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Introduccion

La interaccién de la radiacidn con sistemas bioldgicos es un tema interesante de investi-
gacion en ciencias el cual permite la combinacion de Fisica, Quimica y Biologia. El efecto
de la radiacién en materia viva e inerte depende, en primer lugar, de la dosis absorbida, es
decir, la energia depositada en la masa irradiada. Sin embargo existen diferencias impor-
tantes en la magnitud del efecto producido por dosis iguales impartidas por radiaciones
diferentes. Las teorias microscdpicas de interaccion de radiacion ionizante con materia
postulan que estas diferencias se originan en la diferente densidad de ionizacién a lo largo
de la trayectoria de la particula ionizante. Debido a lo anterior las técnicas de medicién
de dosis deben considerar el tipo de radiacion empleado.

El objetivo de este trabajo es e} desarrollo de protocolos para medir la energia ab-
sorbida al irradiar con luz UV (254 nm) y radiacién jonizante (rayos 4 de ®°Co y particulas
A de P8r), Estas técnicas se aplicardn al estudio de la respuesta de hifas del hongo Neu-
rospora crassa a los diferentes tipos de radiacidn.

En el capitulo I se presentan los conceptos necesarios para comprender los distintos
mecanismos de interaccion de la radiacién con la materia para poder llevar a cabo la
medicion de la dosis, tomando en cuenta que estas radiaciones corresponden a luz, ra-
diacion electromagnética ionizante y particulas cargadas.

Los elementos que sirven de base al planteamiento que se da a lo largo del trabajo
se dan en el capitulo 11, Debido a que se trata de calcular la dosis que reciben las hifas,
los conceptos a tratar son de dosis absorbida, equivalente de dosis y eficiencia bioldgica
relativa. En la parte experimental, para medir la dosis recibida por radiacién ionizante se
usaran dosimetros termoluminiscentes de fluoruro de litio comerciales (TLD-100), dado
que tienen una respuesta lineal en el intervalo de dosis utilizado. Debido a ello se incluye
en el capitulo Il una descripcion del proceso termoluminiscente, equilibrio de particula
cargada y el proceso de calibracidn, los cuales son imiportantes en mediciones dosimétricas.

En el capitulo Il se incluye una descripcién breve del sistema biolégico (Neurospora
crassa). Se explica la composicion y estructura de la célula del hongo y las caracterfsticas
mas inportantes de las hifas del hongo Neurospora crassa. Ademis, se mencionan los
resultados reportados en experimentos similares, usando tuz UV o radiacién ionizante.



El objetivo del capitulo IV es describir el procedimiento que se siguié para obtener las
condiciones bajo las cuales se irradié con luz UV, rayos v y particulas 4. En si, la deter-
minacién de las caracteristicas en la zona de irradiacién como homogeneidad y tamano
del haz. Ademds en este capitulo se incluyen algunas caracteristicas y propiedades de la
fuentes. '

El capitulo V basicamente se refiere al sistema bioldgico Neurospora crassa, en el cual
se describen las condiciones en las cuales se cultivé el hongo y la manera en que se rea-
lizaron las medidas de tasa de crecimiento. Debido a esto se mencionan algunos factores
que pueden afectar su crecimiento, asi como la definicién de respuesta para cada tipo de
radiacion,

Las curvas Dosis-Respuesta o Dosis-Fluencia encontradas para las hifas de Neurospora
crassa irradiadas con radiacion ionizante y luz UV, respectivamente, se dan en el capitulo
VI. Ademas se incluyen otros resultados relacionados con la respuesta de las hifas a ra-
diacién ionizante.

En el capitulo VII se presentan y discuten las conclusiones.



Capitulo I

Interaccion de la radiacion con la materia

El interés de este capitulo es explicar los diferentes tipos de interaccion con la materia
debido a radiacién indirectaimente jonizante (rayos ), directamente ionizante (rayos ) y
luz UV. Para radiacién electromagnética se explica con la ayuda de la figura 1.2, cémo la
seccidn eficaz depende de la energia y del medio. Ademds se menciona cdmo estin dadas
las secciones eficaces para algunas regiones (UV, IR y rayos ), se hace énfasis en el orden
de magnitud de éstas para UV y rayos 4. También se definen las entidades fisicas que
relacionan al medio y al tipo de radiacion ionizante (directa o indirecta).

1.1  Introduccién

Se sabe que, dependiendo de la energia del foton, éste interacciona de diferente forma
con la materia. Para cada interaccion se tiene una seccién eficaz o (o coeficiente de ab-
sorcion «) que dependerd de la energfa del fotén y del medio,

Debo mencionar que en este trabajo se utilizo radiacién UV de onda corta (254 nm) y
rayos v de una fuente de % Co (1.17 y 1.33 MeV); debido a eso se enfocari la explicacion
en el intervalo del UV, el cual se extiende desde 4000 A a 100 A (3-120 eV) y en el
intervalo de los rayos 4 que abarca desde 10* eV hasta alrededor de 10° eV. En la Figura
I.1 se muestran los diferentes intervalos de energfa, longitnd de onda y frecuencia en que
se divide el espectro electromagnético de fotones, asi como el nombre con el cual se conoce
cada intervalo.

1.2 Seccion eficaz molecular para fotones

La forma de la curva que se obtiene al graficar el coeficiente de absorcidn contra
energia o frecuencia, ete. se puede explicar con los resultados mds simples que son validos
en los extremos de energias;

1) a energias bajas, es decir cuando la longitud de onda es mucho mayor que el tamaito
molecular y
2) a energias “altas”, energfas mucho mayores que el umbral de ionizacion pero energias



muchisimo menores que mgc? (no hay produccién de pares).

En la figura 1.2 se muestra una grafica del coeficiente de absorcion en agua como
funcion de la frecuencia. Adends se indica sobre la escala horizontal una escala de ener-
gias (flechas) y una escala de longitud de onda (lineas verticales). También se indica la
region del visible con lineas discontinuas. Notar que las escalas horizontales y vertical son
logaritmicas.

En el limite de energias bajas o longitudes de onda grandes se cumple la aproximacién
dipolar (la molécula tiene un momento dipolar permanente o inducido), de este modo,
solamente contribuye una onda parcial simple, £ = 1. Existen dos tipos de dipolos, el
molecular y el atdiico. El molecular (como en H,0) corresponde a vibraciones molecu-
lares con excitaciones eleetrdnicas, estas excitaciones ocurren a ~ 1/2 eV o menos, por
lo que corresponden a resonancias en el infrarrojo. El dipolo atémico indica excitaciones
atomicas, las cuales ocurren a unos pocos eV, 'y corresponden a resonancias en el UV.
Justamente esto hace la atmésfera terrestre ya que absorbe fuertemente en el infrarrojo
y en el UV, pero teniendo entre estas dos resonancias “la ventana dptica”, tal como se vé
en la figura 1.2,

La absorcion para el visible estd dominada por la seccidn eficaz eldstica de Rayleigh,
que depende como w* [Jackson, 1975], la cual es el extremo de bajas energfas de la reso-
nancia de] UV.

Mas alla del UV disminuye la seccion eficaz de la resonancia del UV hasta alcanzar
las excitaciones de los electrones mds internos, esto ocurre a energias de los rayos X;
la aproximacidn dipolar aln es vdlida, son méds pequefias las secciones eficaces que las
secciones eficaces del UV por el factor 1/w? [Kraner, 1988], si comparamos keV con eV,
estan por debajo de un factor de 10°, por lo que se explica que los rayos X sean mucho
mas penetrantes que la luz UV,

Mas alld de todas las energias de ionizacion los electrones son considerados como
electrones libres estando ahora en los limites de la aproximacion dipolar, si la energia del
foton es mucho menor que mgc = 511 keV la seccidn eficaz por electrén esta dada por
la férmula de Thomson [Jackson, 1975]. A energias mayores la seccién eficaz por electron
dada por la formula de Thomson no es vélida y se utiliza la seccién eficaz dada por la
ecuacién de Klein-Nishina [Attix, 1986] (efecto Compton).
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1.2.1 Atenuacién de los rayos gamma [Attix, 1986]
Coeficiente de atenuacion lineal

Un fotén puede interaccionar con la materia a través de cualquiera de los diferentes
tipos de interaccion, si esto ocurre el fotén desaparece del haz original incidente, Debido
a esto la radiacion electromagnética sufre a lo largo de su trayectoria en un medio una
atenuacion de intensidad y no un cambio de energia. La intensidad (mimero de fotones
por cm?s) de un haz monoenergético de fotones, cuya intensidad original es Iy, después
de atravesar un grosor x es

I = lpe™* (1

donde p es ¢l coeficiente de atenuacion lineal para fotones de la energia en consideracion,
El coeficiente de atenuacion lineal representa una probabilidad de interaccidn en el medio.

El coeficiente de atenuacion lineal puede ser determinado experimentalmente para
un material dado interponiendo espesores del material entre la fuente de radiacién y un
detector.

Coeficiente masico de atenuacion

El coeficiente mdsico de atenuacion (u/p) es, para un dado material y radiacién indi-
rectamente ionizante, el cociente entre dN y el producto p, N y dl, donde N es el ntimero
dle particulas incidentes sobre una capa de grosor dl y densidad py dN es el niinero de
particulas que sufren alguna interaccién dentro de la capa.

g LdN
p pN dl @)

Coeficiente masico de transferencia de energia

El coeficiente misico de transferencia de energia (pu,/p) es, para un dado material y
radiacion indirectamente ionizante, el cociente entre dEy, y el producto de E, py dl. E es
la siuma de las energias (excluyendo las energias en reposo) delas particulas indirectamente
ionizantes que inciden normalmente sobre una capa de grosor dl y densidad p y dE,, es
la suma de las energias cinéticas de todas las particulas cargadas liberadas en esta capa
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Coeficiente masico de absorcién de energia

El coeficiente masico de absorcién de energia (ji../p) es, para un dado material y
particulas indirectamente ionizantes, (y,./p)(1 = G) donde G es la proporcion de la
energia de las particulas cargadas secundarias que se pierde como radiacion de frenado
(bremsstrahlung) en el material.

Eﬁi:%(x-(,‘) (4)

1.3 Interaccién de particulas /3 con la materia

A través del campo electromaguético debido a su carga, los electrones sufren tres tipos
principales de interaccion al atravesar un medio:

a) Colisiones ineldsticas con electrones atémicos. Son el mecanismo predominante por
el cual una particula beta rapida pierde energia cinética en un absorbente, Como resultado
de ellas, uno o mds electrones atdniicos experimentan una transicion a un estado excitado
(excitacion) o a un estado no ligado (ionizacion).

b) Colisiones elasticas con el micleo y electrones atémicos, El electrén incidente es
deflectado sin irradiar y sélo pierde la energia cinética necesaria para conservar el monmento
lincal,

c) Colisiones inelasticas con el nicleo atdmico. En este caso, el electrdn es deflectado,
se emite un cnanto de radiacion (radiacion de frenado) y una cantidad equivalente de
energia cinética es perdida por las particulas participantes,

El tipo de interaccion que predomine dependerd de la energia de los electrones.

Los electrones, a diferencia de particulas pesadas, no tienen trayectorias rectas y bien
definidas, sino zigzagneantes, esto es, la trayectoria de cada electrdn es azarosa, lo mismo
que la longitud total de dicha trayectoria. Las variaciones que existen en la longitud se
deben a que los electrones van chocando con electrones orbitales del material, y no se
frenan hasta ceder toda su energia.



