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Resumen

Propésito: El uso de modelos geométricos més detallados de ADN, como pldsmidos
super enrollados, integrados a los cédigos de Monte Carlo track structure constituyen una
herramienta poderosa para el estudio, desde primeros principios, del efecto biolégico de la
interaccion de la radiaciéon ionizante. El objetivo de este trabajo de tesis fue el desarrollar
una herramienta Monte Carlo para la simulaciéon de plasmidos stper enrollados de ADN.
Los modelos se integraron al software track structure TOPAS-nBio (basado en Geant4-
DNA) para el estudio del dafio producido por los depdésitos de energia causados por la
radiacién ionizante y por las reacciones quimicas entre los componentes del ADN y las

especies quimicas producidas por la subsecuente radidlisis del agua.

Metodologia: Se utilizaron los modelos de ADN existentes en TOPAS-nBio ademas
de las conformaciones super enrolladas generadas en ente trabajo. Dichas conformaciones
correspondieron al pldsmido pBR322 (4362 bases pares de longitud) y fueron creadas a
partir del método de Monte Carlo. Para esto, se aplicé un proceso iterativo de deforma-
ciones a un poligono regular de 145 lados (cada lado con 10.2 nm de longitud), rechazando
conformaciénes a partir de la energia eldstica total y la presencia de nudos, hasta alcanzar
el equilibrio térmodindmico. Dicho criterio fue complementado utilizando el radio de gi-
ramiento del sistema. Se realizaron estudios del efecto de la temperatura en la generacién
de plasmidos y se reporté la energia y el niumero de torcimiento en funcién del nimero de

iteraciones.

Subsecuentemente se desarrollé un modelo geométrico de elipsoides para representar a
los nucledtidos de cada base par de ADN. Este modelo se aline a las posiciones de los ato-

mos de cada nucleétido obtenidas del protein data bank. El modelo combinado representd
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una base par, y este fue colocado repetidamente a lo largo de la trayectoria descrita por la
conformacién super enrollada, a cada 0.34 nm de separacién en incrementos de 36°. Este
modelo geométrico fue comparado con los modelos de ADN existentes en TOPAS-nBio
creados a base de segmentos de cilindros. Para esto, se realizaron simulaciones track struc-
ture utilizando espacios fase generados con protones de 10, 20 y 30 MeV incidiendo sobre
plasmidos circulares de 2000 bases par de longitud, utilizando el modelo de elipsoides y
el modelo de segmentos cilindricos. Los resultados del dano directo al ADN fueron cuan-
tificados mediante el nimero de rompimientos simples (SSB) y dobles (DSB) de ADN;

posteriormente, se compararon con datos experimentales de la literatura.

Por otro lado, se realizaron simulaciones de radiélisis del agua utilizando, por primera
vez, 99Co como fuente de irradiacién. Para esto, se validé la técnica de reduccién de
varianza interaccién forzada para fotones a través de la comparacién del valor G (nimero
de especies quimicas por cada 100 eV de energia depositada) en funcién del tiempo, con
simulaciones establecidas utilizando tracks cortos de 100um de longitud de protones de 300
MeV (0.3 keV/um) y datos experimentales de la literatura. Adicionalmente, se realizaron
simulaciones complementarias en presencia 1 mM de TRIS y 0.1 mM de EDTA a 1 atm
de presion. La realizacién de las reacciones en la etapa quimica de la radidlisis se llevé a

cabo utilizando el método de tiempos de reaccién independiante (IRT) de TOPAS-nBio.

Por tltimo, se extendié el algoritmo IRT de TOPAS-nBio para incluir la informacién
del track geométrico de los plasmidos desarrollados y para permitir la simulacién de tracks
fisico-quimicos acumulados de diferentes historias, esto permitié la simulacién de SSB y
DSB a diferentes dosis de radiacién prescrita. Utilizando estas modificaciones se realizé
una simulacién que consistié de seis plasmidos pBR322 a 293 K colocados aleatoriamente
en un cubo de agua de 988 nm3, irradiados uniformemente por fotones de °Co (con
interaccién forzada para Compton escalado a 0.57 pm) para dosis prescritas de 6 a 100
Gy. El sistema incluyé 1 mM de TRIS, 0.1 mM de ETDA y 1.3 mM de O2. Se consider6
la generacion de dano indirecto cuando una reaccién del radical®*OH ocurri6 con el radical
C4 de algin nucleétido usando un 50 % de probabilidad. Se reportaron los SSB y DSB
normalizados por el niimero de plasmidos en funcién de la dosis prescrita y se compararon

con datos calculados y experimentales de la literatura.

Resultados: La herramienta Monte Carlo, desarrollada en este trabajo de tesis, pa-



ra generar plasmidos super enrollados tomé en promedio 8 hrs, utilizando un algoritmo
de disminucién exponencial de la temperatura, para generar un plasmido pBR322 hasta
el equilibrio termodindmico con un nimero de torcimiento consistente con los reporta-
dos previamente en la literatura. El uso de un algoritmo de disminuciéon exponencial de
temperatura resulté en la forma maés eficiente de producir plasmidos con conformaciones

equivalentes a las conformaciones de temperatura constante.

El efecto en la cuantificacién de SSB y DSB del uso del modelo de elipsoides comparado
con el de segmentos cilindricos fue una clara diferencia de hasta el -38 %, con un error
estadistico menor del 1 %, atribuido a la diferencia de volumen y a la distribucién espacial

de cada nucledtido.

El uso de %°Co directamente en el célculo de los valores G produjo resultados equivalen-
tes a las simulaciones establecidas que utilizan tracks cortos de protones. Se encontraron
diferencias dentro del 0.85 % para el caso del hidroxilo, 2.45 % para el electrén solvado y de
11.43 % para el hidrogeno, mientras que ambas simulaciones tuvieron buena concordancia,
dentro de la esparsidad de los datos experimentales. Esto confirma a la técnica interaccién
forzada como una técnica de reduccién de varianza para Monte Carlo track structure. La
simulacion de solventes quimicos redujo adecuadamente el niimero de especies quimicas

hacia el estado estable de la etapa quimica.

Finalmente, para la simulacién del sistema de seis plasmidos se logré disminuir el error
estadistico de la literatura. Para SSB el error méaximo se redujo de 48 % a 0.5% y para
los DSB se infiere una disminucién de al menos el mismo factor; no fue posible dar el
numero exacto por la falta de dicho dato en la literatura reportada. Comparado con los
datos experimentales, se encontré una diferencia de 6 % + 1% para DSBy 117.5% + 2%
para SSB, mejorando lo reportado en otros trabajos. El grado de super enrollamiento de
los pldsmidos influyé en el niimero de SSB, siendo reducido en un 8.5% +2.1 % a mayor

numero de torcimiento.

Conclusiones: Se desarrolld una herramienta Monte Carlo para la generacién de
plasmidos super enrollados de ADN y se extendieron funcionalidades de TOPAS-nBio.
Esto permitié mejorar la comparacién con datos experimentales de la literatura, para la

determinacién del dano al ADN usando modelos geométricos més detallados y condiciones



més cercanas a las condiciones experimentales.

Estructura de la tesis Este trabajo esta separado en cuatro capitulos y un apéndice,
en el primer capitulo se comienza con una introducciéon general a la importancia de los
plasmidos y por qué son tan utilizados en la investigacién. Seguido de una breve descrip-
cién de las capacidades de los cédigos Monte Carlo de track structure para el estudio de

fenémenos en geometrias en escalas de nanémetros.

En el segundo capitulo, se describe la teoria de simulaciéon de plasmidos en su confor-
macién super enrollada basado en métodos descritos en la literatura; se describe la fisica
de los procesos involucrados en el c6digo Geant4d-DNA de Monte Carlo track structure y
TOPAS-nBio, los algoritmos de reacciéon difusién de especies quimicas basado en el méto-
do de paso a paso y en el tiempos de reaccin independientes (IRT); por tdltimo, se describe

una técnica de reduccion de varianza para la interaccion forzada de fotones en agua.

En el tercer capitulo se describe la metodologia describiendo la implementacién del
algoritmo de generacion de plasmidos y tres etapas que involucran la irradiaciéon de modelos
geométricos de ADN con su comparacién experimental. Por ltimo, una seccién dedicada

a los resultados y su discusién, para finalizar con una conclusién en el quinto capitulo.

El apéndice incluye las bases del método Monte Carlo, y una recopilacién de tablas de

reacciones quimicas para el algoritmo de reaccién y difusién de especies quimicas.



Capitulo 1

Introduccion

Es sabido que una alta cantidad de dosis de radiacién ionizante es capaz de causar
dano en el cuerpo humano. Es por esto que areas de investigacién de la fisica, quimica y
biologia se han dedicado a estudiar los mecanismos de interaccién de la radiacién con el
tejido bioldgico. Algunos campos de estudio se centran en mejorar las técnicas de radio-
proteccién, por ejemplo, la industria aeroespacial o la proteccién radiolégica en hospitales;
otros campos de estudio se enfocan en estudiar los efectos de la radiacién en volimenes
bien definidos, que da lugar a la dosimetria en fisica médica para el tratamiento de canceres

y tumores.

Sin embargo, para entender de manera mas precisa el fenémeno de la interaccién de la
radiacion con el tejido biolégico, es necesario utilizar escalas mas pequenas como la celular
( 10 pm de didmetro), hasta llegar a escalas comparables al didmetro del ADN ( 2.3 nm),
pero esto dificulta el estudio de esta area. A estas escalas, la modelacién utilizando métodos

de Monte Carlo es esencial para entender e interpretar las mediciones experimentales.

El 4cido desoxirribonucleico (ADN) se descubrié en 1868 por el medico suizo Johannes
Friedrich Miescher y posteriormente la estructura del ADN en 1953 por Rosalind Franklin,
James D. Watson y Francis Crick [60]. Watson lo describi6é como “el causante de todos los
procesos bioldgicos por los que pasan las células” [27]; desde el procesar alimento, hasta
repararse y dividirse. Por esta razén, el ADN es el pilar sobre el cual se sustenta la vida

y por lo tanto, si éste deja de ser 1til a la célula que lo contiene, ésta es incapaz de
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funcionar y muere. Independientemente de los procesos biolégicos que causan dano al
ADN, se demostré que la radiacién ionizante también puede causar dafio significativo,
como se discutird més adelante. Este dano puede culminar con mutaciones o una falla

irreparable que eventualmente llevan a la muerte celular.

En el modelo de doble hélice de Franklin-Watson-Crick, a lo largo de la doble hélice
existe un arreglo de parejas de nucledtidos, cada pareja es llamada base par (bp). Existen
cuatro tipos de nucleétidos: Adenina, Timina, Citosina y Guanina. Cada nucleétido tiene
una pareja predeterminada, por lo que, al conocer la cadena de una hélice (hebras, o
strands en inglés), la informacin de la otra es implicita. Estas parejas son de la siguiente
forma: Adenina - Timina, Timina - Adenina, Citosina - Guanina, Guanina - Citosina.

Estas combinaciones suelen abreviarse por la primera letra: AT, TA, CG, GC.

Una cadena de ADN puede tener alguna de tres configuraciones distintas, dependiendo

de las secuencias y la direccién del stuper enrollamiento, estas pueden ser ADN-A, ADN-B

y ADN-Z, ver Figura[I.]

Figura 1.1: De izquierda a derecha, tenemos una cadena de ADN-A, ADN-B y ADN-Z.
Estas cadenas estdn compuestas de diez bases pares, aproximadamente 3.4 nm de longitud
total. Autor de la imagén Richard Wheeler (Zephyris) Wikipedia.

La configuracién de ADN-B es la més comun bajo condiciones fisiolégicas, por lo que




esta configuracion se utilizé en este proyecto de tesis. De aqui en adelante, en este trabajo
cuando se mencionen las configuraciones de ADN para los modelos y simulaciones se estard

refiriendo al ADN-B.

El ADN se encuentra en su mayoria dentro de una estructura en el nicleo celular llama-
da cromatina, esta es la estructura principal del ADN de las células. Sin embargo, también
puede agruparse en otra conformacion fuera del nucleo celular, este, al ser independiente,
se puede replicar cuantas veces sea necesario y su efecto en la célula es el dar inmunidad
ante ciertas condiciones (por ejemplo, a los antibiéticos), a estas conformaciones de ADN

se les conoce como pldsmidos [§], Figura

Figura 1.2: Micrografia electrénica de dos plasmidos con diferentes proyecciones, cada
plésmido estd compuesto por 7 kbps. Imagen tomada de Cozzarelli, 1994 [14].

Los pldsmidos son estructuras de ADN que se pueden encontrar en diferentes confor-
maciones:

s Circulares abiertos.

= Stper enrollados

= Lineales.

Los plasmidos stuper enrollados son los més comunes in vivo y se ha reportado que cuando

estos se danan pueden convertirse en circulares abiertos o lineales.

Los plédsmidos varfan en tamafio, pueden ser pequenos (2.3 kbps en el caso del pldsmido

pUB110) o enormes como los llamados mega pldsmidos (1354.2 kbps en el caso del pldsmido
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pSymA). Los pldsmidos tienen la cualidad de ser modificables artificialmente sin danarlos,
esto permite producir pldsmidos sintéticos y reproducibles. Entonces, se puede disenar
plasmidos que induzcan comportamientos especificos en las células, como por ejemplo, la
capacidad de alimentarse de cierta sustancia, la de agruparse en regiones especificas en
una caja de Petri, o hacerlas inmunes a ciertos quimicos para crear colonias celulares sin

contaminacién [§].

Sin embargo, solo se han encontrado plasmidos mayoritariamente en bacterias, aunque
también se han visto en procariotas y eucariotas. Y debido a que suponen un consumo de
energia para el huésped, este conservard a los plasmidos si el beneficio es equivalente al coste
energético de manutencién. Multiples plasmidos han desarrollado un sistema en el cual
mantienen como rehén a su huésped, generando toxinas de larga duracién y suministrando

un antidoto de corta duracién, haciendo que la célula no pueda rechazar al plasmido.

Los plasmidos también son faciles de duplicar, una vez que un bidlogo ha modificado
uno, solo lo tiene que introducir en un huésped y este lo duplicard autométicamente.
También son heredables, cuando una célula se va a dividir, entre méas concentracién de

pldsmidos tenga, es mas probable que ambas células terminen con al menos un plasmido.

Muchos de los procesos de replicacion y reparacién del ADN fueron estudiados a partir
de los plasmidos, y se ha observado que los pldsmidos pueden morir si sus hebras se rom-
pen hasta tal punto que no puedan repararse. Los procesos por los cuales el ADN se dana
siguen siendo un area de estudio hoy en dia, sin embargo, es sabido que la radiacién ioni-
zante es un causante de dafno en las hebras de ADN. En el estudio de dano por radiacién,
algunos investigadores [I1] [26] [38] [66] han estudiado los rompimientos causados en el
ADN utilizando métodos de Monte Carlo comparado con datos experimentales. El articulo
detonador de tales estudios corresponde al de Charlton de 1989 [I1]. En ese articulo, se re-
porta una simulacién Monte Carlo de track structure de la irradiacién de hebras de ADN.
La finalidad es muestrear las posiciones pre-calculadas de los eventos de ionizacién pro-
ducidas por particulas mono-energéticas cargadas en agua utilizando una representacién
geométrica de ADN. Como modelo geométrico de ADN se utiliza una geometria simplista.
Cada base par es representada por tres secciones de cilindros diferentes, cuyo volumen se
aproxima al de una base par de ADN (2.3 nm de didmetro y 0.34 nm de longitud), con la

finalidad de contabilizar la energia depositada dentro de cada cilindro. Se asume que un




rompimiento simple de ADN ocurre si la energia depositada acumulada en un elemento
geométrico (seccién de cilindro) es mayor a un valor umbral y se estima el nimero de
rompimientos dobles en funcién de la calidad de radiacién (carga y energfa). Al comparar
con datos experimentales, se establece que el valor umbral para producir un rompimiento
simple es 17.5 eV. En otro estudio, McNamara y colaboradores incluyen mayor detalle ex-
perimental en la simulacién Monte Carlo al utilizar un anillo (representando un pldsmido
de ADN) con el mismo modelo del ADN de Charlton, el haz de radiacién con los mismos
pardametros experimentales y contabilizando directamente la energia depositada en cada
volumen contabilizando asi el niimero de rompimientos en un plasmido individual. Esta es
la primera vez que condiciones experimentales son simuladas explicitamente en lugar de
idealizadas representaciones [38]. Tomita, por otro lado, decide enfocarse en el nimero de
rompimientos como consecuencia de la interaccién de especies quimicas ya que el 98 % del
dano en el ADN es causado por este tipo especifico de proceso. En su método, sin embargo,
utiliza plasmidos de ADN dentro de una geometria de 988 x 988 x 988 nm? simulando el
espectro de electrones generado por rayos gammas emitidas por una fuente de Cobalto-60.
El mecanismo por el cual se generan las especies quimicas es también efecto de la radiacién
ionizante al depositar energia en el medio, a este efecto se le suele llamar radidlisis y estéd

muy bien estudiado en el caso del agua, material que Tomita usa para su medio.

