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Resumen

En el presente trabajo, se ha implementado el Microanélisis por Fluorescencia de Rayos X
para el estudio de tejidos neoplasicos. Esta técnica permite un analisis multielemental simulta-
neo no destructivo, simplificando la tarea laboriosa que implica el analisis elemental tradicional
por histoquimica. En particular la micro-XRF permite el monitoreo de fésforo cuya presencia
estd asociada a microcalcificaciones y al metabolismo tumoral. El fésforo muestra un incremen-
to significativo en tumores malignos por lo que recientemente se lo ha empezado a emplear
como posible biomarcador en modelos de prognosis del cancer de mama. Estudios preliminares
llevados a cabo por el grupo de investigacion del presente trabajo han mostrado la viabilidad
de la metodologia propuesta particularmente aplicada en la determinacién de fésforo.

Las ventajas de la micro-XRF en el estudio del contenido de metales en tejidos biologicos
fueron aprovechadas para el analisis del contenido de fésforo en neoplasias mamarias de un
modelo murino. La micro-XRF fue implementada con haz policromatico de un tubo de rayos
X de cobre eficazmente focalizada en un area de decenas de micrones con 6ptica de capilares.
Para lograr una buena resolucion espacial combinada con una precisa cuantificacion, las tareas
experimentales y tratamiento de datos fueron asistidas mediante la simulaciéon de transporte de
radiaciones por técnicas Monte Carlo recurriendo al programa XMI-MSIM de codigo abierto.
En estas tareas, el conocimiento preciso de la modulacion sobre el espectro de excitacién por
la 6ptica de capilares fue esencial, lo cual se consiguié desarrollando un modelo clésico para el
transporte de radiaciones. Ademas se realizé una cuidadosa evaluaciéon del resto de los pardme-
tros de entrada del programa XMI-MSIM vinculados a la muestra y al sistema de deteccién.
La configuracién empleada del programa de simulacién fue validada utilizando un material de
referencia certificado.

Mediante la precisa cuantificacién del fosforo, lograda a partir del eficiente arreglo experi-
mental implementado, se demostré la capacidad de la metodologia propuesta para el andlisis
de fésforo en muestras tumorales.



Abstract

In the present work, X-ray Fluorescence Microanalysis has been implemented for the study of
neoplastic tissues. This technique allows a simultaneous non-destructive multi-elemental analy-
sis, simplifying the laborious task that traditional elemental analysis by histochemistry implies.
In particular, micro-XRF allows the monitoring of phosphorus, whose presence is associated
with microcalcifications and tumor metabolism. The significant increase of phosphorous in ma-
lignant tissues recently has begun to be used as a possible biomarker in breast cancer prognosis
models. Preliminary studies carried out by the research group of this work have shown the via-
bility of the proposed methodology, particularly applied in the determination of phosphorus.

The advantages of micro-XRF in the study of metal content in biological tissues were used
to the follow-up of phosphorus in neoplastic breast tissues of a murine model. Micro-XRF was
implemented with a polychromatic X-ray beam from an tube of copper efficiently focused in
an area of tens of microns by capillary optics. To achieve a good spatial resolution, combined
with precise quantification, the experimental tasks and data processing were assisted by Monte
Carlo simulation of radiation transport using the open-source XMI-MSIM program. In these
tasks, the precise knowledge of the modulation over the excitation spectrum has been essential
which was obtained by the development of a classical model of X-ray transport. In addition, a
careful evaluation of the rest of the input parameters of the XMI-MSIM software related to the
sample and the detection system was carried out. The employed configuration of the simulation
software was validated using a certified reference material.

Through the precise quantification of phosphorus, achieved from the implemented efficient
experimental set-up, the capacity of the proposed methodology for the analysis of tumor samples
was demonstrated.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Objetivos y alcances de éste trabajo

La microfluorescencia de rayos X (micro-XRF') es una técnica analitica no destructiva capaz
de cuantificar simultaneamente un gran nimero de elementos quimicos. Se trata de una potente
técnica instrumental que en las ultimas décadas ha comenzado a ser adoptada gradualmente
en multiples campos de aplicaciéon [I, 2]. Una de las razones de esta amplia difusién son los
minimos requerimientos en la preparacién de muestras que proporciona una notable versatili-
dad a los procedimientos analiticos. Ademas, la micro-XRF ha comenzado a ser mas accesible
para laboratorios convencionales gracias a los recientes avances en fuentes, detectores y épticas
en el rango de los rayos X [I, B]. En este contexto se espera que nuevas aplicaciones surjan
especialmente en areas de medicina y biologia donde la técnica es particularmente ventajosa.
Efectivamente, la elevada sensibilidad para analisis de trazas en muestras préximas a su esta-
do natural, incluyendo la posibilidad de anélisis in vivo, resulta muy atractiva en estas areas
[3]. Esto se enfatiza en histoquimica, la ciencia que estudia la composicién quimica de tejidos
bioldgicos.

En el andlisis elemental tradicional por histoquimica, los tejidos son marcados con tinturas
especificas para cada elemento [4]. Esta es una tarea laboriosa que puede simplificarse con-
siderablemente por la micro-XRF, principalmente porque permite un analisis multielemental
simultaneo no destructivo. Varios reportes han mostrado ampliamente el potencial de la micro-
XRF en histoquimica 3 [5]. En particular, ha sido empleada para monitorear el incremento
del contenido de metales en tejidos neoplasicos mostrando que algunos metales pueden ser usa-
dos como biomarcadores en modelos de prognosis del cdncer de mama [6]. Estos resultados
convincentes sugieren que nueva informacién sobre el metabolismo del cancer de mama puede
encontrarse en el estudio de otros elementos. El fésforo es un buen candidato para este propésito
puesto que se sabe que juega un rol importante en el metabolismo de las células en general.

En el analisis de muestras de cancer de mama por micro-XRF, la deteccion de fésforo ha
estado principalmente asociada a la identificacién y caracterizacién de microcalcificaciones en
biopsias [7, [§]. Las microcalcificaciones juegan un papel crucial en el diagndstico de cancer de
mama ya que en mamografias usadas como guia logran revelar in situ hasta un 90 % de car-
cinomas ductales. Con el aporte de la micro-XRF asociada a la histologia convencional puede
también emplearse como un novedoso factor de prognosis en lesiones de mama. El procedi-
miento analitico consiste en la irradiacion directa de los micro-cristales calcificados donde la



distribucion espacial de calcio muestra un pico intenso. Una precisa cuantificacion de fésforo y
calcio permite inferir la variedad de cristal calcificado que principalmente pueden ser oxalatos
de calcio o especies de hidroxiapatita. Se ha encontrado que la presencia de hidroxiapatitas esta
estrictamente relacionada con lesiones malignas mientras que las lesiones benignas son exclusi-
vamente compuestas de oxalatos [7]. La deteccién de fésforo es crucial en la identificacién de
estos cristales ya que solo se encuentra presente en hidroxiapatitas y no en oxalatos.

Recientemente el contenido de fésforo también ha sido empleado para monitorear la acti-
vidad metabdlica de células tumorales puesto que este elemento juega un rol importante en
el crecimiento del cancer. Numerosos investigadores han reportado que la cantidad de fésforo
en sangre de pacientes con cancer se incrementa y que ademas las células tumorales consumen
compuestos fosforados aproximadamente seis veces mas de lo normal [9, [10]. Por contrapartida,
la reduccion de los niveles de fésforo en sangre produce una considerable reduccién del tamano
del tumor [I1]. Motivados por estos resultados, recientemente algunos autores han propuesto a
la concentracion de fésforo en el microambiente tumoral como un nuevo marcador del progreso
de tumores [12] [13] [14].

En el presente trabajo se propuso como objetivo realizar actividades experimentales y tra-
tamiento de datos que contribuyan al desarrollo de una metodologia para el analisis del fésforo
en tejidos tumorales por micro-XRF. Dado que para tomar al fésforo como biomarcador se
requeria una buena resolucion espacial combinada con una precisa cuantificacion, y ésto repre-
sentaba un fuerte desafio debido a las complicaciones técnicas involucradas en la deteccién de
la emisién de fluorescencia de rayos X de este elemento en particular, se opté por fortalecer las
tareas experimentales y tratamiento de datos con el apoyo de la simulacion de transporte de ra-
diaciones por técnicas Monte Carlo recurriendo al programa XMI-MSIM de c6digo abierto [15].
En el capitulo {4] se desarrolla en detalle la cuantificacién elemental por micro-XREF utilizando
simulaciéon por Monte Carlo.

La descripciéon precisa del espectro incidente resulta un factor importante al momento de
conseguir resultados que se ajusten a las mediciones en el laboratorio. Para lograr esto se
desarroll6 un modelo tedrico que se validé experimentalmente con asistencia de simulaciéon del
transporte de rayos X. En el capitulo |3| se describe en detalle dicho modelo.

1.2. Metodologia empleada

1.2.1. Facilidades disponibles

Se empled un tubo de rayos X de alta potencia (1,5kW) marca Philips PW2223/20 con
anodo de Cu. Con este tubo se ha desarrollado un espectrémetro dispersivo en energia para
el microandlisis por micro-XRF. En esta geometria el tubo de rayos X se ha acoplado a un
monocapilar céonico de vidrio que produce un haz de baja divergencia en un &rea circular de
0,3mm de diametro. Dependiendo de la aplicaciéon la lente puede ser intercambiada por una
menos aguda de manera de irradiar una mayor area circular que actualmente puede ser de
40, 100, 300 y 500 micrémetros de didmetro. La emisién por Fluorescencia de rayos X (XRF)
es registrada por un detector de diodo de Si marca AMPTEK modelo XR100T. El sistema
cuenta con un portamuestras con movimientos en las tres direcciones ortogonales controladas
manualmente por computadora y con una resolucién de 0,6 micrones.



1.2.2. Muestras analizadas

Se analizaron tumores mamarios fijados en parafina similares a las biopsias extraidas para
el diagnostico tradicional de cdncer de mama. Este tipo de preparacion de muestra se utiliza
rutinariamente en laboratorios de histologia para estudiar tejidos blandos a nivel microscopi-
co permitiendo almacenar las muestras para una posible posterior revision de los resultados.
La medicién de la distribucion espacial de fésforo en este tipo de muestras por micro-XRF
permitiria incorporar la técnica a numerosos experimentos en marcha y ademas realizar estu-
dios retrospectivos en experimentos ya finalizados. Esto se realizo en el marco de proyectos de
cooperacion vigentes FAMAF-FCM que permitié el acceso al banco de muestras de la FCM.

Estudios preliminares llevados a cabo por el grupo de investigacion en el cual se encuentra
inserto éste trabajo, han mostrado la viabilidad de la metodologia propuesta particularmente
aplicada en la determinaciéon de foésforo [18]. Se utilizaron los estudios histopatolégicos y mi-
crofotografias obtenidas previamente por especialistas de la FCM para caracterizar los tejidos
neoplasicos de manera de seleccionar eficientemente las areas para el estudio por micro-XRF.

Para reducir el tiempo de cuantificacion en el método de Simulacion Monte Carlo, se simuld
previamente la emision XRF de fésforo de muestras virtuales con una matriz similar a las
muestras incégnitas (estandares virtuales). De esta manera fue posible confeccionar una curva de
calibracién que vincula precisamente la senal XRF registrada para fésforo con su concentracién
en la matriz.

1.2.3. Analisis de fésforo por micro-XRF

La emision XRF no tiene una dependencia lineal con las concentraciones elementales debido
a que es afectada por efectos de atenuacion y reforzamiento cominmente llamados efectos de
matriz. Este efecto es particularmente notable en la cuantificacion de fésforo debido a que la
emision XRF de este elemento es poco penetrante y es reforzada por la matriz. Para corregir
estos efectos de matriz se recurrié a simulaciones Monte Carlo que realicen una reconstitucion
virtual de la matriz. Este procedimiento se ha empleado exitosamente en la certificacién de
materiales de referencia por XRF caracterizandose por un alto grado de precision en los resul-
tados [16]. Esto es una consecuencia de la posibilidad de un seguimiento preciso del transporte
de particulas en la matriz que brinda la simulacion Monte Carlo.

Para llevar adelante las cuantificaciones de fésforo por este método se empled el software
libre XMI-MSIM que permite realizar simulaciones Monte Carlo especialmente orientadas al
analisis por XRF [15].

Para aplicar el método de Simulaciones Monte Carlo, resulté esencial el conocimiento preciso
del espectro de excitacion. En el caso de la micro-XRF' en laboratorios convencionales, donde
usualmente se emplea un tubo de rayos X combinado con sistemas de focalizacién, el espectro
de excitacién no puede ser medido directamente a la salida de la lente porque el flujo de fotones
es demasiado alto para detectores dispersivos en energia. En consecuencia, se deben utilizar
métodos indirectos para la determinacion del espectro de excitacion. El grupo de investigacion
del presente trabajo ha realizado estudios previos sobre las estrategias actualmente empleadas
en estos métodos de medicion [17]. En esta tesis se ha desarrollado una metodologia nueva
basada en un modelo clasico del transporte de radiaciones asistida por simulacion Monte Carlo
que arpovecha trabajos previos en el tema.



Capitulo 2

Conceptos basicos de la interaccién de
la radiacion con la materia

Este capitulo comienza con una breve descripcion de los principales tipos de interaccion de la
radiacién con la materia y procede a introducir los conceptos fisicos utilizados en el analisis con-
vencional por fluorescencia de rayos X (XRF). Tras describir el formalismo tedrico propio de los
rayos X y del a&tomo, se describe el espectro continuo de rayos X producido por Bremstrahlung,
que forma parte del espectro de los tubos de rayos X cominmente usados en espectroscopia por
fluorescencia de rayos X. Posteriormente se introducen las secciones eficaces de mayor relevan-
cia a la hora de caracterizar los espectros generados por dichos tubos, para luego destacar la
sucesion de eventos que dan lugar a la emision de radiacion caracteristica mediante la excitacion
por rayos X, efecto denominado fluorescencia de rayos X en la jerga espectroscopica. Por tltimo
se describe el funcionamiento de los detectores que permiten el procesamiento y estudio de la
radiacion en cuestion, con su correspondiente resolucion en energias y eficiencia.

2.1. Naturaleza de los rayos X

Los rayos X representan la radiacion electromagnética generada por emisién radiativa de
atomos excitados (radiacién caracteristica) o por conversion de energia cinética de particulas
cargadas en radiacién (Bremsstrahlung). Dicha definicién sitia a los rayos X en la escala com-
prendida entre los rayos v de corta longitud de onda y el ultravioleta lejano, con valores de
longitud de onda entre 0,01A y 100A. Al igual que todo tipo de radiacién electromagnética, los
rayos X pueden ser tratados como onda transversal o como particula.

Esta dualidad onda-particula se expresa a través de la relacion de Einstein:

12,397
AA]

Aqui E es la energia del fotén, h la constante de Planck, v la frecuencia de la onda electromag-
nética y A su longitud de onda.

ElkeV] = hv = (2.1)



2.2. Modelo del atomo

En la moderna teoria de los atomos multielectronicos, los electrones ocupan una serie de
orbitales atémicos descriptos por funciones de onda provenientes de la resolucién de la ecuacién
de Schrodinger. La obtencién exacta de estas funciones se complica considerablemente por la
anisotropia de la interacciéon mutua de los electrones atémicos. Una excelente aproximacion se
consigue promediando esta interaccién para transformarla en un potencial central [19]. Bajo tal
aproximaciéon y teniendo en cuenta el acoplamiento spin-orbita, los orbitales atomicos quedan
caracterizados por cuatro nimeros cuanticos n, 1, j y m;, siendo n el principal, 1 el momento
angular orbital, j el momento angular total y m; su proyecciéon en el eje de referencia. Los
valores n, 1 y j que tiene cada orbital definen la energia de ligadura del electrén contenido,
siendo las diferencias energéticas entre cada orbital mostrada cualitativamente en la Figura [2.1}
En esta figura los orbitales atomicos son denotados mediante nimeros cuanticos. Los electrones
tienden a ocupar primeramente los orbitales atémicos de menor energia. Sin embargo, por el
principio de exclusién de Pauli, solo un electrén puede ocupar cada orbital, lo cual impide que
todos pertenezcan al orbital de menor energia. Teniendo en cuenta este sencillo principio y
el diagrama cualitativo de la energia de los orbitales, es posible determinar la configuracion
electronica de cada uno de los elementos de la tabla periddica. Para ello es preciso notar que
un nivel energético con momento angular total j se desdobla en (2j + 1) orbitales con valores
semienteros para m; comprendidos entre (—j) y j.
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Figura 2.1: Diferencias energéticas entre orbitales electrénicos de un atomo. A la derecha se encuentran los
numeros cuanticos de cada nivel de energia y a la izquierda la notacién espectroscopica. Las flechas verticales
denotan las transiciones electrénicas permitidas junto con la notacién espectroscopica.

