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RESUMO

Estudamos por RPE efeitos de radiagbes Xe y na
seguinte série de substéncias: glicina, glicil-glicina, trigliL
cina, poliglicina e coldgeno. As irradiac¢Bes foram feitas a va
cuo e temperatura ambiente.

0 ginal induzido na glicina & um tripleto enguanto asg
demais substéncias mostram um dubleto comumente atribuido ao ra
dical formado no carbono a da cadeia peptidea. Todos os mate
riais i1rradiados apresentam dependéncia entre susceptibilidade
magnética e temperatura na forma da lei de Curie-Weiss, no in
tervalo de temperaturas entre 110 K e 300K, & excecdo da gli

cina onde esse intervalo situa-se entre 180 e 300 K.

Medimos os valoreg de: parédmetro de radiosensibilidade

A

G.; constante de desdobramento hiperfino A7; fator espectros

~

cdpico g; temperatura 0, correspondente & temperatura de Curie

do material irradiado.

A

Interpretamos os dadogs de G,, O e A referentes &
gérie dos peptideos assumindo a formacdo do radical livre no car
bono a da cadeia, verificando assim que o eletron desempare-
lhado apresenta um grau de deslocalizag¢do crescente com o aumen
to de unidades de glicina.

Finalmente, observamos que a temperatura 0 é negatjl
va, 1ndicando gue a natureza da interacdo entre o0s spins desem-

~

parelhados & antiferromagnética.



ABSTRACT

The effects of X and Y radiation on glycine, glycyl-
-glycine, triglycine, polyglycine and colagen have been studied
using EPR spectroscopy. The radiation exposuregs have been
performed under vacuum at room temperature.

All those irradiated substances but glycine showa doublet
absorption signal often ascribed to a radical formed on the
a carbon of the peptide chain. Glycine shows a triplet induced
absorption signal.

The magnetic susceptibility has been foundto depend on
temperature according to the Curie-Weiss law. Irradiated glycine
follows this behaviour from 180 K to 300 X, while the others
in the temperature range 110 X - 300 K.

The radiosensitivity parameter G, , the hyperfine
splitting constant A" and the spectroscopic factor g have
been determined as well as 0 which is the temperature corresponding
to the Curie temperature of the irradiated substance.

The results on G", 0 and A" for all peptides studied
here agree with the assumption of radiation induced free radical
located at the a carbon of the peptide chain, leading to conclude
that the degree of derealization of the unpaired electron in-
creases for increasing number of glycine units in the peptide.

Finally, from 0 negatives wvalues obtained, a conclusion
has been reached on the antif erromagnetdc nature of the interaction

of unpaired spins.
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I - INTRODUGAO

Ndo ge conhece organismo vivo que deixe de ser afetado
por radiacdes de altas energias. 0 reconhecimento bioldgico des
se fato, constatado tanto por alterac¢des de estruturas celulares
como por mudancas genéticas, éprecedido de eventos diversos gue
ge inter-relacionam numa complexa cadeia de fendmenos. A série
de eventos gque sgegue & absorcdo da radiacdo pela matéria pode,

ilustrativamente, ser dividida em tres estidgios temporais caracte-

@ + . (1)
risticos

1. 0 estédgio fisgico da acdo da radiacgdo, durante o qual
ocorre a transferéncia de energia da radiacdo para a matéria.
Este processo leva principalmente a excitagdes moleculares e 1o
niza¢des. As espécies primédrias produzidas sdo, usualmente, bas
tante instéveis sofrendo logo a seguir reacdes secundarias, tan
to espontaneamente como por colisdes com moléculas vizinhas.

2. 0 estédgio fisico-quimico, no gqual produzem-se espé-
cies secundirias reativas (comumente A&Atomos ou radicais livres)
gque podem se originar de uma Unica reacdo ou podem resultar de
uma sucessdo complexa de reagdes. Muitas dessas interag¢des ndo
sdo observadas em outros ramos da fisica e da guimica embora al
gumas sejam conhecidas na fotoguimica.

3. 0 estdgio guimico gque se inicia quandoo sgistema res
tabelece sgeu equilibrio térmico que havia sido alterado pela ener
gia da radiacgdo. Nesta fase as espécies reativas continuam a rea

gir entre si e com as vizinhancgas.

As mudancgas moleculares induzidas pela radiag¢do provo-
cam alterag¢des no organismo. Essas alterag¢les, através do esta
gio bioldgico, podem levar finalmente ao desenvolvimento de um
efeito bioldgico observadvel. 0 tipo e a intensidade do dano de-

penderdo da possibilidade do organismo reparar o defeito ou se



ele, operando sob essas condig¢des perturbadas, tendera a ampli
ficar o dano.
A tabela 1 aprecgenta, de maneira esguematizada, a se-

gquéncia de ventos que ge segue & absorcdo de energia, com as or

~ (2)
dens da grandeza estimadas do seus tempos de duragdo

TABELA 1
Tempo (geg.) Eventog em gblidos & temperatura ambiente
Ion" Excitacdo ou ionizacgdo por particula rédpida
carregada
Io" Recaptura de elétrons por ions "paig™
o Dissociacdo de ligag¢des gquimicas
Io"” Relaxacgdo de dielétricos , reorientacgdo da rede
Io"*’ Reac¢bes do tipo radical-radical
Io"* ReacgBes de radicais cinéticos ou excitados
<l0o™’ Situacdo metaestdvel

1. Esgpectroscopia RPE aplicada ao estudo dos efeitos da radiacgdo

Diferentes métodos e técnicas podem ser usadas para se
guirem-se os vArios processos dos estdgios citados. Enguanto os
processos do estédgio fisico sdo virtualmente inacessiveis & in-
vestigagdo experimental, devendo ser estudados por medidas em
gistemas modelos, héd varios métodos que podem sger utilizados pa
ra a obtenc¢do de resultados, tanto gualitativos como gquantitati
vos, no estidgio fisico-quimico.

Negse contexto, a técnica RPE tem sido extensivamente
empregada. Os radicais livres c8o espécies que contém elétrons

desemparelhados podendo, portanto, ser detetados pela espectrof



copia RPE. Essa deteccgdo & teoricamente possivel desde gue os ra
dicais tenham meia vida suficientemente longa, estejam presentes
em concentracdes compativeis com a sensibilidade do equipamento
e ndo produzam sinais com largura de linha demasiadamente gran-
de(g)

Como é caracteristico dos radicais livres, os induzidos
pela radiagdo sdo também bastante reativos. Entretanto, & possi
vel limitar a razdo de reacgdo entre osg radicais, diminuindo-se
a difusdo dos mesmos. Em substancias bioldgicas essa diminuicdo
& favorecida com a eliminacdo da agua e por 1sso a maioria dos
estudos por RPE & feita em amostras irradiadas no estado sdélido.
As espécies que podem ser observadas sdo as gue, por uma razdo
ou outra, foram aprisionadas na amostra apds o aparecimento dos

produtos primdrios da absor¢do de energia pela matéria.

Nos primeiros estudos de danos de radiagdo em substan-

A5 g A

cias bioldgicas por RPE, Gordy e colaboradores obtiverames
pectros de materiais policristalinos irradiados & temperatura am
biente. Estas pesguisas mostraram que a irradiacdo de véarias es
pécies bioldgicas secas (aminoédcidos, proteinas, &cidos nuclei-
cos e constituintes, lipidios, hormbénios, vitaminas, étc) pro

duz radicais livres estdveis por longos periodos, & temperatura

ambiente e possiveis de serem estudados por RPE.

2. Radicais induzidos em proteinasg

Estudos sobre a composigdo e a estrutura das protéinas

mostram gque esgsas macromoléculas sdo formadas por longas cadeias

de amincdcidos que se juntam através da ligacdo peptidea. Por
(6)

outro lado Shields e Gordy puderam observar gque cada amino-

dcido irradiado apresenta seu prdprio espectro RPE, ou seja,

cada aminocdcido apresenta um particular radical livre induzido

pela radiacdo. A despeito desse fato, o prdéprio Gordy, alem de



Zimmer e Muller(9) apontou para a seguinte observag¢do em pro
teinag irradiadas: o espectro RPE das mesmas nido & o padrdo com
plicado que se esperaria sge houvesse uma superposic¢do de sinais
dog aminodcidos individuais; ao invés disso, o espectro obtido
mostra dois tiposg principais de ressondncia como pode ser apre
ciado na figura 1.

Esgsa figura & um exemplo tipico de um espectro de uma
proteina. Foi obtido para uma amostra de lisozima gue irradiamos
a vacuo e na temperatura ambiente. Obsgerva-se nele a presenca de
um largo sinal de ressonédncia e de uwa dubleto em torno de 3290G.

0 primeiro sginal & caracteristico de compostos policris

talinos contendo enxofre como cisteina, cistina, cigsteamina e
(4) *
outros. Gordy e Shields atribuiram essa resgsonéncia a um ti-

po de radical onde o elétron ndo emparelhado localiza-se princi

palmente no atomo de enxofre do residuo cisteina:

0
I

-NH-CH-C-H

Trabalhos posteriores, experimentais e tedricos, vieram
corroborar essa suposicdo 0)

0 ginal dubleto, por suavez, é gimilar ao encontrado
em dipeptideos como glicil-glicina e acetil-glicina. Atribui-se
0 sinal desses dipeptideos -ao radical localizado no carbono a
da ligacdo peptideadevendo-gse o desdobramento da linha

4 interacdo com o Aatomo de hidrogénio:

H 0

I
- C - (I1)

I
2 —

C
|
H

Congidera-se que esse radical seja o resgponsdvel pelo
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dubleto da proteina '

Dessa forma o efeito da radiacdo sobre as proteinas pa

rece fazer-se sentir principalmente sobre dois dos aminodcidos
gue a compdem: a cisteina e a glicina. Atualmente apenas o radi”
cal (I) & bem conhecido, tanto na sua localizacgdo como na sua es
trutura eletrdnica, enguanto o radical (II) & ainda objeto de
discussio (12)
No sentido de se egclarecer essa gquestdo tem se estu-
dado o efeito da radiacdo em monocristais de moléculas como a
glicina e a glicil-glicina ~ .A irradiag¢do a baixas tempe-
raturas e o estudo do cristal em varias orientac¢deg dentro do
campo magnético aplicado permite a observacdo de radicais inter
medidrios, além da determinagdo de constantes de interag¢do hiper
fina anisotropica. Evidencia-se nesses trabalhos gue o dubleto
da glicil-glicina deve-se principalmente ao radical (II) embora
outros nidcleos da molécula provoquem desdobramentos adicionais
atravég de interac¢des hiperfinas anisotrdpicas.

Estes resultados entretanto ndo sgdo suficientesgs para a
explicacdo do dubleto das proteinas. 0 estudo de sistemas gim-
ples como dipeptideos ndo pode ser simplesmente extendido a ma

cromoléculas como as proteinas, embora sugira um método de abor

dagem ao problema que tem se revelado da mais alta produtividade.

3. Medidas Quantitativas por RPE

Além da identificac8o dos radicais detetados,a espectros”®
copia RPE permite a determinacdo quantitativa do ntmero dos ra-

dicais presentes na amostra.

(17) ~
Rotblat e Simons estudaram a produc¢do de radicais
em func¢do da dose absorvida numa série de cinco aminodcidos (gli

cina, a-alanina, valina, &dcido aspdrtico, &acido glutémico) irra



diadog. Verificaram a existéncia de uma relacdo linear entre o
ntmero de radicais produzidos e a dose absorvida ate uma certa
dose (20 Mrad para a glicina, 200 Mrad para a a-alanina), acima
da qual a produc¢do manteve-gse constante.

Egsse comportamento pode sger descrito pela equacgdo

N = (i -, )
onde N = nlGmero de radicais produzidos.
n = vzrazdo de produgdo dos radicais estéveis,
a = razdo de recombinac¢do por unidade de dose.
D = dose absorvida.
(9)
Zimmer e Muller indicam conclusdes semelhantes par

tindo de estudos em varios aminocdcidos e proteinas irradiados.

A saturac¢do na produgdo de radicais & verificada usualmente a do
7

I
ses acima de 10 rad, tanto em irradiag¢des com raios Y qguanto

em irradiac¢Bes com raios a

Outro fato apontado e gue a produc¢do maxima, dada por

N = (2)
max .
18
situa-se em torno de 10 spins por grama (nogs extremos encon-
. 17 . - 20
tram-se a alanina com 2.10 e a glicilglicina com 10 ). Para

a explicacdo dessa saturacdo foram formuladas hipdteses como a

destruicdo dos radicais estdveis por radicais de vida curta ou a
i
ocorréncia de efeitos de aguecimento local gque permitam a recom

" . . e a s 17
bmacao de radicais previamente aprisidnados (17)

~

Restringindo-nog & parte ndo saturada da curva de pro-
dugdo dos radicais dada pela equagdo (1), podemos determinar um pa
réametro gquantitativo de grande importédncia nos estudos radiobio

l6gicosg. Este parédmetro & o valor G, , definido como o nlmero

de radicais produzidos em 1 g do material por 100 eV de ener



gia absorvida. Trata-se de uma expressdo gquantitativa da radio-
gsengibilidade do material, representando um método fisico de abor
dagem a um problema que a radiobiologia costuma expressar atra-
vés de medidas de inativac¢do de enzimas, ou de frequéncia de mu
tacdo de células.

