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Resumen

La quimica de la radiacién posee un caracter interdisciplinario, se superpone con la fisica, la
quimica, la biologia y las aplicaciones médicas e industriales. Por lo que el estudio de los efectos
inducidos por la radiacion en compuestos quimicos contribuye sustancialmente en el avance de los
conocimientos basicos del proceso de interaccion de la radiacion con la materia. Esta contribucion a
los conocimientos bésicos, optimiza el uso médico de las radiaciones en el diagnostico y
tratamiento de enfermedades, como lo es la radioterapia del cancer.

La radioterapia es la exposicion de una zona determinada del organismo a una fuente de radiacién
ionizante; este tratamiento incluye la localizacion precisa del tumor y la utilizacién de dosis de
irradiacion fraccionadas periodicas, durante un periodo de tiempo determinado. La radiacion
ionizante lesiona las células como consecuencia de su interaccion con el &cido desoxirribonucleico
del nicleo (ADN), produciendo en algunos casos la inviabilidad celular. De esta manera, en un
tratamiento rutinario de radioterapia, el haz de radiacion ionizante atraviesa los tejidos del paciente
eliminando las células cancerigenas que proliferan desordenadamente en el cuerpo. Puesto que la
demanda de estos tratamientos es cada vez mayor, existe un interés especial en investigar, tanto
desde el punto de vista tedrico como practico, la mejora en la eficiencia de estas técnicas,
disminuyendo de esta manera los efectos indeseables de la misma.

Desde el punto de vista teérico unas de las técnicas de célculos mas utilizadas es el Monte Carlo,
el cual se ha convertido en una de las herramientas méas utilizadas en el desarrollo de planificadores
de tratamientos radioterapéuticos, con el advenimiento de potentes sistemas computacionales para
su uso clinico. Las aplicaciones del método Monte Carlo cubren casi todos los temas, incluyendo la
proteccion contra las radiaciones, la medicina nuclear, el diagndstico en radiologia y la radioterapia.

En el desarrollo de esta tesis se estudia la interaccion de un haz de fotones de uso clinico con
distintos materiales, tales como compuestos quimicos de interés bioldgico, tejidos y aleaciones que
son utilizadas en la conformacion de campos y en la constitucion de compensadores utilizados en
radioterapia. Con este objetivo se efectuaron simulaciones de fantomas de agua, tejidos y
compensadores metalicos utilizando el codigo PENELOPE, un acrénimo de penetracion y pérdida
de energia de electrones y positrones en la materia. Este cddigo usa el algoritmo Monte Carlo para
la simulacion acoplada del transporte de fotones-electrones en materiales arbitrarios y geometrias
complejas, en un amplio rango de energia, desde unos pocos eV a 1 GeV.

En una primera etapa se simulo la interaccion de un haz de fotones de 6 MeV con fantomas de
Agua, para distintos tamafios de campos abiertos. Separando la dosis total en dosis primaria y dosis
secundaria, a través del método de campo cero. Se encontrd que este método es valido como una
primera aproximacion en el estudio del proceso de deposicion de energia de un haz de fotones en
agua. Luego se simularon fantomas de agua, para campos bloqueados con filtros compensadores
constituidos por diferentes tipos de aleaciones de Plomo. Se tomo a la aleacion Lipowitz’s como
referencia y se calcularon los valores de dosis total a 10 cm de profundidad .Se encontrd que la
utilizacion de diferentes tipos de aleaciones de plomo introduce diferencias dosimétricas
significativas. De alli la importancia conocer con exactitud la composicion quimica de la aleacion
utilizada.
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En una segunda etapa se investigd la influencia de las diferentes Aleaciones que componen los
filtros compensadores sobre el espectro de fotones incidente, comparando el espectro de energia de
fotones incidente con el transmitido, obteniéndose el tipo de proceso responsable de las
modificaciones en el haz. Se encontré que el espectro del haz de fotones se modifica en toda su
extension, produciéndose un filtrado de los fotones de energias bajas y medias que interaccionan en
el compensador, produciéndose el endurecimiento del haz. Este endurecimiento es principalmente a
causa de la Dispersion Compton.

En una tercera etapa se investigd como la diferencia en la composicién quimica de los Tejidos
Sanos y Malignos, en especial el tejido mamario, modifica los espectros de electrones primarios y
secundarios; comparando los espectros generados en tejido mamario sano con los generados en
tejido mamario maligno. Utilizando un haz de fotones de 6 MeV las diferencias se encuentran en
los electrones primarios generados por Efecto Fotoeléctrico y por Produccion de Pares; para los
espectros de electrones secundarios las diferencias se encuentran en los electrones secundarios
generados por Produccién de Pares. Sin embargo cuando se utilizo el espectro de 140 KeV, las
diferencias observadas estan se encuentran en los espectros de electrones secundarios generados
por Efecto Fotoeléctrico. Estas diferencias en los espectros del tejido maligno tendrian su origen en
la composicion del mismo, ya que posee una mayor proporcion de metales que el tejido sano.

En una cuarta etapa se estudiaron los coeficientes de atenuacién masico en funcién de la energia,
para las interacciones que experimentan los fotones: Dispersion Rayleigh, Dispersion Compton,
Efecto Fotoeléctrico, Produccién de Pares, en compuestos quimicos de interés biolégico, como
aleaciones, aminoacidos y bases nitrogenadas.

En las aleaciones de Plomo se encontraron comportamientos similares en las curvas y valores
coincidentes, por lo que las diferencias en su composicién parecieran no tener importancia. El
Latdn presenta un comportamiento similares a las demas aleaciones en las curvas, pero sin embargo
los valores de coeficiente de atenuacion en todos los casos son de menor valor a las de las
aleaciones de Plomo, de alli que la diferencia en la composicién quimica, como el numero atomico
de los elementos constituyentes tomen importancia en este caso.

Para los Aminoacidos esenciales los coeficientes de atenuacion masico total y parcial, en funcion
de la energia, tienen un comportamiento similar, lo cual estaria de acuerdo con la semejanza en la
composiciéon quimica, ya que estan compuestos por atomos de Carbono, Nitrogeno y Oxigeno
cuyos nimeros atémicos son 6,7 y 8 respectivamente o sea muy proximos entre si ; la excepcién es
la Metionina, que presenta un comportamiento diferentes en todos los tipos de interacciones
estudiadas, lo observado se deberia a que su composicién involucra ademas de C,N y O ,un atomo
de azufre cuyo nmero atémico es 16.

Para las Bases Nitrogenadas los coeficientes de atenuacion masico total y parcial en funcion de la
energia muestran comportamiento similares entre si en cada tipo de interaccién, lo cual esta de
acuerdo con la semejanza en la composicion quimica, ya que solo contienen atomos de carbono,
hidrogeno, nitrégeno y oxigeno.

En una quinta etapa se calcularon los nimeros atdmicos efectivos total y parcial en funcion de la
energia para las interacciones que experimentan los fotones: Dispersion Rayleigh, Dispersion
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Compton, Efecto Fotoeléctrico, Produccion de Pares, utilizando el método directo. Para aleaciones,
aminocidos, bases nitrogenadas y tejidos.

En las aleaciones de Plomo, se encontrd que en la region de energias menores a 0,1 MeV tiene
dominancia el Efecto Fotoeléctrico, donde se encuentran los Z efectivos de mayor valor, para el
efecto fotoeléctrico la dependencia de la seccion eficaz fotoeléctrica con el numero atémico es de
Z' Mientras que en la region de energias intermedias de 0,1 a 2-3 MeV toma importancia la
Dispersion Compton, donde la dependencia de la seccion eficaz Compton con el numero atémico es
Z. Por Gltimo a altas energias tiene predominancia la Produccion de Pares, donde la dependencia de
la seccion eficaz de Produccion de Pares con el ndmero atémico es de Z2 El Latén presenta una
curva con valores constantes a excepcion de dos minimos situados 10°MeV y a 0,1 MeV que se
corresponderian con la capa de absorcién K del Cobre y Zinc.

Los 8 Aminoacidos esenciales muestran un comportamiento similar en las curvas y toman
valores semejantes de numero atémico efectivo, esto se debe a que tienen una composicion quimica
comun, ya que poseen atomos de carbono, nitrégeno, oxigeno, hidrogeno en proporciones similares,
cuyos numeros atébmicos son 6, 7, 8 y 1 respectivamente, la excepcién es la Metionina que en todos
los casos muestra valores de nimeros atomicos efectivos mayores, esto se debe a que posee azufre
en su estructura con un numero atémico de 16.

Para las Bases Nitrogenadas también se encuentra un comportamiento similar, esto se debe a que
tienen una composicién quimica comun, ya que poseen atomos de carbono, nitrégeno, oxigeno,
hidrogeno en proporciones similares, cuyos nimeros atdbmicos son 6, 7, 8 y 1 respectivamente.

En el caso de los Tejidos Mamarios Sanos y Malignos se encontr6 que pequefias diferencias
observadas en el nimero atomico efectivo total se exaltan y resuelven apreciablemente con los
numeros atémicos efectivos parciales correspondientes al Efecto Fotoeléctrico, resultando este
ultimo el proceso relevante. También se encuentra una pequefia diferencia en el caso de Dispersion
de Rayleigh. Estas diferencias se deben, principalmente, a que los citados procesos microscopicos
tienen mayor probabilidad de ocurrir en el rango de energias del haz considerado, especialmente el
efecto fotoeléctrico, y a la diferencia en concentracion de elementos de altos Z en los tejidos
mamarios sanos y malignos, respectivamente.

En la Gltima etapa de la tesis, se investigd los cambios inducidos en la molécula de ADN luego de
irradiar con radiacion gamma de **'Cs.Experimentalmente se encontr6 que el plasmido pCDNA3.1
irradiado con radiacion gamma de una fuente de **'Cs, en solucién acuosa aerdbica, experimenta en
su estructura superenrrollada rupturas de cadenas simples o sea lesiones en una de las hebras del
ADN, estas lesiones aumentan a medida que aumenta la dosis irradiada. Mientras que el plasmido
pCDNAS3.1 en solucién acuosa aerdbica, previamente linealizado y luego irradiado con radiacion
gamma de **’Cs, no muestra lesiones detectables en sus estructura, a ninguna de las dosis de
irradiacion probadas. Estas lesiones al plasmido pCDNAS3.1 en solucion acuosa aerobica, se deberia
principalmente a los efectos indirectos generados por los radicales libres inducidos por la radiacion
de baja transferencia lineal de energia (bajo LET) y en menor medida a los efectos directos de la
radiacion gamma
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Capitulo 1

o
v

QUIMICA DE LA RADIACION Y EFECTOS BIOLOGICOS DE LA
RADIACION IONIZANTE

1 Introduccion
1.1Quimica de la Radiacion
1.2 Efectos Bioldgicos de la Radiacion lonizante
1.2.1 Efectos a nivel molecular
1.2.2 Tipos de lesiones al ADN
1.2.2.1 Sitios Locales Mdultiplemente Dafiados

1.2.3 Mecanismos Moleculares de reparacion del ADN
1. Introduccién

Para la aplicacion eficiente de la interaccion de la radiacion con la materia, como son la dosimetria,
la estimacion de los efectos de la radiacion, el diagndstico médico, la radioterapia y la industria, es
necesaria una comprension detallada de los procesos involucrados, ya sean atdmicos o moleculares.
A grandes rasgos, el proceso de interaccion del haz de fotones con tejidos bioldgicos se produce en
dos etapas, en la primera etapa el fotdbn que interacciona con &tomos o moléculas produce
particulas cargadas, tales como electrones y positrones, y en la segunda etapa éstas particulas
cargadas originan excitaciones, ionizaciones y fragmentaciones moleculares. Son importantes en
particular las colisiones de los electrones con las moléculas, porque son las particulas cargadas
generadas las que, en UGltimas instancias, seran responsables de la deposicién de energia. Como
consecuencia, surgen nuevas especies moleculares, que mayoritariamente son altamente reactivas y
originan cambios quimicos.

Se reconocen tres etapas después de la absorcion de la radiacion y que llevaran al efecto quimico
final. En 6rdenes de tiempo ascendente estas son (1) la etapa fisica, (2) la fase fisicoquimica, y (3)
la etapa quimica. Dentro de cada etapa, tienen lugar varios eventos que ocupan su escala de tiempo
respectivo. Ademas, si nos referimos a sistemas biolégicos, otras dos etapas de accion de la
radiacion pueden ser descriptas. Estas son la etapa bioquimica (~10° a ~ 10* seg.) y la etapa
bioldgica (~10 a ~10° seg.). Dentro de la etapa bioquimica se forman los radicales secundarios en
biomoléculas, que evolucionan y reaccionan; mientras que la etapa biol6gica abarca un amplio
rango de tiempo que involucra la mitosis y las consecuencias finales de los efectos bioldgicos [1].
La etapa biolégica involucra maltiples procesos, donde se producen dafios celulares, si estos dafios
no son reparados adecuadamente, puede ocurrir que las células afectadas mueran o se vea impedida
su reproduccion, o bien que se origine una célula viable, pero modificada. Ambos extremos tienen
implicancias profundamente distintas para el organismo. Si el nimero de células que murieron es lo
suficientemente elevado se producira un dafio susceptible de ser observado, que serd el reflejo de
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una peérdida de funcionalidad del tejido. La probabilidad de que se produzcan tales dafios sera cero a
dosis pequefias, pero por encima de un determinado nivel de dosis llamada dosis umbral aumentara
rapidamente hasta el 100%. Por encima de la dosis umbral aumentara asimismo la gravedad del
dafio con la dosis. Este tipo de efectos, se denominan ‘deterministicos’’. El resultado serd muy
diferente si en vez de producirse la muerte de la célula irradiada, ésta sobrevive pero con alteracion
en su genoma. En este caso el tipo de efectos que se generan se denominan “estocasticos”, es decir
son de naturaleza aleatoria o estadistica. Si esta transformacion se genera en el genoma de la célula
cuya funcion es transmitir informacién genética a generaciones posteriores o sea en las células
germinales en gdnadas, se expresaran efectos de variado tipo y gravedad en la descendencia del
organismo expuesto. Este tipo de efecto estocéstico se denomina ‘‘hereditario’’. Si en cambio la
transformacion ocurre en una célula somatica, podria dar lugar, luego de un largo periodo de
latencia, a la induccién de un cancer (“carcinogénesis™).

El escenario fisico de los efectos de la radiacion es la activacién primaria de moléculas debido a la
colisién de particulas incidentes de alta energia, es decir, fotones, electrones, particulas con carga,
neutrones, etc., con moléculas para formar estados moleculares electronicamente excitados o
ionizados y la expulsién de electrones. Los electrones asi formados, en general, tienen energia
suficiente para ionizar las moléculas circundantes. En el estado estacionario de radidlisis, los
electrones se forman con un amplio espectro de energias a través de procesos de colisién electrén-
molécula. En consecuencia, las ionizaciones y excitaciones resultantes de las colisiones electrén-
molécula y la posterior recombinacién o absorcion quimica de electrones, etc., tienen un papel
importante en la radiolisis.

La etapa fisicoquimica es la reaccion de especies transitorias tales como estados moleculares
excitados o ionizados, los radicales libres y electrones. La reaccion de especies termalizadas, tales
como los radicales libres termalizados, que no son exclusivos de quimica de la radiacion, a veces se
denomina la fase quimica de los efectos de la radiacion [1].

La quimica de la radiacion necesita de datos de secciones eficaces de la colision de electrones con
la materia, los que deben ser correctos, absolutos y exhaustivos; en el rango de energia de colisidn
particularmente de 10 %eV hasta cerca o incluso a energias térmicas. Los datos deben incluir no s6lo
aquellos correspondientes a los procesos de ionizacidn y excitacion electrénica, sino también los
procesos de excitacion vibracional y rotacional y también las colisiones elasticas. Los electrones de
bajas energias incluyendo electrones de subexcitacion tienen un rol importante en la radidlisis [1].
Por otra parte cuando la energia de los electrones es insuficiente para la excitacion de los estados
electronicos, su energia se consume en la excitacion de los estados vibracionales, rotacionales y
también en las colisiones inelasticas.

Los procesos de absorcion quimica de electrones (electron attachment) y de recombinacion y
posiblemente también procesos de solvatacion de electrones son altamente afectados por la energia
de los electrones. La quimica de la radiacion se interesa en una gran variedad de moléculas, no s6lo
en la fase gaseosa, sino también en fases condensadas y en una gran variedad de materiales que van
desde gases compuestos de atomos, moléculas diatdmicas, moléculas complejas tales como
hidrocarburos, alcoholes, etc. y los polimeros y tejidos bioldgicos. Es importante sefialar al agua
como unas de las moléculas més importantes en quimica de la radiacion [1].
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Algunos de los eventos que ocurren en la quimica de la radiacion, a través de distintas etapas son
los siguientes: el tiempo mas temprano discernible es de aproximadamente 10™" seg., que representa
la produccion de electrones secundarios rapidos con energia > 100 eV. La transformacion quimica
mas temprana, son las de transferencia de atomo de H en reacciones del tipo ROH * + ROH —
ROH," + RO, se produce en ~ 10™ seg. en agua y alcoholes. Sin embargo, también se considera
que las primeras especies quimicas existentes a 10 ™ seg. son H,0" y H,0*.EI tiempo necesario
para la hidratacion de los electrones, segun calculos teoricos es de 0,2 picoseg. , mientras que datos
experimentales dan un limite superior de 0,3 picoseg. [1].

Cabe destacar que cada etapa puede contener muchos 6rdenes de magnitud de tiempo, las especies
que existen al final de una etapa sirven como la entrada de la etapa siguiente. En este sentido la
calificacién "temprana" es relativa. En radiobiologia, el tiempo de aparicion de un dafio puede ser
subjetivo. Esto se debe en parte a la generaciéon de transformaciones bioquimicas y biol6gicas que
deben ocurrir antes de que el dafio se haga "visible". Ciertas reacciones bioguimicas, tales como la
del OH con azlcares, pueden ocurrir en la escala de tiempo de nanosegundos, mientras que el efecto
bioguimico del O, puede tomar microsegundos. Mientras que la ruptura de la cadena de ADN puede
ser considerada como un efecto biolégico temprano, otros dafios de caracter mas permanente puede
tomar desde 1 dia a 40 afios si se consideran los efectos genéticos. Estos son, entonces, los tiempos
tempranos para tales efectos especificos, que deben ser comparados con 1 picoseg, la escala de
tiempo para la disolucién de la pista en agua liquida [1]

En rango de energias de 0,5 eV a 5 eV, el proceso de resonancia involucrado en la formacién de
iones moleculares negativos por la captura de un electron, con la posterior ionizacién o ionizacién
disociativa posee secciones eficaces considerables [2]. Estas resonancias o estados de vida corta de
los iones negativos pueden dividirse en dos grupos [3]. En primer lugar estas resonancias son
posibles y surgen tras la captura de un electrén por el potencial, formado en el estado electrénico de
la molécula como consecuencia de las fuerzas centrifugas o de polarizacion. El tiempo de vida de
esos estados es del orden de 10™° - 10™%eg. Esto resulta en la formacién de un estado que es
energéticamente mas favorable para la adicion de un electrén en exceso. Un estado Rydberg puede
ser con frecuencia un estado excitado de este tipo [4]. La descomposicion del ion negativo formado
es como una regla y estd acompafiada por la excitacién de la vibracion molecular. Los picos de la
pérdida de energia caracteristica de electrones con energias en el rango de 0.5-3 eV, que se obtienen
cuando pasan a través de peliculas delgadas, han sido interpretadas en términos de un mecanismo de
pérdida de energia de resonancia que implica la formacion de un i6n intermediario [5-6].

Una cantidad importante en el estudio de los procesos de frenado de electrones es la distancia de
termalizacion, Iy, El conocimiento de la misma permite determinar el rendimiento de iones libres.
En las primeras estimaciones de la distancia de termalizacion y el tiempo se utiliz6 un método
clasico basado en el movimiento aleatorio del electrén en el campo coulombiano del ion. En el
calculo de estimacion se supuso que el electrén atraviesa idénticas distancias entre colisiones
durante el procesos de frenado y pierde la misma cantidad de energia, Ag, en cada una de las
colisiones, los autores obtuvieron ty= 2.83x10'14seg.y Iy = 1.2—1.8 nm para un electrén con una
energia de 15 eV. El electrén es capturado por el i6n, debido a que no le es posible vencer la
atraccion del campo generado por el i6n para un valor tan pequefio de Iy, ,el tiempo de captura es del
orden de 10‘135eg., lo que resulta en la formacion de una molécula neutra en un estado excitado con
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probabilidad no nula para la disociacion. Sin embargo, los valores experimentales del rendimiento
de iones libres muestran que algunos de los electrones se eliminan a considerables distancias desde
el ion en el proceso de termalizacion y no se recombinan.

Debido a que las caracteristicas de la trayectoria de la particula, hacen posible medir sélo la
densidad de ionizacién de gases a lo largo de la trayectoria y encontrar las pérdidas de energia
especifica, ésa informacion es, sin embargo, absolutamente insuficiente para explicar los cambios
que se producen en el medio molecular cuando interactia con las radiaciones ionizantes. La
microestructura de corta duracidn de las regiones de excitaciones primarias e ionizaciones; a lo
largo de la trayectoria del electrén es de importancia decisiva para las reacciones quimicas finales.
Con el fin de lograr un acuerdo entre el modelo tedrico de la radidlisis del agua y los datos
experimentales, es necesario tener en cuenta la distribucion no uniforme de las especies
intermediarias activas en la trayectoria de los electrones. El espectro de los estados electronicos
moleculares resultantes de la exposicion del medio a la radiacion ionizante es mucho mas complejo
que en el caso donde el medio es irradiado con luz. El primero involucra los estados de la regién
denominada espectro continuo, correspondiente a la ionizacion de electrones de los niveles
electronicos moleculares con la posterior cascada de ionizaciones debido a la "reorganizacion”,
efecto Auger, estados "superexcitados”. Todos estos estados tienen vida corta y se descomponen
luego de 10™® - 10™'2seg. en intermediarios activos que inician la cadena de reacciones quimicas.
Debido a que desde la fotografia instantanea de la distribucién primaria de excitaciones y de
ionizacion no puede medirse directamente, se investiga por experimento numerico en un equipo.

El paso de las radiaciones ionizantes a través de materia es modelado con la ayuda del método
estadistico (el método de Monte Carlo). Para modelar el paso de la radiacién, es necesario conocer
las secciones eficaces de la excitacion y la ionizacién de las moléculas. EI modelado por
computadora hace posible encontrar la distribucion espacial y la energia de los electrones generados
en el proceso de interaccion de la radiacion con la materia y estados excitados generados a
diferentes distancias del eje de la trayectoria del electron. La estructura espacial de energia de las
trayectorias es una caracteristica de la radiacién que contiene mucha informacién .Mediante el
conocimiento de la estructura de la trayectoria, es posible identificar las caracteristicas de las
reacciones quimicas de las radiaciones primarias involucradas en las trayectorias de los electrones.
La evolucién de las ideas sobre el papel de las trayectorias en la quimica de la radiacién puede
consultarse en [7]

En este capitulo se trata la etapa primaria de radiolisis y su influencia en las reacciones quimicas
posteriores. Se examina el patron consecutivo de los procesos fisicoquimicos que surgen en el
medio como consecuencia de la irradiacion: desde la etapa inicial de la fisica de la radidlisis, en
cuya discusion se ha dedicado mucha atencion a las caracteristicas especificas de la fase condensada
que generalmente no se toman en cuenta, al estado fisicoquimicos posterior, todo basados en la
relacion entre la estructura de la trayectorias y el carécter de las reacciones de quimica de la
radiacion que se producen en ella.

1.1 Quimica de la Radiacion

Cuando las particulas colisionan con las moléculas del medio, estas se excitan y pasan a un estado
de spin permitido o sea el estado de singulete excitado. Si la energia de excitacion excede el
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potencial de ionizacion, que es la energia minima necesaria para la eyeccion de electrones, la
ionizacion puede ocurrir [1]. En principio, el estado de spin-prohibido (triplete) puede ser
provocado por el impacto de electrones lentos. Aunque hay una lluvia de electrones lentos para
cualquier irradiacién incidente de alta energia, se cree que la participacion de los estados tripletes
seria ineficaz en la radidlisis del estado liquido. Esto no necesariamente significa que tales estados
no se producen, sino que si se producen, estos finalmente decaen al estado fundamental en un
proceso no radiante que es también quimicamente no significativo. Esta aproximacion se reconoce
en casi todas las teorias de la radiacion quimica acuosa, 0 sea las especies primarias se supone que
se forman a partir de estados de singulete (excitado o ionizadas) [1].

Si la energia absorbida por una molécula es mayor que su potencial de ionizacién, la ionizacion del
sistema no puede producirse, en su lugar la molécula se eleva a un estado neutral superexcitado
debido a la excitacion de mas de un electron fuertemente unido. El destino final de un estado
superexcitado es competitivo entre ionizacion retardada y neutro disociacion; en este Gltimo caso el
exceso de energia se invierte en la energia cinética de los fragmentos de la disociacion [1].

En cuanto a la naturaleza y la energia de los iones positivos producidos en el caso del H,0, la
espectroscopia de masas indica que los iones positivos principales son H,O" (80%) y OH " (20%),
con menores contribuciones de H * y O". Existen razones para creer que en fase liquida todos estos
iones terminan como H;O" a través de diferentes reacciones ion-molécula. Esta es entonces la
especie de iones positivos que debe ser considerada en radidlisis acuosa [1].

Los estados moleculares excitados son o bien disociativa o puede someterse a diversos
transformaciones no disociativa. Los estados excitados de la molécula de agua son altamente
disociativa. Es bien conocida la disociacién del agua en H y OH. Otro tipo de disociacion requieren
de energia un poco mas alta, pudiendo dar lugar a H + OH * (estado excitado) o H + H + OH, y asi
sucesivamente, mientras que la disociacién en H, y O puede ocurrir en todo el espectro de
excitaciéon. En la mayoria de los modelos teéricos de radidlisis de agua liquida, s6lo se consideran
disociacion neutra en H + OH y H, + O, aproximadamente en la proporcion de 4: 1. En este Gltimo
caso, el oxigeno singulete producido de este modo se somete casi invariablemente a reaccion con la
molécula de agua mas cercana, dando dos radicales OH: O + H,0 — 2 OH'[1].

Si tenemos en cuenta la distribucion de la energia en una escala de tiempo molecular, se puede
comenzar atomar desde 10™ segundos seguidos de la absorcion de energia. En este momento, los
atomos de H comienzan a vibrar y mas OH se forma por radiolisis del agua mediante la reaccion de
iones-molécula H,0 + H,0" = H;O * + OH. La disociacion de los estados excitados y
superexcitado, incluyendo ionizacidn de retraso, también debe ocurrir en esta escala de tiempo. Esta
escala de tiempo se extiende a 10™ s o un poco mas, durante el cual los intermedios de las
especies formadas en la radidlisis de agua son el e’, H, OH, H;0, y tal vez algunos estados excitados
y no disociados superexcitado del H,O. Una cantidad significativa de la energia transferida se
localiza en movimientos molecular. Las vibraciones no son excitadas con la transferencia de
momento, pero a través del efecto Franck-Condon la mayoria de las excitaciones electrénicas
cambian el estado de vibracién de la molécula. Segun estimaciones la energia depositada en esta
escala de tiempo se distribuye, por radidlisis del agua en fase gaseosa, entre los diversos
componentes de la siguiente manera: (1) iones positivos, incluyendo energia de ionizacién y energia
de excitacion de los iones positivos (71,7%), (2) estados directamente excitados (4,9%), (3) estados
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superexcitado, con exclusion de aquellos que se auto ionizan (13,8%), (4) estados vibracionalmente
excitados (8,9%), y (5) la energia cinética de los e (0,7%). El andlisis anterior fue para radi6lisis del
agua en fase gaseosa. Estimaciones similares se puede hacer para las fases condensadas y por otros
medios. En conjunto, estas especies gradualmente termalizan y estan disponibles para las reacciones
posteriores en la trayectoria [1].