Cuando los electrones chocan con los electrones orbitales, les ceden parte de su energia,
y si esta energia es suficiente, el electron orbital abandona su atomo y lo deja ionizado, el
electron incidente sigue ionizando a lo largo de su trayectoria hasta ceder toda su energfa.

1.3.1 Poder de frenado [Attix, 1986)

La energia perdida por unidad de longitud de trayectoria z por una particula cargada
de tipo Y y energia cinética 7', en un medio de nitmero atémico Z, es llamada el poder de
frenado (dT/dz)y 1,7, las unidades tipicas del poder de frenado son MeV/em o J/m. Divi-
diendo el poder de frenado por la densidad p del medio absorbente, resulta una cantidad
llamada el poder de frenado mdsico (d1'/ pdr); sus nnidades son MeV cm?/g o J m?/Kg.

Cuando uno estd interesado en el destino de la energia perdida por las particulas
cargadas, el poder de frenado puede ser subdividido en el poder de frenado de colisién
(dT/dzx), y el poder de frenado de radiacion (dT'/dr),. La energia gastada en forma
radiactiva es llevada por los fotones lejos de la trayectoria de la particula cargada, mientras
que la energia gastada en interaccion por colision produce jonizacién y excitacion, la cual
contribuye a la dosis cerca de la trayectoria,

Transferencia lineal de energia (LET) [Kiefer, 1990]

Estd definida como la cantidad de energia absorbida localmente por unidad de lon-
gitud, la unidad usual para LET es keV/um. El atributo “localmente” es de especial
importancia ya que sélo se considera la energia que produce ionizacidn y excitacion en el
sitio de interés, excluyéndose la energia cinética de las particulas que salen de él. En el
caso de particulas cargadas se especifica un limite de energia A (100 eV) por debajo del
cual la transferencia de energia a electrones secundarios es considerada local. El poder
de frenado (d7'/dxr) anteriorimente definido es numéricamente ignal a LET,, es decir, sin
restriccion en la energia transferida. Sin embargo, hay diferencias conceptuales: el poder
de frenado cuantifica la energia perdida por una particula, mientras que el LET se refiere
a la energia depositada en ol medio.

Poder de frenado masico de colisién para electrones

Esta pérdida de energfa se debe a la interaccién coulombiana que sufren los electrones
incidentes con los electrones del material irradiado. Cuando los electrones tienen ener-
gias de hasta 0.5 MeV, la razon de pérdida de energia debida a la colisidn ineldstica es



proporcional a 1/v? por lo que:

aT\ 1Nz
dr), v A

en donde v es la velocidad del electrdn,

Existe otra cantidad que en ocasiones es mas iitil que el poder de frenado de colisidn,
el poder de frenado de colision masico y estd definida como

dry i
pde) ~— p\de),

en donde p es la densidad del material irradiado.
Esta cantidad da la pérdida de energia que sufren los electrones por unidad de masa,
multiplicada por el drea en que inciden los electrones.

Poder de frenado mésico de radiacion

Los electrones son suficientemente livianos para generar radiacion de frenado signi-
ficativa, la cual depende del inverso al cuadrado de la masa, para particulas de igual
velocidad. La razon de la produccién de radiacion de frenado por electrén esta expresada
por el poder de frenado mdsico de radiacion (dT'/pdzr), en unidades de MeV cm?/g, o

cual es proporcional a: .
dT Ny 2 2
— ) ~——(T+m,c 5
( p dz)' A ( o) ()
donde
Z = mimero atomico del elemento irradiado
m,c® = energia en reposo del electrén (0.51 MeV)
T = energia del electron,



Alcance

La penetracién de los electrones en la materia es diferente a la de las particulas mas
pesadas debido a que pueden perder gran parte de su energia en una sola colisién con un
electron atdmico o al emitir un cuanto de radiacion.

Para los electrones el largo de la trayectoria S y el alcance son muy diferentes (figura
1.3). En este caso, el concepto de alcance esta asociado al de grosor del absorbente
necesario para que el electron apenas lo pueda penetrar. La definicién adoptada para el
alcance medio R es el grosor de una capa de absorbente que reduce el mimero de electrones
emergentes a la mitad del valor del haz inicial. Para un haz de electrones iucidentes ini-
cialmente monoenergéticos el alcance medio es aproximadamente la mitad del promedio S,

Entre las muchas expresiones empiricas para R (en g cm?) como funcién de la energia
T del haz de electrones menciono la de Katz y Penfold [Katz y Penfold, 1952):

R=0412T"
con n=1265~0004InT para 0.01<T <3 MeV

R= 05307 - 0.106
para 2.5< T <20 MeV

11
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Fig. L3. Diagrama indicando las posibles trayectorias de dos particulas livianas con
la misina energfa inicial en un absorbente grueso. El promedio R esta bien definido,
aproximadamente la mitad del largo de trayectoria promedio S.



Capitulo II

Dosimetria

Con el abjeto de poder evaluar el daiio o interaccién producido por la radiacién ioni-
zante en la estructura de un medio, se introducen los conceptos de dosis, equivalente de
dosis y eficiencia biologica relativa. Para poder medir la energia depositada en el medio
se utilizan dosimetros termoluminiscentes (TLD), se explica en qué consiste el proceso TL
y cémo realizar una calibracion con una fuente de *Co,

2.1 Dosis absorbida
2.1.1 Definicidén

La dosis absorbida (D) es ¢l cociente entre de y dm donde de es el valor medio de la
energia impartida por radiacién ionizante a la masa dm de materia en un elemento de
valunien,

de
D= p (6)
La energia impartida (¢) es una cantidad estocastica igual a la diferencia entre la suma
de las energias cinéticas de todas las particulas directa e indirectaniente jonizantes que
han entrado a un volumen ((Hin )y + (Rin)e) v 1a suma de las energias cinéticas de todas
aquellas que han salido de ¢l (( Rout)u + (Rout)e) mds la energia total derivada de la masa
en repasa (1Q) en el volumen;

€= (”'m)u - (Rout)u + (Rx‘u)c - (Rou!)\* + ZQ (7)
Se considera Y.Q positiva si la masa se transforma a energia y negativa si la energia

se transforina a nasa.

Las unidades de dosis sou, la tradicional | rad y la del sistema internacional 1 Gy, la
equivalencia entre ellas es

I Gy =1 J/Kg = 100 rad (8)
I rad = 107%CGy = 1 ¢Gy (9)
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2.1,2 Tasa de dosis absorbida

La tasa de dosis absorbida (D)) en un punto P y tiempo ¢ esta dada por:

. dD _d [ de
D=7r=d7(7;) (19

2.1.3 Equivalente de dosis y RBE

El equivalente de dosis H, estd definido como
H = DQN (11)

donde D es la dosis absorbida, @ cs el factor de calidad y N es el producto de todos los
otros factores modificadores (comunmente es asignado el valor de 1) [Attix, 1986).

El factor de calidad @ es una variable adimensional, factor de peso que aplicado a la
dosis da una estimacion del dafio relativo de diferentes tipos y energias de la radiacién ioni-
zante. Los valores de ) estin seleccionados de valores experimentales del RBE (eficiencia
bioldgica relativa). RBE es el cociente entre una dosis absorbida de cierta radiacién de
referencia (dosis de rayos X o y) y la dosis absorbida de la radiacién en cuestion requerida
para producir efectos biologicos idénticos en un organismo o tejido [Shapiro, 1990},

2.2 Equilibrio de particula cargada EPC

Existe equilibrio de particula cargada (EPC) para un volumen v si para cada tipo y
energia de particula cargada que deja a v es remplazado por otra particula idéntica de la
misma energia que entra a v (fig. 1L.1).

Si existe equilibrio de particula cargada se satisface la ecuacion
(Rin)e = (Row)e (12)

(Rin)c es la encrgia que entra al volumen v debido a particulas cargadas y (Rout)c €s la
energia que sacan las particulas cargadas del elemento de volumen v.

En la practica, para tener EPC, es necesario rodear el medio en el que se mide la dosis
con un material que produzca electrones secundarios equivalentes a los que se producen en
el medio y que salen de él. Para ello, el material utilizado debe tener un niinero atémico
Z lo mas parecido posible al del medio y un grosor al menos igual al méximo alcance de
los electrones secundarios producidos en el medio irradiado.
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Fig. IL1. Hustra un ejemplo de EPC, donde el electrén e; entra al volumen v con
una energia cinética T' igual a la energia llevada por el electron e, ademads se muestran
otros dos casos; puede que e; emita un fotdn, entonces e deberia emitir un foton idéntico.

2.3 Relacion entre fluencia y dosis para radiacion electromagnética

Para tener una idea del perfil seguido por la dosis absorbida con el incremento en la
profundidad dentro de un medio, se considera primero la dosis, D;, en la superficic del
medio, la cual estd dada por [Carrillo, 1993)

_ Hen

D; = T'/)-‘ (13)

donde s,y es el coeficiente de absorcion de energia del medio, p la densidad y ; la fluencia
que incide en el medio.

Asi, la dosis a la profundidad © en el medio estd dada por

D(x) = Die "o (14)



a su vez, la dosis absorbida promedio en una capa de espesor z estd dada por;

[D)s
D(z) = Lo = 2= D) (15)
l{dx HenZ

teniendo que la relacion entre fluencia y dosis es

D) = L2y, (L20) (16)

fenil

2.4 Dosimetria termoluminiscente
2.4.1 Proceso termoluminiscente

El volumen sensible de un dosimetro termoluminiscente (TL) consiste de una masa
pequeiia (~ 1 — 100 mg) de material dieléctrico cristalino con impurezas convenientes que
Jo hace desempenarse como un fésforo termoluminiscente, Las impurezas, que pueden es-
tar presentes en cantidades pequeiias, suministran dos clases de centros o imperfecciones
en la red cristalina, los cnales son [Attix, 1986):

a) Trampas.- para los electrones y *huecos” (defecto de carga negativo) las cuales
pueden retener a los portadores de carga en un potenceial eléctrico por periodos largos de
tientpo;

b) Centros luminiscentes.- localizados en cualquicra de las dos trampas, la del electrdn
o la del “lneca™, en los cuales se emite luz cuando se permite que el electrén y el “hueco”
se recombinen.

La figura 11.2 es un diagrama de energias ilustrando el proceso termoluminiscente: (A)
tonizacion por radiacion y trampas del electrén y hueco; (B) el calentamiento libera al
electén, permitiendo el proceso termoluminiscente.
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Fig. 112 Diagrama de energias ilustrando el proceso termoliminiscente.