2.3. Bremsstrahlung

El bremsstrahlung es el continuo de rayos X producido por la desaceleracion de electrones
rapidos en el campo eléctrico de un ntcleo atémico. Este espectro continuo de rayos X tiene

7



una longitud de onda minima asociada a la energia maxima de los electrones interactuantes:

he

o (2:2)

siendo c la velocidad de la luz, e la carga elemental y 1} la diferencia de potencial aplicada para
acelerar los electrones.

Antes de ser parcialmente absorbido en el material excitado, el bremsstrahlung es isotropico,
no polarizado y tiene una distribucién espectral lineal con la energia. La féormula matemati-
ca correspondiente, que surge de aplicar los métodos de la mecanica cuantica, se muestra a
continuacién [20]:

AZ(EO — E) st E < Ey
[(E)E = (2.3)
0 si FE > EO

siendo A una constante de proporcionalidad, Z el niimero atémico del blanco y Ej la energia
maxima de los electrones interactuantes. Puesto que la absorcion de los rayos X depende de
la energia, los fotones generados que emergen del material excitado tienen una distribucién
espectral diferente a la mostrada anteriormente. En este caso, el espectro tiene un maximo
principal y decae considerablemente a medida que aumenta la longitud de onda, segin se
muestra en la Figura
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Figura 2.2: Distribucién espectral bremsstrahlung para 20, 30, 40 y 50 kV.

Independientemente de la naturaleza del material excitado, el méximo principal ocurre
aproximadamente a la energia %EO [21]. Una descripcién aproximada del bremsstrahlung es
fundamental en las técnicas espectroscopicas por fluorescencia de rayos X. En particular, la
distribucion espectral del bremsstrahlung generado en tubos de rayos X resulta de gran im-
portancia en el analisis multielemental cuantitativo por XRF. La manera usual de obtener tal



descripcion es utilizando funciones empiricas que ajustan adecuadamente el espectro continuo
[22].

2.4. Interaccion de fotones con la materia

Existen cuatro tipos de interacciones entre un atomo y un fotéon que predominan probabi-
listicamente en el rango de energias de los rayos X, siendo la seccién eficaz de cada interaccion
quien da cuenta de mayor o menor probabilidad de ocurrencia. Estas son el dispersion coherente
o Rayleigh, el dispersion incoherente o Compton, la absorcién fotoeléctrica y la produccion de
pares. En el rango de 10 a 100keV, dependiendo de Z, los fotones son absorbidos principalmente
por efecto fotoeléctrico, en tanto que para mayores energias hasta los ~10MeV y materiales de
Z muy bajo, el dispersion Compton predomina. Para energias mayores a esta la produccion de
pares es el proceso predominante [23].

En la Figura se muestran cualitativamente los cuatro procesos mencionados.

hv itomo hv dtomo

(b)
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Figura 2.3: (a) Efecto fotoeléctrico, (b) dispersiéon Rayleigh, (c) efecto Compton y (d) produccién de pares.

2.4.1. Absorcion fotoeléctrica

En el caso de la radiacion electromagnética, la ionizacién de capas atémicas internas es el
resultado del efecto fotoeléctrico, dejando al atomo en un nivel excitado. El electrén expulsado
adquiere una energia cinética dada por la diferencia entre la energia del fotén incidente y
su energia de ligadura. Puesto que en los andlisis por XRF se utiliza predominantemente la
radiacion caracteristica generada en decaimientos hacia las capas K y L, serd descripta la
absorcion fotoeléctrica solo en torno a estas capas atomicas.

La magnitud 7 que cuantifica la probabilidad de ocurrencia de este fenémeno es el coeficiente
masico de absorcion fotoeléctrico. Una excelente aproximacion de esta magnitud, que permite
comprender su comportamiento en funciéon de la energia E[keV] del fotén incidente y de la
naturaleza del medio absorbente, se muestra a continuacion [24]:
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siendo N4 el numero de Avogadro, A el peso atémico del medio absorbente, Z su ntmero
atémico y Ex la energia de ligadura de la capa atémica X. Esta expresion tiene una abrupta
discontinuidad en £ = Ek y es causada porque la energia del fotéon incidente comienza a
expulsar electrones de la capa K para EF > Ef. Este tipo de discontinuidad es observada a la
energia de ligadura de cada una de las restantes capas atémicas y se denominada usualmente
salto de borde, mientras que en este contexto su energia de ligadura se denomina borde de
absorcion. El salto de borde jx de una capa atomica X se expresa cuantitativamente a través
de la siguiente expresion:
. T>
- = 2.5
Jx = ( )
siendo 7. el valor de 7 justo por debajo de Ex y 7~ el valor de 7 justo por encima de Ex. En
términos de jx es posible obtener la fraccién kx de fotones absorbidos en la capa X mediante
la ecuacion:
Jx —1

Jx

kx = (2.6)
Aqui se ha asumido que kyx es independiente de la energia de los fotones incidentes lo cual es
una muy buena aproximacion. Esta sencilla expresién permite demostrar que aproximadamente
el 80 % del proceso de absorcién fotoeléctrico tiene lugar en la capa K para cualquier atomo
absorbente, siempre y cuando sea E > Ex [25].

En consecuencia, la radiaciéon caracteristica asociada a la capa K es la mas intensa, lo
cual justifica porque es la mas utilizada en la espectroscopia por fluorescencia de rayos X. La
independencia de kx con E y el rapido decrecimiento de 7 con E, permiten deducir que la mayor
eficiencia de ionizacion de una determinada capa X se consigue cuando la energia del fotén
incidente es proxima a la energia de ligadura Ex. Los parametros presentados anteriormente
pueden ser obtenidos de diversas fuentes de la literatura, siendo una de las mas destacadas las
tablas de McMaster et al., validas para 87 elementos en el rango energético entre 1keV y 1MeV
[26].

2.4.2. Dispersion coherente o Rayleigh

El atomo permanece en el estado original y el fotén desvia su trayectoria en un angulo dife-
rente sin pérdida de energia. Aqui la seccién eficaz diferencial atémica se escribe en términos de
la seccién eficaz diferencial de un atomo aislado (dispersién Thompson), la cual, para radiaciéon
electromagnética no polarizada es:

dop 1+ cos(Q)zr2
Q- 2 0

(2.7)
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Aqui 6 es el angulo que describe el cambio de la direccién original del foton.
Para tener en cuenta el dispersién de Z electrones, la dispersién Rayleigh se puede escribir:
do  dor 9
=) (28)
Aqui F(q) es el factor de forma atémico para la dispersion en un angulo 6 (entre trayectoria
original y la dispersada), y ¢ el momento transferido. Los valores de F'(¢q) se computan en varias
tablas para diferentes modelos de densidad electrénica [27, 28].

2.4.3. Dispersion incoherente o Compton

En este tipo de interaccion un electréon es eyectado produciendo la ionizacion del atomo, y
un nuevo fotéon con energia menor a la del incidente es emitido. Bajo el estudio de la cinemética
de la dispersion de un electron libre con fotones no polarizados se puede obtener el corrimiento
en longitud de onda del fotén incidente:

N — X = Ac(1 — cos(h)) (2.9)

donde \¢ = % = 2,426 x 1071%m es la longitud de onda Compton del electrén. Observar que
el corrimiento Compton s6lo depende del angulo de dispersién del fotéon, y no de la energia del
foton incidente.

De igual manera, para fotones incidentes de una dada energia hry se obtiene la seccion
eficaz diferencial Compton para un electrén libre, conocida como féormula de Klein-Nishina,
cuya expresion para un haz no polarizado es:

do r2v? vV
dgN = 5073[* + = — sen()?] (2.10)

vy
Con las consideraciones anteriores se puede dar una expresién para la seccién eficaz dife-
rencial Compton para los electrones de un atomo a partir de la de un electrén libre:

daatom o dUKN
.  d9Q
donde S(q, Z) es la funcién de dispersién incoherente para dicho dtomo que describe los efectos

de las energias de ligadura de electrones en diferentes capas atémicas. Al igual que en la seccién
2.4.2| para F'(q), hay tablas completas para S(q, Z) [27, 2§].

S(q, 2) (2.11)

2.4.4. Produccién de pares

En este proceso el fotén incidente interactiia con el campo eléctrico del niicleo creando un par
electrén-positron (produccién de pares nuclear), o lo hace con un electrén atémico (produccion
de pares electrénica, llamada también produccién de triplete). El fotén pierde toda su energia.
La seccion eficaz total de producciéon de pares nuclear y atémica se hayan en la mayoria de los
libros introductorios a la interaccion de la radiacién con la materia [23].
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2.5. Atenuacion de los rayos X con la materia

Para un haz de fotones delgado, paralelo y monocromatico, la atenuacién en un medio
material homogéneo es descripta por la ley exponencial [25]:

I = Ipet? (2.12)

donde I es la intensidad del haz incidente, I la intensidad transmitida, t el espesor del absor-
bente y p* su coeficiente de atenuacion lineal. En la espectroscopia por fluorescencia de rayos X
es valido asumir que el coeficiente de atenuacion lineal se compone de un término de absorcién
fotoeléctrica y de un término de dispersion [24]:

w=r"+o" (2.13)

siendo 7* el coeficiente lineal de absorcién fotoeléctrica, analizado anteriormente, y o* el coefi-
ciente lineal de dispersion.

Los coeficientes masicos p, 7 y o se obtienen de sus correspondientes coeficientes lineales
w*, 7y o dividiendo estos tltimos por la densidad del medio absorbente. Los valores de u, 7
y o para 87 elementos de la tabla periddica se encuentran tabulados en la referencia [26].

A diferencia de los coeficientes lineales, los coeficientes mésicos son independientes de las
fluctuaciones en densidad de los elementos, por lo que son preferentemente tabulados en la
literatura.

Si el absorbente es un compuesto quimico o una mezcla, su coeficiente de atenuaciéon masico
1 puede evaluarse aproximadamente utilizando los coeficientes masicos u; de los elementos
constituyentes segtin la férmula del promedio pesado [29]:

p=> Wi (2.14)
i=1

donde W; es la fraccién en peso del i-ésimo elemento y n el niimero total de elementos en el
absorbente.

2.6. Fluorescencia de rayos X

Una vez ocurrida la absorcién fotoeléctrica, se genera una vacancia en la capa correspondien-
te al electrén eyectado, la cual puede llenarse por un electréon de una capa mas alta, mediante
la caida de un electrén proveniente de esta tultima. En dicho proceso un fotén es emitido, cuya
energia es igual a la diferencia de energia entre las dos capas. A dichos fotones se los denomina
rayos X caracteristicos, porque su energia es caracteristica de los niveles atémicos de energia
en cuestion. Al proceso de emisién de fotones caracteristicos luego de una fotoabsorciéon se lo
denomina fluorescencia de rayos X (XRF). Con dicha definicién, se procede a realizar una des-
cripcion mas detallada de este proceso, el cual involucra el estudio de los métodos de ionizacién
en capas atomicas internas ya descrito, y los detalles de las transiciones electrénicas de un
atomo. A continuacién se presenta un resumen de los conceptos mas relevantes.
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2.6.1. Produccion de fluorescencia

Las vacancias en capas atomicas internas se llenan con electrones atémicos que entregan
energia durante el proceso. Como ya fue mencionado, esta energia se manifiesta como radiacién
caracteristica, pero también existe la posibilidad de que sea invertida para liberar otro electrén
atémico. El primer proceso se conoce como transicién radiativa, mientras que el segundo se
conoce como transicién no radiativa, siendo estas tltimas subdivididas a su vez en transiciones
Auger y transiciones Coster-Kronig. En una transicién Auger, el electron que llena la vacancia
pertenece a una capa atomica menos ligada que la capa atémica vacante. En cambio, en una
transicion Coster-Kronig, el electron que llena la vacancia pertenece a la misma capa atémica
vacante, pero a una subcapa menos ligada. Este tipo de transiciones no ocurre en la capa K, ya
que ésta no se subdivide en subcapas componentes, pero si se manifiesta en las capas atomicas
restantes. Las transiciones no radiativas son dominantes para los elementos livianos, por lo que la
sensibilidad del analisis por XRF disminuye para tales elementos. La probabilidad de ocurrencia
de transiciones radiativas en una determinada capa atomica x se denomina produccion de
fluorescencia wx y se define como:

Ix

— 2.15
wx = (2.15)

siendo Ix el nimero total de fotones caracteristicos emitidos por decaimientos a X y ny el
numero de vacancias electronicas creadas en X. La presencia de transiciones no radiativas
restringe los valores de wy entre 0 y 1, siendo para elementos livianos préximos a 0. Existe en
la literatura una gran cantidad de resultados tedricos y experimentales sobre las producciones
de fluorescencia, dentro de los que destacan los resultados tedricos de Puri et al. [30] y la
recopilaciéon de Bambynek et al.[19].

2.6.2. Radiacion caracteristica

La energia E de un fotén caracteristico producido en una transicion radiativa desde la capa
X5 hacia la capa mas ligada X; estd dada por la relacion:

E = (Exi — Exs) (2.16)

siendo E; la energia de ligadura de la capa atémica Xi. La teoria del espectro de rayos X
revela la existencia de un niimero limitado de transiciones permitidas. Las de mayor intensidad
son las transiciones dipolares eléctricas gobernadas por las siguientes reglas de seleccién [31]:

Al = +1 Aj =0,+1 (2.17)

Las transiciones radiativas que estan prohibidas como dipolares eléctricas pueden aparecer
como transiciones radiativas multipolares. Las mas intensas son las transiciones dipolares mag-
néticas y las cuadripolares eléctricas [31], pero debido a su baja intensidad en comparacién con
las dipolares eléctricas son poco usadas en el analisis por XRF. A cada linea generada en decai-
mientos hacia una capa X le corresponde una fracciéon de la intensidad radiativa total producida
en tales decaimientos. Estas fracciones de linea pueden obtenerse en varias tabulaciones de la
literatura entre las que destaca la de Khan y Karimi [32]. Las lineas més intensas son las K1,
Ka2, La1 v Lao por lo que son predominantemente utilizadas en espectroscopia de rayos X.
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2.7. Espectrometria por XRF

En espectrometria por XRF existen dos configuraciones posibles: dispersiva en energia
(EDXRF) y dispersiva en longitud de ondas (WDXRF). La EDXRF se caracteriza por uti-
lizar detectores de estado sélido que miden directamente la energia e intensidad de los rayos X
mediante la ionizacion producida en un material semiconductor adecuado. Entre sus principales
caracteristicas se encuentra la simultaneidad de medicién en un amplio rango de energias.

La WDXRF utiliza un cristal analizador para seleccionar la longitud de onda de los rayos X
incidentes mediante reflexion de Bragg. En esta configuracion el espectro incidente se obtiene
de manera secuencial barriendo el rango de longitudes de onda de interés. Las principales
diferencias entre las configuraciones EDXRF y WDXREF son el tiempo de adquisiciéon y la
resolucion en energias. Mientras que la EDXRF ofrece un bajo tiempo de adquisiciéon debido al
procesamiento simultaneo del espectro incidente, la WDXRF permite resoluciones espectrales
de decenas de electronvolts superando por un orden de magnitud a la alcanzada por la EDXRF,
pero para lo cual se necesita un mayor tiempo de medicién [24].