1.2 Efectos Biol6gicos de la Radiacion lonizante

Cuando los efectos bioldgicos ocurren por accion directa de la energia entregada se denominan
Efectos Directos [8]. Pero considerando que los sistemas bioldgicos son sistemas esencialmente
acuosos, la energia absorbida en ese volumen de agua generara moléculas intermediarias de gran
reactividad quimica como son los radicales libres, dando lugar a los mecanismos secundarios de
dafio denominados Efectos Indirectos [8], los cuales predominan en exposiciones a radiacion de
baja transferencia lineal de energia (Bajo LET). En el caso de radiacion de Alto LET, predominan
los mecanismos directos [8].

Los efectos Bioldgicos se pueden clasificar en ‘‘deterministicos’” o “estocasticos”. Cuando la
radiacion conlleva a dafios celulares y no se reparan adecuadamente, puede ocurrir que las células
afectadas vean impedida su reproduccion, o bien que se origine una célula viable, pero modificada o
gue se originen células inviables. Estos estados tienen implicancias profundamente distintas para
el organismo. Si el nimero de células que se tornan inviables es lo suficientemente elevado se
producira un dafio susceptible de ser observado, que sera el reflejo de una pérdida de funcionalidad
del tejido. La probabilidad de que se produzcan tales dafios serd cero a dosis pequefias, pero por
encima de un determinado nivel de dosis Ilamada dosis umbral aumentard rapidamente hasta el
100%. Por encima de la dosis umbral aumentara asimismo la gravedad del dafio con la dosis. Este
tipo de efectos, se denominan ‘‘deterministicos’’.

El resultado sera muy diferente si en vez de producirse la inviabilidad de la célula irradiada, ésta
sobrevive con una alteracion en su genoma. Estos efectos se denominan “estocasticos”, es decir son
de naturaleza aleatoria o estadistica. Si esta transformacién se produce en una célula cuya funcion
es transmitir informacién genética a generaciones posteriores (célula germinal en gonadas) el efecto
de variado tipo y gravedad se expresara en la descendencia de la persona expuesta. Este tipo de
efecto estocastico se denomina ‘‘hereditario’’. Si en cambio la transformacion ocurre en una célula
somatica, podria dar lugar, luego de un largo periodo de latencia, a la inducciéon de un cancer
(“carcinogénesis”).

1.2.1 Efectos a nivel molecular

Como se sefiald anteriormente la radiacion ionizante produce dafio a nivel molecular por accion
directa o indirecta. La accion directa o efecto directo es cuando la ionizacién ocurre como resultado
de la interaccion directa de los fotones con moléculas vitales de la célula como el ADN, ocurre
como resultado de la absorcioén de energia por Efecto Fotoeléctrico y Dispersion Compton. La
ionizacion se produce con todos los tipos de radiacion, pero el dafio predominante es provocado por
aquellas radiaciones con alta LET (Transferencia Lineal de Energia), como las particulas pesadas.
La absorcién de energia suficiente para eliminar un electron puede causar rupturas de uniones.
También puede ocurrir la excitacion de dtomos en moléculas claves resultando en rupturas de

Mercedes Raquel Valenzuela Pdgina 25



Tesis Doctoral: Estudio de los Efectos Inducidos por un haz de Fotones en Compuestos Quimicos de Interés
Biologico con El Método Monte Carlo

uniones. En este caso, la energia puede ser transferida a un sitio de union més débil de la molécula,
causando la ruptura.

Los efectos indirectos ocurren cuando los fotones interactGan con las moléculas de agua. Estas
conforman un 70% del tejido humano. La expulsion de un electrén desde la molécula de agua por
el impacto de un fotdn produce una molécula de agua ionizada, H,O".La captura de un electrén por
moléculas de agua polarizadas produce el llamado electron hidratado e-aq [9].Mientras que una
molécula de agua ionizada puede colisionar con otra molécula de agua y de esta reaccién se surge
un radical oxidrilo altamente reactivo, OH’, segln la reaccion:

H,0" + H,0 - OH+ + H;0" (1)

Otras reacciones producen radical hidrogeno (He), peréxido de hidrogeno y agua. Por lo tanto éstas
reacciones producen tres especies reactivas importantes: e-aq, He y OHe, los cuales tienen un
rendimiento relativo inicial de alrededor de 45%, 10%, and 45%, respectivamente, en el caso de
radiacion gamma. Estas especies reactivas pueden dafiar al ADN y su efecto es llamado efecto
indirecto. La vida relativamente larga (alrededor de 10°s) del radical OHe hace que sea el mas
eficaz de las especies reactivas; como agente oxidante, pudiendo extraer un atomo de hidrogeno de
la desoxirribosa del ADN, creando un ADN radical [9]. Debido a que el radical OH ¢ es tan
altamente reactivo, se ha estimado que s6lo los radicales formados dentro de los 3 nm préximos al
ADN pueden reaccionar con él [10].

Aunque el ADN se considera como el objetivo mas importante para el dafio biolégico que conduce
a efectos en la salud, los sitios tales como la membrana nuclear, el complejo ADN-membrana, y la
membrana celular externa también pueden ser importantes para algunos efectos biol6gicos. La
transduccién de sefiales a partir de los fosfolipidos de membrana de células dafiadas por los
radicales libres y de las reacciones oxidativas es un proceso natural importante. Esta son unas
series de vias bioquimicas por las cuales los efectos de la radiacion ionizante pueden coincidir con
los efectos de los procesos enddgenos, tal como el estallido oxidativo de los macrofagos. Estos
procesos pueden ser fundamentales para los efectos que se observan en las células irradiadas que se
han caracterizado como "efecto bystander " y "adaptacién™ [9].

1.2.2 Tipos de lesiones al ADN

Las proporciones en las que se producen las distintas lesiones dependen basicamente de la calidad
de la radiacion. Para radiaciones de baja transferencia lineal de energia (Rayos X y y) las lesiones
predominantes son las rupturas de simple cadena (SSB) y luego las alteraciones de bases. Mientras
que para radiaciones de mayor LET (o) aumentan considerablemente las rupturas de doble cadena
(DSB). Las lesiones mas relevantes son las rupturas de cadenas, que pueden ser rupturas simples
(SSB) o rupturas dobles (DSB). Las rupturas simples pueden sobrevenir a nivel de la union
fosfodiéster entre el fosfato y la desoxirribosa (azucar) con més frecuencia, aunque también puede
ocurrir sobre la ligadura base-desoxirribosa. Una ruptura doble es la pérdida de continuidad de dos
cadenas de ADN, a niveles distantes, a menos de 3 bases nucleotidicas promedio. Se denominan
homdlogas si se producen a nivel del mismo par de bases complementarias. Las rupturas dobles
heterdlogas son las mas frecuentes. También puede ocurrir alteracion de bases, donde las bases
pueden ser destruidas o parcialmente modificadas. Sufren sobre todo hidroxilacion (por radical
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hidroxilo OH) con formacion de hidroperdxidos; o alteraciéon de los azlcares, donde estos son
oxidados y luego hidrolizados con liberacién de la base. Otras lesiones pueden ser la formacion de
distintos tipos de puentes entre las cadenas (cross links) o formacion de dimeros.

1.2.2.1 Sitios Locales Multiplemente Dafiados

La evidencia acumulada indica que los productos de la radiacién ionizante pueden diferir de los
productos de oxidacion generados quimicamente, en su micro distribucion en lugar de en la quimica
de las lesiones individuales [10-11-12]. Una parte de la energia de la radiacién ionizante,
principalmente de los electrones secundarios, se deposita en paquetes suficientes grandes como para
producir grupos de radicales OH °. Debido a que los OH ¢ tiene un alcance muy corto, y por su alta
reactividad, se puede producir un conjunto de dafios dentro de unos pocos pares de bases de ADN,
si el cluster se genera dentro de los 3 nm del DNA.

Ward y col. [13] se han referido a este tipo de lesiones como Sitios locales multiplemente dafiados
(LMDS). La probabilidad de dafio en cluster o LMDS aumenta con la dosis y el LET de la
radiacion, pero es independiente de la tasa de dosis, ya que el resultado se deriva del paso de la
pista de una Unica particula [14]. Un DSB por una deposicidn Unica de energia es el ejemplo mas
evidente de una LMDS, pero también pueden ocurrir SSB, cross links o alteraciones de bases y
azucares [10]. Por lo tanto ambos tipos de interacciones, tanto la directa y las indirectas generadas
por el radical OHe contribuyen a la complexidad de los Sitios locales multiplemente dafiados.
[15].Una segunda propiedad de la radiacion ionizante que puede distinguirla de los productos de
oxidacion generados quimicamente, es la extensa produccion de radicales peroxilo, debido al dafio
radical inicial a moléculas distintas de ADN [16], [17]. Los radicales peroxilo producen bases
oxidadas, pero no se rompe la cadena de ADN, y esto podria explicar el mayor rendimiento
encontrado en bases dafiadas [18].

1.2.3 Mecanismos Moleculares de reparacion del ADN

Las células tienen mecanismos altamente eficientes para el reconocimiento y reparacion del dafio al
ADN. La respuesta celular a la radiacion ionizante, ademas de la reparacion al ADN incluye otros
mecanismos como la regulacion del ciclo celular y de otros sistemas involucrados en la eliminacion
de los radicales libres que son producidos por la radiacion ionizante. Por lo tanto una gran
complejidad de mecanismos defensa celular se ponen en marcha en respuesta a la lesion de la
radiacion ionizante.

La radiacion ionizante puede causar una amplia gama de dafios a las bases individuales del ADN y
generar SSBs y DSBs, como resultado de la destruccion de la desoxirribosa. Las bases dafiadas son
reparadas por mecanismos que implican la escision y la sustitucion de las bases individuales
dafiadas (reparacion de base por escision) o de fragmentos de oligonucledtidos mas grandes
(reparacion por escision de nucleotidos). Las SSBs se reparan en un proceso similar a la de
reparacién de base por escision, con algunos de los mismos componentes enzimaticos. Las DSBs
potencialmente implican una serie de procesos de reparacion, especialmente porque los organismos
requieren de la capacidad de distinguir entre las roturas causadas por el dafio de aquellas asociadas
con los procesos normales, tales como la recombinacion, mantenimiento de los telémeros, la
replicacion del ADN, y el procesamiento de los genes que codifican los anticuerpos. Algunas DSBs
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son reparadas simplemente por uniones de extremos en un procesos llamado union de extremos no
homologos [9]. Otras son reparadas por el proceso llamado recombinacién homdloga, en el cual las
hebras rotas son reparadas por entrecruzamiento (crossing over) con una secuencia de ADN
adyacente idéntica [9], esto ocurre generalmente sélo durante o después de la duplicacién
cromosomica y antes de la segregaciéon de cromosomas. Los dafios como DSBs, también provocan
un proceso de transduccion de sefiales que utilizan una cascada de quinasas y otras proteinas
modificadoras, generandose cambios en la transcripcion de genes, contribuyendo todo esto a una
amplia respuesta celular al dafio del ADN [9]. La reparacion de SSBs ocurre rapidamente, en unos
minutos después de la irradiacion, a diferencia de DSBs, cuya reparacion es mas lenta y lleva mas
de una hora [19].
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INTERACCION DE LA RADIACION CON LA MATERIA

2.1 Interaccion de fotones y electrones
2.2 Coeficiente de atenuacion lineal, masicos totales y parciales

2.2.1 Coeficiente de atenuacién masico en compuestos quimicos y mezclas
2.3 Numero Atomico Efectivo

2.3.1Numero atdmicos efectivos totales y parciales en compuestos quimicos y mezclas

2.1 Interaccion de fotones y electrones

Los fotones pueden ionizan las moléculas indirectamente, ya que las interacciones de los fotones
en el medio liberan particulas cargadas como electrones o positrones, que a su vez depositan su
energia interaccionando con los electrones de los orbitales atdmicos. Los fotones pueden sufrir
varios tipos de interacciones con los atomos de un atenuador; la probabilidad o seccion eficaz de
cada interaccion depende de la energia hv del fotén y del nimero atomico Z del atenuador
[20].Figura 1
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Figura 1: Importancia relativa de las tres principales tipos de interacciones de los rayos y. Las
curvas muestran los valores de nimero atomico Z y energia para la cual dos tipos de efectos son
iguales.

Las interacciones de los fotones con la materia, por las cuales los fotones individuales son

removidos o dispersados desde el haz primario de Radiacion X o Y son: Dispersion Rayleigh,
Efecto Fotoeléctrico, Dispersion Compton y Produccion de Pares Electrén - Positron.
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a).La Dispersién Rayleigh o Dispersién Coherente, es un proceso por el cual los fotones son
dispersados por electrones atémicos ligados y en el cual los atomos no son ni ionizados ni
excitados. Este proceso ocurre generalmente a bajas energias y para materiales de numeros
atomicos altos [2]. Figura 2a.

b) El Efecto Fotoeléctrico es un proceso por el cual un foton interacciona con los electrones
internos del atomo y desaparece, siendo el electron eyectado desde el atomo. El electrdn lleva toda
la energia del foton absorbido, menos la energia de enlace del electrén al atomo. La capa K de los
electrones, los cuales estan fuertemente enlazados, son los més importantes para este efecto en las
regiones de bajas energias. Sin embargo, si la energia del foton cae por debajo de la energia de
enlace de una capa, un electron desde la capa no puede ser eyectado. Por lo tanto, en un gréfico de
seccion eficaz de efecto fotoeléctrico versus energia del fotdon se observaran los “bordes de
absorcion” caracteristicos. Figuraz2b. [2].

c) La Dispersion Compton o Dispersion Incoherente es un proceso en el cual un foton colisiona
con un electrén de un atomo, el foton pierde algo de su energia y se desvia de su trayectoria
original. El electron con el cual colisiona el foton debe estar libre del resto. [2].Figura 2c.

d) Produccion de Pares Electron - Positron en este proceso un foton de alta energia, hv >
1,022 MeV, interactiacon el campo del un nlcleo y desaparece generando un par electrén-positrén.
[2].Figura2d.
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Figura 2: Tipos de Interacciones de Fotones: a) Dispersion Coherente o Rayleigh, b) Efecto
Fotoeléctrico, c) Dispersion incoherente o0 Compton, d) Produccion de Pares
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En el caso de los electrones, los de alta energia interaccionan con la materia a traves de las
interacciones  Coulombicas, con los electrones orbitales y los nicleos atémicos. En estas
interacciones, los electrones pueden perder su energia cinética (colision inelastica), o simplemente
cambiar su direccion de movimiento (colisién eléstica). Tipicamente, un electron de alta energia se
somete a miles de interacciones antes de llegar al descanso. Este proceso generalmente se basa en
utilizar la estadistica teoria de la dispersién multiple. El tipo de interaccion que un electron sufre
con un atomo depende del parametro de impacto b, que es la distancia perpendicular desde la
direccion del movimiento del electrdn, antes de la interaccion, al centro del atomo. El radio del
atomo se denota como un parametro a. Si b >>a, el electrén experimenta una colision suave con el
atomo, donde una pequefia cantidad de energia se transfiere a los electrones orbitales y la direccion
del movimiento del electron cambia ligeramente. Si b~ a, se produce una colision dura entre el
electrdn y los electrones orbitales, y una gran fraccion de la energia del electron inicial se transfiere
al electrén orbital. Si b «< a, el electron se somete a una interaccion radiativa con el nicleo. En el
este Gltimo caso, el electron emite un foton bremsstrahlung, que tiene energia entre cero y la
energia cinética del electron incidente; cuanto menor es el pardmetro de impacto b, mayor sera la
energia del foton bremsstrahlung. [20]

2.2 Coeficiente de atenuacion lineal, masicos totales y parciales

La intensidad de un haz estrecho de fotones monoenergético que incide sobre una capa de material,
se atenUa de acuerdo con la ley de atenuacién exponencial [20]:

I = Igyet ™ ox (2)
Donde I es la intensidad original de un haz sin atenuacion ,u (hv, Z) es el coeficiente de
atenuacion lineal, el cual depende de la energia del foton hv y el nimero atémico Z del material

atenuador, x es el espesor del material atenuador , | ( es la intensidad del haz atenuado, luego e
atravesar un espesor x del material atenuador. Figura 3
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Figura 3: Intensidad de un haz de fotones monoenergético que incide sobre una capa de material.

Como el coeficiente de atenuacion lineal depende de la densidad del material atenuador, es comun
utilizar el coeficiente de atenuacién masicou/p con unidades de cm™/g, el cual se independiza de la
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densidad, el mismo se obtiene dividiendo el coeficiente de atenuacion lineal por la densidad p del
material atenuador.

Hm = /P 3)

Los fotones pueden sufrir varios tipos de interacciones con los atomos de un atenuador; la
probabilidad o seccion eficaz de cada interaccion depende de la energia hv del foton y en el Z
numero atémico del atenuador.

Al mismo tiempo el coeficiente de atenuacion masico puede considerarse como la suma de los
coeficientes de atenuacion de las diversas interacciones microscopicas de fotones [21]:

u=pr + pg +puc+ pupp (4)

Donde uges el coeficiente de atenuacion masico del efecto fotoeléctrico,uges el coeficiente de
atenuacion masico de la dispersion rayleigh o coherente,uces el coeficiente de atenuacion mésico
del efecto Compton y uppes el coeficiente de atenuacién masico de la produccion de pares. Estas
son las interacciones mas importantes de los fotones en el rango de energia terapéutica.

En el desarrollo de esta tesis los valores de coeficientes de atenuacion masicos totales y parciales se
obtienen de las tablas generadas por el codigo Penélope, cuya metodologia se explica
exhaustivamente en el capitulo correspondiente.

En la Figura 4 se muestran los coeficientes de atenuacién masico total y para cada tipo de
interaccion en funcién de la energia, para el caso del agua (H,O) y para el caso del elemento
quimico plomo (Pb)
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Figura 4: Coeficientes de atenuacion masico total y para cada tipo de Interaccion en funcién de la
energia. a) Agua. b) Plomo
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2.2.1Coeficiente de Atenuacion Masico en Compuestos Quimicos y Mezclas

Cuando se trabaja con compuestos quimicos o mezclas, el coeficiente de atenuacion méasico puede
ser aproximado utilizando la "regla de la mezcla” [21], [22], [23], [24], usando los coeficientes de

atenuacion masico (%) de los elementos constituyentes y la fraccion en peso w; de cada uno de
L

ellos.
u) _ Hi
= — Wi — 5
() =ziwt (5)
En el caso de un compuesto quimico la fraccién en peso w; esta dada por:
niAl-
W= 6

Donde A es el peso atébmico del elemento i, y n; es el coeficiente estequeométrico en la formula
quimica.

Las limitaciones de la regla de la mezcla en la ecuacion 5, es que ignora los cambios en la funcion
de onda atémica resultantes de cambios en el entorno molecular, quimico o cristalino de un 4&tomo
[21].Por encima de 10 keV. los errores por utilizar esta aproximacion son menos del 2 %, pero para
energias muy bajas, 10 -100 eV, pueden ocurrir errores mayores a 2%. [21-22]

Existen en bibliografia numerosos ejemplos [25],[26], [27], [28] que utilizan la regla de la mezcla
para realizar los calculos de coeficientes de atenuacion masico total y parcial en mezclas y
compuestos quimicos y mezclas.

En las siguientes figuras 5 ay 5 b se muestran ejemplos de coeficiente de atenuacion masico total
y por tipo de interaccion, para el caso del aminoacido esencial Fenilalanina (CyH1;NO,), y para el
caso de la base nitrogenada Adenina (CsHsNs).

o
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Figura 5: Coeficientes de atenuacion masico total y para cada tipo de Interaccién en funcion de la
energia. a) Fenilalanina. b) Adenina

2.3 Numero Atémico Efectivo

Hine [23] sefial6 que cuando los fotones interaccionas con medios compuestos, un simple numero
atomico no puede representativo del proceso de interaccion de fotones, en toda la region de energia,
como en el caso de los elementos puros. En consecuencia se introduce la utilizacion del Ilamado
"Numero Atdmico Efectivo, Zg ”, el cual varia con la energia.

El célculo del Zg puede efectuarse por dos métodos: EI método Directo y ElI Método de
Interpolacion [24].En el desarrollo de esta tesis se empleara el método directo, el cual se describe
brevemente a continuacion.

Para la aplicacién del método directo, el procedimiento de célculo utilizado por numerosos autores
[29], [30], [31], [32], [33], [34] donde se asume que la seccién eficaz molecular o, puede ser
escrita en términos de una seccion eficaz efectiva (promedio) por atomo g, y una seccion eficaz
efectiva (promedio) por electron g, , como:

Om = N0 = NZesf0, @)

Donde n = }}; n; es el nimero total de &tomos en la molécula. La ecuacién 7 puede ser considerada
como la definicion del niumero atomico efectivo. En esta definicion lo que se asume es que los
atomos de la molécula pueden ser reemplazados por el mismo nimero de atomos idénticos
(promedio), teniendo cada unos Z electrones. La seccion eficaz total de fotones por molécula
Om, Puede se escrita como:

Om = XiNi0; (8)

Donde ni y o; son el numero de atomos y la seccion eficaz atomica de los elementos constituyentes
de la molécula. Utilizando las ecuaciones 7 y 8 se puede obtener:

Ua:%=¥ (9)
= Im _ly ., %
oo = =iy o)

Donde Z; es el nimero atémico del elemento i, se deduce que Z¢ sera:

_ Oq _ XiNioi
Zefr =5, = 3o (11)
1A ZL

Con los datos tabulados de secciones eficaces atomicas o,, se calcula o, para luego por la
ecuacion 11 calcular el Zg [24].
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2.3.1 Numero atémicos efectivos totales y parciales en compuestos quimicos y mezclas

Cuando los Rayos X y Gamma interactian con medios complejos, como tejidos y aleaciones, cada
uno de los diferentes procesos de interaccion ponderaran al nimero atémico del material en forma
diferente[24].Por ello es de interés utilizar como pardmetro de caracterizacion el numero atdbmico
efectivo de cada interaccion microscopica (Rayleigh, Compton, Fotoeléctrico, Prod.de Pares) que
ocurre en el rango de energia de estudio.[24], [29], [30], [31],[32], [33], [34].

Utilizando las tablas generadas con el c6digo Penélope de los secciones eficaces atbmicas parciales
de cada elemento constituyente de la molécula en estudio y la fraccion en peso de este elemento en
la molécula, se calcula el Z parcial para la energia de interés, utilizando el método directo [24].

Para el céalculo de numero atomico efectivo total se utilizd la siguiente férmula 11 antes
mencionada:

_ Oa _ XiNioi
Zefs = P —Ziniai (1)
Z:

1

Donde ca es la seccion eficaz (promedio) por atomo, ce es la seccion eficaz (promedio) por
electrones; ni, i y Zi son el namero de dtomos, la seccion eficaz total y el numero atomico del
atomo i-ésimo, constituyente de la molécula, respectivamente. Los valores de o, total y ce, Se
calcularon utilizando la base de datos del codigo Penélope.

Para el célculo de nimero atémico efectivo parcial Z®,; , ZP¢,rp, Z€orp | ZPP ofp (Dispersion
Rayleigh ,Efecto Fotoeléctrico, Dispersién Compton, Produccién de Pares) se utilizaron las
siguientes formulas 12, 13, 14,15:

R R
o Yinjot;
ZR — a _ &i™ig | 12
eff 05 ,"iﬂf ( )
L Zi
oPe yin;aPe;
e — a _ il i 13
off T gFe Tl (13)
iz
Cc Cc
o Yinjo“;
ZC — a _ 4iti9 i 14
off T8 = ml (14)
Tz,
7 PP — ofPy — ZiniaPPi (15)
eff o_é’P .niU{’P
1A Zi

Donden; 6 i 6™, 6%, 06" iy Zison el nimero del &omo, las secciones eficaces parciales y
el nimero atomico del a&tomo i-ésimo, constituyente de la molécula, respectivamente. Los valores
de las secciones eficaces parciales se calcularon utilizando la base de datos del codigo Penélope.
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Figura 6: Numero atomico efectivo total y parcial .a) Aminoacidos Esenciales. b) Adenina

La figura 6a muestra el nimero atomico efectivo total para los aminoacidos esenciales:
Fenilalanina (CgH1;0O,N), Histidina (CgHyO2N3), Leucina (CegHi30,N), Lisina (CgH140,N,)
Metionina (CsH1;0,NS), Treonina (C4HgO3N), Triptofano (C.;H1,0,N), Valina (CsHy;O,N). La
figura 6 b muestra el nimero atomico efectivo total y parcial para la base purica Adenina.
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Capitulo 3

L 4

CANTIDADES DOSIMETRICAS
3.1 Kerma
3.2 Dosis Absorbida
3.3 Distribucion de Dosis y Porcentaje de dosis en profundidad (PDD)

En los capitulos anteriores se describi6 importantes cambios quimicos y fisicos que se producen en
el medio a consecuencia de la absorcion de radiacion ionizante. Solo la energia absorbida en una
masa definida de un medio puede dar lugar a cambios quimicos, éstos son utilizados por la fisica
médica para el tratamiento de diversas enfermedades, en especial el cancer. De alli que es
importante caracterizar esta energia absorbida con cantidades dosimétricas especificas.

3.1 Kerma

La cantidad llamada Kerma fue introducida para describir la interaccion inicial de la radiacion con
la materia, que es la abreviacion en ingles de Kinetic Released in the Medium: energia cinética
liberada en el medio [35].

dE¢r energia]

Kerma; K = (16)

dm | masa
Donde dE,es la energia cinética transferida desde los fotones a los electrones en un volumen
elemental cuya masa es dm. La unidad de Kerma es Joules por kilogramo. Es la cantidad que
directamente conecta la descripcién de un haz de radiacion con sus efectos.

3.2 Dosis Absorbida

La cantidad dosis absorbida se ha definido para describir la cantidad de radiacion de todos

tipos de radiacion ionizante, incluyendo particulas cargadas y no cargadas, todos los materiales,
particularmente tejidos y todas las energias. La dosis absorbida es una medida de los efectos
biolégicamente significativos producidos por la radiacion ionizante. [35]

La dosis absorbida es definida como la energia absorbida por unidad de masa desde cualquier
tipo de radiacion ionizante en cualquier target. [35] La unidad de dosis absorbida, J kg™, es
llamada Gray (Gy).La unidad mas antigua, el rad, es definido como 100 erg g™ .Se deduce
que:

1] _ 107erg

1Gy = I(_g = 103g

= 104? = 100rad. (17)

En el concepto de dosis absorbida se refiere a la dosis total, sin embargo la dosis se puede dividir
en dosis primaria: que es la energia impartida por unidad de masa desde particulas cargadas puestas
en movimiento por fotones que interactian con el medio por primera vez.[36], [37]; y dosis
secundaria: es la energia impartida por unidad de masa desde particulas cargadas puestas en
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movimiento por fotones que interacttan con el medio mas de una vez y desde fotones creados en el
medio por bremsstrahlung y aniquilacion.[36]

3.3 Distribucidon de Dosis y Porcentaje de Dosis en Profundidad (PDD)

Las caracteristicas de la penetracion de un haz de radiacion en la materia, o sea la forma como se
distribuye la radiacién con la profundidad, no sélo depende de la distancia de la fuente de
radiacion a la superficie del medio, sino que ademas, el haz sufre atenuacion y dispersion en el
medio irradiado, por lo tanto dependerad también de los mecanismos de interaccion de los fotones y
de los electrones liberados en el medio.

La medida de la distribucion de la dosis en profundidad es muy importante para lograr una
caracterizacion precisa la dosis absorbida en el medio de interés, y es trascendental para la
aplicacion optima de la radioterapia. Para ello se realizan mediciones de dosis en condiciones
especificas de referencia [38], en fantomas de agua; que luego por medio de funciones especificas
se correlacionaran estos valores medidos en condiciones de referencias, con la dosis absorbida en
cualquier condicién y posicion dentro del volumen irradiado del paciente.

