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Metodologia de irradiacion y dosis

1.- Sistema de irradiacion

1.1.- Irradiacion con dosis altas

Los sistemas de irradiacion por particulas alfa empleados en experimentos
radiobioldgicos son diversos y habitualmente se usan para producir dosis intermedias y
altas en cultivos celulares. Los mas utilizados son: fuentes alfa externas, aceleradores de

particulas, y disolucidn de particulas radiactivas en el medio de cultivo celular.

En la irradiacion con fuentes radiactivas externas al cultivo las placas de
crecimiento celular se colocan sobre una superficie que contenga emisores alfa (*'“Pb,
212Bj, 28py)[JOH97]. La interaccién entre las células y la radiacion se produce tras el
paso de las particulas alfa a través de la base de la placa. Con este sistema es posible
controlar el nimero de interacciones sufridas por cada célula colocando un material
detector de trazas en dicha base y correlacionando microscopicamente las posiciones
celulares con las trazas encontradas. Si no se conoce con precision el coeficiente de
atenuacion de las particulas alfa en los materiales que forman la placa y el detector, no
es posible determinar la energia final que se deposita sobre las células. En este sistema,
la dosimetria es imprecisa en cultivos celulares en suspension, y por ello se emplea
sobre cé¢lulas fijadas a la base de la placa. Por ejemplo, para irradiar células
hematopoyéticas colocadas sobre una capa fina de >**Pu [KAD92] o sobre dispositivos

de varias muestras girando sobre un disco de 28py [LOR93] 0 **' Am [ZAR98]

Otro sistema de irradiacion utilizado son los aceleradores de particulas. Los
sistemas aceleradores actuales permiten un control preciso tanto del numero de
particulas que llegan al cultivo, como de la direccion de las mismas. A partir de una
fuente radiactiva (alfa o beta) las particulas cargadas emitidas son orientadas por
campos electromagnéticos, y el tamafio del haz conseguido es controlado mediante
rendijas de apertura variable [SOYO00]. Las células se posicionan sobre la placa de
cultivo individualmente, y ésta se coloca a la salida del haz. Las particulas pueden ser
lanzadas con una precision de micras, lo cual permite hacerlas chocar con elementos
determinados de la célula como el nucleo o el citoplasma [WU99]. La radiacion que
llega al cultivo se detecta por medio de una pelicula centelleadora. Este detector se

conecta a una persiana que se cierra cuando se ha registrado un determinado namero de
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impulsos. De esta forma, es posible prefijar el nimero de particulas que llegan a las
células, y conocer el numero de interacciones que se producen [NEL96, HEI97]. Se
puede controlar también la energia media de las particulas en el haz [MIL96], y de
nuevo, determinar la energia final recibida por las células teniendo en cuenta la
absorcion producida por la pelicula centelleadora y la base de la placa de cultivo. Al
igual que las fuentes alfa externas, los aceleradores no son utiles para irradiar cultivos
celulares en suspension, por la dificultad que entraia correlacionar los puntos de salida

de las particulas con las posiciones de cada célula.

Por ultimo, existen también métodos de irradiacion que se basan en la
introduccion de elementos radiactivos en el medio de cultivo celular. Conviene que los
isotopos utilizados tengan una vida media relativamente corta para conseguir la
irradiacion deseada para la duracion del experimento. Los elementos mas utilizados son
los procedentes de las series radiactivas naturales, como el *'’Bi obtenido por
separacion radioquimica de fuentes de ***Ra [ATC88, MET92], o los descendientes del
*22Rn [JOS91]. Debido al caracter gaseoso de éste Giltimo, se emplean dispositivos que
lo introducen en el medio de cultivo por borboteo [CHA98]. Partiendo de una fuente de
2Ra, el gas radon que se genera es filtrado para después entrar en el medio a través de
burbujas. La cantidad administrada de dicho elemento al medio de cultivo se controla
conociendo la actividad de la fuente y la tasa de flujo empleada. Este método es
adecuado para la irradiacion de células en suspension, pero debido a la agitacion

descontrolada del medio por las burbujas, no resulta vélido para lineas celulares que

crezcan adheridas al fondo de la placa de cultivo.

1.2.- Irradiacion con dosis bajas

Con el sistema de irradiacion que se presentard a continuacién hemos realizado
experimentos in vitro con bajas dosis, moderadamente superiores a los promedios
anuales recibidos por personas debido a fuentes naturales de radiacion. Este tipo de
irradiacion producida en el hombre puede clasificarse en dos bloques, segin la
procedencia de las mismas. Estos son la radiacion de origen cosmico y la radiacion de

origen terrestre.
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La radiacion cosmica proviene del espacio exterior y estd compuesta
principalmente por radiacidon gamma, protones y neutrones. Al atravesar las capas altas
de la atmosfera la intensidad de esta radiacion disminuye proporcionalmente al espesor
de aire atravesado, llegando finalmente a las personas. Al nivel del mar, la dosis
promedio que produce por irradiacion externa es de aproximadamente 0.30 mSv/afio
[QUI93]. La interaccion de la radiacion cosmica con los gases atmosféricos provoca
reacciones nucleares en las que se forman isétopos radiactivos como el tritio °H y el
carbono-14 'C. Estos isotopos se distribuyen en la biosfera y producen una dosis

promedio por irradiacion interna de unos 0.06 mSv/ano [BOU8S, GREI1]

La segunda y principal causa de irradiacion natural en el hombre es la producida
por los isétopos radiactivos presentes en la corteza terrestre. En las rocas y suelos de
dicha corteza existen en diferentes concentraciones segun el tipo de roca, elementos de
las familias radiactivas naturales del Uranio (238U), Torio (232Th) y Actinio (235U),
ademas de otros elementos de vida larga entre los cuales el mas importante es el *’K.
Todos ellos se encuentran en los suelos y en algunos materiales de construccion que
forman las viviendas, y producen en las personas una dosis de radiacién externa que en
promedio es de 0.40 mSv/ano [QUI91b]. También, los mismos elementos han pasado
en parte al interior del cuerpo y producen en ¢l una dosis de radiacidon interna de 0.36

mSv/afio [UNSO0b]

A esto cabe anadir que las series radiactivas del uranio y del torio (Figs. 2.1, 2.2)
poseen elementos gaseosos como el radon (***Rn) y el toron (**°Rn). En virtud de la
composicion geologica de los suelos, existen regiones, denominadas de alto nivel de
radiacion natural, en las que sus habitantes reciben dosis debidas al gas que son
moderadamente superiores a los valores promedio citados [QUI89]. Igualmente, en
algunos recintos cerrados como los balnearios radiactivos se alcanzan concentraciones
de radon elevadas [QUI91], recibiendo tanto los pacientes como el personal trabajados
dosis elevadas. En ambos casos, los efectos que se observan no parecen ser lineales, es
decir, no parecen extrapolables de los que se producen a dosis mayores [JAWOS,

KON93, SOT91, SOT95].
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Major Radiation Energies (MeV) and Intensities®