La interpretacion de los datos experimentales se realiza mediante simulaciones Monte
Carlo de transporte de la radiacién para ver el dano causado por depdsitos de energia
en las hebras de ADN y el dafio por las reacciones quimicas entre los dtomos del ADN
y las especies quimicas generadas durante el proceso de irradiacién. En anos anteriores
las limitaciones en la capacidad de computo de los ordenadores y la falta de programas
especializados han dificultado el avance de esta area, esto ultimo, obligando a cada grupo

de trabajo a desarrollar su propio método desde cero.

Para estas escalas (nanémetros) es necesario usar cdigos de track structure, en vez de
los de historia condensada (o de propésito general) utilizados para el célculo de dosis en
pacientes. Este tipo de c6digos condensan la informaciéon de muchas interacciones en una
sola disminuyendo el tiempo de las simulaciones en gran medida, obteniendo excelentes
resultados para aplicaciones generales como sistemas de planeamiento en hospitales o en

el diseno de detectores para radiacién. Sin embargo, los cédigos de historia condensada no
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proveen de la suficiente resolucién a escalas comparables a la dimension del didmetro del

ADN, por lo que no son aplicables.

La lista de c6digos Monte Carlo de track structure disponibles al dia de hoy es variada,
entre ellos estan los cédigos: ETRAB, MOCAS, CPA100, KURBUC, PITS, PARTRAC,
RETRACKS por nombrar unos cuantos [45], estos cddigos sin embargo estén restringidos

a los grupos que los desarrollaron.

Por otro lado, dentro de los cédigos de propdsito general, Geant4 [I] sobresale por ser
software libre, con la capacidad de simular muchos tipos de particulas dentro del rango
de energias de algunos eV hasta TeV. Geant4 es un conjunto de librerias de C++ con
todo lo necesario para hacer una simulacién de transporte de la radiacién en la materia,
y aunque no estd especializado en el track structure, su extensiéon Geant4d-DNA si lo esté.
Geant4-DNA estd contenidos dentro de Geant4, el usuario puede accesar a Geant4-DNA

definiendo las listas de procesos fisicos correspondientes.

Geant4/Geant4-DNA tienen un problema que hace que los usuarios eviten usarlo al
principio y es su agresiva curva de aprendizaje. Geant4 explota al maximo posible C++, asi
que el usuario debe ser experto en este lenguaje de programacion y en fisica del transporte
de radiacién con la materia; mas aun, para aplicaciones en radioterapia, el usuario tiene

que ser también experto en fisica médica.

Por esta razén un grupo de investigadores de la Universidad de California San Fran-
cisco, el Laboratorio Nacional SLAC en la Universidad de Stanford y el Hospital General
de Massachusetts de la escuela de medicina de la Universidad de Harvard decidié crear
TOPAS [47]. Este software es un programa desarrollado por completo en Geant4 que ofre-
ce un lenguaje més sencillo para crear las simulaciones para radioterapia (convencional
y de hadrones), en lo que se denominan “archivos de pardmetros”. TOPAS fue creado
con la idea de ser amigable e intuitivo para el entendimiento de los parametros utilizados.

Sin embargo, no es de track structure y al igual de Geant4 tiene su propia versién de

Geant4-DNA, TOPAS-nBio [38] [50].

Para aplicaciones mds complejas de TOPAS (por ejemplo, que requieran de geometrias
inexistentes en la suite de TOPAS), el usuario puede usar lo que llaman “extensiones”,

que son codigos escritos con Geant4 para crear geometrias complejas, fuentes de particulas




primarias especificas, volimenes de deteccion, entre otros. Y una vez que estas extensiones
son escritas, es posible hacer uso de ellas en los archivos de parametros, que solo requerira

de anexar algunas lineas.

En este trabajo de tesis se usard TOPAS-nBio, creando una serie de extensiones en
las cuales se desarrollara la geometria de plasmidos acoplados a modelos del ADN para
la simulacién del dafio directo y posiciones atémicas para el dafio indirecto, la fuente de
radiacion y el volumen de deteccién. Todo el cédigo desarrollado serd incluido en TOPAS-

nBio facilitando el llevar a cabo una simulacién de este tipo.

Debido a lo extenso del trabajo de tesis, este se dividira tres etapas. Cada una orien-
tada a poner a prueba diferentes aspectos de la simulacion final. En la primera etapa
desarrollaréan diferentes modelos del ADN; en la segunda etapa se verificard el algoritmo
de reaccién-difusién de especies quimicas de TOPAS-nBio al calcular los valores G (nime-
ro de especies quimicas por cada 100 eV de energia depositada) utilizando fotones de ®°Co;
en la tercera etapa, se simularan pldsmidos de ADN bajo condiciones experimentales para

contabilizar el dano directo e indirecto a estos mismos.
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Capitulo 2

Teoria

Las componentes indispensables para llevar a cabo una simulacion Monte Carlo del
transporte de la radiacién son: geometria, fuente de radiacién, procesos y modelos fisicos,
y métodos para registro de informacién (scorers o tallies en inglés). Componentes opcio-
nales pueden incluir el post procesamiento y analisis de los datos, etcétera. La descripcion
de los fundamentos del método de Monte Carlo se encuentra en el apéndice 1. En este
capitulo se describen las bases teéricas de la simulacién Monte Carlo de plasmidos super
enrollados de ADN. Ya que el objetivo de esta tesis es utilizar tales geometrias acopladas
a simulaciones track-structure que incluyan la radidlisis del agua, se incluye también una
descripcién general del proceso de simulacién de radidlisis con Geant4-DNA y un método
acelerado incluido recientemente en TOPAS-nBio. Finalmente, se describe la clasificacién

de rompimientos de ADN y brevemente una técnica de reduccién de varianza.

2.1. Simulaciéon de Plasmidos de ADN

2.1.1. Plasmidos Stper Enrollados de ADN

La topologia de los plasmidos stuper enrollados se gener6 utilizando el método adapta-
tivo de Vologodskii (Konstantin V. Klenin, Alexander V. Vologodskii, Vadim V. Anshele-

vich, 1991). En este méodo, la simulacién comienza con una figura geométrica regular de
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N lados iguales. Cada lado tiene una longitud I de 0.962 nm que corresponde a un décimo
de la longitud estadistica de Kuhn [I8]. Si el ntimero de lados N es muy grande, entonces
esta figura geométrica adoptara la forma de un circulo. Esta configuracién corresponde a

la estructura de pldsmido circular abierto idealizado como se ve en la Figura 2.1]

- .,
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ry M,
i %,
i ,
7 %
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% /
\.x r
\ F
"-._‘ I
!
%
. .j
s o~
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Figura 2.1: Un ejemplo de figura regular inicial para un pldsmido idealizado de 12 lados,
también se le considera el plasmido mas simple. Los circulos negros son solamente incluidos
para mostrar a las posiciones de los vértices.

Figura 2.2: Esquema de deformacién por rotacién de cigiienal, donde cada punto oscuro
representa un vértice de la conformacion actual, las lineas solidas son las aristas imaginarias
del pldsmido (imaginarias porque solo se trabaja con los vértices en todo momento). La
linea punteada es el eje que une los vértices seleccionados para la rotacién.

A partir de una configuracion de plasmido circular abierto, se aplican dos tipos de defor-
maciones (movimientos de los vértices diferentes) llamadas “rotacién de cigiienial” (crankshaft)
“ o . L . . .
vy “reptacién”. El movimiento de reptacion es opcional, sin embargo sirve para acelerar

la formacién del plasmido[33] [59] [59]. La rotacién de cigiienal se muestra en la Figura

10
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Figura 2.3: Esquema del algoritmo del movimiento de reptacion, dividido en 3 etapas, la
primera etapa es la seleccion del sub-segmento, la segunda etapa es la recolocacion de los
vértices y el calculo del nuevo punto, la dltima etapa es el reacomodar los vértices para
que coincidan sus indices, los puntos purpura son los segmentos que conservaran su forma,
los puntos rojos son los limites que no se moveran y el punto verde es el punto que se
sustituira.

Esta deformacién consiste en seleccionar dos vértices o pivotes de manera aleatoria
y rotar todos los vértices contenidos entre estos pivotes. El dngulo de rotacion es mues-
treado aleatoriamente entre [—¢, ¢], donde ¢ es un dngulo que se ajusta después de cada
iteracién para que la probabilidad de éxito (es decir, aceptar una nueva configuracién) de
la deformacién se mantenga lo mds cercano a 50 %. La rotacién debe ser con respecto al

eje que une ambos puntos previamente seleccionados.

El segundo movimiento, es la reptacién, similar al movimiento que las serpientes utili-
zan para desplazarse por el suelo, es una idea mas reciente y fue implementado para “dejar
que el plasmido libere tension”. La idea general, es la de tomar dos sub-segmentos de recta
diferentes e intercambiarlos, posteriormente, se reacomodan los vértices para que las dis-

tancias entre vértices se mantengan constantes. En este trabajo de tesis se opté por una

11
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alternativa a este tipo de movimiento, la cual resulté mas eficiente computacionalmente

Como se muestra en la Figura |2.3] esta deformacién consiste en tomar un sub-segmento

de recta, que este contenido entre dos puntos elegidos aleatoriamente (V;, V;1,) donde a
es un numero entero entre tres y ocho (en el ejemplo de la Figura a = 5), una vez que
se tienen estos puntos, se pasara a mover todos los vértices entre estos dos, de tal manera
que la forma del segmento original se conserve. Al hacer esto, dos vértices terminaran
encimados, y se tendrda un hueco en donde antes estaba el primer vértice, por lo tanto,
se debe calcular un nuevo punto entre los vértices i e i + 1. Este punto deberd estar a la
misma distancia | de cada vértice antes mencionado. La posicién espacial que cumple tal
condicién se encuentra en todos los puntos a lo largo de un aro perpendicular al vector que
une ambos vértices. Este punto se elige de manera aleatoria. El tltimo paso es reacomodar
los indices, para incorporar este nuevo punto, y eliminar el vértice que estaba encimado.
En el ejemplo de la Figura[2.3] a simple vista, parecerfa que el vértice que se sustituyo fue

el i+ 1, sin embargo, este vértice se conservé en ¢ + 2, por lo que el vértice que se eliminé

para hacer espacio al nuevo es el i + 5, es decir, el que se encimé en el paso 2.

Después de aplicar cada movimiento de deformacién, se calcula la energia elastica total

de la configuracién mediante la ecuacion:

E=E,+E +E, (2.1)

donde Ej es la energia de doblamiento, E; es la energia torsional y E, es la energia
potencial. La energia potencial considera, si existen, las interacciones eléctricas con los
atomos del medio y fuerza gravitacional. En este trabajo solo se utiliz6 un potencial

gravitatorio si algin punto esta por debajo del plano z = 0.

La energia de doblamiento, causada por el estrés de la conformacion, se mide a partir de
la diferencia en el angulo que forman dos segmentos contiguos de recta, una conformacién
sin estrés serfa una linea recta (i.e. el dngulo que forman dos rectas contiguas es cero), se

calcula de la siguiente manera:

N
Ey=KpTa) 6} (2.2)

=1

12
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dondeK g es la constante de Boltzmann (1,38064850 x 10723.J/K), T es la temperatura
del plasmido, en este caso, una constante igual a 293 K, « es la constante de doblamiento
con un valor de 2.403 y sin unidades, ©; la diferencia de dngulos entre los segmentos (i — 1

ei)y (i,i + 1) en radianes.

La energia torsional, causada por el estrés individual de cada segmento de recta de la

conformacién, estda dado por:

B, = (Z) ALk ;) (2.3

En esta ecuacién, L es la longitud total de la configuracion, es decir,L = N x1[. C es la
rigidez torsional con un valor de 3 x 10728 Jm, ALk es la diferencia del nimero de enlace

del ADN cerrado, se calcula como:

oL
ALy = Z (2.4)

donde o es la densidad de stper hélice, con un valor de —0,05a — 0,07, muchos de los
autores mencionados a lo largo de esta seccién utilizan —0,06. Z; es la altura de la hélice
de ADN, considerando una conformacién de ADN relajado, este valor es de 3.375 nm.
W, es el numero de torcimiento, este factor indica que tan torcida esta la configuracién y
tiene multiples formas de calcularse, en este trabajo se utilizé el método 2b de Klenin y

Langowski [30] el cual se explica a continuacién.

Matemaéaticamente, el nimero de torcimiento de una cadena es una doble integral:

1 d d
W, — 7/ / ( T2 ><3 7“1)T12 (25)
An Jo Je T2

donde C es una curva, 71 y ro son los puntos sobre esta curva. Esta ecuacién puede
resolverse analiticamente, aunque esto no es la mejor opcién en cuanto a coste compu-
tacional. La solucién de esta integral se utiliza en el método 1a del articulo de Klenin, sin
embargo, como se mencioné anteriormente, es el método 2b el que se utiliza en este traba-

jo. Para esto, primero se separa el nimero de torcimiento en dos cantidades independientes

13
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de la siguiente forma:

W, =W, — T, (2.6)

donde W, _ es el torcimiento direccional con respecto al plano z = 0 y T}, es el giro

total de la conformacion. El calculo de estas variables se explica a continuacion:

N

1
Ty =75= “Nai—1pi) — cos™ (pias)]sign(pi)- 2.
g 2oleon™ o) o™ s 21)

donde:
k x s;
i = 2.8
T Tk x s (28)
Si—1 X 8
;= M 2.9
P |si—1 X s ( )

En este caso k es el vector unitario en el eje z y s; es el vector que une los vértices V;

y Vig1.
N
W =3 > wi (2.10)
i+2 j<i
donde:
wi; = sign((s; x 8;)(rj — 1)) (2.11)

La ecuacién 11 es cierta solo si los segmentos 7 y j de la conformacion se cruzan en el

plano XY, de no ser asi, w;; es igual a cero (r; son los vértices de la conformacién).

A partir de estos célculos se puede obtener la energia eldstica total de una conformacion.
La conformacién final se puede obtener a través del algoritmo de Metrépolis al alcanzar
el estado de equilibrio del sistema. El algoritmo de Metrépolis en este contexto inicia con
una deformacién paulatina, en un proceso iterativo, de la cadena de vértices del pldsmido.
Después de cada deformacion, se calcula la energia total de la conformacion. Si se cumplen
ciertas condiciones con respecto a la energia de una nueva conformacion, ésta se acepta,
en caso contrario, ésta se rechaza y se vuelve a intentar. Las condiciones para aceptar una

nueva configuracion son las siguientes:

14
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Se acepta la configuracién si:

» La nueva energfa es menor que la energia de la configuracién anterior: F; 1 < E;.