Una distribucién tipica de dosis en profundidad sobre el eje central del campo, para un haz de
fotones de 6 MeV., incidiendo sobre un fantoma de agua que simula a un paciente se muestra en la
Figura 7a.También en la Figura 7b se muestra una curva de porcentaje de dosis en profundidad
para el caso del tejido mamario normal. En ambas curvas se pueden identificar diferentes puntos y
regiones de interés. El haz ingresa al fantoma donde deposita una dosis superficial, luego, la dosis
crece rapidamente alcanzando un valor maximo a la profundidad Zmax y luego disminuye
exponencialmente.
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Figura 7:a) Porcentaje de dosis en profundidad en agua. b) Porcentaje de dosis en profundidad en
Tejido mamario normal

Esta curva de porcentaje de dosis en profundidad generalmente se mide para varios tamafos de
campo, desde campos muy pequefios de 3x3 cm’ hasta 40x40 cm?.La distribucion de dosis en
profundidad en el fantoma o en el paciente se normaliza a Dy.x= 100%, 0 sea la dosis maxima a
una determinada profundidad Z..x. A su vez el porcentaje de dosis en profundidad depende de
varios parametros, la profundidad del fantoma, el tamafio de campo, la distancia entre la fuente y la
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superficie del fantoma (SSD) y la energia del haz de fotones (hv).El Porcentaje de dosis en
profundidad se puede dividir en primario: es la dosis depositada debido a las particulas cargadas
puestas en movimiento por fotones que interactian con el medio por primera vez.[36], [37];y
secundario: es decir la dosis depositada por las particulas cargadas puestas en movimiento por
fotones que interactian con el medio més de una vez y desde fotones creados en el medio por
bremsstrahlung y aniquilacion.[36]
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Capitulo 4

A 4

L 4

CODIGO PENELOPE

4.1 Introduccion

4.2 Pengeom

4.3 Materiales

4.4 Programas Principales
4.4.1 Programa Penslab
4.4.2 Programa Pencyl

4.4.3 Programa Penmain
4.1 Introduccion

El método Monte Carlo [39] es ampliamente utilizado para resolver problemas complejos de fisica
y matematica, particularmente aquellos que involucran mdltiples variables independientes, donde
los métodos numéricos mas convencionales exigen cantidades enormes de memoria y tiempo de
calculo computacional.

PENELOPE [40], [41], [42], es un acronimo de penetracion y pérdida de energia de positrones y
electrones, es un paquete general de simulacion Monte Carlo, que describe el transporte de
electrones, fotones y positrones en cualquier material y para un rango de energia de 50 eV a 1 GeV.
PENELOPE, esta codificado en FORTRAN 77, es un software gratuito y de codigo abierto. Se
desarrolla activamente en la Universidad de Barcelona y distribuido por la Agencia de Energia
Nuclear [43].

PENELOPE utiliza la simulacién detallada para el transporte de fotones y un esquema mixto para
los electrones y positrones. Contrariamente a la mayoria de los otros codigos de Monte Carlo,
simulacion mixta es consistentemente empleada para todos los mecanismos de interaccion, es
decir, ineldsticos, elasticos, y colisiones radiativas. El algoritmo de transporte es controlado por un
conjunto de parametros definidos por el usuario: el valor de corte para la energia de eventos
inelésticos duros (WCC) y eventos que involucran la radiacién de frenado, bremsstrahlung (WCR),
la méxima longitud de paso permitido (DSmax), son los pardmetros C1y C2, los cuales limitan la
desviacion angular promedio y el promedio de energia maxima perdida, respectivamente, entre
eventos elasticos duros consecutivos. Si estos parametros se ajustan a cero, PENELOPE realiza
eficazmente una simulacién detallada del transporte de particulas cargadas. Una excepcion se hace
para el tratamiento de la radiacion de frenado (Bremsstrahlung). Debido a que la seccidn eficaz
diferencial diverge para pérdida de energia cero, el valor minimo de corte para eventos radiativos se
establece en 10 eV. Una simulacion estricta de colision por colision se puede realizar mediante la
introduccién de un valor negativo de WCR. En este caso, la emision de fotones originados como
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radiacion de frenado con energia menor a 10 eV se tiene en cuenta y todos los eventos restantes son
simulados en forma detallada.

4.2 Pengeom

Las subrutinas de la geometria estdndar utilizado en las simulaciones de Penélope se encuentran en
el paguete PENGEOM. Este paquete se distribuye con PENELOPE, PENGEOM implementa un
modelo de geometria solida constructiva, en el cual los objetos son definidos por el volumen
encerrado entre un conjunto de superficies cuadricas. La geometria PENGEOM se codifica en un
archivo de texto mediante una sintaxis intuitiva que se describe en el Capitulo 5 del manual de
Penélope [40]. Para cada cuerpo incluido en el universo de simulacidn, el archivo de geometria
contiene la siguiente informacion: la ecuacion de las superficies cuadricas que limitan el objeto, sus
indicadores secundarios (es decir, si el objeto esta en el lado positivo o negativo de la cuadrica) y
una lista de otros objetos situados en su interior (si existe). Para facilitar la definicion de la
geometria, cada superficie cuédrica se puede especificar a través de su ecuacion implicita o por
medio de su forma reducida, que define la forma de la superficie, ver Figura 8, y unas pocas
transformaciones geométricas simples. Una cuadrica reducido se define por la expresion:

Fr(x; v; z) = x> + Lx?+ 13z2 + I,z + Is = 0 (18)

Donde los indices |; al Is pueden tomar valores -1, 0 o 1.Las cuédricas reducidas posible se dan en
la figura 9.

1,1, 0,0,—1 1,—1.,0,0,—1

1.1.—1.0.—1 1.1.—1.0,1

1.1.0,—1.0 100, —1.0 1. —1.,0.—1.0

Figura 8: Superficies Cuadricas reducidas no planas y sus indices. [40].
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Reduced form Indices Quadric

2—1=0 0o 0 0 1 -1 plane

2-1=0 o 0 1 0 -1 pair of parallel planes

PP+ -1=0 1 1 1 0 -1 sphere

2?2+ -1=0 1 1 0 0 -1 cylinder

-y —1=0 1 -1 0 0 -1 hyperbolie eylinder

242 —22=0 1 1 -1 0 0 cone

Pyt -2 -1=0 I 1 -1 0 -1 one sheet hyperboloid

P2+ —22+1=0 1 1 -1 0 1 two sheet hyperboloid

P4yt —2=0 1 1 0D -1 0 paraholoid

2 —2=10 1 0 0 -1 0 parabolic eylinder

-yt —2=0 1 -1 0 -1 0 hyperbolie paraboloid
.. and permutations of z, y and z that preserve the central symmetry with respect

to the z-axis.

Figura 9: Cuadricas Reducidas [40].

En la figura 10 se presenta un ejemplo de archivo de geometria, se describe un objeto como la
interseccion de los volimenes limitados por un cono (que se define en forma reducida) y un par de
planos paralelos (en forma implicita).

0000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000

SURFACE | 1) cone (in reduced form)
INDICES=( 1, 1,-1, 0O, 0}
Z—SHIFT=(+3.000000000000000E400, ) (DEFAULT=0.0)

QOoo0o0o0oo0lo0ooRo0000000000000000000000000000000000000000000000
SURFACE ( 2) Fair of planes Z°2-1=0 {(in implicit form)
INDICES=( 0O, O, 0, 0, 0)

AZZ=(+1.000000000000000E+00, 0) (DEFAULT=0.0)
AQ0=(-1.000000000000000E+00, 03 (DEFAULT=0.0)
0000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000
BODY { 1) Wolume inside the pair of planes and the cone
MATERIAL ( 1)
SURFACE {( 1), SIDE POINTER={-1)

1

SURFACE | 2), SIDE POINTER=(—1)
0000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000
END no00a0aBa0000000000000000000000000000000000000000000000

Figura 10: Archivo de geometria que describe un objeto como el volumen
contenido entre un cono y un par de planos paralelos. [40].

El paquete de PENELOPE proporciona dos herramientas de software, el gview2D vy el gview3D
[40], para visualizar la geometria de la cuadrica, en dos y tres dimensiones, respectivamente. Estos
programas emplean las rutinas PENGEOM vy, por tanto, se puede utilizar para comprobar que los
objetos se hayan definido correctamente. Figura 11 muestra dos visualizaciones del objeto
definido en el archivo de geometria descripto en la Figura 10.

Mercedes Raquel Valenzuela Pdgina 42



Tesis Doctoral: Estudio de los Efectos Inducidos por un haz de Fotones en Compuestos Quimicos de Interés
Biologico con El Método Monte Carlo

oy 2 Plans X=Q, Q0F+00 omr

5. 54x-031 =m

(a) (b)

Figura 11: Visualizacion de un cono truncado a través de el gview2D (a) y el gview3D (b) [40].

4.3 Materiales

PENELOPE lee la informacion fisica que requiere del material (tablas de propiedades fisicas, las
secciones transversales de interaccion, los datos de relajacion, etc) a partir de los datos de entrada
del archivo material. El archivo de datos de materiales se crea por medio del programa auxiliar
MATERIAL, que extrae los datos de la base de datos de interaccion atémica. La informacion basica
sobre el material considerado es suministrada por el usuario desde el teclado, en respuesta a los
mensajes del programa. La informacion requerida es la siguiente: 1) la composicién quimica (es
decir, los elementos presentes y el indice estequeométrico de cada uno de los elementos 2) densidad
3) energia de excitacién promedio, etc.

El programa consta de un conjunto de 280 materiales preparados, conformado por los elementos de
la tabla periodica, compuestos y mezclas, Figura 12.Para los compuestos y mezclas, la
aproximacion de adicion se adopt6 para definir las secciones transversales del material, es decir, la
seccién eficaz molecular correspondiente se fija igual a la suma de las secciones transversales
atomicas, ponderados con el indice estequeométrico del elemento. Las aleaciones y mezclas son
tratados como compuestos, con indices estequeométrico iguales o proporcionales al nimero de
atomos por ciento de los elementos, como se detalla en el Capitulo 6 del manual de Penélope [40].
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=++ ELEMENTE (id. mumber = atomic number):
Hydrogen 34 Selenium 67 Holmium
2 Helium 356 Bromine 683 Erbium
3 Lithium 36 Krypton 69 Thul ium
4 Beryllium 37 Rubidium 70 Ytterbium
& Borom 38 Strontium 71 Lutetium
6 Amorphous carbom 39 Yttrium 72 Hafnium
7 HNitrogen 40 Zirconium 73 Tantalum
d Oxygen 41 HNiobium 74 Tungsten
9 Fluocrine 42 Molybdenum 75 HRhenium
10 Neon 43 Technetium 76 Dzsmium
11 Sodium 44 HRuthenium 77 Iridium
12 Magnesium 45 Rhodium 78 Platinum
13  Aluminum 46 Palladium 79 Gold
14 Silicon 47 Silwver 80 Mercury
15 Phosphorus 43 Cadmium 81 Thallium
16 Sulfur 40 TIndium 62 Lead
17 Chlorine 0 Tinm 83 Eismuth
13 Argon 51 Antimony 84 Polonium
19 Potassium 652 Tellurium 85 Astatine
20 Calcium 63 Todine 86 Radon
21 Scandium 54 Xenom 87 Francium
22 Titanium 56 Cesium 83 HRadium
23 Vanadium &6 Barium 89 Actinium
24 Chromium &7 Lanthanum 50 Thorium
26 Manganese B8 Cerium 1 Protactinium
26 Iron &9 Prasecdymium 52 Uranium
27 Cobalt 60 Neodymium 83 Neptunium
28 Nickel 61 Promethium G4 Plutonium
29 Copper 62 Samarium 85 Americium
30 Zinc 63 Europium %6 Curium
31 Gallium 64 Gadolinium 87 PBeorkelium
32 Germanium 65 Terbium 63 Californium
33 Arsemic 66 Dysprosium 59 Einsteinium
=x+x COMPOUNDS AND MIXTURES (in alphabetical order):
100  Acetone
101  Acetylens
102 Adenine
103 adipose tissus (ICHP)
104 air, dry (near sea lavel)
105 Alanine
106 Aluminum oxide
107 Amber
108 Ammonia
108 Aniline
110  anthracens
111 B-100 bome-equivalent plastic
112 Bakelite
113 Barium fluoride
114 Barium sulfate
115 Banzene

Figura 12: Elementos y algunos de los compuestos y mezclas que PENELOPE [40].

4.4 Programas Principales

PENELOPE incluye tres ejemplos de programas principales: penslab (que simula el transporte de
electron-fotén en un slab), pencyl (para el transporte en geometrias cilindricas), y penmain (para
geometrias cuadricas genéricas). En estos ejemplos, se supone que un solo tipo de particulas se
emite desde la fuente de radiacién. Los programas pueden utilizar fuentes de particulas con
espectros de energia continuos o discretos. Los tres programas principales operan de manera
similar. Todos leen datos desde su archivo de entrada correspondiente y los resultados de registran
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en archivos de salida con nombres y nimeros caracteristicos, como se detalla en el Capitulo 6 del
manual de Penélope [40].

4.4.1 Programa Penslab

El programa penslab simula lluvias de electrones / fotones dentro de un bloque de material .Se
utiliza para la simulacion de geometrias mas simple y por lo tanto los tiempos de calculos son méas
rapidos.

El bloque de material estd limitado por los planos Z =0y Z = t, el espesor. La extensién lateral del
bloque se supone que es infinito, es decir, mucho mayor que el rango maximo de las particulas. Las
particulas primarias de una especie dada, se emite desde una fuente puntual, ya sea con energia fija
Eo 0 con un espectro de energia especificado.

El programa penslab genera informacion detallada sobre muchas cantidades y distribuciones de
interés fisico. Los archivos de salida contienen un informe auto-explicativo de los resultados de la
simulacion, que incluye: (i) los resultados globales, tales como fracciones de particulas primarias
gue se transmiten, retro dispersadas y absorbidas, y una serie de cantidades medias (longitud de la
trayectoria dentro de la muestra, el nimero de eventos de cada tipo por particula, energia, direccion
y desplazamiento lateral de las particulas que salen de la muestra, etc.) La distribucién de energia de
las particulas primarias transmitidas y retro dispersadas. Distribucién angular de las particulas
transmitidas y retro dispersadas. Distribucion de dosis en profundidad. Distribucion de la carga
depositada en profundidad. Distribucion de energia depositada en el bloque, etc. [40].

4.4.2 Programa Pencyl

El programa pencyl simula el transporte de electrones y fotones en estructuras de varias capas
cilindricas. El sistema consiste en una o varias capas de espesores dados. Cada capa contiene un
namero de anillos concéntricos homogéneos de composiciones dadas y radios (y espesor igual a la
de la capa). Las capas son perpendiculares al eje z y el centro de los anillos en cada capa esta
especificado dando su coordenadas x e y. Cuando todos los centros estan en el eje z, la estructura
geométrica es simétrica bajo rotaciones alrededor del eje z.

Particulas primarias de un tipo dado, se emite desde el volumen activo de la fuente, ya sea con
energia fija EO o con un espectro de energia .La direccion inicial de la particula primaria es
muestreada uniformemente dentro de un cono El programa puede simular dos tipos de fuentes
diferentes: a) Un punto externo o el volumen (cilindro) de origen homogéneo, definido por separado
a partir de la geometria del sistema material, con su centro en el punto (x0, y0, z0).b) Un conjunto
de fuentes internas repartidas en cuerpos especificados (cilindros o anillos), cada uno con una
densidad uniforme de la actividad (nimero de emisiones por unidad de volumen

El programa pencyl ofrece informacién detallada sobre el transporte y la deposicion de la energia,
que incluye la distribucién de energia y angular de las particulas emergentes, la distribucion de la
dosis en profundidad, la profundidad de distribucién de carga depositada, las distribuciones de
energia depositada en los materiales seleccionados y la dosis 2D) y distribuciones de carga
depositada en los cuerpos seleccionados (cilindros). [40].
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4.4.3 Programa Penmain

Este es un programa genérico principal que lleva a cabo simulaciones de electron-foton de
transporte en las estructuras de materiales complejos. La geometria sistema se describe por medio
del Pengeom, que es capaz de manejar geometrias complicadas .La operacion de penmain esta
completamente controlado desde un archivo de datos de entrada.

En el modo predeterminado, penmain asume que las particulas primarias de una especie dada son
emitida desde una fuente puntual, en una determinada posicién, r0 = (x0; y0; z0), ya sea con
una energia especificada o con un espectro de energia .La direccion inicial de las particulas
primarias se muestrea uniformemente dentro de un cono. Alternativamente, el programa puede leer
las variables del estado inicial de las particulas primarias, a partir de archivos de espacio de fases
pre-calculados. Esta opcion es util para dividir la simulacion de problemas complejos en varias
etapas consecutivas y la reducir el tiempo de célculo.

Penmain proporciona resultados globales de simulacion, tales como la distribucion de energia y
angular de las particulas que se desprenden del sistema de materiales, la energia media depositada
en cada cuerpo, etc .Para generar una informacion mas especifica, el usuario puede definir los
detectores de impacto y detectores de deposicion de energia. Cada detector consiste en
conjunto de cuerpos activos (no vacios), los cuales deben haber sido definidos como parte de la
geometria. El espectro de salida de un detector de impacto es la distribucién de energia de las
particulas que entré en cualquiera de los organismos activos procedentes de un cuerpo que no esta
activo (es decir, que no forman parte del detector). Opcionalmente, para cada detector de impacto,
el programa puede generar un archivo de espacio-fase donde las variables de estado de las
particulas en la entrada del detector son grabadas. El espectro de salida de un detector de energia-
deposicidn es la distribucion de energia absorbida en los cuerpos activos. [40].
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Capitulo 5

L 2

MATERIALES Y METODOS
5.1 SIMULACIONES EN AGUA
5.1.1 Validaciéon del Cédigo PENELOPE
5.1.2 Dosis Total, Primaria y Secundaria
5.2 SIMULACIONES CON ALEACIONES
5.2.1 Compensadores y Técnica IMRT
5.2.2 Aleaciones de Plomo
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5.4.4 Bases Nitrogenadas

5.4.5 Tejido Mamario Sano y Maligno
5.5 NUMERO ATOMICO EFECTIVO

5.5.1 Aleaciones

5.5.2 Aminoacidos

5.5.3 Bases Nitrogenadas

5.5.4 Tejido Mamario Sano y Maligno
5.6 DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.6.1 Obtencion de la Muestra de ADN

5.6.2 Electroforesis del ADN en gel de agarosa
5.6.2.1 Preparacion del gel de agarosa
5.6.2.2 Electroforesis

5.6.3 Seleccion de la Enzima de Restriccion
5.6.3.1 Electroforesis

5.6.4 Experimentos de Irradiacion
5.6.4.1 Linealizacion de la muestra

5.6.4.2 Irradiacion — Electroforesis
5.1 SIMULACIONES EN AGUA

5.1.1 Validacién del Cédigo PENELOPE

Para la validacién del codigo PENELOPE [40] se calcularon dosis totales absolutas, porcentajes de
dosis en profundidad (PDD), ambas a lo largo del eje central del fantoma de agua, y conjuntamente
se calculé el perfil de dosis total a 10 cm de profundidad del fantoma.

Para calcular los porcentajes de dosis en profundidad (PDD), se realiza la normalizacion de los
valores de dosis absolutas, con respecto a la dosis méxima obtenida, en este caso en particular la
dosis maxima absoluta se encuentra a 1,5 cm de profundidad del fantoma, donde el valor de PDD es
del 100%.

Para las simulaciones de validacion, se utilizo la geometria que corresponde a las condiciones de
referencias [38], como muestra la Figura 13, siendo las condiciones de referencias las siguientes: el
haz de radiacién utilizado consiste en una fuente puntual de fotones de 6 MV ubicada a 100 cm. de
la superficie del fantoma de agua. Utilizando un campo cuadrado de 10x10cm* EIl espectro
incidente utilizado de obtuvo a partir de los datos publicados por [44] cuya distribucion de observa
en la Figura 14. Entre la fuente de fotones de 6MV y el fantoma de agua, se llen6 con aire
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himedo, siendo el fantoma de agua utilizado infinito en ambos laterales y con 30 cm de
profundidad.

Haz de Radiacién Fuente Puntual

Primaria

Volumen de
Muestreo
de Datos

100cm. |-

Fantoma de

Agua

-~ 30cm,

Figura 13: Geometria utilizada para la simulacién de campo abierto.
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Figural4: Espectro de fotones incidente utilizado en las simulaciones [44].

El tamafio de voxel usado en la simulacion fue de 0.5 cm x 0.5cm x 0.3cm en X, Y, z
respectivamente. Se simularon un total de 1.0 x10° historias para el campo de 10x10cm?’.Los
calculos del algoritmo son controlados por cuatro pardmetros de seguimiento, C1, C2, Wccy Wer.
Donde Cly C2 se refieren a las colisiones elasticas, C1 proporciona una medida de la desviacién
angular media debido a colisiones elésticas duras; C2 determina la pérdida de energia maxima
fraccional entre eventos elasticas duros. Los valores de corte de energias Wcc y Wecr tienen efectos
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sobre la distribucion de energia simulada [45]. EI conjunto de pardmetros de seguimiento usados
para la validacion fueron: Eabs1= 1.0 x 10" eV; Eabs2= 1.0 x 10* eV; Eabs3 =1.0 x 10° eV; Cl y
C2=0.07; y Wce =1.0 x10° eV y Wer =1.0 x10* eV. [45].

Los valores de dosis absolutas totales, de porcentajes de dosis en profundidad (PDD) y el perfil de
dosis total obtenidos en la simulacion fueron contrastados con valores de dosis totales absolutas, de
porcentajes de dosis en profundidad y perfil de dosis total medidas experimentalmente, cuyas
mediciones fueron realizadas en iguales condiciones a las simuladas, utilizando un haz de fotones
de 6 MV de energia, generado por un acelerador lineal Elekta Precise -SL-18. Los perfiles
obtenidos, irradiando 100 UM (unidades monitor) [38], fueron registrados para un campo abierto
de 10x10 cm® de agua, utilizando un Scanditronix RFA200, un maniqui de agua automatico a
SSD =100 cm (distancia fuente superficie).Figura 15

N =

Figura 15: Maniqui de agua automéatico, Scanditronix "™ RFA200

5.1.2 Dosis Total, Primaria y Secundaria

Con el fin de modelizar el proceso de deposicion de energia de un haz de fotones en agua; se
simularon campos abiertos de 3x3 cm?a 20x20 cm’ , utilizando una fuente puntual de fotones de
6 MeV ubicada a 100 cm de la superficie del fantoma, empleando la geometria descripta en la
figura 13, y el espectro de fotones incidente publicado por [44].Se calcularon valores de dosis total
absoluta depositada en el eje central Z, para todos los tamafios de campo sefialados. EI conjunto de
parametros de seguimiento usados fueron: Eabs1= 1.0 x 10* eV; Eabs2= 1.0 x 10* eV; Eabs3 =1.0 x
10%eV; Cly C2=0.07; y Wce =1.0 x10° eV y Wer =1.0 x10* eV,

Teniendo en cuenta los conceptos de Dosis Total, Primaria y Secundaria o Dispersa segin [36-37] y
el concepto de campo cero [46], donde se considera a la dosis primaria como el caso particular de la
dosis total, cuando la dosis dispersa ha sido eliminada del fantoma por extrapolacion de la dosis
total a radio cero, se realizo la separacion de la dosis total en dosis primaria y dosis dispersa
siguiendo el siguiente procedimiento:

a) Determinacion de dosis primaria: Se graficaron los valores de dosis total absoluta a 10
cm de profundidad en el eje central Z, de cada tamafio de campo, en funcién de cada
tamafio de campo y se realizo la extrapolacion de la curva de dosis en el eje, para hallar la
dosis de campo cero.
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b) Calculo de Dosis Dispersa: Para el calculo de la dosis dispersa en el eje se aplican las
formulas 19 y 20 ,teniendo en cuenta que la componente de radiacion dispersa de la dosis
en profundidad puede calcularse separadamente de la componente primaria, la cual es
independiente del tamafio y forma del campo [46].

D(s,X)=D(0,X)+SD (s,X)  (19)
SD(s,x)=D(s,xX) =D (0,x)  (20)

Donde s es la superficie del campo y x es la profundidad de medida, D(s, x) que es la dosis
absoluta a la profundidad x. SD(s, x) es la dosis dispersa a la profundidad x, en el eje; D (0,
X) se refiere a la dosis primaria a campo cero y profundidad x.

Utilizando estas formulas y con los valores simulados de dosis total a 10 cm de profundidad
para cada tamafio de campo y la dosis de campo cero calculada por extrapolacion, se
obtienen los valores de dosis dispersa a 10 cm de profundidad para cada tamafio de campo
simulado, realizando la resta de la dosis primaria 0 dosis a campo cero obtenida por
extrapolacion, a cada valor de dosis total a 10 cm de profundidad.

5.2 SIMULACIONES CON ALEACIONES

5.2.1 Compensadores y Técnica IMRT

La radioterapia tiene por objetivo concentrar la dosis en el tumor y a su vez disminuirla en el tejido
normal. En la actualidad se utiliza la radioterapia de intensidad modulada (IMRT), que es una forma
especial de radioterapia conformacional (CFRT) [47]. En IMRT se modifica el haz incidente para
obtener un haz heterogéneo, y de esta manera se modula la fluencia haciendo que la intensidad de
esta sea variable en toda la seccién del haz. Obteniéndose una determinada distribucion de dosis,
donde se reduce al méaximo la dosis en los érganos criticos sanos circundantes y a su vez se
producen gradientes altos en la zona tumoral. [48][49]

Una de las formas de lograr la modificacién del haz incidente en IMRT es utilizando
compensadores fisicos, que son bloques metalicos con superficies irregulares Figura 16(i) que
pueden ser construidos con aleaciones de Pb o Cu. Con el uso de estos compensadores se logra
modificar el haz produciendo una intensidad modulada, como se ejemplifica en la Figura 16(ii),
donde se ilustra que se puede utilizar cufias, bloques o compensadores irregulares para lograr una
intensidad modulada del haz de radiacion.
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(i) (ii)
Figural6:i) Compensador de Brass. ii) Produccion de intensidad modulada del haz por medio de
cufas (a), blogques (b) y compensadores irregulares(c)

Un proceso importante implicado en la atenuacion de un haz de fotones que pasa a través de un
compensador estatico es el cambio en la distribucién de la energia de los fotones, es decir, el
cambio en el espectro de energia del haz, el llamado endurecimiento del haz. Por lo tanto, es
necesaria la determinacion de estos cambios cada vez que se utiliza un algoritmo de célculo y
podria, en principio, utilizarse para mejorar la precision dosimétrica de tal algoritmo.

Una forma de abordar el problema de conocer el espectro de energia del haz de fotones incidente
sobre la superficie del medio material, habiendo pasado previamente a través de un compensador
estatico es con simulaciones; para lo cual el dato esencial es conocer el espectro incidente. En
general, los espectros incidente utilizados son de literatura [44], [50], [51], y, aunque algunos
pueden contener inexactitudes o ser incompletos, son suficientes para caracterizar los cambios de
espectro, por comparacion del espectro de entrada vs el espectro de transmision después de
atravesar el compensador.

Con el proposito de estudiar, mediante simulaciones con el cédigo PENELOPE [40], los cambios
experimentados en el espectro de energia de un haz de fotones cuando atraviesa un compensador,
mediante el analisis de la atenuacion del haz principal y la importancia de cada uno de los procesos
microscopicos fundamentales; se efectuaron simulaciones utilizando compensadores construidos
con aleaciones de Plomo o con aleaciones de Cobre.