Del lado izquierdo (A) se muestra un evento de jonizacion enviando al electrdn a la
banda de conduccion, donde éste emigra a una trampa para el electrdn (por cjemplo un
sitio en Ja red cristalina donde un jon negativo estd ausente), El “hueco” emigra a la
trampa del “hueco™. A temperatura ambiente estas trampas serdn suficientenente pro-
fundas en terminos de energia potencial para hopedir el eseape del electron o del “hueco”
por periodos largos de tiempu. Se fibera cualquiera de los dos cuando el dosimetro es ca-
lentado. A Ja derecha en la figura (B) se muestra el efecto del calentamiento, Suponetnos
que el clectrén es el primero que se libera, porque la trampa del electrén en el fésforo
es menos profunda que la trampa del *hueco”.  El electrén entra a la banda de con-
duccion y emigra a la trampa del “hueco” la cual se supone que actia como un centro
luminiscente, en este casa la recombinacion estd acompaiada por Ja liberacién de un foton,

La probabilidad de eseape por segundo p, para clectrones atrapados estd dada, en
términos de la temperatura absolwta T, por

p= 1/t = ae BT (17)

donde 7 es la vida media en Ia trampa, a el factor de frernencia, E la energia de la trampa
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(en V) y k es la constante de Boltzman [Randall y Wilkius, 1945]. Supeniendo valores
constantes para k, F2 y o tenemos que si T aumenta, aumenta p y decrece 7. Asf al
annientar la temperatura lincalmente en el tiempo, empezando a temperatura ambiente,
habrd un incremento en la tasa de escape de electrones atrapados, que serd midxima a una
temperatura Ty, disminuyendo gradualmente al irse agotando el nimero de electrones
atrapados. Sea q la tasa de calentamiento (°C/seg) uniforme, suponiendo que al irse ca-
lentando el cristal la intensidad de luz emitida (seial TL) es proporcional al nimero de
electronies que cscapan, a la temperatura T), se tendra un imdximo o pico en la curva de
brillo (fignra 11.3), que es una grafica de seiial TL contra temperatura o tiempo. Si hay
varias profundidades de trampas liabrd también varios picos en la curva de brillo,

En general, se tiene una mayor precision en las medidas dosimétricas realizadas con
fosforos TL si reciben un tratamiento térmico uniforme, reproducible y dptimo antes y
después de la irradiacion {Horowitz, 1990).



senial TL (nA)

18—

10—

temperatura °C

Fig. I1L.3. Curva de brillo termoluminiscente contra temperatura que resulta del ca-
lentamiento gradual de un fésforo TL irradiado que contiene una profundidad de trampa.

19



2.4.2 Calibracién de dosimetros TLD

La mayoria de los fosforos termoluminiscentes tienen un intervalo de dosis dentro del
cual la senal TL emitida por unidad de masa es proporcional a la dosis absorbida en el
{osforo con tal de ques

a) la transferencia lincal de energia (LET) de la radiacién permanezca baja o practicamente
constante, y

b) la sensibilidad del fésforo permanezea constante por nsar procedimientos de horneados
reproducibles, Ademds se supone que la respuesta del equipo lector termoluminiscente no
cambia y existe una alenuacion insignificante de la luz que escapa del {Gsforo durante el
calentamiento, siempre que la dosis permanczca en el intervalo lineal,

Calibracion con la fuente de %Co: Para toda radiacion de LET bajo, incluyendo rayos
]

X, rayos v y haz de electrones de energias superiores a ~10 keV, la dosis promedio en el

TLD puede ser

Drip = acoRl (18)
Fsta linealidad se utiliza para calibrar con una fuente de “Co (rayos v) previamente

calibrada en dosis, con la cual se obtiene la grifica de dosis contra su respuesta Re, (sefial
TL), para obtener el factor de calibracion aco, donde

_(Dnp

La eficiencia relativa de un dosimetro a wna radiacién de tipo & con respecto a una de
tipo € se define

TLk! Dy)
D, v
et = L5 (20)
Dy,

Dy y D¢ estan limitados a la region lineal de la curva dosis-respuesta para las radiaciones
k 'y € respectivamente. T'Li /Dy y T L/ Dy son las senales termolununiscentes por unidad
de dosis (sensibilidades) de los dosimetros, Se tiene 0 = 1 can k y € las radiaciones de
las fuentes de “Co y "5 {Horowitz, 1982).
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Capitulo III

Sistema biologico: Neurospora crassa

En este capitulo se describe la estructura y composicién de las hifas del hongo Neu-
rospora crassa que es el sistema biologico elegido para este trabajo. La eleccién se basé
en las ventajas que ofrece para su manejo en el lahoratorio y porque crece unidimensio-
nalmente con una tasa de crecimiento constante,

3.1 Seleccion Neurospora crassa

El género Neurospora, que es un hongo de la subdivision ascomicete, conocido connin-
mente como moho rojo del pan, ha sido objeto de numerosos estudios citoligicos, genéticos
y bioquimicos. La especie Neurospora erassa es particularmente interesante debido a las
ventajas que ofrece como organismo de investigacion, crece y se reproduce rapidamente,
y en un tiempo mucho wds corto que cualquier planta o animal produce varias genera-
ciones en las que pueden ser estudiados diversos procesos bioldgicos fmudamentales. Otra
caracteristica ventajosa que tiene trabajar con Neurospora es que es de ficil cultivo en el
laboratorio, ya que requiere de menos espacio y cuidados especiales gue otros organismos,
asi como de equipo menos especializado y costoso [Herrera, 1990].

3.1.1 Arquitectura

Las celulas de los hongos tienen las caracteristicas basicas de las células eucariontes
[Griffin, 1981}, estas células estin compnestas de (fignra 111.1):

La membrana celular.- es la estructura que limita a la célula y es a través de ella que
entran o salen sustancias y nutrientes, La membrana celular estd constituida por una
capa de grasas (lipidos) dentro de la cnal a diferentes niveles se encnentran implicadas
proteinas. Fsta constitucién hace que la célnla sea semipermeable.

Citoplasma.- Se encuentra envuelto por la membrana y rodea al nicteo, Estd consti-
tuido por proteinas lo que le da un aspecto semiviscoso. En el citoplasima se encuentran
localizadas las estructuras celulares Hamadas organelos (mitocondrias, ribosomas, liso-
somas, etc.) que realizan las diferentes actividades requeridas para el funcionamiento
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adecuado de la célula.

El nticleo.- es la estructura mds importante para la vida celular, pues alif se encuentra
“la computadora central” que dirige todo el funcionamiento celular. En el nticleo se en-
cuentra una macromolécula llamada ADN (acido desoxirribonucleico) que almacena toda
la informacion necesaria para que la célula viva.

Se mencionan algunas diferencias entre las células de los hongos y las células de las
plantas y animales:

a) los micleos celulares de los hongos son muy pequeiios;

b) el reticulo endopldsmico (RE) estd esparcido y no estd empaquetado;

c) los ribosomas estan distribuidos por todas partes y no a lo largo del RE;

d) las vacuolas frecuentemente aparecen en las células de los hongos, sin embargo no al-
canzan el tamarfio de las vacnolas en células maduras como en las plantas;

e) presencia de lomasomas, estas estructuras aparecen entre la membrana celular (plas-
malema) y la pared celular;

f) la pared celular determina la forma de la célula y garantiza su estabilidad e indepen-
dencia;

g) una célula en una hifa estd separada de otras células por una pared transversal o sep-
tum. En los hongos Ascomiceto, los septa estan perforados con uno o unos pocos poros,
los cuales son lo suficientemente grandes que permiten el paso de nicleos y protoplasmas
de una célula a otra.

3.1.2 Crecimiento de las hifas

El crecimiento de una colonia se inicia cuando nna espora, bajo condiciones favorables
germina y forma la hifa. Durante este proceso la espora absorbe agua a través de su
pared, el citoplasma llega a ser activado, tomando lugar la divisién celular, se sintetiza
mas citoplasina, surge un rompimiento en la pared de la espora y de la pared crece un
filamento con estructura tubular (hifa). Entonces la hifa se extiende por su parte apical,
constituyendo el micelio, la estructura por la cual muchos hongos llegan a ser caracteri-
zados,

El crecimiento de las hifas todavia no estd entendido {Hunsley y Burnett, 1970). Se
sabe que la expansion de la hifa esta confinada a la region apical {Grove, 1970] y en esta
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zona se incorporan los materiales de una nueva pared; la evidencia de esto es el hecho de
que no hay incremento en la distancia interseptal [Ainsworth y Sussman, 1965]. Asi el
crecimiento hifal refleja la formacion de pared y citoplasma, Aunque las hifas mds viejas
no son capaces de crecer tienen un papel muy importante, el de mantener el crecimento
de la punta ya que nuevo citoplasma es formado en todas partes de la hifa y transportado
a la punta,

Las puntas de las hifas se han dividido en tres regiones [Trinci, 1971}, la figura 1112
ilustra estas regiones:

a.- La zona apical de 8-10 pm en longitud, en la cual ocurre todo el crecimiento y
toma lugar la acumulacion de vesiculas citoplasmicas,

b.- La region subapical, rica en componentes citoplasmicos y vesiculas conocida como
la zona de crecimiento periférico,

c.- La zona de vacuolacidn, la cual estd caracterizada por la presencia de muchas va-
cuolas y la acunmlacion de lipidos.

3.1.3 Tasa de crecimiento

El protoplasma en la hifa necesita incrementarse en volumen a fin de abastecer el
avance de la punta. Zalokar {Zalokar, 1959] eucontré para la Neurospora crassa, que la
hifa debe teuer una longitud de al menos 12 mm para sintetizar suficiente citoplasma para
mantener la tasa alta de elongacion, Ya que lalongitud de la hifa se incrementa a una tasa
lineal, entonces el ancho de la zona de crecimiento periférico no varia significativamente
con ¢l tieppo.

Las primeras hifas formadas de una colonia joven tienen una tasa de crecimiento que
se incrementa graduahinente hasta una tasa de crecimento maxima que es establecida
para cada hifa. La tasa de crecimiento permanece constante si su crecimiento no lega a
reducirse por factores ambientales, Una hifa secundaria alcanza una tasa de crecimiento
maxima pero ésti es usualinente mds baja que la tasa de crecimiento de una hifa primaria.
Se obtiene una tasa de crecimiento maxima cuando las condiciones del cultivo son optimas
o al menos favorece un gran nimero de procesos metabialicos,
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En general en el crecimiento de los hongos se pueden distinguir tres fases, una fase
exponencial seguida por una fase lineal y finalmente una fase de desaceleracion del creci-
miento.

3.1.4 Factores que influyen en el crecimiento

Se sabe que el crecimiento de las hifas es el resultado de muchos factores interactuando
nutricionalmente y ambientalmente, Entre las condiciones ambientales por las cuales los
liongos pueden ser afectados estdn la composicion quimica del medio de cultivo, el grado
de hmnedad, la presencia de oxigeno, luz o la temperatura y muchos otros. Ademids las
radiaciones afectan muchos aspectos de su desarrollo, reproduccién y crecimiento.

3.1.5 Efectos reportados de la radiacién UV y ionizante

Dennis Rosen (Rosen, 1987] midid los efectos en la tasa de crecimiento de las hifas del
hongo Neurospora crassa al ser irradiadas con rayos X y UV,

Las irradiaciones con rayos X se hicieron utilizando una maquina de rayos X de 220
kVp a tres tasas de dosis (1000, 2500 y 5700 ¢Gy/min). Encontré que a una misma dosis
hay una mayor inhibicion eu el crecimiento al anmentar la tasas de dosis a partir de 3500
cGy. También encontré mayor inhibicion a dosis altas y la dosis letal para el crecimiento
es alrededor de 4500 cCiy.

Para las irradiaciones con luz UV Rosen encontrd resultados cualitativamente similares
a los de los rayos X. Obtuvo un espectro de accidn que consistié en graficar el cociente
entre la tasa de crecimiento despuds de la irradiacion con la tasa de crecimiento antes de la
irradiacién contra longitudes de onda del UV, y sugiere que la longitud de 250 mmn inhibe
el crecimiento, Ademds, su espectro de accién es parecido a un espectro de absorcion de
UV de una proteina tipiea.