2.7.1. Detectores semiconductores

En este tipo de detectores, la ionizacién producida por cada fotéon que entra al detec-
tor es convertida a una senal de voltaje con amplitud proporcional a la energia incidente. Se
emplean procesos electronicos que pre amplifican y procesan la senal para mantener y aumen-
tar la proporcionalidad entre la sefial del voltaje y el pulso de carga original. Un conversor
analégico-digital acumula el espectro de la secuencia de eventos en una memoria de histograma
(multicanal). Cabe destacar que el andlisis de energias no depende de la difraccién o el enfo-
que de los rayos X por el detector, asi la geometria del sistema es relativamente insensible al
desplazamiento del detector con respecto a la muestra, pudiendo acercarlo y alejarlo con cierta
libertad de esta para lograr mayor eficiencia. Asi, la principal ventaja de EDXREF deriva de su
capacidad de detecciones simultaneas con alta eficiencia geométrica.

La deteccién dispersiva en energia aprovecha algunas de las propiedades de los diodos se-
miconductores. La Figura muestra el esquema particular de un detector de Si(Li) cuya
estructura es representativa de los detectores de estado sélido mas comunes. Dicho dispositivo
ha sido fabricado sobre un material semiconductor de alta calidad con contactos rectificadores
p o n en superficies opuestas. El volumen del material se caracteriza por una concentracion de
portadores de carga libres muy baja minimizada por el enfriamiento termoeléctrico del cristal.

En la geometria dispuesta en la Figura[2.4] la region dopada con litio actiia como un contacto
n y la superficie de oro sirve como el contacto p rectificador. Cuando el diodo se polariza
inversamente todos los portadores libres son barridos fuera del volumen del cristal creando una
region de agotamiento activa por donde no hay corriente eléctrica. Entonces, cuando un fotén
de rayos X es totalmente absorbido en el volumen activo del diodo creard una vacante (hueco)
junto con un fotoelectrén energético. Este fotoelectrén interactuara con los atomos en la red
cristalina del semiconductor produciendo miltiples eventos de ionizacion de baja energia. Este
proceso continuara hasta que el electrén se detenga al final de su recorrido total, que es corto
en comparacion con las dimensiones del cristal.

El resultado de este proceso de ionizaciéon multiple es la produccién esencialmente instan-
tanea de un gran nimero de pares de electrones-huecos libres en el volumen activo del diodo.
Estos portadores de carga son movidos por el voltaje inverso del diodo formando un pulso de
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corriente eléctrica. En el ejemplo de la Figura [2.4] el contacto eléctrico del detector frontal
predispuesto a 500 V atrae al hueco y repele los electrones creando un pulso de corriente que
es colectado por el circuito amplificador.

X-rays

Te FET

p-type region
- (dead layer
~100 pm)

(old contact Y e
Li-drifted intrinsic
region

n-type region

® Electrons Gold contact
o Holes surface (~200 nm)

Figura 2.4: Seccién transversal tipica de un detector Si(Li) que muestra superficie de contacto y volumen
activo.

El niimero de portadores de carga producidos es directamente proporcional a la energia del
foton de rayos X incidente en el detector. Por lo tanto, el nimero de cargas recogidas da como
resultado un pulso de corriente cuya magnitud es, a su vez, directamente proporcional a la
energia del fotén detectado.

2.7.2. Resolucién en energia

La resolucién de la energia de un detector semiconductor determina la habilidad de este para
resolver rayos X caracteristicos para muestras multielementales. Es comiin definir el ancho total
a la mitad del maximo (FWHM en inglés) de la distribucion de la altura del pulso medida para
un fotén monocromatico a una energia especifica. Por convencion, la resolucién de un detector
se especifica para la linea K, del manganeso ponderada a 5,895 keV debido a que dichas lineas
son de energia lo suficientemente pequenia como para que la contribucion del FWHM del doblete
Ko+ Koz (5,898 v 5,887 keV, respectivamente) y el ancho intrinseco de las lineas de emision
puedan ser despreciadas. Esta linea de emision esta facilmente disponible a partir de las fuentes
de radioisétopos de **Fe (ver Figura [2.5)).

El FWHM de la linea de rayos X medido, 0 AF;.q, €s la suma en cuadratura, de la
contribucion debida solamente al proceso del detector AEpe, v la asociada con el sistema de
procesamiento del pulso AFEg. (ruido electrénico):

FWHM = AEyu = \| AE},, + AE% (2.18)

La componente AEp,; es determinada por la estadistica asociada al proceso de produccion
de cargas libres ocurridas en el volumen agotado del diodo. El ntimero promedio de pares

lec
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electron-hueco producido por un fotén incidente puede ser calculado como la energia total del
foton dividida por la energia media requerida para producir un solo par electrén-hueco. Si
la energia media para la creacion de un par electron-hueco es € (3,8¢V), el niimero de pares
electron-hueco generado en la deteccion de un fotén con energia E es en realidad una variable

aleatoria cuyo valor medio es %

.1_133 eV FWHM

J\/\

Figure 12 Pulse height spectrum of MnK x-rays taken with a 30-mm® Si(Li) detector.

5.5 7.0

Figura 2.5: Altura del pulso espectral de rayos X de Mn K, tomado con un detector Si(Li) de 30 mm?.

Debido a que el proceso de produccion de pares electron-hueco no es exactamente estocéastico
(aleatorio) su distribucién estadistica se aparta de la de Poisson, ésto se corrige introduciendo
el factor de Fano F' (el cuél mide éste apartamiento). Asi obtenemos una desviacién cuadratica
media ¢ para la variable estocéstica debida a la estadistica cuya forma es:

re (2.19)

€

g =

El error cuadratico medio para la energia se obtiene multiplicando este error por €; sin
embargo, la incertidumbre en la energia AFEp,.; suele caracterizarse mediante el FWHM corres-

pondiente:

AFEpes = FWHMpe: = 2,3550per = 2,355V F Ee (2.20)

Un valor razonable para un detector de silicio es ~ 170eV; los detectores mas modernos

pueden alcanzar un valor ~ 130eV.

2.7.3. Eficiencia del detector

La eficiencia intrinseca de un detector semiconductor puede ser aproximada por un modelo
simple en donde la probabilidad de detectar un haz de rayos X incidente en el detector se
asume como la probabilidad de absorcién fotoeléctrica con el volumen activo. Esta puede ser

expresada como:
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€(E) = e M(1—e % (2.21)

donde €(FE) es la eficiencia intrinseca del detector dependiente de la energia, t es el espesor
de la ventana del detector, u = p(F) es el coeficiente lineal de atenuacién de la ventana del
detector, d es el espesor del volumen activo del detector y o es el coeficiente lineal de absorcién
fotoeléctrico del cristal semiconductor. Se puede observar de que la eficiencia disminuye

a bajas energias, lo cual estd determinado por la ventana de entrada del detector (usualmente
Berilio).

2.7.4. Analisis del solapamiento de intensidades de fluorescencia pa-
ra lineas de energias préoximas

Teniendo presente lo desarrollado en la seccion [2.7.2] se analizo el caso en el que la resolucién
en energias del detector no es suficiente para separar dos picos de intensidades de un mismo
elemento pero correspondientes a lineas de emisién distintas (como ser la K, y la Kgo), las
cuales se encuentran a energias muy proximas una de otra; observandose por dicho motivo un
unico pico espectral.

Para conseguir tratar por separado cada pico y determinar el ancho a media altura (FWHM)
como su correspondiente desviacion cuadratica media o, se expresa el pico de interés como la
suma de dos intensidades: una intensidad I; para la linea de emisién K,; con un valor maximo
de intensidad A; y una energia E;, y otra intensidad I, para la linea K, con una intensidad
maxima A, y una energia E;. Ambas intensidades escritas en su forma gaussiana:

A, _E-B? Ay (B-(B1+6)?

I = e 202 I, = e 202 2.22
! \V2mo 2 V2o ( )

donde 6 = Ey — Ej.
Por lo tanto la expresion general que se obtiene para un pico en el que intervienen ambas
intensidades es de la forma:

Ay _(B—Ey)? _ (B (B +9))?

22 4+ A 22 2.23
o le ¢ ) (2:23)

con A, = ﬁ—f. Las intensidades méaximas A; y A, se calculan como las fracciones de linea para
cada energia por el area total integrada bajo el pico de intensidad I.

I=15+1,=

2.7.5. Picos de escape en detectores de Si(Li)

El fenémeno del pico de escape en los detectores de Si(Li) es un proceso familiar en el que el
fotén entrante de energia E ioniza la capa K de un dtomo de Si y, posteriormente, los fotones
K, del atomo de Si escapan por la superficie del detector. Esta situacién hace que la energia
depositada en el detector sea E — F, , en lugar de E, resultando en una generacion de cargas
correspondiente a un fotén de menor energia. Para el &tomo de Si, la linea Ey, de rayos X es
de 1,74 keV, por lo tanto los picos de escape aparecen en 1,74 keV menos que el pico original,
mientras que su intensidad relativa depende de la tasa de fotones incidente.

Teniendo en cuenta éste fendémeno, es importante analizar para éste trabajo, la presencia
del pico de escape de la linea K, del Ca, dado que su energia se encuentra en los 1,95 keV y la
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resolucion en energias del detector no es suficiente para separarlo de la senal del pico K, de P,
resultando en inico pico que suma ambas intensidades.
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Capitulo 3

Calculo analitico de la transmision en
un monocapilar

3.1. Introduccién

En esta seccion la evaluacion de la propagacion de rayos X incidente sobre una superficie
reflectora plana con un haz de rayos X a incidencia rasante se desarrollarda en detalle. En
particular en el presente trabajo resulté de gran interés la aplicacion de dicha teoria para la
optimizacién de la resolucion espacial del experimento (que en principio solo se logra mediante
fuentes de sincrotrén), necesaria para una eficiente cuantificacién de elementos en tumores
mamarios por micro-XRF. Pese a que muchos investigadores han demostrado la capacidad
de la radiacién de sincrotréon para abordar la micro-XRF con una excelente resoluciéon no
reproducible en laboratorios convencionales, la continua evolucion de la éptica de rayos X y de
las fuentes de rayos X permiten hoy en dia obtener haces focalizados con una tasa de fotones
util incluso en dispositivos convencionales.

A mediados del siglo pasado experimentos pioneros mostraron la posibilidad de transportar
haces de rayos X mediante capilares de vidrio [50, 5I]. Gradualmente la descripcién tedrica de
este efecto fue desarrollada junto con las primeras aplicaciones de capilares de vidrio en técnicas
analiticas [52, B3]. A fines del siglo pasado la creacién de los primeros policapilares de vidrio
condujeron a una intensa actividad tedrica y experimental mostrando el enorme potencial de la
éptica de policapilares [54]. En estos dispositivos 6pticos la transmisién de los fotones de rayos
X se realiza por reflexion total en la superficie interna de los capilares. De esta forma los haces
de rayos X pueden cambiar su direccién con baja pérdida en intensidad. Las aplicaciones de la
6ptica de policapilares en rayos X son diversas destacandose el desarrollo de nuevas técnicas
analiticas, desarrollo de la astronomia en el rango de rayos X y aplicaciones en fisica médica
[55].

La tecnologia actual para la fabricacion de capilares de vidrio es capaz de llegar a dimen-
siones en el orden de decenas de nanémetros, permitiendo la produccion de lentes con tamano
de foco en el mismo orden [56]. Esto hace que la éptica de capilares de vidrio tenga multiples
aplicaciones en nanotecnologia despertando un marcado interés en la comunidad cientifica in-
ternacional. La optica de capilares de vidrio es por tanto un tema de investigacion abierto que
se encuentra en continua evoluciéon y con excelentes perspectivas a futuro.

La optica de capilares ha alcanzado un notable desarrollo para la focalizacion de la emision
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de tubos de rayos X [57]. Por este motivo representa una excelente opcién para el desarrollo del
microanalisis por rayos X orientado a aplicaciones en laboratorios convencionales. Una de las
potenciales aplicaciones donde mejor se aprovechan las ventajas comparativas de esta técnica
es en el estudio de la composicion y estructura de tejidos bioldgicos. Resoluciones espaciales
en el orden de los micrones son accesibles gracias a la incorporacion de éptica de capilares
[58]. Estas técnicas representan herramientas valiosas para estudiar el metabolismo de tejidos
sanos y enfermos, contribuyendo a la prevencion, diagnostico, seguimiento y tratamiento de
enfermedades como el cancer o de los efectos de contaminantes ambientales como el arsénico
[59]. Ademas la combinacién de la éptica de policapilares con radiacién de sincrotrén permite
desarrollar novedosas aplicaciones dentro de las cuales destaca el microandlisis por rayos X
tridimensional [60].

En resumen se puede afirmar que el estudio de la propagacién de rayos X en guias de haces
es un tema de sumo interés en la fisica actual que demanda un intenso trabajo tanto teorico
como experimental.

3.2. Modelo tedrico

3.2.1. Principios fisicos de lentes para rayos X
Propagacion de rayos X a incidencia rasante

Un haz de rayos X de frecuencia w incidente en forma rasante desde el vacio sobre un medio
material de superficie bien definida tiene asociado un campo eléctrico E y un campo magnético
H que cumplen las ecuaciones de Maxwell:

oH
E=—-pu— 3.1
V x W o (3.1)
OE
H=¢— 3.2
V X Y (3.2)
V-E=0
V-H=0
A partir de [3.1] y [3.2] se obtiene:
e, O°E
E=- %7 .
V x V x 25 (3.5)

donde €, es la constante dieléctrica de un medio material y varia de un punto a otro debido a
la variacion en la densidad de la carga electrénica. Asumiendo que €, = 1 — 7 y eliminando la
dependencia temporal dada por el factor e~ la ecuacién que satisface E se transforma en:

V x V x E+k’E = 7k°E (3.6)

siendo k = w/c el ntmero de ondas del haz incidente de rayos X.
La funcién de Green Gy (r,r’) para la ecuacién de Helmholtz anterior es bien conocida [33]
y basta recordar que cumple la ecuacion:

20



V x V x Gi(r,v') + K*Gi(r,r') = §(r — 1) (3.7)

Utilizando la funcién Gi(r,r’) es posible transformar a la ecuacion 3.6 en la siguiente ecua-
cion integral:

E(r) = Eo(r) + / & Gy(r, v )y (¢ E(r) (3.8)

donde Eg(r) satisface la ecuacién homogénea:

V xVxEg+kEq=0 (3.9)

La resolucion iterativa de la ecuacion integral partiendo de la hipdtesis de que inicial-
mente E = Eg se conoce como aproximacion de Born y resulta un método 6ptimo para resolver
un gran nimero de problemas de dispersion [34]. Sin embargo, en el problema de la propagacion
de un haz de rayos X a incidencia rasante la aproximacién de Born resulta inadecuada. Esto
se debe a que en tal caso la propagacion es el producto de multiples dispersiones, por lo que se
necesita un alto nimero de iteraciones antes de alcanzar aproximaciones satisfactorias.