Ocorre porém que a determinacido de @g&° & normalmente
afetada por sérias imprecisBes cujas origens remontam aduas fon
tes principais: uma é a dosimetria da radiacgdo e outra & a pro-

(18)

pria medida da producdo de radicais Com relacdo a dosime
tria, limitamo-nos a citar que em geral a medida da dose absor
vida & feita de maneira indireta, a partir de medidas de exposi
¢do. Entram agui procedimentosgs elaborados de calculo dos fatores
de conversdo em funcdo dos variosgs tipos de processos primédrios.
Nogsa preocupacdo principal, relativa & determinacdo de
G, , concentra-se na medida do numero de radicais produzidos.
Mostra-se que para o casgso de um sistema de elétrons de

semparelhados a relacdo entre o nlmero de sgpins e a poténcia

absorvida pode ser descrita pela equagdo

‘abs = TFT- eV -v,> €2

onde P , & a poténcia absorvida, N o nGmero de spins, g o
3.0DS

fator de Lande do elétron livre, B o magneton de Bohr, H o cam

po externo aplicado, a amplitude da componente,magnética da
microonda de excitacdo, Vv a frequéncia dessa microonda, v, a
frequéncia de ressonédncia, f(v-v,) a fungdo de forma da curva

de absorg¢do e h, k e T tem o significado usual.
A eguacdo (3) supde que o campo magnético aplicado a

amostra seja constante e qgvie a energia da microonda varie, vari

E%bs dv .que represen
ando-se sua frequéncia v. A integral T

ta a Area sob a curva de absorcgido vale



Portanto, essa area e proporcional ao numero de spins
presentes na amostra. Na pratica a frequéncia da microonda é&man
tida constante e faz-se variar a intensidade do campo magnético
aplicado & amostra. Dessa forma a integracdo & efetuada em H ,
sem gue entretanto deixe de valer a proporcionalidade entre a
drea sob a curva de absorcgdo e o numero de centrogs de ressonén-
cia da amostra. Mais ainda, a equagdo (4) ndo & completa porgue

ndo leva em conta uma série de parédmetros instrumentais que afe

tam as medidas por RPE. Comentaremos esse problema adiante.

No momento pretendemos enunciar a maneira pela qual a
proporcionalidade &drea-ntimero de spins tem sgido empregada, até
0 presente,para o cdlculo do numero de radicais da amostra. 0
método mais empregado & o das medidas comparativas. Contorna-se
agui o problema da dependéncia dosgs fatores instrumentais medin
do-se a amostra desconhecida e uma amostra com nimero de spins
previamente conhecido, nas mesmas condig¢gdes experimentais. Cal

culam-ge ag regpectivas Aareas sob as curvas de absorcdo e, sim

plificando-se os fatores comuns, estabelece-se gque

onde os indices x e ©p referem-se & amostra em estudo e & amos_
tra padrdo, respectivamente; N & o nUGmero de spins e A é a
drea sob a curva de absorcdo.

Entretanto essas medidas quantitativas tém recebido re
paros uma vez que disgcordancias &g vezes superiores a 50% foram
encontradas comparando-gse resultados obtidos por diferentes la-
boratdriog® * '*”. Este fato foil atribuido a vdrios fatores: a pre
paracdo das amostras, escolha e determinacdo do ntmero de spins

da amostra padrdo, calculo das &dreas, além de fatores inerentes



ao prdéprio eguipamento RPE. De qualguer forma, a equacdo (5) re
presenta uma simplificacdo extrema. Nem sempre & possivel a me-
dida do padrdo e da amostra desconhecida nas mesmas condigdes,
gsendo necessiria portanto uma avaliacdo precisa dos efeitos dos
fatores instrumentais nas medidas. Além disso, mals recentemente

(18 ,20) chamaram a atenc¢io para outra fon

Crippa e colaboradores
te de erro nesse calculo: a dependéncia entre &rea e temperatura

expressa na eguacao (4). Pasgssaremos ad comentdrio desse proble-

ma.

4e Dependéncia da Area com a Temperatura

Na deducdo da equacdo (4) esta implicito gue a amostra
comporta-gse de maneira tal gque a sua susceptibilidade magnética

obedece & lei de Curie do paramagnetismo:

onde C & a constante de Curie.

Entretanto essa suposgsic¢do implica em que cada centro
de ressondncia ndo interage com og demais. Uma abordagem menos
restritiva implica na adocgdo da hipdtese de gue o comportamento
magnético dos radicais seja tal gque a susceptibilidade magné-

tica obedeca a uma lei de Curie-Weiss ou seja,

onde 0 & a temperatura de Weiss do material, caso a interacdo
entre os gpins seja ferromagnética; se for antiferromagnética &
a temperatura de Néel.

Nessa situacdo teriamos, em vez da equacdo (4), a rela



e a equacdo (4) representaria a situagdo em gque 9= 0 K.

2 A

Porem Crippa e colaboradores” mostraram, a partir
de medidas RPE a varias temperaturas, gue amostras comumente uti
lizadas como padrdo possuem valores 0 diferentes de zero e bas
tante distintos entre si: -55 K para o DPPH, -5 K para uma
amostra Varian Pitch e 107 K para lignite BM3. Ag consequén-
cias para o calculo de G s8o imediatas: o fato de ter-se des_
prezado, até o momento, O termo em (T-0) levou a valores de G*
que devem sger revistos. Em alguns casos o fator de corregdo de-
vxdo a inclusdo desse termo chegou a ser da ordem de 2 ou 3(2D

Outra obgervacdo dosg autores citados acima refere-sge ao
fato de gque nem sempre a relagdo (6) foi observada. Algumas subs
tédncias como lisina, histidina, arginina, tirosina e outras, mos
traram uma dependéncia entre susceptibilidade e temperatura gue
se desviou completamente da equacgdo (6) impossibilitando inclu-
sive a determinacdo de 0. Além das consequéncias que esse fa-
to acarreta no calculo de G, , levanta-se a guestdo sobre esgse
comportamento inesperado.

Essas anomalias tém sido tentativamente explicadas em
termog da formacgdo de aglomerados magnéticos pelos elétrons se-
cunddrios. Og estudos sobre as interagldes "sgspin-spin nessa situ

acdo podem servir de base para a explicacdo do fendmeno. Con-

tudo nada ha de conclusivo até o momento.

5. Objetivos

Do que foil exposto podemos apresentar tres auestdesnrin
cipais:

1. 0 sginal dubleto dar; nroteinas irradiadas e semelhan



te ao da glicil-glicina irradiada a temperatura ambiente. Pode
ger atribuida, ao radical (II) sem gue esteja ainda esclarecida

a sua real localizacido.

2. Valores G, calculados até o presente sem o con-
curso da temperatura 6 , tanto da substidncia pesquisada gquan

to do padrdo podem estar afetados de sérios erros.

3. Verificam-se comportamentos anormais dos sinais RPE
em func¢do da temperatura para algunsg radicais induzidos por ra
diacdo em aminocdcidosg, sgem que haja explicacdo definitiva ares

peito.

Dentro desse guadro pretendemos estudar, por RPE, efei
tos de radiagdo X e y nasg sgeguintes substéncias:
glicina
glicil-glicina
triglicina
poliglicina

coldgeno

Nessa sgérie de substéncias temos um aminodcido, a gli
cina; uma série de peptideos desse aminodcido, com nlGmero cres
cente de ligacgbes peptideas; uma proteina, o coldgeno, gue nio
contém enxofre. Elags deverdo ser estudadas na forma policrista
lina e irradiadas a vacuo para evitar reac¢des entre radicais 1i
vres induzidos e o oxigénio do ar.

Pretendemos:

a) determinagdo das constantes de desdobramento hiper
fino anisotrdpico. Essas constantes podem nos dar informagdes

acerca do tipo de radical induzido nas diferentes substéncias.

b) estudo da relacgdo entre &drea gob a curva de absor-
¢80 e temperatura para investigacdo acerca das interagdes 'en-

tre radicais.



c¢) determinacdo das temperaturas 8 e dos valores G,

corrigidos.



II - ASPECTOS TEORICOS DA RPE NO ESTUDO DE RADICAIS LIVRES

A espectroscopia RPE baseia-se no fenbmeno de resso
nadncia magnética. Nas condi¢Bes de ressonincia, um material gque
possuili momento magnético resultante ndo nulo e gue estd" em pre-
sen¢a de um campo magnético externo, absorve energia de uma mi
croonda de excitacgdo. Essa absor¢do ressonante de energia & pro
vocada pela interacdo entre o momento magnético do material e a
componente de campo magnético da microonda. No caso dos radicais
livres, a absorcdo de energia deve-se & presgenca dog elétrons de

semparelhados.

1. Interagdo Hiperfina

Além do efeito do campo externo aplicado, o elétron de
semparelhado pode sentir a presenca de campos locais criados pe
los nlGcleosg vizinhos que possuam também momentos magnéticos di-
ferentes de zero. Caso esgsse efeito seja provocado por um nlGcleo
gue tenha momento magnético I, ocorre um desdobramento de cada
nivel eletrdnico em (21+1) niveis.

A aplicacdo da microonda na frequéncia de ressonédnica,
induz transicbes entre os niveisg eletrdnicos, obedecidas as re-
gras de selecdo AM,= + 1 e AM"= 0. Agqui AM, e AM" s&o
nimeros quénticos de sgpin do elétron e do nicleo, regpectiva-

mente. Degsa maneira, o espectro RPE da amostra vail constituir-se
de (21+1) componentes.

Para melhor explanacgdo desgsa chamada interacdo hiper-
fina & conveniente determinarmos os niveis energéticosgs do elé-

tron a partir da "hamiltoniana de spin".



la. A hamiltoniana de spin

A hamiltoniana gque descreve o elétron sob a ag¢do de um
campo magnético externo H e interagindo com um momento magne

tico nuclear & dada por

H = gSBH + §AI (8)
onde 3 = magneton de Bohr
§ = operador de spin do elétron

i s operador de gpin do ntcleo
g = tensor de desdobramento espectroscdpico

A = tensor de interac¢do hiperfina.

0 primeiro termo expressa a interacgdoZeeman do gpin
do elétron com o campo magnético. Com o momento angular orbital
do elétron completamente abafado, o tensor g & isotropico e a

contribuig¢do desse termo pode ser escrita
H, = gBHS (9)

Og auto valores de § aplicado aos auto estados da ha

miltoniana s8o + *72 ou -1/2 . Os niveis de energia, portan
to, sdo
&1 H ;-
Wos (10a)
y - 7o (10b)

0 segundo termo da hamiltoniana expressa a interacdo
entre elétron e niGcleo e & escrito como ” soma de uma parte 1iso

tropica e outra anisotropica:

»e §AI = Tfg6,)k(0)

8I - g6Y | -



gsendo y a razdo giromagnética do nitcleo, i{i(0) a funcgdo de
onda do elétron ndo emparelhado calculado no nicleo e r a dis
tédncia média entre o elétron ndo emparelhado e o nucleo.

0 primeiro termo dessa hamiltoniana representa a inte-
ragdo hiperfina isctropica e tem sentido apenas guando had uma pos
gibilidade finita de sge encontrar o elétron desemparelhado no
nicleo com qgue interage, ou seja, |i|>(0)| i 0

0 segundo termo da eguac¢do (11) d& & hamiltoniana um
carédfter de dependé@ncia espacial. E denominado interacdo Thiper
fina dipolar ou interacg¢do hiperfina anisotropica, originando-se
da interacdo cléssica entre doisgs dipolos magnéticos. Este termo

pode ser escrito

H, = h §T1 (12)
onde T & um tensor de segunda ordem com trag¢o nulo.