= En caso contrario se acepta si: exp((E; — E;j+1)/KpTa) > p-

donde p es un numero aleatorio uniformemente distribuido entre [0, 1] y T/ es la tem-
peratura Monte Carlo, es decir, la temperatura que puede variar para obtener diferentes

configuraciones.

Ademas de esta condicién, debido a que estamos hablando de una conformacién que
estd relacionada con una cadena de ADN stper enrollado, se tienen que tomar las siguientes

consideraciones:

1. La distancia entre dos segmentos de recta debe ser mayor a d = 3,5nm, para evitar

que dos segmentos de ADN se encimen o que tengan interacciones electromagnéticas.

2. Se debe hacer un chequeo de nudos, utilizando el polinomio de Alexander [2] para

evitar que la configuracién pase de stuper enrollada a nudo.

Para el chequeo de nudos, se utilizé el programa de Harris y Harvey [23]. Este cédigo
estd basado en el método de J. W. Alexander, quien utiliza un polinomio (ahora llamado
polinomio de Alexander) para determinar la configuracién de una curva. El polinomio de
Alexander analiza una configuracién en tres dimensiones usando una matriz de K x K +2.
Donde K es el niimero de cruces de un segmento con otro. Cada elemento de dicha matriz
representa un tipo de cruce, ya sea izquierdo o derecho. Dependiendo del ntimero del cruce
(previamente etiquetado) y la regién del nudo, se va llenando esta matriz [2] [24]. Al final se
eliminan dos columnas contiguas cualquiera (generalmente las ultimas dos) y se calcula el
determinante de esta misma, obteniendo asi el polinomio de Alexander, la diferencia entre
los distintos polinomios de Alexander que pueden resultar al eliminar diferentes columnas
difieren de los otros posibles en mds menos potencias del grado del polinomio (miltiplos
de la variable independiente, usualmente +t), como demuestra Alexander [2]. Al final se
reduce el polinomio, se considera un nudo si el polinomio de Alexander es diferente a 1, si
es igual a 1 se dice que no es un nudo Esta explicacién omite detalles importantes de la
teoria de nudos por lo que se invita al lector a revisar las referencias para ver el método

completo [2] [23] [24].
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Un pldsmido toma alrededor de 10,000,000 (diez millones) de iteraciones para formarse.
El criterio tipico que dicta el fin de la simulaciéon es cuando la energia alcanza el equili-
brio térmico; aunque hay autores que utilizan también el nimero de torcimiento. En este
trabajo, sin embargo, se utiliza el método de Bryant y Fujimoto [22]. En este método se

utiliza una cantidad llamada radio de giramiento, que esta dado por:

N B2 1/2
R, = (Z A;) (2.12)

i=1

donde R; es la distancia del centro de masas al vértice i de la configuracién actual. De
acuerdo con Fujimoto, esta cantidad es la ltima en entrar en equilibrio, por lo que usarla

garantiza, con mayor probabilidad, un plasmido completamente terminado.

El chequeo de equilibrio se realiza de la siguiente forma, se calcula Rg cada M millo-
nes de iteraciones, si la diferencia entre dos chequeos es menor a la desviacion estandar
calculada en ese mismo intervalo, entonces se acepta el equilibrio y se entrega el plasmido
terminado, de otra manera, se realizan nuevamente M millones de iteraciones. M esta entre
4 y 6 millones de iteraciones. El algoritmo completo para la generacién de un pldsmido
se puede ver en la Figura donde se muestra el diagrama de flujo para el programa de
generacién de plasmidos. El usuario puede optar por dar sus propios parametros o usar
los parametros por defecto del plasmido. Los pardmetros por defecto generan un plasmido

pBR322 a 293K y 0 = —0,06, alternativamente los valores de zp y d se pueden cambiar.

2.1.2. El Formato PDB para Generar un Modelo Atémico para
Plasmidos de ADN

El Protein Data Bank (PDB, en espanol banco de datos de proteinas) es una recopila-
cién de informacién sobre la estructura tridimensional de las proteinas y acidos nucleicos
quienes, ademas de proporcionar un portal para navegar los archivos tanto propios como
por los investigadores de dichas dreas, también creo su propio formato para unificar toda
la informacion en sus archivos y hoy en dia, gracias a su extenso uso, se tienen herramien-
tas de visualizacion en 3D de dichos formatos. Los archivos PDB no solo deben contener

informacién espacial de las proteinas sino también, informacién extra relevante (tempe-
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Figura 2.4: Diagrama de flujo del algoritmo de generacién de plasmidos.
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ratura a la cual se tomaron los datos, métodos de medicién, etc.) por lo que la lectura
de estos archivos para anélisis suele ser llevada a cabo utilizando alguna herramienta que
permita leer directamente estos formatos sin recurrir a la programacion directa y desa-
rrollo de herramientas propias (lo cual, es posible y no tan tedioso como podria sonar).
Geant4-DNA en su ejemplo “pdb4dna” muestra como cargar un pldsmido de ADN a partir
del conocimiento de las posiciones atomicas para los carbonos, hidrégenos, fésforos, etc,

que componen dicho ADN.

2.1.3. Clasificacion de Rompimientos de ADN

2558 D5B4+s

558 SSB+ DSB DsB+
— X |
<X X Eaa
3

Figura 2.5: Clasificacién de rompimientos utilizada en este trabajo, basada en los trabajos
de Charlton y Mc Namara, X es una distancia de 10 bp (3.4 nm), los circulos rojos encierran
un DSB. Los SSB+ ocurren cuando ocurren dos rompimientos simples a una distancia
menor de 10 bps. Los 2SSB ocurren cuando ocurren dos rompimientos en diferentes hebras,
pero a una distancia mayor a 10 bps. Los DSB ocurren cuando hay dos rompimientos en
diferentes hebras a una distancia menor de 10 bps. DSB+ son tres rompimientos, donde
al menos dos de ellos forman un DSB y los DSB++ son dos rompimientos dobles a una
distancia menor a 10 bps desde el centro de los DSBs.

Un rompimiento o dafio simple de ADN (single strand break, SSB) causado por un
evento fisico ocurre cuando la energia depositada acumulada en la regiéon ocupada por
un azticar o fosfato excede 17.5 eV [4I]. Algunos autores también utilizan una distribu-
cién lineal de 5 eV a 37.5 eV (Werner Friedland, 2017) para definir un SSB. Por otro

lado, un rompimiento o dano causado por una especie quimica es atribuida a la reaccin
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de un nucledtido con el radical *OH [56] [20]. La clasificacién de los danos que se uti-
liz6 en el andlisis de datos, fue una clasificacién originalmente propuesta por Charlton y
mencionada por McNamara [11] [38], debido a que las técnicas experimentales actuales
para la determinacién del nimero de rompimientos no tiene la resolucién suficiente para
distinguir rompimientos complejos (SSB+, 2SSB, DSB+, DSB++), solo se utilizaran los

rompimientos SSB y DSB.

2.1.4. Cbdigos Monte Carlo Track Structure

En esta seccion se describen con mayor detalle los puntos clave que distinguen a los
c6digos Monte Carlo Track Strcture, disenados para cuantificar el transporte de radiacién
para micro y nano dosimetria, as{ como su implementacién en Geant4d-DNA (subsecuen-
temente en TOPAS-nBio). Por lo tanto, los procesos fisicos descritos en esta seccién son
solamente eléctricos en el rango de energia relevante para el estudio del dano directo al

ADN (hasta 1 MeV para electrones).

Track de la Particula

La definicién del track (trayectoria, trazado, etc.) de una particula depende de la
aplicacion a la cual esta enfocada. En modelacién Monte Carlo se puede decir que el track
de una particula esta formado por todos los puntos de ionizacién y excitacion tanto de
la particula primaria, como de sus productos secundarios, que se generan conforme la
particula viaja en el medio. Cuando hablamos del track, nos referimos a particulas con
la capacidad de ionizar el medio, es decir radiacién ionizante. La radiacién ionizante es
aquella con energia suficiente para extraer electrones de los dtomos del medio en el cual
estd viajando, por ejemplo: rayos-x, rayos-y, y particulas cargadas (e~, protones, alfas,
etc). Los rayos-x (con energias que van de unas decenas de eV a unos cuantos cientos de
keV) son capaces de producir electrones al interactuar con el medio con una energia Ee-
cercana a la de los rayos-x incidentes E.- = E,, — ¢, donde ¢ es la energia de enlace
del electrén (generalmente de unas decenas de eV). Estos pueden ser producidos por el
frenamiento sibito de electrones en materiales de alto nimero atémico o naturalmente por

la recombinacién de electrones orbitales. Los rayos-y (energias de unos cientos de keV a
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unos cuantos MeV) pueden producir foto electrones, pero si la energia aumenta también
pueden producir electrones libres mediante dispersion Compton y positrones mediante la
creacion de pares. Por lo tanto, los rayos-y pueden producir electrones libres en un amplio
espectro de energias. Estos son producidos naturalmente por radioisétopos, por ejemplo,

50C0 o por interacciones nucleares de particulas altamente energéticas.

Por otro lado, cuando las particulas cargadas interactiian con la materia producen
electrones secundarios en un espectro amplio de energias a lo largo de su trayectoria
conforme son frenadas en el medio. Por lo tanto, todas las particulas que conforman la
radiacién ionizante producen los mismos productos (es decir e™), por lo que la diferencia en
dano biolégico de diferente radiacion ionizante de diferente calidad debe estar relacionada
con la distribucién espacial de estas interacciones, que depende de la energia y masa de la

particula incidente.

La caracterizacion del track de una particula y su relacién con el dano al ADN es
una investigacién en desarrollo [50] [I3] [58]. Una de las primeras cantidades utilizadas
para caracterizar (en energia y distribucién espacial) al ¢rack es el “potencial de frenado”,
en particular el “potencial de frenado restrictivo”, o LET (linear energy transfer). El
potencial de frenado se define como la perdida de energia por unidad de longitud conforme
la particula atraviesa el medio y es desacelerada. El potencial de frenado es una cantidad
bastante estudiada debido a que es ficilmente obtenible experimentalmente (por ejemplo,
a través de la dosis depositada) y tedricamente calculable con precisiones mayores a 99 %

3.

El potencial de frenado contiene suficiente informacién para cuantificar la respuesta
del medio a la radiacién en escenarios macroscépicos (arriba de algunos micrémetros), a
través de la energia absorbida localmente. De esta manera, el llamado potencial mésico de
frenado, es decir, el potencial de frenado multiplicado por la densidad del medio se relacio-
na con la dosis depositada a través del espectro de fluencia. Este método es utilizado por
los c6digos Monte Carlo de uso general o de transporte condensado para cuantificar las
distribuciones de dosis en radioterapia, por ejemplo, los més utilizados: EGS [44] Geant4
[1] MCNP [61] PENELOPE [51]. Sin embargo, en general los cédigos de transporte conden-
sado no proveen de la resolucién necesaria para cuantificar detalladamente el transporte

de radiacién en escenarios micro y nanoscépicos, que es de unos cuantos armstrongs.
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Los cédigos Monte Carlo track structure, calculan el transporte de la radiacién de una
manera interaccién por interaccién considerando todos los procesos fisicos teoricamente
posibles, a diferencia de los algoritmos de transporte condensado (que condensan en una
sola interacciéon muchas interacciones individuales de baja energia para reducir significati-
vamente el tiempo de cémputo), por lo que son capaces de simular dafio biolégico a nivel

molecular [I0].

Para poder desarrollar un modelo del track usando Monte Carlo track structure primero
es necesario conocer las secciones eficaces para los procesos fisicos relevantes a estas escalas,
para las particulas de interés. En este trabajo se utiliz6 TOPAS-nBio [38] [50] desarrollado
en TOPAS [47], que facilita el desarrollo de simulaciones track strucure aprovechando toda

la fisica provista por Geant4-DNA [25].

La Fisica de Geant4-DNA

Con todo lo que se ha mencionado anteriormente, se puede entonces comenzar a explicar
como solventa estos problemas Geant4-DNA. Geant4-DNA calcula las secciones eficaces
de ionizacién y excitacién usando la primera aproximacién de onda plana de Born (FBA),
siendo ampliamente utilizada para calcular procesos inelasticos. Debido a que el medio de
interés es tejido biolégico, y ya que las células se componen en su mayoria (> 70 %) de agua
entonces se utiliza agua como primera aproximacion. Por lo tanto, las secciones eficaces
que se necesitan son las del agua. Considerando a la molécula del agua, se consideran
cinco estados de excitacién y cinco de ionizacién [I7]. Se utiliza la funcién de respuesta
del dieléctrico (DRF) de la molécula para calcular las secciones eficaces de las particulas
incidentes. Utilizando la FBA, las transferencias de energia y momento se relacionan con
la funcién de perdida de energia (ELF) a través de Im[—1/e(E, ¢)], donde ¢ es la DRF
compleja que caracteriza a la molécula objetivo. Entonces, el inverso del camino medio de
la particula (IMFP) estd dado la doble diferencial de Born en términos de la perdida de

energia F y la transferencia de momento q por:

d*%(T, E, q) 1 {1
e(

E,q)

L [0~ B 0la (BT ol - B (23

Donde «q es el radio de Bohr, 7 es la energfa cinética de la particula, T = (m|M)T
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es la energfa cinética de un electrén viajando con la misma velocidad de la particula
considerada, m es la masa del electron, M es la masa de la particula incidente, 6 es la
funcién escalonada y € = €1 +1iey representa la funcién compleja del dieléctrico del material

objetivo. Los limites de transferencia de momento van como sigue:

¢+ = V2M(\/T+ VT —E) (2.14)

Asi, la seccidn eficaz diferencial simple y la IMFP integrada se pueden obtener con las

dos expresiones simples siguientes:

N(T,E) _ [ d*%(T,E,q)
= _/ 1Biq dq (2.15)
d*¥(T, E, q)
0= far [FELED, o0

El punto méas importante es el célculo de la ELF del medio. En Geant4-DNA, el primer
paso consiste en tomar datos experimentales del DRF para hacer un ajuste en el limite
6ptico (¢ = 0) en una serie de ecuaciones de Drude, después se aplica el modelo de

dispersién para el rango de transferencia de momento (g > 0).

Para bajas energias, cuando la velocidad de la particula incidente se acerca a la de
los electrones orbitando la particula objetivo (< 1 keV para electrones y < 300 keV para
protones), la FBA ya no es vélida. En este caso, las secciones eficaces de los protones se
calculan usando una combinacién de modelos semi-empiricos como la férmula de Rudd
de ionizacién y las férmulas de Miller y Green para la excitacién. Para la ionizacién del
electron, la FBA se corrige usando el termino de intercambio propuesto en el reporte
numero 37 del ICRU [4] y una correccién simple del campo de Coulomb el cual contabiliza
la energia potencial ganada por el electrén en el campo de la molécula objetivo. La seccion
eficaz para ionizacién a una energia dada T, es entonces calculada para un valor aumentado
T'" =T+ B; +Uj, donde B; y U, son la j-esima energia de enlace de la capa y la energia
cinética promedio del electrén en esta misma capa, respectivamente. Para la excitacion
T' =T +2E;, donde E; es la j-esima energia de excitacién. A bajas energias los procesos

de interaccién para los electrones que dominan son los eldsticos, donde el electron es
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deflactado sin perder energia varias veces hasta que ocurre un proceso ineldstico. Estas
colisiones determinan la densidad de distribucién espacial de la nube de ionizaciones y
excitaciones y son descritas por dos modelos alternativos en Geant4-DNA: el modelo de

apantallamiento de Rutherford y los modelos de Champion [9].

