de K(t):

()= [Kle)ds 015

Para simplificar el analisis se asume que la funcion de correlacion tiene forma de
exponencial decreciente:

K(r)=(F(r)F*(1)) e
(2.16)

En la ecuacion 2.16 1. es una constante de tiempo que caracteriza el movimiento molecular
y, dada esta forma de la funcion de correlacion, es el valor de t para el cual la correlacion
entre las interacciones dipolares en dos instantes diferentes de tiempo se reduce e veces.
Asi:
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i=012
De esta forma, “potabilizar” las expresiones de 1/T; Yy 1/T, en las ecuaciones 2.11y 2.13
significa calcular, a partir de la ecuacion 2.17, las expresiones de las funciones Jo(vo),
Ji(vo) ¥ Ja(vo) ¥ para ello se requiere, basicamente, computar las expresiones (Fi(t)
Fi*(t))av parai=0,1y 2.

Los movimientos moleculares que mas aportan a la relajacion magnética nuclear,
especialmente en medios bioldgicos, son la rotacion y la difusion molecular.

Relajacion magnética Nuclear modulada por la rotacion

Para el caso de nucleos con 1=1/2, que interaccionan dipolarmente con los momentos
magnéticos de su entorno de forma tal que se mantiene constante la distancia entre los
entes interactuantes y varia aleatoriamente la direccion del vector que los une, si
asumimos geometria esférica y una funcion de correlacion de tipo monoexponencial,
entonces las velocidades de relajacion longitudinal (1/T;) y transversal (1/T;) pueden
ser descritas por las siguientes ecuaciones (Kubo y Tomita, 1954; Solomon, 1955;
Hubbard, 1961; Woessner, 1962; Woessner, 1969):

/l. = :‘ :-.- l ‘B (e, )+ S (2, |I

|

I 9 ‘|-;-"f=:[-’~(")"”-"r'j"’r)‘“-’:'-'-‘"‘n']

T, 32\4r)

(2.18)

Donde p, es la permeabilidad magnética del vacio. La ecuacion 2.18 ha sido la méas
empleada en las condiciones planteadas y coincide con las ecuaciones 2.11 y 2.13
planteadas por Bloembergen, Purcell y Pound (Bloembergen et al, 1948), salvo en el
factor % que aparece multiplicando a J,(2mo) en la expresion para 1/T;. El factor
(no/4m)? es imprescindible para un correcto analisis dimensional y como factor escala.

Si se asume que la distancia que separa los entes interactuantes dipolarmente es
invariante, de valor b, y que solo varia aleatoriamente la orientacion del radiovector
que los une (molécula rigida que contiene ambos entes interactuantes y que rota)
entonces (Bloembergen et al, 1948):
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(2.19)

A partir de las ecuaciones 2.17 y 2.19, la ecuacion 2.18 puede ser reescrita de acuerdo a
(Kubo y Tomita, 1954; Solomon, 1955; Hubbard, 1961; Woessner, 1962; Woessner,
1969):

r ;|

7, 4r
14 [t')“f, J |4 -'”rr.l. T, ]

L 1

2
T

5r 2, ‘

R | 4(-r'e‘,r, ¥ ‘ | +4arr,. ¥
: (2.20)

En la ecuacion 2.20 tc es el tiempo de correlacion rotacional de la molécula que
contiene los entes interactuantes.

En el caso de la presencia de un paramagnético en la muestra, el nicleo en estudio se
relaja adicionalmente gracias a su interaccion dipolar con el spin electronico S de
acuerdo a (Solomon, 1955):

| 1| 2, ) vilt Ty 3z, bre_, 6r,

Nl teed (2.21)

Aqui ys Yy oo son la razon giromagnética y la frecuencia de resonancia,
respectivamente, del electrdon no pareado en la estructura del elemento paramagnético.
En la ecuacion 2.21 tc es el tiempo de correlacion resultante de las contribuciones del
tiempo de correlacion rotacional de la molécula que contiene los entes interactuantes
(tc) y el tiempo de relajacion longitudinal del spin electrénico (ts), de forma tal que
1/tc..=1/tc+1/ts. Como es evidente, si Ts<<tc, eNtONCES Tc..=Ts.
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Relajacion Magnética Nuclear modulada por la rotacion en el caso de la
asimetria esferica

Si en vez de considerar que los 2 entes interactuantes estan embebidos en una molécula de
geometria esférica rigida que se mueve isotrpicamente en un medio continuo de viscosidad
n; asumimos que los mismos estan insertados en una molécula rigida de geometria elipsoidal
que se mueve anisotropicamente en este medio (el movimiento del elipsoide es diferente en
dependencia del eje principal con respecto al cual se realiza); entonces las funciones
densidad espectral (Ji(w)) se calculan segun la ecuacion (Woessner, 1962; Woessner et al,
1969):

- io('xi - ;0(_"? - : i
l+(wr_ ) ) {1+ (ery) ) N1+l ) J|

Jlw)= K (',l & C

14+ (wr, ) |

d = é[*((;’ F el T+ G I‘)- I]

e (l o‘,|(>|f I+ 30m Y Y l)' ..)'"(vlln ' o300 ¥ —1)4 o‘,(h(u '3 Y 'Y ])]
.l

C,.=d-e
' & d+e
C, = 6lm ¥l ¥

<, =6l )
c, =6l Jlmf

.L: IR, + R, + R,

1 4R <R +R

L 4R, + R + R,

~
3

L:cﬁﬁ:m-‘-r’ﬁ

P (:’?_ R)
(R -1 F

L =+(RR, + RR, + R.R,)
R=1(R +R,+R,)

3
3

ol
1577 18

(2.22)

Donde Ry, R, y R3 son los coeficientes de difusion rotacional alrededor de cada uno de
los 3 ejes del elipsoide. I, m y n’ son los cosenos directores del radiovector que une a
los 2 entes interactuantes embebidos dentro del elipsoide con respecto a un sistema de
coordenadas ubicado de forma que coincide con los 3 ejes del elipsoide.

En liquidos, donde m’t’<<1, las velocidades de relajacién longitudinal y transversal
van a estar dadas por la ecuacion:
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(2.23)

La ecuacion 2.22 es evidentemente compleja, sin embargo, se simplifica notablemente
si el movimiento alrededor de 2 de los ejes principales del elipsoide se realiza con igual
coeficiente de difusion rotacional (R,=R3):

Jio)=2k| 4 —Fa - |+8] | €l —=
1 [ 1+ (o7, ) L1+ (o7 ) 1+ (et )
 (as ¥
A 4‘.\(1 J I' |
B=3Yh-())
& ‘\(lil l’l
4
) =06R,
Z._‘
~ —5R +R,
Ty i
1
__—4R +2R

(2.24)

La ecuacion 2.24 se cumple tanto cuando R,>R; como cuando R,<R;. Aqui el
movimiento del elipsoide es simétrico alrededor de X’ (eje X del sistema coordenado
rectangular que coincide con los 3 ejes principales del elipsoide (X°, Y’, Z)), por ello la
funcion densidad espectral solo depende de I’ y no de m’ o n’. Es decir, las funciones
J(w) solo dependen del angulo entre el radiovector que une los entes interactuantes y el
eje de simetria para el movimiento del elipsoide (X’). Este caso particular se puede
subdividir, a su vez, en 3 casos especificos:

a) Si el radiovector que une los entes interactuantes es paralelo al eje de simetria,
entonces 1’=1 (Cos0°=1) y:
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(2.25)

Puede verse la similitud de las ecuaciones para 1/T;y 1/T, en la ecuacion 2.25 con las
obtenidas por Kubo y Tomita en 1954 (Kubo y Tomita, 1954), Solomon en 1955
(Solomon, 1955) y por P. S. Hubbard en 1961 (Hubbard, 1961) mostradas en la

ecuacion 2.20.
b) Si el radiovector que une los entes interactuantes es perpendicular al eje de

simetria, entonces 1’=0 (C0s90°=0) y:

_|l‘ r | 3 T, |

J o) =2K| — |
l*l’l/}.’,l‘ 4 1+ (. ) )
1
A==
1
B0
(—. S
4
L _3(m ol ey | [ 4ra | [ 3% | [ 12 |
7, 0! 4r " |~' |»1m_.‘_|‘ L1+ Cq‘r‘l- I 1+ lear, Flol14 2enz, r I
- 10 T, | 4 T b3 10 3z, |
: 3 e |+ T |+ 0T +—
1 9 (1 ¥'H 1 3\0+ler,r ) 311+Q2;r, ) ) 3 1+leyr. ) )
I, 32\4z) r* 8§ ~
b 1-{2eyr- F |(2 26)

¢) Si el radiovector que une los entes interactuantes forma un angulo de 45° con el eje
de simetria del elipsoide:
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Es posible asumir como mayoritario o representativo uno de los casos a), b) o c), sin
embargo, en realidad, siendo el movimiento anisotrépico, puede existir una
distribucion de orientaciones del radiovector que une los entes interactuantes con
respecto al eje de simetria del elipsoide. En ese caso las velocidades de relajacion
serian la sumatoria sopesada de las contribuciones de cada orientacion.

Relajacion Magnética Nuclear modulada por la difusion

Vamos a considerar dos nucleos i y j (1=1/2) embebidos, cada uno, dentro de moléculas
esféricas de radio a, las cuales difunden en un medio continuo de viscosidad dinamica
absoluta n a la temperatura absoluta T. Las velocidades de relajacion magnética nuclear
debidas a la interaccion dipolar entre iy j estan dadas por la ecuacion 2.20 si se considera
una distancia fija (b) entre los entes interactuantes y que la rotacion molecular modula la
relajacion. Sin embargo; si consideramos la difusion simultanea de las moléculas que
contienen a i y j, dentro de una capa esférica de radio r y ancho dr, entonces la distancia
entre los entes interactuantes (r) variarda modulando la interaccion dipolar (Bloembergen et
al, 1948; Ayant et al, 1977). En este caso, considerando un régimen de intercambio rapido
((0otc)?<<1), la ecuacion 2.20 puede escribirse como:

I _,3 [ #4 WALk 50 =3 "' ,

! 10\ 42) 7 \ 47 )
3 \* A2 / V2 vin?

.I_ =2-> [ o | 4 X 107, =3 £o | ! e T,

I, 20\4x/) »° \4z)

(2.28)

En la ecuacion 2.28 hemos considerado el caso particular de 2 protones ubicados en
diferentes moléculas, siendo la molécula j (la que contiene al proton j) una molécula de
agua. Particularmente, hemos tenido en cuenta la interaccion dipolar de un proton
ubicado en la molécula i (que contiene el protdn i) con los 2 protones en la molécula j.
Asumiendo . como el tiempo que necesita el proton j para moverse una distancia r a
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partir de la posicion del proton i, en cualquier direccién, como resultado de la difusion
caracterizada por el coeficiente de difusion translacional D (tc=f(r, D)), entonces:

y F 0
) Hy | ] h

=2 = (D
=7 ar) IV )

(2.29)

Aqui D tiene en cuenta la difusién simultanea de las moléculas que contienen los
protones iy j. Multiplicando la ecuacién 2.29 por el nimero de moléculas de agua j por
cm® (Ng”) es posible evaluar las velocidades de relajacién magnética protonica en la
unidad de volumen:

| | { u % S .
2 0 / / " /))\'.u
\ 4 [ r l

= el

=P
(2.30)

Entonces, multiplicando la ecuacién 2.30 por el volumen de la capa esférica (4xr’dr) es
posible describir las velocidades de relajacion magnética protdnica en todo el volumen
de la capa:

& Ar.DIN 4= dr

(2.31)

Finalmente, integrando desde el radio de méxima aproximacion (2a) hasta o, es
posible evaluar las velocidades de relajacion magnética protonica en el volumen
completo:

|7|7.,“..|

/ol 4z )’ I ¥
e kI

Oy

1N | LA DY

(2.32)

Para el caso del agua libre, f(r, D)=r’/12D y la ecuacién 2.32 se convierte en:

11 7‘ i Y Ny (Y my'W N | ) 3y ' N|
I, T, \4r) 2aD \4x) 5, kI “\4z) k1

(2.33)

La presencia de un paramagnético dentro de la muestra provoca una interaccion
dipolar entre el nacleo en estudio y el electron no pareado localizado en la estructura
del elemento paramagnético (Bloembergen et al, 1948; Solomon, 1955; Koenig y
Schillinger 11, 1969; Cabal-Mirabal, 2020). Solomon (Solomon, 1955) describi6 esta
interaccion de acuerdo a:
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(2.34)

Donde el subindice S se refiere al electrén no pareado en la estructura del elemento
paramagnético, ry.c es la distancia entre el ndcleo en estudio y el electrdon no pareado y
Tc-e €S el tiempo de correlacion efectivo resultante de la combinacion de los procesos
que modulan la interaccion dipolar nucleo-electroén.

Si multiplicamos la ecuacion 2.34 por el nimero de elementos paramagnéticos por cm?
alrededor del nucleo en estudio (Ne), es posible evaluar las velocidades de relajacion
magnética nuclear en la unidad de volumen:

1 v v N r ir. 67-

Mo \ 7 7% ¢ [ M S C-¢
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20 4z) i, | T 14lg-ay Fr2, l+agri, lienne, 1+(a+ o)t

A=

(2.35)

Vamos a considerar que las moléculas que contienen el nacleo en estudio y el elemento
paramagnético tienen geometria esférica, con centros respectivos en el nudcleo en
estudio y en el electrén no pareado. Si la molécula que contiene al nicleo en estudio
difunde alrededor del elemento paramagnético con un coeficiente de difusion
translacional D*; dentro de una capa esférica con centro en el electron no pareado,
radio que cambia entre ry,e Yy rnetdrne Y vVolumen 4n(rN.e)2drN_e; entonces
multiplicando la ecuacién 2.35 por 4m(ry.)’dry.e es posible evaluar las velocidades de
relajacion magnética nuclear en el volumen de la esfera:

T, ;~- TR ' Yox ¥ c—« T YO ) o (2'36)

Finalmente, integrando desde la distancia de maxima aproximacion entre las
moléculas que contienen el nucleo en estudio y el elemento paramagnético (d) e o, es
posible evaluar las velocidades de relajacion magnética nuclear en todo el volumen:

"2z y'yskN, T 3r 67
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(2.37)
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Asumiendo que: Tc..=ts(1-3/2(ts/310)"%), ®o<<@os ¥ ®oTce<<1 (donde tp= d*/3D* es el
tiempo que toma el ndcleo en estudio para difundir fuera del rango del campo
magnético dipolar del elemento paramagnético), la ecuacion 2.37 se transforma en
(Koenig y Schillinger 11, 1969):

| )
. © (2.38)

En el limite en el cual las fluctuaciones en los campos magnéticos locales vistas por el
nucleo en estudio son principalmente gracias a los cambios de orientacion del
momento magnético del electron no pareado (a la velocidad ts?), lo cual significa que
los procesos de difusion son mucho mas lentos que la relajacion magnética longitudinal
del electron no pareado (ts<<tp), entonces la ecuacion 2.38 se transforma en:
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(2.39)

Relajacion Magnética Protdnica en el agua

Vamos a analizar el caso particular de la relajacion magnética proténica en el agua porque
este medio constituye un medio de referencia fundamental en los experimentos de resonancia
magnética al poderse estimar teéricamente, como veremos, los valores de Ty e incluso de T,
a diferentes temperaturas. Por otro lado, la independencia con vy permite emplear el agua
como referencia en diferentes equipos de Resonancia Magnética con diferentes sistemas
magnéticos generadores del campo magnético externo constante. En el caso de la relajacion
magnética protonica del agua vamos a tener 2 contribuciones fundamentales, una
contribucién intramolecular y otra intermolecular (Bloembergen et al, 1948):

fmler (240)

La contribucion intramolecular se refiere fundamentalmente a la interaccién dipolar
entre los 2 protones constituyentes de la molécula de agua y estd modulada por el
movimiento de rotacion de las moléculas de agua. Por ello las velocidades de relajacion
magnética protnica estaran dadas por la ecuacién 2.20; donde b= 1.58 10°m es la
distancia entre los dos protones en la molécula de agua, tc=(4na’/3kT) 1, a es el radio
de la molécula de agua y n la viscosidad dindmica absoluta del agua a la temperatura
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absoluta T. Entonces, a 20 °C, n= 0.001003 Kg/ms, a=1.5 10™°m, k=1.38 102J/K y
(UTinwra=(UT2)inwra = 0.19 5™ (Bloembergen et al, 1948).