Nessa notacdo o termo isotropico & escrito

s 1 (13

"igo = 0

onde AQ & a chamada constante de acoplamento hiperfino.
A hamiltoniana hiperfina total é& representada pela so-
ma das equag¢les (12) e (13). No sgistema em gque T & diagonal,

ou seja, no sistema de eixos principais de T, temos:

th: hAositnsTdi
= hSa'il =
Txx + AD 0 0
hS 0 + A 0 I 14
vy 0 (14)
0 0 TZz + AO

Nog casos em gue o material gque possuil o elétron desem

parelhado encontra-se em uma solucgdo, ou gquando a amostraé poli



cristalina, a média das intera¢des anisotropicas anula o tensor

T e asgssim operamos apenas com a hamiltoniana da equacgdo (13).
Vamos desenvolver og cédlculos para o caso da interacédo

igotropica com o nlGcleo do Atomo de hidrogénio ou seja, com um

proton.

lb. Interagdo com o nicleo do &adtomo de hidrogénio

0 spin do proton é 7. e assim os estados de spin pof

siveis para o sistema eletron-proton sdo:

.1 1 v .1 1\ L1 1 . .1
|— " ~2 / » ¥~ ' " 2 /' ' T 5> a2e

A equagdo (13) pode £8r.éxpandida em

«iso e "0 «V, xTx Ny e

Em campos magnéticos elevados, o8 termos em x e y tém

efeito desprezivel. A hamiltoniana completa fica
H = g6HS, + ha §.1, (16)

Aplicando-a aog guatro estadosg de spin obtemos os se-

guintes niveis de energia:

/2 12 = TWIPTT Tk

E:J.-/2 - jﬂ= T_gPH n “ThAo 17 b

-1/2 1/2° - T "~ - T """ o
[ x AH+
E_l/2 _l/2= -7° H T .. 4 C17 e
Devido &8s regras de sgelegdo AM, = 1 e 2AM-j. =0, duas

transicdes gdo possiveis:



E . - E - = gBH + — ha, (18a)

AE = P "
1 1/. 1/2 L1/, 172 2 0
AE, = E- . - E, . = ggH - =l="'n
’ 12 -1/2 -vV2 -7/2 ’ °
Na egpectrosgscopia RPE a frequéncia da microonda de ex
citag¢do, hv, , mantém-se constante, fazendo-se variar o campo
H. Assim, devemos encontrar ressondncias em dois valores decam

po magnético:

ﬂ . hVO o 1_ hAL'
1 gB 2 go
H.L e H« - -i. A, (19)

onde A"= hAg/gg & a chamada constante de desdobramento hiper

fino e H é o campo de resgssonidncia sem a interacdo hiperfina.

Da mesma forma

AE, = hv, = ggH, - ha,

H2 _ HY + "7’Ah

Assim sendo, na interacdo do elétron com um proton ob

servam-se dois sinais de ressonfncia nos valores de campo H.” e

H., , sendo a separacgdo entre os sinais dada por
AH = H, - H = A, (21)
sendo a, 0 8 TTY|IJi(0)|2
g6 ’
2. 0 Comportamento Paramagnético dos Radicais Livres
Varios radicais livres orgédnicos, estdvels e no estado



gsolido tém gido estudados do ponto de vista da interacdo entre

(22-24)
0s spins nao emparelhados
Medidas por RPEmostram gue as larguras de linha dos
espectros de varios radicais sao bastante estreitas. Igso foi
atribuido a interag¢Bes de troca entre spingodo emparelhados, gue
originam o chamado estreitamento por troca . Egssa suposicdo
& reforcada por medidas de susceptibilidade magnética a wvarias

temperaturas em gue Sse observa a relagéo

T -8
onde C & a constante e 8 o ponto de Curie.
A espectroscopia RPE oferece a posgssibilidade de uma
obsgervacdo indireta da dependéncia entre susceptibilidade e tem
peratura.

Considerando a susceptibilidade na sua forma complexa

temos que a relacgdo entre a poténcia absorvida e a susceptibili

Azs A

dade I dada por

abs - mxwgl

onde v e a frequéncia da microonda e HJ® a amplitude do cam-
po magnético de modulagédo.

Dai segue-se que a Area sgob a curva de absorcdo vale

2 r
A = TTVH X"dH (23)
1 >0 !
onde integramosg sobre os valores do campo externo . H. Comparan

do essa expressdo com a relagdo entre a susceptibilidade X e a

absorcio ressonan%e(26)

X = -"'— if}&ﬂdH (24)
' 0

verificamos a existéncia de uma proporcionalidade entre X



drea A.
Incluindo também fatores instrumentais do egpectrdme-
tro, podemos definir uma constante de proporcionalidade k e es

crever, simplesmente,

Assim, acompanhando a dependéncia entre essa 4rea e a
temperatura, verificamos indiretamente o comportamento da sus-

ceptibilidade magnética. Ou seja, podemos escrever, em lugar de

(22), a equacédo
K
A =
T -
ou, ainda,
- = = (T-9) (25)
A K

Vemog entdo que a relagdo entre oinverso da adrea e a
temperatura segue a equacdo de uma reta. A intersecg¢do dessa re

ta com o eixo */A <corresponde d& temperatura 8 de Curie do ra

dical 1livre em estudo.

3. 0 Par@metro Gy,

Como foi dito anteriormente, define-se o parédmetro G,
de uma substéncia como o nimero de radicais livres induzidos,
em 1lg da mesma, por 100 eV de energia absorvida.

Como consequéncia dessa definicdo temos que o valor G,
pode ser diretamente obtido da curva de produgdo de radicais 11
vres (em 1 g do material) em fungdo da dose absorvida. Duas
precau¢Bes sdo necessdrias: a dose absorvida deve estar expres-

ga em unidades de 100 eV e devemos nos restringir & parte néo

saturada dessa curva a gue nos referimos no capitulo I. Guarda



das essas ressalvas, o valor G, serd sgsimplesmente o coefici

ente angular da reta gue representa a parte ndo saturada da cur

va.

Vemos aguil gque para a determinacdo de G, concorrem
duas grandezas: o numero de radicais induzidos pela radiacdo em
lg da amostra e a corregpondente dose de absorcgdo. Passaremos

4 descricdo do método de obtencdo da primeira dessas grandezase

trataremos do problema da dose absorvida no capitulo seguinte.

3a. Determinag¢do do nlmero de spins

Ha duas maneiras pelas quais pode-gse obter o nidmero de
spins de uma amostra através da espectroscopia RPE: a medida
jabsoluta e a medida por comparac¢do com uma amostra padrido.

No método de medida absoluta e necessidrio o conhecimen
to do valor de varios parédmetros do esgspectrdmetro. Yariv e Gor

27 P . o .
(27) apresentam um método pelo gqual essa medida e feita atra

don
vés de determinacdes do coeficiente de reflexdo da cavidade, da
frequéncia de ressonéncia, do fator Q da cavidade, do volume
da amostra. E tamb&m necessdrio um conhecimento a priori da for
ma da linha e das componentes do tensor g. A alternativa apre-

gsentada guando ndo é aplicédvel a medida absoluta e o método com

parativo.

3b. Método comparativo

E o método mais comumente empregado na espectroscopia
RPE, tendo sgido por nds adotado. Parte da relacdo badsica entre
o nlmero de centros de ressondncia e a Area sob a curva de absor
¢do mostrada na equacgdo (4), acrescida dos termos referentes ao

instrumento. Medindo as amostras desconhecidas e padrdo, e cal



culando as respectivas &areas scob as curvas de absorgdo, podemos

. = (28)
escrever a seguinte equag¢do geral
J - N Jsil T / v N\ IJL.) Ty
* P Sx (s(S+1)1, \''n /x Vv /p (T-e), K
v 0 H* f H F v / P A
. £ * P "P P P (26)
v o - HT T H F v /~P A
X X P b4 mx X p* X P
onde empregamos (T-8) em lugar de T pelas razdes expostas no

pardgrafo anterior. Os indices p e x vreferem-se, respectiva

mente, & amostra padrdo e & desconhecida. Os demais fatores sdo:

N = nGmero de spins

g = fator de Lande

S = numero gquantico de spin

v = volume da amostra

n = fator de "filling"

K = —constante do cristal detetor

V = wvoltagem do cristal detetor

Q = fator de gqualidade da cavidade com a amostra

H = razdo de varredura do campo

H, = amplitude de modulacgidc

f = — 1 — 1 H_jv » corregdo para a ndoc homogeneidade do cam
“"m 0

po de modulacdo

F = fator de amplificacdo do sistema de deteccgdo
v = frequéncia da microonda

P = ©poténcia da microonda

A = 4area sob a curva de absorcido.

Dentre esses fatores, alguns podem ser imediatamente sim
plifigados. 0 volume padronizadoc das amostras implica na supres

sdo dos termos em v e n. Como trabalhamos com material soéli



do, de baixa constante dielétrica e, portanto, sofrendo inte-
racdo desprezivel com asg componentes de campo elétrico da micro
onda, podemos eliminar O fator £ e também o termo em Q. Além
disso, se as duas amostras forem radicais livres, a equagdo (26)

independe de. g e S, com gue podemos escrever

(T-8) (KV) H* H., F v /T h
N = N * - E - "P £-2 E * - (27)
i (T-6), (KV) ., $ 2 H.. F,.v./ P, A,
A relagdo entre N, e N, fica agora dependendo de
dois tipos de varidveis, além das &areas A, e A, : 08 termos
que dependem de fatores instrumentais e o termo (T-9). Este 1l

timo aparece, como dissemog, da suposicgdo de gque a amostra obe-
dece 8 lei de Curie-Weiss do paramagnetismo. Ele tem sido deixa
do de lado nas medidas guantitativas por RPE com as hipdteses
de gque 9=0 ou T>>8. Acreditamos gue essa simplificagd@o con-
duz a erros sérios de maneira gue nos propusemos a avaliar o e-
feito da sua inclusdo do método comparativo.

Og parédmetrosg instrumentails restantes sdo controlados
no decorrer da experiéncia e suasg presencas na equacdo (27) en-
fatizam a necessidade de um estudo dos fatores instrumentais gque

afetam as medidas quantitativas por RPE.

3c¢. Influéncia dos parlmetros instrumentais

A dependéncia que N apresenta dos fatores v, KV e

H pode ser eliminada a partir das seguintes consideragdes:

a) a frequéncia v, da microonda, & uma caracteristica
do espectrdmetro que inter-relaciona-se com a geometria da cavi
dade e do guia de ondas (apéndice 1) . Em nossas medidas seu va-

lor gituou-se em torno de 9.30 + 0.02 GH, , sendo esse valorxr



mantido constante, durante o registro do espectro, através de
um controle automdtico de freguéncia.

b) os paré@metros referentes ao cristal sdo ajustados na
operagdo de sintonia entre a microonda incidente e a refletida
pela cavidade. Consideramos gque os mesmogs podem ger cancelados
desde que as medidas da amostra padrd@o e da desconhecida efe-
tuem-se nas condic¢des Otimas de sintonia.

c) se o produto entre a constante de tempo do circuito
e a razdo de varredura do campo, H, ndo satisfizer a condicdo
de ser muito menor gue 1, poderd haver distorcdo do espectro (di
minuic¢do da amplitude do sinal, alargamento da linha, desloca-
mento da posicgdo de mudancga de sinal da derivada) . A razdo de
varredura e expressa em unidadesgs de largura de linha por unida
de de tempo. Pudemosgs padronizar uma razdo de varredura cumprin

do a exigéncia acima e eliminéd-la da eguacgdo (27).

Com isso podemos escrever gue

(T-8) (H ,F/"P) A
N = N 2, 2 P —-x (28)

[ F oy /P) n

migd 'I'x p

Dada a diversidade de concentragdes de spins das dife-
rentes amostras, os espectros das mesmas foram obtidosgs a diferen
tes combinacdes dos trés pardmetros restantes. Resta entdo verdi
ficar o comportamento do espectrdmetro em relagdo aos mesmos.

Em principio a &rea sob a curva de absorgdo & propor-

cional ao produto

Procuraremos verificar em nosso trabalho se essa pro-
porcionalidade & seguida. Especial atencdo deve ser dedicada ao
fator poténcia da microonda. Ela mede a intensidade da microon-

da que é enviada & amostra e & Jjustamente a absorc¢do dessa po



téncia, por parte da amostra, gque da o sinal detetado por RPE.
Ocorre gque essa absorgdo, na condigdo de ressonéncia, & propor
cional & diferenca de populacgdo entre os estados possiveis para
o elétron. Um valor muito grande da potencia de microonda pode
aumentar a populacdo do estado superior, diminuindo a diferenca
de populagBes, a potencia absorvida e, consequentemente,o sinal
observado. Esse fendmeno & conhecido como saturacio.

Nos detetores utilizam-se normalmente cristais em gue
a corrente retificada é proporcional & raiz gquadrada da potén
cia. Dessa forma, a Area sob a curva de absorc¢do & proporcional
a /~P até a potencia de saturacdo. E essencial gque as medidas
em RPE sejam feitasgs abaixo da poténcia de saturacdo se se pre
tende a determinag¢do quantitativa do nlGmero de spins.

Testamos nosso egpectrdmetro fazendo uma calibracdo do
mesmo a partir do calculo da &drea em fungdo dos tres pardmetros

acima, em amostras de DPPH.



IITI - DOSE ABSORVIDA

Ha vAdrios mecanismos através dos quais umfoton de raio X
ou raio Y ©pode interagir com a matéria: interag¢do com o Aatomo
via efeito fotoelétrico; interacdo com elétron do Atomo por efedl
to Compton ou produ¢do de pares; interacgdo com o nicleo por pro
ducdo de paresg, espalhamento eldstico ressonante, fotodesinte-
grac¢do ou produc¢do de mesons. Ag probabilidades para cada um des
ses processos independentes e competitivos podem ser expressos
pelas sec¢des de chogue de colislBes por Atomo, por elétron ou por
nicleo no material absorvedor ™'\

Por outro lado, estamosgs interessados na energia que &
absorvida pelo material. Consgsidera-se gue esgssa energia transfe-
rida & matéria e aguela gue aparece no material como ionizacdo,
excitacdo, aumento da energia quimica, energia da rede, etc, ex
cluindo-se aguela gue resulta em processos nucleares.