Nuclide Historical Name Half-life a B Y
MeV % MeV % MeV %
Zu Uranium 1 4.468 x 10° y 4.15 2.9 0496 07
| 4.20 76.8
Z4Th Uranium X, 24.14d 076 27 | 0633 3.8
095 62 | 0024 27
' 096 186 | 0928 27
1886 725 | 1128 .24
2apy Uranium X, 117 m 228 986 | 766 207
1.001 59
987% | 0.13%
i l Uranium Z 6.7 h 22 s 132197
B4p 234 -
g £ 91 PalT E Avg = 0224 570 10.7
| Emax = 1.26 883 118
| J 926 109
946 12
Zu Uranijum II 244,500 y 472 274 053 12
477 72.3 121 o4
l
2Th Ionium 77x10%y 4621 234 0677 .37
4688 762 14207
' 144 045
2%Ra Radium 1600 + 7y 4.60 555 186 328
| 478 94.4
Z2Rn Emanation 3823 d 5.49 99.9 510 .078
. Radon (Rn)
Ubpo Radium A 305 m 6.00 ~100 33 02 837 0011
9.98% | 002%
) Radium B 26.8 m 67 48 2419 75
8P 73 25 295 192
1.03 6.3 352 311
786 11
Astatine 2s 6.66 6.4 053 66
Asar 6.7 89.9
| 6757 36
i Radium C 199 m 545 012 142 83 609 46.1
5.51 008 1.505 17.6 1.12 15.0
} 154 179 [1765 159
99.979% l 0021% 327 1727|2204 50
g ’ Radium C 164 us 7687 100 7997 010
Po
B4
} Radium C" 13 m 132 25 2918 79.1
2o 187 56 7997 99
234 19 860 69
: 1110 69
121 17
1310 21
1410 49
2010 69
209 49
Uy, Radium D 23y 3.72 000002 | .016 80 0465 4
063 20

Fig. 2.1: Serie radiactiva del Uranio
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Major Radiation Energics (MeV) and Intensities”
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Fig. 2.2: Serie radiactiva del Torio
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El sistema de irradiacion utilizado en nuestro trabajo se basa en la disolucion de
*2’Rn en el medio de cultivo, introducidos por difusién, y no por borboteo. Consiste en
una fuente de **°Ra que se conecta directamente a los tubos de ensayo que contienen el
medio de cultivo celular como se muestra en la Figura 2.3. La fuente es una disolucion
de RaCl, en 0.1 N de HCI con una concentracién de **°Ra de 10.28 pCi/gr, sin
radioimpurezas aparte de los descendientes, contenida en una ampolla de 10 ml y
rodeada de un blindaje de Pb. De ella sale un tubo de plastico a través del cual el radon
generado difunde hasta llegar al recipiente de 50 ml conectado al final, que contiene el
medio de cultivo. En su extremo, el tubo posee una tapa adaptada a dicho recipiente que
garantiza la hermeticidad de la unién, evitando pérdidas en el proceso de difusion del
gas desde la fuente hasta el medio de cultivo. Asimismo, el tubo de conexion tiene una

llave de paso que corta el flujo de radon cuando no se esta utilizando.

Llave de paso

226 R4

Medio de

cultivo

Blindaje
de plomo

Fig 2.3: Dispositivo experimental para la disolucion de radon en el medio de cultivo celular
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La disolucion en el medio que se pretende irradiar se produce una vez que el
radon generado en la fuente difunde hasta entrar en contacto con el mismo. Una vez en
contacto, el radon tiende a disolverse en el medio hasta alcanzar la saturacién que se
produce cuando la diferencia de presiones parciales del gas en el aire y en el medio

impide que siga pasando gas de una fase a otra.

Una vez expuesto el medio de cultivo durante un intervalo de tiempo, el tubo se
cierra y la cantidad de radéon disuelta en ¢l se mide utilizando una cadena de
espectrometria gamma . Para llevar a cabo esta medida, se esperan tres horas hasta que
se alcanza el equilibrio radiactivo entre el radoén y sus descendientes de vida corta.
Realizando sucesivas medidas de las cuentas registradas bajo los fotopicos de 352 keV
("*Pb) y 662 keV (*'*Bi) se comprueba un equilibrio progresivo entre el radon y sus
descendientes, alcanzandose una meseta después de tres horas. La cadena consiste en un
detector de semiconductor GeHp (Canberra) protegido por un castillete de plomo, unido
a un dedo frio refrigerado con nitrogeno liquido, y conectado a un analizador
multicanal. Utilizando una muestra calibrada con **°Ra de actividad conocida e igual
geometria que los recipientes con el medio irradiado, la actividad de radén contenida en
el medio de cultivo se calcula a partir de los contajes registrados bajo los fotopicos del
21%pp y el *'*Bi. Esta muestra calibrada consiste en una disolucién de radio en equilibrio
radiactivo con sus descendientes, con una concentracién conocida de 10° Bg/l. La
muestra estd contenida en un tubo de 30 cm’ con la misma geometria que la de los
empleados para la disolucion de radon. De esta forma puede compararse el nimero de
cuentas registradas bajo los fotopicos del '*Pb y el 2'*Bi debido a la muestra calibrada,

con el obtenido en la muestra con radon disuelto.
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Como se vera a continuacion, en estas condiciones, la actividad de radon

disuelta vendré dada por:

C
A=A ——

calib

donde: A, es la actividad de la muestra calibrada (3000 Bq)
C.in contaje neto (cuentas totales menos fondo) bajo los fotopicos de

352 y 612 keV debido a la muestra calibrada
¢ contaje neto bajo los fotopicos debido a la muestra con radon

disuelto.

La concentracion final de radon en el medio depende del tiempo de exposicion a
la fuente y de la tasa de flujo del gas a través del tubo de conexion (practicamente
constante en las condiciones empleadas). Las concentraciones tipicas usadas en los
experimentos en el rango de 10°-10° Bg/! se alcanzan al cabo de 2 horas de exposicién a
la fuente. La concentracidon maxima utilizada de radon disuelto en el medio con este
dispositivo hasta llegar a la saturacion es de 10’ Bg/l, alcanzada tras 24 horas de

exposicion a la fuente.

Este sistema posee ventajas frente a otros utilizados habitualmente en
experimentos radiobioldgicos. Cabe destacar su sencillez y su utilidad para irradiar
igualmente cultivos celulares en suspension como aquellos en los que las células crecen
adheridas al fondo de las placas. Asimismo, los tiempos de espera para la medida de
actividad y posterior cultivo de células permiten una distribucion homogénea de

emisores en el medio.
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2.- Cadena de espectrometria gamma

2.1 Descripcion

La cadena de espectrometria gamma, de alta resolucién y bajo fondo, empleada
para medir concentraciones de radon y poblaciones de descendientes consta de dos

partes, esquematizadas en la Figura 2.4:

- Modulo detector y su proteccion

- Sistema de amplificacion y analizador multicanal

Modulo detector (Germanio)

La deteccion de radiacion ionizante mediante semiconductores se basa en el
principio de que estos, al ser atravesados por aquella crean un gran numero de pares
electrén-hueco. Un hueco consiste en la falta de un electrén en los enlaces interatdémicos
de la estructura del cristal, que puede desplazarse por el volumen de éste y cuyas
propiedades pueden asimilarse a las de un 16n positivo. Mediante la recogida de estos
portadores de carga puede detectarse el paso de la radiaciébn y en determinadas

condiciones medir su energia.