En el caso de la componente intermolecular esta relacionada con la interaccion dipolar
entre protones de diferentes moléculas de agua y estara modulada por la difusion de
acuerdo a lo establecido en la ecuacion 2.33. Si empleamos la ecuacion de Stokes-
Einstein donde D=kT/6zna, para 20 °C (1/T1)inter=(1/T2)inter =0.10 s (Bloembergen et
al, 1948).

Asi, en el agua a 20 °C (L/Ty)= (1/T,) ==0.29 s* y Ty= T,= 3.4 s (Bloembergen et al,
1948). Sin embargo, la presencia de oxigeno molecular disuelto en el agua, el cual es un
paramagnético, reduce el valor de T; determinado experimentalmente a 2.3+0.5 s
(Bloembergen et al, 1948).

Relajacion Magnética Protdnica en disoluciones de proteinas

Las disoluciones acuosas de proteinas (figura 2.4) estdn compuestas fundamentalmente
por las macromoléculas proteicas y agua. El agua puede encontrarse enlazada a las
moléculas de proteinas (H,0®) como consecuencia de interacciones electrostéticas con
los grupos polares presentes en la estructura macromolecular, fundamentalmente
enlaces por puentes de hidrégeno, o moviéndose libremente en la solucién (H,O")
(Halle, 2004; Kiihne y Bryant, 2000; Venu et al, 1997; Lores y Cabal, 2005; Lores et al,
2019; Lores et al 2022; Somoano et al, 2022).

‘l /
h‘l::u ‘) lCuﬁrn.; "
»
Figura 2.4. Disolucion acuosa de proteinas. Se ha tomado como ejemplo la hemoglohina (Hb),

Leyenda: pueden observarse, coloreadas de negro y gris, las cuatro cadenas que conforman la globina en la estructura de la
Hb, asf como los 4 grupos Hemo. Se observan, ademas, coloreadas de rojo y azul, el H,0% y el H,0°
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La Relajacion Magnética Protonica en disoluciones acuosas de proteinas esta
determinada por la contribucién dominante de los protones de las moléculas de agua y
de protones pertenecientes a la estructura de la proteina que se intercambian
rapidamente con protones del solvente y son llamados protones labiles (Halle, 2004;
Kiihne y Bryant, 2000; Venu et al, 1997; Lores y Cabal, 2005; Lores et al, 2019; Lores
et al 2022; Somoano et al, 2022). El resto de los protones de la estructura
macromolecular se relajan muy rapidamente, con tiempos de relajacion mucho
menores que los tiempos muertos de la mayoria de los equipos empleados en los
experimentos de relajacion magnética, y por ello su contribucion es despreciable
(Lores y Cabal, 2005). Los dos modelos mas socorridos para describir la Relajacion
Magnética Protonica en disoluciones acuosas de proteinas se describen a continuacion:

Modelo de intercambio entre 2 sitios

Este modelo fue planteado por Dazkiewic y colaboradores en 1963 (Dazkiewic et al, 1963) y
considera al H,0® irrotacionalmente enlazada a la superficie de la proteina, tal que su tiempo
de residencia (tes”) s mucho mayor que el tiempo de correlacion rotacional de la
macromolécula (tg) y mucho menor que los valores medidos de T, y T,. De esta forma se
establecerd un intercambio répido de moléculas de agua entre las fases enlazada y libre y las
velocidades de relajacion longitudinal y transversal (Ri=1/T;, i=1, 2) pueden ser calculadas
de la siguiente forma (koenig y Schillinger I, 1969; Koenig y Schillinger I, 1969; Cabal -
Mirabal et al, 2020; Kiihne y Bryant, 2000; Lores y Cabal, 2005; Lores et al, 2019; Lores et
al, 022):

: 02 0.8
R (e, )=R" "ﬂr..‘ - ..
‘ | 1+ exr l+4dayr
3
=B &) LY
2047 ) 49
Rim)=R* s ld, 1, 04
x 5 l+aor l+4eyr
3\ 47 h*
(2.41)
En el sistema de ecuaciones 2.41 Ry,™™* y Rx™ representan las velocidades de

relajacion magnética protonicas del solvente, y la razén giromagnética del proton, y b=
1.58 10™%m es la distancia entre los 2 protones en el interior de la molécula de agua. tc
es el tiempo de correlacion efectivo correspondiente al agua enlazada
(1tc=1lt e +1/7R) (Halle, 2004). Como el agua ha sido considerada irrotacionalmente
enlazada a la proteina (trs >>tg), entonces tc = tr. Po= (NwsNp)/(Nw(1-V)) es la
fraccion de agua enlazada a la macromolécula, siendo una funcion del namero de sitios
disponibles para el enlace del agua a cada molécula de proteina (nys), la concentracion
molar de proteinas (Np), la molaridad del agua (Ny) y la fraccion de volumen (V)
ocupada por las macromoléculas (Koenig y Schillinger I, 1969; Lores y Cabal, 2005).
Asumiendo 10=n,s como ha sido sugerido por varios autores (Halle, 2004; Koenig y
Schillinger 1, 1969), Py esta en el orden de 10™y la fraccion de agua libre, que aparece
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bulk bulk

multiplicando a Ry, Yy Ry en la ecuacion 2.41, puede ser considerada igual a 1
(Koenig y Schillinger 1, 1969; Lores et al, 2022).

Este modelo, a pesar de haber sido ampliamente utilizado por nuestro grupo de
investigacion y otros autores (Kiihne y Bryant, 2000; Koenig y Schillinge 1, 1969;
Lores y Cabal, 2005; Lores et al, 2019), ha sido ampliamente criticado por los
pequefios valores de n,s obtenidos a partir de su empleo, su pobre descripcion de los
resultados experimentales en los experimentos de dispersion y por no tener en cuenta
la contribucion a la relajacion magnética protonica de los protones labiles y el aporte
de la relajacion cruzada (Halle, 2004).

Modelo de intercambio de 3 sitios

Este modelo considera que en las disoluciones acuosas de proteinas hay 3 tipos de agua:
interna (in), hidratada (hy) y libre (bulk) (Halle, 2004; Venu et al, 1997, Lores et al, 2022,
Somoano et al, 2022). El agua interna esta extensivamente enlazada a la proteina, a través de
enlaces por puentes de hidrogeno, en pequefias cavidades y profundos orificios ubicados en
la estructura macromolecular (Kuntz y Kauzmann, 1974; Denisov y Halle, 1996; Denisov et
al, 1996), teniendo tiempos de residencia promedio (t.es") desde 10™% hasta 10”%s (Kuntz y
Kauzmann, 1974; Denisov y Halle, 1996; Denisov et al, 1996; Otting y Wuthrich, 1989;
Modig et al, 2004) y tiempos de correlacion rotacional (zc") mayores que 10 (Halle y
Denisov, 2001; Halle et al, 1999). El agua hidratada esta enlazada a la superficie externa de
la proteina a través de enlaces por puentes de hidrogeno, teniendo tiempos de residencia
promedios (tes") y tiempos de correlacion rotacional (tc™) en el rango desde 10" hasta
105 (Denisov y Halle, 1996; Modig et al, 2004). El agua libre esta caracterizada por
tiempos de correlacién rotacional (tc™*) en el orden de 10"*%s (Koenig y Schillinger 1, 1969;
Halle, 2004). También se tiene en cuenta la contribucion a la relajacion de los protones
labiles (p), los cuales son protones que estan localizados en residuos especificos en la
estructura macromolecular y poseen tiempos de residencia promedios (t.’) menores que el
resto de los protones en la estructura proteica. Las moléculas de agua interna e hidratada, asi
como los protones labiles, se intercambian rapidamente con el solvente: Tres"<<(Rpw") ",
rreshy<<(R1Why)'1, Tres" << Rlp'l. Los perfiles de dispersion de relajacion magnética protonica
(*H MRD) en disoluciones acuosas de proteinas pueden ser descritos utilizando el siguiente
sistema de ecuaciones (Venu et al, 1997; Lores et al, 2022):
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Donde <Ry,"> es el valor medio de la velocidad de relajacion magnética protonica
longitudinal del agua hidratada. o (caracterizando el plateau de la velocidad de
relajacion para las altas frecuencias) es originado por las Nn, moléculas de agua
hidratadas en la superficie de la proteina y B (caracterizando la magnitud de la
dispersion) es originado por las Nj, moléculas de agua interna y los protones labiles
ubicados en la estructura macromolecular. A es un parametro generalizado para
describir el orden orientacional y D es la constante de interaccion dipolar. En el
sistema de ecuaciones 2.42 p suma sobre todas las Nj, moléculas de agua interna, i
suma sobre todas las interacciones dipolares intermoleculares con protones en la
estructura de la proteina, k suma sobre todos los grupos de protones labiles y los
subindices 1y 2 se refieren a los 2 protones en las moléculas de agua interna (Venu et
al, 1997; Lores et al, 2022). Nt es el numero total de moléculas de agua enlazadas por
molécula de proteina (Nt=Nis+Nny), Ny el nimero total de protones labiles y N es el
numero total de protones labiles en cada grupo tal que Np=Np;+Np,+...+Npk. Para
interacciones dipolares intermoleculares dentro del cluster de las moléculas de agua
interna

ki=3/2(((0.2/(1+(w07r)")) +((0.8/(1+4(eqtr)*)))/(0. 1+((0.3/ (1+(eqtr))) +((0.6/(1+4(eqt)) Y
para interacciones dipolares intermoleculares con los protones de la proteina ki=1. @,
es una frecuencia de resonancia en el plateau de velocidades de relajacion en la zona
de altas frecuencias. El sistema de ecuaciones 2.42 es estrictamente valido para pares
de nucleos con 1=1/2 aislados y acoplados a través de una interaccion de tipo dipolar.
Si Tres”, Tre® >> Tr, entonces tc"=tr  (Lhc"=lltes™+ lR) Y tcP=tR

+
(UrcP=lhrw+ 1itR).
+

Para tener en cuenta la contribucion de la relajacion cruzada, se adiciona un término
negativo a la primera ecuacion del sistema de ecuaciones 2.42 para obtener:
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Aqui Feross(@otr) €S obtenido para el caso particular de la interaccion de los protones
del agua enlazada con un solo protén en la estructura macromolecular (Venu et al,
1997; Lores et al, 2022). Casos mas generales e inclusivos dan lugar a términos mas
complejos para describir el aporte de la relajacion cruzada, los cuales no poseen
soluciones analiticas (Venu et al, 1997). Bcoss representa la contribucion de la
relajacion cruzada a la magnitud total de la dispersion. Ha sido demostrado, tanto en
soluciones diluidas como concentradas de proteinas, que el término correspondiente a
la relajacion cruzada en la ecuacion 2.43 puede ser despreciado (Venu et al, 1997;
Lores et al 2022).

Un analisis similar al realizado aqui para la relajacion magnética protonica
longitudinal puede ser hecho para el caso de la relajacion transversal (Somoano et al,
2022), donde los valores de a y B serén diferentes.
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Capitulo 3: Procedimientos
experimentales para determinaciones de
Relajacion Magnética Nuclear

Giromag 02 modificado, actualizacion del primer equipo de Relajacion Magnética
Nuclear construido en Cuba. Centro de Biofisica Médica. Universidad de Oriente.
Década de los 90. Siglo XX.
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Equipamiento para mediciones de Relajacidn Magnética Nuclear

El diagrama en bloques basico de un equipo destinado para experimentos de relajacion
magnética nuclear aparece descrito en la figura 3.1 (Chizick y Cabal, 1983; Lores-Guevara,
2005).

Amplificadorde

pulsosdeRF Modulador

Secuenciadon

deeventos

| |

s Computadora
GeneradordeRF F

Receptor

Figura 3.1. Diagrama en bloques de una instalacion para experimentos de relajacion magnética Nuclear

En la figura 3.1 la computadora permite controlar el experimento a través de un
software de propdsito especifico (Artigas et al, 2007; Portuondo y Artigas, 2007;
Artigas et al, 2004) que permite seleccionar y configurar los procedimientos
experimentales a emplear para las determinaciones de T; y T, los cuales seran
descritos en detalle en este capitulo. A través de ella es posible también visualizar y
procesar adecuadamente la sefial de resonancia magnética nuclear (Artigas et al,
2007), lo cual conduce al calculo de los tiempos de relajacion magnética nuclear. Esta
computadora es usualmente una computadora de mesa (Desktop), pero, puede ser
también una computadora portatil (Laptop) o incluso un medio de computo y
procesamiento de proposito especifico que se asocie a un medio de visualizacién que
posibilite la observacion de la sefial de RMN y/o mostrar los valores determinados de
leTz.

Dentro o fuera de la computadora, pero siempre controlada por ella, encontraremos
una tarjeta secuenciadora de eventos cuya funcién basica es generar, a partir de las
indicaciones que emite el usuario a través del software, la secuencia de pulsos de
radiofrecuencia (RF) que sera utilizada (Simon et al, 2006; Alberteris et al, 2012). Esto
incluye el nimero y tipo de pulsos, su duracion, amplitud, el intervalo de tiempo entre
ellos y la secuencia en la cual seran utilizados. A este esquema se le suele llamar
Secuencia de Pulsos, Serie de Pulsos o Serie de Impulsos indistintamente. A la salida de
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esta tarjeta vamos a tener precisamente una Secuencia de Pulsos que puede ser incluso
de 1 solo pulso.

La RF se emplea para proporcionar a la muestra el campo magnético rotante H;
(capitulo 1). Como Generador de RF se pueden emplear 2 opciones: un cristal de
cuarzo o un sintetizador de frecuencias (Sofiora et al, 2006; Sofiora, 2006; Rosada et al,
2006). El empleo de una u otra opcion estara relacionado fundamentalmente con las
caracteristicas y el propoésito del equipo en cuestion; asi, un equipo destinado a
trabajar en una frecuencia de resonancia especifica puede emplear un cristal de
cuarzo, mientras que uno que soporta experimentos en un rango de frecuencias
utilizara un sintetizador. El Generador de radiofrecuencias es usualmente controlado
desde la computadora, determinando cuando estd o no activa la generacion de RF. El
objetivo de apagar y encender el generador de radiofrecuencias esta relacionado con la
posibilidad de poder controlar la fase de los pulsos (Fukushimay Roeder, 1981).

La RF que proviene del Generador de RF y los pulsos que se originan en la tarjeta
secuenciadora de eventos se mezclan (multiplican) en el modulador (Séfiora, 2005)
para obtener a la salida los pulsos de RF. Con el objetivo de alcanzar los valores
requeridos de Hj estos pulsos son amplificados en el amplificador de RF (Ldpez, 2006).
El Amplificador de RF es usualmente controlado desde la computadora, y a través de
la tarjeta secuenciadora de eventos, por un pulso de Gating que determina cuando esta
0 no activa la amplificacion de RF. La potencia usualmente requerida en los
experimentos de relajacion magnética nuclear oscila entre 100 W y 1000 W
(Fukushima y Roeder, 1981). Los pulsos a la salida del amplificador de RF se entregan
a la bobina, que contiene la muestra en estudio, para obtener la sefial de resonancia
magnética nuclear.

La muestra contenida en la bobina, y la propia bobina, se encuentran en el interior de
un sistema magnético que genera el campo magnético constante Hy. Este sistema
magnético puede ser un electroiman, un iman permanente o un iman superconductor
(caso muy especial de electroiman). Emplear electroimanes no superconductores nos
permite alcanzar valores de Hy hasta 0.3 T y puede requerir instalaciones adicionales
para el enfriamento del sistema magnético fundamentalmente a base de circulacion de
agua. Con el uso de imanes permanentes puede alcanzarse valores de Hy de hasta 0.35
T, pero debe vigilarse especialmente la deriva con la temperatura propia de estos
imanes, es muy buena opcion limitar efectivamente su intercambio de calor con el
medio. En el caso de los imanes superconductores es posible obtener valores de Hy
superiores a 1.5 T, pero son los mas costosos al requerirse su enfriamiento perpetuo
con el empleo de refrigerantes como el helio liquido. Para aplicaciones de relajacion
magnética nuclear los requerimientos de homogeneidad de Hy son menos exigentes que
los necesarios en aplicaciones de imagenes y espectroscopia de resonancia magnética
nuclear.
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La bobina en el diagrama puede ser una sola bobina empleada en funcion de bobina
excitadora o transmisora (suministradora de la RF) y receptora de la sefial de RMN
(Lopez, 2014). Sin embargo; emplear dos bobinas separadas, una excitadora y otra
receptora, tiene ventajas como la reduccion del tiempo muerto durante la recepcion de
la sefial de resonancia magnética y la posibilidad de incrementar la homogeneidad del
campo magnético de RF en el interior de la muestra si la bobina excitadora es mayor
que la receptora (Meiboon y Gill, 1958). En el caso de las 2 bobinas separadas, ambas
deben estar desacopladas ya que, incluso un pequefio acople, puede inducir corrientes
en la bobina receptora sintonizada provocando el deterioro de la homogeneidad del
campo de RF. La tabla 3.1 muestra las caracteristicas principales de bobinas
empleadas en experimentos clasicos de relajacion magnética nuclear (Meiboon y Gill,
1958; Bloembergen et al, 1948).