Zalokar {Zalokar, 1959] encontrd que al exponer hifas de Neurospora crassa a luz UV
hay una disminucion de la tasa de crecimiento de las hifas, recuperando su valor inicial

pocos minutos después de la irradiacion, encontranduse que la fluencia letal minima es de
54000 pd Jem?.
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La intensidad de la radiacion ionizante o el tiempo de exposicion pueden ser muy im-
portautes en determinar el electo producido. Excelentes discusiones de estos factores en
las investigaciones bioldgicas han sido presentados por Lea y Gray et al [Lea, 1946).

El factor tiempo-intensidad es importanute, y al mismo tiempo dificil de tratarlo en
experimentos por diferentes razones:

1.- Si ocurre recuperacion de la célula a los efectos de la radiacion, éste puede empezar
inmediatamente después de que los primeros efectos son producidos y contimia durante
la irradiacion.

2.- Un cierto efecto biologico detectable puede depender de la interaccion entre los
productos de dos 0 mis efectos primarios. Si éstos son sujetos a recuperacion durante
el periodo de irradiacion, dosis pequenias producirdn poco o nada de efecto, indepen-
dientemente de si sea dada en wn periodo corto de tiempo a alta intensidad o en un
periodo largo a baja intensidad, debido a que los cambios primarios son pocos o estan lo
suficientemente separados como para que haya poca o ninguna interaccion; al aumentar
la dosis hay mds posibilidad de que ocurra interaccion y el efecto observado va a aumentar.

3.- Ya que las células son dindmicas y no estiticas, el efecto bioldgico no puede ser
determinado inmediatamente después de la irradiacion sino en alguna fase posterior del
estado fisioldgico y morfoligico de la célula, y puede ser maximo por un breve periodo
de tiempo, los resultados pueden depender frecuentemente del tiempo después de la irra-
diacién al cual se hace la determinacion. Conforme la irradiacién llega a ser menor en
intensidad y mds prolongada en tiempo, la eleccién del tiempo apropiado al cual el efecto
es determinado ¢s mds y as dificil,

4.- La célula y sus partes sufren una serie de cambios ciclicos en su naturaleza fisica
y quimica durante la mitosis; irradiaciones largas incrementan la oportunidad de que
se reciba radiacion durante una etapa sensible en el ciclo mitdtico, mientras que una
irradiacion breve decreceria esta posibilidad. Aunque los procesos de recuperacion de la
célula empiezan tan pronto como el primer efecto de la radiacién es producido, el dano a
la célula durante el periodo va a ocurrir a una tasa mayor que la recuperacién y el efecto
méximo residual se tendrd al final del periodo de irradiacion. A partir de este tiempo va a
haber recuperacion gradual hasta que la capacidad de la célula sea restaurada a su estado
original. Si la tasa de dosis es baja va a haber equilibrio entre el dafio y la recuperacién
poco después de ermpezar la irradiacion,
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Fig. 1112, Representacion de la zona de crecimiento periférica y elongacidn de una
hifa septada. Las regiones en que se dividen las hifas:
1.- Septa con poros tapados para evitar el transporte de protoplasma entre septas.
2.- Septa con poros centrales no tapados lo cual permite el transporte de protoplasma.
3.- Region en donde la hifa crece en longitud (zona de elongacion o apical).
4.- Region de la hifa en la cnal el protoplasma no contribuye a la elongacidn.
5.+ 3 protoplasnia producido en esta zona contribuye a la elongacion de la hifa (zona de
crecimiento periférica).
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Capitulo IV

Determinacion experimental de fluencia (UV)

y tasa de dosis

El objetivo de este capitulo es describir los dispositivos experimentales, las carac-
teristicas de las fnentes asi como la determinacion de la zona de irradiacién (que debe ser
adecuada para las dimensiones de los bloques de gel que contienen a las hifas del hongo)
para liz UV, rayos 4 y rayos . También se describe la manera en que se cuantifican la
fluencia (luz UV) y la dosis (rayos v y particnlas ).

4.1 Radiacién UV
4.1.1 Lampara UV

Paralas irradiaciones con luz UV se uséd una lampara de luz UV de onda corta (modelo
UVSL-25, 254/366 nm de 4 Watts), la cual, se considera casi exclusivamente radiacion de
longitud de onda de 2537 & (254 mn), tiene una alta eficiencia en la produccion de esta
radiacion y muy baja produccién de radiacion visible.

4.1.2 Dispositivo de irradiacién

La lampara de UV se coloca sobre un anillo de fierro que se sujeta a un soporte
universal y se alinea horizontalmente la base de la lampara con respecto a la zona de
irradiacion. Se puede variar la distancia entre la fuente y la zona de irradiacién, La zona
de irradiacion es el sitio en el enal se coloca la nmestra a irradiar o el radidmetro, esto se
muestra en la figura 1V.1.

4.1.3 Calibracién de la lampara de UV

Para las medidas de tasa de fluencia ¢ (pW/cm?) de la fampara de UV a dife-
rentes distancias se usé un detector de intensidad de lnz UV de onda corta (en lo futuro
“radiometro”) Black-Ray J 225, el cual tiene una celda fotovoltaica sensible a la longitud
de onda de 2537 A. Las dimensiones de la celda son 3 em de ancho por 5 em de largo,

Ver figura IV.2,
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Medicion de la tasa de fluencia como funcién de la distancia

Las medidas de fluencia se hicieron a distancias ldmpara radiometro de 0.8-10 cm, La
distancia minima de acercamiento a la fuente es de 0.8 cmy debido a gue las paredes del
radidmetro impiden mds acercamiento, y la distancia maxima es de 10 cim ya que por
arriba de ¢sta el radidmetro no detecta fluencia.

Se encontrd experimentalmente que la tasa de fluencia i (pW/cm?) estd relacionada
con la distancia, r (em), por la siguiente expresion analitica

(W /em?) = 51.‘)‘3(11W/cm)-———l——~— (21)

197 (cm)

Se esperaba que su comportamiento no fuera como ~ 1/1%, ya que tanto la fitente como
el detector no son puntuales. Se muestra en la figura 1V.3 la curva obtenida, ademis se
incluye en la grifica una relacion entre tasa de fluencia y distancia que va como 1/r? que
corresponderia al caso puntunal,

Fig. IV.1. Dispositivo experimental para las irradiaciones con luz UV, Se marca la
zona de irradiacion, que es el sitio en donde se colocaron los bloques de gel o el radidmetro.
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Fig. IV.2. El radidmetro con la celda fotovoltaica empleado para las medidas de
fluencia de {uz UV,
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Fig. V.3, Medidas de tasa de fluencia 4 (W/cm?) contra distancia r{cm) para la
lampara de luz UV. Las escalas horizontal y vertical son logaritmicas. Se grafica, ademas,
un comportamiento de fluencia que va como 1/5%,
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Medicion de la fluencia conio funcién del tiempo (vida media de la ldmpara)

Se lleva un control del tiempo de uso de la lampara de UV; esto se hace midiendo la
tasa de fluencia para una posicion y distancia fija entre el detector de UV y la ldmpara.,
Se grafica esta tasa de fluencia contra el tiempo de uso (figura IV.4), lo cual servird
para corregir los datos experimentales de fluencia, Esta variacién en el rendimiento de la
lampara se debe al desgaste del filamento.

La ecuacion analitica qne relaciona el tiempo de uso (lys,) contra la la fluencia de
acuerdo a los resultados que se muestran en la figura 1V.4 es

W= .}GG_G“W/CHl?e—(I,)Bxlo‘%nin-i)xu,o(ndn)l (22)

La vida media (;,), se define como el tiempo que tarda en reducir su fluencia () a
la mitad (/2).
n(2)
1.26 x 103 min~!

por lo tanto, el valor de vida media de la fuente de UV es de

(23)

=

tij2 = 550 min
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Fig. IV.4. Variacidn de la tasa de fluencia de la limpara UV debido al tiempo de uso.

4.1.4 Maedicién del coeficiente de atenuacién de la luz UV en el material
irradiado

Para medir el coeficiente de atenuacion del UV en el gel (medio de eultivo) se hacen
medidas de la tasa de fluencia de la luz después de atravesar una cavidad, tanto con la
cavidad vacia (1,) como llena con gel (). Se utilizan placas delgadas de carton opacas al
UV, cada placa contiene nna eavidad de diferente profundidad (), igual drea y con nna
hase que cubre la cavidad. La base es de pldstico delgado translicido al UV, La placa se
pone entre [a fuente y el radiometro con la cavidad sobre la celda del radiometro.
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Se determina el coeficiente de atenuacién can la expresion {Jenkins, 1976

= -%ln;;-{)— (24)

que es consecuencia directa de la ecuacion (1).

La tabla IV.! mucstra los distintos valores del coeficiente de atenuacidn del UV en el
gel (1) para distintas profundidades de la cavidad

Tabla IV.1

x b w "

{mu) (kW /em®) | (pW/cm?) | (nmun~!)

0.838+0.028 2000 20 5.5
0.64110.037 2040 60 5.5
0.6210.013 2040 40 6.3
0.37140.006 2040 80 8.7

el valor promedio del coeficiente de atenuacién para la luz UV en el medio de cultivo es

de
p=65£23 mm™"
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4,2 Radiacién ionizante (beta y gamma)
Dosimetros TL

La tasa de dosis de las fuentes es determinada usando dosimetros termoluminiscentes
de floruro de litio LiF:Mg,Ti (TLD-100) de dimensiones de 3 x 3 x 0.9 nun (cuadrados)
y de 1 x 6 x 1 mm (barras) §. Todos los dosimetros TLD-100 recibicron un tratamiento
térmico que consistié en hornearlos una hora a 400°C, y después horuearlos a 75°C du-
rante ocho horas wds [Hlorowitz, 1990). La cantidad de dosiinetros que recibieron este
tratamiento fueron 30 TLD-100 cuadrados y 56 TLD-100 de barra.

Sistema de lectura

Se utilizo un equipo lector termoluminiscente Harshaw 3500 para medir la senal ter-
moluntiniscente integrada en el tiempo emitida por los dosimetras TLD al ser calentados.
Este equipo trabaja acoplado a una computadora (PC) en la que reside un software de
adquisicién de dates. En el mddulo lector se encuentra la plancheta, zona en donde se
colocan y se calientan los dosimetros; la huz eniitida por el dosimetro al ser caleutado Hega
a un tubo fotomultiplicador {FM) que la convierte en seiial eléctrica, la ammplifica e integra
en el tiempo y se obtiene la carga total. Para integrar la seiial se fija la rapidez con la
cual seran calentados los dosimetros es decir, la tasa de calentamiento (q) constante, asi
como un intervalo de temperatura, ventana de integracion, para integrar la sefial desde
una temperatura inicial (1)), hasta una temperatura final (T;), la sefal emitida por
debajo de Ty y por arriba de T, no contribuye a la sefal termoluminiscente integrada,
adeids dentro de este intervalo se encuentra la curva de brillo. En este equipo Ty es
fijado por la temperatura de precalentamiento (es decir el dosimetro serd calentado desde
la temperatura ambiente hasta la temperatura de precalentamiento Ty sin integrar la luz
emitida), Desde la PC se controlan la temperatura de precalentamiento Ty, la tempera-
tura maxima de adquisicion Ty, el tiempo de integracidn t, la tasa de calentamiento q y e}
voltaje de operacion del tubo FM. Ademas se crea un archivo de 200 pares de datos con
la informacion de la curva de brillo, temperatura y sefial TL, en el intervalo de integracion.