En teoria, los electrones con energia cinética menor a 8 eV no pueden ionizar a la
molécula de agua dado que esta energia es menor al del orbital mas externo del blanco,
por lo que a estos electrones se les llama electrones sub-excitados. Estos electrones pue-
den producir excitaciones vibracionales y rotacionales ademas de colisiones elasticas hasta
llegar a la termalizacién completa (a 2.5 meV). Al no disponer de una teorfa que describa
tal fenémeno, en Geant4-DNA se utilizan las secciones eficaces publicadas por Michaud
[43] para moléculas de hielo utilizando un ajuste para el cambio de fase. Para los electro-
nes con energias mayores a 10 keV, se consideran efectos relativistas y se consideran las
interacciones longitudinales y las trasversales. La seccion eficaz total de ionizacién para

electrones de 10 keV a 1 MeV esta dada por:

S, =5F+57 (2.17)
Donde

2 Bnas - fhmas 11 dk
»h—-—— - E 1 - — 2.1
' = raoP T </E a2 [ " m|-am), /c) (215)

min

7 s ([ k) < ) -]

Los limites de transferencia de momento son:

Emaz.min = (ch) " (V/T(T + 2mc?)) + /(T — E)(T — E + 2mc?) (2.20)

Bz = (T+B])/2 (221)
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Para las particulas alfas e iones mas pesados como el carbén o el oxigeno, se utiliza un
factor de re-escalamiento de velocidad asumiendo que las dos particulas tienen la misma
velocidad y la misma seccién eficaz multiplicada por un término de carga efectiva. La carga
efectiva y la transferencia de electrones para particulas alfa fueron modelados a partir del

método de Dingfelder.
daion
dEdq

do
2 roton
(v) = Zeff(E)dedq(U) (2.22)
Donde v es la velocidad del proyectil y ng 7 es la carga efectiva al cuadrado del ion

incidente.

El uso de la carga efectiva toma en cuenta el efecto de apantallamiento de la carga
nuclear causada por los electrones enlazados de la particula incidente. Depende de la

transferencia de energia durante la colisién.

Para iones més pesados que los alfas, es complicado calcular las secciones eficaces para
cada estado de carga de la particula. Por lo que una carga efectiva global, incluyendo el

efecto de cambio de carga de Booth y Grant se aplica, dada por la siguiente expresion:

Zefs

7= 1 — exp(—1,316x + 0,1122% — 0,06502°) (2.23)

Donde
x =1008272/3 (2.24)

A energias de ~ 8 - 13 eV también puede ocurrir acoplamiento electrénico, en este
caso se utilizan los resultados experimentales de Melton de 1972. Para protones, ademas
de las ionizaciones y excitaciones, los procesos de transferencia de carga ocurren cuando
los protones incidentes capturan un electréon y se vuelven atomos neutrales de hidrégeno
al ionizar una molécula de agua. El hidrégeno puede producir ionizaciones en el medio
y también sobrellevar un proceso de perdida, perdiendo su electrén orbital y regresando
a su estado idnico. En este caso el electréon es eyectado en la direccion del proyectil con
la misma velocidad. Los procesos de transferencia y perdida de energia son estudiados
usando formulas semi empiricas, y los dtomos de hidrogeno son dispersados usando el

modelo de Rudd con un término para contabilizar el efecto de apantallamiento causado
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por el electrén enlazado del proyectil.

TOPAS y TOPAS-nBio

El kit de herramientas de cédigo libre de uso general Geant4d [I], desarrollado para
fisica de altas energias, es frecuentemente usado para simulaciones de radioterapia, sin
embargo, su flexibilidad de uso y disenio modular basado en objetos lo hace muy com-
plicado para usar. Por esta razon se han desarrollado varias plataformas en Geant4 para
facilitar su uso principalmente en radioterapia, como GAMOS (Geant4-based Architecture
for Medicine-Oriented Simulations, Arce et al., 2018) y GATE (Geant4 Application for
Tomographic Emission, Jan et al., 2011) y TOPAS (TOol for PArticle Simulation [47]). De
estos TOPAS sobre sale al ser un software para el modelado radiobioldgico, mulithreaded
y completamente 4D. A pesar de que TOPAS fue originalmente disenado para las aplica-
ciones de proton terapia, ha sido extendido a muchas otras aplicaciones de radio terapia.
Algunos cédigos Monte Carlo track structure, son PARTRAC, RITRACKS, KURBUC,
y el mismo Geant4-DNA [6] [19]. Sin embargo, estos estdn depreciados, son comerciales,
requieren de una agresiva curva de aprendizaje o estan restringidos a los laboratorios o
investigadores que los desarrollaron. Esto motivé el desarrollo de TOPAS-nBio [38] [50],
como una nueva extension de TOPAS que envuelve y extendiende a Geant4-DNA para

aplicaciones de radiobiologia, nanodosimetria, microdosimetria y radioquimica.

2.2. Simulacion de la Etapa Quimica Heterogénea de

la Radidlisis del Agua

La difusién y reaccion de especies quimicas, es un proceso independiente al transporte
de las particulas fisicas cargadas. Mientras que los procesos fisicos de transporte de particu-
las pueden considerarse atemporales, debido a que el tiempo de interaccién es instantaneo
(< 1071 ) comparado con la etapa quimica (10712 — 1076 s), en la etapa quimica el
nimero de especies quimicas varian con respecto al tiempo. Asi, para la simulacién del
proceso de radidlisis del agua, varias etapas para cada tipo de proceso dependiendo el

tiempo de simulacién son de la siguiente forma:
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» Etapa Fisica < 1075
» Etapa Fisicoquimica: 107 — 10712 5

= Etapa Quimica: 1072 — 1076 s

En la etapa fisica se lleva a cabo el depdsito de energia por eventos de ionizacién y exci-
tacién y se continua el transporte de electrones sub-excitados. En la etapa fisicoquimica,
las moléculas excitadas e ionizadas de agua, resultado del proceso de interaccién de la
radiacion, se disocian generando las primeras especias quimicas, asi como los electrones
sub-excitados se termalizan y son capturados por un arreglo de moléculas de agua para
generar electrones solvados. Subsecuentemente, en la etapa quimica, las primeras especies
de propagan en el medio por difusién reaccionando entre si, reduciendo el ntimero de es-
pecies primarias y creando productos secundarios hasta alcanzar el equilibrio. Mas alla de
la etapa quimica esta la etapa bioldgica, en esta etapa se ponen en marcha los mecanismos
de reparacién del ADN, efectos secundarios en organismos vivos etcétera; dura de 1076 s

hasta horas-anos.

2.2.1. Meétodo Paso a Paso

Geant4 tiene la capacidad de simular la difusién y reaccién de especies quimicas hasta
1 pus asumiendo reacciones totalmente controladas por difusion, a través de su extension
Geant4-DNA [29] [28]. El método de transporte es Browniano paso-a-paso, asi que se
requieren los coeficientes de difusién D (en unidades de m?s~!) de las especies quimicas
involucradas. El medio se asume homogéneo y compuesto por agua a temperatura ambien-
te. La distancia promedio entre cada “paso”después de un cierto tiempo At, esta dada por
(6DAt)1/ 2 en una direccién completamente aleatoria. Después de cada “paso”, se verifica
si las especies potencialmente reactivas estan a una distancia menor que su radio combi-
nado de reaccién a (ecuaciones y )7 si esto es satisfecho, entonces se realiza la
reaccién quimica correspondiente eliminando a ambas especies quimicas del sistema y co-
locando los productos, se existen, alrededor del punto de reaccién [32]. El célculo del radio
de reaccion a se lleva a cabo con la ecuacion siguiente si las especies quimicas involucradas
en la reaccién son diferentes:

k = 4mwaD’ (2.25)
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o con la ecuacién siguiente si las dos especies quimicas son iguales:

k = 2maD’ (2.26)

Donde k es la tasa de reaccién (en unidades M ~1s~!, donde M = mol/dm?), y D’ es

el coeficiente de difusién para la difusién relativa entre las dos especies quimicas.

2.2.2. Tiempos de Reaccion Independiente

El método paso-a-paso es, sin embargo, muy costoso computacionalmente, por ejemplo,
una simulacién de 240 historias con tracks cortos (100 pm) de protones de 300 MeV tarda
alrededor de 2 semanas y media en un solo CPU a 2.8 GHz. Una solucién alternativa
y estocdstica es la de tiempos de reaccién independiente (IRT por sus siglas en inglés)
propuesto hace més de treinta afios por Clifford y Green [12] y ampliamente validado, ver
por ejemplo [36] [21] [40] [48]. El método IRT no lleva a cabo la difusién de las especies
quimicas hasta su reaccion, sino que calcula el tiempo en el que las especies reaccionaran a
partir de la distribucién de probabilidad dada por la ecuacién (para reacciones totalmente

controladas por difusién):

W(z,a,t) = %erfc (W) (2.27)

Donde acyy es el radio efectivo y x.sy es la distancia de separacion inicial efectiva. acss

Y Z.ff tienen correcciones por el efecto de carga de las especies quimicas dado por

—7Te

= — T 2.2
Gelf =1 exp(re/a) (2.28)
—r,
= > 2.2
"ot = T caplrofa) 229

o simplemente a.rt = a y T.ff = x para especies quimicas neutras. La cantidad r. es el

radio de Onsager, definido por:
Zl 2262

Lo L1dee” 2.30
" T Ureoe, KT (2.30)

donde Zie y Zse son las cargas idnicas, €g es la permitividad del espacio libre, ¢, es la
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permitividad relativa del medio, K g la constante de Boltzmann y T la temperatura.

A partir de la ecuacién (2.27)), el tiempo de reaccién se obtiene después de resolver
para t, asignando un numero aleatorio £ uniformemente distribuido a la probabilidad W,

dado de la siguiente forma:

2
1 Teff — deff
t=— (€ < aesr/xe 2.31
4D |erfct(Exess/acss) ( £/ Tess) ( )

t=00,(> acf/Tess) (2.32)

Donde erfc=1(x) es el inverso de la funcién de error. Si el tiempo de reaccién t es

pequeno, entonces la probabilidad de reaccién es mayor.

El método IRT comienza con la informacién de las posiciones y tipo de especies quimi-
cas generadas al final de la etapa fisicoquimica. Para todas las combinaciones de pares
de especies quimicas potencialmente reactivas, y asumiendo que cada par se encuentra en
aislamiento total del resto de especies (de aqui el nombre “independiente”), se muestrea
el tiempo de reaccién t usando la ecuacién . Estos valores de t se vierten en un
arreglo que es reordenado de forma temporal ascendente. Con el arreglo reordenado, la
realizacién de las reacciones se realiza comenzando con el par de especies que obtuvieron
el tiempo més corto de reaccién, quitando el par de especies del arreglo (y los pares en
que ambas especies estén involucrados en el resto del arreglo) y colocando los productos
correspondientes al tipo de reaccién. Si el producto es reactivo, entonces los respectivos
tiempos de reaccién con el resto de las especies quimicas del arreglo son muestreados, los
tiempos son incluidos en el arreglo general y el arreglo es reordenado nuevamente. Este
proceso iterativo continua hasta que hayan agotado todas las combinaciones posibles o si
un tiempo de corte (especificado por el usuario) es alcanzado. Esta técnica estd implemen-
tada en TOPAS-nBio considerando 72 reacciones clasificadas en totalmente controladas
por difusién, parcialmente controladas por difusion y de primer orden. Mayores detalles

pueden encontrarse en [52].
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2.2.3. Uso de Disolventes Quimicos

Los disolventes quimicos o scavengers son sustancias cuyo propoésito es el de eliminar
una cierta especie quimica, al hacerla reaccionar inmediatamente después de su creacion.
Los quimicos, bidlogos y farmacéuticos utilizan los disolventes quimicos para aislar ciertas
reacciones quimicas que quieran estudiar al eliminar reactivos no deseados que aporten
productos a la solucién, esto ademas facilita el analisis del conteo de especies quimicas de

interés.

La simulacién explicita de las moléculas de los disolventes es impractica computacio-
nalmente, debido al gran ntimero de especies quimicas uniformemente distribuidas en la
solucion. Para un sistema de M solventes y IV especies quimicas, la complejidad del algorit-
mo para encontrar especies quimicas vecinas es O(N2M). Entonces, la solucién alternativa
es considerar que la solucién de disolvente estd uniformemente (continuamente) distribuida
y. que la reaccién con las especies quimicas no altera significativamente la concentracién

de disolvente. Por ejemplo, utilizando la siguiente ecuacién:

Waisi(t) = 1 — exp(—k[B]t) (2.33)

donde k es la tasa de reaccién, [B] es la concentracién del disolvente, generalmente en
unidades de mol dm~2 (también es comén verlo como M) y t es el tiempo. En particular
la cantidad combinada k[B] es conocida como scavenging capacity con unidades s~!. En
el método IRT, a las especies quimicas reactivas con el disolvente también se muestrean

tiempos t de la ecuacién (2.33)) que se incluyen en el arreglo general.

Los disolventes quimicos usados en este trabajo se muestran en el cuadro Final-
mente, la lista completa de todas las reacciones quimicas utilizadas en TOPAS-nBio para
la radilisis del agua y sus respectivas tasas de reacciones y constantes de difusion se pueden

encontrar en el Apéndice IT de este trabajo, cuya validacién fue reportada en [50].
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Scavenger Especie con la que reacciona  Tasas de Reaccién (M ~1s~1)  Concentraciéon (mM)

TRIS *OH 1,5 x 10° 1
EDTA *OH 0,1 x 10° 0.1
0? Cuy 1,74 x 100 1.3
0? H* 2,1 x 1010 1.3

Cuadro 2.1: Datos de los disolventes quimicos utilizados en las simulaciones 2 y 3 de
este trabajo, los productos de estas reacciones no contintian reaccionando por lo que son
removidos por completo de la simulacién. M es igual a mol/dm3.

2.3. Interaccion Forzada de Rayos v

El camino libre de los rayos gamma de °Co (~1.25 MeV) en agua es 15.82 cm. Ya
que para el estudio Monte Carlo del dano en ADN usualmente se utilizan volimenes con
una escala de nanémetros, la probabilidad de interactuar a estas escalas es muy baja. Sin
embargo, existen dos métodos para simular la interaccién de rayos gamma de °Co a estas
escalas. El primero es obtener el espectro de inicial de energia de los electrones secundarios
puestos en movimiento por los rayos 7y y utilizarlo para crear una fuente de electrones cuya
energia es muestreada de este espectro. El segundo método es utilizar técnicas de reduccion
de varianza, en particular la llamada interaccién forzada [5]. En esta técnica el camino libre
de la particula es re-escalado para incrementar la probabilidad de interaccién en regiones
de grosor mucho menor al camino libre. Para evitar sesgar el resultado, el peso estadistico
de cada particula es reajustado adecuadamente, para mayor detalle ver la referencia [5].

Este método ha sido recientemente implementado en TOPAS y se utilizé en este trabajo.
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Metodologia

3.1. Plasmidos Super Enrollados y Estructura del Capitu-
lo

El software desarrollado en esta tesis para la simulacién de plasmidos genera estruc-
turas super enrolladas a partir de pardametros simples, pero con determinadas condiciones
iniciales. El usuario debe proporcionar los siguientes parametros en orden:

» Semilla aleatoria: La semilla para el generador de ntimeros aleatorios (RANECU).

s Temperatura Final: En Kelvin.

= Temperatura Inicial: En Kelvin.

= Altura de la Hélice: Valor 0 es por defecto una altura de 3.375 nm.

= Densidad de la stiper hélice o: Valor 0 es por defecto —0,06.