En nuestro caso, el sistema espectrométrico basico esta constituido por un
detector de semiconductor coaxial de germanio intrinseco marca Canberra, modelo GR
2020-7500 SL, en configuracion vertical, con su correspondiente criostato para
Nitrogeno liquido, alojado en el interior de un blindaje de hierro de baja actividad. En
este detector, a muy bajas temperaturas, los electrones de valencia estan localizados en
los niveles de energia correspondientes a la banda de valencia, permaneciendo
desocupada la banda de conduccion. Pero al elevarse la temperatura y aumentar las
vibraciones de la red, algunos electrones de valencia pasaran a la banda de conduccion,
dejando asi huecos en la primera. Este proceso solo es posible si la diferencia de energia
entre la banda de conduccidn y la de valencia, es decir, la anchura de banda prohibida,
es del orden de 1 eV o menor, condicion que se cumple para el Germanio, que presenta

una banda prohibida de 0.67 eV [KIT76].

53



Metodologia de irradiacion y dosis

El detector es un diodo de germanio, de estructura P-I-N, es decir, con una zona
de germanio intrinseco entre otras dos de tipos p y n, respectivamente [CANS3] y
[TAN70]. Asi, los electrones libres de la region tipo n tienden a difundirse en la region
tipo p, haciéndolo los huecos en sentido contrario. Como consecuencia de ello, se
establece una barrera de potencial entre ambas regiones, lo cual se opone al trasvase de
unos y otros portadores a través de la zona de union. Debido a este proceso se origina
una zona vacia de portadores en la que se dan las condiciones apropiadas para la

deteccion de la radiacion que pueda interaccionar con la misma [TAN70].

Tras el paso de radiacion, se produce un ntiimero de pares electron-hueco, que
resulta ser proporcional a la energia depositada por la radiacion, de forma que la medida
de la carga liberada permite detectar la presencia de la radiacion e identificar su energia,
siempre y cuando ésta haya depositado completamente toda su energia en el volumen
util de deteccion. Para incrementar la amplitud de la barrera de potencial en la zona de
unién se aplica externamente una polarizacion inversa, aumentando de esta forma la
anchura de la zona vacia de portadores. Ademads, para evitar que la agitacion térmica en
el interior del cristal de germanio impida el buen funcionamiento del detector, éste va
montado sobre un criostato compuesto por una cdmara de vacio acoplada a un recipiente
dewar (de doble pared, aislado al vacio), de 30 litro de capacidad, que contiene

nitrogeno liquido a — 196 °C, manteniendo refrigerado el detector.

El detector se aloja en el interior de un blindaje de hierro de baja actividad, de 15
cm de espesor, con el fin de apantallarlo de la radiacion de fondo existente en el
laboratorio. En estas condiciones experimentales, el detector, de geometria coaxial,
posee una eficiencia relativa del 20 % para el pico de 1332 keV del ®°Co, y una
resolucion de 2 keV para el pico de 1332 keV y de 1 keV para el de 122 keV,

presentando una relacion Compton-fotopico de 1:49.
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Fig. 2.4: Detector de Ge-HP y cadena electronica asociada
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Cadena electronica asociada

Como ya se ha indicado, con el fin de ampliar en lo posible la zona de ausencia
de portadores (zona de desercion) de germanio, es necesario aplicar sobre éste una
tension de polarizacion inversa. Esta tension es suministrada por una fuente de alta
tension Canberra 3106D. Esta fuente proporciona un voltaje de salida regulable de 0 a
+ 5000 V, requiriendo una alimentacion de 24 V. La estabilidad de la misma es inferior

al £ 2% cada 8 horas, en condiciones constantes de voltaje de entrada y temperatura

ambiente [CANS83b].

La interaccion de la radiacion gamma con el cristal de Ge produce una carga de
ionizacidn, que es recogida por un preamplificador y posteriormente amplificada de
manera que el impulso eléctrico resultante pueda ser interpretado de forma adecuada por

el analizador multicanal.

El preamplificador, modelo Canberra 2002SL, va incorporado directamente
sobre la base del detector. La funcién del mismo es convertir la carga de ionizacion
producida en el detector por cada interaccion gamma en un pulso de voltaje de salida
cuya amplitud sea proporcional a la carga total depositada. Este proceso se realiza en
dos etapas bien definidas. En la primera, el preamplificador se comporta como un
integrador operacional que da lugar al impulso de voltaje, y en la segunda como un

diferenciador de ganancia regulable [CANS83c].

El preamplificador proporciona como salida un pulso unipolar que decae a los
50 ps (£ 10 %) siendo el rango de dicho impulso de 0 a = 75 mV (DC) o de 0 a + 300
mV (DC) segln sus condiciones de ganancia. Sin embargo, dado que el impulso de
voltaje suministrado por el preamplificador resulta excesivamente pequeiio para ser
tratado por el analizador multicanal, se hace necesario aumentar los pulsos de voltaje
suministrados por el preamplificador en pulsos de hasta + 10 V, capaces de ser

registrados por el analizador multicanal [CANS83d].
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Analizador multicanal

El analizador multicanal, marca Accuspec/A, realiza el tratamiento y
clasificacion de los pulsos de voltaje del amplificador, pudiendo trabajar de dos modos

distintos: PHA (anélisis de altura de pulso) y MCS (analisis de escala multicanal).

En el primer caso, el analizador clasifica los impulsos de voltaje segun su
amplitud, es decir, segun la carga acumulada en cada interaccion gamma, en diferentes
canales, dando lugar a un histograma en el que se representa la frecuencia de los sucesos
gamma detectados en funcién de la amplitud de los pulsos. En el segundo modo de
operacion, el analizador da lugar a un histograma que presenta el nimero de sucesos

gamma detectados en funcién del tiempo [CAN9O].

Para el registro de espectros se ha empleado el analizador en el modo PHA que
permite la identificacion de los emisores que originan la radiacion gamma detectada,
una vez efectuado el correspondiente calibrado en energia de la cadena de

espectrometria.

Fundamentalmente, el analizador multicanal consta de un controlador maestro y
cinco secciones, de las que cabe destacar las correspondientes a la memoria y al
procesamiento de la sefial.

El controlador maestro es un microprocesador con un programa permanente en
memoria, que coordina las funciones del analizador multicanal. Entre las funciones que
¢éste puede realizar destacan las siguentes:

- Operaciones estandar de célculo: integral, area neta, identificacion del centro
del fotopico y la anchura del mismo, calibrado en energia, busqueda automaética de
fotopicos, y ejecucion de tareas preprogramadas.

