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Resumen

Estudiar cuantitativamente los efectos nocivos en plasmidos de ADN debidos al transporte e
interaccion de la radiacion ionizante, asi como de especies quimicas creadas por la
disociacion de las moléculas de agua, en funcidn de la concentracion del compuesto quimico
conocido como scavenger Dimetil Sulféxido (DMSO por sus siglas en inglés) capaz de
mitigar las ionizaciones y excitaciones producidas por especies quimicas reactivas
distribuidas en el medio. Para el cumplimiento de dicha tarea se realizaron simulaciones
Monte Carlo empleando el algoritmo Independient Reaction Time (IRT por sus siglas en
inglés) que se caracteriza por ser computacionalmente eficiente respecto al método Step By

Step (SBS por sus siglas en ingles).

Haciendo uso de GEANT4-DNA, TOPAS MC y del algoritmo IRT, se realiz6 una simulacion
Monte Carlo en la que 9 modelos de ADN (pUC19) equivalentes a una concentracion de 50
ng mL! inmersa en una esfera de 1 mm de diametro con solucién acuosa en su interior, fue
irradiada por una fuente isotrépica de electrones secundarios que simulan el decaimiento del

Cesio 137 hasta obtener una dosis prescrita de 30 Gy.

Se encontr6é una respuesta lineal en el namero de rompimientos simples en las hebras de
ADN en funcion de la concentracion del scavenger. Se encontrd que existe una diferencia
promedio porcentual entre los resultados obtenidos en este trabajo de tesis y los valores G
encontrados en la literatura de 10.62% + 3.76%. Ademas, se mostro la evolucion temporal
de los valores G de las especies quimicas responsables del dafio al ADN. Se aproximé el

tiempo de mitigacion de dichas especies y se observaron las diferencias en la evolucion



temporal de los valores G para los casos en los que los plasmidos se encuentran distribuidos

0 no en el medio a distintas concentraciones del scavenger.

Geant4 permite recrear resultados experimentales de distintas &reas del conocimiento como
lo son la fisica de radiaciones, fisica de altas energias, fisica medica etc. [1]. Geant4-DNA,
una extension de Geant4 permite simular fendmenos de interaccion a escala nanométrica que
son de utilidad para &reas como la nano dosimetria y la radiobiologia. Los fendmenos de
ionizacion y excitacion creados por radiacion incidente, los modelos de disociacién del agua
debida a la interaccion de la radiacion ionizante en la materia, asi como la inclusién de los
esquemas de reacciones quimicas implementados en Geant4-DNA permitieron recrear los

resultados experimentales obtenidos por Milligan et. al [2]
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1 Introduccion

El ser humano se encuentra expuesto a fuentes de radiacion naturales y artificiales de manera
cotidiana (vuelos internacionales, exposicion a rayos X en radiografias, eliminacion de
microorganismos y bacterias de los alimentos con el uso de radiacion ionizante entre otros).
Es por ello que el estudio del dafio producido por la radiacién ionizante en medios biologicos
es relevante en campos como la radioquimica, medicina, biologia y biofisica debido a las
lesiones que esta puede producir en el material genético, responsable de mutaciones que
pueden devenir en cancer. Una de las técnicas experimentales que ha permitido estudiar en
detalle el dafio producido es irradiando concentraciones de ADN in vitro, segregando
mediante electroforesis en gel de agarosa las cadenas de material genético que contienen
rompimientos de en las hebras y finalmente cuantificando el nimero de rompimientos
haciendo uso de la inmunofluorescencia [3][4]. Estudiar en detalle este proceso es una tarea
compleja'y una manera de cuantizar el dafio producido en la cadena de ADN es haciendo uso
de las simulaciones Monte Carlo que permiten obtener una solucién aproximada de un
problema que es en si mismo complejo: conocer las deposiciones de energia a escalas
nanomeétricas. Dichas simulaciones permiten modificar con facilidad parametros que
caracterizan la simulacion e implementar geometrias tan complejas como lo permita el

equipo de computo disponible [5].

Existe una gran variedad de cddigos empleados para la realizacion de simulaciones Monte
Carlo de la estructura del track (TSMC), Geant4-DNA ha sido validada como una
herramienta capaz de simular la interaccién de las particulas en el rango de keV hasta MeV,
gracias a que los resultados obtenidos por esta herramienta han sido evaluados respecto a

otros codigos Monte Carlo de estructura del track, y a mediciones experimentales de



referencia obteniendo resultados mas que respetables [1]. Geant4-DNA ofrece modelos
encargados de simular los procesos de interaccion entre particulas en el agua a escala nano
métrica, ademas de incluir los procesos quimicos responsables del dafio indirecto debido a la

radiacion ionizante [6].

Dos algoritmos que son utilizados con frecuencia para la simulacion de la radiolisis
(disociacion de la molécula de agua que da paso a la creacion de especies quimicas capaces
de crear un dafio al material genético) del agua son Step By Step (SBS por sus siglas en inglés)
que posee una gran resolucion a costa de necesitar mucho tiempo de computo, por otro lado,
el método Independient Time Reaction (IRT por sus siglas en inglés) es un algoritmo que
goza de ser computacionalmente eficiente respecto al algoritmo SBS a costa de carecer de el

suficiente detalle.

En esta seccidon se da una perspectiva breve y general del contenido de cada uno de los
capitulos a fin de que el lector tenga una idea general del contenido de la tesis. En el capitulo
2, se describen los conceptos necesarios para comprender el complejo fendmeno del
transporte de la radiacion ionizante en la materia haciendo uso de uno de los métodos
computacionales méas efectivos, el método IRT. El capitulo 3 aborda la metodologia
empleada para la realizacién de dicha encomienda, proporciona una descripcion detallada de
las condiciones del sistema a simular: caracteristicas del plasmido irradiado, fuente de
radiacion ionizante, geometria de la simulacion, descripcién del scavenger DMSO encargado
de neutralizar las especies quimicas responsables del dafio al material genético disuelto en el
medio. En el capitulo 4 se muestran los resultados de la simulacion y se comparan con los
datos experimentales obtenidos de la literatura disponible; se analiza el comportamiento de

las especies quimicas que realizan dafio a las cadenas de ADN en funcion de la concentracion
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del scavenger. En el capitulo 5 se realiza una conclusion sobre los resultados obtenidos del

trabajo realizado en esta tesis.
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2 Teoria

2.1 Métodos Monte Carlo

La resolucion de problemas en los que se hacia uso del muestreo de nimeros aleatorios se
remontan al afio 1777, cuando el conde de Buffon realiz6 un procedimiento en el que una
aguja de longitud L era lanzada con una trayectoria aleatoria sobre un tablero marcado por
dos lineas paralelas de longitud d cuyo valor era menor a la longitud de la aguja (d > L). El
objetivo de este proceso era calcular la probabilidad P de que la aguja intersecara a cualquiera
de las lineas. Después de realizar este procedimiento repetidas veces, determiné que la

probabilidad P de que dicho suceso ocurriera estaba determinado por la siguiente relacion:

Laplace utilizaria este mismo método basado en el muestreo de nimeros aleatorios para la
determinacion del valor de m. Siglos mas tarde, el método recibiria el nombre de método
Monte Carlo acufiado por los cientificos John von Neumann, Stanislaw Ulam y Nicholas
Metropolis inspirados en los juegos de azar en Mdnaco, trabajaron en el desarrollo de armas
nucleares en Los Alamos, Nuevo México para los aliados, en los que eran necesarios céalculos
precisos sobre el transporte de neutrones [7]. EI método es una herramienta que ayuda a
resolver problemas en los que no se cuenta con solucién analitica o el modelo se vuelve
demasiado complejo [8]. Después de la guerra, el método tuvo un auge debido a que se
mostrd en distintas publicaciones tener utilidad para la solucion de problemas en mecénica
estadistica, transporte de la radiacion, finanzas y otros campos [9][10][11][12]. Este auge se
detuvo debido a que la solucion de problemas se veia limitado por la capacidad
computacional del momento, puesto que no existia la tecnologia suficiente para modelar

problemas de gran envergadura y complejidad. Fue décadas mas tarde con el desarrollo de
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computadoras de nueva generacion que el método obtuviera relevancia cientifica. Otros
avances teoricos y técnicas de reduccion de varianza fueron implementadas para aumentar la
velocidad de computo y reducir la cantidad de recursos necesarios para realizar simulaciones

Monte Carlo.