Tabla 3.1. Caracteristicas principales de bobinas empleadas en experimentos clésicos de relajacion magnética nuclear

Referencia | Tipo Geometria | Dimensiones | Namero | Tipo de
de alambre
vueltas

Meiboon 'y | Excitadora® | rectangular | 4cmx2cm 2 cobre

Gill 1958

Meiboon vy | Receptora | cilindrica Didmetro y | 6 Cobre

Gill 1958 longitud 1cm No. 34

Bloembergen | Excitacion- | cilindrica Diametro 0.7 | 12 Cobre 18

et al 1948 recepcion cm y

longitud 1.5
cm

% compuesta por 2 secciones separadas 2 cm y ubicadas a ambos lados del tubo que
contiene la muestra de forma tal que el lado mayor del rectangulo sea paralelo al eje
longitudinal del tubo portamuestra

Si la bobina receptora se ubica en el plano XY del sistema de coordenadas del
laboratorio, paralela al eje Y, entonces la rotacion de la componente My de la
magnetizacion nuclear (ecuacion 1.24, capitulo 1) induciré en dicha bobina un campo
magnético (Bloch, 1946):
B, =4zM.
(3.2)
Considerando que la bobina receptora posee Ny vueltas que rodean una muestra de

seccion transversal A, el flujo magnético efectivo a través de la bobina (F) sera (Bloch.
1946):
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F=4aN_ AM, =4xN A i M cosat

1+ HTT, (3.2)

Y el voltaje (V) inducido en los terminales de la bobina sera:

df azv 4 T

V= Ldlr 1 I+ HTT,
¢ dr L di
V= SN APl M e senet

¢ 1+y'HTT,

.”,, cosat I

(3.3)

En la ecuacion 3.3 se ha considerado que @=m, Yy que se ha alcanzado el estado base
(steady state) donde los términos exponenciales decrecientes que rigen la evolucion
temporal de My han tendido a cero, asi como la influencia de los tiempos de relajacion
magnética nuclear: T,y T,. Si sustituimos Mg por lo establecido en la ecuacion 1.10 del
capitulo 1:

47N, A H[T,  Nyni(1+1)

V=~ @, sena,l

e V+y°HITT, 3k
(3.4)

Donde N es el nimero de nucleos en la muestra con 1£0. Es evidente que tenemos como
resultado una sefial que oscila con una frecuencia @, y cuya amplitud depende
basicamente de las caracteristicas de la bobina (Ny), la muestra (A, Ty y T»), el ntcleo
en estudio (y, 1), los valores de los campos magnético fijo (mo=-yHg) y rotante (H,)
aplicados y la temperatura de la bobina (T¢). Es importante destacar que, para una
muestra determinada (valores determinados de y, T; y T, ), el valor de H; debe ser tal
que y°H,’T:T,<<1 para evitar la saturacién de la sefial descrita en la ecuacién 3.4
(Abragam, 1961). La amplitud de esta sefal es pequefia (Bloch, 1946), por lo cual se
necesita el empleo de un Preamplificador (PRE) de baja figura de ruido
inmediatamente después de la bobina para incrementar la misma. En los terminales de
la bobina, adicionalmente al voltaje descrito por la ecuacion 3.4, se inducird otro
voltaje generado fundamentalmente por la resistencia de la bobina (R) y que también
depende de su temperatura (Tc), el cual se conoce como “ruido”(Hoult y Richards,
1976). Para disminuir la contribucion del ruido, para incrementar la amplitud de la
sefial de resonancia magnética mas alla del incremento generado en el PRE, y también
para separar la envolvente de la sefial del resto de la misma (deteccion) se utiliza un
receptor (Hoult y Richards, 1976; Rosada y Garcia, 2006; Rosada et al, 2008). La
deteccion es muy til en el experimento de relajacion magnética nuclear donde,
basicamente, empleamos las amplitudes de las sefiales para la determinacion
experimental de T,y T».
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El voltaje de ruido (V) generado en el canal de recepcion (PRE+Receptor) estara dado
por la siguiente ecuacion (Hoult y Richards, 1976):

V = (4kT, SIR):
(3.5)

Donde &f es el ancho de banda del receptor en Hertz (1/s).

Finalmente, después del receptor, se emplea un Conversor Analogo Digital (ADC)
para convertir la sefial analdgica en digital y entregarla a la computadora para su
visualizacion, procesamientoy el calculode T,y T,.

Procedimientos experimentales para mediciones de Relajacion Magnética
Nuclear

Inhomogeneidades del campo magnético externo constante (H). Evolucion
temporal de las distintas fracciones de magnetizacion

El campo magnético externo y constante (Ho) puede ser inhomogéneo, es decir, no tener
igual valor en todo el volumen de la muestra en estudio. Asi, existird una funcion de
distribucion f(H,) que representa la fraccion de ndcleos que sienten un campo magnético de
valor H; (con una desviacion AH,=H,-Hy); la cual estara centrada en Hy y tendra un ancho
dado por la desviacion cuadratica media o (Carr y Purcell, 1954). Si denotamos dM (H,)
como la fraccion de magnetizacion correspondiente a la fraccion de nucleos ubicados en la
zona del volumen en estudio donde el campo magnético externo y constante tiene un valor
H,; entonces su evolucion temporal, en los sistemas de coordenadas del laboratorio y
rotativo, estara dada por las ecuaciones 3.6 y 3.7 (Carr y Purcell, 1954) respectivamente:

dM(H.) _ WM (H ) A
( (3.6)

(N ) (
|" | =aWi(H.)x| A+

dt Juy: (3.7)

@ ‘

En resonancia (@w=-yHo), si Hz=H, la fraccion de magnetizacion correspondiente
(dM(Ho)) permanecera fija en el sistema de coordenadas rotativas. Sin embargo, el
resto de las fracciones de magnetizacion (Hz#Ho), en el sistema de coordenadas
rotativas, precesaran alrededor de un campo efectivo Heg=Hz-Hy con una frecuencia
dada por:

o.=y(A.-A,) 8

Esto significa que la existencia de inhomogeneidades de Hy conduce a la existencia de
una distribucién de frecuencias de precesion dentro de la muestra correspondientes a
las diferentes fracciones de magnetizacion presentes en la misma.
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Si, ademas de Hy, la muestra en estudio es sometida a la accion de un campo magnético
variable H; (perpendicular a Hy y rotando a su alrededor con una velocidad
angular), la evolucion temporal de dM(Hz) sera:

(dM(H_)
|
\ dt

1‘ lN(I” "’ =nd(H,)x(A_,)
i X'z

. = wiM(H _)x " H_+m‘f7 |
| | 2.+

A, -_( H,+% k"+H,
¥ A (3.9)

En resonancia (@=-yHo) Hex=(Hz-Ho)k’+H1i’. Si Hi>>(H,-Hy), entonces la fraccion de
magnetizacion en estudio precesara alrededor de H; con una frecuencia @;=-yH;.

Pulsos de radiofrecuencia

En los experimentos de relajacion magnética nuclear de pulsos el campo magnético externo
y variable H; se entrega a la muestra a través de sefiales de RF (Hoult y Richards, 1976),
limitadas en amplitud y duracion, llamadas pulsos de RF (figura 3.2) (Abragam, 1961),
siendo los mismos de tiempos de duracion (t,) cortos y gran amplitud (A,). EI campo
magnético linealmente polarizado obtenido a través de estos pulsos de RF tiene magnitud
2H; y su frecuencia satisface la condicion de resonancia (wre=-yHo). S6lo una de las 2
componentes circularmente polarizadas que componen este campo linealmente polarizado,
de magnitud H; y que rota en fase con la precesion de los momentos magnéticos, es capaz de
provocar el cambio de direccion (nutacion) de la magnetizacion. Si tomamos H; a lo largo
del eje X’ del sistema de coordenadas rotativo (Hy;=H1i’); en resonancia (w=-yH,) el campo
magnético efectivo que recibe la region de la muestra, donde el valor del campo magnético
externo y constante es Hgz, serd: Heg=Hii+(Hz-Ho)k’y la magnetizacion correspondiente
precesara alrededor de este Her con una frecuencia wg=-yHer. Si Hi>>o; y la duracion del
pulso de RF es tal que el ancho de banda de excitacion es mucho mayor que el ancho
frecuencial de la distribucion f(H;) (tw<<l/yc); entonces la magnetizacion precesara
alrededor de H; con ay=-yH;. En este caso, todas las fracciones de magnetizacion precesaran
juntas como una sola magnetizacion.

w

Figura 3.2. Pulso no selectivo de RF de amplitud A, y duracion z,,
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Durante el tiempo que dura el pulso de RF (t,) el &ngulo de nutacion (0) estara dado
por ©=yHt,. Asi pueden existir diferentes angulos de nutacion, pero, los mas
empleados en los experimentos de relajacion magnética nuclear son 6=90° y 6= 180°.
En concreto; el experimentador puede, dado un determinado nucleo en estudio,
optimizar los valores de H; y 1, tal que 6 sea igual a 90° o 180°. Como ejemplo de un
experimento clasico: S. Meiboon y D. Gill obtuvieron en su experimento de 1958 un
pulso de 8=180° empleando valores de H;= 0.3 oersted y t,= 250 us (Meiboon y Gill,
1958).

En una muestra que contiene nucleos con I#0, y que ha sido sometida a un campo
magnético externo y constante H,, se obtendra al cabo de suficiente tiempo una
magnetizacion nuclear en estado de equilibrio termodinamico My que, en X°, Y, Z
permanece fija y paralela a Hy (ver figuras 1.4 Ay 3.3 A). Al aplicar un pulso de 90°
(yHitw=n/2, Hi=Hii’, Hi<<H,, Hi>>c, 1,<<ll/yo, are=-yHos) M, rota hacia la derecha
(ecuacion 3.9), alrededor de H; con frecuencia en=-yH;, un angulo de =t/2 con respecto
al eje Z’ (Carr y Purcell, 1954; Guevara et al, 2014) y se ubica en el plano X’Y’ (ver
figura 3.3B). Al retirar el pulso de RF cada fraccion de magnetizacion rotara
alrededor de un campo magnético efectivo He=Hz-Ho de acuerdo a la ecuacion 3.7 con
una frecuencia descrita por la ecuacion 3.8 (Carr y Purcell, 1954). La fraccién de
magnetizacion correspondiente a f(Hz=H,), dM(Hz=H,), se mantendra fija encima del
eje Y’ (figura 3.3C). Sin embargo, las fracciones de magnetizacion correspondientes a
f(Hz#Ho), dM(Hz#H,), rotarédn alrededor de He=Hz-Ho en sentidos diferentes:
dM(Hz>Hy) en el sentido de las manecillas del reloj y dM(Hz<Hy) en sentido contrario,
formando una especie de abanico que reduce la magnetizacion resultante en el eje Y’:
My (figura 3.3C) (Carr y Purcell, 1954; Guevara et al, 2014).

Si colocamos, de forma conveniente, una bobina (ver figura 3.1) encima del eje Y del
sistema de coordenadas del laboratorio, la rotacion de la magnetizacion resultante My»
alrededor de Hy, recogida en My, provocard una variacion temporal del flujo
magnético en su interior que inducird una fuerza electromotriz capaz de originar una
circulacion de particulas cargadas que es lo que se conoce como sefial de RMN (figura
3.4). Esta sefial, conocida como Sefial de Induccién Libre (SIL) o “cola”, tiene un
maximo inicial y decae en el tiempo siguiendo el siguiente comportamiento temporal
de la magnetizacion neta en Y’:

M, ()= M, [ f(H. )cosly(H. — H, ) )dH
(3.10)

En la ecuacion 3.10 se ha considerado que f(Hz) es simétrica y Mx-(t)=0. La forma de
la distribucion f(Hz) determinard la forma de la sefial inducida. Asi, si f(Hz) tiene
forma de una funcion de error Mys(t) estard dada por la ecuacion 3.11 y si f(Hz) tiene
forma de una funcion rectangular My;(t) estard dada por la ecuacion 3.12:
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M,(t)=M, c.\'p(- ‘T:T- t

i (3.11)

M.(1)=M {\'vn(ﬂu )}

i (3.12)

En la ecuacion 3.12 h es el ancho de f(Hz) cuando esta tiene forma rectangular. Un
sistema magnético inhomogeéneo significa una f(H,) ancha y una My:(t) que cae
rapidamente. Por el contrario, un sistema magnético homogéneo significa una f(H,)
estrecha y una My:(t) que cae lentamente (Carry Purcell, 1954).

4 z T B z
H, T

dM(H, =H,)

4

ST
" aM(H, > H,)

Figura 3.3. Modelo de vectores durante la aplicacion de un pulso de 90°, formacidn de la sefial de RMN conacida como
“cola” o Sefial de Induccidn Libre (SIL)

Leyenda: A, establecimiento de una magnetizacion M, en una muestra que se encuentra sometida a un campo magnético
externo y constante Hy. B, Al aplicar un pulso de 90° (yH;t,,=n/2, H;=H,i’, H;<<H,, H;>>c, 1,<<lyc, wge=-yH,) M, rota
hacia la derecha, alrededor de H, con frecuencia a;=-yH;, un dngulo de n/2 con respecto al eje Z’ y se ubica en el plano
X’Y’. C, apertura del abanico. En la figura se ha considerado que y>0 y, por tanto, la rotacion de la magnetizacion
alrededor de Hy se produce en el sentido de rotacion de las manecillas del reloj
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Figura 3.4. Sefial de RMN después de un pulso de 90°, conocida como “cola” 0 Sefial de Induccion Libre(SIL)

En el andlisis que llevo a la ecuacion 3.10 se ha considerado que T;=T,=c0. Si la
relajacion transversal esta presente entonces los valores de Hz, f(Hz) y dM(H;) estaran
afectados tambien por el efecto de los términos A y B de la perturbacion dipolar
(capitulo 2). Esto lleva a un incremento de ¢ y h en las ecuaciones 3.11 y 3.12
provocando un decrecimiento de My:(t) y de la magnitud del SIL (ecuaciones 3.1-3.3)
segun un factor exp(-t/T>).

Por otro lado, si consideramos la relajacion longitudinal, entonces el abanico en X’Y’
(figura 3.3C) se “levantara” formando un angulo con este plano y otro con el plano
X°Z’. En la figura 3.5 se muestran las proyecciones del “abanico” (6M), una vez
“levantado”, en los planos X’Y’ (figura 3.5 A) y X’Z’ (figura 3.5B). La proyeccion del
abanico en XY’ da lugar a componentes de la magnetizacion en Y’, X’ y —-X’; por su
parte la proyeccion del abanico en X’Z’ origina componentes de la magnetizacion en
7’, X‘ y -X* En la figura 3.5 C se muestran las componentes resultantes de la
magnetizacion en X°, -X’ y Z’; mientras en la figura 3.5 D se muestra la componente
resultante en Y’. El levantamiento paulatino y continuo del abanico provoca el
decrecimiento de la componente resultante de la magnetizacion en Y’, asi como el
crecimiento de la componente resultante en Z’, es decir, reproduce la recuperacion
longitudinal de la magnetizacion. Esto provoca un decrecimiento de la magnitud del
SIL segun un factor exp(-t/2T»).

Ambos procesos reducen la amplitud del SIL al disminuir el valor neto de My de
acuerdo a (Fukushimay Roeder, 1981):

Alt) = :!,c.\‘p¥ - l ! '
W F¥

l, =)0H , + : +
I F

I; x4 (3.13)

En la ecuacion 3.13 dH, representa la inhomogeneidad del campo magnético externo y
constante (Ho) y el término que lo incluye al efecto de estas inhomogeneidades descrito
en las ecuaciones 3.11y 3.12.

Después de un pulso de 90°, la relacion sefial a ruido a la salida del canal de recepcion
(Wrms) seréd (Hoult y Richards, 1976):
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Aqui &~1 depende de la geometria de la bobina receptora 'y {=Vs/2V¢ (para el caso de
una bobina en forma de solenoide) es el coeficiente de llenado, una medida del % del
volumen de la bobina (V¢) ocupado por la muestra de volumen Vs. Q es el factor de
calidad de la bobinay F la figura de ruido del preamplificador.
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C VA i
G
M-
M,
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Figura 3.5. Modelo de vectores para la evolucion de la magnetizacion después de un pulso de RF de 90° si se considera la
influencia de la relajacion longitudinal
Leyenda: Se muestran las proyecciones del “abanico”, una vez “levantado”, en los planos XY’ (A) y X’Z’ (B). También
se muestran las componentes resultantes de la magnetizacion en X’, -X* y Z’ (C); asi como en Y’ (D). En la figura se ha
considerado que y>0'y, por tanto, la rotacion de la magnetizacion alrededor de H, se produce en el sentido de rotacion de
las manecillas del reloj.