A absorcdo, portanto, constitui-se num processo de duas
etapas: primeiro hd a conversdo da energia do foton em energia
cinética dos elétrons secundédrios e dos pares de elétrons; se-
gundo, ocorre a dissipacdo dessa energia cinética principalmen-
te por excitacdo e ionizacdo dos Atomos do meio e, em menor es
cala, por "bremsstrahlung" de colisBes de elétrons secundarios
com nicleos atbmicos no absorvedor. Expressa-se esgssa absorcdo
pelo coeficiente de absocrgdo ",b. 1" > P°" unidade de massa ,

& escrito

onde Mabs & o coeficiente de absorcdo linear ( sggdo de

chogue total por Adtomo, multiplicado pelo nlme-

3
ro de atomos em 1 cm do absorvedor)



o) & densidade do meio

<j, T e K slo se¢des de chogue das interac¢des Compton,
fotoelétrica e producdo de pares, respectivamente

£, £ e £, sdo fatores adimensionais que representam
as frag¢Bes de energia do foton incidente que sdo ab-

sorvidas por cada tipo de interacgdo.

Para a medida da energia absorvida pela matéria, a ICRU

(International Comission of Radiological Units and Measurements)

~ (31)
estabeleceu a seguinte convencdo

"Dose absorvida de gualquer radiacdo ionizante & a quan
tidade de energia que passa para a matéria por particulas ioni-
zantegs por unidade de massa do material irradiado no local dein
teresse. Deve ser expresso em rads. 0 rad & a unidade de dose

absorvida e vale 100 ergs por grama".

Ocorre porém que normalmente a dose absorvida ndo & me
dida diretamente, mas sim calculada a partir da exposicgéo. Tam
bem aqui recorremos a ICRU que estabeleceu o roentgen como uni-

dade de exposigdo, definindo o roentgen como:

"Quantidade de radiacgdo X ou y tal que a emigsdo
corpuscular associada (elétrons gerados por interacdes de fo-
tong com a matéria) por 0.001293 g de ar (1 cm de ar seco a
STP) produz, no ar, ilons carregando 1 esu de eletricidade de ca

da ginal™.

Se um ponto no material & circundado por matéria homo
génea e exposta uniformemente & radiacdo até uma disténcia maior
gque o alcance méximo dos elétrons secundidrios, ele encontra- se
no chamado equilibrio carga particula. Nessa situacdo, a dose
absorvida D, no ponto considerado, relaciona-se com a exposi-

cdo X através de

W (*en/p).
D = X (30)

("en oy




onde W - energia média depositada noar por par de ions for-

mados .
e = carga eletrdnica.

("en/,). e (*en/p)”" = coeficiente de absorcio massa-
-energia para o meio e para ©
ar, respectivamente.

De acordo com ag conven¢gdes da ICRU, a dose abgsorvida

& expressa em rads, a exposic¢do em roentgens e /e vale 33.7

joules/Coulomb. Dessa maneira reescrevemos a equacdo (30):

Cen/,).
D(rad) = 0.869 -— . X (roentgen) (31)

<""*'"P>ar

Os coeficientes “en/p gdo obtidogs dos coeficientesda
dos na equacdo (29). Inicialmente essa eguacgdo é recalculada le
vando-ge em conta a energia cinética transferida a particulas car
regadas em uma regido infinitesimal da amostra, obtendo-se o coe

ficiente de transferéncia de energia por massa **k/,

2
Mv 0., T <+B K 2m,c
- — = - — + (1 — ) 4+ (1 - ) (32)
P P P hv, P hv,
onde a = secdo de chogue para absorc¢do Compton

a

B. = energia de ligag¢do do elétron ao atomo

%3) = producdo média de fluorescéncia

hv, = energia do foton

Corrigindo egse coeficiente "k /, para perdas por

"bremsstrahlung" pelos elétrons secunddrios obtemos ©"coefici-

ente de absorc¢do de energia por massa" empregado na equagdo (31).
Og valoreg deste ultimo coeficiente encontram-se tabe

(32) - ~
lados para varios elementos, em func¢do da energia da radi-
acdo. No cadlculo do coeficiente para o material em estudo, de



termina-se inicialmente a porcentagem em peso de cada elemento
presente na substéncia. Multiplica-se a seguir esse valor pelo
coeficiente “en/p do elemento correspondente. Por fim somam-se
as contribuic¢des de todos os elementos obtendo-se assim o coefi

ciente do material. Os célculos estdo incluidos no capitulo V.



IV - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

1. Amostra Padrio

Alger”” relaciona uma série de substlncias paramagné
ticas cujas concentrac¢des de spins podem ser conhecidas por mé-
todos como titracdo, pesagem, absorc¢do dtica, etc, e gque podem
servir como padrdo para medidas gquantitativas em RPE. Entre elas
temos CuS0,. «5H,0 , MnSO"HjO , 0. , DPPH. Esta Gltima subs
tédncia, o radical livre a, a-difenil (3-picril hidrazil, (DPPH),
tem sido a de emprego mais frequente e foli a gue adotamos como
amostra padrdo.

A determinac¢do do nuimero de spins numa amostra de DPPH
pode ser feita por simples pesagem. Em média cada molécula da
gsubstidncia possuil um elétron desemparelhado localizado no &dtomo
de nitrogénio associado ao radical picril. Com peso molecular

394, 1 mol ou 394 g de DPPH, devera conter cerca de 6.023%

23
*10 spins. Assim, basta 1 mg do material para se ter uma
amostra com cerca de 10™" gpins, valor comumente detetdvel em
RPE.

la. Preparacgdo da amostra padrdo

0 ntGmero de spins detetdveis por RPE, assim como o nG
mero de radicais induzidos por radiacdo, varia muito, situando-se

frequentemente entre IO"™™ e IO"™" spins. Preparamos diversas

15 17

amostras de DPPH contendo entre 10 e 10 spms .

A guantidade de DPPH necesgsdria para esse numero de
spins é da ordem de centésimos de mg o que apresenta 2 proble
mas: o da pesagem de guantidades dessa ordem de grandeza & © VO-

lume reduzido que ocupariam as amostras porventura pesadas, in



validando algumas simplificag¢des da equacgdo (26). Recorremos
entdo & distribuig¢do de DPPH em um meio inerte fazando a sua

dilui¢do em benzeno. De maneira geral o procedimento adotado foi

(33)
o desgcrito por Pontuschka
Utilizamos o DPPH cedido pela JEOL LTD, usando-o sem
nenhuma purificag¢do adicional. Pesamos 13.1 mg do DPPH com

precisdo de 0.05 mg em uma balanca Metler H35. 0 nimero de spins
*

19
presente nesgsa massa de DPPH e, portanto, <2.0+£0.007) x 10

spins. Esse material foi dissolvido, dentro de um baldo volume
trico, em 10 ml de benzeno P.A. obtendo-se assim uma solucgdo
com concentragéo de 2x1016 sping/meg.

PipetamoB a seguir 0.1+0.01 ml dessa solugdo sobre
uma pelicula de polietileno de 0.038 mm de espessura e aproxi
madamente 20 mm de difdmetro. Apds evaporacdo do solvente restou
gsobre o polietileno, DPPH recristalizado em guantidade tal gue
continha (2+0.1)x10 spins. Essa pelicula de polietileno foi
dobrada e introduzida em um tubo de teflon em cerca de 1.8 mm
de didmetro interno, 2.7 mm de didmetro externo e 15 mm de com-
primento qgue, colocado em um tubo porta-amostra, ocupou um volu
me prdximo do volume das amostras em estudo.

Por diluig¢8es sucessivas da solugdo inicial pudemos pre
parar solugdes menos concentradas a partir das guais obtivemos
amostrasg com menor nimero de spins. Na tabela abaixo relaciona-
mos o nlmero de spins das amostras preparadas e 08 erros ava-

liados na preparacdo:



amostra numero de spins

A (2 + 0..1) ¥ 10
B (1 % 0..1) ¥ io"
C (5 + 0.,2) X io'"
D (4 * 0.,2) X io*
E (2.5 + 0..1) X io'"
F (2.0 + 0..1) X io'"
G (2.5 * 0,.5) X io*’
H (1.0 + 0,.5) X io*’

ib. Medidas com a amostra padrido

Registramos os espectros das varias amostras utilizando
o espectrbdmetro JEOL JESME-3 cujas especificagldes estdo descri-
tas no apéndice I. Cada urna das amostras foi medida a diferen-
tes condig¢des de poténcia, amplitude de modulacgdo e ganho de am
plificac¢do, tantoc para nos assegurarmos de gue operamos abaixo
da poténcia de saturag¢do, como para testarmos as suposig¢gdes so
bre a dependéncia entre nUimero de spins na amostra e esses para

metros. Os resultados serdo apresentados no capitulo V.

2¢ Amostras de Peptideos e o Colageno

0O material que estudamos constou de

a) o aminodcido glicina

H 0
I //
H-N-C-—-C
1 1 \



b) uma série de peptideos contendo glicina:

H O H 0
I I I //
glicil-glicina H-N-C-C-N-C-2C
I I I i \
H H H H OH
0 0 0
Il Il &
triglicina HN -CH, - C-N-CH, —-C~—-—N—-046H, - C
2 2 ( 2 I \
H H OH
0 0
Il /!
poliglicina HN - CH, - C-N .. ..... —N— CH, C
\
H H OH

c) uma proteina, o coldgeno, gque nio contem enxofre.

Essas substéncias foram adgquiridas da Sigma Chemical Co.
e utilizadas sem nenhuma purificac¢do adicional. Encontravam-se
todas na forma policristalina, & excegdo do coldgeno gue apre-

gentava-se na forma de fibras.

2a. Preparagdo das amostras

Inicialmente asg substédnciasg, no estado solido e secas,
foram compactadas. Para tanto quantidades da ordem de 200 mg do

material foram trituradas em um almofariz de &Agata, colocadas em

um molde c¢ilindrico fabricado pela Perkin-Elmer e comprimidas
com uma prensa hidrdulica Carver a pressdes de ate 17 kg/mm
(fig. 2a) .

A pastilha obtida, com cerca de 1 mm de espessura e 13
mm de didmetro foi partida em alguns pedagos gue, colocados no
tubo porta amostras completavam uma coluna de cerca de 15 mm de
altura e 3 mm de didmetro (fig. 2b). A guantidade do material
efetivamente utilizado foi pesada em uma balanga Metler H35. Es_

sa massa situou-se em média entre 120 mg e 150 mg.



O tubo contendo a amostra fol em seguida submetido ao

vacuo de um sistema contendo uma bomba mecdnica e uma bomba de

~ - ) -U
difusd@o. Registramos vacuo abaixo de 10 mm de Hg sendo o
tubo, nessa ocasido, selado. A amostra nessas condicgdes estava

pronta para irradiagdo e medigdo.

2b. Irradiacdo e medidas

0 tubo porta-amostras consta de duas partes, construi
dags com materiais diferentes. 0 terc¢o inferior, decercade 10 cm,
e feito de guartzo e e a parte gque, contendo a amostra, e intro
duzida na cavidade de ressonédncia. 0 restante do tubo & cons-
truido em pirex.

Sabe-se que a irradiac¢do do quartzo cria centros para-
magneticos e portanto induz o aparecimento de um sinal detetavel
por RPE. Como o material foi irradiado no prdprio tubo porta-
-amostras, procuramos evitar a irradiacdo da parte em guartzo,

expondo &4 radiacdo apenas a parte em pirex onde a amostra foi

posicionada.

No caso da irradiacgdo com raiogs vy utilizamos a fonte

137
de Ce do Instituto de Biociencias e a blindagem da parte do
tubo porta-amostras em quartzo foi feita com tijolo de chumbo
(fig. 3) . Essa fonte emite raios vy com energia 0.662 MeV. Os
valores de exposicdo foram-nos fornecidos pela Coordenadoria de
Protecdo Radioldgica e Dosimetria do Instituto de Energia Ato
mica.

Para irradiac¢d@o com raios X utilizamos a fonte GE mode
lo F, tipo 4, da Coordenadoria de Ciéncia e Tecnologia dos Mate-
riaig do IEA e a blindagem da parte em quartzo foi feita com la
tdo (fig. 4) . Essa fonte foi calibrada também pela Coordenado

ria de Protecdo Radioldgica e Dosimetria, em 1974. Operada com
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corrente de 10 mA e a 65 kV, produz exposicdo de 18 "/ seqg,
com feixe de energia média de 0.035 MeV.