= Numero de Segmentos: Dependerd del plasmido que se genere, 10.2 nm es la longitud

de cada uno.
= Tipo de Plsmido: Solo una etiqueta, el archivo de salida final usara esta variable.
= Didmetro Efectivo del ADN: Valor 0 es por defecto 3.5 nm.
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Si el usuario no coloca todos los pardmetros, el programa marcara un error y le indicara
los parametros en este orden por lo que no es necesario recordarlo. El plasmido simulado
fue el pBR322 cuya longitud es de 4362 bases par a temperatura ambiente o 145 segmentos
de recta, con una longitud de 10.2 nm para cada segmento recto, esto correspondiendo a
30 bps (teniendo en total 4350 bps como aproximacin).La temperatura de los pldsmidos
usados en la tercera etapa, se mantuvo constante a 293 K, sin embargo, en este trabajo
se llevaron a cabo plémidos con un amplio rango de temperaturas que van desde los 450
K hasta los 10 K. La altura de la hélice fue de 3.375 nm, la densidad de la stuper hélice
como -0.06 y el didmetro efectivo como 3.5 nm. Por ultimo, el chequeo por equilibrio se
realizé cada 4 millones de iteraciones utilizando el radio de giramiento como cantidad a
evaluar. Se reportan las métricas evolucion de energia y torcimiento en funcién del niimero

de iteraciones, ademas del tiempo de simulacion.

Se desarrollaron dos tipos de algoritmos para la disminucién de la temperatura de los
plasmidos, uno lineal y otro exponencial, el cual funcionan de manera similar. Se toma
la energia elastica total de la conformacién actual y se compara con la de la siguiente
iteracién exitosa, si esta energia es menor a la de la nueva conformacion, entonces se
disminuye la temperatura un cierto valor AT, se repite esto mientras no se haya alcanzado
la temperatura deseada. El valor de AT esta determinado por el algoritmo especifico a usar,
en el algoritmo lineal, estd nueva temperatura toma la forma de Ty, yeva = Tunterior — AT,
donde AT es un nimero muy pequeno (0.00001 K). En el algoritmo exponencial la nueva
temperatura toma la forma de Thueva = (Tinicial — Tfinal)exp(—AT) +Ttinar, €n este caso

AT = AT +1 x 1076,

La siguiente parte del trabajo const6 de simulaciénes de irradiaciones. Esta parte consté
de tres etapas, cada una se describe una simulacién en una seccién diferente que se divi-
di6 en geometria, irradiacién y detectores. Como software base se utilizé una versién de

desarrollo de TOPAS/TOPAS-nBio versién 3, compilado con Geant4 v10.04 parche 2.

La primera etapa se enfocé en la simulacién del dafio directo a las hebras de ADN, con el
fin de demostrar la necesidad de desarrollar modelos geométricos més detallados de ADN.
Se realizé una comparaciéon del modelo de ADN de Charlton de tres secciones cilindricas

contra el modelo basado en el trabajo de Meylan [42] de seis volimenes semiesféricos.
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En la segunda etapa del trabajo, se realiz6 la simulacién de la etapa quimica de la
radidlisis del agua en TOPAS-nBio. Se utilizé una técnica de reduccién de varianza que
permite el uso e interacciéon de fotones de °Co en voliimenes cuya dimensién es mucho
menor al camino libre de esos fotones. La figura de mérito fue el valor G definido como
el nimero de especies quimicas producidas por cada 100 eV de energia depositada. Los
siguientes escenarios fueron considerados y comparados con datos experimentales: a) tracks
cortos (100 um) de protones de 300 MeV, b) fotones de °Co, ¢) ®°Co en presencia de

scavengers.

Finalmente, en la iltima etapa se realizé una simulacién resultado de una combinacién
de las etapas anteriores. Se utilizo el modelo geométrico del ADN de seis voliimenes combi-
nado con el modelo atémico de la primera etapa y la simulacién de la quimica heterogénea
en TOPAS-nBio de la segunda etapa. Por tanto, se combinaron los tracks fisicos, quimicos
y geométricos para la realizacién de las reacciones especie-especie y especie-ADN. Se con-
tabilizé el nimero de rompimientos de ADN a diferentes dosis de radiacién utilizando una
fuente de rayos v procedentes del 5°Co. Con esto se compararon los resultados obtenidos
con el trabajo de Tomita et al. [55] [56] [57], el modelo de ADN se localizé sobre las posi-
ciones calculadas y que corresponden a seis estructuras de pldsmidos (pBR322) generados

a una temperatura constante de 293K.

3.2. Primera Simulacion

La primera simulacién corresponde a la comparacién de modelos geométricos del ADN
bajo las mismas condiciones de irradiacién. En esta simulacién solamente se consideran
danos producidos por los procesos de ionizacion, es decir, danos directos. El objetivo
es cuantificar la diferencia que se obtiene en el nimero de rompimientos al cambiar los

modelos geométricos del ADN y comparar con datos experimentales.

3.2.1. Geometria

La geometria consistié en un anillo de 2000 bases pares de ADN. Como modelo

geométrico de ADN se utiliz6 el de D. E. Charlton (Figura o el modelo de elip-
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soides (Figura basado en el trabajo de Meylan [41]. El modelo de Meylan estd hecho
en la herramienta DnaFabric en C++ [42], una herramienta que tiene como finalidad hacer
estructuras complejas y detalladas de ADN a partir del formato del protein daba bank
(PDB) para Geant4/Geant4-DNA.

Figura 3.1: Modelo del ADN de Charlton, consiste en tres geometrias por base par, dos
secciones de 90° de cilindros y un cilindro en el centro, imagen tomada del artéulo de Mc
Namara et. al. [3§].

[ Grupo deFosfitos
[J 1-Desomimibos=:
B EBz:Pa

O GrupodaFosftos [0 2-Desominviboszs [l Bzsz Par B czpe ¢s Hidrciin

B Cip: ¢ Hidratacion

Figura 3.2: Modelo del ADN de Meylan. (a) muestra una base par compuesta por seis
volimenes independientes, fosfatos, desoxirribosas y la base par junto con la capa de
hidratacién. (b) muestra el modelo en una cadena recta, imagén tomada de la referencia

El modelo de Charlton, disponible en la suite geométrica de TOPAS-nBio, se muestra
en la Figura[3.1] Para el modelo de elipsoides no se utilizé DnaFabric ya que tal herramienta
utiliza como argumento archivos pre-definidos PDB, mientras que los modelos de plasmidos
generados en este trabajo son aleatorios (resultado del algoritmo de Metrépolis). Ademds,
DnaFabric utiliza s6lidos booleanos que degradan la eficiencia en el calculo del transporte

de radiacién. Por lo tanto, el modelo de elipsoides fue desarrollado desde cero basado en
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el modelo de Meylan, tomando en cuenta tres factores:

1. Mantener aproximadamente el mismo volumen.

2. Mantener el mismo didmetro del ADN.

3. Evitar sélidos booleanos y la interseccién entre voliimenes.

Con estas tres condiciones el modelo propuesto cambia su forma final de la mostrada en
la Figura [3:2] El efecto de la forma final se explica con mayor detalle en la seccién de

resultados.

El anillo se colocé en el centro del mundo (una caja compuesta de aire, densidad =
0,00120479g/cm?) de 6 x 6 x 6¢cm®. Justo antes del anillo se colocé una caja de Petri de
material vinil tolueno (densidad=1,032g/cm?®) de 0.8 mm de grosor centrado en z=-0.71
mm. Posteriormente se colocé una ldmina de vidrio (densidad=2,4g/cm?) de 0.3 mm de
grosor centrada en z=-0.15010 mm, ver diagrama en la Figura[3.3] El material para todas

las componentes de los modelos del ADN es agua liquida a temperatura ambiente.

3.2.2. Irradiacion

La fuente de irradiacion consistié de un espacio fase generado con TOPAS en modo
Monte Carlo de transporte condensado a partir de diez millones de protones. Para esto,
se simularon tres escenarios independientes utilizando protones con energias de 10, 20 y
30 MeV. Cada espacio fase fue generado en aire en un plano con dimensiones 60 mm
x 60 mm. La fuente de particulas se posicioné a 3 m SSD (source-to-surface distance)
recreando las condiciones experimentales de irradiaciéon para la generaciéon de radiacion
secundaria. Subsecuentemente, para irradiar el plasmido, se escald el espacio fase por un
factor de 4 x 1076 en XY debido a que el drea de irradiacién de el plasmido fue de 120 um
x120 um. Por lo tanto, los datos finales fueron corregidos por este factor de escalamiento.
Este método de irradiacién fue el mismo utilizado en el articulo de McNamara [38]. Cada

historia fue considerada independiente de las otras historias.
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0 mm

-0.15010 mm

0.15010 mm

-0.71 mm

E

Figura 3.3: Esquema de la geometria de la primera simulacion, el rectangulo verde es la
posicién de pldsmido circular (anillo), el rectdngulo azul relleno es la posicién de la cara
inferior de la caja de Petri, y el rectangulo azul sin rellenar es la posicién de la cara
inferior de la ldmina de vidrio. Debido a la direccién del haz (Z+ a Z-) se asume que no
hay contribucién de las caras superiores tanto de la caja de petri como de la ldmina de
vidrio.

3.2.3. Scorers

En esta simulacién se cuantificé el nimero de rompimientos de ADN causados por el
deposito de energia en los volumenes que componen el modelo de ADN. La salida de datos
de TOPAS-nBio consistié de las posiciones y energia depositada de eventos de ionizacién
y excitacién que ocurrieron en los volimenes ubicados en las hebras de ADN. Por lo que,
en este caso, se desarrollé un algoritmo externo para procesar los eventos de depdsito de
energia y cuantificar los rompimientos de ADN. Se consideré que un rompimiento ocurre

cuando la energia depositada acumulada excedié 17.5 eV, ver seccion 2.1.3.
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3.3. Segunda Simulacion

En la segunda simulacion se calcularon los valores G de las especies quimicas produ-
cidas por la radidlisis del agua producidos por gammas de °Co (1.25 MeV). Este tipo
de fuente de radiacion fue utilizada en la mediciéon experimental de datos de referencia
del valor G para el radical *OH [35], principal causante de dafios indirectos al ADN. Las
simulaciones de tal escenario utilizan tipicamente segmentos cortos de tracks con una LET
aproximadamente igual al del %°Co (0,3keV/um) obteniendo resultados muy satisfactorios,
por ejemplo, protones de 300 MeV [48] o de electrones de 1 MeV [50]. El uso explicito de
fotones de %°Co en la simulacién Monte Carlo mejora el detalle de las condiciones experi-
mentales. Mas atin, en esta tesis se reporta por primera vez el uso de este tipo de radiacién
para el célculo de valores G. Como prueba de consistencia con simulaciones realizadas en
trabajos anteriores, se utilizardn también una fuente de tracks-cortos de protones de 300
MeV de 100 pym de longitud. Por tltimo, se realizé la simulacién utilizando gammas de
60Co en un volumen més pequeiio, del mismo tamaio que el utilizado en la simulacién
de la irradiaciéon de los plasmidos descrita en la seccin 3.4, en presencia y ausencia de

solventes.

3.3.1. Geometria

La geometria utilizada para calcular los valores G de referencia consistié de una caja
de agua (densidad 1 g/cm?) semi infinita (de 1 km de lado) para contener a todas las
particulas secundarias generadas. Por otro lado, la simulacién utilizando el volumen mas
pequeno consistié de un cubo de 1 um de lado. Para esta simulacion, los disolventes co-
nocidos como TRIS (hidroximetil aminometano), EDTA (4cido etilenidaminotetraacético)
fueron incluidos. Las concentraciones de estas sustancias son las siguientes: TRIS 1 mmol
dm~3 y EDTA 0.1 mmol dm~3. Ademas, se simulé una concentracién de 5 mmol dm =3
de O? (oxigeno) que equivale a la concentracién de oxigeno disuelto en agua a 1 atm de

presion.
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3.3.2. Irradiacion

Para la segunda simulacién se generaron particulas posicionadas a (0, 0, -0.5 pum) con
direccién a +z, con zero divergencia. Estas particulas fueron tracks cortos de 100 pm de
protones de 300 MeV o gammas de 1.25 MeV. Estas tltimas representan la energia mas
probable del espectro de emisién del 5°Co. En el caso de la irradiacién con gammas, se
utiliz6 la técnica de reduccién de varianza de interaccién forzada a 0.5 pm de valor més

probable de interaccion Compton y produccién de pares.

3.3.3. Scorers

Se reporté el valor G en funcifi del tiempo (1 ps - 1 us) utilizando 20,000 historias
totales divididas en 4 CPUs asumiendo que cada historia es independiente de las otras

historias.

3.4. Tercera Simulacion

3.4.1. Geometria

En esta tdltima simulacin, se utilizaron seis plasmidos stuper enrollados uniformemente
distribuidos en un volumen ctibico de 988 x 988 x 988 nm?. Cada pldsmido corresponde
al pldsmido pBR322 cuya longitud es de 4362 bases par (~1483.08 nm de longitud)[56].
El modelo geométrico del ADN para estos plasmidos fue el de elipsoides solamente. La
composicidn del cubo de agua y componentes del ADN fue agua a temperatura ambiente y
1 atm de presian. A la par del modelo de ADN; se incluyé en la simulacién a las posiciones
atémicas de los constituyentes de cada nucledtido (32 dtomos para la Adenina, 30 para
la citosina, 33 para la guanina y 32 para la timina) con respecto a cada base par. Estas
posiciones fueron utilizadas por el algoritmo IRT para incluir la realizaciéon de reacciones
quimicas del radical *OH con el ADN. El sistema incluyé los solventes quimicos TRIS y

EDTA del cuadro a esas mismas concentraciones.
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3.4.2. Irradiacion

Se utilizé una fuente de irradiacién uniforme con gammas de %°Co, en la cual, cada
particula se generé desde un punto aleatorio sobre la superficie del mundo (cubo de ~1um?)
con una direccion aleatoria dictada por un punto uniformemente distribuido dentro del
volumen del mundo, ver el diagrama de la Figura [3.4] En esta simulacién no se considerd
la independencia entre historias, sino la acumulaciéon de varias historias. Por lo tanto,
la difusién de especies quimicas se realizé cada vez que se obtuvo una dosis integrada de
radiacién igual a una dosis prescrita. Se usaron los siguientes valores de dosis: 6, 12.5, 25, 50
y 100 Gy. Se us6 el método de interaccion forzada con una longitud de interaccion de 0.57
pm, siendo esta la longitud minima promedio de una recta que atraviesa aleatoriamente

un cubo de 1 pym por lado.

a) b) c)
s i f‘
et e, ..'- .-- /
’. - ...‘ - -.. :‘ . f/
- /
| /

l [ f
988 nm 988 nm 988 nm

Figura 3.4: El volumen del mundo simulado en esta etapa es agua, con un tamano de 988
nm por lado. a) el comportamiento de los rayos v (linea curveada verde) en el volumen
simulado, estos interactuaran una sola vez dentro del volumen designado generando un
electrn por producciti de pares o dispersin Compton, debido a que el rayo «y solo interactia
una vez (deposita energfa) su trayectoria no generara especies quimicas (puntos azules). b)
el comportamiento de los protones, al interactuar un mayor nimero de veces, se observan
depositos a lo largo de la trayectoria de este y en la trayectoria de los electrones secundarios
generados. ¢) el algoritmo de irradiacién genera un punto aleatorio sobre la superficie del
mundo y manda una particula en una direccién aleatoria denotada por un punto dentro
del volumen de este (se crean 2 puntos para este método de irradiacién).