Uno de los problemas que el método Monte Carlo es capaz de resolver es la caminata
aleatoria, que esta relacionada con el transporte de la radiacion ionizante a través de la

materia, por lo que en la siguiente seccion se explicara la relacion entre ambos.

2.2 Caminata Aleatoria

La caminata aleatoria es frecuentemente usada como una aproximacion discreta de procesos
fisicos continuos, tales como, el movimiento de particulas en difusién que puede describirse

haciendo uso de la teoria de ecuaciones diferenciales [9].

La simulacion del transporte de la radiacion ionizante en un medio para la cual se deben

realizar los siguientes pasos:

1. Formular una descripcién de la fuente de radiacion. Interpretar esa descripcién como
una funcién de distribucion de probabilidad.

2. Formular el trazado de una trayectoria y la descripcién de las interacciones entre los
elementos de la radiacion y el medio. Muestrear la funcion de distribucion de
probabilidad para la distancia recorrida y varias probabilidades para determinar si la
radiacion continua o si se crea otro tipo de radiacion.

3. Repetir el paso 2 hasta que la radiacion sea absorbida o se vuelva irrelevante.

4. Durante la iteracion del paso 2, se registran los eventos interesantes para los

propositos de la simulacion.
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Los pasos 1 al 3 son reglas que también son apropiadas para transportar un objeto de un sitio
a otro de manera aleatoria en una region del espacio. Ademas, sera necesario caracterizar el
espacio en donde ocurre el proceso fisico (transporte de la radiacion ionizante), seguidamente
de la descripcion de la fuente de radiacion. Una regla estocastica debera ser pronunciada
para mover a la particula de un punto X~ a otro punto X. Esta regla serd una funcion de

distribucion T(X|X") tal que

T(X|X') = 0
fT(XIX’)dX <1

Por Gltimo, se necesitara de la formulacion de algunas variables de interés para los propdsitos

de la simulacion.
2.3 Radiacion ionizante y no ionizante

El término “radiacion” es utilizado con frecuencia para referirse al transporte de energia,
misma que viajar de un punto del espacio a otro en forma de particula u onda hasta que el
medio en el que se transmite absorba toda la energia o bien sea aniquilada por el material. El
ser humano, asi como los distintos animales que habitan el planeta, se han adaptado a la
radiacion que emana de manera natural de los minerales sobre la corteza terrestre, asi como
de la radiacion emitida por el Sol, los alimentos que consumimos etc. La radiacion térmica
por ejemplo es la energia emitida por la materia cuya temperatura es mayor a cero y es
transportada en forma de ondas electromagnéticas [14], la radiacion electromagnética se
compone de un campo eléctrico y otro magnético que se retroalimentan entre si, por tanto,
este tipo de radiacion se describe usando propiedades de ondas. La radiacion es divida en dos

categorias: ionizante y no ionizante. La radiacion ionizante es responsable de dos fendbmenos
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fisicos capaces de producir dafio al medio: ionizaciones y excitaciones [15]. Las ionizaciones
ocurren cuando la particula incidente cuenta con la suficiente energia para liberar un electron
de un 4tomo o molécula, produciendo un atomo o molécula segun sea el caso, con carga
positiva y un electrén libre es eyectado. Por otro lado, las excitaciones ocurren cuando la
energia transmitida por la radiacién incidente no es suficiente para la liberacion de un
electron, en su lugar el a&tomo o molécula se encuentra en un estado de energia mayor y
eventualmente retornara a su nivel de energia original. La radiacion ionizante comprende dos
tipos: radiacion electromagnética y particulas cargadas: la radiacion electromagnética
conformada por rayos gamma y luz ultravioleta. La radiacion gamma (y) son paquetes de
energia sin masa que usualmente son Illamados como fotones. Similares a la luz visible, los
rayos de este tipo de radiacion son muchisimos mas energeéticos y son sumamente peligrosos
para las distintas formas de vida debido a que su poder de penetracion es muchisimo mayor
que el resto de tipo de desintegraciones; puede producir dafios irreparables debido a las

ionizaciones que va realizando a traves del cuerpo humano.

Por otro lado, las particulas cargadas se clasifican de la siguiente manera: la radiacion alfa
(o) compuesta por dos neutrones y dos protones, debido a su composicion idéntica a los
nacleos de helio se consideran sindbnimos uno de otro. Cuentan con una carga positiva y es
producto de la desintegracién nuclear que ocurre en nicleos que tienen un exceso de protones
en su nucleo (es decir, estaran por encima de la linea de estabilidad) [16]. El decaimiento del
Radio-226 es un ejemplo en el que se obtiene una particula alfa de 4.78 MeV y un ndcleo de

Radon-222.

226

88Ra —y 222

22pn + Ja
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Esta particula tiene una carga +2 ge y una masa 800 veces mayor que un electron y, por lo

tanto, no penetra como el resto de las radiaciones previamente mencionadas.

La radiacién beta (B) se refiere a positrones o electrones que son emitidos del ndcleo de un
elemento radiactivo en un proceso de decaimiento de un &tomo inestable. Si se trata de un
positron, la masa es igual que la del electron mientras que la carga es la misma, pero de signo
contrario a la del electron. Un ejemplo de un decaimiento que produce este tipo de particulas
y que tiene una importancia significante en medicina nuclear es el decaimiento del Fluor-18

a Oxigeno-18 con un positron [16][17].

Br 5%+ p+v
Por otro lado, la radiacion no ionizante no es de interés para los propoésitos de esta tesis y

cada vez que se refiera al término radiacién, se referird a la radiacién ionizante.
2.4 Potencial de frenado

El stopping power o potencial de frenado es una cantidad que describe la tasa a la que una
particula cargada pierde energia conforme viaja a través de la materia, por lo que dicha
cantidad depende de la naturaleza de la particula incidente y el material en cuestion. Cabe

notar que esta cantidad no representa la perdida de energia por unidad de tiempo:

dE
dx

El signo negativo significa que la particula pierde energia conforme viaja en el medio [13].

Las unidades tipicas del potencial de frenado son %’ = #

2.5 Energia Lineal Transferida
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La Energia lineal transferida (LET por sus siglas en inglés) es una cantidad de gran relevancia
en radiobiologia y micro dosimetria [16]. Definida por el ICRU como “el cociente dE entre
dl, donde dI es la distancia recorrida por la particula y dE es el promedio de la energia perdida
localmente impartida debida a las colisiones con transferencia de energia inferiores a un valor

determinado A”.

L _(dE)
A7 \dL/,

Cuyas unidades en el sistema internacional son KeV / um [18]. En dicha definicion, deben
ser consideradas las contribuciones debidas a los depoésitos de las particulas secundarias que
son creadas a través del track de la particula primaria. Conforme la radiacién atraviesa el
medio por donde se propaga, se realizan depdsitos de energia, esto implica que la particula
viajara cada vez con menos velocidad y la probabilidad de interaccionar con el medio
aumenta hacia el final del recorrido. Si el corte de energia es de 100 eV, aun los electrones
secundarios mas energéticos producen en promedio a lo mas tres ionizaciones subsecuentes.
En general, el valor del subindice delta, permite discernir entre las particulas que realizan
depdsitos locales de las que alin conservan la suficiente energia para no realizar depositos

locales.

Las radiaciones de alta LET caracterizadas por particulas o y por iones pesados, han
demostrado inducir una cantidad menor de rompimientos del tipo Double Strand Break (DSB
por sus siglas en ingles) en cadenas de ADN, mientras que las radiaciones de baja LET,
caracterizadas por rayos Xy y producen rompimientos del tipo Single Strand Break (SSB por

sus siglas en inglés) [19].