1 Solon Technologies, Inc., 6801 Cochran Road, Solon, OH 44139.



Las condiciones de lectura de los dostimetros fueron

1) Temperatura de precalentamiento Ty=100°C
2) Temperatura final de adquisicion T;=300°C
2) Tiempo de integracion (=20 seg
3)

)

3) Tasa de calentamiento q=10°C/seg
4) Voltaje de operacion del tubo fotomultiplicador = 891 V

En la figura IV.5, se muestra la curva de brillo de un dosimetro TLD-100 irradiado
con particulas 4, leido de 100°C a 300°C a una tasa de calentamiento de 10°C/s.

Es importante establecer una referencia sobre el funcionamiento del equipo. Para esto,
cada vez que se utiliza se verifica que el equipo tenga las condiciones descritas anterior-
mente y se obtiene una lectura de referencia y de plancheta. La lectura de referencia
consiste en sacar la plancheta; al hacerlo wna lampara (que ticne una intensidad cons-
tante en el tiempo) quedard inmediatamente debajo del tubo fotomultiplicador. Si no
hay variacion en esta lectura se puede suponer que ef equipo estd trabajando bien. La lec-
tura de planclieta consiste en obtener el valor de la seiial huninosa que emite la plancheta
cuando 1o tiene dosimetros. Si se llegara a encontrar sucia, por ejeinplo, podria dar un
aumento en la lectura,
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Fig. 1IV.5. Cupva de brillo de dosimetr TLD-100 irradiade con particulas f,
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4.2.1 Fuente de radiacion g

Caracteristicas

La fuente radiactiva 8 de Sr se encuentra dentro de un contenedor cilindrico de lu-
cita; sitnada al final de un hueco cilindrico en la lucita de 1.8 cm de profundidad y 1.2
cm de diametro. Adeinds, el contenedor estd cubierto por nna capa delgada de aluminio.

En la fignra [V.6 se muestra el esquema de decaimiento del isétopo ®Sr. Los nicleos
de 9981 tienen una vida media de 28.1 atios, decaen a Y (Itrio-90) con una vida media
de 64 lir, el cual decae a ®Zr (Circonio-90) estable.

El 95r y el 9°Y son emisores de particulas hetas, con energias maximas de 0.55 MeV
para el 100% de los decamientos del %Sy y 2.27 MeV para un 99% de los decaimientos
del 7Y,

281y

Bsr

100% *3

LI 62 g

c.oln #2

g

£Q

W% oo I
«,2"

Fig. 1V.6. Esquema de decaimiento para el ™S, Se muestran la vida media y el
porcentaje de cada decaimiento # para el Sr y Y [Hayashi, 1994).
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En la tabla IV, 2, se muestran algunas de las propiedades del ®Sr.

Tabla 1V.2 [Shapiro, 1990)

Vida media (aios) 28.1
Energia maxima de g (MeV) 2.27¢
Energia proedio de 3 (MeV) .13
Miximo alcance en aire (cm) 884

Maéximo alcance en un material de p = 1 gr/em® (em) | 11
Maximo alcance en LiF (p = 2.635 gr/cm®) (cm) 0.4

Capa hemirreductora, en
absorbedor de densidid une (¢cm) 0.14

Tasa de dosis de 100
particulas /em?seg (nGy/lir) 110

a. Es del producto de decamiento del °°Y, El Sr emite betas maximas de 0.55 MeV
b. Es la suma de las energfas promedio del *°Sr(0.196 MeV) y del °°Y(0.93 MeV).

Dispositivo de irradiacion

Como el sistema bioldgico a irradiar, Neurospora crassa, esti creciendo en un bloque
de gel que estd en un portaobjeto y éste no entra en el orificio del contenedor de la fuente
A3, se diseid un soporte de madera para sostener y mantener fijos al contenedor de la
fuente y a los portaohjetos (fig. 1V.7).
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El soporte ticne hendiduras para sostener una charola, logrando asf diferentes distan-
cias entre la base del contenedor y la charola. Sobre la charola se coloca el portaobjeto.

Fig. IV.7. Dispositivo de irradiacion con la fuente A (%Sr) para las irradiaciones de
dosimetros y portaohjetos con hifas.

Homogeneidad del haz

Las irradiaciones se hacen con la mds alta tasa de dosis que se pueda obtener con
la fuente g y ésta la obtenemos a la menor distancia posible. Debido a las Limitaciones
debidas al contenedor, la minima distancia posible a la cual se puede irradiar es de 2.7 cm,
por lo tanto, los estudios de tamaiio y homogeneidad del haz se hacen a esta distancia,

Se cubre con 24 dosimetros un area (centrada con respecto al eje del contenedor) de
aproximadamente el tamaiio del bloque de gel. Cada dosimetro tiene forma de barra. Se
llena esa area colocando los dosimetros de dos maneras, la primera, se hacen dos filas
horizontales de 6 dosimetros cada fila y se irradian con la fuente A durante 1 minuto,
segunda, se hacen dos filas verticales de 6 dosimetros cada fila y se irradian con la fuente
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A durante | minuto,

La figura IV.8 muestra las tres regiones de isodosis para el drea central de 12x12 mm,
Los valores de respuesta para cada regidn estan dados en respuesta termoluminiscente por
unidad de masa, la cual es proporcional a la dosis, conio se observa eu la figura IV.9.

La respuesta que se determing en la region del centro es de

40.1 £ 1.2 uC/mg

con una dispersion de un 1%.
Para la region intermedia el valor de respuesta que se determind es de

37.84 1.5 nC/mg

con una dispersion de 4%.
La respuesta determinada en la region externa de

3254 2.7 nC/mg

tuvo una dispersion del 8%.
De los resultados anteriores se determina el drea central de 6 x 6 mun como la zona de
irradiacién optima debido a la homogeneidad del haz.
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Fig. IV.8. Regiones de isodosis para la fuente 4. Se muestra el promedio de la res-
puesta termoluminiscente para cada region,

Calibracion

Para realizar la calibracion de la fuente radiactiva de ™St se irradian 7 dosimetros con
una fuente de ®Co calibrada en tasa de dosis (7.28 uCGy/s, dic 93 [Buenfil, 1993)) que
pertencee al faboratorio de dosimetria del IFUNAM. Se puede usar la fuente de ®Co para
calibrar la fuente 7 porque la eficiencia relativa 1., 3 entre y de Co y 4 de ®Sr es igual
a uno (seceidn 2.4.2),
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La curva de calibracidn se muestra en la figura [V.9 que corresponde a una grifica
de respuesta termoluminiscente por unidad de masa (nC/mg) contra dosis (c¢Gy). Los
puntos corresponden a la respuesta de los dosimetros irradiados a dosis de 1, 6 y 12 ¢Gy.

La pendiente de la recta en la curva de calibracion corresponde a la sensibilidad de los
dosimetros a (nC/ing cCiy), donde experimentalmente se encontré que

a = 3.68 nC/mg cGy

n = -0.55 nC/mg

cot a y y la pendiente y la ordenada de la recta experimental, respectivamente, La
relacion experimental entre la dosis (D) y la respuesta (1) es

R=aD+y

La calibracion de la fuente 4 se hace en la zona de irradiacion que se determing en el
audlisis anterior y a la misma distancia de la fuente, Se colocan 6 dosimetros en la zona
de irradiacion y se irradian por I minuto, obteniéndose

R =33.78 £ 1.8] nC/mng

y usando e} valor de «v y 5 se obtiene Ja tasa de dosis en la zona de irradiacion de

D = 9.3 +0.64 cCy/min
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Fig. IV.9. Curva de calibracion obtenida con rayos 4 de “Co,
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Fuente de radiacién v
Caracteristicas

Se emplea el irradiador Gammacell 200 (Instituto de Ciencias Nicleares, UNAM).
Esta unidad fue fabricada por la compaiia Atomic Energy of Canada, Ltd. y consta de
las partes mostradas en la figura 1V.10.

En este tipo de irradiador la fuente de ®Co se ubica en el interior del blindaje de
plomo. La cavidad para la irradiacidn se localiza en un émbolo de acero inoxidable que
sube y baja, accionado por un motor eléctrico, hasta la posicion de la fuente, La cavidad
tiene forma cilindrica con las dimensiones; diametro 8.8 cm y altura 14 cm, El émbolo
tiene un orificio de 3 em de didmetro por medio del cual es posible introducir cables o
tubos delgados para la irradiacion de liquidos a flujo continuo o en dispositivos especiales.
La wunidad tiene controles para subir automiticamente el émbolo después de un tiempo
fijado previamente o en el momento que se quicra.

En la tabla 1V.3, se muestran algunas de las propiedades del 9°Co.

Tabla V.3 [Shapiro, 1990]

Vida media (aios) 5.3
nergia 4 maxima (MeV) 0.31
inergia A proniedio (MeV) 0.094
Energia v (MeV) 117 (100%)

1.33 (100%)
Capa hemireductora (para 4)
Plomo (cm) I.1
Agua (cm) 1

Tasa de dosis de 100 fotones

por em? seg (uGy/hr.) 0.45




Fig. IV.10. lrradiador Gammacell 200 (Instituto de Ciencias Nucleares UNAM). La
unidad consta de un conjunto de fuentes de Co que se encnentran en el interior del
blindaje (1), El émbolo en donde estd la cavidad tiene un orificio (2) donde es posible
introducir cables o tubos delgados para la jrradiacion de Hgnidos a flujo continno o en dis-
positivos especiales, En ef tablero (3) de la unidad se enenentran los controles (4), tanto
para accionar e} émbolo, como para la medicion antomatica del tiempo de irvadiacion,
Se tienen, nn control manual del émbolo (5), un escalén de acceso (6), un interruptor de
seguridad (7) y la tapa de la cavidad (8).
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El siguiente diagrama (figura IV.11) corresponde al decaimiento del radioisétopo 8Co.
Se indican con flechas las distintas posibilidades de que el ®Co decaiga en ®Ni (Niquel-
60) estable o excitado. El 99% del ®Co emite al decaer particulas 4 de energia méxima
de 0.31 MeV quedando el ®Ni en nn estado excitado de 2.5 MeV. El niquel consigue su
estabilidad emitiendo dos rayos 4 consecutivos con energias de 1,17 MeV para el primero
y 1.33 MeV para el segundo. Las particulas 7 son detenidas por el contenedor de las

fuentes de "Co.
6,26y - B- .§'
2700 4 S aun
9en 29 o

v N o
aoin 1087y M sy m“’—ﬁ“"
0.01% 450 111N
b
§
0.7ps =L > Ll
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Fig. 1V.11. Diagrama de decaimiento para el radioisétopo %Co [Hayashi, 1994).

Dispositivo de irradiacién

La signiente figura 1V.12, es una amplificacion de la cavidad en el émbolo del Gamma-
cell 200 mostrando la posicion en donde van los blogues de gel (zona de irradiacién). Se
elige el centro de la base de la cavidad para colocar los hlogques de gel y la zona doude se
realiza la dosimetria. Bl tieimpo de irradiacion se controla automaticamente.

