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Resumen

El presente trabajo se centra en el estudio de los rompimientos producidos en las hebras de
ADN mediante la interaccion de radiacion ionizante con un medio acuoso constituido
principalmente de agua, con una concentracion de criopreservante en un rango que
corresponde con datos experimentales, generando asi un efecto radio protector similar al que
se puede encontrar en una célula. Mediante este modelo se realizé una simulacion con los
parametros obtenidos de articulos experimentales. Posteriormente estos datos se analizaron
y compararon con datos experimentales a manera de validacion. En este trabajo se realizaron
dos tipos de simulaciones; el primero en el que se vari6 la concentracion de material genético
en el medio y en el segundo caso la variacion de criopreservante TRIS disuelto en este mismo.
Para este mismo se utilizaron modelos geométricos de plasmidos pUC19.

Para este trabajo se ocuparon herramientas computacionales, especificamente el codigo
Monte Carlo Track Structure TOPAS-nBio. El cual fue disefiado para ayudar a los usuarios
con la configuracion de complejas simulaciones permitiendo obtener geometrias acon
resoluciones nanométricas. Debido a esta resolucion, este codigo funciona es perfecto para
el método de tiempos de reaccion independiente (IRT). Permitiendo realizar la simulaciones
de la radiolisis del agua, proporcionando la evolucién temporal y espacial de las especies
quimicas presentes en el medio y consecuentemente la interaccion de estos radicales libres
con el material genético.

Este trabajo nos ayuda a tener una mejor comprension del efecto de los factores que varian
en el medio como la concentracion de material criopreservante y la concentracion de material
genético se relacionan con los rompimientos en el ADN, ademas de proporcionar la
validacion del software para usos relacionados a rompimientos por radiacion ionizante en
especial para radiacion por iones de hierro.

Palabras clave: Radiolisis, rompimientos, radicales libres, interaccion, pico de bragg,
scavenger capacity, plasmidos, TRIS.
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Introduccion

El cancer es una enfermedad que aqueja a una gran parte de la poblacidn, tan solo en el afio
2020 se estima que hubo 1.4 millones de decesos en las Américas segin la OPS
(Organizacion Panamericana de la Salud) (Dia Mundial Contra el Cancer 2021: Yo Soy y
Voy A, s. f.), ademas de que en México se registraron 847 716 muertes por cancer tan solo en
2022 segun datos del INEGI (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia. INEGI, s. 1),
siendo esta la segunda causa de mortalidad. La relevancia de lograr un diagndstico oportuno,
asi como generar terapias efectivas para mejorar la tasa de supervivencia del paciente y
lograrlo en una etapa temprana de la enfermedad. Es de vital importancia para un tratamiento

adecuado, en pro de una mejor calidad de vida del paciente.

Para tratar de manera adecuada los tumores malignos recurrimos a la quimioterapia, cirugia
o radioterapia, siendo que esta ultima ha probado ser de gran ayuda para el tratamiento de
tumores malignos en tejido bioldgico. Es menos invasiva a comparacion de las cirugias y
evita dafiar el cuerpo entero al ser mas localizada en comparacion de la quimioterapia. Por
esto mismo consideramos importante entender a profundidad el efecto que provoca la
radiacion ionizante en tejido bioldgico. Centrado a esto se han realizado investigaciones

sobre los efectos de las particulas pesadas en la irradiacién, con fines terapéuticos.

A su vez las herramientas computacionales han tenido un gran avance en afios recientes,
volviéndose un recurso valioso para la investigacion en multiples ramas de la ciencia. Entre
estas herramientas se destacan las simulaciones por método Monte Carlo, las cuales cuentan
con una gran variedad de dreas de aplicacion y han demostrado su fiabilidad. Son
instrumentos con grandes beneficios debido a su bajo costo, su repetibilidad, facil acceso y
adaptabilidad. Un ejemplo de los usos de estos métodos es en fisica médica, siendo 1til al
estudiar desde el disefio e implementacion de detectores, para simulaciones de tratamientos

oncologicos o estudios a escalas nanométricas.

El estudio del efecto de la radiacion ionizante en las células es relevante para la mejora de

los tratamientos oncologicos. Mediante simulaciones Monte Carlo es posible recrear datos



experimentales y expandir el alcance de estos, siendo posible acceder a datos importantes
que en una experimentacion convencional no seria posible. La simulacion de la radiolisis del
agua nos proporciona informacion con respecto a las especies quimicas producidas en el
medio debido a la interacciéon de la radiacion con el agua. Debido a que estas la principal
causa del dafio que se produce en el material genético al reaccionar con las hebras de ADN.
Dado que el dafio que se genera en estas hebras puede tener grandes repercusiones para una
c€lula, abarcando desde la posibilidad de reparacion de su material genético, mutaciones en

el mismo por errores en la reparacion celular o incluso muerte celular.

Algunos estudios previos realizados con el fin de comprender mejor el efecto de la radiacion
ionizante y sus repercusiones biologicas se remontan a los trabajos realizados en, los afos
60’s, uno de estos ejemplos es Cleaver J. E., (1968) relaciona por primera vez el fallo en la
reparacion del ADN generado por las células con la carcinogénesis; afos posteriores,
Charlton D. E., (1989) realizo por primera vez una extensa clasificacion de los tipos de
rompimientos en el ADN y las caracteristicas de cada uno, incluyendo rompimientos
complejos; el trabajo de Ward J. F., (1995) destaca la importancia de los rompimientos de
hebra doble por los peligros que estos conlleva; Goodhead D. T., (1999) nos presenta una de
las primeras simulaciones que estudia el dafio al ADN a nivel atomico; posteriormente
Nikjoo, H., etal. (2006) realiza las primeras simulaciones por medio del método Monte Carlo

Track Structure para simular el dafio al ADN.

Considerando los efectos que puede producirse en tejido bioldgico debido a la radiacion
ionizante como son cambios bioquimicos, afecciones en la division celular hasta el desarrollo
de cancer a lo largo de los afios (Turner E., 2007) es importante conocer factores que pueden
alterar las posibilidades de dafo al material genético y validar softwares para ello. TOPAS-
nBIO es un software de Monte Carlo Track Structure que se centra en la interaccion de la
radiacion con la materia a escalas nanométricas con la ventaja de poder declarar reacciones
entre especies quimicas y el ADN, siendo capaz de variar entre diferentes fuentes y calidades
de radiacion, para este caso particular se busca estudiar el efecto de las particulas pesadas en
el material genético mediante la determinacion del nimero de rompimientos de hebra, esto

variando la concentracion de material genético suspendido en el medio como la



concentracion de criopreservante en el mismo y comparando los datos obtenidos de la

simulacion con datos experimentales de Milligan J.R., (1998) y Brabcova K. P., (2019).



2. Marco teorico

2.1. Interaccion de Radiacion con la materia

2.1.1. Radiacion ionizante

La radiacion ionizante se define como particulas con suficiente energia para separar a los
electrones orbitales del nicleo generando cambios estructurales en su composicion,
algunos ejemplos de estos son: rayos X, rayos y, electrones, protones o iones pesados
con suficiente energia cinética para ionizar la materia, un ejemplo de ello es el agua en
estado liquido cuya energia de ionizacion es de 12.6 eV (Informatics, s. f.). Produciendo
que uno o mas electrones sean liberados debido a las interacciones de las particulas con
los 4&tomos que constituyen la materia; La excitacion por otra parte es el proceso mediante
el cual debido a la interaccion de particulas hay una transferencia de energia. El proceso
de excitacion requiere menos energia que el de ionizacion (Thomas, 2012) y finaliza

cuando el nucleo excitado libera el exceso de energia en forma de rayos-x.

Conforme la energia disminuye gradualmente de las particulas, la ionizacion se vuelve
un efecto menos probable, la brecha entre la que se puede considerar radiacion ionizante
o no ionizante depende del fin que se le dé, sin embargo, para el tema de radiobiologia

este valor es de 10eV (Thomas, 2012).

Dichos fendmenos son posibles de categorizar por la distincion entre particulas cargadas
y no cargadas. Entre estos efectos se encuentran el efecto Compton, fotoeléctrico,

creacion de pares, y el efecto Rayleigh que se explicara en las siguientes secciones.