2.6 Transporte de la radiacion ionizante en Monte Carlo
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El transporte de la radiacién ionizante a traves de la materia es un proceso que se modela de
manera estocastica debido a la naturaleza aleatoria de las interacciones entre las particulas
incidentes y las particulas que conforman el material objetivo. Por otro lado, el proceso es
modelado de tal manera, debido a que los sistemas a simular se conforman por una cantidad
inmensa de cuerpos, en los que una solucién analitica exacta no es posible obtener debido a
la misma complejidad de este. Por proceso estocastico nos referimos a una secuencia de
procesos cuya evolucién temporal sera determinada por eventos aleatorios. Las variables
independientes del sistema seran la energia, posicion y direccion de la particula que se esté
por simular y cada una de estas variables sera aleatoria y vendra descrita por una funcion de
distribucion de probabilidad. Una vez que la radiacion ionizante llegue al medio, interactla
con cada atomo que se encuentre a su paso; la distancia recorrida por la particula depende de
la energia de esta misma, asi como de la trayectoria libre media que, a su vez, es inversamente
proporcional a densidad p,, y la seccion eficaz total del medio o [13]. En general se tiene que

la trayectoria media libre viene dada por

La interaccién involucra que la particula que atraviesa el medio, intercambie energia con los
electrones del &tomo haciendo que la particula pierda energia y cambie de direccion; si la
particula ha perdido la suficiente energia entonces se dice que la historia termina. En
cualquier simulaciéon de transporte de la radiacion, se deben conocer las funciones de
distribucion de probabilidad que rigen a cada uno de los procesos estocasticos que ocurren.
Estas funciones de distribucion de probabilidad son conocidas del desarrollo tedrico o por un

experimento que la describa.
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2.7 Efecto Compton, fotoeléctrico y creacion de pares

Tras el paso de fotones a través de la materia, nueve tipos de interacciones son posibles, de
los cuales solo tres son de importancia para los propositos de la medicina nuclear [20]. Estos
tres tipos de interaccion de la materia con fotones. Estos son el efecto Compton, fotoeléctrico,

creacion de pares y se describen a continuacion.

e Efecto Compton: Un foton con energia E,, = hv incidente colisiona con un electron
estacionario, provocando que el electron ahora se mueva formando un &ngulo 6
respecto a la direccion inicial del foton incidente que ahora se desplazara formando
un angulo ¢ respecto a la direccion inicial. Una parte de la energia del electron es
transferida a la energia de un electron del orbital. En la figura 1 se muestra un

diagrama del efecto Compton.

Energia Cinética=T

Momento=p

Energia =hv

Momento =hv/c

Energia =hv
Momento =hv/c

Figura 1: Esquema del efecto Compton. Para obtener méas informacion, visitar de Physics in Nuclear Medicine, S.
Cherry et al (2003) [20]
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o Efecto Fotoeléctrico: Considérese un electron incidente que interactia con un
electron de las capas internas de un atomo. El fotdn incidente desaparece e imparte
una energia cinética menor a la del foton incidente formando un angulo 0 respecto a
la direccidn inicial del foton incidente, mientras que el &tomo se mueve formando un
angulo ¢ respecto a la direccion inicial con una energia apenas mayor a cero0. En la

figura 2 se muestra un diagrama del efecto fotoeléctrico.

Energia Cinética=T=hv-E,
Momento =p

Energia =hv
Momento = hv/¢

Energia Cinética= ¢

Momento=p__

Figura 2: Esquema del efecto fotoeléctrico. Para obtener mas informacion, visitar de Physics in Nuclear Medicine, S.
Cherry et al (2003) [20]

e Creacion de pares: se trata de un proceso de absorcion en el cual un foton desaparece
y da lugar a un electron y un positron. Solo puede ocurrir en presencie de un campo
de fuerzas de Coulomb, usualmente cerca del nicleo atomico. En la figura 3 se

muestra un diagrama de dicho proceso.

-
Energia cinética=T

Energia =hv
Momento = hv/c

N S N

Figura 3: Esquema de la creacion de pares. Para obtener mas informacion, visitar de Physics in Nuclear Medicine,
S. Cherry et al (2003) [20]
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La predominancia de cada uno de los procesos de interaccion depende de la energia del foton
incidente y del numero atdbmico Z del material en el que la radiacion electromagnética se
transmite. En la figura 4 se aprecia de manera grafica lo antes dicho.

100

75
N
o L
) Efecto Creacion
\g Fotoeléctrico de pares
= 50
2
g Efecto
S Compton
zZ
25 V4
/ :
0 1
0.01 0.1 1 10 100

Energia del fotén (MeV)

Figura 4: Predominancia de la interaccion en funcion de la energia del foton incidente y del nimero atémico Z del
material por el que la radiacion viaja. La region que encierra el contorno punteado de color rojo corresponde a las
condiciones que se simulan en este trabajo de tesis (Z < 10 y Energia de los fotones < 2 MeV). Figura obtenida de
Physics in Nuclear Medicine, S. Cherry et al (2003) [20].

2.8 Cantidades fisicas de interés

A continuacion, se describen algunos elementos que se utilizan en distintas areas de la fisica
(fisica médica, fisicogquimica) que son necesarias para el desarrollo de los temas que

involucran este trabajo de tesis:

e Dosis absorbida: Es la energia absorbida por unidad de masa en un determinado
punto. En unidades internacionales, su unidad es el Julio sobre kilogramo y se le da
una denominacion especial llamada Gray [21].

e Valores G: También conocidos como rendimientos radioliticos, los valores G(S) de
una especie S son el nimero de moléculas o &tomos formados o erradicados por cada
100 eV de energia absorbida [22][23]. Las unidades de esta cantidad son equivalentes,

en el Sistema Internacional de Unidades a:
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~ 1.036 x 10~7 2!
100ev Joule

e Concentracién molar: la concentracion de una especie que se encuentra diluida en un
medio, frecuentemente se expresa escribiendo la especie quimica de interés entre
corchetes. Ejemplo:  concentracion de DMSO — [DMSO]. En el sistema
internacional de unidades, la unidad que se usa es el mol/m? también conocido como
Milimolar. Donde una unidad de molaridad esta definida como 1 mol / L denotado
como M.

mol _, mol _, mol
m dm? N L

2.9 Efecto bioldgico de la radiacion

La radiacion ionizante es generalmente aceptada como una consecuencia del dafio al ADN.

En este sentido, el dafio se divide en tres tipos:

1. Efecto directo (fisico): La radiacion ionizante interacciona directamente con el ADN,
mediante ionizaciones en los &tomos que componen al ADN.
2. Efecto indirecto (quimico): La disociacién del agua produce especies quimicas

reactivas capaces de reaccionar con el ADN.
En la siguiente seccion se hablara a detalle del proceso de la radidlisis del agua.
2.10 Radidlisis del agua

La radiolisis del agua es el proceso en el que la molécula de agua se disocia, produciendo
especies quimicas que son las responsables de producir dafio indirecto a los distintos

plasmidos del medio. Dicho proceso se divide en tres: etapa fisica, etapa fisicoquimica y por
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ultimo la etapa quimica. En la figura 5 se muestra un diagrama que ayuda a describir dichas

etapas:

1. Etapa fisica (0 fs — 1 fs): La radiacion ionizante viaja a través del medio. La
informacion de los puntos de interaccion de la particula se almacena tomando en
cuenta las ionizaciones y excitaciones por separado.

e Excitacion es el proceso en el que la energia absorbida por un electrén lo lleva
a un estado excitado para despues ser regresado a su estado base o un nivel
inferior con la emisién de radiacion electromagnética.

e En el proceso de ionizacidn, un electron es provisto con la suficiente energia
para liberarse del campo eléctrico generado por el nicleo del atomo. Después
de que el electrdn libre ha sido desprendido de la nube electrdnica, volvera a
su estado base y un fotdn sera liberado para respetar la conservacion de la
energia.