Método de 90°-1-180° para la determinacion experimental de T,

Con la magnetizacion en estado de equilibrio termodindmico, ubicada en el eje Z’ del
sistema de coordenadas rotativo (Figura 3.3 A), se aplica a la muestra un pulso de 90° (ver
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figura 3.3 B, yHitw=n/2, Hi=Hii’, H1<<Hg, H1>>0, 1,<<l/yc, are=-yHo); lo cual conduce a
la aparicion de un SIL (figuras 3.4y 3.7) (Abragam, 1961; Carr y Purcell, 1954). Al cabo de
un intervalo de tiempo (t) a partir del pulso de RF de 90°, que debe ser mayor que el tiempo
de caida del SIL y menor que T,, se aplica un pulso de 180° (yHity=n, Hi=Hii’, H1<<Hy,

A B
.’X "k
Xru A
<
P MH, <H) 2"« 3
I, Ve
\JM aM(H,.-H,) \
. \
| \*
\‘ ”II Yl
dM(H,>H,) %
-
XA =
I Rt A
C : D
! \ dM(H, >H,) 2L » N
-7*—\—-\:’ /I \
s T - \
' _AM}_‘ Dy aM(H.-H,) ! —— >
'
aH <H) L P g Y

Hi>>c, t<<llyo, arr=-yHo), ver figura 3.6 A. Como resultado del pulso de 180° (Carr y
Purcell, 1954) las fracciones de magnetizacion permanecen en el plano XY’ rotando
alrededor de Hy, pero, ahora los diferentes sentidos de rotacion de las fracciones dM(Hz#Ho)
llevan a un cierre del “abanico” (figura 3.6 B). Este cierre del “abanico” lleva hasta el punto
en que todas las fracciones de magnetizacion se superponen en -Y’(Figura 3.6C) para
después volver a separarse como consecuencia de los diferentes sentidos de rotacion de las
fracciones dM(Hz#Ho), ver figura 3.6D.

Figura 3.6. Modelo de vectores de la evolucion de la magnetizacion hasta la formacion de un ECO en el sistema de
coordenas rotativo
Leyenda: A, después de la apertura del “abanico” obtenida en el plano X’Y” al retirar el pulso de RF de 90° (Figura 3.3C),
y al cabo de un intervalo de tiempo T, se aplica un pulso de 180°. B, la aplicacion del pulso de RF de 180° provoca que las
fracciones de magnetizacion permanezcan en el plano X’Y” rotando alrededor de H,, pero, ahora con una tendencia a
acercarse unas a otras dados sus sentidos de rotacion. C, la tendencia paulatina al acercamiento Il eva a una superposicion
de las fracciones de magnetizacion en -Y’ para dar lugar a -M.. D: finalmente, dados sus sentidos de rotacion alrededor de
H,, las fracciones de magnetizacion vuelven a separarse. En la figura se ha considerado que y>0y, por tanto, la rotacion de
la magnetizacion alrededor de H, se produce en el sentido de rotacion de las manecillas del reloj
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Después del pulso de 180° hay en el plano X Y’ una magnetizacion resultante (-My::
sumatoria de todas las fracciones de magnetizacion que estan rotando alrededor de Hy
en ese plano) cuya rotacion alrededor de Hy provoca una variacion de flujo magnético
en la bobina receptora (figura 3.1) convenientemente ubicada en el eje Y del sistema de
coordenadas del laboratorio; lo cual induce una fuerza electromotriz que causa el
movimiento de particulas cargadas y la aparicion de una sefial de RMN (Carr y
Purcell, 1954). Esta sefial incrementa su amplitud durante el acercamiento de las
diferentes fracciones de magnetizacion en su rotacion alrededor de Hy, tiene un
méaximo llamado ECO durante la superposicion (exactamente en el instante de tiempo
27) y disminuye su amplitud nuevamente cuando las fracciones de magnetizacion se
separan (figura 3.7). Finalmente se espera un tiempo igual a 6T; (conocido como
tiempo de repeticion o TR) para garantizar que la magnetizacion regrese al estado de
equilibrio termodinamico (figura 3.3A). Si la secuencia de pulsos de RF 90°-c-180°-TR
se vuelve a repetir de forma sucesiva e incrementando el valor de 1 (figura 3.8) se
obtiene una disminucion en el modulo de la magnetizacion resultante en el eje -Y’
después del pulso de 180°, la cual estard dada por la siguiente ecuacion (Carr y
Purcell, 1954):

r v oDl
~)exp(=*————2r)
Al

M, .(2r)= M, expl

-~ )

(3.15)

En la ecuacion 3.15, G es el gradiente de campo magnético que siente la muestray D es
el coeficiente de difusion de las moléculas que contienen a los nucleos en estudio. Dada
la relacion de proporcionalidad directa entre —My-(2t) y la amplitud del ECO (A(21)),
ecuaciones 3.3 y 3.4, puede escribirse sin pérdida de rigor lo siguiente:

2r v D
AZr)y= A, expl Jexpl=" d 2r)
I, 3

(3.16)
90° 180°

'
'
'
'
-

Al

ECO

Figura 3.7. SIL y ECO después de la aplicacion de una secuencia de pulsos de RF de 90°-t-180°. Ambos pulsos tienen
igual fase, en este caso ambos se aplican por X’
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Durante el empleo de esta secuencia el signo de las sefiales (SIL y ECO) puede cambiar
en funcion de las fases de los pulsos de 90°y 180°(Fukushima y Roeder, 1981). Este
método permite la determinacion experimental de T, cuando los valores de D, Gy t
son tales que y’G*Dt?/3<<1/T, y en este caso se obtendréa una caida exponencial de la
amplitud del ECO donde el argumento del exponente depende linealmente de t (Carr
y Purcell, 1954). Por el contrario si y°G?Dt%3 no puede despreciarse frente a 1/T, (por
ejemplo yszDr2/3>>1/T2) no podra determinarse experimentalmente el valor de T, y
se obtendra una caida exponencial de la amplitud del ECO donde el argumento del
exponente depende cubicamente de t. En el caso del agua, a 25°C y empleando este
método, Carry Purcell (Carry Purcell, 1954) determinaron que la caida de los ECOS
era exponencial con un argumento que dependia cubicamente de t, lo cual condujo a
un valor “aparente” de T,=0.2 s.

Alty

ECO1

T

ECO2

Altl

e

ECO3

Figura 3.8. Secuencia de pulsos de 90°-1-180°-TR para la determinacion experimental de T,. Se incrementa paulatinamente
el valor de t en cada cluster 90°-t-180° y la amplitud del ECO obtenido disminuye segln la ecuacion 3.16. Cada cluster
90°-1-180° estd separado por el valor de TR= 6T, del cluster siguiente

Este método es consumidor de tiempo dada la necesidad de esperar un tiempo TR~6T1 después de cada cluster de 90°-t-
180°(Abragam, 1961). Con el objetivo de disminuir el tiempo de experimento, y la influencia del segundo exponente en las
ecuaciones 3.15 y 3.16 (también conocido como término de la difusion), Carr y Purcell propusieron en 1954 el método que

se describe a continuacion (Carr y Purcell, 1954).
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Método de Carr y Purcell para la determinacion experimental de T,

Con la magnetizacion en estado de equilibrio termodinamico, ubicada en el eje Z’ del
sistema de coordenadas rotativo (figura 3.3 A), se aplica a la muestra un pulso de 90°
(YHitw=n/2, H1=Hi’, H1<<Hg, Hi>>c, 1,<<llyc, awre=-yHy); lo cual conduce a la aparicion
de un SIL (figuras 3.4 y 3.7) (Abragam, 1961; Carr y Purcell, 1954). Al cabo de un intervalo
de tiempo (z) a partir del pulso de RF de 90°, que debe ser mayor que el tiempo de caida del
SIL y menor que T,, se aplica un pulso de 180° (yHit,=n, Hi=Hii’, Hi<<H,, H;>>c,
w<<llyo, arr=-yHy); lo cual conduce a la aparicion de un ECO (figuras 3.7 y 3.8) al cabo
del tiempo 2t (Carr y Purcell, 1954). Si, de forma sucesiva, se aplican a continuacion n-1
pulsos de 180°; en los instantes de tiempo 37, 5t, 71... (2n-1)t (donde n es el nimero total
de pulsos de 180° a utilizar en la secuencia); se obtendran n-1 nuevos ECOS en los instantes
de tiempo 4, 61, 81,..., 2nt(figuras 3.9 y 3.10). Los n ECOS obtenidos se corresponden con
un valor de My que cambia de signo y su mddulo va disminuyendo de acuerdo a la ecuacion
(Carry Purcell, 1954):

2mrt v G Dr* .
M,.(2mt) =M, exp(— - )exp(—* ’~ 2mr)

3 (3.17)

Donde m es el numero de orden de cada ECO. Dada la relacion de proporcionalidad
directa entre My-(2mt) y la amplitud del ECO (A(2m<)), ecuaciones 3.3 y 3.4, puede
escribirse sin pérdida de rigor lo siguiente:

Ym v G Dt

21 y~( 1
A2mr)= A, expl~ - jexpl—-* '1 2mr)

(3.18)

D=1, |
'

daii,>1,) «
’
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Figura 3.9. Modelo de vectores que muestra la evolucién de la magnetizacion durante la secuencia de pulsos de RF de Carr
y Purcell para la determinacion experimental de T,. La figura es una continuacion de la figura 3.6 y muestra la formacion
del segundo ECO.

Leyenda: A, Después de la apertura del abanico que sigue al primer ECO (figura 3.6 D), se aplica un pulso de 180°. B,
Como consecuencia del pulso de 180° las fracciones de magnetizacion se trasladan a los cuadrantes X’Y’-X’ y tienden a
superponerse dados los diferentes sentidos de rotacion de las fracciones de magnetizacion inducidas en fracciones de
volumen donde H;#H,. C, Las fracciones de magnetizacion se superponen en Y para generar My que provoca la aparicion
del segundo ECO. D, Nuevamente se produce la apertura del abanico dados los diferentes sentidos de rotacion de las
fracciones de magnetizacion inducidas en fracciones de volumen donde H,#H,. Los pulsos de 90° y 180° tienen igual fase,
en este caso ambos se aplican por X’. Se ha asumido que y>0, por lo cual las magnetizaciones rotan en el sentido de las
manecillas del reloj

80 180* 180° e
3 v 33 I * [ [

Al
ECO2

. -
. - \

ECO2

=

ECO1

Figura 3.10. Caida de la amplitud de los ECOS durante la secuencia de pulsos de Carr y Purcell para la determinacién
experimental de T,. El valor de la amplitud de los ECOS obtenidos disminuye segun la ecuacion 3.18

En esta secuencia de pulsos de RF no se espera el valor de TR entre cada ECO, sino
que la evolucién temporal completa de la amplitud de los n ECOS se obtiene dentro de
un intervalo de tiempo menor al T, de la muestra (Carr y Purcell, 1954). Por otro lado,
los pulsos son coherentes: su direccion con respecto al sistema de coordenadas rotativo
es la misma en todos ellos. Los ECOS son el resultado de los maximos en el valor de
My- que se obtienen de forma alterna en -Y’ y Y’, por ello la fase de cada ECO
también se alterna siguiendo este patrén (figura 3.10).

Este método permite reducir en un factor igual a 1/n? el efecto del segundo exponente
en las ecuaciones 3.17 y 3.18 o, lo que es lo mismo, el efecto de la difusion en el
gradiente de campo magnético (Carr y Purcell, 1954; Meiboon y Gill, 1958). De
acuerdo con Carry Purcell (Carry Purcell, 1954), con un nimero suficiente de pulsos
de 180° es posible eliminar este efecto, ellos obtuvieron un valor de T,= 2.0 s para el
agua a 25°C y un comportamiento de la caida de los ECOS regido por el primer
exponente en la ecuacion 3.18. Ademas, este método posibilita detectar la presencia del
fendmeno de conveccion molecular en la muestra en estudio, en este caso el primer
ECO tendra menor amplitud que el segundo ECO (Carr y Purcell, 1954).

Sin embargo, este método requiere una gran exactitud en el pulso de 180° (Meiboon y
Gill, 1958; Abragam, 1961). Si el pulso de 180° es inexacto, esto provoca una
disminucion “artificial” y acumulativa de My> después de cada pulso de 180° que trae
como consecuencia una disminucion “artificial” del T, medido. Meiboom y Gill
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(Meiboon y Gill, 1958) introdujeron en 1958 una correccion para disminuir este efecto
indeseado.

Método de Carr, Purcell, Meiboom y Gill para la determinacion
experimental de T,

Este método consiste en exactamente la misma secuencia de pulsos de RF descrita en el
epigrafe anterior, pero, ahora los pulsos de 90° y 180° estan defasados en m/2 (Meiboon y
Gill, 1958). Por ejemplo, para el pulso de 90°: H;=-H; "y para el pulso de 180°: Hi=Hi’,
ver figura 3.11. La disminucion de la amplitud de los ECOS se rige por la ecuacion 3.18.

Como resultado de esta secuencia el efecto de la inexactitud del pulso de 180° sobre
My- no es acumulativo, manifestandose en los ECOS impares y siendo corregido en los
pares (ver figura 3.11). Ademas, todos los ECOS van a tener la misma fase (figura
3.12), lo cual puede utilizarse como elemento de control para verificar si los pulsos de
90° y 180° estan debidamente defasados en /2.
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Figura 3.11. Modelo de vectores para la evolucidn de la magnetizacion en el sistema de coordenadas rotativo durante la
secuencia de pulsos de RF de Carr y Purcell para la determinacion experimental de T, corregida por Meiboon y Gill
Leyenda: A, La magnetizacion se encuentra en su estado de equilibrio termodindmico y es colinial con Z’. B, Se aplica un
pulso de 90° por —Y’ y la magnetizacion se ubica en X’. C, Producto de los diferentes sentidos de rotacion de las fracciones
de magnetizacion inducidas en fracciones de volumen donde H,#Hj se abre el “abanico” generando la formacion de un SIL
(figura 3.12). D, Se aplica un pulso de 180° por X’, lo cual conduce a la inversion de las posiciones de las fracciones de
magnetizacion inducidas en fracciones de volumen donde H;#H, v se cierrael “abanico”. E, Producto del cierre del
“abanico” las fracciones de magnetizacion se superponen para generar My y la formacion del primer ECO. F, Producto de
los diferentes sentidos de rotacion de las fracciones de magnetizacion inducidas en fracciones de volumen donde H,#H, se
vuelve a abrir el “abanico”. G, Se aplica nuevamente un oulso de 180° por X, lo cual conduce a la inversion de las
posiciones de las fracciones de magnetizacion inducidas en fracciones de volumen donde H,#H, vy se cierra nuevamente el
“abanico”. H, Producto del cierre del “abanico” las fracciones de magnetizacion se superponen para generar My y la
formacion del segundo ECO. A continuacion se repite todo, como en los pasos de la F a la H, n-2 veces para obtener los n
ecos deseados. Se ha asumido que y>0, por lo cual las magnetizaciones rotan en el sentido de las manecillas del reloj
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. *
t
¥ b an [ or
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Figura 3.12. Caida de la amplitud de los ECOS durante la secuencia de pulsos de Carr y Purcell para la determinacion
experimental de T, corregida por Meiboon y Gill. La disminucion de la amplitud de los ECOS se rige por la ecuacion 3.18
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Método de Carr y Purcell para la determinacion experimental del
coeficiente de difusion (D)

Este método parte de aplicar un gradiente de campo magnético conocido (G;) y de la
evaluacion experimental de T, (Carr y Purcell, 1954; Abragam, 1961). Este valor
experimental de T, va a estar afectado por la difusion en un gradiente de campo y por ende
se toma como un valor aparente o efectivo: T Se emplea la secuencia de pulsos de 90°-t-
180°-TR para un numero suficiente de diferentes valores de t. A continuacion se construye

un grafico del valor de In(A(2t)/A¢)+2t/Ts en funciéon de ©° para obtener un

comportamiento lineal con pendiente 2y°G,’D/3. Con el valor de esta pendiente se obtiene D
segun (Carry Purcell, 1954):

D= 3= /’(‘IT(/I'%’III(’
2,'/_ (s
‘ (3.19)

G, puede coincidir 0 no con el gradiente de campo magnético propio del sistema
magnético generador de Hy (G). Un método utilizado para generar G,, independiente
de G, es emplear 2 conductores largos o 2 espiras circulares, por los cuales circula
corriente eléctrica, y que se ubican simétricamente en el interior de la zona util del
sistema magnético generador de Hy y a ambos lados de la muestra en estudio (Carr y
Purcell, 1954). La circulacion de la corriente eléctrica en ambos elementos conductores
debe realizarse en sentidos contrarios para garantizar que los campos magnéticos
generados sean opuestos. En este caso el valor de G, se puede calcular a partir de la
geometria de los elementos conductores empleados para generarlo y el valor de la
corriente que circula por ellos como en el caso del experimento original de Carr y
Purcell (Carr y Purcell, 1954), pero también pudiera ser determinado
experimentalmente.