2.1.2 Efecto Fotoeléctrico

El efecto fotoeléctrico (Nikjoo, 2012) causado por una interaccion de fotones (particulas
no cargadas) con la materia. En el caso del efecto fotoeléctrico es caracterizado por la
emision de un electrén y una absorcion total de la energia del foton (Nikjoo, 2012),

generando asi que este sea expulsado de su orbital. De este modo es posible que

10



electrones de capas superiores “cubran” esta vacante, generando en este movimiento la

emision de rayos X caracteristicos.

La energia cinética del electrén eyectado es definida por

E = hv—Ey (1)

Donde Ej es la energia de enlace del electron y el ntcleo. hv es la energia del foton.

El efecto fotoeléctrico es mas probable que ocurra a energias bajas, pero mayores a la
energia de enlace (Nikjoo, 2012), siendo asi que este tiene la capacidad de dislocar al
electron de su posicion. El efecto fotoeléctrico decrece su probabilidad de que ocurra
conforme mas energético es el foton, debido a que la energia del foton no serd absorbida

en su totalidad.

Fotoelectron

hv EEb

Foton incidente

Figura 1: Esquema del efecto fotoeléctrico. El foton incide en la capa K, L, M, N generando la expulsion del electron y la
dispersién del fotén con la energia sobrante. Adaptacién de Bailey D.L., Humm J.L., Todd-Pokropek A., van
Answegen A.(2017). Nuclear Medicine Physics A Handbook for Teachers and Students
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2.1.3. Efecto Compton

El efecto Compton ocurre cuando un electron con una energia mucho mayor que la del
electron orbital del atomo colisiona con este, transfiriendo la suficiente cantidad de

energia para que este sea sacado de su posicion mientras que el foton es redirigido al

dispersarse en un angulo ¢.

En este efecto existen algunos casos especiales en los que se conocen como golpe directo,

grazing stroke y scatered photon effect , en los cuales se definen cada uno por la energia

transferida al electron y el d&ngulo de dispersion que se encuentra entre uno y otro.

Elefecto Compton depende de la cantidad de electrones por gramo (densidad electronica)
que contiene el material absorbente; se puede considerar que en la mayoria de los

materiales tienen la misma densidad electronica, a excepcion del hidrogeno (Khan, 2010).

hv' < h

Foton dispersado

Nucleo

hv > EB

Foton incidente

Er=hv—h'

Electron en retroceso

Figura 2: Esquema del efecto Compton. El electron es dispersado en un angulo ¢ y el foton en un angulo 6. Adaptado
de Bailey D.L., Humm J.L., Todd-Pokropek A., van Answegen A.(2017). Nuclear Medicine Physics A Handbook
for Teachers and Students
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2.1.4. Creacion de pares

Para la creacion de pares es necesario considerar una condicion importante para que esto
suceda, que es que se requiere que la energia del foton sea minimamente 2 veces la
energia del electron en reposo. Esto es debido al principio de conservacion de la energia.
Para la creacion de pares la probabilidad de que esta suceda se incrementa a energias

cercanas a los 1.022MeV mientras que la energia adicional es distribuida en los electrones
(Nikjoo, 2012).

En este fendmeno se crea un electréon y un positrén por medio de la interaccion de los
campos electromagnéticos con este; en estos casos es posible que la energia remanente
se vuelva en energia cinética del positron que le permite seguir viajando por el medio,
siendo que si después se encuentra con algin otro electron puede producirse la
aniquilacion de pares. La aniquilacion de pares generara dos fotones en direcciones

contrarias conteniendo cada uno la mitad de la energia que constituia al positron.

Positron
L2

Foton incidente

Electron en retroceso

Figura 3: Esquema de la creacion de pares. Creacion de un electrdn y un positron resultado del foton incidente. Adaptado
de Bailey D.L., Humm J.L., Todd-Pokropek A., van Answegen A.(2017). Nuclear Medicine Physics A Handbook
for Teachers and Students
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Estos efectos mencionados anteriormente tienen mayor predominancia en ciertos rangos

de energia del foton, siendo posible verlos en la siguiente grafica.

100

N Region de Region de
S [ efecto produccion
: fotoeléctrico de
= 0r pares
o g
o .
= I Region del
Z 1 efecto Compton

O PR T ) 3 a3l 3 4 a0l ) NI EET |

0.001 0.01 0.1 1 10 100

Energia del Foton (MeV)

Figura 4: Figura llustrativa respecto a la predominancia de cada efecto a diferentes energias. Adaptado de Bailey D.L.,
Humm J.L., Todd-Pokropek A., van Answegen A.(2017). Nuclear Medicine Physics A Handbook for Teachers
and Students.

2.1.5. Interacciones con particulas cargadas.

Las particulas cargadas también pueden penetrar en la materia, la forma en la que estas
interactian con la materia es por medio de fuerzas electromagnéticas, un ejemplo de ellas
son los electrones. Las particulas cargadas transfieren energia a los electrones atdmicos
oincluso llegan a interactuar con el nicleo, generando asi una transmision de energia que
puede ser que produzca una excitacion o una ionizacion. Entre las particulas cargadas
podemos encontrar particulas pesadas, las cuales serdn abordadas mas adelante. A
diferencia de las particulas pesadas que tienen una trayectoria casi recta en el medio, los
electrones y positrones tienen una mayor pérdida de energia en las interacciones como
colisiones. En algunos casos debido a la desviacion abrupta de su camino por el nucleo,

estos electrones emiten fotones Bremsstrahlung (Nikjoo, 2012).

14



e Bremsstrahlung: En el caso de las particulas cargadas existen interacciones por
medio de sus campos electromagnéticos. El efecto Bremsstrahlung se genera
principalmente en materiales con un alto nimero atdmico, algunos de estos
materiales podrian ser como el plomo. Se caracteriza por la interaccion de las
particulas cargadas con el nucleo del a4tomo, generando de esta forma una

desviacion en su trayectoria, emitiendo de esta manera un rayo X (Khan, 2010).

e Jonizacion: En el caso de las ionizaciones una particula cargada interactiia con los

electrones atomicos, transfiriendo la energia suficiente para eyectar al electron de

su posicion (Nikjoo, 2012).

e Excitacion: La excitacion se produce cuando las particulas cargadas interactian
con los electrones orbitales, pero no tienen la suficiente energia para transferirla

al electron orbital, lo que provoca que, en lugar de su eyeccion, este suba un nivel

de energia (Nikjoo, 2012).

Estas son conocidas como las interacciones electronicas (Bremsstrahlung) y nucleares
(ionizacidon y excitacion), sin embargo, existen diferencias entre las caracteristicas de las
interacciones debido a su masa. Las particulas interactian de cualquiera de estas formas con

la materia, sin embargo, debido a su masa la forma en la que estas pierden energia varia.

Las particulas mas ligeras (electron, positron) al atravesar un material pierden energia mas
rapido debido a que estas sufren de mas interacciones a lo largo de su paso, esto debido a las
colisiones en las cuales transfieren energia o las interacciones electromagnéticas hasta que
estos mismos pierden la totalidad de su energia cinética, Mientras que en el caso de las

particulas pesadas (proton o iones) interaccionan mucho menos a lo largo de su camino y

debido a ello pierden energia de una manera mas lenta. (Nikjoo, 2012)
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Electrones® de baja energia

Rayos, §

Figura 5: Camara de niebla mostrando trayectorias de particulas incidentes. Adaptada de [https://revista.crfptic.es/te-
acercamos-las-tic/robotica-programacion/introduccion-a-la-fisica-de-particulas-y-observacion-muon-detector/]

2.1.6. Particulas pesadas

Las particulas pesadas generalmente viajan en una linea casi totalmente recta haciendo
pequefas interacciones en su trayecto que usualmente son por colisiones con los

electrones orbitales, y eventualmente desviadas por dispersion de Rutherford.

Los tipos de stopping power que hablaremos seran el de colision y el stopping power
radiativo, entre estos dos existen diferencias, pues si bien ambas se refieren a la cantidad
de energia perdida por la particula al atravesar el medio, cada uno de estos ocurre en

rangos de energia diferentes.
2.1.6.1 Stopping power

El stopping power podemos definirlo como la cantidad de energia perdida durante la

desaceleracion en el medio (Nikjoo, 2012). En el caso del stopping power hay un par de

tipos que considerar y serdn mencionados a continuacion.

El stopping power podemos describirlo por medio de la siguiente expresion:

16



_ar _ (2)
dx Sp
Donde dT es el diferencial de energia cinética y dx es el diferencial de longitud, las

unidades en las que se expresa el stopping power es % 0 # [Attix, F.H. (2008)]. Los

2
valores usuales en agua liquida son de 2.465x10'M eV% para particulas alfas aunaenergia

MeVcm?