2. Etapa fisico — quimica (1 fs — 1 ps): durante esta etapa, se utiliza la informacion de
los puntos de ionizacion y excitacion del agua, para generar la posicion inicial de las
especies quimicas. El tipo de especie quimica viene determinado por la tabla 1 en la
que se aprecian los canales de disociacion [24].

3. Etapa quimica (1 ps — 1 ps): las especies quimicas creadas en la etapa anterior se
difunden/difuminan en el medio. Esta etapa se subdivide en otras dos etapas:
inhomogénea y homogeénea. En la primera de estas etapas, las especies se localizan
cerca del sitio por el que la radiacion ionizante atraveso el medio. Por otro lado, en la

etapa homogénea, las especies quimicas se encuentran distribuidas mas alla de las
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posiciones iniciales de creacion y se inician las reacciones entre especies y con el

medio.

Debido a que las especies quimicas no se encuentran homogéneamente distribuidas en el

medio, el uso de modelos convencionales de reacciones homogéneas no puede describir

completamente las reacciones cinéticas de las especies quimicas.

Proceso Desencadenante Especies quimica Probabilidad

producidas (%)

Estado de ionizacion Decaimiento H3O" + "OH 100
Disociativo

AlB: Decaimiento ‘OH+H" 65
disociativo

Relajamiento H20 + AE 35

BA: Auto — lonizacién HsO* + "OH + e 55

Auto — lonizacién ‘OH + "OH + H» 15

Relajamiento H,0 + AE 30

Bandas de difusion de Auto — lonizacién H3O" + "OH + e, 50

Rydberg Relajamiento H,0 + AE 50

Tabla 1: Canales de disociacion del agua. El fendmeno de excitacion se caracteriza de tres formas mientras que el de
ionizacion solo considera una forma. Cada uno de dichos eventos produce sus especies quimicas [24].

2.11 Algoritmo IRT para simulaciones de reacciones quimicas

Existen dos algoritmos de reaccion — difusion de especies: Paso-a-Paso (Step By Step: SBS
por sus siglas en ingles) y Tiempos de Reaccion Independientes (Independent Reaction Time:
IRT por sus siglas en inglés). Ambos métodos estan basados en la funcion de Green de
ecuacion de difusion [25]. Sin embargo, el método SBS supone un alto tiempo de ejecucion
(alrededor de 3 6rdenes de magnitud mas lento que el método IRT) [23] debido a que provee

toda la informacion relevante de la radiacién ionizante a través del track, asi como las
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posiciones de las especies quimicas creadas en todo momento. En este trabajo de tesis, se
utilizoé el algoritmo IRT debido a que se trata de una técnica rapida para calcular los
rendimientos radioquimicos. EI método consiste en la creacion de una lista de los tiempos de
reaccion y llevando a cabo las reacciones de manera ascendente con respecto al tiempo. A
pesar de su aparente simplificacion el método proporciona una descripcion precisa a la
naturaleza aleatoria del fenomeno de reaccion — difusion [24]. Dicha lista es ordenada
descendente de acuerdo con el tiempo de reaccion muestreado estocasticamente para cada

par de especies.

Etapa Tiempo HzO
- Excitacion A\g 7%_% Ionizacion
- H,0° H0* + ¢
E‘j
E +H,0
&
3 H,+0 H“4OH 10t +0H Ca
=

. No homogenea: e, H OH HY, (H)

|

Difusién

Quimica

o Homogenea: e H, OH, H*, H,,H,0,

Figura 5: Esquema de las etapas de la radiacion ionizante y la creacion de especies quimicas debidas a la radidlisis del
agua, responsables del dafio al ADN [26].

El método IRT asume que el tiempo de reaccidn de cada par de parejas de especies quimicas
que reaccionan es independiente de la existencia de otras especies quimicas presentes en el
medio, ademas que el método permite agregar de manera simple un tipo de pseudo reacciones
de primer orden para especies radioliticas que se encuentran distribuidas homogéneamente

en el medio. Entre las fortalezas del método IRT, se encuentran:

1. Rapidez
2. Precisién

3. Implementacion de interacciones del tipo Coulomb entre especies
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4. Tratamiento de reacciones de difusion parcialmente controladas

Con cada par de especies reactivas, un tiempo de reaccion es muestreado de acuerdo con la
funcion de supervivencia que depende del tiempo Q(t) que seré la apropiada para las especies
quimicas involucradas y su posicion inicial. Una vez que un reactivo ha participado en la
reaccion, deja de estarlo para el resto de las reacciones que siguen en la lista ordenada, asi
mismo, los productos de cada reaccidén constituyen nuevas especies y sus respectivas
reacciones con las especies quimicas del medio deben ser consideradas. A continuacion, se

describen los pasos para obtener los tiempos de reaccion:

1. Unidentificador se asigna a cada una de las reacciones de la tabla de reacciones. Junto
con este identificador, se almacena el tiempo de reaccion calculado para cada par de
reactantes.

2. Latabla se ordena de manera ascendente con respecto al tipo de reaccion.

3. Las reacciones se llevan a cabo conforme a la tabla.

4. Los productos resultantes de los pasos previos (1 a 3) son colocados en sus posiciones
y se vuelve a muestrear el tiempo de reaccién. Si una nueva especie es creada en el
medio, deben muestrearse tiempos de reaccion para aquellas reacciones en las que
esté involucrada, debiendo agregar esta informacién a la tabla.

5. Debido a que nueva informacién ha sido agregada a la tabla, esta debe ser ordenada

nuevamente y debe de regresarse al paso 3.

Dicho proceso se repete hasta que el tiempo de reaccion de la primera reaccion en la tabla

sea mayor al tiempo de finalizacion de la simulacion.
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2.12 Reacciones Quimicas

Para comprender la forma en la cual se dan las reacciones quimicas, es necesario describir
algunos elementos que se consideran en estas son: tasa de reaccion, radios de reaccion y
coeficientes de difusion. La tasa de reaccion kons describe la rapidez con la que una reaccion
quimica entre dos reactivos ocurre para crear una nueva especie (producto). Esta tasa de
reaccion depende de las especies quimicas que se estén considerando; entre menor sea esta

cantidad, menos probable sera que ocurra la reaccion. Las unidades de la tasa son Mt s,

Por otro lado, el radio de reaccion R es la distancia minima de separacion necesaria para que
una reaccion sea llevada a cabo. Dos especies quimicas podran reaccionar solamente si se
cumple que la distancia entre dichas especies sea menor que la suma de los radios de reaccion.
De otra manera, la reaccion no ocurrira dada la separacion que hay entre estas. Como dentro
del método IRT no se simula de manera explicita la difusion de las especies quimicas, el

radio de reaccidn es utilizado para calcular el tiempo de reaccion.