- Representacion de espectros en modo lineal y logaritmico

- Control de la entrada y salida de datos desde o hacia dispositivos periféricos
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- Adquisicion de datos (modos PHA y MCS)

- Gestion de espectros: transferencia de los mismos de una zona a otra de

memoria, solapamiento de espectros, marcaje de regiones de interés, etc...

La memoria del analizador multicanal se compone de una ROM ( memoria sélo
util para lectura), que contiene las instrucciones del microprocesador, y de una RAM
(memoria de acceso aleatorio) donde se almacenan las instrucciones del operador y los
datos adquiridos desde el detector. La memoria RAM es alimentada por una bateria que
permite mantener los datos y los parametros, aun cuando se haya desconectado el
equipo. Con el fin de inutilizar los canales inferiores del espectro, en los cuales se sitian
sefales parasitas de baja amplitud y el ruido generado por la cadena electronica, el

analizador dispones de un discriminador de bajo nivel (LLD).

Por ultimo, el procesamiento de las senales que llegan al analizador procedentes
del detector de Ge, via preamplificador y amplificador, es realizado por un convertidor
analogico digital (ADC). Mediante el control de ganancia de este ADC, es posible
clasificar los pulsos de voltaje en 1024, 2048, 4096 y 8192 canales respectivamente,

pudiendo expandirse una determinada zona del espectro desde el canal cero en adelante.

2.2.- Calibracion y puesta a punto

La preparacion de fuentes gamma de actividad conocida es absolutamente
necesaria para la calibracion en energia y eficiencias de la cadena de espectrometria
gamma descrita. Sin embargo, ésta exige tener en cuenta varios factores. El mads
importante es la necesidad de que las condiciones geométricas de medida, forma y
dimensiones de las fuentes preparadas y distancia fuente-detector, deben ser
rigurosamente idénticas para el patrén de calibrado y para las muestras cuya actividad
se desea conocer. De esta forma, se pretende evitar que las modificaciones en el angulo
solido sustentado entre la fuente y el detector puedan afectar al proceso de calibracion
seguido. Ademas, el sustrato sobre el que se prepara el patron debe ser similar, en
cuanto a densidad y homogeneidad, al material objeto de andlisis para evitar, en lo

posible, la incidencia de las diferencias de autoabsorcién en los resultados de las
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medidas. Por ultimo, la naturaleza del soporte de la fuente, asi como los materiales
colocados debajo o proximos al detector, deben ser los mismos para la medida del
patron y de la muestra, con el fin de no modificar las condiciones de difusion y

retrodifusion.

En las condiciones indicadas, cuando las dos fuentes, patron y muestra, tienen
idéntica masa y estdn medidas en las mismas condiciones experimentales, para cada

energia puede expresarse que:
R
A=A (—J (2.1)

donde A y Ap son las actividades de la muestra y el patron respectivamente, y R y Rp las

correspondientes tasas netas de recuentos para ambos
Calibracién en energia del detector

La calibracion en energia del detector de Ge se realiza mediante la
determinacion, expresada en numero de canal, de las posiciones de los fotopicos

producidos por emisiones gamma de energia conocida.
El analizador multicanal ACCUSPEC/A posee una serie de instrucciones

programadas, enter las que se encuentra una opcion que efectiia un calibrado en energia

del detector mediante el ajuste lineal a una recta de regresion del tipo:
E=n+mC (2.2)
donde E es la energia de los fotones gamma, C el numero de canal
correspondiente a la posicion del fotopico de dicha energia, y n y m los coeficientes que

resultan del ajuste lineal.

Esta relacion debe mantenerse lineal en todos los canales. Para comprobar esta

linealidad se utilizaron patrones de '** Eu con fotopicos de 121.8; 244.7; 344.3; 779;
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964.1; 1112.1 y 1408 keV, y de ***Ra con fotopicos de 609 y 1760 keV. La funcién que

relaciona la energia del pico con el canal en que aparece se corresponde con la recta:
E(keV) = - 88.0084 + 3.1389 canal (2.3)

Con un coeficiente de correlacion R = 0.99 que confirma la existencia de

linealidad en el rango de energias utilizadas en las mediadas a realizar.
Calibrado en eficiencias

La calibracion en eficiencias del detector resulta necesaria para proceder a las
determinaciones cuantitativas. La eficiencia del detector para una determinada energia
se define como la relacion entre el nimero de desintegraciones producidas en una fuente
patrén de actividad conocida, y los fotones que son registrados en el fotopico
correspondiente. Esta relacion entre fotones emitidos y detectados es funcion de las
dimensiones y del tipo de detector utilizado, de la geometria de la fuente y de su

disposicion con respecto al detector:

_ N

Ef =
D(E)

(2.4)

donde N(Ei) y D(E1) son, respectivamente, las cuentas netas registradas bajo el

fotopico y las desintegraciones de energia Ei procedentes de las fuente.

Para la determinacion experimental de la eficiencia absoluta de deteccion bajo el
fotopico de interés en las medidas, se necesita disponer de fuentes de radiacion gamma
en ese intervalo de energia, y cuya actividad sea conocida con precision. Como se ha
mencionado antes, también es conveniente que esta actividad sea superior a la de las

muestras que posteriormente se van a analizar.

El patron utilizado en la calibracion se ha preparado a partir de una solucion de
*2°Ra proporcionada por el CIEMAT, con una actividad certificada de 19.9 Bq/l,
preparada en forma de disolucién en agua destilada y desionizada. Para preparar el

patrén, se tomo 27 cm’® de la disolucion de radio original, y se afiadid 3 cm® de agua
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destilada. Una vez trasvasada al tubo de 30 cm’ de geometria igual a las muestras a

analizar, la actividad del patron result6 ser de 10° Bg/l.

La utilizacion de esta disolucion como fuente patron calibrada requiere que
transcurra un tiempo hasta que se alcance el equilibrio entre el “**Ra y el **’Rn. El
calculo del tiempo de espera necesario se establece a partir de las ecuaciones de

Bateman y conociendo las constantes de desintegracion de ambos elementos.

Usando subindices 1 y 2 para el *Ra y el **Rn, y segin la ley de

desintegracion, el nimero de atomos de radio en el instante t viene dado por:

N, (t) = N,(0)-e™ (2.5)
Para el radon:

dN

dt2 = AN, =4,N, (2.6)

donde el primer término indica la tasa de crecimiento del descendiente.