9

de 500 MeV [NIST. (s.f.). ASTAR], 2.743 para protones a una energia de 500 Mel/

2
[NIST. (s.f.). PSTAR]y 1.551x 101MeV% en el caso de electrones a energias de 500 MeV

[NIST. (s.f.). ESTAR].
2.1.6.2 Stopping power de colision

En el caso del stopping power de colision se refiere a la perdida debido a la colision
directa con los electrones del material, se presenta en particulas cargadas como los

electrones y particulas pesadas. Este nos es importante para un tema fundamental a

continuacion que es el pico de Bragg.

El stopping power de electrones se diferencia principalmente por ser capaz de perder una
gran cantidad de energia por colision, mientras que en el caso de un positron este puede
perderla toda; en segundo caso estd el hecho de que es imposible identificar un electron
incidente de uno cualquiera o de uno colisionado. Cabe decir que la energia perdida
decrece en medios liquidos y sélidos siendo que aqui la polarizacion del medio interfiere

con el campo magnético de las particulas cargadas. (Nikjoo, 2012)

La ecuacion que describe el stopping power de colision es:

2

St 2mr’mc?ZN, ll <T>
= n J—

z T (3)
52 1 +ln(1+§)+F (1) —6]

Donde el valor de F¥ depende de si el valor es de un electrén o positron. La ecuacién

siguiente es para el valor del electron.
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F‘(T)=(1—ﬁ2)l1 +%2—(2‘[+1)ln(2)l (4

Mientras que en el caso de los positrones tenemos

F*(r) =2In(2) — —=|23+ + +
(1) =2In(2) - 35 T+2 (+2)2 (+2)?

2 14 10 4 ] (5

Donde se encuentra el T el cual es la energia cinetica del electron, mc?la energia restante

del electron, 7 = p = g que es la relacion entre la velocidad del electron y la

mc2’
2
. e . .
velocidad de la luz, , = —, Z que es el numero atomico, A la masa atomica y Ny que
mc

es el numero de Avogadro e I siendo la energia promedio de excitacion del medio.

2.1.6.3. Stopping power radiativo.

El stopping power radiativo es debido a las interacciones electromagnéticas con los

atomos del material. La emision de este es descrita por la siguiente ecuacion

T
Srad NA do (6)
=4 | k=—dk
p A dk

0

; do . . . S .
Aqui tenemos a — que es el diferencial de la seccion eficaz, %i es el stopping power

radiativo masico, A el numero atomico y Ny es el numero de avogadro.

Algunos de los valores se daran a continuacion en la siguiente tabla.
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Energia Cinética | 22 (Mey em? g=1) | Z94MeV em? g=1) | 224MeV em? g~1)
(MeV) P P P
0.001 126 126
0.002 75.5 77.5
0.005 42.6 42.6
0.01 23.2 23.2
0.025 11.4 11.4
0.050 6.75 6.75
0.075 5.08 5.08
0.1 4.20 4.20
0.2 2.84 0.006 2.85
0.5 2.06 0.01 2.07
0.7 1.94 0.013 1.95
1 1.87 0.017 1.89
4 1.91 0.065 1.98
7 1.93 0.084 2.02
10 2.00 0.183 2.18

Tabla 1: Tabla de valores de stopping power de colision, radiativo y total a diferentes energias cinéticas. [Nikjoo, 2012]

2.1.7. Pico de Bragg

El pico de Bragg es un fendmeno que ocurre solo en particulas con masa igual o mayor
a la del proton, debido a las interacciones que se generan en el trayecto de la particula al
profundizar en el medio incidente. El pico de Bragg se distingue principalmente por una
gran punta y un descenso abrupto que representa la perdida de energia de la particula al
final de su avance en el medio. Este fendémeno no es posible verlo en particulas mas

ligeras, dado que estas sufren de multiples dispersiones a lo largo de su camino debido a
su baja masa. (Khan, 2010)

Este es generado por la forma en que las particulas pierden energia de una forma no lineal
conforme esta profundiza en el medio. Siendo el caso que mientras menos energia tienen
las particulas incidentes, los depdsitos de energia que generan son menores a
comparacion de particulas con menos energia, lo que provoca que estas pierdan mas
energia y se transportan menos. El pico es producido cuando estas mismas particulas han

perdido suficiente energia, siendo estas sus ultimas interacciones antes de que estas sean

absorbidas y esto se visualice como un pico que decae abruptamente.
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Figura 6: Pico de Bragg para protones a una energia de 100 MeV..

2.2. Darno al ADN

2.2.1. Radiacion en medios biologicos

La radiacion ionizante tiene efectos directos en el tejido biologico. Aun cuando puede
existir una gran cantidad de dafio causado en el material genético debido a los efectos de
la radiacion ionizante, existen mecanismos en la célula que ayudan a que los dafios sean
reparados, en otros casos las consecuencias que podria provocar en la célula es la
alteracion genética, el deterioro funcional de la misma y finalmente la muerte celular

(Foradori A., 1990). Aqui podemos mencionar consecuencias también de la radiacion
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ionizante en el tejido, sin embargo, no nos concentraremos en mecanismos de reparacion

celular en este trabajo.

Radiacion 1onizante

Directa Indirecta
I - Fase Fisica
Ionizacién o , 2 . 10~ 3seg
Excitacion eaq OH Ho H" OH" O H
1 N v /
| Recombinacion Fase Fisico
| HO H;0' HO, H,0~ Ho*, ~ Quimico
v 10" seg
* Superoxidos
Accién Directa Peroxidos ‘
I DNA RNA Enzimas Fase Quimica
I Cromosomas Mitqcondrias 10" ®se g
Hnso Mitético

| |
Y Y
Rompimientos de hebra

Figura 7: Diagrama sobre los procesos y tiempos de la radiolisis del agua, Ilustracion obtenida de [Foradori, A. (1990). IV
Los efectos biologicos de las radiaciones ionizantes. ARS MEDICA Revista de Ciencias Médicas ].

e (Cromosomas: Sepueden producir rupturas en los cromosomas generando asi que

estos se unan con otros fragmentos generando lo que se conoce como aberraciones

ya sean simples o multiples. (Foradori A., 1990)
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e Moléculas circundantes: Las moléculas circundantes también se pueden ver
afectadas, como son los lipidos (radicales libres grasos), proteinas e incluso
moléculas que son constituyentes de la membrana celular que afectan su
funcionamiento (Foradori A., 1990).

e Efectos en el ADN: Sobre este tema nos concentraremos un poco mas adelante.

El dafo que reciba la célula también depende mucho de su radiosensibilidad, dado que
existen células mas sensibles a la radiacion que otras y podemos definirlas en categorias
que van desde muy radiosensible hasta radio resistente, siendo asi que el dafio que pueda
recibir un 6rgano es directamente dependiente de la radiosensibilidad de los componentes

que la constituyen. (Foradori A., 1990).
2.2.2. Radiolisis del agua

La radiolisis del agua es un proceso fisico en el cual las ionizaciones y excitaciones que
se generan, en los atomos de agua que componen el medio. Se separa en especies
quimicas llamadas radicales libres [Plante. I, (2011)]. Para simular este proceso, se
consideran tres etapas [Plante. I, (2011)], la etapa fisica (0 — 1071°s), la etapa
fisicoquimica (107%s — 107'2 s) y la etapa quimica (107'2s — 107°s), las cuales
ocurren en un rango de tiempo desde un tiempo Os hasta 1us en el caso de agua pura.
Luego de este tiempo los productos restantes se consideran homogéneamente distribuidos

y da lugar a la quimica homogénea [Plante. I, (2011)].
Una explicacion simplificada de las etapas es:

e Etapa Fisica
La etapa fisica estd compuesta por los procesos de interaccion de radiacion con la
materia. Se considera que esta etapa dura a lo mas 1fs. Durante esta etapa, la
radiacion ioniza y excita las moléculas del agua, produciendo iones de agua y/o
moléculas excitadas Ramos-Méndez, J., et al. (2018). Durante este proceso, se

guardan los puntos de ionizacion y excitacion para la siguiente etapa.
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e Etapa Fisico quimica
La etapa pre quimica o fisico quimica se simula en un tiempo de fs a Ips en esta
etapa se da lugar la disociacion de la molécula de agua, siendo asi que esta genera
especies quimicas como son H,OH,H, H*,0H,0, €qq que son las especies
quimicas primarias. En este proceso pueden incluso ocurrir el caso de que si
algunos de estos radicales libres se encuentren demasiado cerca uno de otro a lo
cual llamamos reacciones de contacto, pueden ser capaces de combinarse, como

el caso del OH y H, generando asi nuevamente una molécula de agua.