Por Gltimo, el coeficiente D de difusion cuyas unidades son M s representa la velocidad a la
gue una especie quimica puede difundirse por el medio. Entre mayor sea el valor de este
coeficiente de difusién, mayor sera la capacidad de la especie quimica para desplazarse en
menor tiempo por el medio. La distancia recorrida de una especie quimica esta relacionada

con su coeficiente de difusion por la siguiente expresion:
A=6Dt

donde A es la distancia de recorrida y t el tiempo.
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El modelo empleado para la modelacion de la reaccion entre especies quimicas se basa en la
caminata aleatoria en tres dimensiones, conocido como movimiento browniano [24]. La
ecuacion de difusion que describe el movimiento browniano de una particula esta dada por:

dp (7, tI75)

Z—= = DV3p(#, L) (1)

Donde 7 es la posicion de la particula, D es el coeficiente de difusion y t es el tiempo. La
condicion inicial que debe satisfacer la solucion de tal ecuacion diferencial relaciona la delta

de Dirac de la siguiente forma:
p(Ftlrg) =86(F —75) (2)

La solucion de dicha ecuacion diferencial en derivadas parciales es una funcion de
distribucion de probabilidad, que también es una funcion de Green y esta dada por la

siguiente expresion:

F t7) = —— - ex [ (F_mz] 3)
p(7,tIg) = ——exp |- ———
" (anpp)? 4Dt

En el caso en que las particulas se encuentren en presencia de un campo de fuerzas centrales,
otro termino es agregado a la ecuacion de difusidn, de tal manera que la expresion es de la

forma:

PEND _ py2p(, efi) - DAY - [p (7, HFED)] (@)

1 ., .
Donde g = — kg la constante de Boltzmann y T la temperatura. Tal ecuacion es conocida
B

como la ecuacion de Debye-Smoluchowski [25]. Por tanto, queda claro que, para describir la

difusion de particulas sin interaccion electrostatica, se utiliza la ecuacion (1) y en caso
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contrario, cuando las particulas interaccionan electrostaticamente, se hace uso de la ecuacién

(4). Dos cantidades son encontradas a través de estas dos expresiones anteriores:

= Q(t|ry) obtenida de integrar p(#, t|7y,) en el intervalo r > R (R: suma de los radios de
reaccion de las especies quimicas en cuestion)

»  P(t|ry) que es la probabilidad de reaccion:

P(tlrg) =1 - Q(tlg) (5)
Las reacciones quimicas se clasifican en seis grupos diferentes y se describen a continuacion.

2.12.1 Reacciones tipo 1y Il

Las reacciones del tipo | usualmente son llamadas reacciones totalmente controladas por
difusion (ka —0). Por otro lado, las reacciones del tipo II son conocidas como reacciones
parcialmente controladas por difusion (0 < ka < o). Para las reacciones del tipo I, p,; (7, t|7g)

es de la forma:

. 1 F-75)? (7 + 75 — 2R)?
4mrop; (7, tlro) = W{WCP [_4—Dt —éxp|— 4Dt (6)

La probabilidad de reaccién, denotada por P, (t|7,) es de la forma:

Pi(tlR) = 1 - f

Anr2p, (7, t|rg)dr = —Erfc[
R

Donde Erfc(z) es la funcion error complementaria definida como
2 oo
Erfc(z) =1—erf(z) = —f exp(—t3)dt (8)
Vi J,

Para las reacciones del tipo 11, la correspondiente p,, (7, t|ry) se escribe como:
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4rtropy (7, t]1o)

B (r—ro) (F+ 75 — 2R)?
\/47TD {exp l l l_ 4Dt l}

r+ 19— 2R
V4Dt

+ aW( ,—aﬁ) 9

Donde

W(x,y) = exp[2xy + y?|Erfc[x +y]  (10)

_ _kat4mRD
*= aorz . (D

Por Gltimo, la probabilidad de reaccion denotada por P, (t|7,) esta dada por:

o

Pultlo) = e bar RDaro[ rfe (\/Tf)_w<m

—aVDt )] (12)

Las reacciones del tipo | y Il no toman en cuenta la carga eléctrica de las especies quimicas.
Por esto son comunmente Ilamadas reacciones totalmente/parcialmente controladas por

difusion entre especies sin carga.

2.12.2 Reacciones tipo Il

Las reacciones del tipo 11l usualmente son Ilamadas reacciones totalmente controladas por
difusion (ka —o0) entre especies con carga eléctrica [24][25]. En este caso, la solucion
p; (7, t|1y) debe ser solucién de la ecuacion de Debye-Smoluchowski. Ademas, la solucion

debe de cumplir la condicién de frontera p;;, (7, t|ry) = 0.

El radio de Onsager rc se define como la distancia a la cual la energia potencial de Coulomb

entre dos cargas unitarias es igual a la energia térmica equivalente a kzT donde T es la
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temperatura absoluta del medio. Dicho radio es necesario para calcular las distancias

efectivas ref Y Rett.

2

e = 4meTkpg (13)
-, -
Tegf =7z~ ¥ Repp= ———~  (14) (15)
1—exp (76) 1—exp (EC)

Las distancias efectivas son siempre positivas para r y R mayores que cero. Para solventes
de alta permitividad como el agua, el radio de Onsager rc es pequefio y la probabilidad de
reaccion puede ser expresada de forma similar a la expresion de la probabilidad para las

reacciones del tipo I:

Refr Terf — Resy
P (t o) = Erfc [—] 16
111 ( O) reff f \/m ( )

2.12.3 Reacciones tipo IV
Las reacciones del tipo 1V son Illamadas reacciones parcialmente controladas por difusion

entre particulas cargadas (0 < ka <o0). La condicion de frontera toma la siguiente forma:

Dexp (:—C) % [exp (— %) piv (@, t|7"_o>)] = Kaeetv (7, tl7) - (17)

La probabilidad de reaccion puede ser expresada como:

R;,
Py (tlr) = 222 [Erfe(s) = W(b,@)] - (18)

Donde
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a= 4R j%smhz (3) ¥ b= pleoth () —coth (55)]  19) @)

2 + ! (21) (22)
Y kobs kdif kact

Dr, k
a=v+ < = y V=4a;t2 (23) (24)
R%2(1—exp (— ﬁc))
T,
Ryrs = 5 (25)
exp () (1 + 7g2) ~ 1

Cuando el radio de Onsager rc — 0 la ecuacion Py, (7, t|7y) se simplifica a la expresion que
corresponde a la probabilidad P;; (7, t|7,) de la reaccién del tipo I1. Tomando el limite cuando

v — 0, la expresion se simplifica a la expresion P, (7, t|7).

2.12.4 Reacciones tipo V
Este tipo de reacciones involucra especies quimicas que se encuentran en modo singlete. Se

consideran parte de las reacciones del tipo 1 y Ill, pero se diferencian al incluir un factor

estadistico de spin en la tasa de difusion ket Tal factor estadistico tiene un valor de 1/ 4

Reaccion Coeficiente de reaccion kops (101° M s1)
H*+ H®* — H:2 1.2
€qq + €gq—H2+ OH" 0.5
H* + e;, — Hz+ 20H- 2.65

Tabla 2: Reacciones del tipo V. Plante, 1. (2021). Para mas informacion: A review of simulation codes and approaches for
radiation chemistry. Physics in Medicine and Biology, 66(3). https://doi.org/10.1088/1361-6560/abbd19 [25]
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La probabilidad de que una de estas reacciones ocurra también lleva un factor de 1/2 para

diferenciarla de la probabilidad de reaccion del tipo IV. En la tabla 2 se describen las

reacciones del tipo V.

2.12.5 Reacciones tipo VI

Estas reacciones son aquellas en la que uno de los reactantes se encuentra en una
concentracion conocida de una solucion. En agua pura, estas reacciones son las que
involucran a las especies quimicas H20, H" y OH". Si el medio contiene oxigeno disuelto, se
deben agregar las reacciones con el 02. Las condiciones que debe haber para ser consideradas

reacciones de este tipo son:

= 55.3 M de agua
= 99x108MdeH"
= 9.9x10%MdeOH

= (0.27 mM de 02 saturado a 1 atmosfera.

Estas reacciones usualmente son llamadas reacciones con el medio o reacciones de primer
orden. La concentracion de la especie distribuida homogéneamente debe ser la suficiente para
no cambiar considerablemente debido a las reacciones con otras especies, pero no debera ser
mayor a 1 M o de otra manera deberan agregarse las reacciones entre las especies quimicas

y la molécula distribuida en el medio. Estas reacciones se describen por la ecuacién:

% = —kops[Bldt (26)

El coeficiente Kops[B] tiene unidades de s es la cantidad conocida como “scavenging

capacity” 'y €s un indicativo del tiempo de vida de la especie A o el tiempo que le toma a
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dicha reaccion acabar con todas las especies del tipo A. Por ultimo, la probabilidad de que
una especie quimica A reaccione con una molécula del tipo B durante un periodo de tiempo

At viene dado por 1 - exp(-Kons[B] At) que viene de resolver la ecuacion (26).