Sustituyendo N, (t) en esta ecuacion, y resolviendo se obtiene:

2

N, (t) = 7 A I -N,(0) [e"'t —e‘ﬂ]+ N,(0)e ™! (2.7)

donde los dos términos dan, respectivamente, el crecimiento y la desintegracion

222 . , , : ., ,
del “““Rn originado del nucleo padre, asi como la desintegracion de los N,(0)nucleos
presentes inicialmente (t = 0). Si consideramos que la fuente es, en ese momento, una

226

muestra pura de ““Ra, entonces N,(0) serd igual a cero.
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Si las ecuaciones anteriores las expresamos como actividades resulta:

ﬂz
/12 _ﬂ1

A (t) = A©0)-[et —e ] 2.8)

At) = A(t)-e™ (2.9)

dado que el **°Ra tiene un periodo de semidesintegracion extremadamente largo
comparado con su descendiente el “*Rn (1600 afios frente a 3.825 dias) el término
e " es practicamente 1 para casi todos los valores de t, por lo que A;(t) es una constante
e igual a A;(0). Despreciando A; en comparacion con A,, y sustituyendo en la eq. 2.9, la

ecuacion para la actividad del radon queda:

At) = A(0)-[1-e] (2.10)

En la Figura 2.5, se observa el crecimiento de la actividad del **

Rn, que tiende a
igualarse con la actividad del **Ra. Para un tiempo de espera de 30 dias
(aproximadamente 8 periodos de semidesintegracion del “Rn), la relacion entre ambas

actividades es:

A(222 Rn)

=0.9956 2.11
A(*°Ra) @1

una vez establecido el equilibrio secular entre ambos is6topos, y con la muestra

patron dispuesta en el detector, se acumula un espectro durante 10 minutos.
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El valor numérico de la eficiencia viene dado, para cada pico de energia E;, por

la expresion:

c-f

Ef =——
AP)- 1,

(2.12)

donde: C;: cuentas por segundo obtenidas bajo el pico de energia E;

fi: cuentas por segundo obtenidas bajo el mismo fotopico al acumular un
espectro de una muestra de agua destilada, que sirve como medida del fondo
A(P): actividad de la muestra patron

Ii: intensidad absoluta de las emisiones del fotopico i.
Una vez que se han obtenido los valores de las eficiencias de los fotopicos, se

procede al ajuste por minimos cuadrados de dichos valores, encontrando la funcién de

calibrado del sistema de medida.
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2.3.- Determinacion de actividades

La determinacién de la actividad de ?

Rn por espectrometria gamma en una
muestra de agua dada se basa en la situacion de equilibrio radiactivo que se produce en
dicha muestra entre el radon y sus descendientes de vida corta *'*Pb y *'*Bi durante el
tiempo de medida. Las medidas de actividad de radon disuelto en los medios de cultivo
celulares se realizaron hallando el promedio de los valores de la concentracion

obtenidos a partir de los contajes de las emisiones gamma recogidas por el detector bajo

los fotopicos de energias 352 keV del *'*Pb, y de 609 keV del *'*Bi.

El tiempo de espera necesario para que se alcance el equilibrio se calcula del
mismo modo que en el caso del *°Ra, a partir de las ecuaciones de Bateman y
conociendo los periodos de semidesintegracion de ambos descendientes, de 26.8 min

para el *'*Pb y 19.7 min para el *'*Bi:

AW =AM -] (2.13)
donde ahora los subindices 1 y 2 se refieren al '*Pb y el **’Rn respectivamente.

Dejando transcurrir un tiempo equivalente a 7 periodos de semidesintegracion

del ?'*Pb (187 min), la relacion de actividades sera:

A" Pb)
A(222 Rn)

=0.99 (2.14)
En el caso del pico de 609 keV del *'*Bi, el tiempo de espera es de 138 min, por

lo que después de 3 horas se puede proceder a la medida. Como se ha mencionado, los

calculos de actividad de radon se han realizado a partir de los contajes bajo ambos

fotopicos, sin encontrarse diferencias significativas entre los dos resultados.
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2.3.1.- Calculo de actividad

La actividad especifica (Bq/l) presente en una muestra se determina a partir del
numero de cuentas netas acumuladas en los canales correpondientes a los fotopicos

elegidos de energia E;, previamente seleccionados:

C-F

A=——i— 1
Ef 1TV

(2.15)

donde C; es el nimero de cuentas acumuladas bajo el fotopico de energia E;
durante un tiempo de contaje T expresado en segundos, F; es el contaje del fondo en el
mismo fotopico para el mismo tiempo de contaje, I; es la intensidad absoluta de la
emision gamma de energia E;, Ef; es la eficiencia de deteccion para dicha energia, y V(1)

es el volimen de la muestra.

En el calculo de las cuentas netas se considera que a la formacion del fotopico
no solo contribuyen las emisiones gamma procedentes de la muestra, sino que también
hay que tener en cuenta las debidas al fondo ambiental del laboratorio y el ruido
electronico propio del equipo de medida. Para la determinacion del fondo del detector,
se prepara un recipiente de igual geometria y capacidad, tubo cerrado de 30 cm?’, con
agua destilada y desionizada, y se acumula un espectro durante el mismo tiempo de
medida que el de la muestra. La diferencia entre ambos contajes son las cuentas netas,

debidas al radon presente en la muestra.
2.3.2.- Errores en la medida de la actividad
La actividad especifica de una muestra y su error se calculan a partir de los

valores de la eficiencia y del fondo, previamente calculados, y del resultado de la

medida de las emisiones de la muestra bajo cada fotopico mediante las expresiones:

A==t (2.16)

con R=Ef-I-V
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la relacion entre los errores absolutos vendra dada por:

o’(A) o’(c-1) N o’(R)
A2 (c-f) R?

2.17)

siendo ¢ y f las tasas de contaje, en cuentas por segundo, obtenidas bajo el fotopico

estudiado para la muestra y el fondo respectivamente.

La desviacion estandar asociada al contaje neto detectado se puede expresar como:
o’(c-f)=c’(c)+o°(f) (2.18)

siendo o (c¢) y o (f) los errores absolutos asociados a las tasas de contaje de la muestra y

el fondo. Admitiendo que ambos contajes siguen una distribucidon de Poisson, se cumple

G(C):\/tE y ()'(f)z\/tI (2.19)
(o f

donde t. y tr son los tiempos de contaje de la muestra y el fondo respectivamente.

que :

Sustituyendo en la ecuacion 4.17, el error asociado al calculo de la actividad especifica

de la muestra vendra dado, para un intervalo de confianza del 95%, por la expresion:
g(A)=1.96-0(A)

es decir:

1

llc f : 2
e(A)—1.96-EL—+t—+A O'(R)} (2.20)

(o f
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como puede observarse, no se han tenido en cuenta los errores del volumen de
la muestra ni de la intensidad absoluta de emision gamma de cada fotopico utilizado,
que pueden considerarse despreciables frente a los errores que aparecen en la ecuacion

anterior.

3.- Dosimetria

Utilizando el sistema de irradiacién propuesto, las dosis absorbidas se deben a

s 222 - 218 214
las emisiones alfa del ““Rn y sus descendientes

Po y “"Po. Las energias de las
particulas alfa emitidas por cada uno de ellos son 5.49. 6 y 7.68 MeV respectivamente.

Y en medio acuoso los alcances de estas particulas son 42.8 um para las procedentes del

222 1 218 1 21

Rn , 49.5um para el *'*Po, y 74.2um para el '*Po. Tanto la energia depositada por
emisiones B y vy, como la probabilidad de emision a de otros descendientes son tan bajas

que su aportacion a la dosis total no es significativa.