e Etapa quimica
La etapa quimica es en las especies quimicas que fueron generadas en las etapas
anteriores interactian entre si tanto con el medio, reaccionando a una taza
constante, igualmente estas comienzan a difundirse en el medio. En este caso
también cabe decir que el coeficiente de difusion depende de las especies

quimicas moleculares (Karamitros, M., etal. 2011).
2.2.2.1 Especies quimicas

Las especies quimicas son generadas por medio de la ionizacion o excitacion de la molécula
del agua, generando algunas como el OH, H, €aq> Has H;0%. De las especies quimicas es
destacable el decir que estas su relevancia radica en que pueden reaccionar con el ADN,
generando dafio en el mismo, que ahondaremos en el mas adelante. Sin embargo, existen
algunas de estas especies quimicas que son mas dafinas al ADN que otras, de estas mismas

la més reactiva con el ADN es el OH, que es el principal componente que genera dafio.

Algunas de las reacciones que pueden ser producidas entre los radicales libres entre si son

las siguientes.
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Especies D R(nm) Especies D R(nm)
(10°nm?s—1) (10°nm?s1)
H 7.0 0.19 0; 1.75 0.22
OH 2.2 0.22 HO, 2.3 0.21
H,0, 2.3 0.21 HO; 1.4 0.25
H, 4.8 0.14 0(3P) 2.0 0.20
€aq 4.9 0.50 0~ 2.0 0.25
H* 9.46 0.25 07 2.0 0.20
OH~™ 5.3 0.33 0,4 2.0 0.20
0, 2.4 0.17

Tabla 2: Tabla de coeficientes de difusion de los radicales libres. [Plante, (2011)]

2.2.2.2 Reacciones quimicas

Existen seis tipos especificos de reacciones quimicas los cuales son:

Tipo I: Los de tipo I son reacciones de difusion totalmente controlada de las
reacciones entre particulas neutralmente cargadas, donde en cada colisiéon con un
radio R se dirige a ser una reaccion (Plante, 1. 2011, [1]).

En este caso la probabilidad de reaccion es

P,(tlr,) =1 foo4 r2p,(r, tlr,)dr = —Erfc [(ro R)]
— _ T , = — 7
e R Pr 0 T V4Dt 7

En donde 4mrryp, (1,t|ry) es

[(r—ro)z] [(r+ro—2R) 2 (8)
Anrryp, (r,tiny) = {e 4apt | — gl 4Dt } '

1
VanDt

Y Erfc es la funcion de error complementaria

Erfe(x) = \% | e (-0 &

X
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Cuyos valores necesarios puedes ser encontrados en la tabla a continuacion.

Reacciones Kops (M™'s™1) | R(nm) | Pregee
H+H- H, 5.03X10° 0.38 0.25
H+ez, —» H, + OH 2.50X10%° 1.11 0.25
H+0(P) - 0H 2.02X10%° 0.29 1.00
H+0 - OH" 2.00X10%° 0.29 1.00

OH +0(°P) -» HO, 2.02x10%° 0.63 1.00
HO, + 0(*°P) > 0, + OH 2.02X10%° 0.62 1.00
o(3P)+ (°P) - 0, 2.20X10%° 1.45 1.00

Tabla 3: Tabla de valores asociados a las reacciones de tipo I. [Plante, (2011)]

Tipo II: Los Tipo II son reacciones de difusion parcialmente controladas entre
particulas neutras. Las colisiones entre particulas neutras pueden resultar en
reacciones quimicas que dependera su probabilidad de la taza de reaccion k,; en

las condiciones de frontera es

op,, (r, tlr
D p, (r, tr) (10)

ar | =g = KaeeDy (7, t7)

Donde k., es la tasa constante de activacion y D es la constante de difusion.

Valores referentes a D'y a R son valores que es posible encontrarlos en la Tabla 1

La probabilidad de reaccion es obtenida de por la integracion de

k 7, — R 7, — R o8 11)
PuCtlny) = e lerpe (2 =) ~w (B2, 2] (
ultl) = 2o < 7 ¢ \ane) W \Vabt Vbt

Donde
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W(x,y) = (eznyfyzErfc(x +y)

(12)

_ kaer + 4mRD (13)
4mR?D
Reacciones | Kops (M7's™") | R(em) | kg r(M7's™) | koot (M7s™1) | Prege | @(nm™)
H + OH 1.55x10%° 0.41 2.86x10" 3.40x10" | 0.33 5.34
- H,0
H+ H,0, 3.50x107 0.40 2.82x10%° 3.50x107 0.00 2.50
- H,0
+ OH
H+OH~ 2.51x107 0.52 4.84x10% 2.57x10% 0.00 1.92
- H,0
t eq4q
H+ 0, 2.10x10%° 0.36 2.56x10%° 1.17x10* 0.67 15.4
- HO,
H+ HO, 1.00x10*° 0.40 2.82x10'° 1.55x10%° 0.19 3.88
- H,0,
H+ 0, 1.00x10*° 0.41 2.72x10%° 1.58x101° 0.20 3.86
- HO,
OH + OH 5.50x10° 0.44 7.32x10° 2.21x10% 0.55 9.14
- H,0,
OH 2.88x107 0.43 1.46x10%° 2.88x107 0.00 2.33
+ H,0,
- HO,
+ H,0
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OH+ H,
- H
+ H,0

3.28x107

0.36

1.91x10%°

3.29x107

0.00

2.78

OH eg,
- OH~™

2.95x10%°

0.72

3.87x10%°

1.25x10"*

0.49

2.87

OH + OH
-0
+ H,0

6.30x10°

0.55

3.12x10%°

7.90x10°

0.08

2.28

OH +HO,
- 02

+ H,0

7.90x10°

0.43

1.46x10'°

1.72x10%°

0.33

5.05

OH + 0,
—)02

+O0H™

1.07x10%°

0.44

1.32x10%

5.76x101°

0.64

12.2

OH

+ HO;
- HO,
+ OH™

8.32x10°

0.47

1.28x10%°

2.38x10%°

0.42

6.08

OH + 0~
- HO;

1.00x10°

0.47

1.49x10%°

1.07x10°

0.03

2.28

0H+03_
—>02_

+OH,

8.50x10°

0.42

1.34x10%°

2.34x10%°

0.42

6.55

HZOZ
+e;q
- 0OH~

+ OH

1.10x10%°

0.71

3.87x10%

1.54x10%°

0.11

1.98
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HZOZ

+OH"™
- HO;
+H,0

4.71x108

0.54

3.1x10%°

4.78x108

0.01

1.88

H202

+ 0(P)
- HO,
+ OH

1.60x10°

0.41

1.33x10%

1.82x10°

0.05

2.77

H,0,
+ 0~
- HO,
+ OH~

5.55x10°8

0.46

1.50x10%°

5.76x108

0.01

2.26

+0(3P)
- H+ OH

4.77x103

0.34

1.75x10%°

4.77x103

0.00

2.94

H,+0"
- H
+ OH™

1.21x108

0.39

2.01x10%°

1.22x108

0.00

2.58

gq+ 02

—>02_

1.74x10%°

0.67

3.70x10%

3.23x10%°

0.22

2.79

eqq + HO,

- HO,

1.29x10%°

0.71

3.87x10%°

1.92x10%°

0.13

2.11

OH™
+ Ho,
- 02_

+ H,0

6.30x10°

0.54

3.11x10%

7.91x10°

0.08

2.32

OH~
+0(CP)
- HO;

4.20x108

0.53

2.93x10%°

4.26x108

0.01

1.91
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02
+0(3P)

—>03

4.00x10° 0.37 1.23x10%° 5.92x10° 0.18 4.00

0,+0"

—>O;

3.70x10° 0.42 1.40x10%° 5.03x10° 0.13 3.24

HO,
+ HO,
- H,0,
+ 0,

9.80x10° 0.42 7.31x10° 9.80x10° 0.00 2.38

HO, + 0,
- HO,
+ 0,

9.70x107 0.43 1.32x10%° 9.77x107 0.00 2.34

HO,
+0(3P)
- O2

+ OH

5.30x10° 0.45 1.16x10%° 9.77x10° 0.25 4.10

Tabla 4: Tabla de valores asociados a las reacciones de tipo Il. [Plante (2011)]

Tipo III: Este tipo son con difusiones totalmente controladas entre particulas
cargadas. Dado que estas particulas tienen una interaccion electroestatica, por ello

se define una distancia efectiva como 7,6y Rgpf-

T, T,
ro,= ——Te _ R = ——Tc (14)
eff Cen(T) T T T (@)
En el caso de que 7, sea el potencial electroestatico, cuando 7. — 0 lo que

significa que no tiene campo eléctrico entre ellas y cuando R, tiende R.