2.12.6 Reacciones de contacto
Si la distancia r entre dos especies quimicas es menor al radio de reaccion R, entonces las
expresiones descritas anteriormente no son aplicables. Esto puede ocurrir cuando las especies

quimicas acaban de ser creadas. En tales casos, la probabilidad de reaccion esta descrita por:

e

exp (k) e (- 75 R)

exp (=) - exp (- pi) - (’;cdczg) (1 —exp (- %))

Donde R es el radio de reaccion, Kaifr, Kact, ¥ rc han sido descritos en las secciones anteriores

(27)

Preact =

y Rs es la distancia de separacion entre una pareja de especies que no ha reaccionado

equivalente a 0.3 nm, que es la distancia aproximada entre moléculas vecinas en el agua.

Para reacciones de difusion parcialmente controladas, Preact = 1 debido a que Kact — 0. Para
particulas sin interacciones electrostaticas, Preact toma la siguiente forma:
RS

j2 =
R (—k‘“f L ) (R+ Ry
s kact s

(28)

Los productos creados por las reacciones son ubicados en sus nuevas posiciones, haciendo

uso de los vectores S; y S,

Sl =T —n (29)

S, =rn+ar, (30)
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2
Donde a = % es tal que el vector S, se difumine de manera independiente del vector
2

separacion S;. Dicho vector se genera muestreando un vector Gaussiano alrededor de la

2
media 0 y varianza o2(1 + %2)

O_Z
S, =(r, +ary,) + RandomGauss (u =0,0%= of + _12) C2Y)
02

La longitud del vector S, es igual al radio de reaccion R. Los angulos 0 y ¢ proporcionan la

direccion de dicho vector:
1
0 =cos™?! (1 + ;ln[l — Uy(1 — exp (—2p)]> (32)

R , .. . . ,
Donde p = 2—;, U, es un numero aleatorio independiente distribuido entre [0,1] y r’ es la

distancia inicial entre las especies quimicas. Finalmente, los vectores r; y r, son las

posiciones de las especies quimicas nuevas

S.D, + S,D,

St et B et BT

n="p 10, &
D,(S; — S1)

= 227 01 gy

n=~p D, ©GY

2.13 Especies quimicas

La interaccion de la radiacion ionizante con la materia da lugar a la creacion de especies
quimicas (H®, *OH, Hz, H202 y egq). Algunas de estas especies quimicas son capaces de
existir un breve periodo, esto debido a que contienen electrones no apareados por lo que la

inestabilidad de estas especies quimicas es inherente. Entre estas especies quimicas las méas
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importantes para el dafio al ADN son el *OH y el H®. A continuacién, se da una breve

descripcion de las especies quimicas mas relevantes para el proceso de radiolisis:

H*®: Es un atomo de hidrégeno formado por un electrén y un protén. Debido a la
naturaleza intrinseca de tales fermiones, no posee carga eléctrica.

*OH: El radical hydroxyl es una especie quimica altamente reactiva conformada por
9 protones y 9 electrones de los cuales 4 se encuentran apareados y 1 no. El tiempo
de vida de esta especie quimica puede ser controlada agregando al medio una
sustancia conocida como scavengers. Su alta reactividad es inversamente
proporcional a su vida media debido a que puede reaccionar con muchos compuestos
y el ADN no es la excepcion [27][28].

H.: Hidrogeno diatdmico creado tras el apareamiento de los electrones de dos
radicales libres H® que forman un enlace covalente [28]. Es una de las pocas especies
quimicas estables que sobreviven mas alla de la quimica homogénea.

H202: El peroxido de hidrogeno es una forma reactiva que posee la capacidad de
generar el radical *OH cuando se encuentra en presencia de metales como el hierro.
Atraviesa facilmente las membranas y accede a toda la célula [27][29]. Al igual que
el Hz es una especie quimica estable que sobrevive a tiempos largos.

eqq- €Specie quimica de carga negativa que se reacciona con Hs0"xq tienen un tiempo
de vida muy corto, por lo que no son significativos en la contribucion del dafio en

medios bioldgicos de manera directa.
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En la tabla 3 se describen los radios de reaccion y coeficientes de difusion utilizados para la

etapa quimica.

CIIESP;T&Z Coeflcilleg gen‘j'fs‘?'l')fusmn Radio de reaccion (nm)
*OH 2.8 0.22
€aq 4.9 0.5
He 7.0 0.19
H2 5.0 0.14
OH- 5.0 0.33
02 - 0.17

Tabla 3: Coeficientes de difusion y radios de reaccion reportados en Geant4-DNA validos para una temperatura de 25°C
ypHde?7.

En la tabla 4 se describen las reacciones que se utilizaron para la simulacion con buena
precision la radiolisis del agua. En la siguiente tabla unicamente se consideran 9 de las 70

reacciones quimicas debido a que se trata de las reacciones predominantes.

Reaccion Coeficiente de reaccion kops (10° M s1)
€4q +€qq — H2+20H 05
€qq+ OH — OH 295
€gq+H*— Ho+ OH 265
egq+ Ha— H° 211
€gq+ H202— OH + *OH 141
*OH + *OH — H202 0.44
*OH + H®* — H20 1.44
H®*+H®* - H> 1.2
H30" + OH — H20 11.3

Tabla 4: Reacciones predominantes de la radiélisis del agua implementadas en la simulacion. Las tasas de reaccion son
propuestas por Geant4.
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2.14 Mecanismos de dafio al ADN

Diversas publicaciones han descrito en detalle la interaccion entre especies quimicas creadas
por la radidlisis del agua y las distintas moléculas que conforman las bases pares integrantes
de los plasmidos [18]. Es prioridad por tanto describir la estructura molecular del plasmido

que se implementd en la simulacion de este trabajo de tesis.

El ADN de doble hélice se conforma por:

e Base par: yasea el par Adenina-Timina o Guanina-Citocina, que se encuentran unidas
entre si por un enlace de hidrogeno. El orden de estas bases determina la informacion
disponible para construir y mantener un organismo. [30]

e Desoxirribosa: conformada por 5 &omos de hidrégeno, se trata de una molécula
solida, cristalina e incolora.

e Grupo fosfato: compuesto de 4 &tomos de oxigeno y un &tomo central de fosforo.

La base par se encuentra unida a la molécula de azUcar y esta a su vez se une a la molécula
de fosfato. En la figura 6 se muestra un nucleétido reducido que ha sido modelado haciendo

uso del software de cddigo abierto Blender en el que se muestra lo antes mencionado.

Base Par

Grupo

|_> *
B
Desoxirribos ‘

Figura 6: Modelo simplificado de un nucleétido. Las esferas amarillas representan los grupos fosfatos, las esferas rojas
representan las moléculas desoxirribosas y las esferas azules representan las bases pares.

Las especies quimicas creadas por la radiolisis del agua, interaccionan con la desoxirribosa,

provocando el rompimiento de la cadena de ADN. EI modelo presentado con anterioridad
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consiste en un modelo simplificado de un nucleétido, sin embargo, la molécula desoxirribosa
es compleja y a continuacion se describen los distintos procesos de interaccion de dicha
molécula con la radiacion. La desoxirribosa consta de 5 4&tomos de carbono, 10 atomos de
hidrogeno y 4 atomos de oxigeno; el dafio a la molécula desoxirribosa produce rompimientos
de la cadena de ADN, SB (Strand-Breaks). De los 5 posibles canales de disociacion debidas
a la interaccion de las especies quimicas con las moléculas de carbon de la desoxirribosa,
solo 2 de estos canales producen el rompimiento de la hebra del ADN [31]. Finalmente, el
41 % de los rompimientos SBs producido al ADN se atribuye a la especie quimica “OH, el
19% de los SBs corresponde a ‘H mientras que el electron acuoso ez, no produce
rompimientos de la cadena de ADN [32] a pesar de ser capaz de reaccionar con el ADN. En
la tabla 5 se muestran las reacciones quimicas utilizadas para simular la interaccién de las

especies quimicas resultantes de la radidlisis del agua con el ADN.