3.4.3. Scorers

Para la parte quimica se incluyeron las posiciones atémicas del atomo C4 [56] de los

nucleétidos al programa IRT, aunque la eleccién de otros atomos se dejé como pardametro
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NucleStido  Especie Quimica Tasa de Reaccién (mmol dm=3 s~1) Radio de Reaccién Probabilidad de Daiio

A ‘OH 6,1 x 10° 0,36nm 50 %
A H* 0,1 x 10° 0,0018nm 0%
A €y 9 x 108 0,24nm 0%
T *OH 6,4 x 10° 0,38nm 50 %
T H* 0,56 x 10° 0,0094nm 0%
T €y 18 x 10¢ 0,48nm 0%
¢ *OH 6,1 x 10° 0,36nm 50 %
¢ He 0,092 x 106 0,0017nm 0%
C Cay 14 x 10° 0,37nm 0%
G *OH 9,2 x 10° 0,5nm 50 %
G e, 14 x 10° 0,37nm 0%

aq

Cuadro 3.1: Reacciones de especies quimicas con el ADN, los datos de la tasa de reaccién
fueron obtenidos de la literatura [41], el radio de interaccién fue calculado a partir de la
ecuacion (2.25)) teniendo en cuenta que la difusién de las especies de ADN es cero.

libre en la interfaz final en TOPAS-nBio. Se asumié que los pldsmidos son estéticos (no
se mueven) durante el curso de la quimica homogénea (hasta 1 us). En el cuadro se
muestran las reacciones que ocurren con el ADN y de estas las que pueden producir dano.
El valor de probabilidad de dano del cuadro es un parametro libre para comparar
con datos experimentales u otros trabajos, en este trabajo se utilizé el valor usado por
Tomita [56], aunque se han reportado otros valores [16], por ejemplo Friedland [20] utiliza

un factor de 65 %.

El electrén solvado e, tiene muy poca posibilidad de causar dano [37], el hidroxilo
*OH es el principal contribuyente al dafio al ADN. En las referencias mencionados ante-
riormente [I5] [16] [26] [56] ésta especia quimica es la tnica que se utiliza para generar
danos indirectos. Por otro lado, se tienen registros de que el hidrogeno H® también puede
causar dafno [49], sin embargo, en este trabajo solo consideraremos al hidroxilo al igual
que en las referencias mencionadas anteriormente. El algoritmo IRT utiliz6 las posiciones
del radical C4 para realizar las reacciones quimicas con el *OH. Una vez que algin rompi-
miento simple (fisico o quimico) ocurrid, la base par al nimero de hebra correspondiente
quedo eliminada de futuras reacciones. Se reporté el nimero absoluto de rompimientos

simples y dobles en funcién de la dosis depositada.
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Capitulo 4

Resultados y Discusiones

4.1. Plasmidos de Super Enrollados

En este trabajo de tesis se generaron pldsmidos pBR322 (4362 bps) con 145 segmentos.
En la Figura se observa una serie de plasmidos creados a partir de diferentes parame-
tros iniciales para probar diferentes partes del algoritmo desarrollado en este trabajo. El
pldsmido etiquetado con el indice 1) es un ejemplo de pldsmido generado a partir de un
bajo nimero de iteraciones (10,000 iteraciones) a 293 K. El pldsmido con el indice 2) fue
hecho al nimero normal de iteraciones (més de 10 millones). En el indice 3) el pldsmido
se generd bajo las mismas condiciones que el plasmido 1), pero con una semilla aleatoria
distinta. El indice 4) es un pldsmido creado a temperatura variable (de 400 K a 293 K),
el algoritmo de este plasmido no es el final, en este caso se usé el algoritmo lineal para el
cdlculo de la nueva temperatura, ver seccién 3.1. El indice 5) denota un pldsmido gene-
rado con el criterio final de reduccién de temperatura, es decir, se utilizé una reduccién
exponencial de la temperatura de 400 K a 293 K. Finalmente, el pldsmido 6) se gener6
con el mismo criterio de temperatura variable que el pldsmido 5), pero con limites de 450
K a 10 K. El tiempo promedio para producir un plasmido fue de 6 horas. Estos plasmidos

se generardn utilizando 1 CPU con procesador 3.1 GHz.

Estos seis plasmidos muestran la susceptibilidad del algoritmo, dado que ligeros cam-

bios en los parametros iniciales, asi como la susceptibilidad a cambios de temperatura
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Figura 4.1: En la figura se pueden ver seis pldsmidos pBR322 etiquetados como 1), 2), 3),
4), 5) y 6), los cuales fueron creados a partir de diferentes pardmetros de Temperatura
y numero de iteraciones para probar la sensibilidad a los cambios de temperatura del
programa.

crearon conformaciones completamente diferentes. Esto, de acuerdo a Kummerle (Kum-
merle, E. A, 2004), facilita que los pldsmidos se stiper enrollen usando un nimero menor

de iteraciones.

En la Figura se muestran las graficas de evolucion de la energia y la temperatura
en funcién del nimero de iteraciones para los plésmidos 2), 4), 5) y 6). El pldsmido 1)
se dej6 fuera por su bajo nimero de iteraciones y el pldsmido 3), debido a estar hecho
a partir de los mismos pardmetros que el pldsmido 2), también se dejé fuera. Como se
muestra en la figura, para el pldsmido 2) la energfa inicial fue de 2,7 x 107!% J. Para este
pldsmido se utlizé un chequeo de equilibro cada 3 millones de iteraciones a partir de 4
millones de iteraciones (i. e. se checo el equilibrio a 7 millones, 10 millones y 13 millones)
llegando al equilibro a los 13 millones con una energia promedio final de 2,65 x 10719 J.
Para el plasmido 4), cuya energfa inicial y final fue de 2,7 x 10718 J y 557 x 10719],
respectivamente, el chequeo de equilibrio (comparando el radio de giramiento) se realizé
una vez que se alcanzo la temperatura final deseada, esto tomé més tiempo de simulacién
(1.5 veces més) dependiendo del algoritmo de disminucién de temperatura, llegando al
equilibrio a los 18 millones de iteraciones. Para el pldsmido 5) se utilizé un algoritmo
exponencial para el cambio de la temperatura (el chequeo de equilibro igualmente debi6
esperar a que la temperatura final se alcanzd) a diferencia del algoritmo lineal usado
en el plasmido 4) la energfa inicial y final son consistentes con los pldsmidos anteriores,

teniendo una energfa final de 5,72 x 1071 J y alcanzando el equilibrio a las 16.17 millones
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de iteraciones. Finalmente, para el plasmido 6) la energfa final fue 3,56 x 1071? J. La
temperatura se redujo de 450 K a 10 K, y se puede ver que, a estos rangos de temperatura,

las fluctuaciones en la energia de la configuracién varia muy poco.

El comporamiento de la reduccién de la energa en funcién del niimero de iteraciones
es explicado por las ecuaciones (2) y (3). La méxima energfa corresponde a un pldsmido
circular abierto, es decir, a iteracion 0. En este caso no existe tocimiento por lo que el
ntmero de torcimiento es cero en la ecuacién (3). Ademds, los dngulos ©; de la ecuacién
(2) son constantes y mdximos. Por lo tanto, cualquier pldsmido deformado tendrd una
energia menor. Mdas aun, el algoritmo de Metroépolis descarta cualquier configuracién con
energd mayor al a configuracién anterior. Como consecuencia, el niimero de torcimiento se
incrementara a mayor super enrollamiento, como se muestra en la Figura 4.3| para todos

los plasmidos.

Por otro lado, la eleccién del algoritmo de disminucién de temperatura no altera el
comportamiento de la evolucién de la energia con el nimero de iteraciones, si se utilizan
bajos cambios de temperatura (de 400 K a 293 K), como se muestra para los pldsmidos
4) y 5) de la Figura[d.2] Sin embargo, a grandes cambios (de 400 K a 10 K) (pldsmido 6)
), si existe cambio significativo, no solo en la evolucién de la temperatura sino también en
la apariencia de los plasmidos. En este caso, se llega de manera mas suave al equilibrio
térmico, un comportamiento esperado de acuerdo al trabajo de Kummerle [33]. Todos los
plasmidos pBR322 creados usando este cambio de temperatura (400 K a 10 K) adoptan

una forma plana.

Debido al comportamiento del nimero de torcimiento o writhe de las imagenes de
la Figura [£.3] se decidié utilizar como algoritmo final de disminucién de temperatura el
algoritmo exponencial, ya que al usar rangos pequenos de temperatura, asemeja mas el
comportamiento de la deformacién a temperatura constante y a grandes cambios de tem-

peratura contribuye enormemente al equilibrio del plasmido.

La herramienta de pldsmidos que se desarrollo es capaz de reproducir una estructura
super enrollada para pldsmidos de manera rapida y eficiente, logrando generar plasmidos
en un maximo de 8 hrs, esto en parte a las paqueterias del CHLEP las cuales estan

optimizadas para trabajar con vectores. Los plasmidos generados usando esta herramienta
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muestran los comportamientos similares, que los reportados en el trabajo de Kummerle
y Vologodskii. Cuyos niimeros de writhe para el plasmido pBR322 son en promedio -25
para pldsmidos a temperatura constante de 293 K, -19 para pldsmidos con un cambio de
temperatura de 400 K a 293 K y -21 para plasmidos con cambio de temperatura de 450
K a 10 K. Las diferencias en los valores de energia y numero de torcimiento se deben
a los valores iniciales de los pldsmidos y a los valore finales de energia eldstica entre
los reportados en las referencias y los de este trabajo plasmidos, por lo que se tienen

configuraciones de equilibrio equivalentes.
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Figura 4.2: Evolucién de la energia (mostrado en el eje izquierdo con unidades en Joule
linea azul) y temperatura (mostrado en el eje derecho con unidades en Kelvin linea roja)
en funcién del nimero de iteraciones para los pldsmidos 2), 4), 5) y 6) de la Figura
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Figura 4.3: : Evolucién del writhe en funcién del nimero de iteraciones para los plasmidos

2), 4), 5) y 6) de la Figura [4.1]

4.2. Modelo de ADN

El modelo geométrico del ADN desarrollado se puede observar en la Figura[f.4] En la
figura, para cada base par se utilizaron seis elipsoides. Este modelo fue consistente con el
de Meylan, con un diametro de hélice 2.3 nm y longitud de base 0.34 nm, pero evitando
el uso de sélidos booleanos y la interseccipn entre volumenes. Esto produce simulacién
de transporte de radiaciéon mas eficientes por la siguiente razon. En los algoritmos de
transporte, a cada paso (es decir, después de cada interaccién) se calcula la posicién de la
particula y la distancia a cada frontera geométrica (cara interna) del volumen en el que
la particula estd en ese momento. Entonces, si la simulaciéon consiste, por ejemplo, solo de

un cubo, se hace seis veces la evaluacién de la misma funcién para saber la distancia hacia
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Modelo  Fosfatos (nm?) Desoxirribosas (nm?) Base Par (nm?)

Elipsoides 0.060 0.091 0.093
Chalrton 0.9793* 0.1335
Meylan 0.060 0.091 0.093

Cuadro 4.1: Comparacién en volimenes de los modelos de ADN, el modelo de Cilindros
de Charlton, el Modelo basado en esferas con solidos booleanos de Meylan y el modelo de
Elipsoides desarrollado y utilizado en este trabajo. *El modelo de Charlton solo cuenta
con un volumen que contabiliza tanto los fosfatos como las desoxirribosas.

la siguiente frontera méas cercana. Sin embargo, utilizando sélidos booleanos, se invocaran
tantas funciones sean necesarias dependiendo de los so6lidos involucrados en la creacién
de tal booleano, aumentando la complejidad y ntimero de las operaciones mateméticas

necesarias.

Figura 4.4: Modelo de ADN desarrollado en este trabajo, en la imagen se pueden ver 3
tipos de voltimenes diferentes, con sus respectivos colores (amarillo, rojo y verde), estos
tres volimenes representan los fosfatos, desoxirribosas y las bases pares (respectivamente).
Debido a que se repiten 2 veces, cada base par este compuesto por seis voliimenes, dos de
cada tipo. El didmetro de la hélice es de 2.3 nm y la altura de una base par es de 0.34 nm

La comparacién entre parametros geométricos fue satisfactoria y se muestra en el

cuadro Ademas, en ese cuadro se muestra el modelo geométrico de Charlton.

Aunado a esto, se desarrolld6 un modelo puramente atémico del ADN para el dafio
quimico, el cual se muestra en la Figura Este modelo fue desarrollado a partir de la
informacién espacial de los nucleétidos del Protein Data Bank recopilados en otro trabajo

de tesis [46]. A partir de esta informacin fue posible construir un modelo atémico del ADN,
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tomando en cuenta que la posicién, cantidad y tipo de &tomos varian para cada nucleétido
(A, T, C, G), estas posiciones se muestran con una esfera de diferente color y dimensién

en la Figura|4.5

Figura 4.5: Visualizacién de las posiciones atémicas de las componentes del ADN] se tienen
hidrégenos (blancos), carbonos (grises), oxigenos (rojos), nitrégenos (azul oscuro), azufres
(amarillos) y fosfatos (naranja).

La [tima parte de esta seccidn consistié en combinar ambos modelos alinedndolos ade-
cuadamente, como se muestra esquematicamente para una base par en la Figura El
primer modelo fue utilizado para contabilizar el dano directo por depdsitos de energia
en los elipsoides y el segundo modelo para la realizacién de reacciones con el ADN y

contabilizar el dafo indirecto.

En los modelos de ADN, Meylan describe la capa de hidratacién como un volumen
separado al resto del ADN a diferencia del trabajo desarrollado en esta tesis, en el cual la
capa de hidratacion estd implicita en el volumen total, Figurald.4] Esta capa de hidratacién
es la unica diferencia entre el modelo de Meylan y el utiizado en este trabajo, teniendo en
cuenta que los volumenes y el didmetro de una base par son iguales en ambos modelos.
En el modelo de este trabajo no se utiliza la primera capa de hidrataciéon del ADN de
forma explicita (como un volumen separado) debido a que esto llevaria al uso necesario
de los solidos booleanos, y, debido a que el material del ADN y de la primera capa de
hidratacién fue el mismo en todas las simulaciones (agua), esta capa estd contemplada

dentro de nuestras geometrias elipsoidales.
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Figura 4.6: Ejemplo de las posiciones atémicas del ADN encerrados dentro de los voliimenes
geométricos, en esta imagen se puede ver un pldsmido pUC19 con este modelo final del
ADN irradiado con protones de 1 MeV.

Este modelo combinado de ADN fue posicionado siguiendo el camino descrito por los
lados del plasmido stper enrollado reportado en la seccién 4.1. La distancia entre cada
base par fue de 0.34 nm y el dngulo de rotacion entre cada base par fue de 36 grados
alrededor del eje definido por dos vértices subsecuentes del plasmido stuper enrollado. En

promedio, 29 bases par por lado fueron utilizadas.

4.3. Primera Simulacion

En las Figuras y se muestra el nimero de SSB y DSB por mega base par por
Gy en funcién de la LET (en keV/um), respectivamente, utilizando el modelo de Charlton
y el modelo desarrollado en este trabajo de tesis. En la figura también se muestran los
datos simulados y experimentales reportados en el trabajo de McNamara et al., [38]. Las
condiciones de la simulacién se describieron en la seccién 3.2. Los valores de energia de las
fuentes de protones fue 20-30 MeV. Estos valores corresponden a la regién mas importante
de la curva de dosis terapéutica, el pico de Bragg. En ambos resultados se encontraron
diferencias significativas (las incertidumbres estadisticas fueron menores al 1%) entre los
modelos de ADN, debido a la diferencia de volimenes significativa como se ve en el cuadro
[£2] El modelo de Charlton, al ser de mayor volumen, registré més eventos de depdsito de
energia comparado con el modelo de elipsoides, como se demuestra en las Figuras y

para SSB y DSB, respectivamente. No obstante, el modelo de elipsoides reprodujo de mejor
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manera a los datos experimentales de SSB. Por otro lado, para DSB las diferencias con
respecto a los datos experimentales fue mucho mayor para ambos modelos. Existen varias
causas para esta discrepancia. La técnica experimental de electroforesis utilizada para la
medicién de datos no cuenta con la resoluciéon necesaria para clasificar DBS complejos
de los DBS simples, en la simulacién se clasificaron estrictamente DSB simples. Ademas,
el tratamiento enziméatico de las muestras después del tratamiento puede afectar el dano
de bases par McNamara et al. [38]. Por otro lado, se utilizé un modelo de pldsmidos
anular ideal de 2000 bases pares, el cual dista de los modelos stuper enrollados tipicamente

utilizados en los experimentos.