Fig. IV.12. Vista ampliticada de la cavidad del émbolo del irradiador.
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Homogeneidad del haz

Nueve dosimetros cuadrados son colocados en el centro de la cavidad, para ser irra-
diados, cubriendo un drea de 9 X 9 mm. Previo a la irradiacidn son desexcitados los
dosimetros cuadrados (es decir se leen los dosimetros en el equipo termoluminiscente
en las condiciones establecidas, para eliminar cualquier sefial que hayan adquirido en el
tiempo comprendido entre el horneado y la irradiacion). Se irradiaron 9 dosimetros en el
Gammacell 200 durante un minuto y analogo a lo anterior se irradiarout otros 9 dosimetros
durante dos minutos, Los desimetros se colocaron entre dos placas de lucita de espesor
de 4 mm; para conseguir EPC ya que su Z es suficientemente similar a la del LiF (seccidn
2.2). Cada paquete se colocd en el centro de la cavidad y fue forrado con plastico negro.

La respuesta que se determing en el centro de la cavidad para un minuto de exposicion
es de

840 £ 10 nC/mg
con nna dispersion de 1.2 %.

La respuesta para dos minitos de exposicién es de

1720 £ 50 nC/mg

con una dispersion de 2.9 %.
De la baja dispersién en los resultados anteriores se determina el drea completa de
9 % 9 mm como la zona sle irradiacion debido a la homogencidad del haz.

Calibracion

Para realizar la calibracién del irradiador Gammacell 200, se irradiaron dosimetros
cuadrados con una fitente de *Co calibrada (la misma que se usé en la calibracién de
la fuente ) a dosis de 1, 150 y 303 cGy. Se obtuvo una curva de calibracién (figura
IV.13), graficando la respuesta de los dosimetros contra la respuesta termoluminiscente,
la ecuacion experimental que se obtuvo es

R=aD+y (25)

con a = 3.82 nC/mg cQy, 5 = -15.92 uC (la ordenada de la recta), R la respuesta
termoluminiscente en nC'/mg y D la dosis en cGy, asi, la relacién oxperimental entre
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dosis y respuesta esta dada por
3.82
Los resultados obtenidos en la determinacion de la homogeneidad del haz y la ecuacion
son usados para calcular la dosis y la tasa de dosis en la zona de irradiacion. Los resul-

tados se muestran en la tabla [V.4

Tabla IV .4
Tiempo de | Respuesta Tasa de
exposicion | promedio Dosis Dosis
(min) (nC/mg) (cGy) (cGy/seg)
I 84010 | 224.1 £ 6.8 | 3.7 +£ 0.1
2 1720450 | 4544 £ 173 | 3.8 £ 0.1

donde obtenemos la tasa de dosis de la fuente de %°Co del Gammacell en la zona de
irradiacion, con el promedio de las dos tasas de dosis calculadas, que es de

D=38+0.1 cGy/seg
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Fig. V.13, Curva de calibracién para tos dosimetros TLD-100 irradiados con rayos v

de una fuente de ®Co calibrada.



Capitulo V

Respuesta del sistema bioldgico

El efecto de la radiacion ionizante y luz UV observado en las hifas del hongo es la
variacion en su tasa de crecimiento. En este capitulo se describird cdmo se hicieron las
wedidas de tasa de crecimiento, asi come la manera en que se definen las respuestas de las
hifas a la luz UV y radiacion ionizante a partir de los resultados obtenidos de las curvas
de crecimiento,

5.1 Método experimental
5.1.1 Cultivo del hongo Neurospora crassa

La cepa del hongo Newrospora erasse, se obtuvo de la American Type Collection, cepa
ATCC 9277, Crecié en un medio de cultivo comercial de agar con extracto de malta
(Bioxon, cat 129).

Para preparar el miedio de enltivo se suspenden 33.6 gr del polvo de agar con extracto
de malta en un litro de agna destilada, mezclando perfectamente, Se calienta agitando
frecuentemente y se hierve por un minuto hasta que se disuelve completamente. Se es-
teriliza en una autoclave a 15 psi (118-121°C) durante 20 minutos. Se vierten de 10 a
15 mi del medio asi preparado en cajas de Petri de 10 ein de didmetro, sobre una llama
[Zarzosa, 1995).

Inoculacidn: los eultivos originales se obtuvieron después de hidratar la cepa madre
e incubarse en estufa a temperatura controlada de 25°C. A partiv de éstos, se hicieron
sieibras seriadas transfitiendo esporas con wna aguja de inocular al medio nutriente;
estos cultivos fueron crecidos a temperatura ambiente. A partir de ahi, se hacen siembras
diarias. Este trabajo se realizd en el laboratorio de Biofisica de la Faculdad de Ciencias,

5.1.2 Seleccidn de la hifa

Para cada medio de cultivo se cortan eon una navaja 4 bloques (colonia y medio)
que se colocan en un portaobjetos. Despuds del corte se deja un tiempo, entre 15 a 30
minutos, para que se restablezean las hifas del hongo fisioldgicamente, ya que iniciahmente
no hay uniformidad eu la tasa de crecimiento. El portaohjeto se coloca en el campo del
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microscopio, para su ohservacion, usando los objetivos de 20X y 40X, Cuando se van hacer
medidas de tasa de crecimiento, se localiza una hifa primaria con ramita (ver seccion 3,1.3)
que esté creciendo en las periferias del micelio. La ramita servird como origen desde el
cual se mide of aumento en longitud de la hifa. Cada blogue debe contener micelio y drea
suficiente en donde pueda segnir creciendo la hifa. Las hifas deben tener una longitnd de,
al menos, 12 mm,

5.1.3 Medicién de la tasa de crecimiento

Ya elegida la hifa se procede a medir su tasa de crecimiento, lo que consiste en medir su
aumento de longitud en intervalos de aproximadamente un minuto. Para hacer las medi-
das de longitud se usa una escala adaptada al ocular derecho del microscopio. El valor de
una division de la escala esta asociado con el ahjetivo que se esté empleando. Para los ob-
jetivos de 20X y 40X los valores son de 5 jan y 2,5 g respectivamente, La escala se alinea
con respecto a la hifa y el vrigen de la escala se ubica “sobre” el punto de referencia (la
ramita de la hifa primaria), ya que es muy importante establecer un punto de referencia al
iniciar las mediciones, pues de esta manera se corrobora la alineacidn de la hifa en estudio.

Las medidas de tasa de crecimiento para las hifas sin irradiar fueron de una hora
de observacion. Pstas medidas de tasa de crecimiento sirven para verificar que bajo las
condiciones establecidas y las condiciones ambientales del laboratorio las hifas tienen una
tasa de crecimiento constante, comna se observa en la figura V.1,

Las medidas de tasa de crecimiento para las hifas irradiadas, cousisten en medir su
longitud en intervalos de un minuto por nn periodo de al menos 10 minutos y con esto se
establece su tasa de erecimiento inicial. Una vez establecida esta tasa, se Hleva el blogue a
la zona de irradiacién y se irradia durante el tiempo establecido. Se regresa al campo del
microscopio y se¢ localiza la wmisma hifa que se ohservaba antes de la irradiacion para seguir
midiendo su longitud en intervalos de un minuto, hasta cotpletar una hora de observacidn.

Control de factores ambientales

Mientras se obtienen medidas de crecimiento, se controlan la temperatura y la humedad
en el laboratorio con un termémetro y un higrémetro, respectivamente. Se ha reportado
para la Nearospora crassa que entre 4-35°C la tasa de crecimiento ammenta con la ter-
peratura de manera lineal, en un 6 % por grado Celsing de variacién a 20°C. La tasa
de crecimiento disminuye al autmentar la temperatura entre 35°C y 44°C. Las tempera-

ot
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turas mimima y mdxima para el crecimiento de Neurospora crassa son de 4 y 44 °C
respectivamente [Ryan, 1943], Para todas las observaciones la temperatura fue de 20°C
aproximadamente, y la vartacién de la temperatura fue del orden de £ [°C en nuestro
laboratorio.

Los valores de humedad son muy variados para cada observacion, sin embargo, ésta no
afecta directamente a las hifas sino al medio de cultivo que tiende a resecarse ocasionando
que la tasa de crecimiento varfe. La manera en que se evita que se reseque el medio de
cultivo es tapando la caja petri y los bloques de medio se cortan dejando sélo el tiempo
necesario para que se restablezca el hongo debido al corte. Se estima que las variaciones
de humedad ambiental (5% durante una jornada de trabajo) no afectan de manera apre-
ciable las medidas durante el periodo de observacion de la hifa,

5.1.4 Irradiacion con luz UV

Las irradiaciones de las hifas se llevan a cabo en la zona de irradiacién determinada
para la fuente de UV (ver seccidn 4.1), con una tasa de fluencia de 120£20 4W/cm?
lo cual permiti6 que las irradiaciones no fueran de tiempos muy largos o muy cortos; el
tiempo maximo de irradiacion fue de 4 minutos.

La respuesta de una hifa al UV, se define como el cociente entre la menor tasa de
crecimiento despuds de la irradiacion (m,) con la tasa de crecimiento inicial (m;) (antes

de irradiar).
my

R = (27)

m;

Las irradiaciones se hicieron con valores de fluencia comprendidos en el intervalo de
2-30 mJ/em?. La tabla V.I muestra la respuesta promedio que se obtuvo con las hifas
irradiadas a una misma dosis y las incertidumbres corresponden a la desviacién estandar,
Ademas se indican los valores de dosis que se obtuvieron utilizando la relacidn entre fluen-
cia y dosis dada en el capitulo IL Se tiene que en la literatura no se reportan medidas
de dosis para radiacion UV, sin embargo, se hizo el calenlo de dosis con las siguientes su-
posiciones: el didmetro de las hifas es constante (12,5 um), las hifas estdn en la superficie
del gel y el coeficiente de atenuacidn de la hifa es de 6.5 mm™! (se supone que la hifa y el
gel tienen aproximadamente la misma composicién).
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Curvas de crecimiento

En las curvas de crecimiento se grafica la longitud de la hifa en pm como funcion
del tiempo en minutos. Los primeros 10 puntos en la curva muestran cémo anmenta su
longitud en los 10 minutos (o la tasa de crecimiento inicial) antes de la irradiacién. Le
sigue un intervalo sin medir su aumento de longitud, que corresponde al tiempo en que
se irradié mds el tiempo en que se relocalizd a la hifa en observacién en el campo del
microscopio. Posteriormente se muestran las medidas de longitud usadas para determinar
la o las tasas de crecimiento después de la irradiacion.

En la figura V.2 se muestran algunas de las curvas de crecimiento obtenidas para las
hifas irradiadas con luz UV, cada curva de crecimiento es representativa del grupo de
hifas irradiadas a diferente dosis. La interseccion de cada curva de crecimiento en el eje
de longitud (pm) corresponde a su origen y una division es igual a 200 gm. Del lado
derecho se indica la dosis recibida y la respuesta obtenida,

Los valores de fluencia son los que se muestran en la tabla V.1. Se puede observar en
general, que la tasa de crecimiento inicial cambia a causa de la irradiacién y existe un
intervalo donde alcanza una menor tasa de crecimiento después de la irradiacion y que
ésta disminuye conforme anmenta la fluencia.

5.1.5 Irradiacién con particulas /3

Las hifas a irradiar con particulas A se colocan en la zona de irradiacién, después
de que se les midid su tasa de crecimiento inicial (). La tasa de dosis en la zona de
irradiacion es de 9.3 £0.64 cGy/min.

Se hicieron irradiaciones de unos poeos minutos y no se encontré ningin cambio en
la tasa de crecimionto; sin embargo, para tiempos wayores que 20 min, se encontraron
cambios en la tasa de crecimiento. Los tiempos de jrradiacion con los cuales se trabajé
son de 20, 25, 30 y 40 min que corresponden a dosis de 180, 232, 279 y 372 ¢Cy (tabla
V.2). Tawbién se da en [a tabla V.2, la respuesta promedio que se obtuvo del conjunto de
hifas irradiadas a la misma dosis y las incertidumbres que corresponden a la desviacion
estandar de cada conjunto.