5.2.2 Aleaciones de Plomo
5.2.2.1 Validacion de Aleacion Lipowitz o Cerrobend

Se realizo la validacion del material Cerrobend ™ o Lipowitz, ya que es la aleacion de Plomo que
generalmente se toma como referencia. Para ello se simuld la atenuacion de un haz de fotones
monoenergético para las energias comprendidas entre 0.25 a 6 MV, en un compensador de
Lipowitz’s de 5 cm. de espesor. Se ubico el compensador de manera tal que su superficie superior
se encuentra 65 cm de la fuente, cubriendo todo el campo de radiacion. Utilizando la geometria de
la Figura 17. Calculdndose el coeficiente de atenuacion lineal para cada energia simulada .Los
resultados obtenidos de las simulaciones fueron comparados con los resultados tedricos de [52].
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5.2.2.2 Curvas de Isodosis utilizando distintas Aleaciones de Plomo

Aunque la aleacion de referencia utilizada para construir los atenuadores es el Cerrobend™ o
Lipowitz, existen otras aleaciones de plomo similares disponibles comercialmente como Rose,
Wood, Newton y Darcet, que se utilizan cominmente en radioterapia, y presentan las siguientes
caracteristicas:

e Temperatura de fusion menor o igual a 100 °C
o Efecto de volumen despreciable al enfriarse la pieza. Este efecto es debido a que con 48 %
de Bismuto la aleacién se contrae al enfriarse, entre 48 y 55% sufren poca variacion y con
mas del 55% se dilatan.
e Tamafio conservado al enfriarse la pieza.
Teniendo en cuenta las caracteristicas antes mencionadas, se simularon los diferentes tipos de
aleaciones descriptas en la Tabla 1, a los efectos de investigar y cuantificar los efectos dosimétricos
al usar las diferentes aleaciones. Tomando como aleacion de referencia el material Lipowitz
[52].Las densidades de las aleaciones Rose, Wood, Newton y Darcet se calcularon teniendo en las
densidades atomicas de cada uno de los elementos constituyentes, el porcentaje en peso de cada
elemento en la aleacion y suponiendo los volimenes atdmicos aditivos [53][54][55][56].

Tablal: Caracteristicas de las aleaciones de plomo.

Aleacibn Densidad Temp. Bismuto Plomo FEstaio Cadmio
Fusién
glem® oC Bi Pb Sn Cd

Lipowitz  9.64 65 50 267 133 10
Newiton 9.6 97 50 312 1838 0
Wood 9.51 il 50 24 14 12
Rose 9.45 100 50 28 22 0
Darcet 932 9% 50 25 25 0

Utilizando las aleaciones de Pb de la Tabla 1, como blogueantes del haz incidente, se simularon un
total de 1.0 x10®historias, en campos cuadrados de 10x10 cm?, utilizando la geometria de la Figura
17, con una fuente puntual de fotones de 6 MV., ubicado a 100 cm de la superficie del fantoma, el
atenuador se ubico a 65cm de la fuente, con un espesor de 5 cm. El conjunto de parametros de
seguimiento usados fueron: Eabs1= 1.0 x 10° eV; Eabs2= 1.0 x 10" eV; Eabs3 =1.0 x 10° eV; C1y
C2=0.03; y Wce =1.0 x10*eV y Wer =1.0 x10%eV.
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Placa de Atenuador 65 cm
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superficie del fantoma

Fantoma
de Agua

— 20cm

Figura 17: Geometria utilizada para la simulacién de campos bloqueados con atenuadores.

Se obtuvieron valores de dosis a 10 cm de profundidad en agua, utilizando la aleacién de referencia
Lipowitz y las demas aleaciones de la tabla 1.Se compararon los valores obtenidos con Lipowitz
con las obtenidas con cada una de las aleaciones de la tabla 1.

5.2.2.3 Espectro de Fotones Primarios en Cerrobend™ o Lipowitz
5.2.2.3.1Archivo de Espacio de Fase y Modificaciones en el cdigo Penélope

El programa Penélope permite utilizar la opcion para generar el archivo de espacio de fases, donde
se guarda informacion de las variables de estado de las particulas que ingresan y egresan del cuerpo
seleccionado como cuerpo detector o cuerpo activo, éstas variables de estado son: angulo, energia y
carga de las particulas

Se modifico el codigo Penélope [40] para calcular los espectros de energia de fotones primarios y
secundarios .Entendiendo por fotones primarios a los que interaccionan por primera vez con el
medio y como fotones secundarios, aquellos que han interaccionado méas de una vez con el medio
[37].A su vez se clasifico a cada foton por el tipo de interacciones que sucedia, separandose asi en
fotones primarios que sufrieron Dispersion Rayleigh, efecto fotoeléctrico, dispersion Compton o
Produccion de Pares. A los efectos de establecer cual de estos procesos es 0 son los relevantes en
los cambios que sufre el espectro de energia de un haz polienergético [57]; cuando atraviesa un
compensador.

Con la modificacion realizada en el codigo Penélope, para obtener fotones primarios y secundarios,
se extrajo, a través del archivo de espacio de fases, el espectro de energia de fotones primarios
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generado por cada tipo de interaccion microscopica de fotones (Dispersién Rayleigh, Efecto
fotoeléctrico, Dispersion Compton, Produccion de Pares), luego que haz de fotones atraveso el
compensador o atenuador .

5.2.2.3.2 Simulaciones

Se interpuso un material atenuador (Cerrobend ™) en el camino del haz y se estudi6 la
modificacion que experimentd el haz de fotones incidente como resultado de atravesar este
material, estudiando el cambio que se produce en el espectro de energia de fotones primarios por el
material atenuador. Para ello se simul6 el compensador interpuesto en la trayectoria del haz, de
manera tal de determinar el espectro del haz transmitido correspondiente. En la Figura 17 se
muestra la geometria simulada, el cual consiste de una fuente puntual de fotones de 6 MV, ubicada
a 100 cm de la superficie superior del fantomas de agua. EI compensador s6lido se ubico entre la
superficie superior del fantomas y la fuente; de manera tal que su superficie superior se encuentra a
una distancia de 65cm de la fuente, cubriendo todo el campo de radiacion; el espesor del
compensador fue de 5 cm. El tamafio de campo utilizado fue de 10x10 cm?. El fantomas de agua es
infinito lateralmente y de 40 cm de espesor. El tamafio de voxel utilizado en las simulaciones fue de
0,5 cm x 0.5cm x 0.3cm en los ejes X, Y, z, respectivamente y se simularon un total de 108 historias;
los pardmetros utilizados fueron: la absorcién de energia de electrones Eabsl =1.0e4 eV; la
absorcién de energia de fotones Eabs2 =1.0e4 eV; positrones absorcion de energia Eabs3 = 10e4eV;
parametros de dispersion elastica C1y C2 = 0.07,y valores de corte de energia Wce= 10° eV y Wer
=10"eV.EI sistema se encuentra embebido en Aire Himedo con densidad = 1.263E-03 g/cm3, se
utiliz6 el material de Lipowitz’s con densidad = 9.640 g/cm3, aleacion compuesta por 13, 3% Sn,
50% Bi, 26, 7% Pb and 10% Cd [52].

Con el fin estudiar el endurecimiento del haz, se comparan el espectro incidente [57] y el
transmitido, luego de atravesar el compensador, considerando los procesos microscopicos
involucrados en este proceso, Dispersion Compton ,Efecto Fotoeléctrico ,Dispersion Rayleigh y
Produccion de Pares ,donde cada espectro esta normalizado a si mismo.

5.2.3 Aleaciones de Cu: Laton o Brass
5.2.3.1 Validacién de la Aleacion Laton o Brass

Para la validacion del material Laton o Brass, una aleacion compuesta por 66% Cu, 34%Zn [58]
[59], muy utilizada en IMRT, se compararon dosis simuladas con dosis experimentales.

5.2.3.1.1 Montaje Experimental

El montaje experimental consistié en hojas homogéneas de Laton que cubrieron todo el campo de
radiacion. Las hojas se colocaron sobre una bandeja de polimetilmetacrilato (PMMA) a 65 cm de la
fuente de fotones, y las mediciones de transmision se llevaron a cabo con un conjunto de diodos,
utilizando el haz de fotones de 6 MV energia, generado por un acelerador lineal Elekta Precise. Se
genero un orificio cuadrado en la bandeja para evitar la interaccion del PMMA. Los valores
experimentales se obtuvieron utilizando una matriz de diodos PROFILER2 (Sunnnuclear Corp) que
ejecuta la version de softwarel.3.0.0, situado sobre la camilla de tratamiento perpendicular al eje
del haz vertical. El tamafio de los campos se ajusté para 3x3 cm? y 10x10 cm? a 100 cm de la
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fuente. Un pequefio fantasma de agua PMMA de 20x20x20 cm® se coloca sobre el PROFILER2
para proporcionar una profundidad de agua ajustable. Esta profundidad se fij6 en 10cm de
equivalente agua, obtenido con 1 cm de agua virtual incluidos en el PROFILER2, 4 mm de espesor
inferior de fantoma de PMMA agua, y 8,55 cm de agua. La distancia fuente-superficie (SSD) se
ajusté a 100 cm. Los perfiles de valores obtenidos irradiando con 100 MU [38] fueron registrados
para los campos abiertos y campos blogueados con laminas de diferentes espesores de laton, donde
los espesores fueron variando desde 1 cm a 5 cm. El porcentaje de Dosis en profundidad (PDD) en
agua para los campos abiertos simétricos de 3x3 cm? y 10x10 cm? campos abiertos en agua se
obtuvo utilizando un fantomas de agua automatico, ScanditronixRFA200, en SSD = 100 cm.

5.2.3.1.2 Simulaciones

Las simulaciones con el codigo PENELOPE [40] se realizaron para reproducir el disefio
experimental descrito anteriormente y los valores simulados se compararon con los datos
experimentales. La geometria utilizada, figura 17, consistié en una fuente puntual de fotones de 6
MV situado a 100 cm del fantoma de agua, el espacio entre la fuente y el fantoma se Ilen6 de aire
himedo. Las laminas de latén se colocaron a 65 cm de la fuente, cubriendo todo el campo de
radiacion, usando 5 cm de latén para el campo de 10x10 cm? y 4 cm de latén para el campo de 3x3
cm2. El espectro incidente utilizado se obtuvo de literatura [44].El fantoma de agua que se utiliza
es infinito hacia los lados, con 30 cm de profundidad. El tamafio del voxel utilizado fue 0,5 cm x
0,5 cm x 0,3 cm en X, y, z, respectivamente. Un total de 1,0 x10® historias fueron simulados para
campos3x3 cm2 y 10x10 cm’campos. El conjunto de parametros de seguimiento utilizados fueron:
Eabsl = 1,0 x 10* eV; Eabs2 = 1,0 x 10* eV; Eabs3 = 1,0 x 10* eV; C1y C2 = 0,07; y el Wee = 1,0
x10%V y Wer = 1,0x10* eV. Los materiales utilizados [59] en las simulaciones se resumen en la
Tabla 2, donde las composiciones estan expresadas en porcentaje en masa.

Tabla 2 .Materiales usados en las simulaciones con Laton.

Material Densidad (g/cm®) Composicion (%)
H |O C N Ar Cu | Zn
Aire Himedo 1.263.10° 4.0 | 19.24 | 0.015 | 75.635 | 0.485
Agua Liquida 1.0 201 1.0
Laton 8.9 66.0 | 34.0

De las simulaciones se obtuvieron valores de dosis total a 10 cm de profundidad para campo
abierto y para cada cm de Latén ubicado entre la fuente y el fantoma, desde 1cm hasta 5 cm para
campos de 10x10cm® y de 1cm hasta 4 cm para campo de 3x3cm®Luego se calcularon las
relaciones entre estos valores de dosis totales y se compararon con los valores experimentales
medidos en las mismas condiciones.

5.2.3.2 Espectro de Fotones Primarios en Laton o Brass

Al igual que en el item 5.2.2.3.1 se utilizd la opcion para generar el archivo de espacio de fases,
donde se guarda informacion de las variables de estado de las particulas que ingresan y egresan del
cuerpo seleccionado como cuerpo detector o cuerpo activo, éstas variables de estado son: angulo,
energia y carga de las particulas. Asimismo se empled la modificacion realizada en el cddigo
Penélope, descrita en el item 5.2.2.3.1, para obtener fotones primarios y secundarios, se extrajo, a
través del archivo de espacio de fases, el espectro de energia de fotones primarios generado por
cada tipo de interaccion microscépica de fotones (Dispersion Rayleigh, Efecto fotoeléctrico,
Dispersion Compton, Produccion de Pares), luego que el haz de fotones atravesd el compensador o
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atenuador. Las simulaciones se realizaron interponiendo un material atenuador (latén) en el
camino del haz y se estudié la modificacion que experimento el haz de fotones incidente como
resultado de atravesar este material, estudiando el cambio que se produce en el espectro de energia
de fotones primarios por el material atenuador. La geometria utilizada, figura 17, consisti6 en una
fuente puntual de fotones de 6 MV situado a 100 cm del fantoma de agua, el espacio entre la
fuente y el fantoma se lleno de aire himedo. Las I&minas de Laton se colocaron a 65 cm de la
fuente, cubriendo todo el campo de radiacion, usando 5 cm de laton para el campo de 10x10 cm? y 4
cm de laton para el campo de 3x3 cm2. El espectro incidente utilizado se obtuvo de [44]. El tamafio
del voxel utilizado fue 0,5 cm x 0,5 cm x 0,3 cm en X, Y, z, respectivamente. Un total de 1,0 x108
historias fueron simulados para campos 3x3 cm? y 10x10 cm? campos. El conjunto de parametros
de seguimiento utilizados fueron: Eabs1 = 1,0 x 10* eV; Eabs2 = 1,0 x 10* eV; Eabs3 = 1,0 x 10*
eV; Cly C2=0,07; y el Weec = 1,0 x10° eV y Wer = 1,0 x10* eV. Los materiales [59] utilizado en
las simulaciones se resumen en la Tabla 2.

Con el fin estudiar el endurecimiento del haz, se comparan el espectro incidente obtenido de [44] vy
el transmitido, luego de atravesar el compensador, obtenido del archivo de espacio de fases los
parametros de las particulas emergentes. Clasificando a los fotones primarios en cada tipo de
proceso microscopico, Dispersion Compton, Efecto Fotoeléctrico, Dispersion Rayleigh y
Produccion de Pares, donde cada espectro esta normalizado a si mismo.

5.2.3.3 Cuantificacion del Endurecimiento del haz-Curvas PDD

Para la cuantificacién del endurecimiento del haz se compararon los valores de dosis en
profundidad (PDD) de un campo abierto de 10x10 cm?, con los valores de PDD del mismo campo
blogueado con hojas homogéneas de Laton.

Para ello se tomaron valores experimentales de porcentaje de dosis en profundidad para el campo
abierto de  10x10 cm?y para el mismo campo bloqueado con hojas homogéneas de Latéon que
cubrieron todo el campo de radiacion, segin se describe el Montaje Experimental en el item
5.2.3.1.1.Comparandose ambos PDD medidos para de esta manera evaluar el efecto del
endurecimiento del haz o hardening en la distribucion de dosis en profundidad.

Ademas de las mediciones experimentales, se hicieron simulaciones de un campo abierto de
10x10cm? y el mismo campo bloqueado con laminas de Latdn, en las condiciones descriptas en el
ftem 5.2.3.1.2. Comparandose ambos PDD simulados para de esta manera evaluar el efecto del
endurecimiento del haz o hardening en la distribucion de dosis en profundidad.

5.3 SIMULACIONES CON TEJIDOS

Bajo la suposicion de que es posible diferenciar entre tejidos biolégicos semejantes que difieren en
las concentraciones de metales pesados. Como por ejemplo, en el caso de tejidos mamarios sanos y
malignos, estos ultimos poseen una mayor concentracion de metales pesados, tales como Ca, Cl, K,
Rb, Zn. Fe [60,61], es razonable suponer que es posible observar una diferencia entre los espectros
de electrones primarios y secundarios correspondiente a los procesos microscépicos relevantes en
la interaccion de fotones de bajas energias y tejidos mamarios sanos y malignos.
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5.3.1 Validacion del célculo de espectros en Tejidos

El programa Penélope permite utilizar la opcion para identificar cuerpos de la geometria como
cuerpos detectores, donde se guarda informacion de las variables de estado de las particulas que
ingresan y egresan del cuerpo seleccionado como cuerpo detector o cuerpo activo, estas variables
de estado son: angulo, energia y carga de las particulas.

Se modifico el cddigo Penélope [40] para calcular los espectros de energia de electrones primarios y
secundarios. A su vez se clasificé a cada electrén por el tipo de interacciones que lo genero,
separandose asi los electrones primarios y secundarios que fueron generados por Dispersion
Rayleigh, Efecto Fotoeléctrico, Dispersién Compton o Produccién de Pares. A los efectos de
establecer cual de estos procesos es 0 son los relevantes en el espectro de energia de electrones
primarios y secundarios generados en tejidos y su posible aplicacion para diferenciar tejidos sanos
de malignos.

Para validar el calculo de los espectros primarios y secundarios en tejidos, se compararon los
valores obtenidos con PENELOPE con los publicados por Siebers et al [62].

5.3.2 Simulaciones con espectro de 6MV.

La geometria utilizada consistié en una fuente puntual de fotones de 6 MV situada a 100 cm de la
superficie del fantoma. En primer lugar se utilizd6 un fantoma de tejido mamario sano y
posteriormente de tejido mamario maligno. El fantoma utilizado es infinito lateralmente y con 20
cm de profundidad. Este fantoma se identifico como cuerpo detector, de manera tal de registrar los
espectros de energia de electrones primarios y secundarios generados en el fantoma de tejido. El
espectro incidente utilizado se obtuvo de literatura [44]. El tamafio del voxel utilizado fue 0,5 cm x
0,5 cm x 0,3 cm en X, Y, z, respectivamente. Un total de 5,0 x10°® historias fueron simulados para
campo 10x10 cm? El conjunto de pardmetros de seguimiento utilizados fueron: Eabsl = 1,0 x 10°
eV; Eabs2 = 1,0 x 10* eV; Eabs3 = 1,0 x 10° eV; C1y C2 = 0,1; y el Wcc = 1,0 x10* eV y Wer =
1,0x10* eV. Conociendo la proporcién en peso de cada uno de los elementos componentes del tejido
mamario normal y maligno [60,61] se construyeron los materiales utilizados en las simulaciones y
se detallan en la Tabla 3:

Tabla 3: Composicion de Tejido Mamario Sano y Maligno.

Tejido Mamario Tejido Mamario
Constituyentes del Numero Normal Maligno
tejido Atémico densidad (1.040 g/cm®) | densidad (1.060 g/cm®)
atomos /molécula atomos /molécula
H 1 1 1
C 6 5,3903E-1 5,3903E-1
N 7 7,5709E-3 7,5709E-3
) 8 7,2104E-2 7,2104E-3
Na 11 1,5919E-3 3,1193E-3
Al 13 4,8806E-3 7,5734E-6
Cl 17 1,0994E-3 2,1741E-3
K 19 4,5118E-4 1,7990E-3
Ca 20 4,0817E-5 1,0084E-4
Mn 25 1,3931E-7 2,0645E-7
Fe 26 3,4625E-5 5,0443E-5
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Co 27 6,8848E-8 1,2.48E-7
Zn 30 3,5255E-6 6,2331E-6
Br 35 1,7472E-6 2,9417E-6
Rb 37 1,3810E-6 2,4491E-6
Cs 55 4,8566E-10 9,7133E-10

5.3.3 Simulaciones con espectro de 140 KeV

La geometria utilizada consistio en una fuente puntual de fotones de 140 keV situada a 100 cm de
la superficie del fantoma. En primer lugar se utilizd6 un fantoma de tejido mamario sano y
posteriormente de tejido mamario maligno. El fantoma utilizado es infinito lateralmente y con 10
cm de profundidad. Este fantoma se identifico como cuerpo detector, de manera tal de registrar los
espectros de energia de electrones primarios y secundarios generados en el fantoma de tejido. El
espectro incidente utilizado se obtuvo de [63]. El tamafio del voxel utilizado fue 0,5 cm x 0,5 cm X
0,3 cm en X, y, z, respectivamente. Un total de 1,0 x10° historias fueron simulados para campo
10x10 cm?. El conjunto de parametros de seguimiento utilizados fueron: Eabsl = 1,0 x 10° eV;
Eabs2 = 1,0 x 10% eV; Eabs3 = 1,0 x 10° eV; C1 y C2 = 0,07; y el Wce = 1,0 x10% eV y Wer =
1,0x10% eV. La composicién del tejido mamario sano y maligno se extrajo de [60,61] y se detalla en
la Tabla 3.

5.4 COEFICIENTE DE ATENUACION MASICO

Los datos generados con el cddigo Penélope [40] en un archivo denominadogmacs.tab, proporciona
una tabla con los valores de los coeficientes de atenuacion masico de fotones en cm?g, en el rango
de energia de 50 eV. a 1000 MeV., para los tipos de interacciones que experimentan los fotones:
Dispersién Rayleigh, Dispersion Compton, Efecto Fotoeléctrico, Produccion de Pares.

Para los compuestos 0 mezclas, la aproximacion de la regla de la suma es adoptada para definir la
seccién eficaz del material, o sea la correspondiente seccidn eficaz molecular, que es igual a la
suma de las secciones eficaces de los atomos ponderados por el indice estequiométrico del
elemento. Para aleaciones 0 mezclas son tratadas como compuestos con indices estequeométrico
iguales o proporcionales a porcentaje numérico del &tomo en la mezcla.

Para la construccion de esta tabla es necesario ingresar la formula estequiométrica o la fraccion en
peso de los componentes y la densidad del elemento quimico, compuesto quimico, aleacion o
mezcla en cuestion. El codigo genera estos datos utilizando la formula (21):

K_Na

M (ORa + Oco + Opp + Opp) (21)

Donde %es el coeficiente de atenuacién masico N, es el nimero de avogadro, PM es el peso

molecular,oz, €s la seccidn eficaz de Dispersion Rayleigh, o, es la seccion eficaz de Dispersion
Compton, a,,;, es la seccion eficaz de Efecto Fotoeléctrico y o, es la seccion eficaz de
Produccion de Pares.

Para generar los datos de o, Penélope utiliza tablas, en el caso de la seccion eficaz atomica total de
Dispersion Rayleigh, Penélope los extrae de Cullen (1997) [64]. De mismo modo para las secciones
eficaces del efecto fotoeléctrico Penélope los obtiene por interpolacion en una tabla numérica que
se extrajo de Cullen (1997) [64].Esta biblioteca contiene secciones eficaces fotoeléctrica para todas
las capas de los elementos, desde Z = 1 a 100 y energias de los fotones de 1 eV a 1000 GeV,
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derivado de los calculos tedricos de Scofield de seccién eficaz de capas [65] y las secciones
transversales totales de Hubbell [66,67].

Por otra parte los eventos de Dispersiébn Compton, son descriptos por medio de la seccion eficaz
obtenida por la aproximacion de impulso relativista [68].Las contribuciones de las diferentes capas
de electrones atdmicos se consideran por separado.

En el caso de los eventos de la Produccién de Pares en el ambito de un &tomo de nimero atémico Z,
Penélope utiliza modelo semiempirico de Baro (1994) [69].

5.4.1 Validacidn del calculo con el cddigo PENELOPE

Para la validacion del célculo del coeficiente de atenuacion masico total de fotones, en compuestos
de interés bioldgico, obtenidos a partir de las tablas del codigo Penélope [40], se compararon éstos
valores con los medidos por [70] para el Cloruro de Amonio (NH,CI).

5.4.2 Aleaciones

Se calcularon los coeficientes de atenuacion masico de fotones, totales y parciales la aleacién Brass
o Laton esta compuesta por 66% Cu, 34%Zn y con densidad =8,9 g/cm® [58] [59]; y para la
aleacion Cerrobend o Lipowitz’s con densidad = 9.640 g/cmg, compuesta por 13, 3% Sn, 50% BI,
26, 7% Pb and 10% Cd [52].

5.4.3 Aminoacidos

Se calcularon los coeficientes de atenuacion masico de fotones, totales y parciales para los 8
aminoacidos esenciales: Histidina (C¢HgO,Ns3); Leucina (CgHi30,N); Lisina (CgHi4OuN,);
Metionina (CsH;;0O,NS); Fenilalanina (CgH1;O,N); Treonina (C4HgOsN); Triptéfano (Ci1H;,0,N);
Valina (CsHy;O,N).Los materiales se construyeron ingresando la formula estequiométrica del
compuesto.

5.4.4Bases Nitrogenadas

Se calcularon los coeficientes de atenuacién masico de fotones, totales y parciales para las bases
nitrogenadas: Adenina (CsHsNs), Guanina (CsHsNsO), Timina (CsHgN,O,), Citosina
(C4HgN,0).Los materiales se construyeron ingresando la formula estequiométrica del compuesto.

5.4.5 Tejido Mamario Sano y Maligno

Se calcularon los coeficientes de atenuacion lineal de fotones, totales y parciales, para tejido
mamario normal glandular y adiposo .Conociendo la proporcion en peso de cada uno de los
elementos componentes del tejido, se construyeron los materiales, cuya composicion detalla en la
Tabla 4.

Tabla 4: Composicion de Tejido Mamario Adiposo y Glandular [71].

Tejido Densidad Composicion (%)
Mamario | (g/cm3) H C N @) Cl | Ca | Al
Adiposo 0924 |11.76|7595|1.23| 9.82 | 117 | - -
Glandular 1.04 10.93 | 70.21 | 1.15| 1251 | 1.1 [ 0.61 | 3.46
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A modo de validacién del material, estos calculos de coeficiente de atenuacion lineal se
contrastaron con datos experimentales obtenidos de [71].

De la misma forma, a modo de validacion del célculo del coeficiente de atenuacion lineal del tejido
mamario maligno, se contrastaron los valores calculados por el cddigo Penélope con datos
experimentales obtenidos de [71-72].Conociendo la proporcion en peso de cada uno de los
elementos componentes del tejido maligno, como lo especifica la Tabla 3.

5.5 NUMERO ATOMICO EFECTIVO

De acuerdo a lo descripto en el Capitulo I, especificamente en los items 2.3 y 2.3.1, el nUmero
atomico efectivo, Z, puede utilizarse para describir el complejo proceso de interaccién de los
fotones con materiales compuestos, siendo el Zg; dependiente de la energia del foton y esta
estrechamente relacionada con la densidad de electrones. Es generalmente aceptado que un Unico
nimero no puede representar el nimero atdmico en todo el rango de energia, para todas las
interacciones de fotones con la materia [23] de alli que este nimero en materiales compuestos sea el
numero atémico efectivo.

Considerando la dependencia funcional de la seccidon eficaz para procesos microscépicos de
Rayleigh (o~ Z"/E™, 2 < n < 3; m = -2) y efecto fotoeléctrico (ope~ Z'/E™, 4 <n < 5; m = -3) [73];
respecto de la energia del foton y su nimero atémico, es razonable suponer que es posible observar
una diferencia entre los nimeros atémicos efectivos parciales; correspondiente a los procesos
microscopicos relevantes en la interaccion de fotones de bajas energias y compuestos de interés
bioldgico.

El uso del nimero atémico efectivo es Gtil para describir la interaccién de un haz de fotones con
materiales compuestos e implica la suposicion fuerte que los atomos constituyentes de las
moléculas del material pueden ser representados por un conjunto de &tomos idénticos, cada uno con
un namero efectivo de electrones Z.. La suposicion fuerte realizada, de hecho, implica una seccion
eficaz efectiva por atomo o,y una seccion eficaz efectiva por electron, oe; simulando un material
compuesto de un unico tipo de "atomo" con nimero atomico igual a Z. Verificandose la siguiente
relacion:

Zeff =Ga/Ge (22)
El nimero atémico efectivo se calcularon utilizando el método directo [24], el cual utiliza la
siguiente expresion:

Zei= 6,/ 6. = Zini G/ Zini Gi/Zi (23)

Donde o, es la seccion eficaz (promedio) por atomo, o, €s la seccion eficaz (promedio) por
electrones; n, 6 y Z son el numero de atomos, la seccion eficaz y el nimero atomico del atomo i-
ésimo, constituyente de la molécula, respectivamente.