Ags amostras foram submetidas a varios valores de expo
sigéo a radiaggo X ou y , situados entre 2Ox103 e 400x103
roentgen. Apds cada irradiacdo a amostra foi medida, & tempera-
tura ambiente, no espectrdmetro RPE descrito no apéndice 1.

As medidas' com variacdo de temperatura foram efetuadas
com o concurso do "adaptador para temperatura varidvel JES-UCT-
-2AX" e do "controlador de temperatura JES-VT-3A". Estesgs equi
pamentos adicionais, descritos também no apéndice 1, permitiram
a obtencdo de espectros das amostras a temperaturas entre -160°C

e temperatura ambiente.



V - CALIBRACAO DO ESPECTROMETRQ

Apresentamos os resultados referentes as medidas das
amostras de DPPH, efetuadas a temperatura ambiente e sob diver-
sas condig¢des de ganho de amplificacdo, largura de modulacdo e
poténcia.

A escolha dos valores desses pardmetros obedeceu aos se

guintes critérios:

a) o ganho de amplificag¢d@o foi escolhido de maneira
que o sinal, por um lado, ndo exceda o fundo de escala do regis
trados e, por outro lado, ndo sgseja nem demasiadamente reduzido,
nem confundido com o nivel de ruido da medida.

b) a largura de modulacdo foi sempre menor gue a lar
gura de linha do sinal. Negsa situagdo a forma da curva ndo se
modifica e a &rea sob a curva de absorgdo deve sger proporcional
ao valor da modulacéo.

c) og valores da poténcia de microonda estiveram entre
0.6 mW e 4.0 mW. Valores elevadosgs de poténcia poderiam resul
tar destituidos de sentido nas medidas comparativas, devido &
saturacg¢do, tanto do DPPH gquanto das demais amostras. Procura
mos verificar se nesse intervalo de poténcia ocorria saturacédo

da amostra padréo.

Mostramos na figura um espectro tipico do DPPH, refe
rente &4 amostra DPPH A. Como nos espectros das demais amostras
de DPPH, verificamos uma estrutura hiperfina de c¢cinco linhag,
resultante da diluig¢do do DPPH em benzeno. A separagdo entre

-

o0 maximo e o minimo da derivada do sinal central & de 8.0 G.

De cada espectro obtido calculamos a Adrea sob a curva

de absorcdo segundo o método gque e sep;ue, e verificamos entdo
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a relagdo entre a &drea e 08 pardmetros acima.

1. Calculo da Area sob a Curva de Absorcdo

-

Como © espectro gue obtemos & uma aproximagdo da pri-
meira derivada da curva de absorcdo, para o cadlculo da &drea sob

essa curva e necegsdrio fazer uma dupla integracédo. Utilizamos

(34)
para isso o método numérico desenvolvido por Wyard

Tomamos como ponto de partida o espectro RPE na forma
em que é registrado no aparelho. Dividimos o intervalo de campo
magnético em que aparece o ginal em 1n intervalos menores, cada
um com comprimento h. Determinamos em seguida, para cada inter
valo, o wvalor vy da ordenada no centro do mesmo.

Apbs uma primeira integracdo obtemos um poligono gque se
aproxima da curva de absorgdo e calculamos, numa segunda inte-
gracdo, a &drea sob esgsse poligono. Essa drea & uma aproximacdo da
dupla integracgdo desejada e vale

1 .

o
A = — h- l (2n - 2r + 1) ¥
2 r=1 i

onde r designa o r-ésimo intervalo em que foi dividido o cam

po magnético.
Aplicando a esse valor o fator de corregdo —n £ vy

devido a um possivel deslocamento da linha de base durante a me

dida, ficamosg com a seguinte equacgdo

A = — h° l (n - 2r + 1) vy (33)
/ r=1
onde supbs-se que houvesse uma razdo constante de deslocamento
da linha de base.

Empregamog egsa -equagdo (33) Dara a preparacdo de ud pro



grama de computador com o gual calculamos as Areas sob as curvas
de absorcgdo de nogsas amostras. 0 erro médio na utilizacgdo des-
ga formula é de 5% gquando o intervalo h & um quarto da largu

ra de linha. Esse erro diminui com a diminuic¢do de h.

2. Relacso Area-Parfmetros Instrumentais

2a. Area e potencia

A figura 6 ilustra a dependéncia entre a drea e a raiz
guadrada da poténcia. Asg Aareas sdo expressas em unidades arbi-
trdrias derivadas das dimensdes das subdivisdes do papel em que
0 espectro & registrado. Fica evidenciada, na figura, a propor
cionalidade entre as duas grandezas, independentemente do nime-

ro de spins das amostras. Os resultados apresentados referem-se

a tres preparac¢des de DPPH descritas no capitulo IV, denomina-
» . . 16
das C, D e F com nimero de spins, respectivamente 5x10 ,
1 pPi 16
2,5x10 e 2x10 , conforme indicamos na tabela 2.

Og espectros foram obtidos a valores fixos de modula-
¢do (2,0 Gauss) e de fator de amplificacgédo (18,36 e 50 para as
amostras C , D e F respectivamente).

A linearidade entre &drea e raiz quadrada da poténcia e
obsgervada também nas outras concentracles de spin, indicando que
nesse intervalo de poténcia, de 0.6 mW a 4.0 mW, o radical

livre DPPH ndo estd saturado.

2b. Area e modulacio

Na figura 7 temos o8 resultados das Aareas referentes
egpectros obtidos a valores de modulacgdo entre 1.25 G e 3.2

As amostras apresentadas agui sdo asg denominadas A e B no
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pitulo IV, com ndmero de spins, respectivamente 2x10 e 1*10

As medidas foram feitas a poténcia fixa (0.6 mW) e fator de am
plificac¢do constante (12 para a amostra A e 10 para a amos
tra B) .

Verificamos que a Area é proporcional & amplitude de mo
dulagdo, dentro do intervalo citado, independentemente da concen
tracdo de sgpins da amostra. Além disso, como era de sge esperar,
a forma dos espectros RPE manteve-se inalterada uma vez gque O
maior valor da amplitude de modulacdo foi menor quea largura de

linha do sinal.

2c. Area e fator de amplificacéo

A relacdo entre a adrea e o fator de amplificacdo pode
ser observada na figura 8, onde apresentamos osg resultados das
medidas em tres amostras de DPPH: amostras B, C e E contendo

17 16 16 .
1x10 , 5x10 e 4x10 spins respectivamente, conforme des

crigdo no capitulo anterior. Estas amostras foram medidas nas se

guintes condig¢des:

poténcia (mwW) 0.6 0.6 0.6

modulac¢io (G) 2.0 2.0 2.0

amplificacgdo 10 a 32 18 a 56 28 a 50

Verificamos que a area e proporcional ao fator de am-
plificacdo, a despeito das diferentes concentrag¢des de spin dar.
amostras e dos diferentes intervalos de ganho em que as mesmas
foram medidas. Esgssa proporcionalidade é& observada para todas as

preparagdes de DPPH.



3

e Relacso Area-Numero de spins para o DPPH

Conforme os resultados que acabamos de apresentar, exis
te uma proporcionalidade entre a &rea e a raiz da poténcia, a lar
gura de modulacdo e o fator de amplificacdo. Levando também em
conta o nlmero de sgpinsg da amostra medida e a dependéncia entre

sua susceptibilidade magnética e a temperatura podemos escrever

onde a & uma constante de proporcionalidade. Supondo gque va-
riags amostras do mesmo material sejam medidas & mesma tempera-

tura e gue possamos determinar as &reas para um dado conjunto de

pardmetros, e possivel escrever, simplesmente, que

1

onde a engloba todas asgs constantes de proporcionalidade.

Nas amostras de DPPH determinamos, dentro de uma preci
gdo de 5%, o nUmero de gpinsg nelas contidosg. Calculando as areas
gsob as curvas de absor¢do das varias amostras, para um determi-
nado conjunto de parédmetrosg, pudemos tracar gradficos relacionan
do &Area e nlmero de spins das amostras.

A figura 9 ilustra essa relacdo para medidas & tempera

ambiente s para oS seguintes valores de paré@metros:

poténcia (mW) modulagdo (G) amplificacgéo
curva 1 0.6 2.0 10
curva 2 1.0 2.0 10
curva 3 2.0 2.0 10

Estas curvas permitiram a determinac¢do do ntmero de /

sping das amostras estudadas como veremos no capitulo seguinte.
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VI - AMOSTRAS IRRADIADAS

1. Calculo das Doses Absorvidas

As doses absorvidas por uma dada substédncia irradiada
foram determinadas indiretamente, a partir dos valores de expo-
gsicdo, com o emprego da equagdo (31). Como vimos no capitulo III,
essa conversdo depende do coeficiente de absorg¢do de energia por
massa da substéncia irradiada.

Para o calculo desse coeficiente partimos da composi-
¢do gquimica do material, determinamos as fracdes em peso de cada
elemento nele presgsente e, conhecendo o coeficiente de cada ele

mento, empregamos a relagéo

¢ - D - )at = DPq ( D H. + B ( D E, + ... (34)
onde os indices 1, 2, ... referem-se aos elementos 2z°, z°
Os simbolos p~ e (*/p) .£ representam, respectivamente, fra

¢80 em peso e coeficiente de absorcgdo de energia por massa do ele

mento Z.

As substéncias que estudamos contem H, C, N e 0 nasg

fragdes de peso indicadas na tabela 3.

fragdo em peso dos elementos
substéncia

H C N 0
glicina 0.0667 0.320 0.187 0.427
glicil-glicina 0.060 0.363 0.212 0.364
triglicina 0.058 0.381 0.222 0.335
poliglicina 0.053 0.420 0. 245 0.283
coléageno 0.063 0.432 0.1l66 0 .339

TABULA 3



Essas fragdes, para as tresgs primeiras substéncias, de
rivam das respectivasg formulas gquimicas. No caso da poliglicina
consideramos gue cada molécula continha 105 unidades de glicina,
baseados na informac¢do do fabricante de gue seu peso molecular
era da ordem de 6000. Finalmente, no caso do coldgeno, utiliza
mos os dados referentes & sua composicio em amino&cidos”™” eas

férmulas guimicas correspondentes aos mesmos.

Por outro lado, og coeficientes de absorcdo dos elemen

(32)
tos considerados encontram-se tabelados em fung¢do da energia

\ ol - , = 137
da radiag¢do. Esgsa energia, no caso da radiagdo y do Cs, e
0.662 MeV e og coeficientes de absgsorg¢do de energia por massa

dos elementos citados e do ar sdo os apresentadosgs na tabela 4.

2
elemento coeficientes =Ry Ry
H 0.0583
C 0.0293
N 0.0293
0 0.02594
ar 0.0293
TABELA 4

Combinando og dados das tabelas 3 e 4 e empregando a
relacdo (34) obtivemos entdo og coeficientes para os materiais

estudados (tabela 5) .



Y en cm2
substéncia ’ ’

P mat. g
glicina 0.0311
glicil-glicina 0.0311
triglicina 0.0310
poliglicina 0.0309°
colageno 0.0312

TABELA 5

Com esses dados e mais o valor do coeficiente ©para o
ar, pudemos calcular o fator de corregdo £ entre a dose absor

vida e a exposigdo. Da equagdo (31) temos gue esgse fator & dado

( e n ) .
f = 0.869 2 2EI
Y
(_en_)
P ar

e os valores calculados de £f sdo dados na tabela 6.

Devemog ressaltar gue nesta tabela temos dois wvalores
f para a glicina. Isto porgue ela foi irradiada tanto com rados
Y como com raios X. Neste Ultimo caso a energia do feixe empre
gado tem seu valor estimado entre 0,03 e 0.04 MevV. 0 calculo
de f ©para essa gituacgdo foi similar ao apresentado ate agui,
utilizando-se og coeficientes /D corresgpondentes & ener -

gia do feixe. 0 wvalor £ = 0.819 <corresponde a esse cCaso en-

137
quanto f£ = 0.9224 corresponde ao feixe de raiocos y do Cs-



substéncia f
glicina 0.9224
glicil-glicina 0.9220
triglicina 0.9199
poliglicina 0.9156
colageno 0.9239
glicina 0. 819

TABELA 6

A relacgdo dose absorvida - exposicdo reduz-se dessa for

ma a
D (rad ) = £ X (roentgen)

. x 137
Os valores de esposig¢do correspondentes a fonte Cs

gque empregamos, foram fornecidos pela Coordenadoria de Protecgdo
Radioldégica e Dosimetria do Instituto de Energia Atdmica. Essas
medidas nos ddo a razdo de exposicgdo por unidade de tempo em fun
¢do da distédncia da amostra 4 fonte e da data de irradiacdo. Por
exemplo, em 28/10/1974 a 10 c¢cm da fonte, essa razdo era 888
Roentgen/hora. Conhecendo o tempo em que a amostra fol expostad ra
diac¢do, pudemos calcular o valor da expesicgdo, lembrando que o

fator de decaimento da atividade da fonte segue uma lei do tipo

2. T
exp
Ti
137 4
onde *1/2 ettt da do Cs (1.1x10 dias) e T e o tem

po que transcorreu entre a calibragdoc e a irradiacgdo.
De posse do valor da exposicgdo e do fator £, calcula

mos a dose absorvida pelo material, expressa em rads. Essas do



gses gituaram-se no intervalo de 20 a 300 krads. 0 erro ava

liado nesse procedimento foi da ordem de 10%.