En lugar de utilizar la aproximacién de Born, aqui resulta de mayor efectividad el empleo de
la aproximacion de onda distorsionada [35]. Este método de resolucién se basa en la propaga-
cién sobre medios homogéneos como primera aproximacion, lo cual permite describir en pocas
iteraciones lo esencial de la dispersion, simplificando considerablemente el calculo numérico. En
el procedimiento usual de la aproximaciéon de onda distorsionada, la constante dieléctrica se
divide en dos partes:

€e=¢€+ € (3.10)

donde € representa la constante dieléctrica promedio mientras que €5 contiene la informacion de
la estructura a escala atomica de €. La estrategia entonces es resolver el problema de propagaciéon
usando € en lugar de € en la ecuacién [3.6] y luego evaluar la dispersiéon producida por e; en
el campo eléctrico resultante. El formalismo tedrico se obtiene reescribiendo la ecuacion [3.§]
utilizando los parametros 7, y 2 correspondientes a €; y €, respectivamente:

B(r) = Eo(r) + [ d*r'Gilr, )1 ()ER) + [ /Gy, v )n()EW)  (3.11)

La aproximacion ahora consiste en reemplazar E en el lado derecho de esta expresion por
E,, siendo E; la onda distorsionada obtenida por la resolucién de la propagacién en un medio
homogéneo:

E.(r) = Eo(r) + / &' Gy (r, v )y (¢ ) Eq (1) (3.12)
Finalmente:
E(r) = Ei(r) + / &P Gy, v )y (t ) Eq () (3.13)

En las aplicaciones de la espectroscopia por fluorescencia de rayos X, es suficiente utilizar la
expresion [3.12| para evaluar el campo eléctrico ignorando la correccién dada por [3.13] Esto se
debe a que [3.13| representa una correcciéon de segundo orden cuyo valor es despreciable, debido
a que el volumen donde E; no se anula, definido por la profundidad de penetracion del haz
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incidente, es muy pequeno. Sin embargo, la correccién es sumamente importante en estudios
superficiales por difraccion de rayos X, donde los efectos producidos por la dispersion de rayos
X son preferentemente analizados[35].

Indice de refraccion para rayos X

El tratamiento tedrico del problema de propagacién de haces de rayos X bajo angulos
de incidencia rasante desarrollado en la seccion precedente, concluye que se puede obtener
una muy buena aproximacion a la soluciéon considerando a los medios de propagaciéon como
continuos. En consecuencia, aplicando en la resolucion de este problema el tratamiento clasico
de la propagacion de ondas electromagnéticas se pueden obtener resultados satisfactorios. En
estos calculos es fundamental el conocimiento del indice de refracciéon del medio de propagacién
en el régimen de los rayos X, por lo que una descripcién de tal parametro sera presentada a
continuacion.

Primeramente se obtiene la constante dieléctrica siguiendo el desarrollo de Landau (pagina
267 [38]) para frecuencias muy altas en un medio homogéneo compuesto por un unico tipo de
atomos. Supondremos que la frecuencia de rotacion del electrén atémico es mucho menor que la
frecuencia del haz de rayos X incidente. Entonces se puede pensar que el electrén atomico esta
fijo y que debido a la accién del campo oscilatorio del haz incidente comienza a oscilar. Si r,
es la posiciéon del movimiento oscilatorio perturbativo inducido por el campo eléctrico entonces
se tiene:

d’rp, e ,
= ——Ee ™ 3.14
d?t mo (3.14)
L (3.15)
o = P :
Esto significa que el vector polarizaciéon es:
e’p(r)
P(r) = E 3.16
(1) = “LUE(r) (3.16)

siendo p(r) la densidad volumétrica de electrones en el material. Puesto que las interacciones
atémicas se producen a frecuencias mucho menores que w la probabilidad de intercambio de
energia interatomica (resonancia) es muy baja y puede despreciarse (ver [38] pagina 267). La
interaccién interatomica entre los mismos atomos por radiacién es un efecto de segundo orden
de acuerdo a resultados experimentales. Esto significa que es posible representar a cualquier
material por un grupo de atomos aislados no ligados quimicamente. Entonces se puede escribir
a p como la densidad electronica total ps en el atomo:

p(r) = pa(re) (3.17)

donde ahora r = (ra + re) con ra la posicién de cada dtomo y re la posicién de los electrones
atomicos referida al centro del atomo. Luego p4 se puede escribir en términos de las densidades
electrénicas por orbital:

pa(r) = (X ps(xe)) (3.18)
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Finalmente la constante dieléctrica sera:

e?p(r)
=1- 3.19
ew) =1- L% (3.19)
Siguiendo el modelo de onda distorsionada, se promedia en el espacio:
2 2
o nae* [ -, B 4mn se? f(0)
G(CU) =1- > /0 4qr pA(r)dr =1- W (320)

donde n4 es el nimero de 4tomos por unidad de volumen y f(0) es el factor de forma atémica en
la direccién de incidencia [37,[39]. Recordando que el radio clasico del electrén es 7o = €2 /(mc?)
entonces se tiene:

4rroc® f(0)na
w2

L roc® f(0)n4 L roc?h? f(0)n4 (3.21)

fwy=1- T2 TE?

Finalmente el indice de refraccidén sera:
272
- roch” f (O)nA
— -1
n=ve 2

Si se tiene en cuenta la absorcion en el medio, entonces el indice de refracciéon toma la forma
36, 37 :

(3.22)

n=1-—0—1f3 (3.23)
donde:
272
o TroC h Napf(o)
0= 52 A (3.24)
_ pi(E)
8= o (3.25)

siendo 7 el radio clasico del electrén, h la constante de Planck, N, el nimero de Avogadro,
p(E) el coeficiente de atenuacién mésico del material a la energia F, k el nimero de ondas
del haz incidente y f(0) el valor del factor de dispersién atémica en la direccién de la onda
incidente. Existe un gran nimero de tablas con datos tedricos y experimentales desde donde
es posible tomar el valor de f(0) para todos los elementos de la tabla peridédica [37, 39 40]. Si
la energia E de los rayos X esta suficientemente lejos de la energia de los bordes de absorcién
atémica del material, entonces es posible reemplazar en la ecuacién anterior f(0) por el niimero
atémico Z del material. Para una sustancia no homogénea compuesta por r clases de atomos,
los pardmetros § y 8 adoptan la forma [36], 37]:

_TOC2h2Nap . Waf(o)a

= o o) (3.26)
— P NN (W (E 3.27
5= 55 2 (Wara(B) (3.27)

donde se tiene que para los atomos de la especie a—ésima: A, es el peso atémico, W, es la
fraccion en peso, pa(F) es el coeficiente de absorciéon masico a la energia E'y f(0), es el valor
del factor de dispersién atémica en la direccién de la onda incidente.
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Los parametros § y [ en general son positivos y con valores muy pequenos en el orden de
1079 y 10 ®respectivamente [41) [42]. Esta caracteristica del indice de refraccién da lugar al
fenomeno de reflexion total externa cuyo angulo critico 6. se puede obtener aplicando la ley de
Snell [36]:

0. =26 (3.28)

Coeficientes de Fresnel

Una onda electromagnética plana general puede descomponerse en dos ondas polarizadas
linealmente con planos de polarizaciéon ortogonales. Cuando la onda electromagnética incide
sobre una interfase plana entre dos medios arbitrarios, uno de estos planos usualmente se esco-
ge coincidente con el plano de incidencia [43]. La onda electromagnética con su vector campo
eléctrico perpendicular al plano de incidencia se denomina transversal eléctrica (TE) y, simi-
larmente, la onda electromagnética con su vector campo magnético perpendicular al plano de
incidencia se denomina transversal magnética (TM). La descomposicion de una onda electro-
magnética de polarizacion arbitraria en ondas TE y TM, reduce el problema de la propagacién
de ondas electromagnéticas a la propagacion de ondas TE y TM. Estas ondas tienen un com-
portamiento diferente en una interfase plana por lo que en principio deben ser consideradas por
separado. A continuacion, se presentan las formulas béasicas de propagacién comenzando por el
modo TE y asumiendo una frecuencia bien definida w para la onda electromagnética incidente.

Sea una interfase plana que separa dos medios arbitrarios 0 y 1 cuyas constantes dieléctricas
y permeabilidades magnéticas son respectivamente €, (o y €1, tt1.- Una onda plana TE incidente
sobre la interfase desde el medio 0 genera una onda reflejada y una onda transmitida. Sea A
la amplitud de la onda eléctrica incidente, R la amplitud de la onda eléctrica reflejada y T la
amplitud de la onda eléctrica transmitida. Utilizando los parametros que caracterizan a cada
medio se definen los siguientes nuevos pardametros:

P, = \/eaptasen(6,) para o =0,1 (3.29)

siendo 6, el angulo de propagacion de la onda incidente y 6; el angulo de propagacion de la
onda transmitida, ambos medidos desde la interfase. Los coeficientes de reflexiéon y transmision
para la onda eléctrica incidente estan dados respectivamente por [43, [44] 45] :

R (Ry— P)

o _xoe— v 3.30

T AT (Rt P (3.30)
T 2P,

T A (B+P) (3.31)

Las dos tltimas ecuaciones son conocidas como coeficientes de Fresnel para una onda eléc-
trica TE incidente sobre una interfase plana.

Manteniendo las mismas definiciones, considérese ahora una onda plana TM incidente sobre
la interfase desde el medio 0. Sea A la amplitud de la onda magnética incidente, R la amplitud
de la onda magnética reflejada y 7" la amplitud de la onda magnética transmitida. En este caso,
se definen los siguientes nuevos parametros:
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Qo = (Ma)sen(ﬁa) para a=0,1 (3.32)

60(
Los coeficientes de reflexion y transmision para la onda magnética incidente estan dados
respectivamente por [43], [44] [45]:

B (Qo—Q)
ro Gt O (3.33)
fo== = @ ; y (3.34)

Las dos ultimas ecuaciones son conocidas como coeficientes de Fresnel para una onda mag-
nética TM incidente sobre una interfase plana. Una vez obtenido el campo magnético H en el
modo TM, puede obtenerse el campo eléctrico E haciendo uso de la ecuacién elemental:

E="kxH (3.35)
v

Debido a que en el rango de los rayos X el indice de refraccién es siempre muy proximo a
la unidad, los parametros P de cada medio pueden aproximarse con la siguiente expresion:

Py = (0 — 26, — 2if3,)? para a = 0,1 (3.36)

Esta ultima expresion es valida para aproximar también a los parametros () en el modo TM
cuando el angulo de incidencia del haz de rayos X se encuentra en el orden de los miliradianes.
En consecuencia, los coeficientes de Fresnel a primer orden son iguales en los modos TE y TM,
lo cual implica que la propagaciéon de haces de rayos X bajo incidencia rasante a primer orden
es independiente de la polarizacién. Aproximaciones de Py @ se calculan en el Apéndice 6.

Medios homogéneos

La aplicacién mas sencilla y a la vez mas utilizada en lentes para rayos X, es la incidencia
rasante de rayos X sobre medios homogéneos con superficie plana y pulida. A continuacion,
se presenta una descripcion del comportamiento de la intensidad de rayos X en esta situacion
para radiacion monocromatica, utilizando los coeficientes de Fresnel definidos anteriormente.
El medio de incidencia usualmente es el aire o vacio de modo que es una buena aproximacion
considerar su indice de refraccion igual a 1. Esto implica que el parametro F, es igual al angulo
de incidencia . El parametro P; del medio homogéneo puede aproximarse despreciando [,
puesto que 1 en general es dos 6rdenes de magnitud menor que d;:

(0% —0%)2 si <0y
P = (3.37)
02 —02)2 si 0>0,

siendo 6., el angulo critico de reflexion total en la interfase del medio homogéneo.
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Fraccion de intensidad reflejada

Utilizando la férmula aproximada de P; y el coeficiente de Fresnel de la reflexion 71, es posible
demostrar que la reflectividad de la superficie estd dada aproximadamente por la expresion:

1 st 9<601

R = |r|* = (3.38)

0—(0-02))

st 6> 601
6-+(62-62))

SN

Esta expresion implica que para 6 < 6., la energia es totalmente reflejada, aunque es preciso
notar que en el resultado exacto una pequena parte de la energia es transmitida. Para 6 > 0.
la reflectividad R; tiende rapidamente a 0, por lo que la energia es mayormente transmitida.
En la Figura se muestra el comportamiento descripto para la reflectividad de una haz de
rayos X de 10 keV incidente sobre una interfase aire-Cr, donde el angulo critico de reflexién
total es 5,248 mrad.

1.0 —
0.8 \ -

ool \ j

Reflectividad

0.2 |- \ -

Angulo de Incidencia [mrad]

Figura 3.1: Curva de reflectividad del Cr para un haz de rayos X de 10 keV.

Fraccion de intensidad transmitida

Utilizando la formula aproximada de P; y el coeficiente de Fresnel t; para la transmision,
es posible demostrar que la fracciéon de intensidad transmitida en la superficie esta dada apro-
ximadamente por la expresion:
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2 .
% st 0 <64
c

T == (3.39)

262 ;
—=— si 0>40
0+(02-0%)2 ol

Para 6 < 0., se observa un crecimiento de 7] en forma cuadratica con 6. Para 6 > 6. se
cumple que 77 tiende rapidamente a 1, lo que indica que la energia es principalmente trans-
mitida. El comportamiento descripto se encuentra ilustrado en la Figura donde se muestra
la fraccion de intensidad transmitida para un haz de rayos X de 10 keV incidente sobre una
interfase aire-Cr.

Por otro lado, resulta util determinar la relacién entre los factores #Z; y 71, pues facilita la
interpretacion fisica de resultados tedricos en base al principio de conservacion de la energia.
Teniendo en cuenta el cambio en la densidad de lineas de flujo entre el haz incidente y el haz
refractado y considerando que (1 — %) representa la fraccién de fotones transmitidos hacia el
medio homogéneo, se puede demostrar que [46]:

7 = K(0)(1 - %) (3.40)
donde el factor de compresion K () se define como:
b
K(9) = v (3.41)
3.0 - ]

25| \ ]
2.0 - \ _
15 1 N\

10
05 - / i

0.0 . 1 . 1 .
0 5 10 15

Fraccion de Intensidad Transmitida

Angulo de Incidencia [mrad]

Figura 3.2: Fraccién de intensidad transmitida para un haz de rayos X de 10 keV incidente sobre Cr.

siendo b la secciéon transversal del haz incidente atravesada por el mismo niimero de lineas
de flujo que la seccién transversal b’ en el haz refractado. Mediante calculos analiticos se puede
demostrar que para cualquier angulo de incidencia 6 es:
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K(0) = (3.42)

Profundidad de penetracion

Si Iy es la intensidad de los rayos X incidente, entonces la intensidad del haz de rayos X
refractado a una distancia z de la superficie del medio esta dada por:

I(z) = Alpexp(—Im(ky.)z) (3.43)

siendo I'm(k,) la parte imaginaria de la componente normal del vector de ondas k dentro
del medio. Usando la definicién del pardmetro P; resulta que ki, = knysen(6,), de modo que
Im(ky,) = kIm(Py). La profundidad de penetracion D(6), definida como el valor de z donde
la intensidad refractada disminuye a 1/e de su valor original, adopta la forma:

1
D(0) = I (D) (3.44)
El valor de D(6) en el rango 0 < 6. estd comprendido entre 10A y 100A, siendo 10A en
elementos pesados como platino y 100A en elementos livianos como sodio [47]. Para 6 > 6
se aproxima rapidamente a la relacién lineal 6/ que puede alcanzar valores en el orden del
micrémetro. La dependencia angular para D(#) correspondiente a un haz de rayos X de 10 keV
incidente sobre una interfase aire-Cr se muestra en la Figura [3.3]

100 F : I ; I =

Profundidad de Penetracion [nm]

1 . 1 . 1
0 5 10

Angulo de Incidencia [mrad]

Figura 3.3: Profundidad de penetracién para un haz de rayos X de 10 keV en Cr.
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Calculo del dngulo de reflexién total para vidrio de borosilicato (DURAN) emplea-
do en la lente.

Para calcular el pardametro § mencionado anteriormente en la ecuacién [3.26] es necesario
conocer las fracciones de peso en peso del compuesto utilizado. Conociendo la composicién
quimica del vidrio borosilicatado [61] :

SiOQBgOgN(LQO + KQOAZQOg (345)
donde en porcentajes se tiene 81 % de Si0,, 13 % de By03, 4 % de Na;O y un 2% de K0 Al,Os.

Se calcularon entonces las correspondiente fracciones de peso en peso W, (ver Apéndice 7).

Para las energias de los haces empleados en este trabajo es posible reemplazar el factor de
dispersién f(0) de los elementos principales por su nimero atémico Z. Por lo tanto utilizando
la densidad del compuesto brindada por el fabricante p = 2,23g/cm? se obtuvo:

SE? = (9,3 x 107" 40,7 x 10 ") keV? (3.46)
Asi, el angulo de reflexion total sera:

(30+1)
0. d =v2) = -——= 3.47
[mrad] = v ElheV] (3.47)
donde el mayor aporte al error esta dado por la densidad y el término correspondiente a la
sumatoria.