Para emplear este método deben cumplirse las siguientes condiciones (Carr y Purcell,
1954):

-T23212/yzGa2D, lo cual garantiza que el efecto de la difusion en un gradiente de campo
magnético sea lo suficientemente pronunciado.

-G, debe ser grande, pero, a la vez debe ser tal que se cumpla la condicion H;>>c. Es
decir, debe garantizar que todas las fracciones de magnetizacion giren alrededor de H;
durante la aplicacion del pulso de RF.

-G, >G en el caso de que G, y G sean independientes. Para ello se trata de emplear, en
este experimento, un sistema magnético generador de Hy lo mas homogéneo posible.

Las dos fuentes de error principales de este metodo radican en la evaluacion de la
pendiente y la determinacion del valor de G, (Carr y Purcell, 1954). En el trabajo
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original de Carr y Purcell (Carr y Purcell, 1954) se obtuvo para el agua, a 25°C, un
valor de D= (2.540.3) 10®° cm?s, lo cual concuerda con el valor reportado en la
literatura de D= 2 10° cm?¥s. Para aplicar este método, como en cualquier otro método
para determinar difusion, es deseable asegurarse de que el fendbmeno de conveccion
molecular no esta presente (Carr y Purcell, 1954).

También es posible emplear con estos fines el tren de pulsos creado por Carry Purecell
(90°-[£-180°],) con un adecuado valor de n que permita considerar el aporte del
segundo exponente en la ecuacion 3.18. Para ello se realiza el experimento aplicando
un valor conocido de G, y determinando el valor del T, para diferentes valores de .
Entonces, se grafica 1/ T en funcién de t2 para obtener un comportamiento lineal con
pendiente yzGazD/3. Con el valor de esta pendiente se obtiene D segun (Guevara et al,
2014):

3% Pendiente

y 2l 6
£ (3.20)

D=

Si se desea emplear el tren de pulsos desarrollado por Carr y Purcell lo més adecuado
es introducir la correccion de Meiboon y Gill para evitar pérdidas artificiales de la
magnetizacion transversal motivadas por inexactitudes de los pulsos de 180°.

Métodos experimentales para la determinacion de T,

Las 2 secuencias de pulsos de RF mas populares para la determinacion experimental de T,
son la de Saturacion-recuperacion (90°-1-90°-TR) y la de inversion-recuperacion (180°-t-
90°-TR) (Fukushima y Roeder, 1981). En ambas secuencias el primer pulso prepara al
sistema de spines y el segundo permite seguir la evolucién de la magnetizacion longitudinal
(M7) después de transcurrido un periodo de tiempo t entre ambos pulsos.

En la secuencia de pulsos de inversion-recuperacion (Fukushima y Roeder, 1981), con
la magnetizacion en estado de equilibrio termodinamico y ubicada en el eje Z’ del
sistema de coordenadas rotativo, se aplica a la muestra un pulso de RF de 180°
(yHitw=n, Hi=Hii’, H;>>0, 14<<llyo, wre=-yHo); lo cual conduce a ubicar dicha
magnetizacion en un plano perpendicular al plano donde se encuentra la bobina
receptora (XY) y, por ende, a la ausencia de sefial en la misma (figura 3.13) (Carr y
Purcell, 1954; Fukushima y Roeder, 1981; Lores-Guevara, 2005). A continuacion se
espera un intervalo de tiempo (t), que debe ser menor que T; y durante el cual la
magnetizacion tiende a recuperarse o regresar hacia su posicion inicial en el estado de
equilibrio termodinamico, para aplicar un pulso de 90° (yHit,=n/2, H;=H:i’, H;>>0,
tw<<llyo, arr=-yHo); lo cual coloca la magnetizacion en el plano XY’ del sistema de
coordenadas rotativo provocando la aparicion de un SIL (ver figura 3.4).
Seguidamente se espera un tiempo igual a TR para garantizar que la magnetizacion se
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ubique en Z’ como al inicio del experimento. Si repetimos esta secuencia (180°-t-90°-
TR) un numero suficiente de veces, incrementando el valor de t en cada ocasion, la
amplitud maxima del SIL obtenido después del pulso de 90° (figura 3.13) obedecera la
siguiente ley (Fukushimay Roeder, 1981):

o

/

Alr)= i' - chp'; -
‘ . (3.21)

Donde Ay es el valor inicial de la amplitud maxima del SIL.

Alt)

SiL

Figura 3.13. Representacion esquematica de la secuencia de pulsos de RF de Inversion-recuperacion. Puede observarse
ausencia de sefial después del pulso de 180 °y la aparicion del SIL después del pulso de 90°. La amplitud del SIL varia
con 1 segln la ecuacion 3.21

En la secuencia de pulsos de saturacion-recuperacion (Fukushimay Roeder, 1981), con
la magnetizacion en estado de equilibrio termodindmico y ubicada en el eje Z’ del
sistema de coordenadas rotativo, se aplica a la muestra un pulso de RF de 90°
(yHitw=n/2, Hi=Hii’, Hi>>0, 1,<<llyo, wrr=-yHo); lo cual conduce a ubicar dicha
magnetizacion en el plano X’Y’ del sistema de coordenadas rotativo provocando la
aparicion de un SIL (ver figura 3.14) (Hahn, 1950; Carr y Purcell, 1954; Fukushimay
Roeder, 1981; Lores-Guevara, 2005). A continuacion se espera un intervalo de tiempo
(1), que debe ser menor que T; y durante el cual la magnetizacion tiende a recuperarse
0 regresar hacia su posicion inicial en el estado de equilibrio termodinamico, para
aplicar un pulso de RF de 90° (yHit,=n/2, Hi=Hii’, Hi>>0, 1,<<liyo, @rr=-yHo); l0
cual coloca nuevamente la magnetizacion en el plano X Y’ del sistema de coordenadas
rotativo provocando la aparicién de un segundo SIL (ver Figura 3.14). Seguidamente
se espera un tiempo igual a TR para garantizar que la magnetizacion se ubique en 7’
como al inicio del experimento. Si repetimos esta secuencia (90°-t-90°-TR) un nimero
suficiente de veces, incrementando el valor de t en cada ocasion, la amplitud méxima
del segundo SIL (figura 3.14) obedecera la siguiente ley (Fukushimay Roeder, 1981):
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(3.22)

- 8
- §

Alt)

SIL SiL

Figura 3.14. Representacion esquematica de la secuencia de pulsos de RF de Saturacion-recuperacion. Puede observarse la
aparicion de un SIL después de cada pulso de 90°. La amplitud del segundo SIL varia con t seglin la ecuacion 3.22

La determinacion de T; puede realizarse, a partir de las ecuaciones 3.21 y 3.22,
mediante 3 opciones (Fukushimay Roeder, 1981):

1- Determinar, para cada valor de t, los valores de A(t) y A, para después graficar, en
un gréfico semilogaritmico, la cantidad 1-A(t)/A, en funcion de t de acuerdo a las
ecuaciones 3.23 (inversion-recuperacion) y 3.24 (saturacion-recuperacion):

AR o [T
- =2exp —
A, MY 140
(3.23)

_Alz) :cxp“/—
1 \

7, )
ke (3.24)

2- Determinar, para cada valor de t, los valores de A(t) y Aq y graficar, en un gréfico
semilogaritmico, la cantidad Ao-A(t) en funcion de t de acuerdo a las ecuaciones 3.25
(inversion-recuperacion) y 3.26 (saturacion-recuperacion):

7

A, — Alr)=24, cxp" -
\ 1/
(3.25)

.‘l,.—.-t(r)= A, exp| — ) I
I I

R (3.26)

La diferencia préactica entre las opciones 1y 2 es que cualquier subestimacion de la
linea base en la sefial se cancela para la opcion 2 (ecuaciones 3.25 y 3.26) y asi estos
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errores no conducen a una aparente no exponencialidad de los datos experimentales
(Fukushima y Roeder, 1981). Por el contrario, en la opcion 1 este efecto si estd
presente.

En ambas opciones es muy importante, como puede apreciarse, la determinacion de Ay
ya que los errores en la determinacion de A, influyen tanto como aquellos que se
cometen en la determinacion de A(t). Por ende, A, debe ser medido tantas veces como
A(t) (Fukushima y Roeder, 1981). En la secuencia de pulsos de RF de Saturacion-
recuperacion un esquema de trabajo comun es 90°+-90°-TR, donde TR=7T;
(Fukushima y Roeder, 1981). En este esquema se deben visualizar ambas sefiales de
induccion libre, tomando A, y A(tr) como las amplitudes méximas del primer y
segundo SIL respectivamente. Esto permite determinar A, tantas veces como A(t) Y,
ademas, anula o reduce cualquier deriva de la electronica durante la medicion. No
podemos emplear un esquema similar, para determinar Ay, en la secuencia de pulsos
de inversion-recuperacion ya que carecemos de sefial después del pulso de
preparacion. Sin embargo, podemos emplear un esquema de 3 pulsos de RF en el cual
empleamos inicialmente un pulso de 90° que nos permita determinar A; para después
esperar un intervalo de tiempo igual a TR y, a continuacion, utilizar la conocida
secuencia 180°-t-90° para determinar T; (Fukushima y Roeder, 1981). La
determinacion experimental simultanea de A, y A(t), a través de estos esquemas,
conduce a un incremento en el tiempo de experimento.

Una tercera opcion es no determinar el valor de A, previamente a la determinacion de
T1 (Fukushima y Roeder, 1981). Esto es, para cada valor de 1, determinar A(t)
mediante la amplitud maxima del SIL después del segundo pulso y graficarlo en
funcion de t para después ajustar este comportamiento a las ecuaciones 3.21 o 3.22
(segun corresponda) mediante un medio de computo. Esta opcion permite reducir el
tiempo de experimento, sin embargo, como la primera también estara afectada por los
errores en la estimacion de la linea base y/o de la presencia de derivas en la
electronica.

En el caso de la secuencia de pulsos de RF de inversion-recuperacion el valor de T,
puede ser determinado mediante la evaluacion del valor de 1 (tp) para el cual la
amplitud del SIL se anula (método del paso por cero):

1 :'r_-lf1
In2 (3.27)

En el método de inversion-recuperacion los procesos de difusion y conveccion
molecular pueden ser ignorados, sin embargo, el valor de TR debe ser estrictamente
respetado en la secuencia (Carr y Purcell, 1954). En el caso de ambas secuencias de
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pulso una ligera variacion del angulo de nutacion (0) no afecta la determinacion de T,
(Fukushima y Roeder, 1981).

La secuencia de pulsos de RF de 180°-1-90° es muy popular por tener el doble del
rango dindmico de la secuencia 90°-t-90° (Fukushima y Roeder, 1981). Sin embargo,
esta Ultima tiene 2 ventajas fundamentales sobre la primera:

-Para la misma geometria de la bobina receptora y el mismo amplificador de RF el
ancho de banda frecuencial del pulso de preparacion (primer pulso) es el doble. Lo
cual permite, para una linea de RMN ancha, una descripcién mas exacta y adecuada
de la forma y la intensidad de la linea; especialmente si la magnitud de H esta limitada
debido a la presencia de una muestra de grandes dimensiones y/o un amplificador de
RF de baja potencia de salida.

-Es posible emplear pequefios valores de t, mientras que en la secuencia 180°-c-90° se
requiere que T tome valores iguales a varias veces T;. Lo anterior la convierte en méas
eficiente, especialmente si T1>T,.

Ambas secuencias de pulsos se caracterizan, en cualquiera de sus variantes, por tener
un tiempo total de ejecucion elevado. Con el objetivo de reducir el tiempo total de
gjecucion se han diseflado esquemas multipulso para la determinacion de T,
(Fukushimay Roeder, 1981). Por ejemplo, es posible utilizar una secuencia consistente
en N pulsos de RF de 90° separados, cada uno, por un intervalo de tiempo 7
(Fukushima y Roeder, 1981; Freeman y Hill, 1971). Si se parte inicialmente de una
magnetizacion en estado de equilibrio termodindmico la amplitud maxima del SIL que
se obtiene después de cada pulso puede ser descrita por la ecuacion 3.22.

g

iii
-

Figura 3.15. Representacion esquematica de un tren de pulsos de RF (N=3) de 90° empleado para reducir el tiempo total de
ejecucion durante la determinacion experimental de T,. Puede observarse la aparicion de un SIL después de cada pulso de
90° cuya amplitud varia con t segun la ecuacion 3.22

Esta secuencia de pulsos demanda alta potencia de salida del amplificador de RF en
muestras con pequefios valores de T, como es el caso de los solidos. En general es
posible emplear un tren de N pulsos iguales, que inducen angulos de nutacion
arbitrarios 0, separados por intervalos de tiempo 1, y se obtendrd un SIL después de
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cada pulso cuya amplitud maxima evolucionard temporalmente segiin la ecuacion
(Fukushima y Roeder, 1981):

send!

I
l—'\wl—"
‘ -7 )
Alr)= A,

Hl cns(icxp“ ; |

(3.28)

Como puede verse, si 6=90°, estamos en el caso del tren de pulsos esquematizado en
la figura 3.15 y la ecuacion 3.28 se reduce a la 3.22. Con este tren de pulsos con valor
arbitrario de 0 es posible determinar experimentalmente, de forma simultanea, los
valores de T; y 0 en el mismo experimento (Fukushima y Roeder, 1981). Otras
secuencias multipulso pueden ser implementadas a partir de las secuencias de
inversion-recuperacion y saturacion-recuperacion (Canet et al, 1975, Fukushima y
Roeder, 1981).

Consejos practicos a tener en cuenta durante el experimento de Relajacion
Magnética Nuclear

Este epigrafe pretende remarcar un conjunto de elementos que deben considerarse y
comprobarse de forma previa y durante el experimento de relajacion magnética nuclear,
entre ellos los siguientes:

Debemos asegurarnos de que realmente estamos empleando pulsos de RF de 90° y
180°. Para ello seleccionamos una secuencia de pulsos de RF contentiva de un solo
pulso (wrr=-yHo) y ajustamos los valores de A, y 1y (figura 3.2) de forma tal que la
amplitud del SIL obtenido sea méaxima. Hay equipos que permiten ajustar
simultaneamente A, y Ty, otros solamente t,,. En todo caso un esquema puede ser fijar
A, y variar T, como se muestra en la figura 3.16 para una muestra de agua a 20°C en
un sistema magnético con Hy= 0.095 T y sintonizando los protones como ndcleos en
estudio. A partir de los resultados de este experimento es claro que el maximo del SIL
se obtiene para t,, = 5 ps. De esta manera este seria el valor de t,, para el pulso de 90° y
para el de 180° t,, = 10 ps.

Con el valor de t,, =5 ps, para un pulso de RF de 90°, podemos calcular el médulo de
H; empleando la ecuacion:

> >
H = = - =—=_o|(*7
- g 13.3¢
2678« 10 «Se ) s
s!

H =0,12¢10 "7 =000127

(3.29)
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Figura 3.16. Amplitud del SIL en funcidn del ancho del pulso de RF en una muestra de agua a 20°C con Hy= 0.095 T y
sintonizando los protones como ndcleos en estudio

Ty (us)

El valor de H;=0.0012 T obtenido en la ecuacion 3.29 es mucho menor que el médulo
del campo magnetico externo y constante aplicado (He=0.095 T, H;<<H,). Esta es una
premisa fundamental que debe cumplirse y en la cual se basa el hecho de que la
ecuacion que refleja la evolucion temporal de la magnetizacion en el sistema de
coordenadas del laboratorio tenga una solucién concreta (Bloch, 1946).