2. Medidas com Temperatura Varidvel e a Determinacdo de 6

Ags amostras foram irradiadas * temperatura ambiente. Em
seguida as mesmas, além do DPPH, foram medidas por RPE a tempe
raturas entre 110 e 300 K. Pela gimples observacdo da forma

do sinal registrado pudemos verificar que:

a) No intervalo de doses absorvidas em gue trabalhamos,
08 espectros RPE da glicil-glicina, triglicina, poliglicina eco
ldgeno g80 similares entre si (figura 10) e a forma do ginal n8o
se modifica nasgs medidas a diferentes temperaturas (efetuando as
medidas a poténcias abaixo da saturacdo) .

b) Da mesma forma, o sinal do DPPH também ndo se altera
nas medidas a diferentes temperaturas, modificando-se apenas a
intensidade do mesmo.

c) 0 espectro da glicina difere dos espectros dos pepti
deogs e do coldgeno, mostrando um sinal composto de tres linhas
principais & temperatura ambiente. Esse sinal modifica-se Dbas-

tante com a temperatura de medida da amostra (figura 11).

Desses espectros obtidos a varias temperaturas entre
110 e 300 K calculamos as respectivas Areas sob a curva de ab
gsorcdo, segundo o método anteriormente descrito. Estudamos en-
tdo a dependéncia entre essas adreas e a temperatura.

Conforme a equacgdo (25), o inverso da &rea (VA)__ deve
ser proporcional a temperatura T. Verificamos gque, dentro do in
tervalo de temperaturas citado, todas as substédncias, exceto a
glicina, obedecem essa relacgdo.

Nas figuras l2a e 12b apresentamos 0S8 apresentamos

08 resultados referentes &8s gubstidncias medidas, com excecgdo da






N

FIGURA 11



glicina. Ag retas tragadas resultaram de um ajuste dos pontosex
perimentais com a equacdo (25) pelo método de minimos quadrados.
Extrapolando os dados obtidos entre 110 e 300 K, determinamos
os valores da temperatura 9. Esses valores correspondem 4 in
tersecgdo da reta extrapolada com o eixo T e estdo mostrados
na tabela 7. 0 erro avaliado para esses resultados e 5%.

Na figura 12¢ apresentamos os dados de "*/A em funcdo
de T para a glicina. 0 comportamento da curva tracada foge ao
previsto pela eguacgdo 25. Restringindo-nos & parte da curva en-

tre 190 e 300 K efetuamos a extrapolagdo para a obtencgdo do

valor 9 indicado na tabela 7.

material temperatura 9 (K)
glicina -32
glicil-glicina -90
triglicina -67
poliglicina -60
coldgeno -12
DPPH -75

TABELA 7

3. Numero de Sping das amostras. Valor G,

~

Das medidas efetuadas &4 temperatura ambiente calcula-
mosg o numero de sgpins presentes na amostra, empregando a equa
cdo (28).

Para tanto, calculamos inicialmente a Area sob a curva

de absorcdo do espectro, obtido com poténcia abaixo da potencia
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de saturacdo. Utilizamo-nos em seguida da relacdo entre nimero
de spins e &rea sob a curva de absorg¢do obtida para o DPPH, nos_
so material padrdo. Efetuamos entdo a comparagdo entre essas duas
dreas atravésgs da equacdo (28) onde T fol a temperatura ambiente
no momento da medida (em torno de 295 K) e 9 assumiu os va
lores mostrados na tabela 7%

Degsa maneira obtivemos o nGmero de spins presentes nu
ma dada massa de substéncia irradiada, a partir da qual inferi-
mos o valor correspondente a 1 g do material. Este Gltimo wva
lor corresponde entdo ao niimero de radicais que foram estabili®
zados em 1 g do material a um determinado valor de dose absor
vida. 0 erro avaliado no processo & 10%.

Determinados, o nUmero de radicais e a dose absorvida
correspondente, obtivemos osg pontos do gradfico de producdo de ra
dicais livres em funcd@o da dose. As figuras 13, IH e 15 ilus
tram egsa curvas de producgdo, sendo gque as doses estdo expressas
em rads. Observa-gse que as doses empregadas estdo abaixo da sa
turacdo e dessa forma podemos calcular o parédmetro G, , para
cada substéncia, a partir da sua curva de producdo de radicais.

0 coeficiente angular a_da reta obtida & expresso em
nimero de radicais em 1 g da substéncia por rad.

Como o rad vale 100 erg/g , esse coeficiente angular
pode ser escrito também em ntmero de radicais por 100 erg. A
partir da definig¢do de G, (nGmero de radicais em 1 g do mate
rial por 100 eV de energia absorvida) e da relagdo entre eV e

12

erg (1 ev = 1.602 x 10 erg), temos gue, para O gglculo de G,,

basta fazer

onde a e o coeficiente angular nas unidades definidas anteri

ormente (ntmero de radicais em 1 g da substédncia, por rad).
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Og resultados estdo apresentados na tabela 8. Mogstra
mos também, para comparacdo, valores G, <calculados apartir da
determinac¢do do nGmero de spins sem o concurso do fator 9. Ava

liamos em 15% o0 erro madximo.

substéncia G.(6) G.(6=0)
glicina 3.7 4.2
glicil-glicina 4.9 4.5
triglicina 2.3 2.3
poliglicina 1.3 1.4
colageno 1.2 1.4
TABELA 8

4. Constante de Desdobramento Hiperfino

Ugsamos uma amostra de MgO contendo Mn'' como padrdo
de calibracdo para o campo magnético. 0 Mn'® tem sgpin nuclear
5/2 e da interacdo hiperfina resultam seis linhas de absorc¢do.
A guarta linha, contada a partir daquela que corresponde ao me-
nor valor de campo de ressonédncia, tem g = 1.981. Este wvalor
mantem-se praticamente constante a frequéncias entre 9.20 e
9.40 GHz e Mais ainda, a disténcia entre o terceiro e o guarto
gsinal de absorcgdo & de 86.9 G.

A medida simultdnea dessa amostra e da amostra pesguil
sada permite a utilizac¢do desses dados para a medida da constan
te de desdobramento hiperfino e de valores g dos sinais da amos
tra em estudo. Ilustramos na figura 16 o espectro da glicilgli-
cina irradiada, medida simultaneamente com o padrdo de Mn''

A partir das separacdes AH" e AH, entre os sinais

do dubleto e o guarto sinal do M, determinamos a constante
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de desdobramento hiperfinoaA”™:

A, r AH, - AH,

Os valores de AH" e AH" foram obtidos tomando-se como refe
réncia a distancia de 86.9 G entre o terceiro e o guarto si-
nal do manganés. Os resultados da determinag¢do da constante de

desdobramento hiperfino estdo na tabela 9.

Constante A, (Gauss)
substancia 1
Mn ajuste
glicil-glicina 18.6 + 0.2 18.8
triglicina 16.6 + 0.3 17.0
poliglicina 14.3 + 0.3 m.5
colégeno 16.6 + 0.4 16.2
TABELA 9

Na tabela 9 estdo também os resultados que se origina
ram de um ajuste das curvas experimentais com formas de linha
tebricas. Nesse ajuste uma curva de absorc¢do foi inicialmente cal-
culada por integrac¢do do espectro obtido experimentalmente. Em
seguida essa curva foi comparada com curvas tedricas, lorent-
zianas ou gaussianas, conforme o apéndice 2.

A figura 17 mostra a curva de absorg¢do da glicil-gli-
cina irradiada, juntamente com o melhor ajuste que resultou da
contribuic¢do de duas gaussianas. Os dois picos das gaussianas si.
tuam-se em valores de campo magnético correspondentes aos cam
pos de ressonédncia dos dois sginais, ou seja, em e e A
diferenca entre og valoresgs desses dois pardmetros corresponden-

tes ao melhor ajuste, nos déd a constante de desdobramento hiper
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fino indicada na tabela 9. Egsse ajuste foi feito, ndo so para a
glicil-glicina, mas também para as demais substéncias relaciona

dags na tabela 9.

5. Fator Espectrosgcopico g

Og valoregs de g dos ginais do espectro foram calcula
dos a partir de g = 1.981 do gquarto sinal de Mn'", como  se

segue. Sendo hv a energia da microonda, temos, para esse gi-

nal
hv = g3H,

onde Hg & o campo de ressonancia desse sginal.

Para um outro sginal, por exemplo o dubleto cujo campo
de ressonédncia & H, , podemos escrever

hv = g9.,8H., = g,p (H, - AH,)
onde AH, = H, - H, . Assim
hv
hv
gd =
6(H0_AHd) _hv_ __ a2 H a4
gé

Assumindo 9.30 GHz para a freguéncia da microonda, te

mos

6651

¢ 3357 - AH,

degsa forma o valor g, & calculado determinando-se a
separacdo AH, e por procedimento andlogo calculamos g~ e g,
correspondentes aos ginais 1 e 2, respectivamente. Og resul

tados obtidos estdo na tabela 10.



substancia sd §i £2
glicil-glicina 2.0033 1.9980 2.0093
triglicina 2.0033 1.9986 2.0086
poliglicina . 2.0036 1.9993 2.0079

TABELA 10

Estes resultados tém precisdo até a terceira casa deci

mal.



VII - DISCUSSAO DOS RESULTADOS E CONCLUSOES

le Fator Espectroscopico g*

Como podemos verificar nas figuras 10 e 11, espectros
RPE das substéncias que irradiamos & temperatura ambiente mos-
tram que: o radical induzido na glicina resulta num sinal RPE
tipo tripleto enquanto nas demais substdncias o sinal &€ um du
bleto.

Com relagdo a estas ultimas, medidas do fator espectros_

cdpico g, do dubleto resultaram no megsmo valor

g, = 2.0035 + 0.0005

/\"A

Este dado concorda com ogs resultados de Katayama
(32)

e

Miyagawa que dao g.,= 2.0032 para os dubletos observados
nos dipeptideos glicil-glicina e acetil-glicina. Concorda tam-
bém com valores g, medidos em proteinas irradiadas, que gi-
tuam-se em torno de 2 .0030"" .

Assim, o mesmo tipo de radical parece ser produzido, &
temperatura ambiente, pela irradiacdo dos peptideos e do colage

no com raios vy.

2. Desdobramento Hiperfino

0 aparecimento do dubleto pode ser atribuido & intera
c¢do hiperfina isotropica entre o elétron desemparelhado e o nu
cleo de um dtomo de hidrogénio. A guestdo da localizacdo do ele
tron desemparelhado tem sido mais fregquentemente estudada em mo
nocristais de moléculas relativamente gimples como acetil-glici

na e glicil-glicina.

(37)
Saxeb”™l e colaboradores fizeram medidas RPE em mo



nocristais irradiados de acetil-glicina. A estrutura hiperfina
observada levou &4 suposigdo de gue o radical forma-se pela per-
da de um hidrogénio pelo carbono a (carbono vizinho ao termi

nal carboxilico):

H 0
I |
H,C N cC
’ N/ w A\
C C OH
I I
0 H
Assumindo hibridacdo sp nesse dtomo de carbono, 0s

autores citados efetuaram cdlculos de orbitais moleculares, ob-

tendo o seguinte mapa de densidade do elétron desemparelhado:

0.29
H 0
I K
H.C N C

V-°5/0.1.\°-"/-0.17\

C C OH
Il I
0 H

0.10 -0.03

Estes resultados estdo em boa concordidncia com resulta
dos experimentais sobre a constante de desdobramento hiperfino
com O proton a. Mostram ainda que a densidade do elétron desem
parelhado pode migrar, possibilitando a interagdo ate com pro-

tons 6.
(16)

De outra parte, Mel/zf realizou o mesmo tipo de estu
do em monocristais de glicil-glicina. A estrutura hiperfina ob-

gservada pbde ser atribuida também & formacdo do radical no car-

bono a da cadeia. Célculos tedricos de orbitais moleculares ba
2

seados na hibridacdo sp para o carbono levaram a uma densi-

dade de gpin capaz de explicar a estrutura hiperfina devido & in

teracdo com outros nlcleosg além da interacgdo com o proton a
Nosso trabalho foi feito em amostras em pd de maneira

gue linhas menos intensas de estrutura hiperfina foram encober-



tas, aparecendo apenag o dubleto. Assumindo as conclusdes dos
trabalhogs citados acima, o dubleto resultaria do fato de gque a
densidade de gpin ndo se localiza exclusivamente no adtomo de car
bono; com isso, ao mesmo tempo em gue essa densidade pode dis-
tribuir-se pela cadeia peptidea, pode também interagir como pro-
ton ligado ao carbono et.