Para energias representativas, los valores para el 4ngulo critico se muestran en la Tabla 3.1}

E [keV] | 6. [mrad]
2 15,0 £ 0,5
5 6,1 + 0,2
8 3.8 + 0,1
10 | 30+01
15 2,00 £ 0,07
20 1,50 £ 0,05

Tabla 3.1: Angulo critico de reflexién total externa en funcién de la energfa incidente.

3.2.2. Transmisién tedérica del monocapilar

Actualmente, la herramienta mas eficiente para el cdlculo de la transmision de rayos X en
una lente es el programa de diseno capilar de Rong Huang, empleada para disenar y simular
6pticas monocapilares de rebote tnico. En las referencias [62), [63] se dan todas las ecuaciones
utilizadas para disefiarlo. Dicho c6digo de simulacién numérica, a diferencia de las simulaciones
de trazado de rayos (la cual se rige por la teoria de guias de ondas), se basa tinicamente en
la Optica geométrica para rayos X, permitiendo calcular la intensidad de la imagen y el perfil
espacial de la intensidad directamente a partir de las ecuaciones de la imagen.

Para este programa de disenio, hay tres conjuntos de configuracion de entrada: fuente, éptica
capilar y salida. Todas las longitudes de entrada estan en unidades de milimetros y todos los
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angulos de entrada estdn en unidades de mrad. Una vez que se han ingresado las entradas, hay
dos opciones para las salidas: el perfil de didmetro interno (ID) capilar y el perfil de imagen.
El perfil de ID capilar da la forma que coincide con los parametros de entrada, y el perfil de
imagen da la distribucion de la ganancia en funcién de la posiciéon en el foco.

Se observa en el trabajo de R. Huang et al. [62] que los resultados numéricos de un capilar
disenado para la cristalografia de proteinas concuerdan con las mediciones experimentales. Se
debe destacar ademas que, pese a que dichos calculos se realizaron para un monocapilar de
vidrio con seccion eliptica de una sola reflexiéon, es posible aplicar éste mismo método para
capilares con reflexiones de 6rdenes superiores.

Los programas de trazado de rayos, nombrado anteriormente, pueden modelar més de cerca
los efectos de los errores de pendiente en la superficie capilar, las fuentes no gaussianas y los
perfiles de haz que no estan en el plano focal sin embargo son mucho mas dificiles de configurar
y requieren mucha mas informacién, como una forma de perfil real.

Modelo

Establecemos un sistema de coordenadas cilindrico con origen en la punta del monocapilar
y con el eje z coincidiendo con el eje dptico del sistema. La fuente se encuentra en el plano zy
a una distancia H del origen y tiene un area extensa S. Si el capilar tiene un radio de entrada
p; v la distancia de la entrada a la fuente es D entonces el nimero de fotones Ny que ingresa
al capilar es:

Smp;
47 D?

Aqui Fy es el nimero de fotones de energia F emitidos por unidad de area y por unidad de
tiempo. El nimero de fotones Ny que emergen del capilar se compone de dos términos:

Nr = Nrq+ Nry (3.49)

Aqui N4 es el nimero de fotones que pasa directo sin interactuar con las paredes del capilar
y N7, es el nimero de fotones que son reflejados en las paredes y logran salir del capilar. Para
evaluar Nrg procedemos como antes:

Ny, = F 2210 .
ra=Fo ot (3.50)

Aqui pg es el radio de salida del capilar.
Luego, la transmision de la lente o intensidad transmitida relativa se puede obtener desde:

Nr
=7,

Para evaluar Ny, descompondremos a la fuente de area S en elementos diferenciales de area
dS. Para simplificar tomamos uno de estos elementos ubicado en la posicién de coordenadas
(0,rs;H). Contaremos primero el ntimero de fotones emitidos por este elemento que son refleja-
dos por un elemento de superficie del capilar ubicado en la posiciéon con coordenadas cilindricas
((po + az1), ¢1, 21). Este ntimero esta dado por:

T (3.51)
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(po + az1)dz

dm(H — 2z1)?
Aqui 0, es el angulo de incidencia de los fotones provenientes desde dS y Z(6,) es la reflectividad
de la interfase aire-vidrio.

d*Nrp, = FodSad¢1 Z(01) (3.52)

Figura 3.4: Reflexion de una rayo emitido por el elemento de fuente dS en el elemento de superficie de un
capilar conico.

La ecuacién es valida si todos los fotones reflejados en la primera interaccién logran
escapar del capilar. Sin embargo aquellos que tienen un angulo de reflexion mayor que un
angulo limite 0y, sufrirdn una segunda reflexion. Si estos rayos logran emerger del capilar
entonces tendremos que:

(po + az1)dz
An(H — z1)?

Aqui 6, es el angulo de incidencia de los fotones en la segunda reflexion. Nuevamente, esta
ecuacion sera valida si el angulo de reflexion 5 es menor que un angulo limite 875. Procediendo
iterativamente se pueden calcular los valores 6; y 0; correspondientes a la i-ésima reflexion en
el capilar de manera de evaluar precisamente al término d*Nj, contemplando todas las posibles
reflexiones. Si el nimero de posibles reflexiones es N entonces:

d4NTT == FodSOéd¢1 :@(01)%(92) (353)

' Ny, = FOdSadgblw—zldzl ] %0, (3.54)
i=1

dm(H — 21)

Debido a la complejidad de la funcién Z(6) las 4 integrales asociadas a d*Ny, no pueden
ser resueltas analiticamente. A continuacion se describe un procedimiento iterativo para poder
calcular #; y 07; de manera de tener en cuenta las primeras reflexiones en el capilar.
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Primera reflexion

Como se muestra en el Apéndice 1 el angulo 6, estd dado por:

(po + aH — rgcos(¢y))
H — 21
En el Apéndice 2 se han desarrollado los calculos necesarios para mostrar que a primer
orden el dngulo limite 0, estd dado por:

0, = (3.55)

O =2,/(22)7 = o (3.56)
1

Aqui 7 es el angulo de inclinacion del plano de incidencia de la primera reflexién respecto del
plano de simetria de la lente ubicado en la posicion angular ¢;. Este angulo esta dado por:

rssen(¢1)
~ = """ 3.57
71 Sen(fyl) (H _ Zl) ( )

Segunda reflexion

Conociendo la inclinacién del plano de incidencia de la primera reflexion mediante ~; es
posible determinar el punto de impacto de la segunda reflexion (Ver Apéndice 3). Si 01 > 0,
entonces ocurrira una segunda reflexién en un punto con las siguientes coordenadas cilindricas:

92
_ VI 97—l

Z9 3
o+ /T3
p2 = Po + Qzg
P2 =1+ — ¢
d
sengly = — =

71
2
xS+t
0,
CoSP) = —
92
2V + 1

Aqui ¢} es un angulo auxiliar. Utilizando estas coordenadas es posible demostrar (ver Apéndice
4y 5) que el angulo de incidencia de la segunda reflexién y el dngulo limite son:

02 = cos(¢7)01 + (1 + cosd))a + y1send;

02 = 2,/(20)2 — 42

Z9

pisend),
Yo= T~

(21— 22)
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Tercera reflexién

Cuando se cumpla 05 > 615 habra una tercera reflexiéon. Procediendo como en el Apéndice
3 tendremos que las coordenadas del punto de la tercera reflexion son:

92
[22\/ 2 + 73 — po]

U7 et Tl
pP3 = po + 023
¢33 =2+ T — Py
sendl, = 0;2 -
7 t7
coSpy = b2

92
2V 3 +13

Utilizando estas coordenadas es posible demostrar (ver Apéndice 4 y 5) que el angulo de
incidencia de la tercera reflexion y el angulo limite son:

03 = 2cos(¢h)0y — cos(@) + d3)01 + (1 — cos(P) + ¢5))ox + yisen(d) + ¢h)

Ors =2,/(%)2 — 3
z3
pasendl

V3=~
(22 — 23)

3.3. Metodologia y materiales

La transmision del haz fue modelada para una lente de vidrio borosilicatado conica actual-
mente en uso, con parametros:

pi = 0,4mm
po = 0, 15mm
D = 50mm

L = 130mm

donde p; corresponde al radio inicial del capilar, py al radio de salida del capilar, D a la distancia
entre el plano donde se encuentra el elemento diferencial de fuente y el orificio de entrada del
capilar, y la distancia L al largo del capilar.

En el cédlculo de la transmision de rayos X en una lente conica, un fotén de rayos X puede
sufrir multiples reflexiones antes de salir de la lente. Para decidir qué ntimero de reflexiones
sucesivas son relevantes para el calculo de la transmisién se deben realizar cadlculos preliminares.
Empleando entonces el software de acceso libre GNU Octave y a partir del modelo teérico
explicado en la seccién [3.2.2] cuyos cédlculos se encuentran detallados en los Apéndices 1 al 5, se
desarroll6 un programa con el proposito de obtener las posibles reflexiones dentro del capilar.
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En una primera instancia y para corroborar los 6rdenes de reflexion que debian ser tenidos
en cuenta en la transmision, se calcularon los dangulos de incidencia para tres reflexiones con-
secutivas (01, 02 y 03) y los dngulos limites de transmision asociados a cada uno (011, 02 y
013). Dado que el valor de estos dngulos depende de la posicion relativa entre la fuente puntual
y el punto de reflexién en la lente, se escogieron condiciones particulares que se describen a
continuacion:

e La distancia de la fuente puntual hasta el eje éptico rg tomé los valores de 0 mm, 0,1 mm,
0,3 mm y 0,5 mm.

e La coordenada axial del punto de la primera reflexion z; adopté valores entre 10 y 130 mm
con pasos de 10 mm.

e La coordenada azimutal del punto para las tres reflexiones ¢, ¢2 y ¢3 adoptaron los valores
0°, 90° y 180°.

De esta manera, se obtuvo una descripciéon del rango de variacion de los angulos de incidencia
en las primeras tres reflexiones para puntos representativos de la fuente. La comparacion de este
rango con el rango de reflexion total fue posteriormente utilizada para calificar la relevancia de
cada reflexion.

Se calcul6 luego, conociendo los 6rdenes de reflexion que intervienen, las intensidades rela-
tivas transmitidas que finalmente divergen de la lente y hacen al espectro incidente de rayos
X.

Los graficos obtenidos para ambas partes se discuten en la seccion siguiente.

3.4. Resultados y discusiones

Una vez ejecutados los programas con los parametros iniciales de la lente, se obtuvieron
los archivos de datos de extension .txt con las correspondientes tablas para los valores de los
angulos mencionados anteriormente. Posteriormente se graficaron las tablas, buscando la forma
mas adecuada de combinar variables para mostrar los resultados y que sean comprensibles para
el lector.

Para cada grafico solo se consideraron los valores de z; en los que habia una tnica reflexion
total externa (sin érdenes mayores de reflexion), es decir ; < 6;,. Conociendo entonces los
valores que adopta el angulo critico de reflexién total en la tabla [3.1] y observando el com-
portamiento del angulo de incidencia para cada reflexion segiin la distancia z; y la orientacion
azimutal ¢, se comprob6 que:

e Para r¢ = Omm, se observa en las figuras que los angulos de incidencia para las tres
reflexiones consecutivas son siempre crecientes respecto a la distancia z;; sin embargo fijando
valores para z; se observdé un comportamiento constante para los angulos en funcion de la
rotacion azimutal del punto de reflexion ¢. Se ve también que para reflexiones de tercer orden
los valores que adoptan los angulos incidentes son muy cercanos al valor del angulo critico para
energias de 2 keV, es decir, pese a que los valores angulares son muy grandes atun refleja un
porcentaje pequeno de energias muy bajas.
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Figura 3.5: Valores adoptados por el angulo incidente 6 para cada reflexion, en funcién de la distancia al origen
del punto reflector z; y del dngulo azimutal para el plano de incidencia ¢;. El elemento diferencial de la fuente
se encuentra a una distancia rg = Omm sobre el eje x (para éste caso, justo sobre el eje dptico de la lente).

e Para r¢ = 0, 1lmm, se observa en las figuras que al igual que para el caso anterior los
angulos de incidencia son crecientes respecto a z;, la diferencia estd en que ésta tendencia
creciente de los angulos se mantiene también fijando valores de z; y aumentando el valor
azimutal ¢. Se debe notar ademas, que para la reflexion de tercer orden solamente dos valores
angulares para la incidencia quedan por debajo del dngulo critico méximo considerado (a 2
keV), que se corresponden al dngulo azimutal ¢ = 0 y por lo tanto para el restante de dngulos
incidentes no habra reflexién total (no se transmite a través la lente).

e Para rg = 0,3mm, se observa en las figuras [3.7] que los dngulos de incidencia para las tres
reflexiones contintian con una tendencia creciente respecto a la variable z;, sin embargo al
observar el comportamiento respecto al angulo azimutal ¢ la tendencia creciente del angulo
incidente solo se cumple para las primeras dos reflexiones.La reflexion de tercer orden muestra
un comportamiento decreciente respecto a ¢. Se ve que para ésta geometria experimental, todos
los angulos de incidencia de la tercera reflexion toman valores por encima del angulo critico sin
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Figura 3.6: Valores adoptados por el angulo incidente 8 para cada reflexion, en funcién de la distancia al origen

del punto reflector z; y del dngulo azimutal para el plano de incidencia ¢;. El elemento diferencial de la fuente
se encuentra a una distancia rg = 0, lmm sobre el eje x.

excepciones, por lo tanto la tercer reflexiéon no aportaria a la intensidad transmitida calculada
para la lente.

e Para rg = 0,5mm, se observa en las figuras [3.§ que, al igual que para el caso anterior, los
angulos incidentes siguen con la tendencia creciente segin la variable z; y éste comportamiento
solo se repite en las primeras dos reflexiones respecto al angulo azimutal ¢, siendo en la tercera
reflexion decreciente para con ésta variable. Dado que los valores para los angulo de incidencia
en la tercera reflexiéon son del mismo orden que para el caso anteriormente mencionado, es
posible descartar la contribucién de dicha reflexion a la intensidad total transmitida al final de
la lente.

Sabiendo entonces que para todos los casos una tercer reflexién no aporta significativamente
a la intensidad final transmitida, se omitieron en el modelo reflexiones de orden mayor a 2. Se
obtuvo asi, al igual que los casos anteriores, un archivo de extension .txt con los valores para
la intensidad relativa transmitida del haz incidente en funcién de la energia de los fotones que
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Figura 3.7: Valores adoptados por el angulo incidente 8 para cada reflexion, en funcién de la distancia al origen
del punto reflector z; y del dngulo azimutal para el plano de incidencia ¢;. El elemento diferencial de la fuente
se encuentra a una distancia rg = 0, 3mm sobre el eje x.

atraviesan la lente.

En la figura [3.9) se graficaron éstos puntos de intensidad vs energia, y se puede observar que
el comportamiento de la intensidad que logra transmitirse a lo largo de la lente decae exponen-
cialmente con la energia. Comportamiento esperable dado que como se mostré en resultados
anteriores el &ngulo critico de reflexiéon total es inversamente proporcional a la energia incidente.
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Figura 3.8: Valores adoptados por el angulo incidente 6§ para cada reflexion, en funcién de la distancia al origen

del punto reflector z; y del dngulo azimutal para el plano de incidencia ¢;. El elemento diferencial de la fuente
se encuentra a una distancia rg = 0, bmm sobre el eje x.
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Figura 3.9: Intensidad relativa transmitida a lo largo de la lente en funcién de la energia del haz incidente.

3.5. Conclusion

Finalmente y hablando en términos generales, se observé la existencia de configuraciones
experimentales en las que se cumple que 6, > 6,, lo que daria lugar a reflexiones de orden
(v + 1). Sin embargo resulté innegable que las reflexiones de alto orden y en particular la de
tercer orden en la lente bajo estudio, tienen angulos de incidencia bastante mayores al angulo
de reflexion total de la energia mas baja del espectro del tubo de rayos X en uso. Se concluye
entonces que las correcciones en el calculo de la transmision de la lente derivadas de considerar
reflexiones de orden mayor a 2 no son significativas para el perfil del monocapilar actualmente en
uso. Sin embargo el modelo tedrico desarrollado permite evaluar numéricamente reflexiones de
alto orden que podria adaptarse para una mejor evaluacion de la transmisiéon en monocapilares
de otros perfiles.