Por otro lado, debe determinarse el ancho de la distribucion que caracteriza las
inhomogeneidades de Hy: o, lo cual puede ser hecho realizando una transformada de
Fourier al SIL y determinando el ancho frecuencial de la linea (Af=Aw¢/2n) para
posteriormente calcular o=2rAf/y. En este caso o= 7 10° T, con lo cual se cumple que
H.;>>c, es decir, todas las fracciones de magnetizacion en el interior de la muestra
rotan alrededor de H; con @=-yH; durante la aplicacion del pulso de RF. Ademas,
también se cumple que el ancho frecuencial de excitacion del pulso de RF abarca todas
las fracciones de magnetizacion presentes en la muestra: 1,<<l/yc.

También es necesario evaluar la existencia de un gradiente de Hy que pueda afectar las
mediciones de T,. Para ello podemos aplicar los métodos descritos anteriormente
(Determinacion de D por el método de Carry Purcell) en el estudio de una muestra de
agua a 20°C (D= 2.022 10°cm?s). La figura 3.17 muestra el resultado de un estudio
como este en un sistema magnético permanente de 0.095 T utilizando la secuencia de
pulsos de RF de Carr y Purcell modificada por Meiboon y Gill. A partir de los
resultados mostrados en esta figura G= 0.060 T/m, lo cual significa que los valores de
T, determinados empleando este sistema magnético para muestras como el agua, 0 con
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un valor similar de D, van a estar afectados por la difusion en este gradiente de campo
magnético resultando en un Ty Yy no en el valor de T».

Agua, 20 grados celsius
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Figura 3.17. Valores de 1/ T, en funcion de 7% en una muestra de agua a 20°C (D= 2.022 10°cm?/s) para Ho= 0.095 Ty
sintonizando los protones como nicleos en estudio

Para proceder a realizar las determinaciones de T; y T, es necesario seleccionar la
secuencia de pulsos de RF a emplear de acuerdo a las caracteristicas de la muestra en
estudio, el tipo de experimento a realizar y las potencialidades tecnologicas del
equipamiento disponible.

Es muy bueno disponer de una muestra de referencia para la cual, en determinadas
condiciones experimentales, se conozcan los valores de los parametros a determinar:
usualmente T, y T, y en ocasiones D. El agua es una buena opcién, pues conocemos
que T,=T, y que ambos tiempos de relajacion son independientes de la frecuencia de
resonancia, esto Gltimo permite comparar determinaciones realizadas en equipos con
diferente Ho. Ademas, en el agua, T1= 2.3£0.5 sy D= 2.022 10” cm*/s a 20°C.

En el caso del agua; si se emplean protones como nucleos en estudio, en una instalacion
experimental como la utilizada de ejemplo (Hy=0.095 T, G=0.060 T/m, H,=0.0012 T,
Tw(m/2)=5 ps, Ty(n)= 10 ps) y en un experimento para la determinacion del valor de T»;
es recomendable emplear la secuencia de pulsos de RF de Carr y Purcell modificada
por Meiboon y Gill. Aunque, contrario a lo expresado por Carr y Purcell (Carr y
Purcell, 1954), no es posible eliminar completamente el aporte de la difusién en un
gradiente de campo magnético, si se consigue reducir significativamente el mismo y
obtener valores de T, cuyo valor promedio es 2.4 s, lo cual coincide con lo reportado
por Bloembergen, Purcell y Pound en similares condiciones experimentales
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(Bloembergen et al, 1948). Para estas determinaciones experimentales t= 800 us, TR=
12 s, el namero de ECOS fue de 15000 y se realizaron 32 promediaciones por
determinacion.

Para el caso de las determinaciones de T la secuencia de pulsos de RF mas adecuada
seria la de saturacion-recuperacion ya que es mas eficiente que la de inversion-
recuperacion. Esto es importante dado el valor de TR= 12 s que es necesario utilizar, y
el valor de T1= 2.3+ 0.5 s (20°C) propio del agua, lo que provoca que la recuperacion
de la magnetizacion longitudinal (ecuaciones 3.21 y 3.22), y la propia descripcion de la
misma, sea muy lenta incrementando considerablemente el tiempo de experimento.
Adicionalmente, pudiera ser Gtil, para reducir este tiempo de experimento, emplear el
tren de pulsos presentado en la figura 3.15.

De forma similar debe procederse en otro experimento, con otra muestra y otra
instalacion experimental.
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Capitulo 4: Aplicaciones meédicas de la
Relajacion  Magnética Protonica en
disoluciones acuosas de proteinas, células
y tejidos

Giromag 04. Segunda generacion de equipos de Relajacion Magnética Nuclear
construida en el Centro de Biofisica Médica de la Universidad de Oriente. Primera

década del siglo XXI.
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Relajacion Magnética Protonica durante la polimerizacion de la
Hemoglobina S

Anemia Drepanocitica y polimerizacion de la Hemoglobina S

La Anemia Drepanocitica (AD), también conocida como Anemia de Hematies Falciformes
(AHF) o Sicklemia, es un serio desorden sanguineo que causa dolor agudo, anemia severa,
infecciones y oclusiones vasculares y que puede provocar dafio organico generalizado y la
muerte (Gravitz y Pincock, 2014; Lores et al, 2019; Serjeant et al, 2018; Piel et al, 2017;
Parise y Berliner, 2016; Ayala et al, 2016; Obeagu et al, 2015). La AD es una enfermedad
genética que existe practicamente en todos los paises como una consecuencia de los procesos
histéricos de migracion. Estimados sugieren que cada afio aproximadamente 300 000 nifios
nacen con AHF, lo cual se incrementara hasta 400 000 para el 2050 principalmente en paises
como: Nigeria, Republica Democratica del Congo y la India (Piel et al, 2017). La
prevalencia de esta enfermedad es alta a través de grandes areas en africa subsahariana, el
mediterraneo, el medio oriente y la India.

La AD es una enfermedad de origen genético en la cual el acido glutamico ha sido
sustituido por valina en la posicion 6 de las 2 cadenas B de la estructura de la
hemoglobina (Hb) (Lores et al, 2019; Ajjack et al, 2014). Esto causa la aparicion de
una Hb estructuralmente anormal, conocida como hemoglobina S (HbS), la cual
representa el mayor porciento de proteinas en el interior de los gldbulos rojos (RBC)
de pacientes con AD. Bajo condiciones de desoxigenacion la HbS polimeriza formando
largas fibras y micro dominios estructurales inhomogéneos, gracias a lo cual los RBC
cambian su forma y se tornan rigidos (Lores et al, 2019; Lores y Cabal, 2005). Estos
cambios en las propiedades fisicas de los eritrocitos provocan oclusiones en los vasos
capilares, causando dafio celular y tisular y dando origen a crisis de dolor intensas que
constituyen la principal causa de hospitalizacion en estos pacientes (Fernandez et al,
2009). Desde su descubrimiento hasta la actualidad esta enfermedad ha tenido 2 retos
bésicos: la insuficiente cantidad de opciones terapéuticas disponibles para su
tratamiento (Piel et al, 2017; Eaton y Bunn, 2017; Archer et al, 2015) y la necesidad de
contar con parametros cuantitativos que permitan complementar la evaluacion clinica
del paciente, en especial durante la crisis vasooclusiva (Fernandez et al, 2009). En
ambos casos la solucion estd necesariamente vinculada al desarrollo de métodos
experimentales que puedan caracterizar y cuantificar apropiadamente los procesos
moleculares, celulares y tisulares que gobiernan la fisiopatologia de la enfermedad.

Diferentes procesos como: la adhesividad celular anormal de los eritrocitos y la
contribucion de otras células sanguineas han sido considerados para explicar la
fisiopatologia de la AD o para encontrar opciones de tratamiento (Parise y Berliner,
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2016), sin embargo, la polimerizacion de la HbS sigue siendo considerada el proceso
molecular fundamental causante de la enfermedad y el blanco fundamental de los
esfuerzos para el desarrollo de una cura o paleativo (Eaton y Bunn, 2017).

La cinética de polimerizacion de la HbS se ha explicado a partir del modelo de doble
nucleacion (lvanova et al, 2000; Eaton y Hofricter, 1990; Ferrone et al, 1985), ver
figura 4.1, segun el cual son dos los caminos para la formacion de los polimeros de
HDbS:

-La Nucleacion homogenea: que consiste en la agregacion de mondmeros de HbS entre
si hasta la formacion de un polimero.

-La Nucleacion heterogénea: que consiste en la asociacion de nuevos monémeros de
HbS a la superficie de nucleos moleculares mayores, incluyendo los polimeros ya
formados.

Ambos caminos coexisten y su efectividad relativa cambia a medida que transcurre el
proceso. La polimerizacion consta de tres etapas: un Inicio caracterizado por
agregaciones moleculares reversibles, la Polimerizacion irreversible de las moléculas
de HbS a partir de la formacién del nucleo critico y la Terminacion que incluye el
crecimiento y alineacion de los polimeros ya formados.

Nucleacion Homogénea

Nucleo
critico

Nucleaciéon Heterogénea

Figura 4.1. Modelo de nucleacion Homogénea y heterogénea que describe el proceso de polimerizacion de la HbS

Segun el modelo de doble nucleacion la variacién temporal de las concentraciones de
polimeros (Cp) y monomeros de deoxiHbS en solucion (C) pueden ser descritas de la
siguiente forma (Ferrone et al, 1985):

dC, k.yy.
— = =CC. #:8.J6C, (4.1)
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d(
——=(k_ =k ), (4.2)
dt ’

Donde K. es la velocidad de adicion de monomeros de deoxiHbS (HbS desoxigenada) a
los nlcleos criticos 0 a los polimeros, y K. es la velocidad de disociacion de monémeros
de los polimeros. Ambas velocidades son independientes de la concentracion y vy, yi= ¥
Yi=+1 Son los coeficientes de actividad quimica que representan las interacciones mondmero-
monomero, nucleo critico-nucleo critico y monémero-nucleo critico respectivamente. Cix y
C;» son las concentraciones de nucleos criticos homogéneos (i) y heterogéneos (j). La
ecuacion 4.2 evalua la velocidad de transito de monémeros de deoxiHbS de la solucion a
los polimeros, y parte del hecho de que la polimerizacion es mayor que la
despolimerizacion (Ferrone et al, 1985).

En la ecuacion 4.1 el primer término de la suma representa el proceso de nucleacion
homogénea y el segundo la nucleacion heterogénea. En la ecuacién 4.2 el primer
término representa el ingreso de monémeros a los polimeros y el segundo el proceso de
la despolimerizacion.

Este modelo explica la mayoria de las observaciones experimentales sobre la cinética
de polimerizacion de la HbS (Ferrone et al, 1985), entre ellas, la existencia de un
tiempo de demora (td), conocido como el tiempo al cabo del cual se desencadena
irreversiblemente la agregacién molecular.

Como resultado de interacciones entre los polimeros ya formados, o entre éstos y los
mondmeros en solucion, tiene lugar un proceso de cristalizacion que origina la formacion
de dominios (micro dominios estructurales inhomogéneos) con concentraciones diferentes
de polimeros y monémeros de HbS; donde, ademas, las orientaciones de las fibras son
diferentes de una zona a otra (Lores y Cabal, 2005; Archer et al, 2015; Eaton y Hofricter,
1990; Ferrone et al, 1985; Ivanova et al, 2000).

Relajacion Magnetica Protonica en disoluciones acuosas de hemoglobina
durante la polimerizacion de la HbS

Métodos experimentales empleados

Las muestras de Hb fueron obtenidas a partir de sangre total venosa empleando
centrifugacion, decantacidn y ciclos de congelacion-descongelacion (Lores et al, 2019; Lores
y Cabal, 2005; Fernandez et al, 2009; Somoano et al, 2022; Cabrales et al. 2008; Fernandez
et al, 2005; Lores et al, 2014; Lores et al, 2006; Lores et al, 2022). En el caso especifico de
la Hb deuterada, los RBC utilizados fueron incubados previamente con Buffer Fosfato
Salino (PBS) deuterado (PBS preparado con agua deuterada) durante 2 h'y después lavados 3
veces también con PBS deuterado (Cabrales et al, 2008). En los experimentos realizados
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para evaluar el efecto del Glutation Reducido (GSH) y el Dalcetrapib (dal) sobre la
polimerizacion de la HbS (Somoano et al, 2022) la Hb fue mezclada con estos compuestos
para obtener concentraciones finales de 4 mM/l y 102.7 uM/l respectivamente. En los
estudios disefiados para evaluar el efecto terapéutico de la Vainillina (Fernandez et al, 2005)
los pacientes consumieron 1 g diario del compuesto y las muestras de Hb fueron obtenidas
como fue descrito arriba.

Las determinaciones de T, y T, durante la cinética de polimerizacion de la HbS (Lores
y Cabal, 2005) fueron realizadas utilizando la primera instalacion cubana de
relajacion magnética nuclear: el Giromag 02 (4.42 MHz para protones) y con el
empleo de las secuencias de pulsos de radiofrecuencia de 180°-1-90° y 90°-t-180°
respectivamente. En el caso del estudio de la HbS deuterada se realizaron, en el mismo
experimento, determinaciones de T, del protdon y el deuterio variando el campo
magnético externo y constante aplicado a la muestra (Cabrales et al, 2008).

Los estudios de dispersion de T, fueron realizados, utilizando la secuencia de pulsos
de 180°-t-90° en un relaxdmetro de campo ciclado (Stelar FFC 2000 Spinmaster)
trabajando en el rango entre 20 KHz y 10 MHz (Lores et al, 2022). Mediciones
adicionales fueron realizadas a 20 MHz y 60 MHz empleando las instalaciones Mg20 y
M@60 (Minispec, BRUKER), donde también se determind T, empleando la secuencia
de pulsos de Carr-Purcell-Meiboon-Gill (CPMG).

Resultados

Los estudios de T, y T, (Lores et al, 2019; Lores y Cabal, 2005; Cabal et al, 2018)
permitieron monitorear la cinética de polimerizacion de la HbS en muestras de Hb de
concentracion intraeritrocitaria (figura 4.2, tabla 4.1). En el caso de la Hb mayoritaria del
adulto sano (HbA) se observé una disminucidn ligera, por encima del error experimental, de
ambos tiempos de relajacion. Sin embargo, en la HbS, se presentd un comportamiento
temporal sigmoidal con tres regiones: la (1) y la (I11) donde la efectividad de la relajacion es
practicamente constante; y la (I1) en la cual T, y T, disminuyen 1.29+ 0.09 y 2.38+0.48
veces respectivamente. Ambos tiempos de relajacion comienzan a variar significativamente a
partir del td (Lores et al, 2019; Lores y Cabal, 2005; Fernandez et al, 2009; Fernandez et al,
2005; Cabal et al, 2018).

Tabla 4.1. Valores de T4/T,tr Y 1, en muestras de HbA y durante la polimerizacion de la HbS

Parametro | HbA II—|bS Region HbS Region 11 'I_:?S Region
2.541+0.4<
TJT 2340.2 | 254404 - 6.042.5
o T1/T5<6.0+2.5
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R X 107

(s) 5.1+0.13 | 5.0+£0.11 5.0+ 0.11<tRr<9.8+0.22 | 9.840.22

206 + 0.1<n,<3.79 +

+
0.19 3.79+0.19

Nu(MPas) | 206+0.1 | 206+0.1

Las 3 regiones observadas en los comportamientos de T; y T, durante la cinética de
polimerizacion de la HbS (figura 4.2) se corresponden con las 3 etapas de este proceso.
La region | se corresponde con la nucleacién, donde las agregaciones moleculares son
reversibles, la Il con el desarrollo irreversible de la polimerizacion, y la 11l con la
alineacion y crecimiento de los polimeros (formacion de micro dominios estructurales
inhomogéneos) (Lores et al, 2019; Lores y Cabal, 2005; Cabal et al, 2018). El
comportamiento de T, coincide con lo obtenido previamente por otros investigadores
(Waterman y Cottam, 1976; Shibata et al, 1977; Zipp et al, 1976), pero, el
comportamiento de T, es totalmente novedoso. Por primera vez se logra describir el
comportamiento de este parametro durante la cinética de aglutinacion de la HbS,
previamente solo se habian realizado reportes puntuales de valores de T; antes y
después de la desoxigenacion de la Hb (Zipp et al, 1976; Cottam et al 1974). Aln asi, la
magnitud de la variacion de T; (1.29+ 0.09) durante la etapa de gelificacion (I1) es
inferior a la de T, (2.38+0.48); sin embargo, el comportamiento de T permite observar
las 3 etapas y, sobre todo, determinar el td.