Los valores de o, y o, de cada atomo constituyente del compuesto en estudio y del tipo de
interaccion de fotones (Dispersion Rayleigh, Dispersion Compton, Efecto Fotoeléctrico, Produccion
de Pares) se obtuvieron de las tablas generadas con Penélope [40].Para generar los datos de o,
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Penélope utiliza tablas, en el caso de la seccidn eficaz atdbmica total de Dispersion Rayleigh,
Penélope los extrae de la [64]. De mismo modo para las secciones transversales del efecto
fotoeléctrico Penélope los obtiene por interpolacion en una tabla numérica que se extrajo de
[64].Esta biblioteca contiene secciones transversales fotoeléctrica para todas las capas de los
elementos, desde Z = 1 a 100 y energias de los fotones de 1 eV a 1000 GeV, derivado de los
calculos tedricos de Scofield de seccion eficaz de capas[65]y las secciones transversales totales de
Hubbell [66,67].

Por otra parte los eventos de Dispersion Compton, son descriptos por medio de la seccion eficaz
obtenida por la aproximacion de impulso relativista [68].Las contribuciones de las diferentes capas
de electrones atdmicos se consideran por separado. En el caso de los eventos de la Produccion de
Pares en el &mbito de un &omo de nimero atdmico Z, Penélope utiliza modelo semiempirico de
[69].

Para el célculo de nimero atémico efectivo parcial Z®,; , ZP¢,¢p, Z€orp | ZPP.fp (Dispersion
Rayleigh ,Efecto Fotoeléctrico, Dispersion Compton, Produccion de Pares) se utilizaron las
siguientes férmulas 12, 13, 14,15:

R R

R _ 0% _ Xinig";
Zler = F = 0F (24)

Tz

g, n;io
i
C c
o yinjo“;
ZC — a _ &4i™ti® i 2
off T 68 T ml (26)
L Zi

UPPa — Ziniappi (27)
G'gp 'TliO'iPP
i~z

PP —_
27 epp =

Donden; 6 6™, 6%, 06" iy Zison el nimero del &omo, las secciones eficaces parciales y
el nimero atomico del atomo i-ésimo, constituyente de la molécula, respectivamente. Los valores
de las secciones eficaces parciales se calcularon utilizando la base de datos del cddigo Penélope.

5.5.1 Aleaciones

Se calcularon los nimeros atémicos efectivos, totales y parciales las siguientes aleaciones: Brass o
Latdn, [58] [59]; Cerrobend o Lipowitz’s [52]; Newton, Wood, Rose, Darcet [53][54][55][56].Las
aleaciones estan descriptas en la tabla 5.

Tabla 5: Caracteristicas de las aleaciones utilizadas

Aleaciones | Densidad Composicion (%)
3
(g/em’) [ Bi Pb Sn Cd Cu Zn
Z=83 | Z=82 Z=50 Z=48 Z=29 Z=30
Laton 8.9 - - - - 66 34
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Cerrobend 9.64 50 26.7 13.3 10 - -
Newton 9.6 50 31.2 18.8 - - -
Wood 9.51 50 24 14 12 - -
Rose 9.45 50 28 22 - - -
Darcet 9.32 50 25 25 - - -

5.5.2 Aminoacidos

Se calcularon los nimeros atémicos efectivos, totales y parciales para los 8 aminoacidos esenciales:
Histidina (CsHgO,N3); Leucina (Ce¢Hi30.N); Lisina (CgH140,N,); Metionina (CsH;;O,NS);
Fenilalanina (CgH;;0,N); Treonina (C4HgOsN); Triptéfano (C;1H1,0,N); Valina (CsH;;0,N).Los
materiales se construyeron ingresando la formula estequiométrica del compuesto.

5.5.3 Bases Nitrogenadas

Se calcularon los nimeros atémicos efectivos, totales y parciales para las bases nitrogenadas:
Adenina (CsHsNs), Guanina (CsHsNsO), Timina (CsHgN,O,), Citosina (C;HgN,O).Los materiales se
construyeron ingresando la formula estequiométrico del compuesto.

5.5.4 Tejido Mamario Sano y Maligno

Los mecanismos fisicos involucrados en el proceso de interaccién de un haz de fotones con
materiales puros y compuestos son bien conocidos en la actualidad. Por lo tanto, es posible en
principio, utilizarlos para describir y diferenciar entre tejidos biol6gicos sanos y malignos. En este
sentido, el tejido mamario representa un caso muy particular en la obtencién de imagenes
radiograficas, debido a su composicion homogénea y a que las lesiones indicadoras de la presencia
de tumores son muy pequefias y de composicion semejantes al tejido normal.

Bajo la suposicion de que, para una combinacion adecuada de los valores de los parametros que
describen un haz de fotones y el material absorbente, tales como energia del haz, composicién del
tejido y concentracion de elementos pesados, en el proceso de interaccion de la radiacién con la
materia, es posible diferenciar entre tejidos biolégicos semejantes que difieren en las
concentraciones de metales pesados. Por ejemplo, en el caso de tejidos mamarios sanos y malignos,
estos Ultimos poseen una mayor concentracion de metales pesados, tales como Ca, Cl, K, Rb, Zn.
Fe[60,61].En la literatura se encuentran trabajos experimentales que reportan caracterizacion de los
tejidos mamarios sanos y malignos, mediante medidas del coeficiente de atenuacién lineal,
utilizando un haz de fotones polienergético. Los mismos muestran la existencia de diferencias
detectables entre el coeficiente de atenuacion lineal del tejido mamario sano y el del carcinoma
ductal infiltrante, para energias del orden de E ~ 30 keV. [74]

Se calcularon nimero atémico efectivo, total y parcial, de tejido mamario sano y maligno, cuya
composicion se detallé en la Tabla 3, utilizando los datos de la tablas generados por el Penélope
[40]de los valores de o, y o, de cada atomo constituyente del tejido en estudio y del tipo de
interaccion de fotones (Dispersion Rayleigh, Dispersion Compton, Efecto Fotoeléctrico, Produccion
de Pares), para luego aplicar el Método Directo [24],aplicando la formula (19)en el rango de energia
de 10 a 150 keV.
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5.6 DESARROLLO EXPERIMENTAL
5.6.1 Obtencion de la Muestra de ADN

A fin de evaluar el efecto de la radiacion sobre la molécula de ADN, se utilizé un ADN plasmidico,
pcDNA3.1, purificado de bacterias E. coli de la cepa DH5a. Para la obtencion del plasmido
pcDNA3.1 se utilizo el Kit de Axygen Biosciences [75]. Este kit se basa en una modificacion de la
lisis alcalina con SDS de células bacterianas en combinacion con la filtracion y la unién selectiva
del ADN plasmidico a la columna de purificacion especial AxyPrep. Para el aislamiento del
pcDNAS3 se utilizo el protocolo provisto con el kit. En la figura 18 se sintetiza dicho procedimiento.
La concentracién del plasmido obtenido se determind por su absorbancia a 260 nm en un
espectrofotometro para bajos volimenes (Nanodrop 2000).

Lisis
Neutralizacion
7 Filtracion
Unién
! |
Lavado
Elucion

Figural8: Resumen del Procedimiento utilizado.

5.6.2 Electroforesis del ADN en gel de agarosa

La concentracion e integridad del ADN, asi como el tamafio de distintos fragmentos de ADN
pueden ser verificadas mediante electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida. La
electroforesis consiste en la separacion de moléculas (proteinas, isoenzimas, acidos nucleicos) a
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través de una matriz tamponada (agarosa, acrilamida, almidén). La matriz funciona como un filtro,
separando las moléculas en un campo eléctrico, de acuerdo al tamafio y la carga neta que poseen.
En el caso de los acidos nucleicos, el grupo fosfato es el responsable de la migracion por la fuerte
carga negativa en condiciones de pH neutro, haciendo que los fragmentos migren hacia el polo
positivo (dnodo) durante la electroforesis.

La resolucién y velocidad de separacion de fragmentos de ADN por electroforesis son reguladas por
la concentracion de agarosa (o acrilamida) en el gel y el voltaje aplicado durante la electroforesis.
La agarosa funciona como un filtro en el que los fragmentos de menor tamafio migran méas
rapidamente hacia el anodo que aquellos de mayor tamafio. Al aumentar la concentracién de
agarosa se dificulta el movimiento de los fragmentos a lo largo del gel, permitiendo obtener una
mayor resolucion en los fragmentos de menor longitud. El incremento del voltaje aumenta
proporcionalmente la velocidad de migracion de los fragmentos en el gel. La concentracion de
agarosa y el voltaje con los que se debe trabajar depende del tamafio del segmento de ADN que se
quiera visualizar.

Los acidos nucleicos separados en geles de agarosa pueden visualizarse mediante tincién con
colorantes fluorescentes, lo cual permite evaluar su integridad y estimar su concentracién mediante
un andlisis comparativo con patrones de tamafio y concentracion conocidos. Los colorantes
fluorescentes actian mediante insercion entre los pares de bases que conforman el &cido nucleico.
El bromuro de etidio es ampliamente utilizado para la visualizacion de ADN y ARN. Sin embargo,
éste es un reactivo altamente téxico, con propiedades mutagénicas, por lo que en la actualidad
existen colorantes fluorescentes alternativos, como el Gel Red y otros, desarrollados
especificamente para reducir los riesgos potenciales de mutagénesis.

Por lo tanto, a fin de evaluar la integridad del ADN y determinar el efecto de la radiacion sobre el
plasmido pcDNAZ3, se realizaron electroforesis en geles de agarosa de acuerdo al protocolo que se
describe a continuacion.

5.6.2.1 Preparacion del gel de agarosa

» Procedimiento para preparar el gel de agarosa al 1% (200ml)

e Equipamiento
Equipo de electroforesis (cubeta, soporte, peine, fuente de alimentacidn)
Transiluminador de luz UV

e Reactivos

Agarosa

Gel Red

Marcador de Peso Molecular
Tampodn de electroforesis TAE 50X
Agua Bidestilada
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e Preparacion de buffer TAE (Tris Acetato EDTA) 50X, pH 8.2-8.4

Tabla 6: Buffer TAE 50X

Composicion Concentracion final
Tris - Acetato 20M
EDTA 0.05 M

Para la preparacion del buffer TAE 50X, se parte de Tris base, &cido acético glacial y una solucién
stock de EDTA 0.5 M. Se mezclan las cantidades adecuadas para obtener las concentraciones
indicadas en la Tabla 6 y se lleva a volumen final con agua bidestilada.

e Preparacion de geles de agarosa concentracion 1%

Tabla 7: Cantidades y Reactivos para la preparacion de Agarosa 1%

%Gel Agarosa TAE 1X
1% 29 200 ml

Nota: el buffer TAE 1X se prepara mediante una dilucién 1:50 de TAE 50X en agua
bidestilada.

Para la preparacion de los geles de agarosa, esta fue disuelta a bafio Maria y con agitacion en buffer
TAE 1X, con el agregado del colorante fluorescente Gel Red (Biotium). Luego se dej6 enfriar la
suspensién hasta alcanzar aproximadamente 50°C y se verti6 en el soporte, se colocé el peine para
formar los pocillos del gel y se dej6 polimerizar durante unos 30 minutos.

5.6.2.2 Electroforesis

Luego de polimerizado el gel, se procedié a realizar la electroforesis, para lo cual se coloco el
soporte con el gel en la cuba de electroforesis, con los pocillos para sembrar las muestras del lado
del catodo. Se agreg6 el tampon de electroforesis TAE 1X, de forma que cubra totalmente el gel de
agarosa. Se sembraron el marcador de peso molecular y las muestras correspondientes al ensayo de
interés. Se corrid la electroforesis a 100 voltios durante 45-60 minutos. Finalmente, los fragmentos
de ADN fueron visualizados mediante luz UV y se realizaron fotografias de la imagen.

5.6.3 Seleccion de la Enzima de Restriccion

A fin de evaluar el efecto de la radiacion gamma en el pldsmido pCDNA3.1 Figura 19,
superenrrollado y en el mismo linealizado, se puso a punto la obtencion del plasmido linealizado,
mediante la incubacion con diferentes enzimas de restriccion. Estas enzimas son endonucleasas que
cortan la molécula de ADN en secuencias especificas. Se ensayaron 3 enzimas diferentes: Xbal,
Hindlll y EcoRI (Invitrogen), con el objetivo de seleccionar a una de ellas para realizar la
linealizacion del plasmido. Se ensayaron estas enzimas porque como puede verse en la figura 19, el
plasmido tiene en su ADN sitios de corte para dichas enzimas.
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Figura 19: Plasmido pCDNA3.1.

El ensayo se realiz6 incubando un volumen conteniendo 0.5 pg de la muestra de ADN (pcDNA3.1
previamente obtenido segun el procedimiento descripto en 5.6.1) con las diferentes enzimas de
restriccion mencionadas, durante 2 hs a 37 °C, cortandose la reaccién enzimatica por frio. Los
detalles del ensayo se especifican en la Tabla 8.

Tabla 8: Ensayo de seleccién de la enzima de restriccion

En ausencia de Xbal Hindlll EcoRlI
Enzima
H,O cantidades suficientes para un volumen final de 20 pl (c.s.p. 20 pl)
ADN 0,5ug 0,5ug 0,5ug 0,5ug
Enzima 0 1U 1U 05U
Buffer 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul

Con el objeto de visualizar la eficiencia de las distintas enzimas testeadas en la obtencién del
plasmido linealizado, se procedi6 a realizar la electroforesis en gel de agarosa del control negativo
y los productos de las diferentes reacciones enzimaticas.

5.6.3.1 Electroforesis

Las muestras obtenidas luego del tratamiento con las enzimas de restriccion (20 pl) y el marcador
de peso molecular (5 pl) Promega 6571A (1Kb) fueron preparadas con 5 pl de loading buffer 6X
(azul bromofenol 0,25%, xileno cianol FF 0,25% y glicerol 30% en agua) (RBC) en un volumen
final de 25 pl.

Mercedes Raquel Valenzuela Pdgina 67




Tesis Doctoral: Estudio de los Efectos Inducidos por un haz de Fotones en Compuestos Quimicos de Interés
Biologico con El Método Monte Carlo

Se sembraron las muestras en un gel de agarosa 1 % para realizar la electroforesis siguiendo los
pasos descriptos en el item 5.6.2.2. Los Resultados se muestran en la Figura 90

5.6.4 Experimentos de Irradiacion
5.6.4.1 Linealizacion de la muestra

Luego de seleccionar la enzima de restriccion optima para linealizar la muestra de ADN (en base a
los resultados descriptos en 6.6.1), se efectlo la linealizacion con la enzima HindlIll. Se incub6 un
volumen de muestra conteniendo 0.5 pg de ADN con 1 pl (1U) de enzima Hindlll, durante 2 hs en
estufa a 37 °C, con un volumen final de 20 pl, cortandose la reaccion enzimadtica por frio. Los
detalles del ensayo se especifican en la Tabla 9.

Tabla 9: Ensayo de Linealizacién de la muestra de ADN con Hindlll

En ausencia de En presencia de la
Enzima Enzima Hindl111
H,0O c.s.p. 20 pl c.s.p. 20 pl
ADN 0,5ug 0,5ug
Enzima 0 1U
Buffer 2 ul 2 ul

Se realizé el ensayo de manera tal de lograr 7 muestras de ADN linealizado y 7 de ADN
superenrrollado para su posterior irradiacion.

5.6.4.2 Irradiacién y Electroforesis

A fin de evaluar las rupturas de cadenas de ADN inducidas por radiacion gamma en soluciones
puras de ADN, las muestras mencionadas en el item anterior fueron irradiadas con una fuente de
radiacion gamma de **¥'Cs (lrradiador IBL-437C; CIS Bio-International, CEBIRSA, Bs. As.
Argentina).

e Primer Ensayo

= Se irradiaron las muestras de ADN del plasmido pcDNA3.1 linealizado y
superenrrollado (ADN plasmidico no linealizado) segun se especifica en la Tabla

10.
Tabla 10: Primer Ensayo de Irradiacion
Dosis 80 Gray 150Gray
Muestras ADN linealizado ADN linealizado

ADN superenrrollado ADN superenrrollado

= Luego de irradiadas, luego de 16 horas post irradiacion, las muestras fueron
u () iz i
reparadas sembradas en un gel de agarosa 1 % para realizar la corrida
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electroforética como se describio en 5.6.2.2. Los detalles del ensayo se especifican
enlas Tabla 11y 12.

Tabla 11: Muestras para electroforesis de la primera irradiacion

ADN lineal ADN Marcador de
superenrrollado | Peso Molecular
Muestras 19ul 19ul -
H,O - - 15ul
Loading Buffer 5ul Sul 4 ul
Marcador de - - 5ul
Peso Molecular

Tabla 12: Orden de siembra de la electroforesis de la primera irradiacion

Calles
1 2 | 3 | 4 5 | 6 | 7
Marcador ADN superenrrollado ADN lineal
de Peso 0 Gy 80 Gy 150 Gy 0 Gy 80 Gy 150 Gy
Molecular

= El andlisis de las imagenes de la electroforesis se realizaron con el programa
ImageJ [76].Los resultados se detallan en las Figuras 91 a 94.

e Segundo Ensayo

= Se irradiaron las muestras de ADN linealizado y superenrrollado, con las dosis
detalladas en la Tabla 13.
Tabla 13: Segundo Ensayo de Irradiacion

Dosis 5Gray | 10Gray | 50Gray | 100 Gray | 150 Gray

Muestras ADN plasmidico (pcDNA3.1) linealizado

ADN plasmidico (pcDNA3.1) superenrollado

= Las muestras irradiadas se corrieron por duplicado en electroforesis en gel de
agarosa. Los detalles del ensayo se especifican en las Tabla 14 y 15.

Tabla 14: Muestras para electroforesis de la segunda irradiacion

ADN lineal ADN Marcador de
superenrollado Peso Molecular
Muestras 19ul 19ul -
H,0 - - 15pl
Loading Buffer 5ul 5ul 4 ul
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Marcador de - - 5ul
Peso Molecular

Tabla 15: Orden de siembra de la electroforesis de la segunda irradiacion

Calles
1 2| 34|56 | 7|89 10f11]12]13
Marcador ADN no lineal ADN lineal
de Peso Dosis (Gy
Molecular "o 57710 [ 50 [200[ 150 0 | 5 | 10 | 50 | 100 ] 150

= El andlisis de las imagenes de la electroforesis se realizaron con el programa
ImageJ [76], Para ello, se realizaron las densitometria de las bandas obtenidas en
las corridas electroforéticas.

= Se realizaron duplicados de las distintas condiciones experimentales y se calcularon
los valores medios y la desviacion estandar de los datos obtenidos por
densitometria de las bandas obtenidas en la electroforesis. Los resultados del
segundo ensayo de irradiacion se observan en las figuras 96 a 98.
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Capitulo 6

L

RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 SIMULACIONES EN AGUA

6.1.1 Validacion del Cédigo PENELOPE
6.1.2 Dosis Total, Primaria y Secundaria
6.2 SIMULACIONES EN ALEACIONES

6.2.1 Aleaciones de Plomo
6.2.1.1 Validacion de Aleacion Lipowitz o Cerrobend
6.2.1.2 Curvas de Isodosis utilizando Distintas Aleaciones de Plomo

6.2.1.3 Espectro de Fotones Primarios en Cerrobend ™ o Lipowitz

6.2.2 Aleaciones de Cu: Latén o Brass

6.2.2.1 Validacion de la Aleacién Laton o Brass
6.2.2.2 Espectro de Fotones Primarios en Laton o Brass
6.2.2.3 Cuantificacion del Endurecimiento del haz-Curvas PDD
6.3 SIMULACIONES EN TEJIDOS
6.3.1Validacion del célculo de espectros en Tejidos

6.3.2Espectros de electrones primarios y secundarios en tejido mamario normal y maligno
utilizando espectro de 6 MV.

6.3.3Espectros de electrones primarios y secundarios en tejido mamario normal y maligno
utilizando espectro de 140 KeV.

6.4 COEFICIENTE DE ATENUACION

6.4.1 Validacion del calculo con el codigo PENELOPE
6.4.2 Aleaciones

6.4.3 Aminoacidos

6.4.4 Bases Nitrogenadas

6.4.5 Tejido Mamario Sanoy Maligno

6.5 NUMERO ATOMICO EFECTIVO

6.5.1 Aleaciones
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6.5.2 Aminoacidos

6.5.3 Bases Nitrogenadas

6.5.4 Tejido Mamario Sano y Maligno
6.6 DESARROLLO EXPERIMENTAL

6.6.1 Seleccion de la Enzima de Restriccion

6.6.2 Experimentos de Irradiacion y Corridas Electroforéticas

6.6.2.1 Primer Ensayo
6.6.2.2 Segundo Ensayo

6.1 Simulaciones en Agua

6.1.1 Validacion del Coédigo PENELOPE

Para la validacion del Cédigo se compararon los valores de dosis totales absolutas y porcentaje de
dosis en profundidad (PDD) en el eje central del fantoma de agua y perfil de dosis totales a 10 cm
de profundidad, obtenidas por simulacion y las medidas experimentalmente, en las mismas
condiciones a las simuladas, para un campo de 10x10 cm? Figuras 20, 21 y 22.De esta
comparacion surgen que la diferencia entre los valores simulados y medidos experimentalmente es
menor al 1,5%.En cuanto a los valores de dosis absolutas y el perfil de dosis a 10 cm de
profundidad, se obtuvieron con una incertidumbre estadistica menor al 0,8% y menos de 1,4% de
incertidumbre experimental, Figura 20 y 21.Los valores simulados de PDD se obtuvieron con una
incertidumbre estadistica del 0.6% y menos de 2% de incertidumbre experimental.Figura 22
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Figura 20: Dosis depositada, en valores absolutos, a lo largo del eje central Z.
Campo 10 x10 cm® Valores simulados vs. Experimentales
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Figura 21: Perfil de dosis a 10 cm de profundidad.
Campo 10 x10 cm®Valores simulados vs. Experimentales.
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Figura 22: Porcentaje de dosis en profundidad (PDD).
Campo 10 x10 cm?.Valores simulados vs. Experimentales.

Los resultados expuestos ponen de manifiesto el acuerdo entre los valores simulados con el codigo
Penélope y medidos experimentalmente, de lo cual surge que el mismo es apto para ser utilizado en
la simulacion del transporte de la radiacion en la materia y ademas implica la veracidad de los
valores calculados.
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6.1.2 Dosis Total, Primari

ay Secundaria

De acuerdo a la metodologia descripta en 5.1.2 se obtuvieron valores de dosis absolutas simulando
campos abiertos de 3x3 cm?a 20x20 cm®.Figura 23:
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Figura 23: Dosis Total Absoluta para campos de 3x3 cm? a 20x02cm?

Se graficaron los valores de dosis total a 10 cm de profundidad de cada tamafio de campo simulado,
en funcion del tamafio de campo , y por extrapolacion a campo caro, se obtuvo el valor de dosis
primaria o dosis de campo cero. Figura24
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Figura 24: Dosis absoluta a 10 cm de profundidad para cada tamafio de campo.

Extrapolacion a campo cero.
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De acuerdo al procedimiento descripto en 5.1.2 by aplicando las formulas 15 y 16 se obtuvieron
los valores de Dosis dispersa o secundaria a 10 cm de profundidad y se graficaron en funcién del
tamario de campo. Figura 25
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Figura 25: Dosis dispersa a 10 cm de profundidad para cada tamafio de campo simulado.

Se observd un aumento del valor de la dosis total en profundidad a medida que aumenta el tamafio
del campo, a expensas del aumento del valor de la dosis secundaria o dispersa, ya que al aumentar
el volumen de agua irradiada aumenta el numero de interacciones y la energia depositada, mientras
que la dosis primaria o dosis a campo cero se considera constante.

De los resultados de dosis total, dosis primaria y dosis dispersa podemos deducir que la
componente de radiacion dispersa de la dosis total en profundidad puede calcularse separadamente
de la componente primaria, siendo ésta ultima independiente del tamafio y forma del campo, a
diferencia de la dosis dispersa que si es dependiente del tamafio y forma del campo.

Este proceso de separacion de la dosis total en sus dos componentes principales primaria y
secundaria, puede tener ciertas limitaciones, como se menciona en la literatura [77], ya que en este
procedimiento se utilizan valores obtenidos en condiciones de referencia, como ser valores de
dosis en el eje central del fantoma de agua, a 10 cm de profundidad y para campos abiertos. De
todos modos, en principio, la separacion de la dosis total en sus componentes primaria y secundaria
puede considerarse valida como una primera aproximacion en el estudio del proceso de deposicion
de energia de un haz de fotones en agua.
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6.2 SIMULACIONES EN ALEACIONES
6.2.1 Aleaciones de Plomo
6.2.1.1 Validacion de Aleacion Lipowitz o Cerrobend

De acuerdo a 5.2.2.1 se realizo la validacion del material Cerrobend ™ o Lipowitz, obteniéndose
los valores de coeficiente de atenuacion lineal para cada energia simulada y comparando estos con
los resultados tedricos. Figura 26
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Figura 26: Coeficiente de atenuacion lineal del Cerrobend.
Comparacion de valores simulados y valores teéricos.

Del acuerdo entre los valores simulados de los coeficientes de atenuacion lineal del Cerrobend y
los tedricos [52], surge que el cddigo es competente para simular el transporte de la radiacién en
este tipo de aleacion.

6.2.1.2 Curvas de Isodosis utilizando Distintas Aleaciones de Plomo

De acuerdo a la metodologia descripta en 5.2.2.2, utilizando las aleaciones de Pb, (Cerrobend™ o
Lipowitz, Rose, Wood, Newton y Darcet) descriptas en la Tabla 1, como blogueantes del haz
incidente, utilizando la geometria de indicada en la Figura 17, se obtuvieron y se compararon las
curvas de isodosis absolutas a 10 cm de profundidad en agua. Obteniéndose una diferencia
dosimétrica, respecto del material de Lipowitz, que van desde 6 a 9 %, de los materiales
investigados. Figuras 27, 28,29 y 30.
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Figura 27: Curvas de Isodosis absolutas a 10 cm de profundidad. Comparacidn entre aleacion
Darcet y Lipowitz. Diferencia dosimétrica obtenida: 9.7%
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Figura 28: Curvas de Isodosis absolutas a 10 cm de profundidad. Comparacion entre aleacion
Wood Yy Lipowitz. Diferencia dosimétrica obtenida: 6.6 %.
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Figura 29: Curvas de Isodosis absolutas a 10 cm de profundidad. Comparacion entre aleacion
Newton y Lipowitz. Diferencia dosimétrica obtenida: 9.2%.
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Figura 30: Curvas de Isodosis absolutas a 10 cm de profundidad. Comparacién entre aleacién Rose
y Lipowitz. Diferencia dosimétrica obtenida: 6.7%

De las curvas de isodosis obtenidas se observa que la aleacion Lipowitz posee una capacidad
superior de atenuacion que las deméas aleaciones de plomo utilizadas, presentando las aleaciones
Wood y Rose mayor capacidad atenuante que las aleaciones Newton y Darcet.

Como se utilizo un haz de fotones de 6 MeV y debido al elevado nimero atémico efectivo de las
aleaciones de Plomo, Z¢ ~ 80, al depdsito de dosis contribuyen predominantemente la Dispersion
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Compton, conjuntamente con el Efecto Fotoeléctrico y la Produccion de Pares, segun lo indica la
Figura 1.