En cuanto al archivo final de transmision obtenido, la validacién del mismo se realizé indirec-
tamente mediante su incorporacién en la simulacién Monte Carlo de espectros XRF registrados
en condiciones controladas para materiales de referencia de la cudl se habla en los préximos
capitulos. Una correcta simulacién implica un espectro incidente modelado que se ajusta pre-
cisamente al espectro real.

Gracias a la gran capacidad de computo a la que se puede acceder en la actualidad, se con-
cluye que el método propuesto para la obtencion de la transmision de la lente, fundamentado en
un modelo tedrico clasico y una validacion por simulacion Monte Carlo de la emision XRF, re-
presenta una muy buena alternativa a métodos experimentales tradicionales por deconvolucion
[64].

Al no ser posible la mediciéon directa del conteo al final de la lente por cuestiones de la
geometria experimental, se consideré éste modelado tedrico o “medicion indirecta” como el
método mas conveniente para la obtencién del espectro incidente a utilizar.
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Capitulo 4

Método para cuantificacién elemental
por micro-XRF de tejidos biolégicos
mediante simulaciones Monte Carlo.

4.1. Introduccion

Como se ha expresado anteriormente, el principal objetivo de éste trabajo subyace en la
aplicacion de la micro-XRF para cuantificar P en muestras de tumores mamarios, en una
escala de laboratorio, a diferentes concentraciones de estos elementos. Hoy en dia, gracias al
gran crecimiento de la capacidad de calculo de las computadoras modernas, los datos pueden
ser analizados muy detalladamente por medio de la simulacién del transporte de radiaciones.

Es por ésta razon que en el presente capitulo se describe la aplicacion del software XMI-
MSIM [65] para el procesamiento de los espectros resultantes de la emision de XREF. Este
software, de uso libre, abierto y gratuito, facilita la simulacion Monte Carlo del transporte de la
radiaciones a partir de los datos de configuracion del tubo de rayos X, de la caracterizacion del
capilar y del detector asi como de la geometria del arreglo experimental, que incluye también
informacion de la composicion de la atmosfera de analisis. La metodologia permite tener en
cuenta las variaciones en las intensidades XRF debidas a irregularidades del area de irradiacion
de la muestra durante cada analisis por micro-XRF in vivo.

Se emplearon estandares fabricados con un amplio rango de elementos, entre los que se
encontraban los elementos particulares de interés, para validar la configuracion del codigo de
simulacion y de los parametros descriptivos del arreglo experimental. Para optimizar la meto-
dologia de cuantificacién de P se aplico el método de simulacién inversa de Monte Carlo, que
proporciona una curva de calibraciéon entre las intensidades micro-XRF medidas y las concen-
traciones elementales de la muestra incégnita [66]. Esta curva de calibracién se cred utilizando
un conjunto de estandares virtuales externos con una composicion elemental cercana al tejido
tumoral en estudio.
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4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Preparacion de muestras

Las muestras fueron preparadas por alumnos de la FCM-UNC como parte de un proyecto
de cooperacién con la FAMAF en vigencia. Se utilizaron 20 ratones albinos BALB/C que fueron
alimentados durante un periodo de 3 meses con una dieta estandar de alimentos balanceados
(Cargill Argentina S.A.). Los animales se mantuvieron en una habitacién con luz y temperatura
controlada y de acuerdo con las Pautas Institucionales para el Cuidado de Animales (Comité
de Cuidado de Animales de la Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).

Se aplicé luego un modelo experimental sobre los ratones que consistié en la inoculacion
de células de adenocarcinoma de glandula mamaria transplantable con capacidad metastasica
moderada por via subcuténea. Los animales fueron sacrificados a los 45-50 dias luego de haber
sido inoculados y se les extrajeron los tumores que posteriormente fueron fijados en formol e
incluidos en parafina (ver Figura .

A cada muestra conservada, se le realizaron dos cortes adyacentes con un micrétomo de
deslizamiento Reichert, uno de 2 micrémetros para andlisis convencional histolégico y el otro
de 30 micrémetros para el analisis por micro-XRF.

Lamina de 30 um en Kapton de 8 u,
PVA como adhesivo
4
células de ﬁ * =
adenocarci Se 2l
noma de saclr'lfh:an
s glandula [+
e i) mamaria ratonesy
40 ratones transplanta se exirae Lamina de 6 um
albinos BALB/C ble el tumor Andlisis
murine con histolagico
capacidad
metastasic R
a ]
moderada
por via |
subcutane . - o
a FCA-UNC- L EHNGS

Figura 4.1: Proceso para obtenciéon de muestras de tumores mamarios en murinos.

4.2.2. Analisis histolégico

Para lograr contraste y discriminacion entre diferentes estructuras bioldgicas se aplican dife-
rentes tipos de tinciones. La més empleada es la hematoxilina eosina (HE) para la identificacion
de estructuras nucleares y citoplasmaticas y sus caracteristicas morfolégicas. A partir del primer
corte de 2 micrémetros se efectud dicha coloracion la cual se llevo a cabo en el Laboratorio de
Microscopia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Nacional de Cérdoba.

Como se observa en la figura el andlisis de las muestras de tincién por microscopia
Optica permite identificar diferentes tipos de tejidos en las muestras de tumores mamarios, como
tejido graso (FT), tejido conectivo (CT), células tumorales activas (AT) y regién necrética (N),
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Figura 4.2: Resultados del andlisis de adenocarcinoma de mama por tincién HE y por sincrotrén micro-XRF.
En la columna de la izquierda se muestra la vista del microscopio 6ptico de los cortes de 2 micras tenidos con
HE. En la columna derecha, las mismas vistas de las columnas de la izquierda que muestran en negro solo los
pixeles de color azul purpura tefiidos con hematoxilina.

entre otros. En un trabajo preliminar se comprobé que las zonas de células tumorales activas
(AT) muestran concentraciones detectables de fésforo (por encima del limite de deteccién)
[67]. En este trabajo se utilizé este resultado para seleccionar los puntos de las muestras con
concentraciones de fosforo detectables por micro-XREF.

4.2.3. Analisis por micro-XRF

Con respecto al segundo corte de 30 micrones, fue colocado en un film especial Kapton de
8 micrones para la medicién con micro-XRF. Se utilizé polivinilalcohol (PVA) como adhesivo
ya que no genera ruido en el espectro a la hora del analisis. Las mediciones por micro-XRF
se realizaron en el Laboratorio de Técnicas No Convencionales por Rayos X (LTFNC) de la
FaMAF-UNC.

Para el analisis cuantitativo de P y Ca en muestras biolégicas, la fuente de rayos X empleada
fue un tubo de rayos X de dnodo de Mo modelo Philips PW2275 / 20 con una dimension de
foco de 0,4 mm x 12 mm y eje de simetria en la direccion vertical. Se seleccion6 el foco puntual,
con un area de emision efectiva de 0,4 mm x 1,26 mm apuntando 6° hacia abajo con respecto
al plano horizontal. Las mediciones se realizaron con el tubo de rayos X ajustado a 20 kV-10
mA. La zona dentro de la cual se irradiaron las muestras estaba cerrada y blindada mediante
una caja de 1,6 m x 1 m x 1 m con atmoésfera de aire limitada por paredes de plomo de 1mm
de espesor.

Se emple6 como lente el monocapilar cénico de vidrio descripta en el Capitulo anterior.
Esta lente se monté en una platina de cuatro ejes de precisiéon (arriba-abajo, izquierda-derecha,
rotacién horizontal-vertical) controlada manualmente a través de un gimbal Newport modelo
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Cat.LP-05A. Permite alta precisién al posicionar la muestra, con una resolucién de 0,6 micrones
en los movimientos lineales y una resolucion angular de 1 mrad en las rotaciones.

El portamuestras estaba motorizado y controlado por una computadora, para facilitar la
reproducibilidad de las mediciones. Las traslaciones se comandaron mediante tornillos de bolas
recirculantes Rexroth que aseguraron una resolucion espacial de 13 micrones para las tres
direcciones ortogonales. La emision XRF se recogié utilizando un detector Si-PIN Amptek
XR100T (180 eV de resolucién para la linea K, del Mn) colocado a 84° del haz de excitaciéon
a lo largo del plano vertical y perpendicular a la muestra. Las muestras se mantuvieron en un
marco de diapositivas, usado como portaobjeto. La distancia desde la ventana de entrada del
detector hasta la superficie de la muestra se fijé en 9 mm.

4.2.4. Simulacion Monte Carlo de la micro-XRF

Hoy en dia, el continuo progreso en la tecnologia informatica facilita calculos exhaustivos
de transporte de radiacién dando lugar a enfoques de cuantificaciéon que siguen los modelos
tedricos de interaccion de la radiacion con la materia y cuentan con bibliotecas de secciones
eficaces y coeficientes de atenuacion para radiacion de primero, segundo, tercero y hasta cuarto
orden. Para ejecutar las simulaciones, el software XMI-MSIM requiere parametros de entrada
que coincidan estrechamente con los tres componentes principales del espectrometro: la fuente
de rayos X, el detector y la muestra.

X-ray sources Cancel Ok
X-ray tube (Ebel model)
Tube voltage (kV) P -+

Tube current (mA) 1.0000 = | — T T T L — T T T

Tube solid angle (s1) 0.0002 Get from slits 6

Electron incidence angle (degrees)
X-ray take-off angle (degrees)

Interval width (keV)

Material Density (g/em®)

Anode | Cu w
Window Be v | 1848
Filter = He w | 0.000166

Transmission tube
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Intensity (photons/s)

10

10

10°
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Update spectrum About source Load parameters 0 5 10 15 20
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Figura 4.3: Pestana correspondiente a la configuracién para el tubo de rayos X y espectro incidente del
programa XMI-MSIM, los parametros ya ingresados corresponden a los actualmente utilizados en éste trabajo.

Para la fuente de rayos X, la divergencia del haz y el espectro de rayos X se midieron
siguiendo una metodologia previamente propuesta que considera la modulacion de la lente [64],
incorporandose el archivo de la transmision en el capilar que se obtuvo del capitulo anterior
(ver figura ). Se configuré el tubo de rayos X a 20 kV y 10 mA, siendo ademés 6° el dngulo
de salida del haz respecto al anodo.

La mayoria de los parametros del detector fueron proporcionados por el fabricante en el
manual de especificaciones, excepto la calibracion de energia, Factor de Fano y el ruido elec-
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Figura 4.4: Pestana correspondiente a la configuraciéon para el detector.

trénico, los cudles se establecieron mediante la medicién de las energias de emisiéon XRF de un
bloque estandar con distintos elementos puros (Ca, P, Se, Sc, Ni, Cr, entre otros). En parti-
cular para el calculo del factor de Fano y el ruido electrénico se siguieron los siguientes pasos:
Primeramente se registraron espectros XRF de elementos puros con lineas de emisién en el
rango de rayos X del espectrometro micro-XRF. Se utilizaron los elementos puros contenidos
en el bloque certificado de la firma Microanalysis Consultants Ltd. especialmente disenado para
el microandlisis en general. A partir de los espectros XRF y utilizando la ec. [2.23] para ajustar
los picos (correspondientes a lineas de emision K, v K,2) se obtuvo el valor para la desviacion
media cuadréatica o la cudl se inicializé a partir de un ajuste simple en Origin. Luego conociendo
la ec. se calculo el valor para el FW HM de cada pico y se grafico6 FW HM? en funcién de
la energia de emision para cada elemento. Con los valores de la pendiente y ordenada de dicha
grafica y combinando ademés las ec. [2.18]y se calculé finalmente el valor para el factor de
Fano y el ruido electrénico (ver figura [4.4).

En cuanto a la posicion y orientacion de la muestra fueron cuidadosamente determinadas por
mediciones de distancias con calibre, mientras que los vectores posicion del arreglo experimental
se calcularon en base al angulo de incidencia sobre la muestra y teniendo en cuenta los ejes
propuestos por el programa de simulacion como se observa en la figura

Para probar la capacidad del software para simular espectros de micro-XRF y ademaés validar
los parametros de entrada antes determinados, se utilizé una muestra de vidrio certificada BAM
S005A (BAM-Federal Institute for Materials Research and Testing - Alemania).

4.2.5. Modelado de muestras tumorales para micro-XRF

Para calcular el transporte de rayos x en las muestras tumorales es necesario conocer la
composiciéon quimica de su matriz. Para matrices orgdnicas no es posible obtener esta infor-
maciéon en forma directa mediante el andlisis por micro-XRF de los elementos componentes de
la matriz porque su emisiéon XRF es muy dificil de detectar. Esto es particularmente cierto
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Figura 4.5: A la izquierda se observa la pestafia correspondiente a la configuracién para la posicién y orientacion
muestra/detector, a la derecha el bosquejo de la geometria experimental brindada por el programa que permite
calcular las posiciones y orientaciones segun los ejes coordenados alli propuestos.

para H, C, N y O que son los elementos mayoritarios encontrados en muestras tumorales. En
estos casos el procedimiento usual consiste en proponer una composicion quimica para la matriz
orgéanica, emplearla en la simulacion del espectro micro-XRF de una muestra de prueba y luego
comparar con el correspondiente espectro micro-XRF real. Aquella matriz que logre la mayor
coincidencia entre ambos espectros micro-XRF serd la matriz validada. En esta comparacién
no solo los picos XRF deberan coincidir sino también el fondo espectral. Esto ultimo es muy
importante porque el fondo espectral es causado principalmente por la dispersién de rayos x en
la matriz.

El analisis de tejidos bioldgicos blandos incluidos en parafina mediante microscopio éptico,
muestra que los tejidos deshidratados se encuentran impregnados en parafina. Asi, una forma
de modelar a la matriz de las muestras tumorales para micro-XRF es utilizando una mezcla de
parafina con el tejido deshidratado. Para obtener entonces el coeficiente de atenuacién corres-
pondiente a neoplasias mamarias malignas deshidratadas se substrajo la contribucion del agua
a los valores reportados en el trabajo de Poletti et al. [69] para la muestra de tumor de tipo
I1, agregandose posteriormente el porcentaje de parafina en reemplazo del agua y los elementos
traza que constituyen al tumor. El contenido medio de agua en los adenocarcinomas disponi-
bles se estim6 suponiendo que el volumen medio que ocupa el agua es igual al volumen medio
ocupado por la parafina que corresponde a un 30 % de la muestra. Mientras que los elementos
traza se incorporaron en concentraciones que se estimaron a partir del trabajo de Silva et al.
[70] y de la composicién para un tejido mamario obtenida de tabla [71].

Para darle validad a la matriz calculada se utilizé una de las muestras tumorales para
micro-XRF denominada Ctrl2 que pertenecia al conjunto de muestras disponibles descriptas en
la subsecciéon 4.2.1, En una prueba preliminar, los espectros micro-XRF simulados no coinci-
dieron completamente con los experimentales, sin importar cuan precisos fueran los parametros
de entrada. Un andlisis cuidadoso de los espectros medidos permiti¢ identificar las contribu-
ciones de rayos X procedentes del blindaje del espectrometro, del soporte de muestra y de los
colimadores que no se habian tenido en cuenta al cargar el modelo de simulacién. Para conocer
estas contribuciones secundarias de rayos X se midi6é un espectro sin muestra pero manteniendo
todos los componentes del espectrémetro en su lugar, incluyendo el portamuestra. Se lo dejé
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registrando la radiacién de fondo durante una hora. Al final, esta contribucién fue eliminada
de todos los espectros micro-XRF restdndose las tasas de conteo canal por canal mediante la
siguiente ecuacion:

Neowr = N — Np (4.1)

donde N es la tasa de conteo de la muestra en un canal dado y Np es la tasa de conteo del
espectrometro sin la muestra en el mismo canal.