Para una concentracion determinada de radon en el medio, la dosis absorbida en
un experimento in vitro depende de las condiciones en las que se realice el cultivo. Por
su caracter gaseoso, el radon tiende a escapar del medio en el que se encuentra disuelto
hacia el ambiente, donde su presion parcial es menor. Por esta razéon, en aquellos
experimentos en los que el cultivo se realiza en placas abiertas, el radon escapard al aire
sin contribuir a las dosis absorbida por el cultivo. En cambio, si el cultivo se lleva a
cabo en tubos cerrados, el radon estara presente durante todo el experimento,
contribuyendo a la irradiacion debida a sus descendientes. A continuacion se muestra en

detalle la dosimetria para cada uno de los dos casos
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Esperimentos en tubos cerrados

En este tipo de experimentos el cultivo con medio irradiado permanece
herméticamente cerrado todo el tiempo, y tanto las células como los factores de
crecimiento se inyectan en el tubo que contiene el medio con radén en equilibrio con
sus descendientes de vida corta. Por lo tanto, la contribucién alfa se debe a las
emisiones de los isotopos “*Rn, *'*Po y 2'*Po disueltos en el medio. Este es el caso de
los experimentos realizados con CD34+, en los cuales las células son cultivadas en

tubos cerrados herméticamente.

La evolucién con el tiempo de la dosis absorbida durante el experimento vendra

dada por:

E, C”RN)- Apyen - Nopogn (1) + E,, C"*P0) - 4600 - Nygpo (1) + E,, C*P0) - 21400 N (1)
m

D(t) =

(2.21)

donde:

E : energias de emision alfa de cada isotopo

A, : constantes de desintegracion
N; :poblaciones en el intante t de cada is6topo

m: masa de la muestra irradiada

La dosis total absorbida en un experimento se puede calcular integrando dicha
expresion a la duraciéon del mismo. Por lo tanto resulta necesario calcular las
poblaciones instantdneas de cada emisor alfa, resolviendo las ecuaciones de

desintegracion de Bateman.
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Estas son:

dN
d_tlz/lo'No_il'Nl
dN,
dt
dN,

dt

(2.22)

=4, N,= 4, N,

=2y N, - 2N,

[0: *2Rn 1:?'®Po 2:2*Pb 3:*"Bi (en equilibrio con *'*Po)]

Su resolucién numérica puede realizarse mediante un programa de célculo
iterativo, teniendo en cuenta que inicialmente, al existir equilibrio radiactivo entre el

radon y sus descendientes se verifica que:

’10' No(o) = /11' Nl(o) = /12' Nz(o) = /13' N3(0) (2.23)

Con este programa se ha calculado también la evolucion de la tasa de dosis en
los experimentos. Partiendo de las condiciones iniciales de equilibrio, puede
fraccionarse la evolucion de estas poblaciones en intervalos de tiempo reducidos (1s por

ejemplo). Asi, tras el primer segundo, las poblaciones de cada is6topo seran:

N, (1) = N, (0) — AN, (1)
N,(1)= N, (0)— AN, (1) (2.24)
N,(1)= N, (0)= AN, (1)
N, (1) = N, (0)— AN, (1)
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donde AN, (1) son las variaciones en cada poblacion tras el primer segundo, y sus

respectivos valores vendran dado por:

AN, (1) =4, - N, (0)
AN, (1) =24, -N,(0) = 4, - N, (0) (2.25)
AN, (1) =4, - N, (0) = 4, - N, (0)
AN, (1) =4, - N, (0) = 4, - N, (0)

y en general, para un instante t cualquiera, la poblacién de cada is6topo vendra

dada por:
N/@=N t-D—[2 N t-1)-2, N, -] (2.26)

coni=0,3

y la tasa de dosis en ese instante sera:

[5.49- AN, (t) + 6- AN, (t) + 7.69 - AN, (t)]- 1.6 - 107"
V-t

D(t) = (2.27)

donde V es el volumen de la muestra en la que estan disueltos los is6topos.

La dosis total acumulada hasta ese instante serd simplemente la suma de todos
los valores de la tasa de dosis en todos los instantes anteriores.

222 - .,
1 “““Rn es considerablemente mayor que la duracion de

Ya que la vida media de
la irradiacion, la tasa de dosis se mantiene practicamente constante a lo largo de los
mismos. Como se aprecia en la Figura 2.6. Igualmente, la concentracion de emisores

alfa disueltos en el medio de cultivo apenas varia, resultando la dosis absorbida durante
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el experimento proporcional a dicha concentracion de equilibrio y al tiempo de duracion

del mismo.

Tasa dosis vs. Tiempo

Tasa (uGy/s)
N W A

[EE
|

o

50 100 150 200

Tiempo (min)

o

Fig. 2.6: Evolucion de la tasa de dosis en experimentos realizados en tubos

cerrados (caso CD34+)

Experimentos en placas abiertas

En este caso, los cultivos permanecen en placas abiertas durante todo el

experimento. Por difusion al aire, el radon inicialmente disuelto en el medio se escapa,

218 214

quedando unicamente sus descendientes de vida corta “ "Po y “ "Po como responsables

de la irradiacién.

Para comprobar este escape de radén al aire desde el medio contenido en placas
abiertas se realizo la siguiente experiencia. Se disolvi6 una cierta cantidad de radon en
el medio de cultivo estandar, y después de alcanzado el equilibrio radiactivo se midi6 su

concentracion. Posteriormente se extrajeron 5 ml y se depositaron en una placa Petri.
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Por fin, usando la cadena de espectrometria gamma se midid la poblacion del

. 214y .
descendiente “ "Bi cada 3 minutos.

Por otra parte, a partir de la concentracion inicial de radén en equilibrio se
resolvieron las ecuaciones de Bateman bajo la hipotesis de que el gas se escapa. Por

tanto, si en las eq 2.22, se cumple que Ny(0) = 0 quedan de la forma:

dt (2.28)

(los subindices tienen el mismo significado que anteriormente)

Su resolucion numérica a intervalos de 3 min proporciona las poblaciones

teoricas de 2'*Pb y 2'*Bi en los instantes de medida si no hubiera radon en el medio.

En la Figura 2.7 se muestra la comparacion entre los contajes medidos de *'*Bi,
y los calculados teoricamente. Dicha comparaciéon verifica la hipotesis de ausencia de
radon en el medio, y por lo tanto de su nula contribucion a la dosis absorbida por el

cultivo.
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Fig. 2.7: Comparacion teérico-experimental para el *'*Bi
218 214

Asi, al contribuir tinicamente los emisores alfa

de experimentos vendra dada por:

D= [[[E,(*"P0)- 4, N,(1) +E, (“P0) - 1, N, (et

donde las poblaciones Ny(t) del *'*Po, y N,

soluciones analiticas de las eq. 2.28, que son:

N,(t) = N,(0)-e~

Po y “"Po, la dosis en este tipo

(2.29)