= T2 HbS
o T1HbS
400 © T1HbA
350+ ® T2 HbA
SOO'E_G*M\KM
g 250_—D—ID-/D,—D—D—5—E—D: /"
~ 2004 i
T 1501 o 4 . _ A
= 100] — | 0
50+ t

0O 100 200 300 400 500 600 700 800
Tiempo (min)

Figura 4.2. Comportamiento temporal tipico de T, (T1) y T,(T2) en muestras de HbA y HbS con concentracion
intraeritrocitariay a 36°C
Leyenda: Los trazos continuos representan los ajustes lineal y sigmoidal correspondientes a las muestras de HbA y HbS
respectivamente. En la HbS laregion | se corresponde con la nucleacidon, donde las agregaciones moleculares son
reversibles, la 1l con el desarrollo irreversible de la polimerizacion, y la 11l con la formacion de micro dominios
estructurales inhomogéneos. En el caso de la HbS T,y T, varian 1.37 'y 2.4 veces respectivamente desde la region I a la
1l

Los experimentos de dispersion de T, (figura 4.3) mostraron que un modelo de
intercambio de agua entre 3 sitios; con 2 poblaciones diferentes de agua en el término
de dispersion e intercambio de protones labiles con el solvente; es la mejor opcién para
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describir la relajacion magnética protonica en disoluciones acuosas de Hb (Lores et al,
2022; Somoano et al, 2022):

" q
Il ()= R™ 245 ; et 0.2 0.8

et 1+l T, ': ? |+ &’ r_\

(4.3)

/l (m, )= R < 4 S A :" +

| | 5

¢ 04r" |
1+ (o r, T 1+ 4o, r’ ]: |

1

(4.4)

Aqui Ry™™  y Raw™™ son las velocidades de relajacion magnética de los protones del
solvente. a y o’ estan relacionadas con la relajacion magnética de los protones de las
moléculas de agua enlazadas a la superficie de la Hb (agua hidratada). B y B’ estan
relacionadas con la relajacion magnética de los protones de las moléculas de agua
fuertemente enlazadas a la Hb en cavidades internas y orificios profundos ubicados en
la estructura macromolecular (agua interna), asi como con la relajacion magnética de
los protones labiles. El subindice i toma valores 1 y 2 para representar las 2
poblaciones de agua interna. Los protones labiles son aquellos, ubicados en la
estructura macromolecular, con un tiempo de vida medio en este estado que les
permite intercambiarse rapidamente con el solvente (Lores et al, 2022).

10

on | dispersion

on 2 dispersiones

Frecuencia (M Hz)

Figura 4.3. Perfil de dispersion de T, tipico en muestras de HbA y HbS de concentracion intraeritrocitaria. El perfil ha sido
ajustado empleando un modelo de intercambio de agua entre 2 sitios y un modelo de intercambio de agua entre 3 sitios con
1y 2 dispersiones

Los estudios de dispersion de T, confirman la propuesta de un modelo de intercambio
de moléculas de agua entre 3 sitios utilizada previamente (Lores et al, 2019; Zipp et al,
1976; Cottam et al, 1974; Eaton et al, 1976; Cottam y Waterman, 1976; Thompson et
al, 1975) y también la mejoran sustancialmente al proponer 2 poblaciones diferentes
de moléculas de agua interna contribuyendo a la relajacion magnética proténica. Una
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poblacién con valores de tc:” en el rango entre 14 10%s y 32 10 s y otra con valores de
e’ en el rango entre 1 10% y 2 10% s (Lores et al, 2022). 1c:” y tc,° pueden
determinarse como sigue (Lores etal, 2019; Halle, 2004):

(4.5)

Donde T es el tiempo de residencia e i toma valores 1y 2 para identificar a las 2
poblaciones de agua interna. tc:,® se corresponde con las predicciones teéricas del
tiempo de correlacion rotacional de la Hb (tr) de acuerdo a los modelos de Mooney y
Debye, y con el caso en el cual Tres®>>Tr Y Tci"=Tr. POr SU parte tc,” Se corresponde
con los casos en los cuales Trs,” es mucho menor o comparable con tr (Lores et al,
2022).

El comportamiento de tr durante la polimerizacion de la HbS (tabla 4.1, figura 4.4) se
corresponde con un incremento desde 5 10°%s hasta 9.8 10°% que puede explicarse, a
través del modelo de Debye, por el incremento de la microviscosidad alrededor de la
molécula de Hb (n, ) desde 2 mPa s hasta 4 mPa s (tabla 4.1, figura 4.4) (Lores et al,
2006).

El incremento de tr obtenido conduce, de acuerdo a la ecuacién 4.5, a un incremento
de rcb en ambas poblaciones de agua interna si se asume que rreszb es comparable con
tr Y no se modifica con la polimerizacion de la HbS. Es coherente esperar que rreszb no
se modifique con la gelificacion por cuanto el agua interna se encuentra en pequefos
orificios y cavidades en la estructura de la Hb y, por tanto, no expuesta a los contactos
Hb-Hb propios de la aglutinacion macromolecular. En el caso de la poblacion 2, si
Tres2 <<Tr €ntonces en la ecuacion 4.5 tc"=Trs,” siendo independiente de tx. No es
importante un andlisis similar para re:° porque en esta poblacion tc,’=tg.

—o— HbA (30.1 g/dl)

10] = HDbS (29.9 g/d) ‘

o 7/ i
@ 1
% 84
= [
T 7]

6] |

-; e,O\Elg—o o
> _=——td
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Tiempo(min)
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Figura 4.4. Comportamientos temporales tipicos de g y n, en muestras de HbA y HbS. En la HbA 15 yn, permanecen
constantes, mientras que en la HbS se incrementan 2 veces desde la region | a la regién 11

En la figura 4.5 mostramos la dependencia con tc” de una estimacion tedrica de los
términos entre corchetes en las ecuaciones 4.3 y 4.4, a los cuales Ilamaremos Jy; y Ji
por ser la suma de las contribuciones de las funciones densidades espectrales Jo, J1 Y J;
segun corresponda al caso de T; o T, (Bloembergen et al, 1948). Al analizar estos
comportamientos podemos concluir que los incrementos de tc,® y Tc2” como resultado
de la polimerizacion de la HbS provocan un decremento de T, como se obtuvo
experimentalmente. Sin embargo, en el caso de Ty, el incremento de tc;” causara su
crecimiento mientras que el aumento de 1c2°, al menos hasta 2.6 10°%, traera como
consecuencia su disminucion. La variacion de Jy, en el rango de 1c entre 1 108 y 2.6
10°%s, posee una mayor pendiente que su variacién con el incremento de el y por ello
se hace dominante permitiendo explicar la disminucion experimental de T, obtenida.
Pero, es de esperar (como se obtuvo experimentalmente) que la disminucién de T, sea
menor que la de T, dado el efecto competitivo del incremento de t¢1”. Entonces no se
trata de que T; sea menos sensible a la polimerizacion que T,, sino de que su
sensibilidad es “diferente”. Asumir que Tc2’=T.s” conduce a esperar un incremento
de T, que no se corresponde con lo obtenido experimentalmente o a suponer un
incremento de 7., con la polimerizacion que no tiene sustento tedrico ni experimental.

b
J(s) Versus 1

3.5e-7

3.0e-7

2.5e-7 A

2.0e-7 A

J(s)

1.5e-7 H

1.0e-7 1

5.0e-8

0.0

©(s)

Figura 4.5. Dependencia con t.° de una estimacion teérica de J,; y Jpp
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Adicionalmente ha sido demostrado que, durante la nucleaciéon y la formacion de
micro dominios estructurales inhomogéneos, la relajacion Spin Curie puede contribuir
con hasta el 25% y el 50 %, respectivamente, de la relajacion magnética provocada
por la interaccion dipolar de los protones del agua con el electrén no pareado ubicado
en el Fe** de la estructura de la HbS desoxigenada (Cabal et al, 2020). Por otro lado, a
partir del estudio simultaneo de la relajacion magnética de los protones y el deuterio
en muestras de Hb deuteradas, se descartd el aporte a la relajacion de gradientes de
campo magnético internos resultantes del proceso de polimerizacion de la HbS
(Cabrales et al, 2008).

Utilizando los comportamientos de T, durante la cinética de polimerizacion de la HbS
(figura 4.2) fue posible establecer un valor de 250 min para el td en el paciente con AD
en estado asintomatico y determinar que una crisis vasooclusiva se establece cuando
este valor decrece méas de un 20 % (Lores et al, 2019; Cabal et al, 2018; Fernandez et
al, 2009), ver figura 4.6. También se demostré que la Vainillina incrementa, hasta el
doble, los valores de td observados previo al tratamiento con este compuesto (Lores et
al, 2019; Fernandez et al, 2005; Cabal et al, 2018; Del Toro et al, 2003), ver figura 4.7.
Por otro lado, se establecié que el td se incrementd en el 60 % de las muestras tratadas
con GSH, mientras en el 100 % de las tratadas con dal se incrementaron los valores
iniciales y finales de T, (Somoano et al, 2022).

@ ) n m  Crisis (c)
120 4 -0 8.9 ) ,
’ 5 o0 » Estado basal (SS
100 - N . >
tdss=288min RDtd =32%
2 80- &_mlui
- [ ] \
~N
[
807 tdc=196min
40 -
20 T T T T 1
0 100 200 300 400 500
Tiempo (min)

Figura 4.6. Comportamiento temporal de T, (T2 en la figura) en un paciente con AD en estado asintomatico o basal y
durante una crisis vasooclusiva. Se observa el valor porcentual de la variacion del td desde el estado basal al de crisis
(RDtd)

Las variaciones del td, y los valores iniciales y finales de T, obtenidos durante la crisis
vasooclusiva del paciente, el tratamiento con Vainillina y la mezcla de la HbS con GSH
y dal permiten la disponibilidad de una herramienta cuantitativa para contribuir a
evaluar el estado clinico del paciente con AD y/o establecer la eficacia de acciones
terapéuticas. Esto es sumamente importante también porque puede ser una
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herramienta de evaluacion evolutiva y para el establecimiento del criterio de alta
médica.

140
= / —o— Inicio
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Figura 4.7. Variacion temporal de T, (T2 en la figura) en pacientes tratados con Vainillina en un estudio In Vivo que se
prolong6 durante 40 dias (d). Los valores de td fueron duplicados

Estudios de Relajacion Magnética Protonica en glébulos rojos de pacientes
con AD

Métodos experimentales empleados

Los RBC fueron obtenidos a partir de sangre total venosa empleando centrifugacion y
decantacion, y posteriormente fueron lavados 3 veces con PBS (Guevara et al, 2016). Para la
determinacion del tiempo de intercambio del agua a través de la membrana (t. ) los RBC
lavados fueron resuspendidos en PBS (Hematocrito 45 %, pH 7.4, 0.5 % de Alblimina
Bovina del Suero) y una porcion fue centrifugada (1000 g, 30 min, 25 °C) eliminando el
sobrenadante para obtener RBC empaquetados, 0.5 ml fueron depositados en un ampula de
RMN para las mediciones de T (T,). Por otro lado, 0.3 ml de RBC resuspendidos fueron
mezclados con 0.6 ml de una solucion madre de MnCl, para obtener una concentracion final
de 2.5 mM en la muestra de RBC dopados, 0.5 ml fueron depositados en un &mpula de RMN
para las mediciones de T, (Tyqg). Te fue calculado como sigue:

(4.6)

La secuencia de pulsos de de RF de CPMG fue empleada para determinar T,y To4 en RBC
no dopados y dopados, respectivamente, utilizando una consola de RMN MARAN DRX
(OXFORD INSTRUMENTS, 4 MHz para protones) (Guevara et al, 2016).
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Resultados

Los valores de 1. disminuyeron como consecuencia de la polimerizacion de la HbS
(tabla 4.2) (Guevara et al, 2016).

Tabla 4.2. Valores de 1, en RBC de pacientes con AD antes (oxigenados) y después (desoxigenados) de la polimerizacion

de la HbS
Muestra 7. (MS)
RBC oxigenados 20.8+£2.7
RBC desoxigenados 15.2+£1.0

La disminucion observada en 1. con la gelificacion macromolecular significa un
aumento de la velocidad de deshidratacion celular, lo cual pudiera incrementar la
concentracion de HbS favoreciendo su agregacion. Por ende, este pardmetro también
pudiera ser de utilidad en la evaluacion clinica del paciente con AD.

Evaluacién de la viscosidad dinamica absoluta en disoluciones de
proteinas empleando Relajacion Magnética Protonica

Métodos experimentales empleados

Las muestras de plasma sanguineo fueron obtenidas a partir de sangre total venosa
empleando centrifugacion y decantacion (Mengana et al, 2019; Lores et al, 2018). Las
muestras de suero sanguineo fueron preparadas depositando la sangre total en un tubo seco
sin anticoagulante, esperando 10 min a temperatura ambiente y centrifugando (2500 rpm, 10
min) para colectar el suero a partir del sobrenadante (Ernst et al, 2007). Las muestras de Hb
se obtuvieron como se explicd anteriormente para la HbA y la HbS. Para determinar
experimentalmente T, se emple6 la secuencia de pulsos de RF de CPMG (Consola de RMN
LApNMR de Tecmag, 4 MHz) (Mengana et al, 2019; Lores et al, 2018). Para evaluar n
durante la construccion de las curvas de calibracion (1/T, en funcion de 1) se empled un
viscosimetro de Ostwald y un pignémetro (Mengana et al, 2019; Lores et al, 2018).

Resultados

En el caso del plasma sanguineo se obtiene una dependencia lineal entre 1y 1/T, (Lores et
al, 2018), ver figura 4.8. Esta dependencia experimental, también llamada curva de
calibracion, permite determinar directamente el valor de n a partir de un valor de T, obtenido
experimentalmente y puede describirse segun la ecuacion:

n=685x10" ,/l. +4.61x10™
_ (4.7)
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Figura 4.8. Dependencia de 1 en funcién de 1/T, en muestras de Plasma Sanguineo estudiadas a 20°C

Este método, basado en relajacion magnética protonica (RMP), permite obtener
valores de n del plasma sanguineo que coinciden estadisticamente con lo determinado
empleando el viscosimetro de Ostwald como método de referencia (tabla 4.3, a=0.001,
P=0.00215782, muestras pareadas) (Lores et al, 2018). En general este método permite
reducir 10 veces y 2 veces el volumen de muestra y el tiempo de experimento
necesarios para determinar n respectivamente. Adicionalmente, posibilita reportar
directamente el valor de m y no requiere del lavado del viscosimetro entre
determinaciones. Todo lo anterior subraya las ventajas del método de RMP sobre los
métodos tradicionales de Viscosimetria, sin embargo, el método de RMP es mucho més
caro. Este imponderable se atenda si consideramos que la posibilidad de determinar n
es solo una de las posibilidades de esta técnica experimental, a la cual se pueden sumar
el resto de las aplicaciones descritas en este libro y otras no descritas aqui o por
desarrollar.

Tabla 4.3. Valores de n en el plasma sanguineo determinados empleando el método de RMP y el viscosimetro de Ostwald
como método de referencia

Individuos controles n (mPas) n (mPas)
(n=20) Viscosimetro de RMP
Ostwald
Valor medio 1.61 1.68
Desviacion Estandar 0.06 0.11
Rango 1.57-1.65 1.60-1.77

Durante la medicion de una sola muestra con el método de RMP la desviacion
estandar representa el 1.57 % del valor medio 0 menos; mientras que cuando se toman
diferentes muestras del mismo individuo este valor llega hasta 2.93 % (Lores et al,
2018). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los valores de n
obtenidos utilizando, para obtener el plasma sanguineo, sedimentacion natural y
decantacion o centrifugacion y decantacion (Lores et al, 2018). Los valores de
determinados empleando el método de RMP no se alteraron después de 15 dias de
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almacenamiento de la muestra a 4°C (Lores et al, 2018). Sin embargo; es necesario
emplear el mismo anticoagulante en las muestras a evaluar y aquellas destinadas a
proveer el valor de referencia (adultos sanos) pues fue demostrado que el cambio de
anticoagulante puede alterar los valores de n del plasma sanguineo como se muestra
en latabla 4.4 (=0.05).

Tabla 4.4. Comparacion (0=0.05) entre los valores de 1 del plasma sanguineo, obtenidos empleando el método de RMP,
en 20 sujetos “aparentemente sanos” en los cuales se empleo Citrato de Sodio como anticoagulante y 7 en los cuales se

utiliz6 EDTA
Parametr | Anticoagulante Prueba de Hipotesis
0
EDTA Citrato de Sodio
n (mPa s) 1.97+0.09 1.68+0.05 | Estadisticamente Diferentes
P=0.00000206896
(<0.05)

Todo anticoagulante va a inhibir la formacién de Fibrina a partir del Fibrindgeno
presente en el plasma sanguineo. Sin embargo, el efecto de un anticoagulante puede ser
diferente al de otro en cuanto a la magnitud de esa inhibicion. Esto significa que, si
tomamos sangre total de un mismo individuo y la dividimos en 2 fracciones iguales,
cada una de las cuales mezclamos con un anticoagulante diferente, al final habra en el
plasma proveniente de cada fraccion una diferente concentracion de Fibrindgeno y
Fibrina. Ello conduce a diferentes valores de n del plasma por cuanto esta viscosidad
depende directamente de las concentraciones de proteinas en el interior de la muestra
(Lores et al, 2018). En particular, por el gran tamafio y la asimetria de la molécula de
fibrindgeno, la contribucion de esta proteina a la n del plasma es determinante y se
considera como el factor fundamental en individuos sanos (Blanco et al, 2020; Morie,
2018). Todo esto significa que el anticoagulante modifica la n del plasma y debe usarse
el mismo anticoagulante si se quieren hacer comparaciones tanto con RMP como con
cualquier otra técnica experimental.