Se define la respuesta a la radiacion # de manera analoga a la definicion de respuesta
al UV

m

R= (28)

m;
donde my es la tasa de crecimiento inmediatamente despues de la irradiacién,

Curvas de crecimiento

Las curvas de crecimiento que se obtuvieron para las irradiaciones A son cualitativa-
mente diferentes a las curvas de crecimiento obtenidas para las irradiaciones con luz UV,
Posterior a la irradiacion se encontré que hay dos intervalos de tiempo con diferentes tasas
de crecimiento, la primera de éstas siempre es menor que la segunda tasa de crecimiento.
Ademas la tasa de creciniiento después de irradiar es mayor que la inicial (para dosis
inferiores a 4 Gy). La figura V.3 muestra algunas de las curvas de crecimiento obtenidas
a diferentes dosis, los valores de dosis sou los que aparecen en la tabla V.2, Cada curva
de crecimiento es representativa del grupo de hifas irradiadas con particulas 4 a diferente
dosis. Lainterseccion de cada curva de erecimiento en el eje de longitud (pm) corresponde
a su origen y cada divisidn es igual a 200 pm. Del lado derecho se indica la dosis recibida
y la respuesta obtenida,

5.1.6 Irradiacién con rayos v

Se hacen irradiaciones de las hifas con rayos 4 del Gammacell, que tiene una tasa de
dosis de 3.7540.07 cGy/seg. Esta es 24 veces mayor que la tasa de dosis de la fuente 3, lo
cual dar para dosis iguales tiempos menores de irradiacion que con la fuente 8. Al rea-
lizar medidas de control de la tasa de crecimiento sin irradiar, se observé que, teniéndose
establecida la tasa de crecimiento inicial de la hifa, ésta varié durante el tiempo en que la
hifa fue transladada a la zona de irradiacion y de regreso al campo del microscopio, sin
embaigo, al medir de nievo la tasa de crecimiento ésta era igual a la inicial.

La respuesta de las hifas a rayos v se define, tal como en los casos anteriores, igual al
cociente entre la tasa de crecimiento inmediatamente después de la irradiacion (m;) y la
tasa de crecimiento inicial (m;),

R=""1 (29)

My



El intervalo de dosis para estas irradiaciones comprende el intervalo de dosis de las
irradiaciones con particnlas 3, lo cual permitirda comparar el efecto de una misma dosis
para diferentes radiaciones.

Curvas de crecimiento

La figura V.4 contiene algunas de las curvas de crecimiento obtenidas con las irradia-
ciones v a diferente dosis (tabla V.3), Cada curva de crecimiento es representativa del
grupo de hifas irradiadas con rayos 4 a diferente dosis. La interseccion de cada curva de
crecimiento en el eje de longitud (um) corresponde a su origen y una divisién es igual a
200 pum. Del lado derecho se indica la dosis recibida y la respuesta obtenida. Se encontré
un comportamiento cualitativamente similar a aquéllas obtenidas para g (fig. V.3). Un
68% de todas las hifas irradiadas mostraron, posterior a la irradiacién, tres etapas con
tasa de crecimiento diferente, siendo la menor aquélla observada inmediatamente después
de la irradiacion.
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Tabla V.1

No. de hifas | Fluencia Dosis R
irradiadas | mJ/cm? (cGy)
7 0 0 1.0440.07
4 2,76£0.46 | 1722242870 | 0.9540.11
4 7.20%1.20 | 44928+£7488 | 0.79+0.16
2 8.9242.40 | 55673414976 | 0.6140.06
16 10.8042.40 | 67392414976 | 0.45+£0.22
2 13.38+2.40 | 83491414976 | 0.27+0.20
4 16.20+3.60 | 101088422464 | 0.14£0.16
3 25.204+4.20 | 157248426208 | 0.01+0.02

Tabla V.l. Respuestas de las hifas irradiadas con una fuente de UV a diferentes
fluencias. También se da la dosis para cada valor de fluencia (seccién 5.1.4).




Tabla V.2

Na.de hifas | Tiempo de | Dasis R
irradiadas | irradiacion

(min) (cGy)

4 20 18613 | 1.11+0.23
2 25 232£16 | 1.2010.12
3 30 279119 | 1,1240.16
3 40 372426 | 0.7140.23

Tabla V.2, Respuestas (R) de las hifas irradiadas con particulas 8 a diferentes dosis.



Tabla V.3

No. de hifas | Tiempo de Dosis R
irradiadas | irradiacion
(min) (cGy)
5 50” 187.5& 3.5 | 0.80 % 0.11
4 62" 2325 £ 4.3 | 0.53% 0.12
5 1'14" 277.5%5.2 | 049 £ 0.10
5 1'38" 367.5£6.9 | 0.59 £0.11
3 ¥ 675.0£12.6 | 0.69% 0.07
3 7 1575.0£29.4 | 0.65%0.11
2 10’ 2250.0£42.0 | 0.18 £0.02

Tabla V.3. Respuestas (R) de las hifas irradiadas con rayos 4 a diferentes dosis.
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Fig. V.I. Curva de crecimiento de una hifa durante npa hora de observacion, sin
irradiar.
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Fig. V.2. Curvas de crecimiento de hifas irradiadas con luz UV. El valor entre
paréutesis es la respuesta, ecuacion (27).
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Fig. V.3, Curvas de crecimiento de hifas irradiadas con particulas 3. Los valores entre
paréntesis son la respuesta, ecuacion (28).
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Fig. V.4, Curvas de crecimiento de hifas irradiadas con rayos 4. Los valores entre
paréntesis son la respuesta, ecuacion (29).

63



Capitulo VI

Resultados

6.1 Irradiacién con UV

Curva de Fluencia-Respuesta

Se determind la respuesta de las hifas a la luz UV de acuerdo a la definicion dada
en la seccidn 5.1.4. Los valores de fluencia estan comprendidos en el intervalo de 2 a
30 mJ/cm?, En la figura V1.1 se muestra la curva de Fluencia-Respuesta obtenida para
las irradiaciones de las hifas con luz UV, la cual contiene en el eje vertical los valores
de la respuesta promedio con la barra de error que corresponde a'la desviacién estandar,
obtenida para cada grupo de hifas irradiadas con el mismo valor de fluencia. Se puede
observar en la figura que para valores de fluencias menores a los 8 mJ/cin? se tiene un
hombro y de 8 a 25 mJ/cm? la respuesta es exponencialmente decreciente de acuerdo a
la siguiente ecuaciou analitica

R= 5_5746—2.402)(10“ (udfem?)~td(pdfem?)

6.2 Irradiacion con 3

Curva de Dosis-Respuesta

En la figura VL2 se muestra la curva Dosis-Respuesta para radiacion 3. Se observa
que entre 186 y 279 ¢Gy la respuesta es constante y mayor que uno, es decir la hifa crece
mas rapido que antes de la irradiacion, en tanto que para 372 cGy crece inas lentamente,
Como ya se ha divho, hay dos tasas de crecimiento constantes después de irradiar, el
periodo que dura la primera de éstas se puede medir, en cambio, el que dura la segunda
no, ya que durante el tiempo de ohservacidn de la hifa no hubo cambio eun esta tasa de
crecimiento, Al graficar el periodo (en minutos) de la primera tasa de crecimiento después
de trradiar como funcion de la dosis, se encontraron los datos mostrados en la figura VLIL
Esta figura muestra una relacion que es similar a la curva Dosis-Respuesta, lo que sugiere
que ambos efectos estan relacionados, Sin embargo se nbserva una mayor dispersién en
las medidas del periodo comparando con la dispersion en las medidas de respuesta como
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se observa en la tabla VL.1.

232 £ 16

279 £ 19

372 + 26

1.20 £+ 10%
LI2 £ 4%

0.71 + 32%

Tabla V1.1
Dosis Respuesta Periodo
(cGy) (min)
186 £ 13 | 111 £21% | 9.8 +18%

10.7 + 35%
13.0 + 28%

5.5 & 43%

6.3 Irradiacion con 7y

Curva de Dosis-Respuesta

En la figura VI4 se muestra la curva Dosis-Respuesta de las hifas expuestas a
radiacion y. Se ahserva que la respuesta disminuye al anmentar la dosis hasta 368 cCy
alrededor de un 40%, y a partir de ésta se mantiene constante hasta 1575 cGy, notandose
una disminucion del 80% a 2250 c¢Gy. Después de las irradiaciones con rayos v las hifas
mostraron tener entre 2 y 3 periodos con tasa de crecimiento constante, Un 98% tuvo su
segunda tasa de crecitniento mayor que la primera, un 67% tuvo una tercera y de éstas el
88% fue mayor que la segunda. Debido a lo anterior se grafico el cociente entre la maxima
tasa de crecimiento después de irradiar y la tasa inicial como funcion de la dosis (figura
VLT7). Se observa que el cociente es mayor que uno y aproximadamente constante hasta
1580 <Gy, disminuyendo en un 25% a 2540 cGy.

Se obtienen graficas de Dosis-Periodo de manera similar al caso de las irradiaciones f
ya que se encontraron después de irradiar alrededor de tres tasas diferentes de crecimiento.
Eu este caso se obtuvieron 2 graficas, porque se puede medir ol tiempo que duran tanto
la primera tasa de crecimiento constante (imy) como la segunda (m;). Se encontré que



al graficar el tiempo que dura el primer periodo con tasa de crecimiento constante ()
después de irradiar contra dosis (fig. V1.5) y el periodo del segundo intervalo con tasa
de crecimiento constante (m,) contra dosis (fig. V1.6). Similar a lo que se observé con
irradiacion g, puede observarse que estas curvas tienen el mismo comportamiento que
Ja curva Dosis-Respuesta, La dispersion en las medidas de los periodos de la primera y
segunda tasa de crecimiento es mayor que la de las medidas de respuesta, cono se observa
en la tabla V1.2,

Tabla V1.2

Primer | Segundo
Dosis Respuesta | periodo | periodo
(cGy) (min) (min)

187.583.5 | 0.80414% | 9.6+16% | 15.4+10%
2325443 | 0.53+£23% | 9.3£30% | 13.3+£37%
2775452 | 0.49420% | 6.0£30% | 9.6+17%
367.546.9 1 0.59£19% | 7.64£:10% | 13.8+25%
675.0:£12.6 | 0.69+10% | 8.0£50% | 12.3425%
157504204 | 0.65+17% | 9.7£6% | 14.3+£15%

2250.0£42.0 { 0.18+£11% | 6.0424% | 10.5461%
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Fig. VLI, Curva de Fluencia-Respuesta para las hifas del hongo Neurospora erassa

irradiadas con luz UV,
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Fig. VL2 Curva Dosis-Respuesta para las hifas de Nenvospora erassa irradiadas con
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Fig. VL3, Periodo de la primera tasa de crecimiento después de irradiar con particalas
A como funcidn de la dosis.
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Fig. V14, Curva Dosis-Respuesta obtenida para las hifas del hongo Neurospora erassa
irradiadas con rayos 5 deo WCo,
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Capitulo VII

Discusion y Conclusiones

Los resultados obtenidos al irradiar con luz UV y radiacion ionizante a las hifas del
hongo Neurospora crassa, son los mostrados en las curvas de Fluencia-Respuesta o Dosis-
Respuesta, Para las irradiaciones con luz UV se encontré una relacién matematica que
describe la disminucidn de la respuesta como funcion de la fluencia, hasta fluencias de 25
md/cw?; esto sugiere que hiay una alta sensibilidad de las hifas a la exposicion UV, que
se manifiesta en la reduceion de su tasa de crecimiento.