Reapresentamos agui os valores gque obtivemos para a cons

tante de desdobramento hiperfino.

Substéancia A, (G)
glicil-glicina 18.6 + 0.2
triglicina 16.6 + 0.3
poliglicina 14.3 + 0.3
coldgeno 16.6 + 0.4

Os resultados referentes &4 glicil-glicina e ao coléage-
no concordam com o8 registrados anteriormente”™"”",

Observamog por outro lado gue, dentro da serie dos pef
tideos ha uma diminuicgdo da constante A, com o aumento do nu-

mero de glicinas na cadeia. Como vimos anteriormente

2

A, = -22- Yk (0)

o que significa que |7 (0) | estd diminuindo no sentido da gli_
cil-glicina para a poliglicina. Dentro da suposic¢do de gue a in
teracdo hiperfina isotropica do elétron desemparelhado seja com
o proton a, vemos que isto significa uma diminuig¢do da densidade
de sgpin sobre o mesmo. Em outras palavrasg, a densidade do elé-
tron desemparelhado deve estar menos localizada no proton a e

mais distribuida sobre a cadeia.

3. Variacg¢do do Sinal com a Temperatura




Doig tipos de comportamento nas medidas a temperaturas
varidveis foram observadas: enquanto o espectro da glicina modi
ficou-se drasticamente com o abaixamento da temperatura (figura
11), o dubleto dos peptideos e do coldgeno ndo apresentou alte-
racdo na forma da linha, modificando-se apenas a intensidade do
gsinal.

Esca diferenca de comportamento reflete-se também na re
lacdo entre Adrea e temperatura: os grdficos que relacionam o in
vergso da drea e a temperatura, (figuras 12a, 12b e 12c¢) indi-
cam gue a susceptibilidade magnética dos peptideos, do coldgeno
e do DPPH obedecem a uma lei do tipo Curie-Weissg, no intervalo
de 110 a 300 K; no caso da glicina, entretanto, o gue se nota &
um desvio dessa lei a temperaturas inferiores a 180 XK. Estas ob
servagges foram feitas tambéﬁﬁpor Crippa (2938) em amostras de

glicina, glicil-glicina e DPPH.

3a. 0 sinal da glicina

Estudos de monocristais irradiados da glicina indicam

gue geu espectro RPE pode ser atribuido a formacdo de dois radi

. (13)
cais 1
0 H., 0
H—-Ci-=C »C - C
I+ \ . / \
NHg 0 H 0 (H)
(D (I1)
As diferencas entre o esgpectro gque obtivemos & tempera
tura ambiente e o0gs medidos abaixo de -80°C evidenciam mais de
uma contribuicdo ao espectro (figura 11). Verifica-se claramen-

te que a contribuicdo relativa dos varios sginais & alterada com

(38)

: & : : : £
a variagdo da temperatura. Crippa indicou gue, uma possivel



explicacdo para a relacdo entre &drea e temperatura observada pa
ra a glicina, talvez fosse uma interac¢do entre os diferentes ra
dicais induzidos pela radiac¢do; tal interacgdo seria similar ave

rificada em compostos moleculares bi-radicais e discutida por

(39)

Bijl e colaboradores . Entretanto Crippa observou gue nao
exigtem, até o presente, nem cdlculos tedricos nem dados experi-
mentais gue permitam estabelecer o nimero de pares de sgpin gue
podem interagir, dentro de uma amostra contendo outros spins gue
ndo interagem entre gi; dessa maneira ndo se excluem hipdteses
como induc¢do de moléculas bi-radicais, interacdes entre sgpins di
ferentes da interacdo entre pares, ou ainda, a presenca de va-
rios tipos de radicais com diferentes dependéncias com a tempe-
ratura.

Num procedimento tentativo, procuramos fazer um ajuste
entre og esgspectros da glicina e curvasg tedricas (apéndice 2)
Tentamog individualizar asg varias contribuic¢des para o espectro
total e acompanhar a variacgdo, com a temperatura, de cada sinal
isolado.

0 melhor ajuste foil conseguido com curvas gaussianas e
a figura 18 ilustra esse ajuste para o0 espectro da glicina obti
do a -60°C. A curva calculada resultou da soma de cinco gaus-
gianas. Dosgs ajustes dos espectros obtidos a varias temperaturas,
verificamos que o sinal central comporta-se diferentemente dos
dois eginais laterais gque, por sua vez, diferem também dos dois
sinais externos menores.

Na figura 19 mostramos o valor VA versus temperatura
para cada sinal. Apesar dos resultados evidenciarem que o ajus-
te ndo foi inteiramente satisfatdrio, podemos notar uma diferen
¢a de comportamento entre os sinais. Ndo podemos, no momento,

apresentar explica¢Bes satisfatdrias para esse fato.

3b. A temperatura 8
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Og valores de 6 gue determinamos por extrapolacdo da
parte linear dos gréaficos "*7A versus T foram apresentados na
tabela 7.

Segundo o mesmo procedimento Crippa registrou og valo-
res 9 de -55 K para o DPPH'" e =-27.1 K para a glici-

(38)
na . A diferenca entre o resultado de Crippa para o DPPH e o

valor gue encontramos (-75 K) pode ser atribuido & presenga de

(23)

impurezas, como foi discutido por Edelstein e Duffy e Stran
dburg”™*”. 0 resultado para a glicina encontra-se dentro do er-
ro na extrapolacgdo da reta definida entre 180 e 300 XK.

Sabe-se gque 0, para um material gue obedece & lei de
Curie-Weiss, relaciona-se com a integral de exchange J por

ko = — S(S+1) I J .* —  S(S+1) 2ZJ

3 3

v u

segundo a teoria do campo molecular e na aproximacdo para oS Z
vizinhos mais prdximos. Portanto, J & proporcional a 6.
Verificamos que nas substéncias estudadas 9 e, conse
guentemente J, sdo negativosg, indicando gue a interacdo & de na
tureza antiferromagnética. Além disso, 9 e também J diminuem
com o aumento de unidades de glicina na amostra. Tal fato pode

gser devido & presenca de um menor ntGmero de radicais num dado vo

lume de material.

4., 0 valor Gy,

Mostramog abaixo os valoregs G, gque calculamos, tanto
considerando o termo em 9 como deixando de leva-lo em conta.
Para comparagdo mostramos os resultados obtidos por outros au-

tores.



valor G,

substéncia com gem
corregdo 6 corregdo 9 outros autores

glicina 3.7 4.2 4.1 cmen
glicil-glicina 4.9 4.5 4.8

triglicina 2.3 2.3 2.6 Cezo
poliglicina 1.3 1.4 1.2 e
coldgeno 1.2 1.4 1.0-5.0 (*°°

Verificamosg uma concordidncia, dentro dosgs 15% de preci
sdo nas medidas de G, , entre og valores gue calculamos sem a

corregdo devido a 8 0s resultados dos outroa autores, gque tam

bem ndo aplicaram essa corregdo. Og valores registrados para o

(45)
coldgeno por Ten Bosch dependiam da natureza e estrutura da
amostra. Nosso resultado, com relagdo ao coldgeno, foi concor-
dante com o valor referente ao coldgeno origindrio do tendio

Notamos gue a inclusdo do termo em 9 ndo alterou subs

tancialmente o valor G, . Os fatores de correc8o foram proxi-
mos de 1.0 ( entre 1.05, para a glicil-glicina, e 0.9, para a
glicina), devido ao fato de que os valores de 9 das substéncias

irradiadas ndo se afastaram muito do valor correspondente ao DP
PH.

Os resultados referentes aosg peptideos indicam um de-
crégscimo do G, da glicil-glicina para a poliglicina. Em outras
palavras, a radiosensibilidade dos peptideos diminui com o au-

mento de unidades de glicina no composto.

A

e Interpretacgdo conjunta de 6, A e G

Reunimos agui os varios dados quantitativos que obtive



mos para os peptideos, para uma analise global dos mesmos

A, (G) 6 (K) G,

glicil-glicina 18.6 -90 4.9

triglicina 16.6 -67 2.3

poliglicina 14.3 -60 1.3
Vemos que, com o aumento do nGmero de glicinas dimi-

nuem, tanto a radiosensibilidade da substédncia, gquanto a intera
cdo J entre os radicaig (diminuicdo em 6) e a constante de
desdobramento hiperfino.

Estas tres observagdes sdo complementares se assumir-
mos qgue o elétron desemparelhado, localizado principalmente no
carbono a , pode distribuir-se pelos &atomos que compdem a ca-
deia. Essa desgslocalizacdo do elétron desemparelhado aumenta com
0 acréscimo de unidades de glicina, como mostra a diminuicdo da
constante . Ao mesmo tempo, uma maior facilidade de migracgédo
de elétrons ao longo da cadeia pode facilitar a dispersédo de ener
gia pela molécula, permitindo o aumento da radioresisténcia,con
forme o observado. Egse aumento implica numa menor producdo de
radicais livres que, aliada &4 deslocalizacdo entre osg elétrons,
diminui o wvalor de J <zrepresgsentativo da interacgdo entre os ra

dicais.

6. Conclusdes

Mo presente trabalho determinamos os valores G, das
gsubstédncias estudadas com a inclusdo da correcdo devido ao ter-
mo em 6, originado de uma dependéncia entre susceptibilidade mag

nética e temperatura na forma da lei de Curie-Weiss. Mas amos

tras que estudamos, essas corre¢des ndo foram muito grandes. No



tamos também que os valores de 6 sdo negativos, 0 gue 1indica
gue a interag¢do entre os radicais & antiferromagnética.

0 estudo que efetuamos com a glicina, ilustra um caso
em gue comportamentos inesperados da susceptibilidade magnética
em func¢do da temperatura podem ocorrer, guando se esta em pre-
senca de mais de um tipo de radical induzido por irradiacgdo. Evi
dencia-se a necessidade de um estudo mais aprofundado acerca da
maneira pela gqual diferentes radicais estabilizados numa subs-
tdncia, podem interagir entre si.

Dentro do quadro relativo ao dubleto induzido em prote
inas, como o colidgeno, verificamos gque esse mesmo tipo de sinal
& apresentado pelos peptideos de glicina irradiados. A interpre
tacdo de nossos resultados é concordante com a suposicdo de gque
nessa série de peptideos o dubleto deve-se a um radical formado
no carbono a, cujo elétron desemparelhado apresenta um graucres
cente de deslocalizacdo com o aumento da cadeia.

Os resultados acima, entretanto, ndo podem ser simples
mente extrapolados para a explicagdo do dano de radiagdo em pro
teinas. Devemos nesse caso levar em conta a presenga de outros
residucs de aminocdcidos bem como, conforme Ten Bosch”™" , a es-

trutura espacial da proteina.

7. Sugestdes

Sugerimos gue © presente tipo de trabalho estenda-se a
outras substdncias de interesse bioldgico. Que a dependéncia erd
tre area e temperatura seja acompanhada no sentido da determina
cdo de 8 e que sgeja aplicada, no cédlculo de G, , a correcgado
devida a esse termo. Essa correcgdo no calculo de G, & tanto
mais importante guanto se pensa na possibilidade de gue ocorram

comportamentos anormais como o da glicina.



Com relacdo &g hipdteses sgobre a deslocalizacdo do ele
tron desemparelhado, propomos estudos em substédncias reconheci-
damente possuidoras de orbitais moleculares TT como os aromdti”
cos.

Ao mesmo tempo, outros peptideos contendo glicina, tais
como tetra, pentaglicina e peptideos de glicina e outros amino
dcidos devem ser examinados. Esgssas pesquisasgs devem incluir cél-
culosg tedricosgs de orbitais moleculares bem como outros tipos de
procedimentos experimentais como irradiacd@o em monocristais, ir
radiacdo a baixas temperaturas e emprego de varios tipos de ra-

diacéo.



APENDICE 1 O ESPECTROMETRO RPE

Utilizamos em nosso trabalho o espectrdmetro JES-ME-3
produzido comercialmente pela JEOL LTD. e pertencente & Coorde
nadoria de Ciencia e Tecnologia dos Materiais do Instituto de Ener
gia Atdmica. Apresentamosgs agui uma breve descricdo do mesmo e
suas caracteristicas principais, bem como as opgdes e equipamen
tos adicionais de que nos servimos no decorrer de nossas experi
&ncias.

A maneira de um espectrdmetro RPE tipico, o aparelho
utilizado pode ser apresentado como sendo constituido de 4 sis
temas principais: sistema fonte, sistema da cavidade, sistema

de modulacdo e deteccdo e sistema magnético.

Sistema Fonte:

E o sistema no gqual & gerada a onda eletromagnética que
val excitar a amostra previamente disposta em um campo magnéti-
co.

0 espectrdmetro opera na banda X ou seja, a onda, ge
rada por um klystron, tem frequéncia da ordem de 9.4 GHz, situ
ando-se portanto na regido de microondas.