Reaccion Coeficiente de reacion kobs (101° M s1)
*OH + ADN — OHADN 1.32 x 10* x ([DMSO]) x 7.1 x 10°)°-2°
*H + ADN — HADN 3x10°
€aqg + ADN — 10*

Tabla5: Coeficientes de reaccion de las especies quimicas mas quimicas mas relevantes. El coeficiente de reaccion que
involucra al *OH y DNA depende de la concentracion del DMSO

En la metodologia descrita en el capitulo 3 se dara las caracteristicas del plasmido utilizado,
precisando el diametro de la hélice, los nucledtidos por vuelta y demas cantidades que

describen debidamente al plasmido que se utilizo.
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3 Metodologia

3.1 Geant4d-DNA

Geant4 (Geometry and Tracking 4) es una herramienta de cddigo abierto desarrollada por
una colaboracion mundial, que tiene como objetivo la simulacion de particulas a través de la
materia. Se trata de un conjunto de librerias completamente desarrolladas en el lenguaje de
programacion C++ con la que es posible modelar todos los aspectos del transporte de la
radiacion en la materia. En Geant4 es posible escoger entre una lista de fisicas, creacion de
geometrias complejas y la seleccion de cantidades importantes a reportar para los intereses
de la simulacién. Geant4 es una herramienta utilizada en distintas areas como lo son fisica

de particulas, fisica nuclear, disefio de aceleradores, fisica médica, dptica entre otros.

Geant4-DNA es una extension de la herramienta convencional, en el que se simulan medios
biolégicos para la estimacion del dafio a nivel celular causado por la interaccion de la
radiacion ionizante [6]. Dicho proyecto fue iniciado originalmente por el Doctor Petteri
Nieminen en la Agencia Espacial Europea (ESA por sus siglas en ingles) en el que se propuso
estudiar las afecciones producidas por la radiacion ionizante en astronautas mientras realizan
misiones de exploracion espacial, hoy en dia es usada ampliamente para la descripcion
detallada de la dosimetria en escalas que la herramienta original no podia realizar. Debido a
la naturaleza de la simulacion que se realizo, fue necesario su implementacion haciendo uso

de Geant4-DNA

3.2 Simulacion del dafio al ADN
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El algoritmo IRT descrito en la seccion anterior fue implementado en Geant4-DNA para la
simulacion del dafio al ADN debido a el transporte de la radiacion ionizante. En las siguientes

subsecciones se provee de una descripcion general de la simulacion realizada.

3.2.1 Plasmido

De acuerdo con NHGRI “un plasmido es una pequefia molécula de ADN circular que a
menudo se encuentran en bacterias y otras células”. Estos plasmidos son ampliamente usados
en laboratorio para estudiar los rompimientos en las cadenas del plasmido debido a la
radiacion. En el acervo de articulos dedicados al estudio de este fendmeno, Jamie R. Milligan
et. al. [2] describe el dafio producido por la radiacion en distintos plasmidos (pUC18,
pBR322, SV40 DNA y pEC) en presencia del disolvente quimico DMSQO. Para el desarrollo
de este trabajo, se hizo uso del plasmido pUC19 que consta de 2686 bases pares, el cual fue
generado utilizando un algoritmo de minimizacion de energia. Un total de 9 plasmidos fueron

generados con el fin de contar con una concentracion de 50 pg mL™1.

Giro de hélice Dextrogiro
Didmetro de hélice 2.37 nano metros
Numero de bases pares por vuelta 10.4
Separacion entre bases pares 0.34 nano metros
Rotacion entre bases pares 34.6°
Numero de bases pares 2686

Tabla 6: Descripcion del plasmido irradiado implementado en la simulacién.

La concentracion de plasmidos en el medio es tal, que sea posible comparar los resultados de
la simulacion con el articulo de referencia. Para ello, se considero que el promedio por cada

nucledtido es de 660 gmol~! por lo que la concentracion de cada plasmido es de 5.62

42



ug mL™1. En la tabla 6 se encuentran mas detalles del plasmido utilizado para los propésitos

de esta simulacion.

Para la creacion del plasmido a irradiar, se desarrollo una herramienta que fuera capaz de
escribir un archivo que tomara los puntos en los que se encontraba el centro de masa de cada
nucleotido. Dicha herramienta fue desarrollada en python y permite reescribir las posiciones
de los archivos de DnaFabric [33] que originalmente fueron creados para estructuras de

ribosomas y fibras de cromatina en vez de plasmidos.

3.2.2  Scavengers

El scavenger es un compuesto que reacciona con las especies quimicas producidas por la
disociacion de la molécula del agua debida a ionizaciones y excitaciones desencadenadas por
el transporte de la radiacién ionizante. Milligan et. al. hace uso del dimetilsulféxido (DMSO)
por lo que tuvo que ser implementado en la simulacion; la concentracion de este compuesto
varié en el rango de 5 x 10 hasta 1 mol dm=. En la tabla 7 se muestran las tasas de reaccion

del DMSO con las especies quimicas responsables del dafio al plasmido:

Reaccion Kobs(M1s1)
‘OH + DMSO 7.10 x 10°
‘H + DMSO 2.70 x 107
e;ql+ DMSO 3.80 x 108

Tabla 7: Tasas de reaccion del DMSO con las especies quimicas responsables del dafio al ADN

Ademas del scavenger disuelto en el medio, se encuentra disperso una concentracion de
oxigeno en condiciones que son llamadas de laboratorio, a 25°C, 1 atmdsfera de presion y
una concentracion de 0.27 mM. Dicha concentracion es tal que no es necesario considerar

las reacciones del oxigeno
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3.2.3 Geometria general

La region donde se desarrollé la simulacion es conocida como mundo y este se modeld
usando un cubo de 2 micrometros de arista. En el centro de la region, se colocé una esfera de
1 micrometro de radio en la cual fueron localizados los plasmidos pUC19 descritos
anteriormente. EI material del mundo fue definido como agua. Utilizando la definicion

existente de Geant4 de materiales (G4_WATER). Dicho material se describe en la tabla 8.

Nombre G4_WATER
Componentes 2 moléculas de hidrégeno, 1 molécula de oxigeno
Densidad 1gcm3
I (ev) 78
Formula quimica H20
Concentracion 55.3 M

Tabla 8: Propiedades del material G4_WATER definido por Geant4. Para més informacion revise la tabla de materiales
implementados en Geant4 [34]

3.2.4 Irradiacion

Para la fuente de irradiacion fue necesario calcular el espectro de electrones secundarios
producido por una fuente de rayos y de **’Cs, debido a que la probabilidad de interaccion de
los rayos y con vollimenes tan pequefios como lo son los plasmidos del medio. Esta fuente
colocada en el centro de la geometria emitia electrones isotropicamente cuya energia estaba
determinada por el espectro continuo previamente descrito; este espectro se obtuvo
realizando una simulacién haciendo uso de la herramienta TOPAS. Un total de 50 millones
de fotones de 0.622 MeV fueron emitidos isotropicamente hacia una esfera hueca, cuyos
radios interior y exterior eran de 5 cm y 5.2 cm respectivamente. La superficie interna de la
esfera fue provista de un scorer de espacio fase que reporto la energia de los electrones

secundarios producidos por la interaccion de los rayos y con el agua que se encontraba en el
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medio. EI mundo de esta simulacidn constaba de un cubo de 20 cm de arista. En la figura 7
se observa la geometria de esta simulacién en la que se muestran unicamente 30 fotones, de
tal manera que sean distinguibles todos los aspectos antes mencionados. En la figura 8 se

observa el espectro de electrones secundarios debido al decaimiento de *3'Cs,

Figura 7: Esfera de 5.2 y 5 cm de radio exterior e interior respectivamente en la que 30 rayos gamma interaccionan con
la superficie interna de la esfera.
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Figura 8: Espectro de electrones secundarios que simulan el decaimiento del *3Cs,
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4 Resultados y Discusiones

En la figura 9 se observa la dependencia de los valores G en funcion de la concentracion del
scavenger DMSO obtenida por la simulacién realizada, asi como los datos de referencia
proporcionados por Milligan et. al. para los plasmidos pUC18, pBR322, SV40 DNA y pEC

2].