Para evitar cambios en T, no relacionados con la n del plasma sanguineo, es
necesario, al emplear el método de RMP, tener en cuenta lo siguiente (Lores et al,
2018):

-Evitar la contaminacion de las muestras de plasma, durante su obtencion o
almacenamiento previo a la medicién experimental de T,, con agua, disoluciones de
macromoléculas, contenido celular o compuestos paramagnéticos.
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-Mantener la temperatura constante en el interior de la muestra durante la medicion
de T,. De hecho, el cambio de la temperatura de medicién impone la construccion de
otra curva de calibracion (figura 4.8) ya que T, y m son dependientes de la
temperatura.

-Emplear en el experimento de RMP un valor de @, que se encuentre en una zona de
invarianza o invarianza relativa de 1/T, en funcion de @p. Lo anterior garantiza
implementar el método empleando la misma curva de calibracion en un rango de
valores de @, de no ser asi la curva de calibracion debe ser actualizada para cada
valor de la frecuencia de resonancia.

-Emplear un sistema magnético generador de H, lo suficientemente homogéneo en la

zona de estudio, o un valor de t lo suficientemente corto en la secuencia de pulsos de
RF de CPMG, para evitar la influencia de la difusion de las moléculas de agua en un
gradiente de campo magnético en las determinaciones experimentales de T, y la
aparicion de un valor efectivo de este parametro (T ).

La tabla 4.5 muestra la aplicacion del método de RMP para la determinacion de la n
del plasma sanguineo en pacientes con diferentes patologias hematoldgicas como: la
Policitemia Vera (PV), el Linfoma de Hodgkin (HDG), el Linfoma no Hodgkin (LNH),
el Mieloma Multiple (MM), la AD y la Hemoglobinopatia SC.

Tabla 4.5. Comparacion (o= 0.05) entre los valores de 1 del plasma sanguineo determinados en una muestra de pacientes
con diferentes patologias hematologicas y en individuos “aparentemente sanos”. Se emple6 EDTA como anticoagulante

Estado Patologia Valor de Resultado
Clinico P
Aparentemente Patoldgicos 0.352338 iguales
sanos (todos)
Aparentemente Pacientes 0.282128 iguales
sanos con
Mieloma
Multiple
Aparentemente Pacientes con 0.42397 iguales
sanos Anemia
Drepanocitica (SS)
Aparentemente Pacientes con PV 0.437086 iguales
sanos
Aparentemente Pacientes con LNH 0.531283 iguales
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sanos
Aparentemente Pacientes con HDG 0.199121 iguales
sanos
Aparentemente Pacientes con 0.14138 iguales
sanos Hemoglobinopatia

SC

En la tabla 4.5 puede observarse que en todas las patologias los valores de n coinciden
con los obtenidos en los individuos aparentemente sanos. En el caso de patologias como
el HDG, el LNH y la PV es l6gico no esperar incrementos de i del plasma sanguineo
por cuanto son patologias donde no se producen incrementos de las concentraciones de
proteinas plasmaticas. En el caso de la AD y el MM esta reportada la posibilidad del
incremento de las concentraciones plasmaticas de Fibrindgeno y globulinas
respectivamente (Lores et al, 2018; Blanco et al, 2020; Morie, 2018), sin embargo, esto
no ocurre siempre y en estado asintomatico los valores de las concentraciones de estas
proteinas pueden ser normales aumentando solo en episodios donde el paciente tenga
un Sindrome de Hiperviscosidad (SHV) o tienda hacia este sindrome (Blanco et al,
2020; Morie, 2018). Los pacientes con patologias hematoldgicas, cuyo reporte aparece
en la tabla 4.5, fueron estudiados en estado asintomatico durante la asistencia a
consultas de seguimiento y por ende es logico el resultado observado para la AD vy el
MM. Lo explicado anteriormente puede verse con claridad en la figura 4.9, donde se
muestran 2 pacientes debutantes con MM, 1 de ellos con sintomatologia de un SHV. Es
posible evolucionar durante el tratamiento, empleando la determinacion de la n del
plasma sanguineo, a pacientes con enfermedades que alteran la viscosidad plasmatica e
incluso a casos con SHV.

Debutantes con MM

55

5.0 q

4.5

4.0

n (mPas)

3.5 4

o

25

T T T T T
1 2 3 4 5 6 7

Dias de tratamiento (dias)

®  Con sintomatologia de SHV
O Sin sintomatologia de SHV

Figura 4.9. Estudio evolutivo de la ny del plasma sanguineo en 2 pacientes debutantes con MM, 1 de ellos con
sintomatologia propia de SHV
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El método de RMP también puede emplearse, de forma similar, en muestras de suero
sanguineo y Hb como se muestra en las figuras 4.10 y 4.11, en la tabla 4.6, asi como en

las ecuaciones 4.8 (suero sanguineo) y 4.9 (Hb).

/l' (s )= 0.0035(mPas)-0.019

(4.8)

/l (A - )= 0.4n(mPas)+0.5
' (4.9)

Tabla 4.6. Valores de m en suero sanguineo y Hb determinados empleando el método de RMP y el viscosimetro de
Ostwald como método de referencia

Suero sanguineo
Individuos controles n (mPas) n (mPas)
(n=27) Viscosimetro de Ostwald RMP
Valor medio 1.32 1.28
Desviacion Estandar 0.05 0.06
Rango 1.27-1.37 1.22-1.34
Hb
Individuos controles n (mPas) n (mPas)
(n=17) Viscosimetro de Ostwald RMP
Valor medio 12.80 11.19
Desviacion Estandar 3.35 2.02
Rango 9.47-16.17 9.17-13.21
E »
0 (mPas)

Figura 4.10. Comportamiento de 1/T, en funcidn de n obtenido en muestras de suero sanguineo a 20°C

La posibilidad que ofrece el método de RMP de poder evaluar la n del plasma
sanguineo (mp ) y de la Hb (nubp ) posibilita, con la determinacion adicional del
Hematocrito (H ), la evaluacion de la viscosidad dindmica absoluta de la sangre total

(mst) (Sirs, 1981):
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404 |

sy =1,| 1 —H| =,

(4.10)

Con la determinacion de nst es posible realizar una evaluacion més adecuada del SHV
que cuando se emplea solamente np como pudimos apreciar en la figura 4.9.

Hb

T, (s
[ )

1 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

n (mPa s)

® Hb
Ajuste lineal

Figura 4.11. 1/T, en funcién de n en muestras de Hb a 20°C

Otros métodos han sido propuestos para evaluar la n en plasma sanguineo, suero
sanguineo y Hb empleando RMP (Lores et al, 2018; Pefia, 2005; Hong et al, 2008;
Endre y Kuchel, 1986). Se ha empleado el comportamiento de la viscosidad cinemética
(v) en funcidén de Ty, obtenido en muestras de Glicerol+agua, para determinar v en una
muestra de plasma sanguineo a partir del valor de T; determinado experimentalmente
en dicha muestra (Pefia, 2005). Sin embargo, la diferente naturaleza de las muestras
empleadas para hacer la curva de calibracion (Glicerol+agua) y el plasma puede
contribuir a que la determinacion de v sea erronea (Lores et al, 2018). Ademas, para
determinar n en funcion de v se requiere la determinacion experimental de la densidad
de la muestra en estudio (p), para lo cual es preciso un incremento del volumen de
muestra y del tiempo de experimento.

En 2008, Hong y colaboradores afiadieron particulas superparamagnéticas a muestras
artificiales de suero sanguineo y observaron su agregacion bajo el efecto de un campo
magnético externo (Hong et al, 2008). Fue medido experimentalmente el efecto de este
proceso de agregacion sobre el T, de la muestra y graficado en funcion del reciproco
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de la m de dicha muestra (determinada empleando un método de Viscosimetria
tradicional). Con esta curva de calibracion es posible determinar la n de una muestra
de suero sanguineo a partir del valor de T, medido experimentalmente. Los problemas
con este método son la posible modificacion de la i de la muestra en estudio al afiadir
las particulas superparamagnéticas y el empleo de temperaturas (40°C) cercanas al
punto de desnaturalizacion de las proteinas. Adicionalmente, este método no ha sido
validado en muestras reales de suero sanguineo.

Endre y Kuchel propusieron en 1986 la determinacion del tiempo de correlacion
rotacional de moléculas fisiologicas intracelulares (Glicina y Glutatién) marcadas con
BC a partir del T; del ®°C, lo cual permite la determinacién de la n de la Hb
intracelular utilizando configuraciones esféricas o de elipsoides simétricos (Endre y
Kuchel, 1986). Este es un método complejo que necesita al menos 4 h de incubacion
durante la preparacion de la muestra.

Relajacion magnética protonica en el estudio del cancer de mama “In
vitro”

Procedimientos Experimentales

Las muestras de tejido maligno, conjuntamente con la referencia (tejido sano), se obtuvieron
a través de la mastectomia total o parcial (misma mama y el mismo cuadrante) en ambiente
hospitalario controlado (Lores et al, 2002). La extraccion de los fragmentos de tejido, 0.5
cm®, se efectud a temperatura ambiente y los mismos fueron depositados en un 4mpula para
el experimento de RMP, el cual se llevé a cabo a 36°C. Se utilizd una baja frecuencia de
resonancia (4 MHz) en aras de maximizar la RMP y como instalacion experimental se
empleé el Giromag 02 (Primer equipo de RMP fabricado en Cuba).

Considerando los valores de T;y T, propios de las muestras de tejido mamario, la
necesidad de un menor tiempo de experimento para evitar la degradacion tisular y la
posibilidad de excitar el doble del ancho de banda durante el pulso de preparacion
(90°); las determinaciones experimentales de T; se realizaron empleando la secuencia
de pulsos de RF de saturacion recuperacion con un valor inicial de T de 60 ms, un
incremento de T de 10 msy un TR de 2500 ms.

Las determinaciones experimentales de T, se realizaron utilizando la secuencia de
pulsos de RF de 90°-t-180°-TR (Lores et al, 2002) con un valor inicial de T de 2 ms, un
incremento de t de 2 ms y TR= 2500 ms. Considerando la necesidad de un menor
tiempo de experimento para evitar la degradacion tisular recomendamos, sin embargo,
el empleo de la secuencia de pulsos de CPMG con =2 ms, 100 ecos y TR= 2500 ms.
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Se realizaron, al menos, 5 determinaciones de T, y T, para obtener un error relativo
inferior al 5 %.

Resultados

Las tablas 4.7 y 4.8 muestran los valores obtenidos para T,y T, en las muestras de
tejido mamario maligno y su correspondiente muestra de tejido sano (Lores et al,
2002).

Tabla 4.7. Valores de T, (36°C, 4 MHz) en las muestras de tejido mamario maligno y su correspondiente muestra de tejido

Sano

Pacientes T,£SD (ms) Diferencia (%)
Sano Maligno
1 20547 386+13 47
2 14615 231+6 27
3 21245 319+8 10
4 196+13 235+10 27
5 287+10 30515 16
6 185+6 28516 35
7 189+7 23846 21
8 196+9 25315 23
9 22847 381+7 40
Promedio 20044 29046 27

Tabla 4.8. Valores de T, (36°C, 4 MHz) en las muestras de tejido mamario maligno y su correspondiente muestra de tejido

Sano

Pacientes T,£SD (ms) Diferencia (%)
Sano Maligno

1 44 5+1.7 55.6%3.1 20
2 46.0+2.1 56.3+1.9 18
3 37.6+1.9 56.2+1.1 23
4 27.3+0.5 46.240.4 41
5 35.0+9.3 47.440.5 26
6 45.4+0.5 43.840.4 4
7 35.8+1.6 40.0+1.2 10
8 38.4+1.1 45.4+1.7 15
9 53.0+0.7 65.8+0.8 20
Promedio 37.4+7.0 46.0+13.0 20

Puede observarse que en la mayoria de los pacientes analizados (89 % en el caso de T,
y 100 % en el caso de T;) existen diferencias estadisticamente significativas (a=0.05,
test de student) entre los valores de T,y T, obtenidos para el tejido maligno y aquellos
determinados en las muestras de tejido sano pertenecientes a la misma mama vy el
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mismo cuadrante que el carcinoma (Lores et al, 2002). Estas diferencias son, como
promedio, del 27 % en el caso del T,y del 21 % en el caso del T,. Los datos obtenidos
mostraron seguir una distribucion normal de acuerdo al test de Kolmogorov-Smirnov
realizado. No existe, sin embargo, relacion entre el tipo de carcinoma mamario
estudiado y la magnitud de las diferencias observadas para el caso de ambos tiempos
de relajacion.

La RMP en muestras de tejidos puede describirse, considerando un intercambio
rapido de moléculas de agua entre los medios intracelular (intra) y extracelular
(extra), de acuerdo a:

| _P,, . P,
L T T
1 PP
= t
T < I

(4.11)

Donde P representa la fraccion de agua en cada medio. La RMP, tanto en el medio
intracelular como extracelular, puede explicarse de acuerdo al modelo de intercambio
de moléculas de agua entre 2 sitios explicado en el capitulo 2 de este libro, segun el cual
Rii (1/T4) y Ry (1/Ty) pueden describirse por la ecuacion 4.12. En este sistema de
ecuaciones Ri"" y Ru™* representan las velocidades de relajacion magnética
protonicas del solvente, y la razén giromagnética del protén, y b= 1.58 10™° m es la
distancia entre los 2 protones en el interior de la molécula de agua. tc es el tiempo de
correlacién efectivo correspondiente al agua enlazada (L/tc=1/tres+1/7r), Siendo Tres- el
tiempo de residencia de la molécula de agua en su enlace a la proteina y tr el tiempo de
correlacion rotacional de la molécula de proteina. El subindice i puede representarse
como intra o extray B representa al agua enlazada.

R, (c,)= Rl + 25

' o7,

3 # . ¥

) —1) . A, y h
( i — * Bi o (
2\47) b

(4.12)

Aqui se ha considerado que @¢’tci>>1 dado que T;>T, como puede observarse en las
tablas 4.7y 4.8.
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La formacion del tejido maligno a partir del sano trae como consecuencia varios procesos a
nivel celular como la disminucién de la cantidad de agua extracelular, la retrotraccion del
tejido graso y la disminucion de elementos paramagnéticos de Fe, Cu y Mn (Lores et al,
2002). La disminucion de la cantidad de agua extracelular trae consigo un incremento
de la concentracion de proteinas en este medio; lo cual conduce, segin los modelos de
Mooney y Debye (Lores et al, 2006), a un incremento de tg y por consiguiente de
Tcextra- SIN embargo, esto lleva a comportamientos opuestos de T,y T, de acuerdo a las
ecuaciones 4.11 y 4.12. Es por ello que, mas alld del comportamiento de la movilidad
molecular, consideramos dominante, al explicar los incrementos de T,y T, en el tejido
maligno, las modificaciones estructurales previamente descritas y relacionadas con el
tejido graso y la concentracion de elementos paramagnéticos. Tanto la presencia de
tejido graso como de iones paramagnéticos disminuyen los valores de los tiempos de
relajacion y, por ende, su disminucion provoca incrementos de ambos parametros.

Fue demostrado que es posible establecer rangos de valores de T,y T, para los cuales
se puede afirmar que el tejido mamario es maligno (T;> 300 ms,T,>45 ms) 0 sano
(T1<200 ms, T,<35 ms) (Lores et al, 2002). Lo anterior posee mucha potencialidad
como elemento diagnéstico porque es un resultado que puede obtenerse minutos
después de obtener la muestra, mientras el estudio clasico de anatomia patoldgica
(biopsia) demora mas de 10 dias. Sin embargo, es importante reconocer que no ofrece
los detalles histologicos que proporciona la biopsia. No obstante, la informacion que
ofrece este estudio tiene un valor orientador para el médico que, por su inmediatez,
pudiera ser empleado incluso para tomar decisiones durante intervenciones
quirdrgicas.
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