4.4. Segunda Simulacion

Los resultados de la segunda simulacién se muestran en las Figuras 410y [4.10] en
donde se utiliz6 una amplia gama de configuraciones para la fuente, ver seccién 3.1. Esta
simulacion es crucial para la ultima parte de la tesis, puesto que el comportamiento de
los valores G durante la simulacién influyé el resultado final de la tercera simulacion ya
que el uso de diferentes fuentes generd un espectro de especies quimicas iniciales diferente.
Debido a que los datos experimentales con los que se compard en la iltima parte de la
tesis utilizan al %°Co como fuente de emisién de particulas primarias, se le dio prioridad a

esta fuente.

Debido a que el 5°Co y los tracks de 100 pm de longitud de protones de 300 MeV
tienen un efecto equivalente (debido a la misma LET) se utilizaron ambas fuentes para
compararlas. Ademds, ya que las especies quimicas més utilizadas para contabilizar en
dafio al ADN son: el hidroxilo (*OH), el electrén solvado (eg,) y el hidrogeno (H®),

solamente se muestran los valores G, en funcién del tiempo de estas.

En la Figura se muestra el valor G en funcién del tiempo para el hidroxilo *OH.
Se muestra el resultado utilizando tracks cortos de protones utilizando los métodos paso a
paso (SbS) (linea solida gris) e IRT (linea sélida negra). Los datos de referencia son los de
IRT y SbS con una incertidumbre estadistica porcentual de 0.28 % y 0.9 %, respectivamen-
te. Como se muestra en la figura, las curvas comienzan con un valor méximo cercano a 5

especies/100 eV al final del estado pre-quimico (1 ps) y eventualmente disminuyen confor-
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Single Strand Breaks
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Figura 4.7: Ntmero de rompimientos simples normalizados por dosis y por mega base par,
contra la LET de las particulas incidentes. Se tienen datos experimentales de McNamara
et al., datos simulados, por la misma autora y resultados de nuestras simulaciones usando
el modelo de semi esferas y el modelo de Charlton del ADN, las incertidumbres estadisticas
para el modelo atomico es de &+ 0.16 %, &+ 0.74%, y &+ 0.14% para 10, 20 y 30 MeV de
protones respectivamente, en el modelo de Charlton tenemos incertidumbres de: & 0.073 %,
+ 0.048% y + 0.03 %.

me se expande la nube de especies reaccionando (y entonces reduciendo el ndmero original
de especies) con las deméds especies quimicas hasta alcanzar el estado estable alrededor de
2.5 especies/100 eV a 1 us, es decir, las especies quimicas estdn lo suficientemente aleja-
das como para realizar alguna reaccion. IRT reprodujo mejor a los datos experimentales
de referencia de LaVerne [35], mostrados con estrellas, quien reporté los valores G de la
radidlisis del agua utilizando %°Co. Esta mejor reproducibilidad se debé a que la imple-
mentacién de IRT en TOPAS-nBio utilizé un esquema de reacciones mucho méas completo

que el utilizado actualmente por Geant4-DNA, con la ventaja de ser mucho més rapido
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Double Strand Breaks
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Figura 4.8: Ntumero de rompimientos dobles normalizados por dosis y mega base par,
contra la LET de las particulas incidentes, se tienen irradiacién para 10, 20 y 30 MeV y
la incertidumbre estadistica para el modelo de elipsoides (atémico) es de + 3.9%, + 9%
y £ 7% respectivamente, para el modelo de Charlton es de & 2.5%, £ 1% v + 5.4 %.

computacionalmente, en relacién 150:1. Los resultados utilizando %°Co se muestran con
la linea quebrada y gruesa y coinciden, dentro de su incertidumbre estadistica de 0.26 %
con los de IRT. Para estos se demostrd, por primera vez, que la técnica de reduccién de
varianza interaccién forzada puede ser aplicable para simulaciones que incluyen el estado
quimico de la radidlisis. Ya que el camino libre medio de fotones de 1.25 MeV en agua
es 15.82 cm, la probabilidad de interaccionar dentro del primer micrémetro de agua es
insignificante, por lo que la técnica de reduccién de varianza fue esencial para el desarrollo
de las simulaciones. La presencia de los solventes TRIS y EDTA en el sistema alteraron
la produccién de *OH al reaccionar con este radical, resultados mostrados con la linea

gruesa punteada y quebrada, cuya incertidumbre estadistica porcentual fue de 0.26 %. El
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Figura 4.9: Valor G en funcién del tiempo para el radical *OH. Se muestran datos para
protones de 300 MeV usando el método IRT y el método step-by-step, datos usando
fuentes de cobalto-60 (gammas de 1.25 MeV) con y sin disolventes quimicos, y finalmente
con Cobalto-60 con y sin disolventes pero usando un volumen reducido de las mismas
dimensiones al que se usé en las simulaciones de irradiacién de plasmidos finales. Datos
experimentales de la literatura se muesrtan con simbolos, las barras de error representan
1 desviacién estandar. El error promedio porcentual para los datos de referencia es de
0.1%, para el SbS es de 0.25 %, para el °Co* es de 0.45 %, para el °Co Scavengers* es
de 0.48 %, para el %°Co es de 0.13 %, y para el °Co Scavengers es de 0.26 %

scavenging capacity combinado de este par de solventes es de 1,5 x 105 s~! por lo que
la reduccién significativa de la produccii de *OH ocurrirfa idealmente (es decir, en el
sistema aislado *OH + solventes) a 6,6 x 105 ps, sin embargo, la realizacién de reacciones
es un sistema acoplado; por lo tanto, la contribucién de las reacciones con otras especies
quimicas alteré este valor. Finalmente, al reducir el volumen de agua de la simulacién a 1
um3, la produccién inicial de *OH se redujo significativamente (incertidumbre estadistica
porcentual de 1.31 %, datos mostrados con la linea quebrada delgada) ya que algunos de los
electrones secundarios producidos por los fotones de 1.25 MeV tuvieron suficiente energia

para escapar del volumen. Por ejemplo, a esta energia, el efecto dominante es la produccién

de pares que producira electrones de 511 keV cuyo rango CSDA es de aproximadamente 2
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Figura 4.10: Valor G para el electrén solvado, de igual forma se tienen datos para las mis-
mas configuraciones que para el caso de la Figura los errores promedios porcentuales
en el mismo orden que en la figura anterior son de: 0.08 %, 0.25 %, 0.44 %, 2.13%, 0.13 %,
0.26 %. Datos experimentales de la literatura se muesrtan con sibolos, las barras de error
representan 1 desviacién estandar.

mm. Por tltimo, los resultados incluyendo solventes (incertidumbre estadistica porcentual

de 1.31 %) se muestran con la linea delgada punteada y quebrada.

Los resultados para el electrén solvado e, se muestran en la Figura los datos
experimentales hacen referencia a los resultados obtenidos por Shiraishi et. al [53], Sumi-
yoshi et. al. [54], Buxton et. al. [7] y a Wolff et. al. [62]. Los resultados para el hidrégeno

H*® se muestran en la Figura

4.5. Tercera Simulacién

Por ltimo, se muestran los resultados de seis pldsmidos pBR322 (~ 4362 bps) a una

temperatura constante de 293 K y una densidad de stuper hélice de -0.06, en un volumen de
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Figura 4.11: Valores G para el hidrogeno. Nuevamente, se tienen las mismas configuraciones
que la Figura[£.9] los errores promedios procentuales en el mismo orden que en la Figura[4.9]
son: 0.14 %, 0.44 %, 0.89 %, 3.08 %, 0.16 %, 0.36 %. Datos experimentales de la literatura
se muesrtan con simbolos, las barras de error representan 1 desviacion estandar.

988 x 988 x 988 nm? para obtener una densidad de 29.75 ug/em?® de ADN, e irradiados
con fotones de %°Co, ver Figura

Los resultados de esta simulacién para SSB y DSB en funcién de la dosis prescrita en
Gy se muestran en las Figuras [{.13] y [£:14] respectivamente. Los datos se normalizaron
por el nimero de pldsmidos (moléculas) de la misma manera que en [56]. En las figuras
se muestran los resultados de este trabajo de tesis usando TOPAS-nBio (circulos), datos
calculados de la referencia [56] (tridngulos) y datos experimentales de la referencia [57].
Estos ultimos corresponden a irradiaciones de plasmidos bajo diferentes temperaturas y
las concentraciones del disolvente para ver la respuesta del niimero de rompimientos. Se
muestran solo resultados para una concentracién especifica de disolvente y una tempe-
ratura. En este trabajo, para cada valor de dosis la simulacién se repitié 200 veces con
diferente semilla aleatoria, un mayor nimero comparado con las 8 repeticiones que se re-

portan por Tomita; por lo tanto, se redujo la incertidumbre estadistica en un factor de
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Figura 4.12: Visualizacién de la tercera simulacién. En la imagen se pueden ver cuatro de
los seis plasmidos pBR322 utilizados en esta simulacién, la fuente de radiaciéon son gammas
de 1.25 MeV (lineas verdes) produciendo electrones por efecto Compton o produccién de
pares (lineas rojas).

5. Las incertidumbres estadisticas para cada dosis se encuentran descritas en la leyenda
de cada figura. Para el caso de la dosis, las incertidumbres estadisticas no superaron el

0.01 %.

En la Figura se muestra una buena concordancia entre los datos simulados en
este trabajo con los datos calculados de [56], dentro de las incertidumbres estadisticas,
que fueron obtenidos con el software DBREAK, sin embargo, ambas simulaciones difieren
de los datos experimentales de [57]. En el caso de los DSB, Figura se muestra una
buena concordancia con los datos experimentales a bajas dosis, pero surgen diferencias
significativas para a valores mayores a 25 Gy, donde se sobre estiman los valores de DSB.
Tomita no reporto el error sistematico en los datos Monte Carlo de DSB, por lo que resul-
ta dificil tener alguna comparativa con sus simulaciones, sin embargo, se infiere que tales
errores sean superiores a los de SSB de la Figura No obstante, ambas simulaciones
reproducen la respuesta no lineal del nimero de DSB a diferentes valores de dosis. Por

otro lado, los errores estadisticos reportados en este trabajo se encuentran por debajo de
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Figura 4.13: Resultados obtenidos en la tercera simulacién para los SSB, las marcas cir-
culares son los datos simulados con el método desarollado, las marcas triangulares son los
datos simulados por Tomita, y la linea son los datos experimentales del mismo autor, se
tienen configuraciones para 6 Gy, 12.5 Gy, 25 Gy, 50 Gy y 100 Gy, y una incertidumbre
estadistica de + 0.5 %, + 0.4 %, + 0.1 %, = 0.1 %, + 0.03 % respectivamente para el méto-
do utilizado en esta tesis. Para Tomita, sus errores para las dosis de 12.5 Gy, 25 Gy, 50
Gy y 100 Gy es de &+ 48 %,+ 32 %,+ 35 %,+ 28 % respectivamente.

0.5 % para los SSB y debajo de 8 % para los DSB comparados con los 48 % de Tomita para
los SSB, por lo tanto, la herramienta Monte Carlo en Topas-nBio permite la simulacién
de SSB y DSB de manera eficiente. En promedio, cada simulacién tomé por repeticion:
0.82 hrs (6 Gy), 1.13 hrs (12.5 Gy), 1.69 hr (25 Gy), 3.51 hrs (50 Gy), 11.16 hrs (100Gy).
Desde el punto de vista de la simulacién Monte Carlo, como se mostré en la seccién 4.3, el
modelo geométrico del ADN tiene un impacto significativo en el nimero de SSB y DSB,
por lo tanto, més investigacién en la configuracién geométrica puede ayudar a mejorar
la exactitud de las simulaciones. Ademas, los pldsmidos en el arreglo experimental fueron
tratados con una concentracién de NaCl de 0.01 mol dm =2, que altera el pH del medio

e incrementa el nimero de torcimiento de los pldsmidos [59] [56] y el nimero de SSB
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Figura 4.14: Resultados obtenidos en la tercera simulaciéon para los DSB, en este caso
se tienen los datos experimentales y simulados de Tomita y los datos obtenidos en este
trabajo, las incertidumbres estadisticas de esta parte para nuestros datos son de: & 3.6 %,
+29%, +24%, £ 1%, + 7.7%, para las dosis de 6 Gy, 12.5 Gy, 25 Gy, 50 Gy y 100
Gy respectivamente. Tomita no reporta errores para esta parte y la grafica que reporta es
posiblemente un ajuste de sus datos.

(ver seccién 4.6). Esta caracteristica no fue implementada en la herramienta actual, sin
embargo, es considerada como futura y necesaria implementaciéon que puede mejorar la
exactitud del modelo geométrico. De la misma manera, ya la probabilidad de que alguna
reacciéon *OH + AD N (nucledtido) genere un SSB es un valor que continda en investigacion
[20] [15] vy esta se dej6é como pardmetro libre en la implementacién final de la herramien-
ta desarrollada en este trabajo, por lo que un estudio de sensibilidad a este pardmetro
permitira entender su influencia en el nimero de SSB y DSB. Por 1ltimo, solo se utilizé
una lista de fisica de Geant4d-DNA que incluye modelos fisicos eldsticos e inelasticos para
electrones, aunque la investigacién y desarrollo de modelos fisicos es un tema de interés
actualmente [6] [34]. Todos estos pardmetros estédn disponibles en TOPAS-nBio y le permi-

tirdn a usuarios experimentados estudiar detalladamente diversas configuraciones (fuera
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del objetivo de este trabajo de tesis) que eventualmente mejoren la comparacién con datos

experimentales a los presentados aqui.

4.6. Prueba de Configuracion del ADN

SSB DNA Shape Comparison DSB DNA Shape Comparison
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Figura 4.15: Resultados de la diferencia de configuraciéon del ADN, tenemos los rompi-
mientos simples para los plasmidos pBR322, la configuracion de cajas rectangulares y de
anillos de ADN. Se tienen diferencias significativas para los plasmidos en los rompimientos
simples con respecto a los anillos y las cajas, en los rompimientos dobles las diferencias solo
son significativas con respecto a las cajas, las desviaciones estandar de cada configuracién
son de: £ 1.3%, & 1.5% y &+ 1.8 % para los rompimientos simples en sus configuraciones
de pBR322, cajas y anillos respectivamente. Para los rompimientos dobles tenemos: + 9 %,
+ 13.1%, y £17.6%.

Como se menciond en la seccidén anterior, el grado de super enrollamiento puede afectar
el nimero de SSB. Para mostrar esta suposicion, se realizaron tres simulaciones utilizando
diferentes configuraciones para contabilizar los SSB y DSB: 1) seis pldsmidos siper enro-
llados (pBR322); 2) seis plasmidos con forma rectangular de 4362 bps, 1 x 71 segmentos
de 10.2 nm (Boxes) y 3) seis pldsmidos circulares de 4362 bps (Rings). Los resultados
se muestran en la figura 28. En estas simulaciones no se utilizaron disolventes quimicos.
La dosis prescrita fue de 50 Gy. En la Figura se muestran diferencias fuera de la
incertidumbre estadistica combinada para SSB de pBR322 comparado con Boxes y Rings,
mientras que en los DSB dobles no hay una clara tendencia debido a la gran incertidumbre

estadistica (>9%).
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Conclusiones

En esta tesis de maestria, se satisficieron los objetivos propuestos. Se concluye lo si-

guiente:

= Se desarrollé un modelo geométrico de elipsoides y atémico para las bases par de

ADN en TOPAS-nBio que evita el uso de solidos booleanos de Geant4.