Rendimientos SSB

A puUC18 Milligan 1993
1072 1 pEC Milligan 1993
- & SV40 Milligan 1993
.Q FiY
O pBR32 Milligan 1993
YR § Geant4 IRT
—_ -0
T 1077 o =0
g %
Fa
= *a
= o)
& ®
fulel k3
© 10-2 1 A m
0 F 5
3
}: GI
3
e
1077 4 ;
T T T T T
107% 103 102 1071 10"

[DMSO] (mol dm™3)

Figura 9: Valores G en funcién de la concentracion del scavenger DMSO. Se observan ademas los valores de referencia
encontrados en la literatura [10]

Se realizaron dos ajustes para conocer los valores de las constantes que permiten conocer la
funcién que se ajusta a los valores G en funcion de la concentracién del scavenger para los
datos obtenidos de la simulacion en Geant4 y los datos encontrados en la literatura [2]. Dicha
funcion es G(x) = Ax® donde Ay B son constantes, la variable x es independiente (que en
nuestro caso es la concentracion del scavenger). En la tabla 9 se muestran los valores de
dichas constantes segun sea el caso; se encontr6 que la diferencia promedio porcentual entre
los datos encontrados en la literatura y los valores G obtenidos en este trabajo de tesis es de

un 10.62 % * 3.76%.
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La eficiencia de dafio producida por la especie quimica "OH reportada por Milligan et. al. [2]
es del 12% mientras que la eficiencia de dafio obtenida en la realizacion de esta simulacion
para la misma especie quimica es de 13.77% [24]. Por otro lado, la eficiencia de dafio
producida por la especie quimica "H reportada por Aydogan et.al [33] es del 0.8% mientras
que la eficiencia de dafio obtenida en este trabajo es del 0.74%. Cualitativamente, en cuanto
la concentracion de DMSO aumenta, el nimero de rompimientos debido al depdsito de
energia de las especies reactivas en la cadena de ADN disminuye, lo cual es un efecto de

esperarse debido al decremento en el nimero de *OH y H* libres.

A B
Geant4 6.979 x 10 ~¢ —0.687
Milligan et. al. 9.608 x 10 ~¢ —-0.612

Tabla 9: Valores de las constantes obtenidas tras los ajustes obtenidos.

En las siguientes figuras se observan los valores G de las especies quimicas ‘OH, H', ez, en
distintos escenarios. Tales escenarios quedan descritos por la tabla 10. La concentracion
seleccionada corresponde a los valores extremos del rango estudiado observar las diferencias

en el comportamiento de los valores G.

Concentracion 5x 10° 5x 10° 1.1 1.1
DMSO (M)

Presencia de ADN

Si No Si No

Distintivo —— —+

Tabla 10: Descripcion de los distintos escenarios para la descripcién de la evolucion temporal de los valores G
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Debido a que el dafio al ADN es causado principalmente por el radical OH® comencemos por
observar la evolucion temporal de dicha especie quimica, esto se aprecia en la figura 10.
Cuando la concentracion del scavenger DMSO es del orden de 10° M, la especie quimica
OH" es consumida en su totalidad hasta los 107 picosegundos si es que en el medio no hay
presencia de plasmidos; por otro lado, si no hay presencia de material genético y la
concentracion es la misma entonces la especie quimica es erradicada antes, aproximadamente
cuando han transcurrido 108 picosegundos. Cuando la concentracién de DMSO es superior
a 1 M no hay diferencia significativa en el tiempo en el que es erradicada el OH", en presencia

0 no de plasmidos. Esto ocurre poco antes de que hayan transcurrido 102 picosegundos.

OH"*
- —— 5x107° M DMSO
1.1 M DMSO
5x 1077 M DMSO No ADN
a4 1.1 M DMSO No ADN
=
3
S 34
=
n
[
3
S 21
[G]
]__
0_
T T T T
10! 103 103 107
Time (ps)

Figura 10: Evolucién temporal del OH* para los distintos escenarios.

Cuando se trata de la especie H' (figura 11), para una concentracion de 1.1 M son necesarios
aproximadamente 10° picosegundos para erradicar tal especie. Ademas, que se observa que
no hay diferencia significativa en la curva de evolucion temporal de la especie en presencia

0 no de los plasmidos. Cuando la concentracion de DMSO es el orden de 10° M, habiendo o

48



no en el medio material genético, toma a la radiacion ionizante aproximadamente 108

picosegundos erradicar dicha especie quimica.

He
0.7 - —}— 5x107° M DMSO
1.1 M DMSO
0.6 - 5% 107> M DMSO No ADN
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__ 051
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Figura 11: Evolucién temporal de los valores G de la especie quimica ‘H.

En el caso del electrén acuoso (figura 12) no existen diferencias significativas en el tiempo

requerido para que la especie quimica sea erradicada en su totalidad, tampoco juega un papel
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Figura 12: Evolucién temporal del electron acuoso para los distintos escenarios.
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importante la presencia o no plasmidos en el medio y la concentracion de DMSO tampoco
es relevante, el tiempo aproximado para la aniquilacion de dicha especie quimica es de

aproximadamente de 10° picosegundos.

En la figura 13 se muestra la evolucion temporal del perdxido de hidrogeno. En ella se
observa una diferencia significativa en comparacion con el resto de las especies, mientras
que el resto de las especies se reducen conforme el tiempo transcurre, el nmero de especies
quimicas de perdxido de hidrégeno aumenta. Considerando el caso en el que la concentracion
es la mismay la variable es la presencia o no de plasmidos en el medio: una mayor cantidad
de H20: es creado siempre que haya presencia de plasmidos. Se puede observar que cuando
la concentracion de DMSO es de 1.1 M, la creacion de nuevas especies de H>O> se ve pausada
y se mantiene constante cuando han transcurrido aproximadamente 103 picosegundos. Por
otro lado, cuando la concentracion de DMSO es la minima del rango estudiado, es evidente
una diferencia significativa: si no hay presencia de ADN, la creacion de nuevas especies es

pausada aproximadamente cuando han transcurrido 10° picosegundos. Si hay presencia de
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plasmidos en el medio, es necesario que transcurran hasta 107 picosegundos para que la

creacion de especies se detenga.

Ha Oz
—— 5x107% M DMSO
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=
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o 0.5 4
=
-
L 0.4
©
-
© 0.3
0.2 -
0.1 4 il
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Figura 13: Evolucién temporal del perdxido de hidrégeno para los distintos escenarios.
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5 Conclusiones

El algoritmo IRT para la radidlisis del agua debido al paso de la radiaciéon ionizante,
responsable del dafio producido en plasmidos de ADN implementado en Geant4-DNA [24]
, €s capaz de reproducir los datos experimentales de los valores G obtenidos en funcion de la
concentracion del scavenger DMSO. La efectividad del dafio de las especies quimicas
responsables del dafio a la cadena de ADN concuerda con los datos experimentales que se

encuentran en la literatura [24][35].

La implementacién de las reacciones quimicas responsables de la creacion de nuevas
especies quimicas capaces de cambiar la estabilidad del agua, cuentan con relativa facilidad
para su implementacion, al igual que las reacciones quimicas entre las especies reactivas y el

scavenger disuelto en el medio.

La grafica de los valores G en funcion de la concentracion de scavenger disuelto en el medio
permite observar la tendencia lineal en la escala log-log, que corresponde al comportamiento
de una funcion potencia; tras el ajuste correspondiente fue posible determinar los valores de
las constantes que relacionan ambas cantidades asi como la diferencia promedio porcentual

entre los resultados obtenidos y los encontrados en la literatura, siendo de 10.62 % * 3.76%.
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