(t) del *"*Po corresponden a las

A A
N,(t)= N,(0)-e =" - ——-N,(0)- e =" + —— N, (0)-e "'
2() 2() /12_/11 l() +/12_/11 l()
N,(t)= N,(0)-e *' - —2—.N,(0)-e ' + h A N, (0)-e*
} } 13_/12 ? /12_/11 13_/12 :
}“1 /12 —Ast /12 — At }“1 12 — At
: ‘N, (0)- e+ —2—.N,(0)-e™ ' - : N, (0)-e
/12_/11 /13_/11 1 /13_/12 ? /12_/11 /13_/12 1
/11 /12 —At
: ‘N, (0)-e™
+ﬂ“2_il /13_11 1()
(2.30)
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Introduciendo estas soluciones en la eq. 2.29 se obtiene que la dosis total resulta
un conjunto de constantes que multiplicana A, - N,(0),4, - N,(0),4, - N,(0), es decir, a

las actividades iniciales de los isotopos >'*Po, *'*Pb y *'*Po. Ya que inicialmente se
cumple la condicion (eq.2.23) de equilibrio radiactivo entre el radon y sus
descendientes, se obtiene que la dosis es proporcional a la concentracion inicial de
radon disuelto en el medio de cultivo. Como puede apreciarse en la Figura 2.8, la tasa
de dosis no es constante durante la irradiacion. Debido a la ausencia de radon, la tasa
disminuye hasta practicamente cero después de 200 minutos, y la forma de la curva

Ny L 218 214
resulta como combinacion de las curvas de decaimiento del “ "Po y el “ "Po.

Tasa dosis vs. Tiempo

Tasa (1E-6 Gy/s)

0 50 100 150 200

Tiempo (min)

Fig. 2.8: Evolucion de la tasa de dosis en cultivos realizados en placas abiertas (caso

MCF-7)

3.1.- Microdosimetria o

La mayor parte de los estudios sobre efectos de las radiaciones ionizantes en
poblaciones celulares se han hecho utilizando rayos X o y como agentes de interaccion.
Tanto la radiacion X como la radiacion y se manejan facilmente con distintos
dispositivos de irradiaciéon y producen en el blanco dosis homogéneas que son
directamente medibles. En cambio, la irradiacién usando particulas o ha sido mucho

menos utilizada. Contrariamente a lo que ocurre con las radiaciones de baja
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transferencia lineal de energia (LET), el uso de particulas a estd dificultado por la

atenuacion que sufren antes de llegar al blanco, por la posibilidad de liberar dosis no

homogéneas y por la necesidad de calcular las dosis producidas, dificilmente medibles.

Sin embargo, y a pesar de los problemas que conlleva la irradiacion, existen
buenas razones para utilizar particulas a como forma de interaccion. Estas estan basadas
en el hecho de que las particulas a producen efectos que son diferentes, al menos
cuantitativamente diferentes, de los producidos por las radiaciones X o y. Cuando la
dosis promedio en un cultivo celular es pequefia, la irradiacion con particulas o no
produce una distribucion homogénea de la dosis, sino que un numero reducido de
células pueden recibir cantidades de energia elevadas. En estas condiciones se puede
calcular que la dosis que puede recibir un nucleo celular es superior a 1 Gy [UNSO00b],

mientras que la mayoria de las células no recibe dosis alguna.

Posiblemente debido a las anteriores caracteristicas microdosimétricas, las
particulas o y otras radiaciones de alto LET producen efectos cuantitativamente
distintos de los que producen las radiaciones gamma cuando interaccionan con el DNA
celular. Asi, mientras las radiaciones de baja LET producen principalmente dafios en
bases o roturas de cadena sencilla, las particulas a producen mas frecuentemente roturas
de doble cadena [WARO95], mas dificiles de reparar, y con posibilidad de reparacion

dependiente de la tasa de dosis.

Esta caracteristica parece critica para determinar diferencias en la eficacia
biologica relativa de las particulas alfa con respecto a los rayos X o la radiacién v.
Especialmente en el rango de las bajas dosis, el valor de RBE que se asigna a las
particulas a no estd bien determinado sino que depende de la respuesta bioldgica que se
estudie [BAV98]. Asi, para efectos producidos por muerte celular la eficacia de la
radiacion o toma valores dependientes del tipo de células, usualmente menores que 10
[ICR89]. En cambio, para la induccién de aberraciones cromosémicas en linfocitos
humanos se obtienen valores de 18 [EDWS80] e incluso, en experiencias de intercambio
de cromatidas hermanas se observan efectos no observados con radiacion gamma, lo
que implicaria un valor de infinito de la RBE [AGHS88]. Todavia, el efecto relativo de

las particulas a con respecto a los rayos x para la estimacion de riesgos de aparicion de
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efectos tardios [ENG99] es dudoso a pesar de ser un valor necesario en el calculo de las
dosis equivalentes por la poblacion a partir de la dosis absorbida calculada por distintos

modelos de simulacion de irradiacion de los pulmones por descendientes del radon.

Como se ha mencionado, el corto alcance de las particulas alfa con respecto a las
radiaciones de menor LET supone la mayor diferencia a tener en cuenta al valorar los
efectos producidos por unas y otras. En medio acuoso, este alcance suele ser menor de
90 pum, resultando del mismo orden de magnitud que el tamafio de las células irradiadas
in vitro. A dosis suficientemente altas, esta caracteristica no introduce nuevas
consideraciones dosimétricas con respecto a las radiaciones X o y, ya que puede
considerarse que la deposicion de energia resulta también homogénea en todo el cultivo
celular. No ocurre lo mismo cuando un cultivo o tejido es irradiado con dosis bajas de
particulas alfa, ya que el corto alcance de éstas hace que las deposiciones de energia
tengan una fuerte variacion espacial. Asi, el concepto de dosis total absorbida como
promedio de todas las microdosis absorbidas en el cultivo adquiere una significacion
distinta. El conocimiento de la dosis total puede no resultar suficiente para comprender
los efectos que se observan. En este sentido, se observa que distintas distribuciones
microscopicas de energia depositada, correspondientes a dosis totales idénticas, dan
lugar a niveles significativamente diferentes de muerte celular. Esto hace que resulte
necesario el uso de métodos microdosimétricos para abordar el estudio de los efectos

inducidos por bajas dosis de radiacion de alta LET.

Para ilustrar estas particularidades de las bajas dosis de radiacion alfa se
describiran brevemente los fenomenos que se pueden producir a escala tisular (o de
grupos celulares in vitro) y celular, asi como las magnitudes empleadas para abordar su
estudio. Para ello, nos fijaremos en pardmetros que describen las curvas de

supervivencia celular tras la irradiacion.

Cuando un cultivo celular in vitro es irradiado con particulas alfa, pueden ocurrir
distintas situaciones en cuanto a la deposicion de energia como se esquematiza en la
Figura 2.9. Algunas células no sufrirdn interaccion directa (deposicion de cierta
cantidad de energia en el volumen celular) con ninguna particula alfa. Otras podran ser
alcanzadas tangencialmente con la minima deposicion de energia. Y otras sufrirdn

interacciones directas con una o mas particulas alfa. La proporcion de células en cada
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una de estas situaciones sera muy variable en funcion de la dosis total administrada y,
en definitiva, dependiendo del numero total de particulas alfa emitidas en el cultivo. A
dosis muy bajas, el porcentaje de células alcanzadas directamente sera muy bajo como
se vera posteriormente. Esta primera aproximacion al cultivo puede correlacionarse con
la curvas de supervivencia y, en concreto, con el parametro de supervivencia

poblacional Dy.