Para la irradiacion con particulas g se encontré que hay un ligero aunento en su tasa
de crecimiento y que se mantuvo constante en el intervala de 186 a 279 ¢Gy, hay una
disminucién de ésta para 372 ¢Gy de un 29%. Para las irradiaciones con rayos ¥ conforme
se aumenta la dosis hasta 368 ¢Gy la respuesta disniinnye alrededor de un 40% y a partir
de ésta se mantiene constante hasta 1575 ¢Gy lo cual estd involucrando una recuperacion
para tiempos mayores a 3 minutos, sin embargo, se tiene una disminucion de un 80% en
la respuesta para la dosis de 2250 cGy. El hecho de que haya una mayor inhibicién en el
crecimiento a dosis altas ha sido observado por Rosen [Rosen, 1987 para irradiacion de
Neurospora crassa con rayos X de 220 kVp.

Comparando las curvas Dosis-Respuesta (fig.V1.2 y V1.4) para irradiaciones con particu-
las 3 y con rayos ¥ se encuentra que hay grandes diferencias cualitativas. La respuesta
para rayos y es siempre menor que uno en tanto que, para el mismo intervalo de dosis, la
respuesta para f tiene una region en dosis (180-280 cGy) en la cual la respuesta es mayor
que uno. Si se comparan las dosis f y 4 necesarias para obtener nna misma respuesta, por
ejemplo 0.8, podemos concluir que la eficiencia radiobiolégica de las particulas 4 es 0.5
respecto de la radiacion 4. El hecho de que el efecto delos rayos v sea mayor que el debido
a electrones también ha sido observado en otros organismos: B. pumilus [Hayashi, 1994)
y bacterias [Ito, 1985]). Otros estudios reportan una mayor sensibilidad a electrones que
a rayos y para esporas de B, pumilus [Tabei, 1984] o una misma eficiencia a electrones,
rayos X y rayos ¥ para . coli y esporas de B. thermoacidurans [Goldblith, 1953]. La
diferencia en el efecto debido a la irradiacion con 4 y con particulas g puede deberse a la
diferencia en la tasa de dosis de las Meates radiactivas, como se discutird.
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Dado que la tasa de dosis de la fuente radiactiva %Sr es de 9.3 cGy/min, aproxi-
madamente 24 veces menor que la del Gammacell 200 (228 cGy/min), se investigaron
los posibles efectos de la tasa de dosis en la respuesta de diferentes organismos vivos a
la radiacidn. Los estudios del efecto de la tasa de dosis en la tasa de crecimiento de las
hifas de Neurospora crassa realizados por Rosen [Rosen, 1987) para irradiacién con rayos
X de 220 kVp muestran que hay una mayor inhibicién en el crecimiento al aumentar la
tasa de dosis a partir de 3500 cGy para tasas de dosis de 1000, 2500 y 5700 cGy/min.
Nuestras observaciones estan en la region de dosis en que la inhibicién es independiente
de la tasa de dosis y la tasa de dosis usada para irradiar con rayos v es 4 veces menor que
la menor tasa de dosis de rayos X. Las curvas de crecimiento de las hifas de Neurospora
crassa obtenidas por Rosen son cualitativamente similares a las obtenidas en este trabajo
al irradiar con rayos ¥ y con particulas .

No conocemos otros estudios similares para Ncurospora crassa. Respecto de células
de mamiferos, Michel y col. [Michel, 1979} hicieron estudios del efecto de ta tasa de dosis
en la supervivencia de 6 lineas de células de mamiferos para tasas de dosis entre 0.26 y
4.50 cGy/min y para 142.8 c¢Gy/min de radiacion y de *¥Cs, encontrando para 5 de las
lineas que a mayor tasa de dosis por unidad de dosis se tiene mayor eficiencia en causar
daiios letales a las células, Para la otra linea se obtuvo que en el intervalo de 0.62 a 2.57
cGy/min, las tasas de dosis menores son mds efectivas que las tasas de dosis mayores
por unidad de dosis. Otros estudios de supervivencia en células de mamiferas irradiadas
con rayos y de *'Co a tasas de dosis de 169 y 0.34 ¢Gy/min [Thacker, 1983] y con rayos
v de ¥Cs a tasa de dosis entre 92.67 cGy/min y 0.48 cGy/min [Wells, 1983] nuwestran
un mayor efecto a4 mayor tasa de dosis para la misma dosis. Para tasa de dosis de 0.28
y 0.10 ¢Gy/min se observa el mismo efecto por unidad de dosis que a 0.48 c¢Gy/min
[Wells, 1983]. La reduccion de la muerte de las céilas de mamiferos, en la mayorfa de
las lineas celulares estudiadas, a bajas tasas de dosis comparada con irradiacién aguda ha
sido atribuida frecuentemente a la accion de procesos de recuperacion celular durante la
irradiacion.

En base a los resultados anteriores, dada la diferencia en las tasa de dosis de las fuentes
radiactivas utilizadas, esperamos que ol efecto ohservado para particulas # sea menor que
cl debido a rayos v, lo cual fue observado experimentalinente ya que si se comparan las
tasas de crecimiento inicial y la obtenida immediatamnete después de irradiar se tiene
que la diferencia relativa para particulas # varfa entre un 10% y 30%, en tanto que, en
el mismo intervalo de dosis, varfa entre un 20% y un 50% cnando las hifas se irradian



con rayos 7. Esto indica que probablemente hay recuperacion de las células durante la
irradiacion,

Thacker y col. [Thacker, 1983} estudiaron la recuperacion de células de mamiferos
al dafio letal y mutagénico, para ello obtuvieron curvas de supervivencia y de frecuencia
de mutaciones inducidas inmediatamente y 5 horas después de terminada la irradiacion,
encontrando recuperacion para el dafio que conduce a lesiones letales y no para la in-
duccién de mutaciones. En este estudio se puede determinar si hay recuperacion de las
hifas después de la irradiacién observando que las hifas tienen dos o tres tasas de creci-
miento constantes despuds de haber sido irradiadas con rayos v. Para ello se graficé el
cociente entre la tasa de crechmiento maxima y la inicial (figura VI.7). Comparando estos
resultados con los mostrados en la figura V14, se observa que hay recuperacion de las
hifas en el intervalo de dosis estudiado. En la figura VLT se ve que el cociente entre la
tasa de crecimiento maxima y la inicial es mayor que uno para el intervalo de dosis entre
de 200 y 1750 ¢QGy, el hecho de que la respuesta a la irradiacion con particulas g (Fig.
VI.2) sea mayor que uno en el intervalo de dosis de 200 a 300 Gy se puede deber a la
recuperacion de las hifas durante el periodo de irradiacion,

Comportamientos similares a los observados en las curvas Dosis-Respuesta se obtu-
vieron en las curvas Dosis-Periodo, figura VI3 para f y figuras VL5-VL.6 para rayos «.
Uua posible explicacion es que la respuesta -definitla como la tasa de crecimiento después
de irradiar entre la tasa de crecimiento antes de irradiar- y el tiempo en que la hifa
mantiene su tasa de crecimiento constante  después de irradiar sean parametros que
miden un mismo efecto bioldgico.

Para poder comparar los resultados obtenidos con luz UV y radiacién ionizante se
hicieron los cdlenlos de dosis debido a UV, usando el coeficiente de atenuacion del gel
medido experimentalmente, encontrandose que las dosis depositadas en las hifas estdn en
el intervalo de 17,220 a 157,250 cCy, unas 50 veces mayores que las debidas a radiacién
7 (méxima de 2550 ¢Gy). Al comparar las respuestas con respecto a la dosis, para UV y
7, se encuentra que se necesita mas dosis de luz UV que de radiacion 5 para obtener las
mismas respuestas, es decir, la eficiencia radiobiolégica es menor que uno. Dado que los
tiempos de irradiacion para ambas radiaciones son del mismo orden, se ticne que la tasa
de dosis de la fuente de UV es mayor que la de la fuente de %0,

La diferencia en las respuestas puede deberse a los diferentes mecanismos de inte-
raccion de los dos tipos de radiacién. La interaccion de fa lnz UV con la materia produce
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excitacién y radicales libres, ocurriendo un efecto primario fisico o quimico por fotén
absorbido (Ley de Einstein-Stark [Atkins, 1986]). Esto no implica necesariamente que
tinicamente se produzea una molécula que reacciona cuando un fotén es absorbido, ya
que si el proceso subsecuente es una reaccion en cadena, la absorcion de un fotén puede
conducir a la produccion de varias moléculas que reaccionen. Por otro lado, muchas veces
el proceso de excitacion inicial no conduce a un efecto quimico significativo. Cuando la
radiacion ionizante interacciona con la materia, ademds de producir excitacion y radicales
libres, produce ionizacion que puede conducir a una gran variedad de cambios quimicos
que involucran al ion positivo y al electron, asi como fragmentacion del ion positivo
y reacciones entre el jon y las moléculas del medio. FEl electron primario puede a su
vez ionizar y excilar otras moléculas en su trayectoria, causando mas transforinaciones
quimicas y ademds formar iones negativos, tales como 11~ y O~ al producir disociacién de
moléculas, Eu este caso, nn efecto primario produce muchas ionizaciones y excitaciones
cuyas distribuciones en el espacio depende de la radiacion asi como del sistema con el cual
interacciona,

Finalinente, se discute el camplimiento de los objetivos originalmente establecidos en
este trabajo. Los protocolos para medir la dosis (radiacion vy y ) y fluencia (UV) per-
mitieron determinar las 2onas de homogenecidad y tamartio del haz, asi como medidas de
dosis y fluencias reproducibles en el intervalo de dosis y fluencia empleado. Se obtuvieron
curvas Dosis-Respuesta o Fluencia-Respuesta en que se observd el efecto de la radiacion
sobre la tasa de crecimiento de la hifa. A partir de éstas se definié una funcidn respuesta
que permitié cuautificar el efeeto bioldgico y comparar radiaciones de diferente calidad,
También se definieron curvas "Dosis-Periodo”, a partir de las observaciones pudiéndose
identificar dos procesos biolégicos diferentes que posiblemente tengan un origen comiin,
Las incertezas en la medidas de respuesta relativamente altas en comparacién con medi-
das en sistemas fisicos totalmente controlables, se originan en el hecho de que la hifa es
un organismo vivo y probablemente cada hifa responde de manera diferente a la radiacion,

Los resultados sobre la comparacion de las respnestas a los diferentes tipos de radiacion
ya han sido discutidos ampliamente, atn cuando la diferencia en la tasa de dosis entre
las fuentes *Sr y “Co hizo que la respuesta de las hifas para cada radiacion depeudiera
de dos pardmetros diferentes (tasa de dosis y tipo de radiacion 4 o v), se obtuvo la
eficiencia radiobioldgica y se diseutié fa posibilidad de recuperacion de las hifas durante
la irradiacion con partienlas /1. Andlogamente se compararon las respuestas a radiacién
v y fuz UV, En base a lo anterior, se cousidera que esta tesis complio con los objetivos
del trabajo.
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