Estos resultados sefialan la importancia de conocer con exactitud las caracteristicas dosimétricas
del material utilizado como blogueante en tratamientos de radioterapia. Ya que al variar la
composicién de la aleacion de plomo utilizada, varia el Numero Atémico Efectivo y el coeficiente
de atenuacién ,por lo tanto su capacidad atenuante, con respecto al Lipowitz que es la aleacion de
referencia, introduciéndose una diferencia dosimétrica significativa, del orden del 6 al 9 %, siendo
estos valores porcentuales significativos en radioterapia.[78]

6.2.1.3Espectro de Fotones Primarios en Cerrobend™ o Lipowitz

De acuerdo a la metodologia descripta en 5.2.2.3 y con el fin estudiar el endurecimiento del haz, se
comparan el espectro que incide sobre el compensador y el transmitido, luego de atravesar el
compensador. En la Figura 31 se puede observar que el espectro transmitido sefiala un corrimiento
hacia las regiones de energias medias y altas, originandose de esta manera una filtracion de los
fotones de la region de menor energia, en el intervalo de energias comprendido desde 0,125 MV a
3,75 MV, donde se produce un filtrado que va desde un 100% para los fotones de 0.125 MV, hasta
un 17 % para los fotones de 1,357 MV. Si se consideran los procesos microscopicos involucrados
en este proceso, segiin muestran las Figuras 32 y 33, la dispersion Compton (Figura 32 a) es la
interaccién relevante en el endurecimiento del haz, siendo el efecto fotoeléctrico (Figura 32b) la
dispersién Rayleigh (Figura 33a) despreciable; mientras que la produccion de pares (Figura 33b)
tiene importancia en la region de alta energia.

Material Atenuador Cerrobend
012 4 ~——ESPECTRO INCIDENTE
—— ESPECTRO TRANSMITIDO

0,10 =

0,08 -

0,06 -

0,04 <

Probabilidad Relativa

0,02 4

OGD LI LI L LN | L) T T 1 1
00 05 1.0 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Energia (MeV)

Figura 31: Comparacion entre los espectro del haz incidente y el haz
Transmitido. Cada espectro esta normalizado a si mismo.
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Figura 32:a) Comparacion entre el espectro del haz incidente y el espectro Compton del haz
transmitido. b) Comparacion entre el espectro del haz incidente y el espectro del haz Fotoeléctrico

transmitido. Cada espectro esta normalizado a si mismo
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Figura 33:a) Comparacion entre el espectro del haz incidente y el espectro del haz Rayleigh
transmitido. b) Comparacion entre el espectro del haz incidente y el espectro del haz de Produccién
de Pares transmitido. Cada espectro esta normalizado a si mismo.

De los resultados expuestos observamos que luego de atravesar el atenuador de Lipowitz’s, cambia
el perfil del espectro incidente dando origen a un corrimiento del espectro hacia la regién de medias
y altas energias, produciéndose un filtrado de las componentes correspondientes a la region de bajas
energias del espectro, dando lugar al endurecimiento del haz transmitido, lo que estd en
coincidencia con lo reportaron otros autores con respecto al Lipowitz’s [79-80].Al mismo tiempo al
considerar los procesos microscopicos involucrados en este proceso de endurecimiento se encuentra

como interaccion relevante la dispersion Compton.
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6.2.2 Aleaciones de Cu: Latén o Brass

6.2.2.1 Validacion de la Aleacion Laton o Brass

Con los valores obtenidos del montaje experimental descripto en 5.2.3.1.1 y con los valores
simulados con la metodologia descripta en 5.2.3.1.2, se valid6 el material Laton. Calculandose
para los campos de 3x3 cm? y 10x10 cm?, la relacion entre la dosis en profundidad en el eje central
para campos abiertos y bloqueados, con diferentes espesores de laton; con un incertidumbre
estadistica de 1,2% y con una incertidumbre experimental de 1%, para el campo de 3x3 cm?
mientras que para el campo 10x10 cm’ se obtuvo 1% de incertidumbre estadistica y 1,5% de
incertidumbre experimental. Figuras 34 y 35.

El acuerdo entre los valores de dosis medidos experimentalmente y los simulados, tanto para el
campo de 3x3 cm % como para el campo de 10x10 cm?, implican la veracidad de valores obtenidos
con latén como atenuador.

60

e

—»— Medido

— +— Simulado
50 -

40 +

campo abierto a 10 cm

/D

30 H
L
- \

10 T T T T T T T T T

campo bloquedoa 10 cm

/

Espesor del Laton (cm)

Figura 34: Comparacion de la relacion de dosis a 10cm de profundidad para campos abiertos y
bloqueados en funcidn del espesor del bloque de Laton .Valores calculados y medidos.
Campo 3x3 cm ?, Elekta Precise-SL-18, 6 MV de fotones. DFS = 100 cm.
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Figura 35: Comparacion de la relacion de dosis a 10cm de profundidad para campos abiertos y
bloqueados en funcidn del espesor del bloque de Laton .Valores calculados y medidos.
Campo 10x10 cm 2 Elekta Precise-SL-18, 6 MV de fotones. DFS = 100 cm

6.2.2.2 Espectro de Fotones Primarios en Laton o Brass

Los resultados obtenidos de las simulaciones de Montecarlo realizadas con el espectro de 6 MeV
de fotones [44] cuando atraviesa un compensador de brass, muestran cambios significativos en el
espectro transmitido. La Figura 36 exhibe el espectro de energia transmitido del haz cuando
atraviesa un compensador de 4 cm de brass para un campo de 3x3cm?® comparado con el espectro
incidente, mientas que la Figura 37 expone el espectro de energia transmitido del haz cuando
atraviesa un compensador de 5 cm de brass para un campo de 10x10cm? comparado con el espectro
incidente. En ambas figuras se puede observar como el espectro de energia transmitido disminuye
en la totalidad de los intervalos de energias considerados y se desplaza hacia las regiones de altas
energias, debido a la atenuacién preferente de los fotones de energias bajas e intermedias. Este
proceso que se pone de manifiesto se trata del Ilamado proceso de endurecimiento del haz, que se
sustenta en el hecho de que los fotones de bajas energias interaccionan preferentemente con el
medio.
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Figura 36: Comparacién entre espectro incidente y resultante transmitido. Cada espectro esta
normalizado a si mismo. Campo 3x3cm?.
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Figura 37: Comparacion entre espectro incidente y resultante transmitido. Cada espectro esta
normalizado a si mismo. Campo 10x10cm?

Con el proposito de dilucidar los eventos responsables de los cambios en el espectro transmitido, se
estudiaron las contribuciones parciales de los procesos microscopicos que ocurren en el rango de
energia considerado y de acuerdo al nimero atémico efectivo del laton (Dispersion Compton,
Efecto Fotoeléctrico, Dispersion Rayleigh y Produccion de Pares). Las figuras 38 y 39 revelan los
resultados para el campo de 3x3cm? y 10x10cm?, donde se pone de manifiesto que el cambio mas
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importante se debe a Dispersiébn Compton ,mientras que los cambios causados por el Efecto

Biologico con El Método Monte Carlo

fotoeléctrico, la Produccion de Pares y Dispersion Rayleigh son insignificantes.
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Figura 38: Comparacion entre espectro incidente y espectro resultante transmitido, luego de restar
al espectro incidente cada proceso microscopico ocurrido en el compensador. Campo 3x3 cm?
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Figura 39: Comparacién entre espectro incidente y espectro resultante transmitido, luego de restar
al espectro incidente cada proceso microscopico ocurrido en el compensador. Campo 10x10 cm?

Los resultados concuerdan con los reportados en la literatura para materiales de nimero atémico
intermedio, como lo es el del latén o brass, donde la Dispersion Compton parece ser el proceso
relevante para energias de los fotones incidentes que oscilan entre 0,2 keV y 5 MV; con el nimero
atémico efectivo constante en ese rango de energia [81-82].Ademas teniendo en cuenta la Figura 1
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donde se muestra la importancia relativa de eventos microscopicos que se producen en la
interaccion de los haz de fotones y la materia, teniendo en cuenta la energia de los fotones y el
numero atomico del material absorbente, puede apreciarse que el Z efectivo del laton o brass, =30,
para las energias de fotones entre 0.2 y 6 MV se encuentra en la zona donde la Dispersion Compton
es dominante. [31].

6.2.2.3 Cuantificacion del Endurecimiento del haz-Curvas PDD

La figura 40 muestra la comparacion de las medidas experimentales de los porcentajes de dosis
en profundidad para un campo de 10x10cm?, para el espectro incidente con campo abierto, y para el
espectro transmitido cuando el campo estd bloqueado con las hojas de laton. Cada PDD esta
normalizado a si mismo. En el mismo se puede observar el cambio en la penetracion del haz antes y
después del compensador por el efecto de endurecimiento del haz. El efecto neto es de
aproximadamente 1,3% de incremento del porcentaje de la dosis en profundidad, a 5 cm de
profundidad y 2,4% de la dosis a una profundidad de 10 cm, mientras que en la profundidad de 15
cm, la diferencia es aproximadamente de 4,0%. Con la incertidumbre experimental del 0,3% en el
campo abierto y el 3% para el campo bloqueado.

*— PDD Medido con Espectro Incidente
100 &\ =— PDD Medido con Espectro Transmitido

\\
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Figura 40: Comparacion entre PDD medidos con espectro incidente y espectro transmitido. Cada
PDD es normalizado a si mismo. Campo de 10x10cm?.

La figura 41 muestra la comparacion de los valores obtenidos por simulacién del porcentaje de
dosis en profundidad para el campo de 10x10 cm?, con el espectro incidente ,para el caso de campo
abierto y el espectro de transmision para el caso del campo blogueado con hojas de latén, cada uno
normalizado a si mismo. Se puede observar el cambio en la penetracion del haz antes y después de
atravesar el compensador por el efecto de endurecimiento del haz. El efecto neto es de
aproximadamente 1,3% por ciento de la dosis a 5 cm de profundidad y 2,2% a una profundidad de
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10 cm, mientras que en la profundidad de 15 cm, la diferencia es alrededor del 3.4%. Con
incertidumbre estadistica 0,8% para el campo abierto y 2% para el campo de blogqueado.
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Figura 41: Comparacion entre PDD simulados con espectro incidente y espectro transmitido. Cada
PDD es normalizado a si mismo. Campo de 10x10cm?

Esta investigacion realizada utilizando al laton como atenuador revela la importancia del proceso
de endurecimiento de un haz de fotones cuando se utilizan compensadores de metal o cufias .En
particular, proporciona una estimacion cuantitativa del aumento de la dosis absorbida como
consecuencia del aumento de la energia efectiva. Ademas se encuentra que la modificacion del
espectro basada Unicamente en Interacciones Compton es suficiente para dar cuenta de la mayoria
de los efectos observados en el proceso de endurecimiento del haz, ya que la produccién de pares
s6lo afecta marginalmente el espectro de 6 MV, lo que significa que puede ser ignorado también.
Esto abre la puerta a un endurecimiento simplificado del haz basado solamente en las interacciones
Compton .También se suministra el espectro modificado que sale del compensador de latén de 5 cm
de espesor, que puede ser de importancia para las simulaciones Montecarlo basadas en un espectro
incidente en la superficie del paciente.
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6.3 SIMULACIONES CON TEJIDOS
6.3.1 Validacion del célculo de espectros en Tejidos

Para validar los célculos realizados con el Cddigo PENELOPE, se compararon fluencia de
electrones primarios simulados con PENELOPE con los publicados por Siebers et al [62]. Los
resultados se muestran en la Figura 42.

Fluencia de Electrones Primarios
—e— Penelope
—un— Siebers et. al.

Fluencia de Electrones Primarios

Energia (MV)

Figura 42: Fluencia de Electrones Primarios. Comparacion de datos calculados por PENELOPE y
Siebers et al [62].

El acuerdo entre los valores obtenidos por simulacién con el cddigo Penélope y los datos publicados
por Siebers et al [62], implican la veracidad de los espectros de electrones calculados con el codigo.

6.3.2 Espectros de electrones primarios y secundarios en tejido mamario normal y maligno
utilizando espectro de 6 MV.

Para diferenciar entre tejidos bioldgicos semejantes que difieren en las concentraciones de metales
pesados, se obtuvieron los espectros de energia de electrones primarios y secundarios generados por
Dispersion Rayleigh, Efecto Fotoeléctrico, Dispersion Compton o Produccién de Pares , en tejidos
mamarios sanos y malignos. Figuras 43, 44, 45, 46,47 y 48.
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Figura 43: Comparacidn entre espectro de electrones primarios generados por Dispersion Compton

en tejido mamario sano y maligno.
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Figura 44: Comparacion entre espectro de electrones primarios generados por Efecto Fotoeléctrico

en tejido mamario sano y maligno
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Figura 45: Comparacion entre espectro de electrones primarios generados por Produccién de Pares
en tejido mamario sano y maligno.
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Figura 46: Comparacion entre espectro de electrones secundarios generados por Dispersion
Compton en tejido mamario sano y maligno.
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Figura 47: Comparacion entre espectro de electrones secundarios generados por Efecto
Fotoeléctrico en tejido mamario sano y maligno.
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Figura 48: Comparacion entre espectro de electrones secundarios generados por Produccion de
Pares en tejido mamario sano y maligno.

Los resultados muestran diferencias entre los espectros de energia de los tejidos sanos y malignos.
En el caso especifico de los espectros primarios, las diferencias se encuentran en los electrones
primarios generados por Efecto Fotoeléctrico y generados por Produccion de Pares. Mientras que en
el caso de los espectros de electrones secundarios las diferencias se encuentran en los electrones
secundarios generados por Produccion de Pares. Estas variaciones observadas en los espectros del
tejido maligno tendrian su origen en la composicion del mismo, ya que posee mayor cantidad de
metales que el tejido sano, como se especificd en la Tabla 3. Cabe destacar que la diferencia
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observada entre los espectros se encuentra en la zona de baja energia del espectro, menor a 2 MV,
donde tiene importancia el Efecto Fotoeléctrico. Esta diferencia encontrada entre los tejidos podria
ser utilizado como una herramienta complementaria de diagnostico para caracterizar y diferenciar
tejido mamario normal del maligno.

6.3.3 Espectros de electrones primarios y secundarios en tejido mamario normal y maligno
utilizando espectro de 140 KeV.

Para diferenciar entre tejidos mamarios sanos y malignos, utilizando espectro de 140 KeV. se
obtuvieron los espectros de energia de electrones primarios y secundarios generados por Efecto
Fotoeléctrico, Dispersion Compton .Figuras 49, 50, 51, 52 .
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Figura 49: Comparacion entre espectro de electrones secundarios generados por Dispersion
Compton en tejido mamario sano y maligno.
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Figura 50: Comparacion entre espectro de electrones secundarios generados por Efecto
Fotoeléctrico en tejido mamario sano y maligno.
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Figura 51: Comparacion entre espectro de electrones secundarios generados por Dispersion
Compton en tejido mamario sano y maligno
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Figura 52: Comparacion entre espectro de electrones secundarios generados por Efecto
Fotoeléctrico en tejido mamario sano y maligno.

Los resultados obtenidos utilizando el espectro de 140 KeV [63], que es el rango de energia que se
utiliza en mamografia, muestran diferencias entre los espectros de energia de electrones primarios y
secundarios de los tejidos mamarios normal y maligno, en particular para los electrones secundarios
generados por Efecto Fotoeléctrico. Lo cual es razonable por la energia del espectro incidente
utilizado y porque el tejido mamario sano difiere del maligno en la cantidad de metales presentes,
como se especifico en la Tabla 3, y los nimeros atdmicos de estos metales estdn comprendidos en el
rango que va desde el Aluminio de Z= 13 al Cesio de Z =55.Por lo tanto en este rango de energia y
rango numeros atémicos la interaccion de fotones més importante es el Efecto Fotoeléctrico, como
se indica en la Figura 1.A si mismo ésta diferencia entre los tejidos podria ser utilizada como una
herramienta de diagnoéstico complementario para caracterizar y diferenciar entre tejido mamario
normal y maligno.

6.4 COEFICIENTE DE ATENUACION
6.4.1 Validacion
Se compararon los valores de coeficiente de atenuacion masico calculados con Penélope con los

medidos por [70] para el Cloruro de Amonio (NH,CI).Obteniéndose una diferencia menor al 0,9 %
en todos los puntos, lo que implica la veracidad de los valores calculados.
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Figura 53: Coeficiente de Atenuacion Masico. Comparacion de valores calculados con Penélope y
medidos por Rudraswamy B. And Dhananjaya [70].

6.4.2 Aleaciones

El coeficiente de atenuacion masico segun lo especificado en la seccion 2.2 depende de la energia
del foton incidente y del nimero atomico del atenuador. En la Figura 54,se muestran los valores de
coeficientes de atenuacion masico de Dispersion Rayleigh en funcion de la energia de los fotones,
para las aleaciones de Plomo y para el Laton, muestran una disminucion con el aumento de la
energia de los fotones, tomando valores mayores en la region de bajas energias (1x10™ a 0,01
MeV) y alcanzando valores minimos en la region de alta energia, 100 MeV., lo que es esperable, ya
que la dispersion rayleigh tiene importancia bajas energias y para niameros atémicos altos.

Las aleaciones de plomo, estas presentan una coincidencia en los valores de coeficientes de
atenuacion en todo el rango de energia estudiando, por lo que las diferencias en la composicion
quimica estas aleaciones de plomo no influye y ademas no presenta discontinuidades en la region
de baja energia. Mientras que el Laton muestra valores de coeficientes de atenuacion menores a las
demas aleaciones estudiadas, en todo el rango de energia y presenta discontinuidades en su curva en
la region de bajas energias (1x10™ a 0,01 MeV).Por lo que la diferente composicién quimica de las
aleaciones de plomo y el Laton si tiene influencia en este caso.
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Figuras 54: Variacion del coeficiente de atenuacion masico de Dispersion Rayleigh en funcion de
la energia, para las aleaciones Latdn, Cerrobend, Darcet, Newton, Rose y Wood.

En la Figura 55 se muestran los valores de coeficientes de atenuacion masico de Efecto
Fotoeléctrico en funcion de la energia de los fotones, para las aleaciones de Plomo y para el Laton,
muestran una disminucién con el aumento de la energia de los fotones, tomando valores elevados
en la region de bajas energias (1x10“ a 0,1 MeV) y alcanzando valores minimos en la region de
alta energia, 100 MeV. Con respecto a las aleaciones de plomo, estas presentan una coincidencia en
los valores de coeficientes de atenuacion en todo el rango de energia estudiando, por lo que las
diferencias en la composicion quimica de estas aleaciones de plomo no influyen.

Mientras que el Laton presenta valores de coeficientes de atenuacion menores a las deméas
aleaciones estudiadas a partir de 0,01 MeV. Por lo que la diferencia en la composicion quimica de
las aleaciones de plomo y el Latén si tiene influencia en este caso. Tanto el Latdn como las ademas
aleaciones de Plomo presentan marcadas discontinuidades en sus curvas en la region de bajas
energias (1x10™ a 0,1 MeV), serian por la absorcién de los bordes, de las capas K, L, M, para
elementos de altos nimeros atémicos.

En la Figura 56 se muestran los valores de coeficientes de atenuacion mésico de Dispersion
Compton en funcién de la energia de los fotones, entre las aleaciones de Plomo no se observan
diferencias en los valores de coeficiente de atenuacion, por lo que no influye la composicion
quimica, mostrando en un principio un incremento en los valores hasta alcanzar valores maximos en
el rango intermedio de energias de 0,1 a 1 MeV y luego decrece a altas energia. Con respecto al
Latén exhibe valores de coeficiente de atenuacion mayores a los de las demas aleaciones en todo el
rango de energia, en particular a bajas energias en el rango de 2x10™* a 0,2 MeV. Sin embargo
presenta el mismo comportamiento, en un principio un incremento de los valores hasta alcanzar
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valores maximos en el rango de energias de 0,1 a 1 MeV y luego decrece a medida que aumenta la
energia.
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Figuras 55: Variacion del coeficiente de atenuacion maésico de Efecto Fotoeléctrico en funcion de
la energia, para las aleaciones Laton, Cerrobend, Darcet, Newton, Rose y Wood.
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Figuras 56: Variacion del coeficiente de atenuacion masico de Dispersion Compton en funcion de
la energia, para las aleaciones Laton, Cerrobend, Darcet, Newton, Rose y Wood.

En la Figura 57 se muestran los valores de coeficientes de atenuacion masico de Produccion de
Pares en funcion de la energia de los fotones, entre las aleaciones de Plomo no se observan
diferencias en los valores de coeficiente de atenuacion, por lo que no influye la composicion

Mercedes Raquel Valenzuela Pdgina 96



Tesis Doctoral: Estudio de los Efectos Inducidos por un haz de Fotones en Compuestos Quimicos de Interés
Biologico con El Método Monte Carlo

guimica, mostrando en un principio un incremento en los valores a partir de 1 MeV., hasta alcanzar
valores méximos y constantes en todo el rango de altas energias de 0,1 a 1 MeV .Con respecto al
Latén exhibe valores de coeficiente de atenuacion menores a los de las demés aleaciones en todo el
rango de energia. Sin embargo presenta el mismo comportamiento.
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Figuras 57: Variacion del coeficiente de atenuacion masico de Produccion de Pares en funcion de
la energia, para las aleaciones Latdn, Cerrobend, Darcet, Newton, Rose y Wood.

En la Figura 58 se muestran los valores de coeficientes de atenuacion masico Total en funcién de
la energia de los fotones. Las diferentes aleaciones de Plomo coinciden en los valores de coeficiente
de atenuacion, por lo que no influyen las diferencias en la composicion quimica, con respecto al
Laton presenta valores de coeficientes de atenuacién masico diferentes a las demas aleaciones, a
excepcion del minimo que se observa en el intervalo de energia de 1 a 3 MeV. en el que coinciden
los coeficientes de todas las aleaciones. Con respecto al comportamiento que muestra la curva,
teniendo en cuenta que esta representa el conjunto del coeficiente de atenuacion antes vistos en
forma individual por tipo de interaccion, se observa que en la region de bajas energias toma
importancia el Efecto Fotoeléctrico, ya que la curva presenta las irregularidades antes vistas en la
Figura 55. Mientras que en la region de energias intermedias toma importancia la Dispersion
Compton, donde se encuentra el minimo antes mencionado y luego toma importancia la Produccion
de Pares en la region de alta energia, donde se observa el mismo comportamiento en la curva de
coeficiente total que el de la Figura 57 de Produccion de Pares
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Figuras 58: Variacion del coeficiente de atenuacién masico Total en funcién de la energia, para
las aleaciones Laton, Cerrobend, Darcet, Newton, Rose y Wood.

De los resultados obtenidos se pone de manifiesto que los coeficientes de atenuacion masico de las
diferentes interacciones de fotones: Dispersion Rayleigh, Efecto Fotoeléctrico, Dispersion Compton
y Produccion de Pares, en el caso de las aleaciones de Plomo muestran el mismo comportamiento
en las curvas y toman valores coincidentes, por lo que las diferencias en su composicion pareciera
no tener importancia. Para el caso del Laton presenta comportamiento similares a las demas
aleaciones en las curvas, pero sin embargo los valores de coeficiente de atenuacion en todos los
casos son de menor valor a de las aleaciones de Plomo, de alli que la diferencia en la composicion
quimica, como el numero atémico de los elementos constituyentes tomen importancia en este caso.
Resultados similares fueron publicados por [25] en sus mediciones utilizando diferentes solidos.

6.4.3 Aminoacidos

Como ya se menciono anteriormente el coeficiente de atenuacion masico depende del nimero
atomico del material atenuador y la energia de los fotones. En esta seccion se muestran los
coeficientes de atenuacion masico de fotones, totales y parciales para los 8 aminoacidos esenciales:
Histidina (CsHgO,N3); Leucina (Ce¢Hi30.N); Lisina (CgH140,N,); Metionina (CsHy;O,NS);
Fenilalanina (CgH1;0,N); Treonina (C4HgO3N); Triptéfano (Cy;H1,0,N); Valina (CsH1;0;N).

En la Figura 59 se observa el coeficiente de atenuacién mésico de Dispersion Rayleigh de los 8
aminoAcidos esenciales, el comportamiento es el mismo para todos los aminoécidos hasta 1x10
MeV, luego la Metionina tiene un comportamiento diferente. Los valores de los coeficientes de la
Metionina se mantienen proximos a la unidad hasta 0,1 MeV y luego decrece a valores menores, a
diferencia de los demés aminoécidos que toman valores proximos a la unidad hasta 2x10° MeV y
luego decrecen rapidamente a valores muy bajos a medida que aumenta la energia.
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Figuras 59: Variacién del coeficiente de atenuacién masico de fotones de la Dispersion Rayleigh

en funcion de la energia para los 8 aminoacidos esenciales.

En la Figura 60 se observa el coeficiente de atenuacion mésico de Efecto Fotoeléctrico de los 8
aminoacidos esenciales, el comportamiento es el mismo para todos los aminoécidos hasta 1x10 -3
MeV, luego la Metionina tiene un comportamiento diferente, con valores de coeficiente de
atenuacion mayores hasta 0,1 MeV y luego decae a medida que aumenta la energia, mientras que
los demés 7 coinciden totalmente en sus valores de coeficientes y decrecen rapidamente con el
aumento de la energia. Los coeficientes de atenuacion de Efecto Fotoeléctrico tienen valores eleva

dos a bajas energias y luego decrece a altas energias.
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Figuras 60: Variacion del coeficiente de atenuacion maésico de fotones para Efecto Fotoeléctrico
en funcion de la energia para los 8 aminoécidos esenciales.
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En la Figura 61 se observa el coeficiente de atenuacion masico de Dispersion Compton de los 8
aminoécidos esenciales. La Metionina muestra un comportamiento diferentes a los demas
aminoacidos, sus coeficientes aumentan en el rango de energia de 1x10-3 MeV hasta que hacen un
méaximo cerca de los 0,1 MeV vy luego decrece con el aumento de la energia. Mientras que los
demas aminoéacidos coinciden en sus comportamientos y aumentan los valores de los coeficientes
llegando a un méximo en 0,03 MeV y luego decrecen rapidamente con la energia.
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Figuras 61: Variacion del coeficiente de atenuacion masico de fotones para Dispersion Compton
en funcion de la energia para los 8 aminoacidos esenciales.

En la Figura 62 se observa el coeficiente de atenuacion masico de Produccion de Pares de los 8
aminoacidos esenciales. La Metionina muestra un comportamiento diferente a los demaés
aminoacidos, sus coeficientes aumentan a partir de 12 MeV. Mientras que los demas aminoacidos
tienen el mismo comportamiento y aumentan los valores de los coeficientes a partir de 1MeV
llegando estabilizarse luego con el aumento de la energia.

En la Figura 63 se observa el coeficiente de atenuacion masico Total de los 8 aminoéacidos
esenciales. En esta figura observamos en su conjunto todas las interacciones antes vistas, a bajas
energias tenemos que la dominancia de la curva es por el Efecto Fotoeléctrico, a energias
intermedias la dominancia la tiene la Dispersién Compton y a altas energias la Produccion de Pares.
La Metionina muestra nuevamente un comportamiento diferente a los demas aminoacidos con
valores de coeficiente de atenuacion mayores en todo el rango de energia y los demas aminoacidos
coinciden totalmente en los valores de sus coeficientes.

Mercedes Raquel Valenzuela Pdgina 100



Tesis Doctoral: Estudio de los Efectos Inducidos por un haz de Fotones en Compuestos Quimicos de Interés

Biologico con El Método Monte Carlo

10

=y

0,1

0,01

1E-3

1E-4

1E-5

1E-6

Coeficiente de atenuacion masico (cmzlg)

Produccion de Pares
Leucina
Triptofano
Histidina
Treonina
Lisina
Valina
Metionina
Fenilalanina

I
1

o T
Energia (M;% 1000

Figuras 62: Variacion del coeficiente de atenuaciéon masico de fotones para Produccién de Pares
en funcion de la energia para los 8 aminoécidos esenciales
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Figuras 63:

Variacién del coeficiente de atenuacion masico Total de fotones en funciéon de la
energia para los 8 aminoacidos esenciales.