0 klystron & protegido por um isolador gque permite a
transmissdo da microonda mas atenua fortemente guaisquer refle
xBes na direcdo contraria & transmisgsdo.

Através de um medidor de ondas mede-se a frequéncia da
microonda e a variacdo da intensidade do feixe, ou potencia da
microonda, & medida em miliwatts por um atenuador. A saida do
mesmo esta entre 0 e 30 dB e a potencia médxima da microonda

& 200 mw.

A onda propaga-se por um guia de ondas retangular.



Sistema Cavidade:

A cavidade de ressonédncia empregada, designada porJES-
-UCX-2, & do tipo de reflexdo. E uma cavidade cilindrica de mo

A A

do TEg 0 acoplamento entre microonda de entrada e de sgaida
& feito por um "T hibrido".

0 fator (Q mede a capacidade da cavidade de amplifi-

car a intensidade da microonda. Ele & definido como

v frequéncia de ressondncia da cavidade

AV difereng¢a em frequéncia entre pontos em gue a
poténcia cai & metade

Sendo o valor de Q méximo guando a frequéncia de mi-
croondag & \>, , torna-se importante que a saida do klystron
gseja precisamente fixa aquela frequéncia. Isto & conseguido por
um controle automético de frequéncia que mantém a saida do klys
tron na frequéncia de ressondncia da cavidade.

Para um acoplamento entre a entrada e a saida da micro
onda a cavidade dispde ainda de um peqgueno orificio, a "iris".
Dado o emprego do sistema tipo "T hibrido", outro ajuste e fei

to por uma agulha refletora gue & inserida no guia de ondas.

Sigtema de Deteccgdo e Modulacédo:

0 espectrdmetro tem como detetor um cristal diodo IN?3
que retifica a microonda convertendo-a em corrente continua
Quando o campo magnético aproxima-se do wvalor de ressonédncia, a
absorcdo de energia pela amostra provoca uma diminuig¢do do Q da
cavidade e um conseguente decréscimo na microonda refletida. E
essa variacdo gue e detetada peio cristal.

Para tornar discernivel essa absor¢do de energia apli-

ca-ge um campo magnético de modulacdo cuja frequéncia e 100 kHz.



Degsa maneira o sinal resultante que é registrado e a primeira
derivada da curva de absorcdo. A amplitude da modulacdo wvaria en
tre 0.02 e 20 G.

0 sinal registrado & o sinal aumentado por um amplifi.

cador de banda estreita.

Sistema Magnético:

0 campo magnético aplicado & amostra é fornecido por um
eletroimd que gera um campo homogéneo entre suas peg¢as polares.
Nog 60 mm gque separam og poios do eletroima, a intensidade do
campo pode variar entre 500 e 13500 Gauss.

A estabilidade do campo & da ordem de 5 mG sendo que
em ugso prolongado ela mant@m-se em torno de 70 mG/hora. Esta es
tabilidade é possgsivel pelo fornecimento de energia por uma uni-
dade gque consegue gerar uma corrente de excitagdo altamente es
tabilizada.

Uma regulacdo efetiva do campo & assegurada por um ele
mento de efeito Hall que & parte integrante de uma unidade de
varredura linear de campo. Esta unidade permite ainda: varredu
ra rapida de campo; varredura linear sem efeitos de histerese e
saturacdo de fluxo; leitura da intensidade do campo em um mOS-

trador digital e grande intervalo de variagdo do campo.

Equipamento para Variagdo de Temperatura:

Variamos a temperatura das amostras fazendo passar um
fluxo gasoso pela cavidade. Esse fluxo foi de N2 evaporado de
um dewar contendo N2 1liguido e permitiu uma variac¢do continua
de temperaturas entre 300 K e 110 K.

A cavidade empregada foi a cavidade convencional JES-

-UCX-2 d qual anexou-se o "adaptador para temperatura varidvel"



JES-UCT-2AX. Esse adaptador faz a conexdo entre odewar e a cavi
dade, dispondo ainda de um termo-par gue mede a temperatura nas
proximidades da amostra. Consta ainda de um suporte do tubo por
ta-amostras que, encaixando-se na parte superior da cavidade,
permite a saida do ar gue circundou a amostra, além de posicio-

nar corretamente o tubo porta-amostras.

A temperatura desejada & alcangada e mantida constan
te pelo controlador de temperatura JES-VT-3A. Este, controla a
potencia oferecida & resistencia que estd mergulhada no N, 11

gquido, de acordo com a diferenca entre a temperatura detetada pe
lo termo-par e a temperatura referencia pré-estabelecida. Dessa
forma assegura-se um fluxo gue mantenha a regido prdxima & amos

tra na temperatura escolhida, dentro de uma precisdo de + 1°C.



APENDICE 2 AJUSTE DA CURVA DE ABSORCAO RPE

Partimos do esgspectro RPE da forma como e obtido no es-
pectrdmetro. Efetuamos uma integra¢do numérica no mesmo e obte-
mosg entdo a curva de absorcdo experimental que & ajustada com

formas de linha tedricas.

Supondo a presenca de N linhas, cuja superposicdo da
a curva total de absorcdo, assumimos gue a curva tedrica seja da

da por

Kx) = [ a“fj (x-x,) + a + Bx + yx’ (2.1)

onde fj(x-XG) & a funcido de forma da linha j e que pode ser

A

ou gaussiana, ou lorentziana; a & a intensidade madxima dessa
linha e a, 8 ey sdc coeficientes dos termos gue descrevem

o deslocamento da linha de base.

P

A funcdo lorentziana é escrita

fi(x-x,) = (2.2)
X“X!!J A

AX]

enguanto a fun¢do gaussiana &

X—X
fj <x-x6) = exp \-In2 (—" T1 (2.3)
onde XGJ corresponde ao méximo da funcdo f£% e AX] g a

meia altura da curva de absozrcgdo.

0 ajuste pelo método de minimos gquadrados & aguele em
que determinam-ge o8 pardmetros aj , XQ.., AXJ, a, 8 e y> tais

que seja minima a funcio

EeXper~ AR


file:///-ln2

Como a curva de absgsorcgdo e dada em funcdo de M valores
da varidvel x (na curva RPE seriam os M pontos em gue foi di
vidido o intervalo de campo magnético em gue aparece o sinal) de

vemos escrever

Designando os pardmetros a, B, y, a*, e ee, g%, *Qr>--

., Xe., AX,, AX,, , AX, por b, P, ;, Poes> °

gue devemos resolver, para achar o minimo da fungdc F, & o sis_
tema de egquag¢des

oF 3N43) (2.5)

3p.

Expandindo esse conjunto de equag¢des em serie de Taylor

em torno de valores iniciais p”, P*3%.3 > temos
3N+3 2
L P/> " P . (i=1,2,..
9 P 1 3po 3po
., 3N+3)
. (44
que pode ser reescrlta( )
B o " 3T 3T >
3F OF . . r (Kr “k ©k” = 0 (2.6)
+ 2 ) }'g— %
3, 3pE Lo RTRROT 5 3P
onde i= 1, 2, 3N+3 e 17 e a fungdo 2.1 em que a var i

avel e x

As solugbes das 3N+3 equagbes (2.6) para os 3N+3 pa
rdmetros p”~ & uma segunda aproximacdo aos valores desejados
como solugdes das equagdes (2.5). Esta segunda aproximacgdo deve
ocupar o lugar de p? e 0O processo é repetido até que valores

sucessivos de AP|= p" - p" ' gejam muito prdximos de zero.



Por raz8es de convergidncia do método, o calculo dos pa

rdmetros p- & feito com a seguinte férmula de recorréncia
noeopotll g ————-—--aF/ Py (2.7)
Pj Pi

32F/3p§ n-1

Negse processo o valor inicial de T e 1. A partir dos parime-

tros p” calcula-se a funcdo F. Se o valor desta for maior que
o valor F calculado anteriormente, T & reduzido por um fa-
tor 2 e F & recalculado. 0 processo repete-se até gue Fatin
ja um valor limite muito pegueno.

Os valores de p~ nessa situacdo definem as varias 1i

nhds gque contribuem para o espectro de absorcdo.



REFERENCIAS

Dertinger H. e Jung H., "Molecular Radiation Biology", 1970,
Springer-Verlag : New York.

Copeland E.S., "Biological Applications of ESR", 1972, Swartz
U.M., Botton J.R. e Borg D.C. eds, Wiley Inters: New York.

Wyard S.J. e Cook J.B., "Solid State Biophysics", 1969,
Wyard S.J. ed., McGraw Hill: New York.

Gordy W. e Shields H., Radidt. Res., 9, 611 (1958).

Rexroad H. e Gordy W. , Proc. Nat. Ac ad. Sei., 45 , 256 (1959 ).

Shields H. e Gordy W., J. of Phys.Chem., 62, 789 (1958).

Gordy W., Priden B. e Snipes W., Proc.Nat.Acad.Sei., 53,
761 (1965) .

McCormick G. e Gordy W., J. of Phys.Chem., G2, 783 (1958).

Zimmer X.G. e Muller A., "Current Topics 1in Radiation

Research", 1965, pg. 10, Amsterdam: North-Holland Pub.Co..

Henriksen T., "Solid State Biophysics™", 1965, ©pg. 215,
Wyard S.J. ed., McGraw Hill: New York.

Katayama M. e Gordy W. , J. of Chem.Phys., 35 "'’ (1961).
Crippa P.R., comunicac¢do privada, 1974.

Sinclair J. , J.Chem.Phys. 5%, 245 (1971).

Morishima H., Radidt. Res. 44, 605 (1970).

Melo T.B., Int. J. Rad. Biol. 20, 557 (1971).

Melo T.B., Int. J. Rad. Biol. 23, 247 (1973).

Rotblat J. e Simmons J.A., Phys.Med.Biol. 7, 489 (1963).

Crippa P.R., Urbinati E. e Vecli A., Atti del Congresso
di Cibernética, 1971, pg. 537, Baldochi M.e Lenci F., eds.,

Lito Felici: Pisa.

Alger R.S. "Electron Paramagnetic Resonance", 1968, Intersc.

Publ.: New York.

Crippa P.R., Urbinatti e: e Vecli A., J. Phys. E.: Sei.
Instr. 4, 1071 (1971).

Crippa P.R., Tedeschi R.A. e Vecli A., Int.J.Rad.Biol. 25,
497 (1974).



(31)

Van Itterbeek A. e Labro M., Physica 30, 157 (1960).
Edelstein A.S., J. of Chem.Phys. 40, 488 (1964).

Duffy, Jr. W. e Strandburg D.L., J. of Chem.Phys. 4J5, 456
(1967) .

Pake G.E., Paramagnetic Resonance, 1962, Benjamin: N.York.
Schumacher R.T. e Slichter CP., Phys.Rev. 101, 58 (1956).
Yariv A. e Gordon J.P., Rev.Sei.Instr. ¢2, 462 (1961).
Slangen H.J.M., J.Phys. E: Sei.Instr. 3, 775 (1970).

Randolph M.L., "Biological Applications of ESR", 1972 ,
pg. 121, Swartz H. , Botton J. e Borg D.C. eds. , Wiley-Inters.:

New York.
Evans R.D. "Radiation Dosimetry", vol.1l, 1968, Attix F.
e Roegsch W. eds., Acad. Press: N. York.

Roesch W.C., "Radiation Dogimetry" wvol.l, 1968, Attix F.

e Roesch W. eds. , Acad. Press - New York.

Sinclair W.X., "Radiation Dosimetry" wvol.3, 1969. Attix F.

Roesch W. e Tochilin, eds., Acad. Press - New York.

Pontushka, W.M. , Medidas de RPE no ct-NiSO" e 6H 0, 1973, Tese

se de Mestrado.
Wyard S.J., J. of Scient.Instr. 42, 769 (1965).

Veis A., "The Macromolecular Chemistry of Gelatin", 1964,

Acad. Press: N. York.

Miyagawa I., Kurita Y. e Gordy W. , J.Chem.Phys. 33.» 1599,
(1960) .

Saxebol G., Melo T.B. e Henriksen T., Rad.Res. 51, 31 (1972 ).

Crippa P.R., Porati A., Tedeschi R.A. e Vecli A., Int. J.
Rad. Biol. 24, 87 (1973).

Bijl D., Kainer H. e Rose-Innes A.C., J.Chem.Phys. 30, 765
(1959) .

Muller A., Schambra P.E., Int.J.Rad.Biol. 7 , 587 (1963).
Konhlein W. e Muller A., Phys.Med.Biol. 6, 599 (1962).
Ten Bosch J.J., Int.J.Rad.Biol. 13, 93 (1967).

Ten Bosch J.J. e Braams R., Rad.Res. ¢6, 544 (1968).

Rao C.R., "Advanced Statistical Methods in Biometrie



Regearch", 1952, pg. 165, Wiley Sons, Inc.: N. York.

(45) Watari XK., comunicac¢do privada, 1973.

INSTITUTO DE ENERGIA ATOMICA