En solventes con alta permitividad como lo son el agua, la probabilidad de

reaccion se expresa como
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R T,er —R ,
Py (tln) = i Erfc[ 2 eff (1

Terr V4Dt

Donde el radio de reaccion esta dado por
R = T—cr (16)
In (1 + R_:;)

Reacciones | kops(M™'s™) | R(nm) | 1.(nm) | Rypr(nm) | Prege
€aq 1 €aq 6.36 x10° 1.00 0.71 0.67 0.25%
- H, + 20H

H*+ OH™ 1.13x10% 0.58 -0.71 1.01 1.00

- H,0

H* + 03 9.00x10%° 0.61 -0.71 1.04 1.00

- OH + 0,

Tabla 5: Tabla de valores asociados a las reacciones de tipo Ill. [Plante, (2011)]

e Tipo IV: EIl tipo IV es una generalizacion del tipo II y III, en este caso son
difusiones parcialmente controladas de reaccion entre particulas cargadas.

En este tipo se ocupa igualmente se considera el potencial electroestatico.

e 0 _Ic (17
Det E[ e 77 Py (1, t1) | = ket Pry (7, t175) /
Mientras que la probabilidad de reaccion puede ser escrita como
Resy (18)
P, (tly) = o [Erfc(b) — W (b,a)]

eff

Donde
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Reacciones

4R% x

a = >

Donde

a =

t 2 (T — _Tc
r2 \/;senh (ZR) y b_4x/ﬁ

v+

rcD .
R?(1-exp (—£))

[coth (2—0) — coth (

T,
r

— kact
4mR?

)

(19)

(20)

En este caso, cuando 7, = 0, P,,(¢t,|ry) = P, (t|r,) y de forma similar cuando

v — oo, P, (try) = Py, (tlr).

kobs(nl_ls_l)

R(nm)

R.rr (nm)

kgig(M~™'s™1)

kact(nf_ls_l)

React

R"eff (nm)

egq tHT
- H

2.11x10%°

0.75

1.16

1.26x10%

2.53x10%°

0.04

0.194

1.29x10%°

0.72

0.42

2.12x101°

3.35x10%°

0.39

0.258

3.51x10°

0.75

0.45

2.14x10%°

4.20x10°

0.07

0.074

2.31x10%

0.75

0.45

2.35x10%°

1.53x10%2

0.96

0.443

4.78 x10*°

0.47

0.91

7.74 x10*°

1.25x10%*

0.27

0.563

5.00 x10%°

0.50

0.94

7.71x10°

1.45x10'"

0.29

0.612

4.78x10%°

0.50

0.94

8.13x10%°

1.16x10%*

0.24

0.551
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02_ + 0~
—>02

+ 20H™

6.00x10% | 0.47 |0.20 5.70x10° 6.71x10% | 0.06 | 0.021

HO;
+ 0~
—>02_

+0H™

3.50 x10® | 0.50 |0.23 5.81x10° 3.72x10% |0.03 | 0.014

0 +0"
- H,0,
+ 20H~

1.00x10% | 0.50 |0.23 3.42x10° 1.03x10% | 0.02 | 0.007

0™ + 03
- 20,

7.00x108 | 045 |0.18 5.58x10° 8.00x108 | 0.08 | 0.023

Tabla 6: Tabla de valores asociados a las reacciones de tipo IV. [Plante, (2011)]

Tipo V: En este caso el tipo V corresponde a cuando el factor estadistico del spin
es % , esto permite calcular el coeficiente de velocidad de reaccion controlada por

difusion, por dos radicales, la configuracion del singulete de sus giros combinados

permite que ocurra la reaccion. Las cuales son:

H+H - H,
H+e,, —» H,+O0H
€qq + €qq = Hy + 20H
Esto ocurre en especies con tiempos de relajacion del spin mayor a 1us.
Este tipo de reacciones entre particulas son tratadas como tipo I o III, de acuerdo
a su carga, pero estas solo reaccionan cuando sus spines individuales son

diferentes.
Tipo VI: Las de este tipo son reacciones con especies en un fondo continuo; en

estas reacciones se incluyen también las que se generan cuando uno de los

reactivos estd en una concentracion homogénea conocida en la solucion. En agua
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pura liquida, las reacciones liquidas de especies radioliticas con H,0, H* y OH~
se consideran de tipo IV.

La concentracion de especies [B] debe ser lo suficientemente alta como para no
cambiar las reacciones quimicas con otras especies, pero no debe ser mayor a
<1Mya que el efecto directo de la radiacion puede ser incluido.

Asumiendo a [B] = constante.

d[A] (21)

Siendo que %podemes interpretar como la probabilidad de que especies de tipo

A reaccionen con las de tipo B en el fondo continuo.
Podemos definir aqui mismo a k[B] es el scavenging power que es el tiempo de
vida de las especies quimicas, A.

Por otra parte, la probabilidad de que una especie A reaccione con una B se puede

escribir como

1 —exp (—k[B]At) (22
A un tiempo At.
Reacciones KopsO kops[BI(s™)
HO, - H* +0; 7.15x10°
0; - 0™ +0, 2.66x103
H + H,0 - ey, + H;0" 5.94
eqqt+ H,0 > HO, + OH™ 15.8
O, +H,0 > H+OH~ 0.15
HO; + H,0 - H,0, + OH~ 1.36x10°
O(®P) + H,0 - 20H 1.90x103
0" +H,0 >0H+O0OH~ 1.36x10°
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eq, +H* > H 2.09x10°

0; + H* - HO, 4.73x103
OH™ + H* > H,0 1.11x10*
HO; + H* - H,0, 4.98x103
0~ +H* - OH 4.73x103
0; + H* > OH + 0, 8.91x10°
H+O0H™ - H,0 +eg, 2.49x10°
OH+ OH™ -0~ + H,0 6.24x102
H,0,+ OH™ - HO; + H,0 4.66x102
HO, + OH™ - 0; + H,0 6.24x102
0CP)+ 0H - HO; 4.16x107

Tabla 7: Tabla de valores asociados a las reacciones de tipo VI. [Plante, (2011)]

2.2.3. Rompimientos por efecto directo e indirecto

Los rompimientos en el ADN son de gran importancia dado que estos mismos pueden
generar desde la muerte celular hasta mutaciones en la misma, siendo estas el precursor
del tejido precanceroso. Por esto mismo el interés el estudio de estos y las consecuencias
de la radiacion ionizante en la célula. Entre el dano que recibe el ADN por la radiacion

ionizante lo podemos distinguir entre dafio por efecto directo e indirecto.

e Daiio por efecto Directo: El dafio por efecto directo es aquel en que es causado
por la interaccion directa entre la particula de radiacion ionizante y el ADN,
generando asi el rompimiento de esta.

e Daifio porefecto Indirecto: Eldafio por efecto directo es causado por la interaccion
de las especies quimicas liberadas en la radiolisis del agua, generado que al

interactuar con el ADN este se rompa.

En el caso del dafio por efecto indirecto se produce dafio a la estructura de azticar fosfato
que constituye el ADN, y aunque existe también dafio en las bases pares, este es de
importancia siendo que por este se producen las mutaciones, sin embargo no nos

enfocaremos en ello dado que no nos enfocaremos en la etapa bioldgica.
2.2.3.1 Clasificacion de rompimientos de hebra.
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e Rompimiento de hebra simple

Los rompimientos de hebra simple o por sus siglas en ingles SSB (Single Strand Break),
son rompimientos que ocurren en un solo lado de la doble hélice que constituye el ADN.