De los resultados expuestos de los coeficientes de atenuacion mésico total y parcial, en funcién de
la energia, surge un comportamiento similar para los aminoécidos esenciales lo cual estaria de
acuerdo con la semejanza en la composicion quimica, ya que estan compuestos por atomos de
Carbono, Nitrogeno y Oxigeno cuyos nimeros atébmicos son 6,7 y 8 respectivamente 0 sea muy
préximos entre si ; la excepcion es la Metionina, que presenta un comportamiento diferentes en
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todos los tipos de interacciones vistas ,que estaria fundamentado porque en su composicidn contiene
ademas de C,N y O ,un 4tomo de azufre cuyo numero atémico es 16.

6.4.4 Bases Nitrogenadas

Se exponen los resultados de los coeficientes de atenuacion mésico de fotones, totales y parciales
para las bases nitrogenadas: Adenina (CsHsNs), Guanina (CsHsNsO), Timina (CsHgN,O,), Citosina
(C4HeN0).

En la Figura 64 se observa el coeficiente de atenuacion masico de Dispersion Rayleigh de las 4
bases nitrogenadas, el comportamiento es el mismo para todas en todo el rango de energia. Los
valores de los coeficientes son proximos a la unidad a muy baja energia y luego decrece
rapidamente a valores menores a medida que aumenta la energia, como es de esperar para la
Dispersién Rayleigh.
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Figuras 64: Variacion del coeficiente de atenuacion masico de fotones para Dispersién Rayleigh
en funcidén de la energia para las bases nitrogenadas.
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En la Figura 65 se observa el coeficiente de atenuacion masico de Efecto Fotoeléctrico de las 4
bases nitrogenadas, el comportamiento es el mismo para todas en todo el rango de energia. Los
valores de los coeficientes son de mayor magnitud a bajas energias y luego decrece rapidamente a
valores menores a medida que aumenta la energia.
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Figuras 65: Variacion del coeficiente de atenuacion masico de fotones para Efecto Fotoeléctrico

en funcion de la energia para las bases nitrogenadas.

En la Figura 66 se observa el coeficiente de atenuacién méasico de Dispersion Compton de las 4
bases nitrogenadas, el comportamiento es el mismo para todas en todo el rango de energia. Los
valores de los coeficientes aumentan en el rango intermedio de energias y luego decrece
paulatinamente a partir de 1 MeV.
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Figuras 66: Variacion del coeficiente de atenuacion masico de fotones para Dispersion Compton
en funcidén de la energia para las bases nitrogenadas.

En la Figura 67 se observa el coeficiente de atenuacion masico de Produccion de pares de las 4
bases nitrogenadas, el comportamiento es el mismo para todas en todo el rango de energia. Los
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valores de los coeficientes aumentan a partir de 1 MeV y mantienen valores constantes a altas
energias.
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Figuras 67: Variacion del coeficiente de atenuacion maésico de fotones para Produccion de Pares
en funcidn de la energia para las bases nitrogenadas.

En la Figura 68 se observa el coeficiente de atenuacién méasico Total de las 4 bases nitrogenadas.
En esta figura observamos en su conjunto todas las interacciones antes vistas, a bajas energias
tenemos que la dominancia de la curva es por el Efecto Fotoeléctrico, a energias intermedias la
dominancia la tiene la Dispersién Compton y a altas energias la Produccién de Pares. Ademas las 4
bases nitrogenadas coinciden totalmente en los valores de sus coeficientes.
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Figuras 68: Variacion del coeficiente de atenuacion masico Total de fotones en funcion de la

energia para las bases nitrogenadas.
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Los coeficientes de atenuacion masico total y parcial en funcion de la energia de las cuatro bases
nitrogenadas muestran comportamiento similares entre si en cada tipo de interaccion descripta, lo
cual esta de acuerdo con la semejanza en la composicion quimica, ya gue solo contienen atomos de
carbono, hidrogeno, nitrégeno y oxigeno.

6.4.5 Tejido Mamario Sano y Maligno

A los efectos de validar el material tejido mamario sano, en la Figura 69 se comparan los valores
de los coeficientes de atenuacién lineal del tejido mamario sano glandular y adiposo calculados por
Penélope y los medidos experimentalmente. Los resultados muestran una concordancia entre los
valores medidos y los calculados, con una diferencia inferior al 8% entre el coeficiente de
atenuacion lineal del tejido mamario sano calculado y el medido experimentalmente por [71/70].
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Figura 69: Comparacion de los coeficientes de atenuacion lineal del tejido mamario sano, los
calculados con Penélope y los medidos experimentales por Johns y Yaffe. Error inferior al 8%

A los efectos de validar el material tejido mamario maligno, en la Figura 70 se comparan los
valores de los coeficientes de atenuacion lineal del tejido mamario maligno calculados por
Penélope y los medidos experimentalmente por [71-72]. En los mismos se observan que los
resultados calculados concuerdan bien con los valores medidos, con una diferencia inferior al 7%
entre el coeficiente de atenuacion lineal del tejido mamario maligno calculado y el medido
experimentalmente por [71-72]
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Figura 70: Comparacion de los coeficientes de atenuacion lineal del tejido mamario maligno,
calculados con Penélope y los medidos experimentales por Johns y Yaffe; y Baldazzi. Error inferior
al 7%.

Estos resultados hallados validan los calculos que posteriormente se realizaran con tejido mamario
maligno y sano.

6.5 NUMERO ATOMICOS EFECTIVO

A continuacién se exponen los resultados de los nimeros atdmicos efectivos totales y parciales
calculados utilizando las formulas 23, 24, 25,26 y 27.

6.5.1 Aleaciones

En numero atémico efectivo de las aleaciones varia segun la energia del foton incidente y el nimero
atomico de los atomos constituyentes de la aleacion. En la Figura 71 se observa la variacion del
Numero Atémico Efectivo de fotones para Dispersion Rayleigh en funcién de la energia, para las
aleaciones de Pb: Cerrobend, Rose, Darcet, Wood y Newton; y la aleacion de Cu, Latén. Se observa
una variacion con la energia de los numeros atdmicos efectivos de las aleaciones de Plomo,
mientras que el Laton toma un valor contante en todo el rango de energia. Las aleaciones de plomo
estan compuestas por elementos con nimeros atémicos intermedios y altos que van desde 48 para el
Cd ,50 para el Sn, 82 para el Pb ,83 para el Bi, en diferentes proporciones segun la aleacién, como
seindica en la Tabla 5. Los valores de los nimeros atomicos efectivos de las aleaciones de Plomo
son muy préximos aunque no coincidentes, en la region de bajas energias (1x10* - 0,1 MeV)
muestran valores que van desde 75 a 82 y luego se mantienen constantes en la region de media y
altas energias, tomando valores alrededor de 77.Teniendo en cuenta que todas las aleaciones de
plomo utilizadas tienen 50% de Bi y altos porcentajes de Pb (> 24%),cuyos nimeros atdmicos son
elevados (82 y 83 respectivamente), estos son los 4tomos que determinan en este caso que los
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numeros atdmicos efectivos encontrados ,ya que estdn mas cerca de estos valores que de los del Sn
y Cd. Con respecto al Latdn, presenta nimero atémico efectivo constante en todo el rango de
energia, ya que compuesto por a&tomos de nimeros atdmicos muy cercanos, 66% de Cu de Z =29y
34% de Zn Z=30.
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J Cerrobend (Aleacion Bi,Pb,Sn,Cd)
60
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55 Darcet Aleacion Bi,Pb,Sn)
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Figura 71: Variacion del Numero Atémico Efectivo de fotones para Dispersion Rayleigh en
funcién de la energia, para las aleaciones de Pb: Cerrobend, Rose, Darcet, Wood y Newton; y la
aleacion de Cu, Latén.

En la Figura 72 se observa la variacion del Numero Atomico Efectivo de fotones para el Efecto
Fotoeléctrico en funcion de la energia, para las aleaciones de Ph: Cerrobend, Rose, Darcet, Wood y
Newton; y la aleacién de Cu, Latén. Se observa una variacién con la energia de los nimeros
atémicos efectivos de las aleaciones de Plomo, mientras que el Latén toma un valor contante en
todo el rango de energia. Con respecto a las aleaciones de Plomo los valores de los nimeros
atomicos efectivos de las diferentes aleaciones son proximos entre si aunque no coincidentes y se
observan irregularidades en las curvas en la region de bajas energias, menor a 0,1 MeV, donde
aparece la absorcién de las capas K, L, M, para los elementos de altos nimeros atomicos que
constituyen las aleaciones de plomo, como Plomo y Bismuto, luego de 0,1 MeV estas aleaciones
presentan nimeros atémicos efectivos coincidentes y constantes con la energia, de alrededor de 82.
Con respecto al Laton este presenta valores constantes en todo el rango de energia ya que sus
atomos constituyentes tienen numero atdmicos muy préximos, aunque puede observarse una
pequefia variacién o valores minimos a 1x10° MeV y a 0,1 MeV que se corresponderia con la capa
de absorcion K del Cobre y Zinc.
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Figura 72: Variacion del Numero Atoémico Efectivo de fotones para Efecto Fotoeléctrico en
funcion de la energia, para las aleaciones de Pb: Cerrobend, Rose, Darcet, Wood y Newton; y la
aleacion de Cu, Latén.

En la Figura 73 se observa la variacion del Numero Atémico Efectivo de fotones para Dispersion
Compton en funcion de la energia, para las aleaciones de Pb: Cerrobend, Rose, Darcet, Wood y
Newton; y la aleacion de Cu, el Latén. Con respecto a las aleaciones de Plomo los valores de los
numeros atémicos efectivos de las diferentes aleaciones son proximos entre si pero no coincidentes,
y se observa en las curvas una disminucion de los valores de Z efectivo en el intervalo comprendido
entre 3x10* a 3x10° MeV y comprendido en este intervalo, un pequefio pico en los valores a
1,5x10° MeV. , luego Z toma valores constantes en el rango de mediana y alta energia. Con
respecto al Laton este presenta valores constantes en todo el rango de energia ya que sus atomos
constituyentes tienen nimero atbmicos muy préximos entre si.
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Numero Atomico Efectivo Dispersion Compton
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Figura 73: Variacion del Numero Atémico Efectivo de fotones para Dispersion Compton en
funcién de la energia, para las aleaciones de Pb: Cerrobend, Rose, Darcet, Wood y Newton; y la
aleacion de Cu, Latén.

En la Figura 74 se observa la variacion del Numero Atémico Efectivo de fotones para la
Produccion de Pares en funcion de la energia, para las aleaciones de Pb: Cerrobend, Rose, Darcet,
Wood y Newton; y la aleacion de Cu, el Laton. Con respecto a las aleaciones de Plomo los valores
de los nimeros atomicos efectivos de las diferentes aleaciones son coincidentes y las curvas
presentan un maximo para el intervalo de 1 a 2 MeV y luego se estabiliza toman valores constantes
entre 75 y 80 hasta altas energias, como es de esperar para este tipo de interaccién. Con respecto al
Latdn la curva toma valores contantes muy préximos a 30 desde 1 a 1000 MeV.
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Figura 74: Variacion del Numero Atomico Efectivo de fotones para Produccion de Pares en
funcién de la energia, para las aleaciones de Pb: Cerrobend, Rose, Darcet, Wood y Newton; y la
aleacion de Cu, Laton.

En la Figura 75 se observa la variacion del Numero Atémico Efectivo de fotones Total en funcion
de laenergia, para las aleaciones de Pb: Cerrobend, Rose, Darcet, Wood y Newton; y la aleacién de
Cu, el Laton.

Con respecto a las aleaciones de Plomo, como estas curvas representan una mirada global de los
nimeros atémicos efectivos de todas las interacciones de fotones descriptas en forma individual,
se observa que en la region de bajas energias menores a 0,1 MeV tiene dominancia el Efecto
Fotoeléctrico donde estan los Z efectivos de mayor valor, para el efecto fotoeléctrico la dependencia
de la seccion eficaz fotoeléctrica con el numero atémico es de Z*.Mientras que en la region de
energias intermedias de 0,1 a 2-3 MeV toma importancia la Dispersibn Compton ,donde la
dependencia de la seccién eficaz Compton con el numero atémico es de Z. Por Gltimo a altas
energias tiene predominancia la Produccion de Pares, donde la dependencia de la seccidn eficaz de
Produccion de Pares con el nimero atémico es de Z 2 Estos resultados estan en concordancia con
los publicados por [32] en su estudio en aleaciones. Con respecto a la dispersion Rayleigh que
ocurre a bajas energias, no juega un rol importante ya que en este rango de energias tiene mayor
importancia el Efecto Fotoeléctrico.

Con respecto al Latén presenta una curva con valores constantes a excepcion de dos minimos
situados 10° MeV y a 0,1 MeV que se corresponderian con la capa de absorcion K del Cobre y
Zinc, estoy resultados son concordantes con los publicados por [31].Los valores de nimeros
atémicos efectivos son muy cercanos al promedio numero atomico promedio de la aleacidn, ya que
los 4&tomos constituyentes tienen nimeros atdbmicos muy simulares.

De los resultados expuestos en las Figuras 70, 71, 72,73 y 74 se observa que la aleacion Newton
presenta los valores més altos de nimeros atomicos efectivos y contraposicion la aleacion Wood
que presenta valores menores de nimeros atomicos efecticos en todos los casos , por lo que
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teniendo en cuenta las diferentes composiciones quimicas de estas aleaciones de Plomo, la aleacién
Newton posee el mayor porcentaje de &tomos de Plomo, mientras que la aleacion Wood presenta el
menor porcentaje de atomos de Plomo, asi mismo esta ultima aleacion ,Wood, tiene en su
composicién Cd, mientras que la aleacion Newton carece de Cd. Y teniendo en cuenta que el
Cadmio tiene un numero atémico de 48 y el Plomo tiene 82, estas diferencias serian en principio
importantes para este resultado obtenido en los valores de nimero atémicos efectivos.
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Figura 75: Variacion del Numero Atdmico Efectivo Total de fotones en funcion de la energia,
para las aleaciones de Pb: Cerrobend, Rose, Darcet, Wood y Newton; y la aleacion de Cu, Latdn.

6.5.2 Aminoacidos

En la Figura 76 se observa la variacion del Numero Atémico Efectivo de fotones para Dispersion
Rayleigh en funcion de la energia, para los 8 aminoacidos esenciales.

Todos los aminoacidos, a excepcion de la Metionina, presentan el mismo comportamiento y valores
similares de Z efectivo, a muy bajas energias, menores a 1 KeV, presentan irregularidades en sus
curvas y luego incrementan el Z efectivo en el rango de 1 a 100 KeV, posteriormente los valores de
Z efectivo se mantienen constantes con la energia, los valores de Z efectivos de estos aminoacidos
estan comprendidos entre 5 y 7.Para el caso de la Metionina, que presenta un comportamiento
similar en su curva al de los demas aminoacidos pero con valores de Z efectivo diferentes, ya que
tiene valores mucho mas altos de Z efectivo, entre 7 y10.A energias menores a 1 KeV. muestra
irregularidades en su curva y luego en el rango 3 a 800 KeV aumenta el Z efectivo con la energia y
luego permanece constante.
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Figura 76: Variacién del Numero Atdémico Efectivo de fotones para Dispersion Rayleigh en
funcidon de la energia, para los 8 amino&cidos esenciales.
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Figura 77: Variacion del Numero Atomico Efectivo de fotones para Efecto Fotoeléctrico en

funcion de la energia, para los 8 aminoacidos esenciales.

En la Figura 77 se observan los resultados del nimero atémico efectivo para Efecto Fotoeléctrico
en funcion de la energia, para los 8 aminoécidos esenciales. Todos los aminoacidos, a excepcion de
la Metionina, presentan el mismo comportamiento y valores similares, con valores minimos a muy
bajas energias, entre 0,3 y 0,7 KeV. que se corresponderian con la energia de las capas internas de
los 4tomos constituyentes O,N,C, para luego aumentar rapidamente los valores y mantenerse
contantes con la energia con valores de Z efectivo entre 6 y 7,5.Con respeto a la Metionina presenta
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un pico cercano a un Z efectivo de 13 para energias muy bajas para luego descender rapidamente a
valores minimos en el rango de 0,3 a 3 KeV ,que se corresponderia con la capa K del Azufre ,luego
asciende rapidamente a valores de Z efectivo igual a 14 para mantenerse con la energia a partir de
100 KeV.
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Figura 78: Variacion del Numero Atdémico Efectivo de fotones para Dispersion Compton en
funcién de la energia, para los 8 aminoacidos esenciales

En la Figura 78 se observa la variacion del Numero Atémico Efectivo de fotones para Dispersion
Compton en funcién de la energia, para los 8 aminoacidos esenciales.

Todos los aminoacidos, presentan el mismo comportamiento en sus curvas, muestran un minimo en
el rango comprendido entre 2 a 8 KeV. y luego aumentan los valores de Z efectivo con la energia
hasta los 100 KeV donde se estabilizan en valores constantes a medida que aumenta la energia, una
vez que los valores se estabilizan ,todos los aminoécidos presentan valores comprendidos entre 3y
4,5.

En la Figura 79 se observa la variacion del Numero Atémico Efectivo de fotones para Produccion
de Pares en funcién de la energia, para los 8 aminoacidos esenciales.

Todos los aminoacidos, presentan el mismo comportamiento en sus curvas, presentan un maximo
en 1000 KeV manteniéndose los valores altos de Z efectivo hasta 4000 KeV para luego descender
lentamente con la energia. A excepcion de la Metionina y la Leucina, los demas aminoéacidos tiene
valores de Z efectivo en el rango de 5 a 6,5.Mientras que la Metionina tiene valores muchos méas
altos en el rango de 8 a 7 y la Leucina tiene valores mucho menores en el rango de 5,5 a 4.
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Figura 79: Variacion del Numero Atémico Efectivo de fotones para Producciéon de Pares en
funcién de la energia, para los 8 aminoacidos esenciales
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Figura 80: Variacion del Numero Atémico Efectivo Total de fotones en funcién de la energia,
para los 8 aminoéacidos esenciales.

La Figura 80 muestra la Variacion del Numero Atémico Efectivo Total de fotones en funcion de
la energia, para los 8 aminoécidos esenciales. Donde se observan 3 regiones bien definidas, a bajas
energias menores a 100 KeV tiene importancia el Efecto Fotoeléctrico donde estan los valores de Z
efectivos altos ,luego a 10 KeV se produce un descenso rapido de los valores de Z efectivos y toma
importancia la Dispersion Compton donde los valores de Z efectivos permanecen constante con la
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energia y estan los valores menores de Z efectivo de todas las regiones, hasta los 800 KeV donde
empiezan el ascenso rapido de los valores de Z efectivos ,donde toma importancia la Produccion de
Pares , hasta 10.000 KeV donde permanecen constante con la energia. En todas las regiones antes
descriptas la Metionina tiene valores de Z efectivos mucho mas altos que los demas Aminoéacidos, a
excepcion de la region de energias intermedias, de 100 a 10.000 KeV, donde toma importancia la
Dispersion Compton, donde la Metionina tiene valores de Z efectivos coincidentes al Triptéfano.

En las Figuras 76 al 80 los Aminoacidos muestran un comportamiento similar, esto se debe a que
tienen una composicién quimica comun, ya que poseen atomos de carbono, nitrégeno, oxigeno,
hidrogeno en proporciones similares, cuyos nimeros atémicos son 6, 7, 8 y 1 respectivamente, la
excepcion es la Metionina que en todos los casos muestra valores de nimeros atémicos efectivos
mayores, esto se debe a que posee azufre en su estructura con un numero atomico de 16.Estos
resultados concuerdan con los publicados por[30]

6.5.3 Bases Nitrogenadas

En la Figura 81 se observa la variacién del Numero Atomico Efectivo de Dispersién Rayleigh en
funcién de la energia, para las bases nitrogenadas. Todas las bases, presentan el mismo
comportamiento en las curvas Z efectivo, a muy bajas energias, menores a 1 KeV, presentan
irregularidades en sus curvas y luego incrementan rapidamente en el rango de 1 a 30 KeV,
posteriormente los valores de Z efectivo se mantienen constantes con la energia. Los mayores
valores de Z efectivos los tiene el Uracilo y los menores valores los tiene la Adenina, mientras que
Citosina, Guanina y Timina tienen valores intermedios y préximos entre si.
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——TiminaC_ HNO

56 2 2

Numero Atomico Efectivo Dispersion Rayleigh

5,5 4+
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Figura 81: Variacion del Numero Atomico Efectivo de fotones en funcién de la energia, para las
bases nitrogenadas. Dispersion Rayleigh.

En la Figura 82 se observa la variacion del Numero Atémico Efectivo de Efecto Fotoeléctrico en
funcion de la energia, para las bases nitrogenadas. Todas las bases, presentan el mismo
comportamiento en las curvas, a muy bajas energias, menores a 1 KeV, presentan irregularidades en
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sus curvas que se corresponderian con la energia de absorcion de las capas internas de los &tomos
constituyentes C, N, O, y luego incrementan rapidamente valores de Z efectivo y se mantienen
constantes con la energia. Los mayores valores de Z efectivos los tiene el Uracilo y los menores
valores los tiene la Adenina, mientras que Citosina, Guanina y Timina tienen valores intermedios y
préximos entre si.

~
[
1

o
[e]
1

Z Efectivo Efecto Fotoelectrico
Adenina C.H.N,

— Citocina C,H,N.,O
Guanina C H,N,O

Uracilo C,H.N.O

4 4272

—— TiminaC_ HN O

56 2 2

o
o
1

LRI RLLLL BB R L BN R L] B AL N R L. NN L BN RN Rl R ALl R

001 0,1 1 10 100 1000 10000 100000 1000000
Energia (KeV)

Figura 82: Variacién del Numero Atomico Efectivo de fotones en funcion de la energia, para las

bases nitrogenadas .Efecto Fotoeléctrico.
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Figura 83: Variacion del Numero Atomico Efectivo de fotones en funcion de la energia, para las
bases nitrogenadas .Dispersién Compton.

En la Figura 83 se observa la variacion del Numero Atémico Efectivo de Dispersion Compton en
funcion de la energia, para las bases nitrogenadas. Todas las bases, presentan el mismo
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comportamiento en las curvas y valores proximos entre si. A bajas energias, entre 3y 7 KeV estan
los minimos de las curvas y luego incrementan rapidamente y se mantienen constantes con la
energia

Z Efectivo Produccion de Pares
@ 7.0 Adenina C5H5N5
© —— Citocina C,H.N.O
o 4% 2
% Guanina CsHsto
E 6.5 —— Timina CSHENZO2
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Energia (keV)

Figura 84: Variacion del Numero Atomico Efectivo de fotones en funcién de la energia, para las
bases nitrogenadas .Produccién de Pares.
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Figura 85: Variacion del Numero Atomico Efectivo Total de fotones en funcion de la energia,
para las bases nitrogenadas.

En la Figura 84 se observa la variacién del Numero Atémico Efectivo de Produccion de Pares en
funcion de la energia, para las bases nitrogenadas. Todas las bases, presentan el mismo
comportamiento en las curvas y valores proximos entre si. A partir de 1000 KeV. hacen un pico en
la curva y se mantienen en valores elevados hasta 2500 KeV. , luego empiezan a declinar
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lentamente en los valores de Z efectivo a medida que aumenta la energia. Los mayores valores de Z
efectivos los tiene el Uracilo.

La Figura 85 muestra la Variacion del Numero Atémico Efectivo Total de fotones en funcion de
la energia, para las bases nitrogenadas. Donde se observan 3 regiones bien definidas, a bajas
energias menores a 10 KeV tiene importancia el Efecto Fotoeléctrico donde estan los valores de Z
efectivos altos ,luego a 10 KeV se produce un descenso rapido de los valores de Z efectivos y toma
importancia la Dispersion Compton desde 100 a 10000 KeV donde los valores de Z efectivos
permanecen constante con la energia y estan los valores menores de Z efectivo de todas las
regiones, a partir de los 10000 KeV donde empiezan el ascenso rapido de los valores de Z efectivos
,donde toma importancia la Produccion de Pares , hasta energias altas donde permanecen constante
con la energia.

En las Figuras 81 al 85 las bases muestran un comportamiento similar, esto se debe a que tienen
una composicion quimica comdn, ya que poseen atomos de carbono, nitrégeno, oxigeno, hidrogeno
en proporciones similares, cuyos nimeros atémicos son 6, 7, 8 y 1 respectivamente. Ademas en el
calculo de numero atémico efectivo de los compuestos se calculan a partir de las secciones eficaces
de los atomos constituyentes del compuesto, pero no se tiene en cuenta los tipos de enlaces
guimicos que existen entre los atomos del compuesto, por ello las compuestos quimicos que tienen
los mismos &tomos constituyentes y proporciones similares de estos, tienen numero atémico
efectivo similares, como el caso de las bases nitrogenadas y los aminoacidos esenciales.

6.5.4 Tejidos Mamario Sano y Maligno

Se espera que la interaccion de un haz de fotones de baja energia (5 - 500 keV) con tejidos
bioldgicos de diferentes composicion en metales pesados, muestren diferencias en los nimeros
atomicos efectivos correspondientes a los diferentes procesos microscépicos involucrados.

704 Tejido Mamario

Normal

Tumeoral Maligno
6,5 - /’f
GIU | /’7

55+

Dispersion Rayleigh
Numero Atomico Efectivo

50 . . . = . . . .
0 50 100 150 200
Energia (KeV)

Figura 86: Numero Atomico Efectivo parcial de Dispersion Rayleigh para tejido mamario normal
y maligno
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Figura 87: Numero Atdmico Efectivo parcial de Efecto Fotoeléctrico para tejido mamario normal
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Figura 88: Numero Atémico Efectivo parcial de Dispersién Compton para tejido mamario normal
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Figura 89: Numero Atdmico Efectivo total para tejido mamario normal y maligno

Las Figuras 86, 87, 88 y 89 muestran el nimero atdmico efectivo, total o parcial, de tejido
mamario sano y maligno, calculados con las formulas 11,12, 13,14 y 15, utilizando la composicién
detallada en la Tabla3.En las mismas se observa una pequefia diferencia en el nimero atémico
efectivo total (figura 89).Mientras que las figs. 86 y 87 muestran que los procesos microscopicos
relevantes responsables de las diferencias observadas entre estos tejidos son la Dispersion de
Rayleigh y el Efecto Fotoeléctrico, los efectos observados se deben al rango de energias de los
fotones considerado, en el cual el procesos fotoeléctrico posee mayor probabilidad de ocurrir y la
concentracion de elementos pesados. Finalmente fig. 88 muestra que el proceso Compton no es
relevante en la diferenciacion de estos tejidos, para las condiciones establecidas, esto es previsible y
se explica mediante la dependencia funcional del citado proceso respecto al rango de energia y
namero atémico.

Las figuras 86 y 87 muestran los resultados mas importantes, confirmando la hipétesis inicial de
que una combinacion adecuada del conjunto de valores de parametros que caracterizan un haz de
fotones y un material absorbente, tales como energia del haz y concentracion de elementos pesados,
en principio, deberian describir y diferenciar satisfactoriamente los tejidos biol6gicos semejantes
que difieren en su composicion relativa de metales pesados. En este trabajo se analiz6 el caso de la
interaccion de un haz de fotones de bajas energias y tejidos mamarios sanos y malignos. Estos
altimos difieren en las concentraciones de elementos de altos Z, tales como Ca, Cl, K, Rb, Zn. Fe.
Las figuras 86 y 87 muestran que las pequefias diferencias observadas en el nimero atémico
efectivo total (fig.89) para tejidos mamarios sanos y malignos se exaltan y resuelven
apreciablemente con los nimeros atomicos efectivos parciales correspondientes al  proceso
fotoeléctrico (fig.87); resultando este ultimo el proceso relevante, y una pequefa diferencia en el
caso de dispersion de Rayleigh (fig.86). Estas diferencias se deben, principalmente a que los citados
procesos microscopicos tienen mayor probabilidad de ocurrir en el rango de energias del haz
considerados, especialmente el efecto fotoeléctrico, debido a su dependencia funcional respecto de
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la energia y al namero atomico (ope~ Z"/E™, 4 <n < 5; m = -3), y a la diferencia en concentracion de
elementos de altos Z en los tejidos mamarios sanos y malignos, respectivamente. Este efecto es
evidente, por ejemplo, en las imagenes mamogréficas de tejidos mamarios con microcalcificaciones
obtenidas con haces de radiaciones, cuyas energias estdn comprendidas entre 15 KeV y 55 KeV;
siendo un signo valioso de la presencia de cancer, lo que implica que la mamografia sea una técnica
precisa para la localizacion de lesiones. Es importante sefialar que tanto el tejido mamario sano
como los indicios comunes de cancer son tejidos blandos, con muy poca diferencia de densidad o
muy poco contraste, pero diferentes concentraciones de elementos de altos Z. Las consideraciones
precedentes indican la necesidad de utilizar haces de rayos X de bajas energias (25 KeV y 30 KeV)
para optimizar las iméagenes y la dosis absorbida.