4.2.6. Cuantificacion de P mediante estandares virtuales externos

El software XMI-MSIM cuenta con dos métodos de cuantificacién: el método de cuantifica-
cién iterativo y el método de cuantificacion mediante estandares virtuales. Para éste trabajo se
ha empleado inicamente el segundo método el cual también utiliza la simulaciéon del transporte
de radiacion, pero de forma indirecta. Se basa en la comparacion de las muestras desconocidas
con muestras estdndar virtuales externas mediante una curva de calibraciéon que relaciona las
intensidades netas XRF con la composicién elemental [66, [16, [72].

Dado que el pico de escape de las lineas K, del Ca interfiere con el pico de fluorescencia
de P (elemento de interés) es necesario realizar una cuantificacién de ambos elementos, por
lo que el procedimiento consiste en simular estandares con distintas concentraciones de P y
Ca que cubren el rango esperado para las muestras desconocidas manteniendo fijos el resto de
parametros.

Para el analisis in situ, este enfoque tiene como ventaja mas valiosa el ser considerablemente
mas rapido que el enfoque iterativo. En este trabajo, este método se implement6 para muestras
estandares virtuales externas con concentraciones de Ca que tomaron los valores de 3000, 4000,
5650, 6500 y 8300 ppm p/p, mientras que P varia de 250 a 1500 ppm p/p en pasos de 250 ppm
p/p. Para cada valor de Ca fijado, la concentracién de P se varié en el rango mencionado, se
simularon entonces un total de 30 espectros de aproximadamente 20 minutos cada uno.

Las intensidades netas de XRF para el Ca y P se obtuvieron ajustando los espectros micro-
XRF mediante el uso del software libre PyMca [73]. Finalmente se aplicé una superficie de
calibracion para la concentracion de fésforo en la muestra en funcion de las intensidades de
Ca y P utilizando el ajuste de minimos cuadrados mediante el software para anélisis de datos
Origin.

4.2.7. Obtencion del limite de deteccion

A partir de los 30 espectros simulados fijando los valores de Ca y variando las concentraciones
de P en los estandares virtuales, se calcul6 el limite de deteccion para P. La expresion usualmente
citada en la literatura resulta:

39
LD =2 (4.2)

donde S es lo que se llama error de fondo y se calcula como /B donde B es el fondo del espectro
bajo el pico de interés, y M la inversa de la pendiente de la recta de calibraciéon de concentracion
de P en funcién de sus intensidades. Como se trabajaron con 5 concentraciones distintas de
Ca (5 rectas de calibracién distintas), se obtienen por lo tanto 5 valores correspondientes a los
limites de deteccion.
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El procedimiento para el calculo del fondo B para cada espectro consistio en tomar un
intervalo de energias alrededor de los picos K, y Kz para P. La certeza fue de 40 (94 %) para
cada intervalo, sumando luego sobre todas las cuentas para el fondo. Para poder definir o se
utilizé el valor del FW HM brindado por el ajuste avanzado que ofrece el software PyMCA
para espectros de micro-XRF. Usando que:

FWHM
I A
7T 79355 (4.3)

Se calcularon los extremos del intervalo de energias como:

Emin = (EPKa - QO—Ko) Emax = (EPKB - 2UK5) (44)

donde Epg, es la energia para la linea K; correspondiente.

Finalmente para cada valor de Ca se tomé un promedio para B dado que se obtuvo un fondo
B para cada espectro, es decir seis valores, uno para cada variaciéon de la concentracion de P.
Aprovechando la metodologia desarrollada para el calculo del limite de deteccién, se repitio el
procedimiento para nuevos angulos de incidencia, intentando siempre que se mantuvieran en
un intervalo factible para su implementacién experimental. Los angulos de incidencia evaluados
fueron 6°, 15°, 20°y 25°. El objetivo fue mostrar que mediante simulacion Monte Carlo es posible
analizar el rendimiento de distintos arreglos experimentales sin su implementacion fisica, lo que
redunda en una optimizacion del trabajo en laboratorio. En este caso el objetivo fue encontrar
un punto medio entre un buen limite de deteccion para P y una buena resolucion espacial. Se
tomo luego la muestra con concentracion de Ca correspondiente al limite de deteccion medio,
repitiéndose el calculo del limite de deteccion para todos los angulos de incidencia seleccionados.

4.2.8. Aplicaciéon del arreglo experimental en laboratorio convencio-
nal

Una vez encontrada la configuracién experimental con la que se consiguié simular un espectro
de tejido tumoral mamario muy cercano al real y ademas se optimiz6 la observacion de P,
principal objetivo de éste trabajo, se prosiguié con la aplicacién experimental. Como se ha
mencionado anteriormente las mediciones por micro-XRF se realizaron en LTFNC de la FAMAF
y la posicion del portamuestras se controld manualmente mediante una computadora en cada
paso.

Para la medicion se selecciond una muestra tumoral nombrada Ctrl6b la cudl, se comprobd
con anterioridad mediante el andalisis histologico, poseia una gran variabilidad de zonas en el
tejido, es decir la presencia de P no resultaria practicamente homogénea en toda la muestra
y seria posible cuantificar con mejor precision la presencia de dicho elemento. Se realizaron
entonces dos mediciones en dos orientaciones, ésta diferencia de orientacién implicé una rotacion
en 90° de la muestra. Con un tiempo de adquisiciéon de 2 minutos para ambas mediciones, el
primer transecto, en un principio se midié con pasos de a 200 micrones en la direccién X (ver
figura , sin embargo se observo muy poca variacion en la intensidad de P por lo que se
aument6 a pasos de 600 micrones. Para el segundo transecto, con la muestra rotada en un
angulo de 90°, se tomaron pasos de 400 micrones en la misma direccién de principio a fin.

Durante el primer transecto se realizaron 14 mediciones, mientras que para el segundo se
realizaron unas 28 mediciones. Se controld en cada cada adquisicion que la tasa de conteo fuese
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Figura 4.6: A la izquierda se observa el arreglo experimental para una mediciéon por micro-XRF en el laboratorio
convencional, a la derecha la muestra Ctrl6b marcada con los ejes que permitian su desplazamiento controlado
por computadora.

la mas alta, corrigiendo la altura en Z en caso contrario.

4.3. Resultados y discusiones

4.3.1. Parametros de entrada para software de simulacion

A partir de los espectros para cada elemento medido del bloque y mediante la utilizacion
del programa Origin para el analisis de dichos espectros, se obtuvo el valor del canal donde se
encontraba el maximo de cada pico de intensidad K. Conociéndose entonces el valor del canal
para cada elemento y su energia de emision, se trazé la siguiente recta de calibracion:

E[keV] = (0,00339 % 0,00008) x Canal — (0,04 % 0,02) (4.5)

donde la pendiente corresponde al parametro de la Ganancia del detector y la ordenada al cero
del detector (ver figura [4.4).

Para el célculo del Factor de Fano y el ruido electrénico, como se mencioné en secciones
anteriores, se obtuvo el ancho total a la mitad del maximo F'W H M para cada pico K, corres-
pondiente a cada elemento medido. Teniendo éstos valores y conociéndose ademas su relacion
lineal con los parametros de interés, se realizo el ajuste de su cuadrado en funcion de la energia
como se observa en la figura [4.7]

Siendo los valores de pendiente S y ordenada I:

S = (0,0021 +0,0002) keV [ = (0,028 + 0,001) keV? (4.6)
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Equation y=a+b'x - FWHMZ
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Figura 4.7: Ajuste lineal para los valores de FW HM? en funcién de las energias para las lineas K.

Se calcularon finalmente los parametros:

F=(0,1040,01)  AEpe = (0,167 £ 0,006) keV (4.7)

donde F' es el Factor de Fano y AFEg.. es el ruido electronico.

Tomando como referencia los ejes del la figura [£.5] considerando un dngulo de incidencia
sobre la muestra de 6° y una distancia Muestra-Fuente de 19,5cm, se obtuvieron ademas los
siguientes vectores:

eVector unitario normal a la muestra: n, = —0,99452cm ¢ + 0, 10453cm 2

ePosicion del detector: I3D = 0,89507cm g + 19,40592cm 2

4.3.2. Validacién de los parametros de simulacién

Una vez que todos los parametros de entrada generales del programa de simulacion fueron
cargados se procedi a simular el espectro micro-XRF de la muestra de referencia BAM S005A.
Para los valores caracteristicos, como composicion y densidad de la muestra, se utilizaron los
valores certificados por el fabricante sin ningtin calculo previo.

Dado que el tiempo de simulacion depende, en gran medida, de la cantidad de elementos que
componen a la muestra, inicialmente se simulé el espectro con un niimero bajo de elementos y
se fueron agregando conforme la simulacion se ajustaba al espectro real medido para equilibrar
siempre el tiempo de simulaciéon y que no se extendiese mas de lo necesario.

Coémo se observa en la figura se lograron simular espectros que se ajustaron muy bien al
real. Se concluyé entonces que los parametros de entrada calculados con anterioridad supieron
imitar al arreglo experimental llevado a cabo en el laboratorio convencional.
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Figura 4.8: En rojo se observa el espectro para la muestra BAM medido en laboratorio convencional y en
negro el espectro simulado.

4.3.3. Validacion de la matriz de muestras tumorales para micro-
XRF

Como se explicé anteriormente en la subseccién [£.2.5] el modelado de una matriz cuyo
coeficiente de atenuacién se aproxime al de un tejido tumoral mamario real fue la primer
dificultad del trabajo. Finalmente (después de que se probaran otros elementos equivalentes
que no resultaron) se decidié utilizar la composiciéon quimica reportada en la publicacién de
Poletti [69] para un tumor de tipo II en el modelado de la matriz. Una primera verificacion
numérica consistio en comparar algunos valores calculados con valores experimentales aceptados
en la literatura cientifica ( Ver tabla [1.1)). Para éste célculo se extrajeron de la tabla [74]
los coeficientes de atenuacién mésicos p/p de cada elemento componente para las distintas
energias. Se obtuvo luego el coeficiente mésico total del compuesto el cudl se multiplicoé por la
densidad promedio del tejido tumoral deshidratado p = 1, 1gr/cm? para conseguir el coeficiente
de atenuacion lineal. Esta densidad se extrajo de valores ya calculados por estudiantes de la
facultad de medicina en el marco del proyecto del cuél se obtuvieron las muestras tumorales
de murinos. Los resultados con sus respectivos errores se comparan en la misma tabla con los
reportados por el trabajo de Tomal [68].

E [keV] | p[1/cm] | p Tomal et al. [1/cm]
8 10,1 £ 0,9 11,0 £ 0,7
15 1,6 + 0,1 1,7+ 0,1
20 0,81 £ 0,07 0,86 £ 0,05
30 |0,39 + 0,04 0,40 + 0,03

Tabla 4.1: En la segunda columna se observan los coeficientes de atenuacién lineal calculados para el compuesto
en funcién de las energias, mientras que en la tercer columna se encuentran los valores de referencia.

Se comprobd el solapamiento entre intervalos para ambos valores de u lo cual respaldé la
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Figura 4.9: En rojo el espectro medido para la muestra tumoral Ctrl2, en negro el espectro simulado a partir
del estandar virtual.

composicion quimica seleccionada para la matriz de los tumores mamarios. En un siguiente
paso, y para completar la composicion esta matriz, se agregaron los elementos traza (elementos
de interés).

Para obtemer la matriz completa de las muestras tumorales para micro-XRF, se calcularon
las modificaciones en las proporciones de cada elemento componente causadas por la fijacién
del tumor en parafina (CHy). Para conseguir la composicién final se simularon los espectros de
varias matrices, variando en cada caso (variaciones pequenas) la proporcién de los elementos
detectados hasta conseguir que se ajustara al medido. El compuesto final obtenido con sus
elementos y concentraciones se observa en la tabla

Elemento | Fraccién de peso [ %]
H 11,0021
C 36,8457
N 3,9698
0 47,3175
P 0,1106
S 0,2212
Cl 0,0100
K 0,0009
Ca 0,5084
Fe 0,0122
Cu 0,0002
7n 0,0014

Tabla 4.2: Elementos presentes en el estandar virtual para el tumor mamario y sus correspondientes fracciones
de peso.
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Figura 4.10: Rectas de calibraciéon para la concentracién de P en funcién de su intensidad, cada recta corres-
ponde a una concentracién de Ca distinta.

Finalmente, como se observa en la figura [£.9] el espectro simulado se ajust6 correctamente al
espectro medido para la muestra tumoral indicando una correcta asignacion de concentraciones
para los elementos presentes en el estandar fabricado y validdndose una vez més los parametros
de entrada del programa. Es importante aclarar que pese a que se observan algunas zonas donde
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la simulaciéon no se ajusta exactamente a la medicion se despreciaron las diferencias dado que
los gréaficos se encuentran en escala logaritmica, por lo que los detalles estan magnificados.

4.3.4. Cuantificacion de P mediante estandares virtuales externos

A partir de las intensidades que se obtuvieron del ajuste de los espectros simulados para
los 30 estandares virtuales de P se realizaron cinco rectas de calibracion, relacionando la con-
centracién de P en con la intensidad de P en el estandar simulado. Cada recta, por lo tanto,
correspondié a un valor fijo para Ca varidndose tnicamente la concentracién de P.

La obtencién de rectas de calibracién con igual pendiente y ordenada para cada valor de Ca
demostraria una no influencia del pico de escape para el Ca en el pico de interés de P.

Sin embargo y como se observa en la figura las rectas resultaron distintas, con fluctua-
ciones tanto en la pendiente como en la ordenada. La fluctuacién de la pendiente, no obstante,
no se puede asociar a la influencia directa del Ca en el pico de P, sino méas bien a la atenuacién
del haz en la muestra, dado que al variar las concentraciones de los elementos el coeficiente de
atenuacion también varia afectando inevitablemente a la medicién de la intensidad de P. La
fluctuacion de la ordenada es causada por variaciones en el pico de escape de la linea K, del
Ca, dado que este pico tiene la misma energia que la linea K, del P. Entonces la ordenada
de la curva de calibracion representa la intensidad para concentracion cero de P y depende
directamente del nivel de Ca en la matriz.

Dado que se comprobé la relevancia del Ca en la medicién de P, en el siguiente paso se
graficaron los puntos de concentracién de P en funciéon de la Intensidad de P (IP) y de la
intensidad de Ca (ICa) (como se observa en la primer imagen de la figura y mediante
el soporte del programa Origin se realizd6 un ajuste de minimos cuadrados para conseguir la
superficie de ajuste (como se observa en la segunda imagen de la figura .
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Figura 4.11: Superficie de ajuste para la concentracién de Fésforo en el tejido tumoral.

El resultado final del ajuste de minimos cuadrados arrojé una superficie de calibracién la
cual depende de las intensidades XRF tanto del P como del Ca de la forma:

CP = ag+ aJCa + CLQIP (48)
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donde Cp es la concentracion de P en la muestra y los a; son los coeficientes del ajuste con
valores:

ag = (—24+20)ppm a; = (9E—4+3E—4)ppm/cuentas as = (1,88%0, 03)ppm/cuentas
(4.9)
Se observa entonces un comportamiento lineal respecto a ambas variables en el rango de
concentraciones tipicas de las muestras tumorales para micro-XRF.

4.3.5. Limite de deteccion

Los 5 valores para el limite de deteccién que resultaron de los calculos mencionados en
la seccion anterior se muestran en la Tabla La comparacién con un trabajo previo con
radiacion de sincrotrén [67] donde se obtuvo un valor mayor (240 ppm p/p), muestra que una
reduccion de la distancia muestra-detector y el aumento del tiempo de deteccion es suficiente
para reducir significativamente el limite de deteccién.

Ca [ppm p/p| | Limite de deteccién de P [ppm p/p]
3000 100,798 4+ 0,006
4000 105,33 + 0,01
5650 118,99 + 0,01
6500 120,70 £+ 0,03
8300 136,88 £+ 0,03

Tabla 4.3: Limite de deteccién para P calculado para las distintas concentraciones de Ca en la matriz.