Los rompimientos de hebra simples son mas comunes en el dafio al ADN que otros tipos.
e Rompimientos de hebra doble

Los rompimientos de hebra doble que por sus siglas en ingles son DSB (Double Strand
Break), son rompimientos que ocurren en lados contrarios de la doble hélice del ADN a
una distancia menor de 10 bases pares. Este tipo de rompimientos, aunque son mas

dificiles que se generen y por lo tanto son menos habituales son mas complicados de

reparar para la célula.
e C(lasificacion de Rompimientos Complejos

Aunque ya hemos hablado de los rompimientos de hebra simples y dobles y lo que los
generan, existen otro tipo de rompimientos conocidos como rompimientos de hebra
complejos. Estos fueron acufiados en el articulo “Calculation of initial yields of single-
and double-strand breaks in cell nuclei from electrons, protons and alpha particles” del
autor Charlton, D. E., et al. (1989). en el cual ademas del SSB y DSB nos presenta los

siguientes tipos de daio.

= 2SSB
Dos rompimientos de hebra simple pero separados por una longitud mayor que
10 bases pares.
= SSB+
Mas de una ruptura en una sola hebra (en la misma hebra).
= DSB+
Un DSB , agregado a un SSB en una de las dos hebras.
= DSB++

Dos o mas DSB en un solo segmento.

Estas especificaciones entre cada tipo de rompimiento se pueden ver de forma mas explicita

en la siguiente imagen.
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SSB SSB+ 2SSB DSB DSB+ DSB++

Figura 8: Ejemplificacidn de tipos de rompimientos en el ADN. Adaptacion de Charlton, D. E., et al. (1989).

2.2.4. Scavengers

Como hemos mencionado anteriormente, existen dos tipos de dafio, directo e indirecto el
cual es generado por los radicales libres en el proceso de la radiolisis del agua, de los
radicales libres que se generan el que mas dafio produce al ADN es el OH. Sin embargo,
existen sustancias que tienen particularidades radio protectoras. Los scavengers del cual
su traduccion literal seria “carrofieros” son moléculas que ayudan a neutralizar estos

radicales libres de forma que estos ya no puedan reaccionar por si mismos con el ADN,
evitando el dafio. (Milligan, J. R., & Ward, J. F. 1994).

La capacidad de estos compuestos para neutralizar los radicales libres es lo que se conoce
como “scavenger capacity” que podriamos definirla como la cantidad de radicales libres

que neutraliza por segundo.

Existen diferentes sustancias que se ocupan en la investigacion para este mismo proposito

ademas del ser criopreservantes algunos de ellos como el DMSO que es la abreviacion

de dimetrilsulfoxido que es usado de igual manera en la investigacion.
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2.2.4.1 TRIS

El TRIS que es una abreviacion del nombre del compuesto “trisaminometano” el cual no
€s un compuesto que no se encuentre en la naturaleza y es generado de forma artificial a
partir de formaldehido y amoniaco. Este compuesto es usualmente usado en el campo de
la biologia de radiacion y la proteccion de radiacion (Khosravifarsani, M., et al., (2016).
En este caso el TRIS es ocupado por su capacidad de eliminacion de radicales como el
OH articulo de Khosravifarsani, et al. (2016), a esta particularidad que poseen ciertos
compuestos podemos llamarlo “scavenger capacity” lo que significa que tiene una

propiedad radio protectora que puede ser similar a la que tiene el medio celular.
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2.3. Simulacion

2.3.1. Meéetodos Monte Carlo

El método Monte Carlo se basa en el muestreo aleatorio de distribuciones de densidad de
probabilidad que modelan un proceso. Este método tiene grandes ventajas en las cuales
podemos destacar que es capaz de reproducir fendmenos sin cualquier aproximacion,
ademds de que es el método mds preciso para poder calcular y examinar el complejo

transporte de la radiacion en la materia.
2.3.2. Codigos de transporte de la radiacion

Al caracterizar un campo de radiacion es comin definir los depdsitos de energia en
volimenes y el tamafio de la distribucion de ionizacion. Esta depende de las
caracteristicas del objetivo, sin embargo, puede ser una tarea dificil por las técnicas

convencionales, siendo de esta forma que radica la importancia de la simulacion Monte

Carlo. (Lazarakis, P., et al. 2018).

Monte Carlo podemos dividirlo en dos grandes categorias para el transporte de la

radiacion las cuales son Codigo de Historias Condensadas y Cédigo de Estructura del

Track de los cuales se hablara a continuacion.

e (Codigo de Historias Condensadas Monte Carlo

El codigo de historias condensadas es una gran opcion para el area de la
dosimetria, siendo que tiene un gran nivel de exactitud. Esto mismo ha llevado al
desarrollo de codigos Monte Carlo bajo este mismo tipo de codigos (Nikjoo
2012).

Los codigos de Historias Condensadas condensan varias interacciones fisicas en
un simple “paso”, lo cual disminuye el tiempo de simulacion a costa de la
exactitud. Este tipo de codigos es posible usarlos en el calculo de cantidades
deterministicas como la dosis, porque, la energia perdida por la particula puede
ser distribuida en cada paso simulado, dando una razonable aproximacion de la
energia perdida de la radiacion en la materia. Los modelos de Historias

Condensadas generalmente usan el stopping power de la particula para determinar
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la energia perdida y una teoria de dispersion multiple de colisiones elasticas para
cambios en direccion después de cada paso simulado. Una fortaleza de este tipo
de codigos es la aplicabilidad a una gran cantidad de materiales gracias a la gran
cantidad de datos de stopping power. Pero cabe decir que el tipo de codigos de
Historias Condensadas no es apropiado para las simulaciones para volumenes
muy pequefios, dado que una suposicion que la energia de las particulas
secundarias no simuladas se depositara localmente. (Lazarakis, P., et al. 2018).
Algunos ejemplos de ello son EGS4, MCNPS5, PENELOPE, PHITS, SHELD-
HIT, entre otros. (Nikjoo, 2012).

Cdédigo de Estructura del Track

El codigo de Estructura del track implica la aproximacion de interacciones de la
radiacion como eventos discretos, con una simulacion explicita de la interaccion
de una particula a través de un medio. Estos modelos requieren de secciones
eficaces de particulas con la materia para todos los procesos considerados, lo cual
significa que el camino que tome una particula determina la posicion de la
siguiente interaccion; también se considera de esta forma el tipo de interaccion.
Este método entre sus virtudes podemos considerar que es adecuado para el
calculo de cantidades estocasticas, también proporcionan la distribucion de
coordenadas de todas las interacciones de las particulas cargadas en el espacio y
el tiempo, esto también es llamado fisica del track, ademas de también existir lo
que es llamado el track quimico el cual describe la distribucion de eventos
quimicos en un medio a un tiempo, pero de igual manera podemos destacar que
una de las limitantes de este modelo es la escases de datos de secciones eficaces
disponibles dejando una cantidad limitada de materiales en los que se puede
simular. (Lazarakis, P., et al. 2018), ( Nikjoo, 2012). Algunos ejemplos de ello son
PARTRAC, RITRACKS, MC4 y KURBEC [McNamara, A., etal (2017).].
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2.3.3. TOPAS y TOPAS-nBio
e TOPAS:

TOPAS es el acronimo de Tool for Particle Simulation. Este es un software que utiliza
el Monte Carlo basado en Geant4. Su objetivo es disminuir la curva de aprendizaje
de Geant4, ademas de proporcionar simulaciones para el contexto de radioterapia.
Este software nos permite que por medio de un archivo de parametros editar las
propiedades que requerimos para nuestra simulacion, permitiéndonos acceder a una
gran biblioteca de objetos y materiales para simular. Esta herramienta también cuenta
con el beneficio de que es posible afiadir objetos propios a las simulaciones por medio
de extensiones. [TOPAS Tool for Particle  Simulation. (s. f.).
https://www.topasmc.org/].