= Se desarrollé una herramienta Monte Carlo para la generacién de plasmidos super
enrollados compatible con TOPAS-nBio y complementada con el modelo de elip-
soides y atéomico del ADN antes mencionado y los procesos de reaccion difusion de

especies quimicas.

= Se compard el modelo de elipsoides ADN con el modelo de D. E. Charlton. El modelo
de elipsoides produce 29 % =+ 0.1 % menos de SSB y 21.25% + 1.5 % menos de DSB

que el modelo de Charlton.

= Se desarrollé un scorer de rompimientos SSB y DSB usando las extensiones TOPAS

compatible con la etapa quimica de la radidlisis del agua usando el algoritmo IRT.

» Se validé la simulacién de radidlisis del agua utilizando °Co y el método de interac-
cién forzada para gammas. La concordancia con datos experimentales fue satisfac-

toria.
= Se llevo a cabo una comparacién de la simulacién de un sistema de seis pldsmidos
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pBR322 a 273 K en presencia de solventes e irradiada por ®°Co con datos de la
literatura. El nimero de SSB totales (directos e indirectos) sobre estimé los datos
experimentales de 111.6 % + 9.3 % hasta en un 117.5% =+ 4.2 %, mientras que para
DSB fue desde 6% 4 1% hasta 26 % 4 9%. La comparacién con datos calculados
de la literatura resulté en diferencias de hasta 117.5% 4 2% para SSB y hasta 6 %
+ 1% para DSB. En este caso, la respuesta lineal de DSB en funcién de la dosis fue
bien reproducida por los datos de este trabajo de tesis. El tiempo de simulacion fue

de 324 hrs a 346 hrs en un solo procesador a 2.8 GHz.

Como trabajo futuro a esta tesis, se estudiara el efecto en el nimero de rompimientos al
variar los modelos fisicos de los procesos de interaccién ineldstica y elastica, ademas del
efecto de acoplamiento electrénico y vibracién. Ademas, esta se extenderva la herramienta
para el estudio del nimero de torcimiento de los plasmidos contra el niimero de rompi-
mientos y la contribucién del dano complejo con la base. Sin embargo, el impacto de este
trabajo es que las herramientas desarrolladas en esta tesis se encontraran disponibles en
TOPAS-nBio, y esto facilitard estudios para radiobiologia de los efectos de la radiacién en
el ADN a etapas tempranas. Entonces, un experto en radiobiologia podra utilizar estas

herramientas para interpretar datos experimentales y disefiar experimentos.
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Apéndice A

Monte Carlo

A.1. Historia del Método Monte Carlo

El método Monte Carlo tiene sus inicios en 1777 cuando el Conde de Buffon utiliz6
un método muy similar para resolver el problema de interseccién de agujas con un patrén
paralelo de lineas, en este problema, las lineas estaban separadas a una cierta distancia
D. El Conde lanz6 agujas sobre estas lineas, dependiendo del angulo con el que cayeron
dedujo una expresion para calcular la probabilidad de que las agujas cruzaran las lineas
o no. Las agujas cruzarfan dichas lineas solo si: y < Lsin(6). Por lo que probabilidad de

. . 2
que una aguja cruzara una linea es de: P = Eﬂ'D.

El formalismo del método de Monte Carlo fue desarrollado durante la Segunda Guerra
Mundial en el Proyecto Manhattan, motivado por la dificultad de resolver las ecuaciones
integro-diferenciales del transporte de neutrones. A simples palabras, el Método de Monte
Carlo fue utilizado para el calculo numérico de integrales. Stalisnav Ulam acuno el nombre
Monte Carlo en el ariculo seminal (Metrépolis y Ulam, 1949) ser este, el nombre del casino

mas famoso durante ese periodo.

A palabras de Alex F. Bielajew en el libro Fundamentals of the Monte Carlo method for
neutral and charged particle transport, el método de Monte Carlo “Representa un intento

para modelar la naturaleza a través de una simulacién directa de la dindmica esencial
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Figura A.1: Imagen ilustrativa del problema de la interseccién de las agujas con lineas.

de un sistema en cuestién. En este sentido, el método Monte Carlo es esencialmente una
aproximacion - una solucién a un sistema macroscdpico a través de una simulacién de sus

interacciones microscopicas.”

Para usar este método, se necesita:

1. Conocer la funcién de densidad de probabilidad de un cierto proceso

2. Conocer las técnicas de muestreo aleatorio adecuadas

A partir de estos dos puntos, se puede simular un proceso fisico usando un gran nimero
de repeticiones. Este es el talon de Aquiles de Monte Carlo, debido al multiple uso de
muestreos aleatorios, el tiempo de computo puede ser demasiado grande (horas, dfas,
meses,..). Sin embargo, la flexibilidad que brinda este método para el uso de geometrias
complejas y un gran nimero de procesos fisicos simultdneos, hacen que el método Monte
Carlo sea de gran utilidad, generalmente cuando el método estocéastico clasico falla en
reproducir resultados en concordancia con datos experimentales, o simplemente por la

falta de técnicas de resolucién numéricas para procesar los modelos matematicos.
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X X

min ¥ max

Figura A.2: Ejemplo de una funcién de densidad de probabilidad.

A.2. Basicos del Método Monte Carlo

En fisica, una funcién de densidad de probabilidad (FDP) puede representar la pro-
piedad fisica mas probable de una particula: posicién espacial, energia cinética inicial o
después de interactuar, momento, etcétera. Estas se pueden obtener a partir de modelos
tedricos o parametrizaciones de modelos y datos experimentales, tales como las secciones

eficaces, angulos de dispersion caracteristicos, etcétera.

Las condiciones que una funcién tiene que cumplir para que sea FDP son tres:

= Ser positiva, P(x) > 0.
» Estar normalizadas, tal que [ P(z)dz = 1 en todo su domino.

= Debe de estar acotada.

A.3. Técnicas de Muestreo

Como se ha venido mencionando, las técnicas de muestreo son vitales para el funcio-

namiento apropiado del método Monte Carlo.
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Las técnicas de muestreo dependen de que se conozca la funcién de distribucién de
Probabilidad exacta P(z) para un proceso dado, o se tenga una distribucién Discreta del
proceso con su respectiva probabilidad. Como ejemplo tenemos los espectros de emision
de diferentes fuentes radiactivas. Estos se obtienen tras llevar cabo varias mediciones de
la energia de las particulas emitidas por la fuente en un detector (sea una cdmara de
ionizacidn, estado sélido, etc), haciendo un histograma de estos datos y normalizando

para que la integral en todo el dominio sea unitaria.

Sin embargo, existen funciones de distribucién que no estan acotadas o que son dificiles
de trabajar analiticamente, por lo que se usa la funcién cumulativa de probabilidad (CDF

por sus siglas en inglés), esta se define como:

c(z) = /I dx'p(x) (A1)

min

donde p(z’) es una FDP. ¢(z) tiene las siguientes propiedades:

De manera que siempre se puede recurrir a estas funciones. Un ejemplo de FDP es la

siguiente ecuacion:

p(z) = pe™ " (A.2)

esta es la ecuacién que determina la distancia que viaja un fotén (z) antes de tener una in-
teraccién (mean free-path). Dicha funcién de distribucién de probabilidad no estd acotada,

pero usando su CDF, el problema de muestreo de esta FDP se facilita.

A.4. Generadores de Numeros Aleatorios

Los nimeros aleatorios (estrictamente pseudo-aleatorios) utilizados por cédigos Monte

Carlo son secuencias de nimeros no relacionados generados por una ecuacién iterativa.
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Los buenos generadores de nimeros aleatorios requieren de:

1. Repetibilidad solo tras un gran ntimero de iteraciones.
2. Ser secuencias no uniformemente distribuidas.
3. Deben ser reproducibles a partir de la misma semilla inicial.

Un generador de niimeros aleatorios es una funcién, que toman como punto de partida

una semilla aleatoria y a partir de ella comienza un proceso iterativo, por ejemplo:

Ri11 = (R + C)modM (A.3)

Esta ecuacién funciona si M es un numero increiblemente grande. La semilla aleatoria
serfa el primer valor de R y de ahi se podrian generar los demaés. Por supuesto, los genera-
dores de numeros aleatorios mas sofisticados no usan este método como lo es el algoritmo

RANECU, sin embargo, en este trabajo no se profundiza en el tema.

En la practica los generadores de niimeros aleatorios producen ntimeros uniformemente

distribuidos entre [0,1].

Como se necesita que estos nimeros se apeguen a los procesos fisicos de interés, no
pueden ser uniformes, asi que utilizando técnicas de muestreo es como se obtienen estos

comportamientos, por ejemplo, usando:

» Funciones de distribucién analiticas (modelos tedricos).

» Distribuciones tabuladas (datos experimentales).

A.5. Muestreo Aleatorio

Como se describid en secciones pasadas, generar nimeros aleatorios de manera unifor-
me no es adecuado para representar a los procesos fisicos que uno desea simular mediante
el método Monte Carlo. Por lo que es necesario convertir dichas secuencias de nimeros
uniformemente distribuidos en nimeros que sigan funciones de distribucién de probabi-

lidades. Los dos métodos de muestreo mas utilizados son el método directo y el método
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de rechazo, cada uno usado en diferentes circunstancias, mas métodos de muestreo se

desarrollaron a partir de estos dos.

El primero, el método directo, supone que se conoce la funcini ¢(z) y su funcién analitica
inversa ¢~!(x). Se asigna un niimero aleatorio uniformemente distribuido r a ¢(z), tal que
c(x) = r, finalmente se resuelve para x, siendo esta ultima el valor de interés a obtener.
Claro estd, que a veces ¢(z) no es ficil de invertir o simplemente no se tiene un modelo
analitico fisico, sino, una coleccion de datos experimentales de los que se puede recuperar
una distribucién (por ejemplo, secciones eficaces), en dados casos se usa el método de

rechazo. El algoritmo general de este método es el siguiente:

1. Se genera un numero aleatorio uniformemente distribuido r; entre [a,b] (siendo a y

b el intervalo donde estd definida la funcién de distribucién).
2. Se genera otro numero aleatorio uniformemente distribuido 74 entre [0, 1].
3. Se evalia: ro < p(71)/Pmaz, donde Pz es el méximo de la funcién p(z).

4. Si se cumple la condicién 3) se acepta r; , en caso contrario se va a 1).

Note que en este método se puede usar una distribucion discreta, a diferencia del método
directo, por lo que es mas flexible pero mas costoso computacionalmente, ya que, debido
al uso de dos numeros aleatorios y la posibilidad de rechazar los nimeros, este método
toma ma&s tiempo de computo que el método directo por lo que es preferible usarlo solo
en el caso de que no nos sea posible usar el primer método. El método de rechazo es el
método Monte Carlo més conocido, y los deméas métodos que se emplean hoy en dia son

derivados del método directo y del método de rechazo.

A.6. Incertidumbres del Método Monte Carlo

Debido al uso de niimeros aleatorios, y simulaciones de procesos aproximados, existen
incertidumbres (también llamados errores estadisticos) en las simulaciones Monte Carlo.

Estas incertidumbres pueden ser de dos tipos: estadisticas y sisteméticas.

Las del primer tipo son causadas por la falta de historias simuladas y son erradicadas
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incrementando el nimero de historias, sin embargo, aumentar el niimero de historias simu-
ladas ocasionara que el tiempo de simulaciéon también aumente. Para evitar esto se usan
“técnicas de disminucién de varianzaz “aproximaciones para el incremento de la eficiencia”,
sin embargo, estas ultimas sesgan de cierto modo los resultados finales; otro método es

usar equipo de cémputo mds avanzado o el uso de multithreading (programacién paralela).

El segundo tipo de incertidumbres suceden por falta de detalle en las simulaciones
o por la divergencia de las aproximaciones para los procesos fisicos. Estas no pueden
erradicarse, pero pueden mitigarse, por ejemplo, refinando los modelos fisicos usados o el

detalle geométrico de la simulacién (dimensiones, materiales).
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Apéndice B

Tablas de Reacciones Quimicas

La informacién para llevar a cabo la radidlisis, difusiéon y reaccion de las especies

quimicas generadas utilizadas en este trabajo, se encuentra en este apéndice.

Cuando hablamos de radidlisis del agua, se comienza con la etapa pre-quimica (de 1
fs - 1ps) en la cual los procesos disociativos o de decaimiento de las moléculas de agua
ocurren debido al depdsito de energia por parte de la radiacién mediante ionizaciones y
excitaciones. Los procesos disociativos utilizados por defecto en Geant4d-DNA y por ende
en TOPAS-nBio se encuentran en el cuadro Estos procesos pueden generar distintas
especies quimicas dependiendo del proceso fisico considerando hasta cinco niveles orbitales

para excitacion e ionizacion, para cada caso se tiene una probabilidad de disociacién.

Para la simulacién de la parte quimica de la radidlisis (de 1ps - 1us) , el transporte

Proceso Probabilidad

Estado de Ionizacién Decaimiento Disociativo HsO1 +* OH 100

ATB, Decaimiento Disociativo °*OH + H*® 65
Relajacion H>O + AFE 35

BlA,; Auto-Ionizacién H30" +* OH +e,, 55
Auto-Ionizacién *OH +°* OH + H, 15
Relajacion H>O + AE 30

Rydberg, bandas de difussién ~ Auto-lonizacién H3;0% +°* OH + €aq 50
Relajacion HO+ AE 50

Cuadro B.1: Procesos de disociacién de especies quimicas utilizados en este trabajo para
la radidlisis del agua, donde se muestran los procesos fisicos, los productos generados en
tales procesos y la probabilidad de ocurrencia.
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Coeficientes de Difusién D (1077 m? s~ 1) a 25° C

Especies Quimicas Nombre en Topas-nBio  Geant4-DNA Default TOPAS-nBio Radio de Reaccién (nm)
€aq SolvatedElectron 4.9 4.9 0.5
*OH Hydroxil 2.8 2.2 0.22
H* Hydrogen 7.0 7.0 0.19
Hs0*t Hydronium 9.0 9.46 0.25
Hy Dihydrogen 5.0 4.8 0.14
OH~ Hydroxide 5.0 5.3 0.33
Hy0, HydrogenPeroxide 1.4 2.3 0.21
[0} Oxygen - 2.4 0.17
Oy SuperoxideAnion - 1.75 0.22
HO, HydroPeroxide - 2.3 0.21
HOo_ Dioxidanide - 14 0.25

Cuadro B.2: Coeficientes de difusion para las especies quimicas generadas en la radidlisis
del agua.

Constante de Velocidad de Reaccién kops (1070 M1 s71)

Reaccion Geant4-DNA Default TOPAS-nBio
€aq T €aqg = H2+20H™ 0.5 0.636

€eq T*OH — OH™ 2.95 2.95

€aq +H® — Hy + OH™ 2.65 2.5
€;q+H30+ — H*® 2.11 2.11

€aq T H202 - OH™*OH 141 1.10

*OH +* OH — H504 0.44 0.550

*OH + H®* — H>0 1.44 1.55
H* + H® — Hy 1.2 0.503

H;0t +0OH~ — H,0 14.3 11.3

Cuadro B.3: Reacciones quimicas disponibles en Geant4-DNA y TOPAS-nBio para la
radidlisis del agua.

usando movimiento Browniano requiere de las contantes de difusion, los valores usados en

este trabajo se muestran en el cuadro

Finalmente, las reacciones quimicas posibles para la radidlisis del agua usadas en este
trabajo se muestran en el cuadro [B3] Esta informacién se encuentra con mds detalles y
con su respectiva validacién en el articulo [50] y no entraremos en mayor discusién respecto

a este tema.
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