Tabla 16: Numeros atdmicos efectivos parciales y totales, calculado para la energia de 30 KeV

Numero Atémico Efectivo
Mecanismo de Interaccion Tejido Mamario Sano Tejido Mamario Maligno
Dispersién Rayleigh 6,134 6,446
Efecto Fotoeléctrico 7,741 9,157
Dispersién Compton 2,948 2,948
Total 3,825 4,170

En la Tabla 16 se muestran los valores calculados de los nimeros atémicos efectivos parciales y
totales, Z.s, a 30 KeV, para tejidos mamarios sano y malignos, los mismos muestran claramente que
el mecanismo relevante es el efecto fotoeléctrico; siendo el determinante de la diferencia en el
namero atémico efectivo total.

Los resultados obtenidos muestran que utilizando una combinacién adecuada del conjunto de
valores de los parametros que caracterizan a un haz de fotones de bajas energias y el conjunto de
valores de los parametros que caracterizan los tejidos mamarios sanos y malignos, es posible
observar una diferencia apreciable entre los nimeros atdmicos efectivos parciales correspondientes
a dichos tejidos. Esta diferencia involucra la diferente atenuacion sufrida por los fotones al atravesar
las regiones del tejido mamario con diferentes composicién y concentracion (microcalcificaciones,
por ejemplo), originando la formacion de la imagen ,por lo tanto, el proceso de interacciéon de un
haz de fotones de bajas energias con tejidos bioldgicos haria posible, en principio, el uso de los
numeros atémicos efectivos parciales correspondientes a los procesos microscopicos relevantes,
para describir y diferenciar los tejidos mamarios sanos y malignos.
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6.6 DESARROLLO EXPERIMENTAL

6.6.1 Seleccion de la Enzima de Restriccion

Para estudiar el efecto de la radiacion gamma (137Cs) en moléculas de ADN, se obtuvo el plasmido
pCDNAZ3.1 mediante el procedimiento descripto en 5.6.1. El resultado de la extraccion de dicho
ADN plasmidico dio una solucion de ADN con una concentracién de 1,17 pg/ul. Utilizando esta
muestra de ADN se realizé el tratamiento con enzimas de restriccion y luego la electroforesis en
gel de agarosa para seleccionar la enzima mas eficiente en la linealizacién del plasmido. Los
resultados se muestran en la Figura 90.

——
—
—
==
-

Figura 90: Electroforesis en Gel de agarosa: Seleccién de la enzima de restriccion.

En la imagen de la corrida electroforética se observa en la primera calle el marcador de peso
molecular y en las siguientes calles los productos de la reaccion de las muestras de ADN con las
enzimas Xbal, Hindlll, y EcoRI. De acuerdo a los resultados obtenidos se seleccioné a la enzima
Hindlll, ya que en la tercer calle queda de manifiesto que genera mayor cantidad de ADN
linealizado y no se observa la banda correspondiente al ADN superenrollado, lo cual sugiere que
todo el ADN ha sido linealizado en el tratamiento con esta enzima. Si bien, tanto la forma
linealizada, como la superenrollada y la forma circular relajada (producto de cortes de simple
cadena de la molécula de ADN) tienen la misma masa molecular, la forma superenrollada, al ser
méas compacta, migra una mayor distancia en el gel. Como se puede apreciar en la Figura 90, las
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muestras tratadas con Xbal o con EcoRlI, a diferencia de las tratadas con Hindlll, muestran una
banda que corrié méas en el gel, correspondiente al plasmido superenrollado, que no sufrié cortes
detectables en la electroforesis. Las otras dos bandas que se observan més arriba, o sea, que
migraron menor distancia, corresponden a los plasmidos linealizados Y relajados.

En base a este resultado, los experimentos de irradiacion se realizaron con muestras linealizadas con
la enzima Hindlll y con muestras no tratadas con la enzima (ADN plasmidico superenrollado).

6.6.2 Experimentos de Irradiacién y Corridas Electroforéticas
6.6.2.1 Primer Ensayo:

Teniendo en cuenta que las dosis a las cuales se pueden observar dafios a nivel molecular en
soluciones acuosas puras de biomoléculas son aproximadamente dos Ordenes de magnitud
superiores a las dosis que producen dafio detectable a nivel celular, se probé la sensibilidad del
método en cuanto a la deteccién del dafio al ADN con dosis de hasta 150 Gy.

Se corrieron las muestras irradiadas de ADN superenrrollado (no lineal) y ADN lineal en gel de
agarosa (tal como se describi6 en 5.6), el orden de siembra se especifica en la Tabla 12:

Marcador ADN superenrollado ADN lineal
pm 0Gy 80Gy 150Gy 0Gy 80Gy 150Gy

Figura 91: Electroforesis del Primer Ensayo de Irradiacion.

Los resultados que se observan en la imagen de la electroforesis en gel del primer ensayo de
irradiacién son los siguientes: en las calles 2, 3 y 4, donde se sembraron las soluciones de ADN
superenrollado control e irradiados, se puede observar principalmente dos bandas con diferente
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distancia de migracion. Las bandas que migraron mas muestran una disminucién de la intensidad de
al aumentar la dosis de radiacion. Por el contrario, las bandas de menor distancia de migracion
muestran un marcado aumento de su intensidad en funcion de la dosis de radiacion. Este resultado
se puede explicar por los cortes generados por la irradiacion en el ADN, con la consecuente pérdida
de su estructura superenrrollada, por lo que las cadenas dafiadas migraron menor distancia al
relajarse o linealizar (bandas marcadas en rojo en la figura 91), mientras que el resto del ADN
superenrollado gue no fue dafiado es el que migré mayor distancia y es la banda que se remarca en
azul en la figura 91.

Por otro lado, tenemos lo que sucede con el ADN lineal irradiado que se observa en las calles 5, 6 y
7, donde no se advierten cambios en la migracion del ADN irradiado con respecto al control no
irradiado, sugiriendo que la cadena de ADN no sufre dafio detectable por este método al ser
expuesta a la irradiacion y es lo que se remarca en verde en la figura 91. Se puede inferir ademéas
gue no se indujeron rupturas de doble cadena de ADN en cantidad suficiente como para detectar
bandas de ADN de tamafios mas pequefios.

Para cuantificar los resultados descriptos, se realiz6 la densitometria de las bandas utilizando el
programa ImageJ. En la figura 92 se representa la densitometria de las bandas del ADN
superenrollado control (dosis 0) e irradiado (80 y 150 Gy) remarcado en la figura 92 con el recuadro
rojo, es decir se trata del ADN no lineal dafiado por la irradiacion, los valores se relativizaron a la
muestra de ADN control (calle 2). Esta cuantificacion confirm6 el aumento en la cantidad de ADN
no lineal dafiado a medida que aumenta la dosis de irradiacion de 0 Gy a 150 Gy.

4 -

ADN no lineal dafiado

' I ' I ' I i 1 v 1 v I v 1 M I * 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Dosis (Gray)

Figura 92: ADN no lineal dafiado post irradiacion.

En la figura 93 se representa la densitometria de las bandas del ADN superenrollado control e
irradiados remarcado en la figura 93 con el recuadro celeste, es decir se trata del ADN no lineal que
no fue modificado por la irradiacion, los valores se relativizaron a la muestra control de ADN
superenrollado (calle 2). De acuerdo con lo esperado, la cuantificacion de estas bandas demostro la
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disminucién de la cantidad de ADN superenrollado no dafiado en las muestras irradiadas respecto al

control.
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puede observar en la figura 94 es que la muestra de ADN lineal

Figura 93: ADN no lineal no dafiado post irradiacién.
En la figura 94 se representa la densitometria de las bandas del ADN lineal que corre en las calles
5,6 y 7, los datos se relativizaron a la muestra de ADN no lineal control (0 Gy) (calle 5). Lo que se

significativas con las dosis de irradiacion evaluadas.
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Figura 94: Muestras de ADN lineal irradiado.

no mostré variaciones
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6.6.2.2 Segundo Ensayo

Se realiz6 un segundo ensayo de irradiacion de las muestras de ADN superenrrollado (no lineal),
ADN lineal y controles no irradiados (segin lo descripto en 5.6). Las dosis de irradiacion utilizadas
fueron 5, 10, 50, 100 y 150 Gray. Se corrieron las muestras irradiadas en gel de agarosa por
duplicado, el orden de siembra se especifica en la Tabla 15

ADN superenrollado ADN superenrollado
0Gy 5Gy 10Gy 50Gy 100Gy 150Gy 0Gy 5Gy 10Gy 50Gy 100Gy 150Gy

ADN Lineal ADN Lineal
0Gy 5Gy 10Gy 50Gy 100Gy 150Gy bl  0Gy 5Gy 10Gy 50Gy 100Gy 150Gy

(@ (b)

Figura 95: a) Primer electroforesis del Segundo Ensayo de Irradiacion. b) Segunda electroforesis
del Segundo Ensayo de Irradiacion

Los resultados obtenidos en el segundo ensayo de irradiacion son coherentes con los observados en
el primer ensayo, dado que nuevamente se detecta la aparicion de bandas con menor distancia de
migracion en las muestras de ADN superenrollado irradiado, mientras que no se detecta dafio en las
muestras de ADN linealizado, como puede apreciarse en la figura 96. Concretamente, en las calles
2, a 7 donde se corrieron las muestras del ADN superenrollado control (0 Gy) e irradiados, se
observan bandas con dos distancias de migracion diferentes. Esto se explica porque al irradiar el
ADN este sufre cortes en su estructura superenrrollada, adoptando una estructura relajada o lineal.
Estas cadenas dafiadas migran a menor distancia (remarcadas en rojo en las figuras 95 a y 95b),
mientras que el resto del ADN que no fue dafiado corre a mayor distancia y corresponde a las
bandas que estan remarcadas en azul en las mismas figuras 95a y 95b.
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Por otro lado, el ADN lineal (calles 8 a 13 de las figuras 95a y 95b) no muestra cambios al ser
irradiado hasta dosis de 150 Gy (bandas remarcadas en verde), lo que podria significar que las
cadenas de ADN linealizado no sufren dafios inducidos por la radiacion detectables con esta
metodologia. En coincidencia con el ensayo previo, se puede deducir que las dosis aplicadas no
indujeron rupturas de doble cadena de ADN en cantidad suficiente como para detectar bandas de
ADN de tamafios mas pequefios.

Para cuantificar y graficar lo que se observo en la electroforesis en gel se realizo la densitometria de
las bandas utilizando el programa ImagelJ y se calcularon los valores medios y la desviacién
estandar de los resultados. En la figura 96 se representan los resultados obtenidos mediante la
densitometria de las bandas de las muestras de ADN superenrollado dafiado post irradiacion (figura
96 a y 96 b recuadro rojo), normalizandose los datos a la muestra control (0 Gy). Esta
cuantificacion mostré el aumento del ADN dafiado a medida que aumenta la dosis de irradiacion a
la que fueron expuestas, por ello los valores medios son mayores a la unidad. Sin embargo, al
comparar con el primer ensayo, el aumento del ADN dafiado fue menor en esta segunda irradiacion.
En el primer ensayo se pudo apreciar mejor la dependencia con la dosis de irradiacion.
Probablemente, esta diferencia en los resultados se deba a que en el segundo ensayo se partio de un
ADN parcialmente dafiado, dado que el control (0 Gy) muestra una mayor intensidad de banda de
ADN linealizado, por lo cual los resultados observados reflejarian una situacion intermedia entre el
ADN superenrollado y el ADN linealizado.

Valores Medios y Desviacion Standar
Energia (Gray) X DS

18- 0 1 0
5 1,03055 0,02762
7 10 1,03495 0,03293
1,6 - 50 1,13846 0,17289
] 100 1,16637 0,21089
150 1,18732 0,23851

1,4 -

1,2 4

1,0 4
08
0,6—-
04
1 LA LA LN N N BN BN LA SN NEL NEL BELEN BN B

-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160

ADN no lineal lesionado

Dosis (Gray)

Figura 96: Muestras de ADN superenrollado (no lineal) dafiado post irradiacion a 0, 5, 10, 50,100 y
150 Gray. Valores Medios y Desviacion Estandar

Mercedes Raquel Valenzuela Pdgina 127



Tesis Doctoral: Estudio de los Efectos Inducidos por un haz de Fotones en Compuestos Quimicos de Interés
Biologico con El Método Monte Carlo

En la figura 97 se representan los resultados obtenidos mediante la densitometria de las bandas de
las muestras de ADN superenrollado post irradiacién que no fue dafiado (figura 95 ay 95 b
recuadro celeste), normalizandose los datos a la muestra de ADN control (0 Gy). Estos resultados
muestran que a medida que aumenta la dosis de irradiacién disminuye la cantidad de ADN
superenrollado no dafiado, siendo los valores medios de las muestras irradiadas menores a la unidad
es decir se observa lo opuesto a lo que se manifiesta en la figura 96. Sin embargo, a diferencia de lo
observado con la intensidad de las bandas del ADN dafiado, la disminucion del ADN
superenrollado no dafiado reflejé una mayor dependencia con el aumento de la dosis, al menos hasta
los 100 Gy.

1,14 Valores Medios y Desviacion Standar
Energia (Gray) X DS
7 0 1 0
104 5] 0,95809 0,02492
’ 10 0,932 0,03215
L 'l' 50 0,82466 0,01133
0.9 100 0,76814 0,01265
= ' 150 0,78357 0,02218
g ] "
i 0,8 +
= l h
a
0,7 4
<
0,6 -
0,5 T —T — —T F—r — —
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Dosis (Gray)

Figura 97: Muestras de ADN superenrollado no dafiado post irradiacion.
Valores Medios y Desviacion Estandar

En la figura 98 se representan los resultados obtenidos mediante la densitometria de las bandas de
las muestras de ADN lineal post irradiacion (figura 95 a y 95 b recuadro verde), normalizandose los
datos a la muestra de ADN control (0 Gy). De la misma manera que en el primer ensayo, no se
detectan dafios en las cadenas de ADN linealizado al ser expuesta a dosis de irradiaciéon de hasta
150 Gy, por ello en la figura 98 los valores medios son cercanos a la unidad para todas las dosis de
irradiacion evaluadas.
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Valores Medios y Desviacion Standar
Energia (Gray) X DS
14 - 0 1 0
k 5 0,94605 0,01985
1,3 1 10 0,99015 0,0233
b 50 1,05486 0,07346
1,2 4 100 0,97414 0,05731
b 150 0,98515 0,01762

1,1

1,0 4
0,9—-
0,8-
0,7-
0,6—-
054
0,4 LA LN LA S I B BN L B NNLAN L B BN

-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160

ADN Lineal

Dosis (Gray)

Figura 98: Muestras de ADN lineal irradiado a 0,5, 10, 50,100 y 150 Gray.
Valores Medios y Desviacion Estandar

De los resultados obtenidos podemos sefialar que el plasmido pCDNA3.1 irradiado con radiacion
gamma de una fuente de **'Cs, en solucién acuosa aerdbica, experimenta en su estructura
superenrrollada rupturas de cadenas simples o sea lesiones en una de las hebras del ADN, estas
lesiones aumentan a medida que aumenta la dosis de irradiacion. Estos resultados estdn en
coincidencia con lo publicado en experiencias similares [83-84].

Por otro lado, el plasmido pCDNAS3.1 en solucion acuosa aerébica, previamente linealizado y luego
irradiado con radiacion gamma **¥’Cs, no sufre dafios detectables en sus estructura, a ninguna de las
dosis de irradiacion probadas.

Estas lesiones al plasmido pCDNA3.1 en solucion acuosa aer6bica, se podria explicar
principalmente por los efectos indirectos mediados por los radicales libres generados por la
ionizacion de moléculas de agua inducida por la radiacion gamma. Dicho mecanismo predomina en
exposiciones a radiacion de baja transferencia lineal de energia (bajo LET) en comparacion con el
dafio inducido por efecto directo sobre las biomoléculas. Entre los radicales libres generados en
solucién acuosa, el radical oxhidrilo tendria el rol més importante en la generacion de lesiones al
ADN, ya que se ha descripto previamente que el radical oxhidrilo es responsable del 70 % de los
dafios al ADN. [84]
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Capitulo 7

L 4

CONCLUSIONES

Se comprueba la aptitud del codigo Penélope para simular la interaccion de fotones con
materiales de interés bioldgico como ser:

Agua

El proceso de deposicion de energia en agua, cuando se emplea un haz de fotones de uso clinico,
para campos abiertos, sin filtros atenuadores, puede describirse a partir de la separacion de la
dosis total en sus componentes primaria y secundaria. Para campos bloqueados con filtros
atenuadores, es necesario conocer con exactitud las caracteristicas dosimétricas de la Aleacion
utilizada, ya que al variar la composicion quimica de la Aleacion varia el Nimero Atémico
Efectivo, el Coeficiente de Atenuacion y por lo tanto su capacidad atenuante, introduciéndose
diferencias dosimétricas significativas en Radioterapia, del orden del 6 al 9 %.

Aleaciones

Las Aleaciones de Plomo o Latén modifican el espectro incidente de fotones debido a la
atenuacion preferente de los fotones de energias bajas e intermedias, produciéndose el
endurecimiento del haz, ya que estos fotones interaccionan preferentemente con el medio. Al
considerar los procesos microscopicos involucrados en este proceso de endurecimiento se
encuentra como interaccion relevante la Dispersion Compton. Esto abre la puerta a un
endurecimiento simplificado del haz basado solamente en las interacciones Compton

Utilizando al Latén como atenuador, para un campo de 10x10 cm? el efecto neto de aumento de la
dosis absorbida como consecuencia del aumento de la energia efectiva es de aproximadamente
1,3% de la dosis a 5 cm de profundidad y 2,4% de la dosis a una profundidad de 10 cm, mientras
gue en la profundidad de 15 cm, la diferencia es aproximadamente de 4,0%.

Con respecto a los coeficientes de atenuacion masico de las diferentes interacciones de fotones:
Dispersion Rayleigh, Efecto Fotoeléctrico, Dispersién Compton y Produccion de Pares, las
aleaciones de Plomo muestran el mismo comportamiento en las curvas y toman valores
coincidentes, por lo que las diferencias en su composicion pareciera no tener importancia. El
Laton presenta comportamiento similar a las demas aleaciones en las curvas, pero sin embargo los
valores de coeficiente de atenuacion en todos los casos son de menor valor que el de las aleaciones
de Plomo, de alli que la diferencia en la composicion quimica, como el nimero atémico de los
elementos constituyentes tome importancia en este caso.

Con respecto a los niumeros atomicos efectivos de las aleaciones de Plomo, en la region de bajas
energias menores a 0,1 MeV tiene predominancia el Efecto Fotoeléctrico donde estan los Z
efectivos de mayor valor, para el efecto fotoeléctrico la dependencia de la seccion eficaz
fotoeléctrica con el nimero atémico es de Z*.Mientras que en la region de energias intermedias de
0,1 a 2-3 MeV toma importancia la Dispersion Compton, donde la dependencia de la seccién
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eficaz Compton con el nimero atdmico es de Z. Por Gltimo a altas energias tiene predominancia la
Produccion de Pares, donde la dependencia de la seccion eficaz de Produccion de Pares con el
nimero atémico es de Z2. Con respecto a la dispersion Rayleigh que ocurre a bajas energias, no
juega un rol importante ya que en este rango de energias tiene mayor importancia el Efecto
Fotoeléctrico. EI Laton presenta valores de numero atomico efectivo constantes a excepcion de
dos minimos situados 10°MeV y a 0,1 MeV que se corresponderian con la capa de absorcion K
del Cobre y Zinc. Los valores de nimeros atdmicos efectivos son muy cercanos al nimero
atébmico promedio de la aleacion, ya que los &tomos constituyentes tienen nimeros atbmicos muy
similares.

Aminoacidos:

Los coeficientes de atenuacion méasico y numeros atomicos efectivos tienen un comportamiento
similar para los aminoécidos esenciales, lo cual estd de acuerdo con la semejanza en la
composicion quimica, ya que estdn compuestos por atomos de Carbono, Nitrégeno y Oxigeno
cuyos numeros atbmicos son 6,7 y 8 respectivamente o0 sea muy préximos entre si; la excepcién es
la Metionina, que presenta un comportamiento diferente que estaria fundamentado porque en su
composicion contiene ademas de C,N y O ,un dtomo de azufre cuyo nimero atémico es 16.

Bases Nitrogenadas:

Los coeficientes de atenuacién masico total y parcial, y los nimeros atdmicos efectivos en funcion
de la energia de las cuatro bases nitrogenadas muestran comportamientos similares entre si en
cada tipo de interaccion descripta, lo cual estd de acuerdo con la semejanza en la composicion
guimica, ya gue solo contienen atomos de carbono, hidrégeno, nitrégeno y oxigeno. Ademas el
calculo de numero atémico efectivo de los compuestos se realiza a partir de las secciones eficaces
de los atomos constituyentes del compuesto, pero no se tiene en cuenta los tipos de enlaces
guimicos que existen entre los 4tomos del compuesto, por ello los compuestos quimicos que
tienen los mismos atomos constituyentes y proporciones similares de estos, tienen numero
atémico efectivo similares, como estos casos.

Tejidos Bioldgicos:

Para tejidos mamarios normales y malignos, utilizando un haz de fotones de 6 MeV, se encuentran
diferencias entre los espectros de energia de electrones primarios generados por Efecto
Fotoeléctrico y por Produccion de Pares. En el caso de los espectros de electrones secundarios, las
diferencias se encuentran en la Produccion de Pares.

Cuando se utiliza un haz de fotones de 140KeV, se encuentran diferencias para los electrones
secundarios generados por Efecto Fotoeléctrico. Estas diferencias tendrian su origen en la
composicion del tejido maligno, ya que posee mayor cantidad de metales que el tejido sano. Los
nameros atomicos de estos metales estan comprendidos en el rango que va desde el Aluminio de
Z= 13 al Cesio de Z =55.Por lo tanto en este rango de energia y en este rango de ndmeros
atémicos la interaccion de fotones més importante es el Efecto Fotoeléctrico, como se indica en la
Figura 1.Asimismo ésta diferencia entre los tejidos podria ser utilizada como una herramienta de
diagndstico complementario para caracterizar y diferenciar entre tejido mamario normal y
maligno.
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Con respecto a los numeros atémicos efectivos de tejidos mamarios sanos y malignos, que difieren
en las concentraciones de elementos de alto Z, tales como Ca, Cl, K, Rb, Zn, se observa que las
pequefias diferencias observadas en el nimero atémico efectivo total para tejidos mamarios sanos
y malignos se exaltan y resuelven apreciablemente con los nimeros atomicos efectivos parciales
correspondientes al proceso fotoeléctrico. Estas diferencias se deben, principalmente a que los
citados procesos microscopicos tienen mayor probabilidad de ocurrir en el rango de energias del
haz. Esta diferencia involucra la diferente atenuacion sufrida por los fotones al atravesar las
regiones del tejido mamario con diferentes composicion y concentracion (microcalcificaciones,
por ejemplo), originando la formacion de la imagen, por lo tanto, el proceso de interaccion de un
haz de fotones de bajas energias con tejidos biolégicos haria posible, en principio, el uso de los
nameros atémicos efectivos parciales correspondientes a los procesos microscopicos relevantes,
para describir y diferenciar los tejidos mamarios sanos y malignos.

ADN

Experimentalmente se observa que el plasmido pCDNA3.1 irradiado con radiacion gamma de una
fuente de *'Cs, en solucién acuosa aerdbica, experimenta en su estructura superenrrollada
rupturas de cadenas simples o sea lesiones en una de las hebras del ADN, estas lesiones aumentan
a medida que aumenta la dosis irradiada. Mientras que el plasmido pCDNA3.1 en solucion acuosa
aerébica, previamente linealizado y luego irradiado con radiacién gamma de **’Cs, no muestra
lesiones detectables en sus estructura, a ninguna de las dosis de irradiacion probadas. Estas
lesiones al plasmido pCDNA3.1 en solucidn acuosa aerdbica, se deberia principalmente a los
efectos indirectos generados por los radicales libres inducidos por la radiacion de baja
transferencia lineal de energia (bajo LET) y en menor medida a los efectos directos de la radiacién
gamma. Particularmente entre los radicales libres generados en solucién acuosa, el radical
oxhidrilo es la especie oxidativa mas importante en la generacion de lesiones al ADN, ya que se
ha descripto que el radical oxhidrilo es responsable del 70 % de los dafios del ADN.

Como conclusién general se puede decir que el proceso de interaccion de la radiacion con la
materia, en este caso un haz de fotones de uso clinico que interacciona con diferentes tipos de
materiales de interés bioldgico, se puede analizar en etapas o desde varios puntos de vista. Desde
el momento en que el haz de fotones interacciona con los filtros compensadores compuestos de
aleaciones quimicas, donde se origina un filtrado de los fotones de baja y mediana energia que
interaccionan con el medio, se produce lo que se Illama endurecimiento del haz, que en el caso de
las aleaciones estudiadas es causado principalmente por Dispersiéon Compton. A su vez la
capacidad de atenuacion de la aleacion dependerd de su composicion quimica, de alli la
importancia de conocerla con exactitud, ya que variaciones en la composicion quimica conlleva a
diferentes porcentajes de deposicion de dosis en el agua, que son de significativas en radioterapia.

Con respecto a la interaccion de los fotones con aminoacidos y bases nitrogenadas, la composicion
quimica semejante determina que los aminoécidos esenciales tengan el mismo comportamiento
frente a la atenuacién de fotones, como asi también las bases nitrogenadas, al tener los mismos
tipos de atomos en su composicion, los coeficientes de atenuacion y los ndmeros atémicos
efectivos son similares. Ademas, debido a los nimeros atomicos de los tomos constituyentes y
las energias consideradas, implican la importancia de los coeficientes de atenuacion y nimero
atémico efectivo de Efecto Fotoeléctrico y Dispersion Compton. Con respecto a los tejidos sanos
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y malignos, en especial el tejido mamario, la diferente composicion quimica de los tejidos
malignos, con mayor cantidad de elementos quimicos de mayor nimero atémico determina el
comportamiento diferencial frente a la interaccion de los fotones, lo cual permite diferenciar a los
tejidos por los espectros de electrones primarios y secundarios generados y especificamente con
mayor eficiencia, a través del nimero atémico efectivo de las interacciones microscopicas de los
fotones.

Con respecto a la interaccion de fotones con ADN libre en solucion, se comprobd
experimentalmente que se producen rupturas en la cadena superenrrollada, especificamente
rupturas de simple cadena. Estas rupturas podrian explicarse principalmente por los efectos
indirectos mediados por los radicales libres generados por la ionizacién de moléculas de agua
inducida por la radiacion gamma. Con respecto a la ionizacion de las moléculas de agua por la
radiacion gamma, que se produce en la etapa fisica de la interaccion de la radiacion con la materia,
esta ionizacion podria ser causada principalmente por Dispersion Compton, por el numero
atémico de los atomos que constituyen el ADN v la energia utilizada.
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Capitulo 8

L 4
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