Este también permite el acceso mas amplio al modelado de radioterapia compleja,
con el objetivo de simular la interaccion de la radiacion con la materia y hacer
investigacion referente a radioterapia.

e TOPAS-nBIO:
TOPA-nBIO (Schuemann, J., et al. (2019), es una extension de TOPAS, la cual
esta centrada en el entendimiento de la radiobiologia a niveles subcelulares. Esta
extension también nos brinda las herramientas de Geant4-DNA, simulando la
interaccion entre particulas y la propagacion de los productos de la radiolisis.
(Schuemann, J., et al. 2019). TOPAS-nBIO de la misma manera que TOPAS se
manejan los parametros de la simulacion en el cual cuenta con categorias como
son Geometria (Ge), Fuente (So), Caracteristicas Temporales (Tf) y Detector
(Sc). Debido a la naturaleza modular de las extensiones del programa es posible
usar e instalar solo las funciones necesarias para la simulacion. Actualmente
gracias a los procesos fisicos de Geant4-DNA tiene secciones eficaces para los

constituyentes del ADN. (Schuemann, J., et al. 2019).
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2.3.4. Independent Reaction Times (IRT)

El método de Tiempos independientes o por sus siglas en ingles IRT es un método

estocastico basado en la funcion de Green de la ecuacion de difusion.

Un problema que se tiene en otro tipo de métodos es que el calculo de las interacciones
puede ser dificil ya que estos pueden ser demasiados y por lo tanto conllevar a mucho
tiempo de calculo, ya que se debe considerar la interaccion de cada una de las moléculas
con las demas circundantes, de modo que esto aunque sea un numero pequefio de
particulas puede ser muy tardado. El método IRT reduce esto procedimiento, ya que no
se calcula la posicion de cada particula a cada instante. Este método es exacto para

sistemas de difusion y difusion parcialmente controladas. (Plante, 1., & Devroye, L.
2017).

El tiempo de reaccion de un par de reactivos se calcula por medio de una muestra que se
obtiene invirtiendo una funcion de probabilidad dependiendo de la distancia inicial de
separacion inicial del par y unos cuantos pardmetros, como son los coeficientes de
difusion y la taza de reaccion constante. Este método tiene la ventaja de producir una

reaccion en cada paso de tiempo. (Karamitros, M., et al. 2020).

El modelo de reaccion controlada como es el parcialmente controlada, son derivados de

condiciones de frontera a la solucién de Smoluchowski, cuya ecuacion es

op(r, tlr,)

it = DV?p(r,tlry) — DBV - (p(r,tlry)F(r) (23)

Donde g = kl—T , siendo asi kg la constante de Boltzman y T la temperatura.
B

En el cual se usa para explicar la reacciéon de un el encuentro con o sin probabilidades

reaccion intrinseca. (Karamitros, M., et al. (2020).
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Reacciones Tazas de reaccion 101 M~1s71
H+eg, + H,0 > OH™ + H, 2.65
H+OH - H,0 1.44
H+H-H, 1.20

H, + OH - H + H,0 4.17x1073

H,0, + eg, » OH™ + OH 1.41
H,0 + e;, — H + H,0 2.11
H;0 +0H - 2H,0 14.3
OH +e,, - OH™ 2.95
OH + OH > H,0, 0.44
0.50

€aq 1 €qq + 2H,0 - 20H + H,

Tabla 8: Tazas de reaccion. [Karamitros, M, et al (2011)]
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Capitulo 3: Metodologia

El objetivo del presente trabajo es el validar el programa TOPAS-nBIO para recrear los
resultados generados de forma experimental en base al nimero de rompimientos en el ADN,
en este caso en particular tanto en funcién de la concentracion de ADN como de la
concentracion de TRIS en el medio. Basandonos en el articulo titulado “Radiation-induced
plasmid dna damage: Effect of concentration and length” de Brabcova, (2019) en el cual nos
muestra la tendencia de la disminucion de rompimientos de hebra simple y doble conforme
se genera la variacion del compuesto TRIS en el medio en el que se encuentran suspendido
el material genético.

El trabajo fue realizado mediante simulaciones computacionales por el software de Monte
Carlo TOPAS-nBIO. A continuaciéon, daremos los parametros y consideraciones que se
hicieron para la realizacion de la simulacion.

3.1. Geometria y fuente

Como habiamos mencionado anteriormente el software que se utilizd en esta simulacion

TOPAS-nBIO comenzamos por generar un archivo de pardmetros para definir la simulacion

del cual los parametros se daran a continuacion.

3.1.1 Geometria

Aqui hablaremos de dos geometrias que fueron definidas para dos simulaciones diferentes,
pero con el mismo fin. El primero sera la simulacion en la que se procuraremos recrear las
graficas resultantes del articulo Milligan (1993), con el fin de validar el proceso de los
rompimientos generados en el ADN para después hacer la simulacion con los parametros del

articulo de Brabcova (2019).

3.1.1.1 Geometria: Simulacion rompimientos en el ADN (Milligan)

En el caso del articulo de Milligan nos plantea los siguientes parametros

En el caso de la recreacion de las graficas de rompimientos en funcién de la

concentracion del ADN, generamos una geometria de un mundo de volumen de 1um3

con un medio acuoso con una esfera de radio de 0.5um de radio en el cual se
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colocaron plasmidos suspendidos de forma aleatoria donde se variara la cantidad de

material genético en ella para variar la concentracion del mismo.

3.1.1.2 Geometria: Simulaciéon rompimientos en el ADN (Brabcova)

Se genero un cubo de 1um de lado en el cual se coloco dentro una esfera de material

acuoso de radio de 0.5um en el cual se encontrarian suspendidos el material genético

. . .y n,
de forma aleatoria, cambiando la concentracion de este de 10—“? y un segundo caso
I

de 5072,
ul
3.1.2 Fuente

3.1.2.1. Fuente: Simulacion de rompimientos en el ADN (Milligan, 1993)

En este caso se definié una fuente de Cesio (137 Cs) como fuente radioactiva, la cual

se simulo como una fuente de electrones con energia de 1 MeV.

3.1.2.2. Fuente: Simulacion de rompimientos en el ADN (Brabcova)

De la misma forma se coloco la fuente de radiacion fue de iones de hierro como lo
describe en el articulo, fue colocado en una de las paredes del cubo. Los iones de

hierro fueron enviados con una energia de 28,000 MeV dado que en el articulo se

describe una fuente de 500 % con una dosis de 100 Gy.
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Figura 9: Visualizacion muestra de interfaz grdfica de TOPAS, con un electrén incidiendo en una esfera compuesta de agua

3.2. Plasmidos

En ambos casos ocupa varios tipos de plasmidos y compara los resultados entre ellos
y uno de los que ocupan en ambos casos es el plasmido pUC19el cual es un plasmido
de la Universidad de California. Este plasmido cuenta con 2686 bases pares (bp). Bajo
los resultados expuestos por Milligan (1993) y Bracova (2019) con este plasmido son
con los que se compararon posteriormente.

En el caso de la simulacion de Milligan usa plasmido pUC18. A pesar de ser

plasmidos diferentes esto no sera un inconveniente en nuestra simulacion dado que
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este plasmido tiene el mismo niimero de bases pares que el plasmido que fue utilizado
en la simulacion. En la simulacion se coloca de forma aleatoria el material genético
en el volumen, mientras que el pardmetro que serd variable en esta simulacion seran
las concentraciones de ADN, por lo cual se fueron aumentando el ntimero de
plasmidos suspendidos desde 1 hasta 19.

En el caso de la simulaciéon de Brabcova (2019) este plasmido es colocado de forma
aleatoria en la simulacion y en 2 casos diferentes, donde se hizo el calculo del nimero
de plasmidos tendrian que ser colocados en la esfera de material acuoso para poder
llegar a las concentraciones previamente descritas y para ello se colocaron 1 plasmido

para poder llegar a la primera concentracion y 8 para llegar a la segunda.

Figura 10:Plasmidos pUC19 suspendidas en medio acuoso. Imagen rescatada de (Ramos-Mendez et al 2021))
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3.3. Composicion del medio: Scavenger Capacity

El medio es una “soluciéon acuosa”, la cual estd compuesta en cada caso por un
compuesto diferente, pero con el mismo fin. En el caso de la simulacion de Milligan
es compuesta la esfera por agua (H,0) y DMSO (dimetilsulféxido) en una
concentracion de 1x1073M.

En el caso de la simulacion de Brabcova el medio estard compuesto principalmente
por agua, pero ademas de ello se coloca cierta cantidad de TRIS. La cantidad de TRIS
disuelta en el medio serd variada de 1.4 x10~* hasta llegar a 6.7 x10~2M. Esto lo
logramos generando un cédigo en el lenguaje Python el cual variara el valor del TRIS
en la simulacidn gracias a una bandera colocada en el archivo de pardmetros,

generando asi la variacion de este de forma automatica.

Considerando una taza de reaccion del TRIS de 1.5x10° como taza de reaccion.