QA AR
& o KL

Fig. 2.9: Esquema simplificado de interaccion entre particulas alfa emitidas en el medio de cultivo y las

células. Los nucleos celulares se esquematizan como ovoides dentro de las células.

Si se realiza una aproximacion a escala celular, se constata que la energia
depositada por una particula alfa en una unica célula podréa ser altamente variable. A
esta escala, en lugar de dosis absorbida, se emplea la magnitud microscopica energia

especifica (z).

Esta puede definirse como:

z= (2.31)

3o
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donde m es la masa del blanco (célula) y € es la energia depositada por la particula alfa
en su recorrido por el interior de la célula. Como puede apreciarse en la Figura 2.10,

este valor es muy variable,

Fig. 2.10: Trayecto de deposicion de energia en la célula

y puede calcularse como:

siendo ((il—Ej la pérdida de energia por unidad de recorrido de la particula alfa al
X

atravesar un determinado material, es decir, transferencia lineal de energia para

particulas alfa [ICR98].

A esta escala, el pardmetro de supervivencia celular poblacional Dy no resulta
suficientemente preciso, siendo necesario definir una pardmetro mas fundamental. Este
es el parametro de supervivencia celular individual z). Mientras que Dy es funcién de la

geometria emisor-blanco, es decir, de la distribucion de energia especifica dentro del
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cultivo, zy depende tinicamente de la calidad de la radiacion y de la sensibilidad celular

[ROE99].

Diversos estudios en este campo [ROE97] estdn encaminados a disefiar modelos
que sirvan para correlacionar parametros microdosimétricos con observables
macroscopicos como la supervivencia celular o la radiosensibilidad de distintos tejidos.
Estos trabajos estdn enfocados a relacionar zy con Dy, cuya complejidad matematica
aumenta con la exactitud de los modelos empleados. Este tipo de estudios resulta de
interés en aplicaciones terapéuticas de la radiacion alfa. El principal uso en este sentido
es el tratamiento local de metéstasis cancerosas. Los métodos microdosimétricos
permiten predecir curvas de supervivencia celular para diferentes configuraciones entre
emisores y blancos, pudiéndose estimar el porcentaje de células alcanzadas por una o

mas particulas alfa, o no alcanzadas por ninguna.

Como se muestra a continuacion, se ha realizado una simulacidon tipo
Montecarlo para estimar el porcentaje de células que sufren interaccion en los modelos

experimentales utilizados.
3.2 .- Simulacion Montecarlo

Disefiando un programa basado en la generacién de nimeros aleatorios se ha
estimado el porcentaje de células en cultivo alcanzadas por una emision alfa procedente
de emisores disueltos en el medio y homogeneamente distribuidos en ¢l. Las variables
empleadas en la computacion son las posiciones de emisores alfa y células, el radio
celular R y la concentracion de emisores en el medio. Como constantes se utilizan las
constantes de deintegracion radiactiva de los is6topos mRn, 218P0, 218Ac, 2l4py y 214Po,
el alcance de particulas alfa en medio acuoso (60um) y la concentracién de células en

los cultivos.

Partiendo de una concentracion inicial de emisores disueltos en el medio (dada
por la concentracion inicial de radon en equilibrio con sus descendientes) se contemplan
dos posibilidades. La primera es la desaparicion de todo el radon al comienzo de los
experimentos (como es el caso de las experiencias realizadas con fibroblastos y MCF-

7), y la segunda la presencia de radon durante todo el experimento (caso de las
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experiencias con CD-34+). En el primer caso, todos los descendientes decaen durante el
experimento, por lo que el numero total de emisiones alfa se calcula directamente a
partir de las poblaciones iniciales de equilibrio. En el segundo caso, la presencia de
radon hace que la tasa de desintegraciones se mantenga practicamente constante durante
todo el experimento, con lo cual basta calcular el nimero de emisiones alfa que se
produce en un minuto y extender los célculos realizados a en ese intervalo a la duracion

del experimento.

Una vez introducida la concentracién inicial de emisores se generan
aleatoriamente las posiciones de emisores alfa y células en un volumen determinado.
Estas posiciones se generan a partir de una funcion de distribucion uniforme, excepto en
el caso de simulacion de experimentos en los que las células crecen adheridas al fondo
de las placas de cultivo, en el cual se supone una componente vertical nula al generar las

posiciones celulares.

Una vez generadas estas posiciones se calculan las distancias entre cada emisor
y todas las células. Estas distancias sirven para estimar la probabilidad de que una
particula alfa emitida a distancia d de una célula, interacciones con ésta. El célculo de

estas probabilidades de interaccion individual se realiza de la siguiente manera:

Sid>A = p=0

Si R<d<A= p=—— =

Sid<R = p=1

donde p es la probabilidad de interaccion de la particula alfa con la célula
situada a distancia d del emisor. En el caso de que la célula se encuentre a una distancia
menor que el alcance de la particula alfa, la probabilidad de interaccion se evaltia por

comparacion de angulos solidos. El angulo sélido con el que subtiende la célula de radio

. . . . -R? .
R(supuesta esférica) desde el emisor a distancia d, es ﬂd—z, y el angulo solido total

de emision de la particula alfa (considerando igualmente probable la emision en

cualquier direccion) es de 4n. Por lo tanto, el cociente de ambas (emision en direccion
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favorable/emision en direccion posible) correspondera con la probabilidad buscada.

(Fig. 2.11)

Una vez calculadas las probabilidades individuales basta normalizar el resultado
al numero total de células presentes en el experimento para obtener el porcentaje de

células alcanzadas por una o mas particulas alfa emitidas en el medio.

Resultados

Introduciendo concentraciones iniciales del orden de la utilizadas en nuestros
experimentos (10° Bq/l) y radios celulares entorno a 10 pum se obtuvieron bajos
porcentajes de interacciones directas en todos los casos. En la simulacién de
experimentos en ausencia de radon y células pegadas al fondo de las placas de cultivo
(fibroblastos y MCF-7) los resultados fueron menores del 1%. En el caso de
experimentos de mayor duracidon, con células en suspension y presencia de radéon

(CD34+) este porcentaje llegd hasta valores del 10%.
Cabe resefiar que si se reducen los radios celulares hasta el valor tipico del

nucleo celular para calcular los mismos porcentajes de interaccion en nucleos estos

porcentajes se reducen hasta el 0.01% en el primer caso y 2% en el segundo.
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A
Numeros Aleatorios A
- Posiciones células
- Posiciones emisores Cilenlo distancias Calculo de probabilidades
emisor-célula (d) de interaccion por comparacion de
A— angulos solidos
Variables
- Radio celular (R)
- Alcance alfa (A)
- Concentracion emisores
- N° células (N)
Fig. 2.11: Esquema del programa de simulacion Montecarlo
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