Reacciones

H+ e, +H,0->0H" +H,

H+ OH - H,0

H+H - H,

H,+O0H - H + H,0

H,0,+e5, > OH™ +OH

H;0+e,, » H+ H,0

H,0 + OH - 2H,0

OH+e,, >O0H"

OH + OH — H,0,

€aq +€qq +2H,0 > 20H™ + H,

Tabla 9: Reacciones para simular la quimica heterogénea del agua. Adaptado de Karamitros, M., et. al (2020)
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Capitulo 4: Resultados y discusion

4.1 Validacion: Milligan J.R. (1993)

Los resultados los comenzaremos con los obtenidos de la simulacion hecha bajo los
parametros descritos en Milligan (1998).

En este caso podemos ver la comparacion de los resultados generados por la simulacién con
los obtenidos por Milligan. Para lograr comparar los datos obtenidos en las graficas a
continuacion de los articulos referenciados se utilizd el programa “WebPlotDigitazer”,
Rohatgi (s. f.), en el cual fue posible extraer los datos a partir de las graficas resultantes de
dichos articulos. Al hacer el ajuste lineal de los datos obtenidos por nuestra simulacion,
podemos ver la tendencia de la generacion de valores G en la cual a mayor concentracion de
material genético en el medio se encuentras mayor dafio de hebra simple causado en los
plasmidos. Donde la ecuacion del arreglo lineal es de y = [0.0004808 + 5.17x107¢]x +
[0.0004657 £ 0.000314]. Ademas de ello podemos observar la cercania de los valores

obtenidos por Milligan y los valores de la simulacion.

G(SSB) vs [ADN]

Ajuste lineal il
0.00121 o  Milligan, 1993 .
1 TOPAS-nBio f
0.0010- - A +
~ Ja
7_0.0008 al
T *
= o
@ 0.0006
v H
o 0
0.0004/ Pl
¢ o
-
0.0002 |
) i
-
20 40 60 80 100

[ADN] (ug mi~)

Figura 11: Grafica comparativa de Dafio al ADN () vs concentracion de ADN(\mug I7-1).
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En este caso podemos ver la tabla que muestra el crecimiento en el nimero de rompimientos
de hebra simple (SSB) a medida que la concentracion de material genético aumenta en la
simulacion, dandonos asi varios puntos que son posibles unir con un ajuste lineal y cuyo
error es del valor de (0.300 — 1.5454).

SSB vs [ADN]

25 1

= —
o un 8
A A A

No. Simple Srand Break

v
1

T | Ll Ll

20 40 60 80 100
[ADN] (ug mi~)

Figura 12: Grafica resultante de la simulacion. SSB vs [ADN], con ajuste lineal.

La ultima grafica de nuestra validacion es la que es generada por los rompimientos de hebra
doble (DSB) el cual podemos notar que son un numero mucho menor de rompimientos,
aunque aumente la concentracion de material genético en el medio simulado. Esto es debido
a que siendo que para que se considere un DSB es necesario que se cumpla la condicion de
que haya menos de 10 bp entre rompimiento y rompimiento ademas de que deben ocurrir en
hebras contrarias como se menciond anteriormente, haciendo asi que esto sea mas dificil de
producir que los rompimientos individuales que son SSB.

De esta forma, al comparar los datos producidos experimentalmente con los simulados y ver
que la tendencia es correcta, podemos decir que el software es efectivo para recrear datos
experimentales de rompimientos en material genético con un erro que esta en el intervalo de
valores de 0.0539 — 0.1900.
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DSB vs [ADN]
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Figura 13: Grafica resultante de la simulacion de validacion. DSB vs [ADN] con ajuste lineal.
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4.2 Simulacion: Brabcova K.P. (2019)

Aqui mostramos la grafica comparativa de los datos obtenidos experimentalmente por
Brabcova (2019) en el caso de la simulacién producida a una concentracion de material

genético de 10 Z—f. Con un error porcentual en el caso del SSB de (0.005 —0.001) yen el DSB
de (0.005 — 0.0017).

Podemos observar que a mayor concentracion de TRIS en el medio acuoso la cantidad de
rompimientos e€s menor en ambos casos, tanto para rompimientos de hebra simple como
rompimientos de hebra doble. De la misma podemos ver en el caso de nuestra simulacion
como en el de los datos experimentales que los SSB y DSB tienen una diferencia significativa
en el nimero de rompimientos que ocurren de cada uno.

[ADN] 10ng/uL

A
102 - . — —=
3 A
-
= 1034 =& !
2 A
a
=
m. 10—4 o
o
=
- A SSB K. PACHNEROVA BRABCOVA, (2019)
1077 4  DSB K. PACHNEROVA BRABCOVA, (2019)
f —— SSB
{/—— DSB A
10° 107 108

Scavenger Capacity de TRIS

Figura 14: Grafica comparativa de los resultados de la simulacion con los datos del articulo de [Brabcova (2019)] para
pldsmidos pUC19 para el caso de 10:1—“[].

En esta segunda grafica podemos ver la comparacion de los datos obtenidos por nuestra
simulacion y los obtenidos experimentalmente, pero para el segundo caso que es a
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concentraciones de 50 7;—‘7 . Conun error porcentual en el SSB de (0.017 —0.002) y enel DSB

de (0.014 — 0.002).

Podemos ver también que en este caso se puede observar la misma tendencia de disminucion
de rompimientos SSB y DSB a mayor concentraciéon de TRIS tanto en la simulacién como
en los datos experiméntales que es justamente lo que esperabamos.

[ADN] 50ng/uL

1071 5
] A
10—2 o
%3]
o
c A
g 10—3 - A !
E 4
o
o
o 1074 3
=
A SSB K. PACHNEROVA BRABCOVA, (2019)
1071 A DSB K. PACHNEROVA BRABCOVA, (2019)
] —— ssB
l|—— DsB A
108 107 108

Scavenger Capacity de TRIS

Figura 15: Grafica comparativa de datos resultantes de la simulacion con los datos del articulo [Brabcovad (2019)] para
pldsmidos pUC19 para el caso de 502—‘?..
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Capitulo 5: Conclusiones

Retomando los resultados descritos anteriormente, podemos concluir algunos puntos
importantes. Si bien, en los resultados se puede ver una clara tendencia a disminuir el nimero
de rompimientos tanto en el caso de los SSB y DSB en ambas concentraciones que fueron
simuladas, no es una disminucioén tan dramatica como en los datos obtenidos por Brabcova
(2019). Podemos adjudicarle esto a varias situaciones.

Uno de los motivos por lo que estos datos obtenidos no se acoplan a los experimentales puede
ser porque el modelo que ocupamos para simular no es lo suficientemente complejo como
para recrear correctamente estos datos y hay que buscar alternativas para ello. Otro punto que
puede estarnos dando estos resultados es que puedan llegar a haber ambigiiedades en el
articulo como en el caso de que no conocemos en que punto exacto del pico de Bragg
generado por los iones de hierro es que se esta colocando el pladsmido en el experimento,
siendo asi que la cantidad de energia depositada puede que este difiriendo entre el caso
experimental y la simulacion, haciendo asi que el nimero de rompimientos que estamos
viendo no se acople debidamente a los experimentales, mientras que por otro lado también
puede ser el caso contrario que de la misma manera sigue siendo un problema en el nimero
de rompimientos.

Si bien TOPAS-nBIO es efectivo para el fin que fue ocupado en estas simulaciones, existen
todavia condiciones para las cuales a la fecha que se escribe este trabajo no se han resuelto,
en la cual una de ellas es que en el software aun no cuenta con secciones eficaces para alta

LET que se consideraria > 10%. De modo que hay que tomarlo a consideracion siendo

que en el presente trabajo se consideraba que en el articulo recreado se ocupaban 500 %’

Es necesario el seguir trabajando tanto en el modelo propuesto para la simulacion del medio
en que se suspenden los plasmidos, las secciones eficaces para LET mayor a 10% para la

correcta simulacion y de esta manera buscar el obtener datos mas cercanos a los recopilados
por los articulos de forma experimental. El mejoramiento de estas herramientas puede
representar un gran beneficio a futuro al lograr generar datos precisos del niimero de
rompimientos en el ADN logrando asi tener un conocimiento mas profundo sobre el efecto
de la radiacion ionizante en el material genético y los efectos radio protectores del TRIS o
radio protectores en general en un tiempo mas corto y con menos recursos que los necesarios
en el ambito experimental.
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