Una vez calculados los limites de deteccion para la configuracion inicial del espectrometro,
se estudio su dependencia con el angulo de incidencia de la radiacion de excitacién. Para esto se
fij6 la concentracion de Ca de la matriz en la mitad del rango observado en las muestras, es decir,
5650 ppm p/p. Con ésta matriz y para tres dngulos de incidencia (15°, 20° y 25°) se simularon
tres nuevos espectros tomandose tinicamente tres valores distintos para la concentraciéon de P
(250,1000 y 1500 ppm p/p). Las tres nuevas rectas de calibracién se encuentran en la figura
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Angulo de incidencia [°] | Limite de deteccién de P [ppm p/p]
15 155,130 £ 0,003
20 179,981 £ 0,002
25 194,033 £ 0,001

Tabla 4.4: Limite de deteccién para P calculado a partir del estdndar con 5650 ppm p/p de Ca para tres
angulos distintos de incidencia.

Se realizaron nuevamente los calculos para la obtencién del limite de deteccion en los nuevos
espectros, siendo los resultados los exhibidos en la Tabla [4.4]

Se concluye finalmente que tanto un aumento de la concentraciéon de Ca como un aumento
en el angulo de incidencia, provocan un incremento en el limite de deteccion para P. Esto ultimo
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sugirio que el angulo de incidencia de 6° con el que se realizaron las primeras mediciones resulto
ser la mejor opcion para optimizar la deteccion de P.
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Figura 4.12: Rectas de calibracién para la concentracién de P en funcién de su intensidad, cada recta corres-
ponde a un dngulo de incidencia distinto y a un valor fijo de Ca en 5650 ppm p/p.

4.3.6. Aplicacion de la metodologia

Como se explicé en la seccion [.2.8|se realizaron dos transectos perpendiculares en la muestra
de prueba Ctrl6b. Los espectros de micro-XRF registrados en cada punto de los transectos se
ajustaron mediante el programa PyMCA en un rango que abarcaba los picos de P y Ca para
obtener sus intensidades. En estos ajustes se incluyo el pico de escape para la linea K, de Ca.

A partir de la expresién para la superficie de ajuste de P [4.§ y utilizando los valores de
intensidad de P y Ca ajustados, se calcularon los valores para la concentracién de P como se
muestra en la figura [4.13

Se puede decir finalmente que, tal y como se esperaba, los puntos de concentracién para P
varian notablemente segin la zona del tumor irradiado, lo que indicaria la presencia de zonas
de tumor activo y zonas donde la actividad celular fue menor.
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Figura 4.13: Concentracién de P en la muestra tumoral (Ctrl6b) medida en funcién de su posicién a partir de
una configuracién experimental verificada a través de las simulaciones. La figura de la derecha corresponde a la
misma muestra pero rotada un angulo de 90°.

4.4. Conclusion

El método de simulacién Monte Carlo mediante estandares virtuales, proporcion6 concen-
traciones de P de forma sencilla y rapida mediante el ajuste usual de las intensidades netas de
XRF combinadas con su evaluaciéon en una superficie de calibracion preestablecida. Pese a que
el tiempo utilizado para simular los estandares virtuales resultoé ser mayor de lo esperado, ain
asi fue una tarea mucho menos laboriosa que la preparacion fisica de estandares reales. Ade-
mas estas simulaciones se realizaron por una tnica vez durante la calibraciéon del espectrémetro,
mientras que para la cuantificacién de P solo se usaron sus resultados. Por lo tanto la aplicacién
del procedimiento analitico desarrollado es considerablemente mas sencilla que métodos tradi-
cionales sin perder por ello precisién en los resultados [16]. Si bien los limites de deteccién que
se obtienen para el P se encuentran dentro del orden esperado, se pudo corroborar virtualmente
que una eficiente geometria experimental puede disminuir su valor significativamente.

Mediante la implementacién del programa de simulacion se identificé también la influencia
del Ca en el analisis de P que permitié una efectiva cuantificacion. Aunque no fue el objetivo
de este trabajo, los datos disponibles podrian ser utilizados para igualmente realizar una cuan-
tificacion de Ca, proporcionando concentraciones simultaneas de ambos elementos lo cual seria
muy util para identificar microcalcificaciones tumorales.

Los resultados obtenidos en éste capitulo reflejan una lograda cuantificacion local y precisa
del contenido de Fésforo en muestras de adernocarcinomas mamarios, lo que proporciona una
eficaz herramienta para la deteccion de células tumorales activas y el monitoreo de la progresién
tumoral en el tejido.
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Capitulo 5

Conclusion y perspectivas a futuro

Se logré desarrollar un modelo tedrico de transporte de rayos x en la lente disponible que
proporciona un método eficiente para la obtencion de la transmisién gracias a la asistencia
de la simulacién Monte Carlo. A diferencia de métodos tradicionales, se basa en la medicién
experimental por micro-XRF de una tnica conveniente muestra de referencia que es evaluada
precisamente considerando todos los procesos relevantes de interaccion de los rayos x. Esta
metodologia es un pilar importante en la cuantificacién de P en tejidos tumorales basada en
simulaciones Monte Carlo ya que proporciona el espectro de rayos x de excitaciéon con buena
precision.

Posteriormente se logré definir y validar los pardametros de entrada del software XMI-MSIM
para simulacion de transporte de rayos x en el espectréometro disponible de micro-XRF'. Luego se
implementé el método de cuantificacion de P en muestras tumorales por estandares virtuales y
se aplicé sobre dos muestras de prueba. Los resultados obtenidos demuestran que la metodologia
propuesta es capaz de proporcionar un indicador eficiente de la presencia de células tumorales
activas y su distribucién espacial en el tejido. Esta metodologia tiene ademas el potencial de ser
aplicada en los mismos centros de salud debido a la creciente disponibilidad de espectrémetros
de micro-XRF portatiles basados en tubos de rayos X de alto brillo y combinados con 6ptica
de enfoque eficiente. Esta técnica no reemplazaria el estudio histopatolégico convencional pero
serfa un gran respaldo para el diagndstico rapido, mejorando asi la tecnologia de deteccion.

La facilidad para un analisis multielemental simultaneo no destructivo y la elevada sensibili-
dad para el analisis de trazas en muestras proximas a su estado natural colocan a la micro-XRF
como una técnica factible y eficaz para el estudio de tejidos bioldgicos, en particular el estudio
de muestras tumorales.

Como trabajo a futuro se propone contrastar los transectos medidos con las muestras es-
tudiadas mediante el andlisis histolégico convencional, verificando asi que las zonas irradiadas
del tumor que presentan las intensidades mas altas de P se corresponden a zonas activas del
tumor.

En muestras con presencia de calcificaciones, se espera también poder inferir la variedad
de cristal calcificado a partir de la cuantificacién de P y Ca como se hablé en un inicio. Esta
caracterizacion del tumor permitiria distinguir el tipo de lesién puesto que la presencia de hi-
droxiapatitas (f6sforo) esta relacionada con lesiones malignas, mientras que oxalatos de calcio se
asocian con lesiones benignas. La metodologia desarrollada puede llevarse a cabo en un espec-
trometro portatil basado en componentes compactos, ensamblados con asistencia de impresoras
3D. Este equipo podria ser llevado directamente a las centros de salud para hacer muestreos
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in situ e in vivo de biopsias. Con datos concretos, se podrian tomar mejores decisiones y mas
rapidas vinculadas con el tratamiento a seguir segin el tipo de tumor detectado y la progresion
del mismo.
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Apéndice 1

Llamandose r¢ al vector que va desde la posicion de elemento de fuente dS hasta el elemento
reflector ubicado en ((po+az1), ¢1, 21) con vector posicién (po+az1)é,+21k = p1+21k. Entonces:

r'e = p1 —Is — (H - Zl)]{? (51)
Aqui rg es el vector desde el eje éptico hasta dS que en la configuracion esta dado por rg = rgi.
o
dS (fuente)
Is
z G
/ X
y

Figura 5.1: Vectores de la geometria fuente-elemento reflector.

e,

I's
p1

—
H 71
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Figura 5.2: Geometria fuente-elemento reflector vista desde un corte sobre un plano de simetria de la lente.

El vector r¢ tiene la direccion de propagacion de los fotones de dS que se dirigen hacia el
elemento reflector. El versor de propagacién de los fotones tiene la forma:

Ry = ! [p1 —rs — (H — 2)k] (5.2)

\/(H — 1)+ pi + 1 — 2pirscosgn
Debido a que (H — z1) > p1 y (H — z1) < rg entonces a primer orden:

By = (HiZl)[/)l Crs — (H — 2R (5.3)
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La normal a este elemento reflector a primer orden es:

~

1 A
fir = —[p1 — prak] (5.4)
P1

Y por lo tanto el angulo de incidencia #; medido desde el elemento reflector respecto a la
superficie de la lente es:

o 1
01 = senby = Ry - iy = m[ﬂ% —rg-p1+ (H — z1)p1a]
1
0, = m[pl —rgcospy + (H — z1)q] (5.5)
g PO rgcospr + Ho
1= (H — 21)
XA
K1 o 8.

Ha . N

: il i

N

Figura 5.3: Geometria de la primer reflexién vista desde un corte sobre un plano de simetria de la lente.
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Apéndice 2

Para estudiar la inclinacion del plano de incidencia se obtuvo el vector perpendicular a éste,
dado por:

A 1 A N L o
K1 X i1 = m[—apfep X k—rgpr X é,+rspron X k— (H — z1)p1k X é,)]
1 — <1
= (T = o) @018 —rsprsendni X —rsprag — (H = 21)préy)
1 7 ~ o A (56)
= m[—mmsen(ﬁlk —Trsp1x) — ((H - zl)pl _ 04/01)%]

= (H(__I)Zl)[TsSeanﬂ% + Tsozj' + ((H—2z)— aﬂl)%]

Para calcular el angulo limite 67, se obtuvo primero la interseccién del plano de incidencia y
el plano de salida dado por los puntos (', y/, 2’) con 2z’ = 0. Para describir el plano de incidencia
se utilizé el vector unitario antes calculado vi = &1 X jig:

(A1 x fin) - (r—1,) =0 (5.7)

ésta ecuacion corresponde al plano de incidencia, donde r,, = r; + 21 k. Si ahora solo se considera
para r puntos del plano 2z’ = 0, la interseccién queda:

(H = 21) — ap1)(ég - 1)’ +rsay + (H — 21) — ap1)(éy - 1)y + prirsa(j - €,) + z1rgseng; = 0
—((H — z1) — apr)sengrz’ + [rsa+ ((H — z1) — apr)cosdr |y’ + prirsaseng; + zirgseng; =0

(5.8)
considerando ademds que « es un dngulo muy pequeno (del orden de los mrad) se tiene:
— [(H — z1)sengq]z’ + [(H — z1)cosér |y’ + z1rgsend; =0 (5.9)
Finalmente despejando las coordenadas primadas se obtiene:
tgp
f = tgpya — LSO 5.10
y' = tgd = ) (5.10)

Los puntos donde esta recta intercepta al circulo de radio py delimita la zona donde los fo-
tones reflejados pueden emerger sin reflexion de ordenes superiores. Para encontrar su distancia
se necesitd primero encontrar la distancia d; entre el origen en el eje 6ptico de la lente y el
punto medio de esta linea. Dado que el angulo entre esta zona lineal y el eje z+ es ¢, a partir
de relaciones trigonométricas es facil obtener:

d
cos(90 — ¢1) = sengy = ﬁ (5.11)
(H—Zl)
despejando la distancia d; se obtiene:
z1rgseng,
dy = —F——+ 5.12
YT (H-2) (5.12)
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Por Pitagoras se tiene que p3 = d3 + (%)2, por lo tanto el largo de la zona lineal es:

=2y - (L2 519

f Plano de incidencia w

rssendi

Plano de simetria en ¢ respectoa x+

Figura 5.4: Geometria de la primer reflexién vista desde un corte perpendicular al plano de simetria rotado
¢1 respecto de x.

Para calcular el angulo 67, se nota primero que la intersecciéon de la interfase con el plano
de incidencia de la primera reflexion forma un angulo o’ con el eje 6ptico dado por:
—1/2
o = M (5.14)
21
esta expresion es correcta unicamente considerando que el dngulo 7, que corresponde a la
inclinacién del plano de incidencia de la primer reflexion respecto al plano de simetria (rotado
también un dngulo ¢; al igual que el de incidencia) es muy pequeno, de manera tal que los
angulos aqui definidos se pueden pensar sobre un mismo plano.
Finalmente el angulo limite 6, estd dado por:

0, +a — (/24 p1)

6, = [(1/2+Pl)z—1(01 —1/2)] :zll (5.15)
oo e,
‘9L1 _2\/(21) ((H—Zl))

Llamandose 6y; a la divergencia de salida de salida en z;:

0
N (5.16)
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Figura 5.5: Angulo limite para la primer reflexion vista desde un corte sobre el plano de incidencia y conside-
rando 7, lo suficientemente pequetio. Notar que la longitud /2 <pyg.

Apéndice 3

Se supone ahora que el haz incidente sufre dos reflexiones consecutivas, es decir, 6y > ;.
Utilizando los resultados del apéndice anterior es posible encontrar la secciéon transversal donde
se produce esta segunda reflexiéon. En esta posicion la distancia entre el plano de incidencia de
la primera reflexiéon y el plano de simetria ubicado en ¢, es:

(21 — z9)Tgsened;

(H — Zl)

d1 = (Zl - ZQ)tg’)/l = (517)

V<

Plano de incidencia

a reflexian

puntode 2d

Plano de simetria en ¢ respectoa x+

Figura 5.6: Geometria de la primer y segunda reflexién vista desde un corte perpendicular al plano de simetria
de la primer reflexién rotado ¢ respecto de x.

Entonces el largo de la zona lineal formada por la interseccion entre el plano z = z y el
plano de incidencia ubicado en ¢; es:

o =2y/p} = (21 — ) )? (5.18)
Finalmente el angulo de incidencia #; debe cumplir:

R R WPQV 2 (5.19)



Despejando se tiene:

(92
p2 = (21— Z2)\/ﬁ = po + azo (5.20)

Entonces la distancia sobre el eje 6ptico a la que se produce una segunda reflexion es:

% %
ZQ[OJ + Z = 21 Z % ( )
5.21
\/ zl Y — po]

1"‘71

A su vez se tiene que el angulo azimutal ¢, del punto de impacto es:

2y =

P2 =1+ — ¢1 (5.22)
d

P Vi G + ol
COSP) = ——
2\ 3 01 +1

27
tgop, = ——
g¢l 91

seng| =

(5.23)
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Apéndice 4

Para la segunda reflexion el vector de propagacion esta dado por:

I%Q = I%l - 2(/%1 . ﬂl)ﬂl == I%l - 291,&1 (524)
donde:
20 ~ 20
201 /i1 = —p1 — 20,0k = =L, (5.25)
P1 P1
por lo tanto:
20
/2)2 = /%1 — 71p1 (526)
P1
En general se tiene que:
. . 20,
R(ni1) = Rn — p—pn (5.27)

Al igual que en el Apéndice 1 se observa que la normal al segundo elemento reflector a
primer orden tiene la forma:

fiz = —[p2 — pacik] (5.28)
P2

Y el angulo de incidencia 65 medido desde el elemento reflector es:

Oy = senbly = Ro - Jlo = Ry - fig — 2011 - fio
260,

0y = iy - fio — ——(p1 — apik)(p2 — apsk)
P1P2
1 20, (5.29)
Oy — — —  [pi Do — e - H— _ :
7 (H = z)ps (o1 p2 =15 - p2 + (H — 21)p20 G
1
02 = m[mpzwswl — ) — rspacospy + (H — 21)paa] — 201cos(d1 — o)
— <1
1
Oy = ————[—picosd| + rscos(pr — @) + (H — z1)a] + 201cos¢)
(H — Zl)
1
02 = m[‘ﬂ1003¢,1 + rgcospicosd + rgsendisend 4+ (H — z1)a] + 201cosd)
1
0, = m[—Hl(H — z1)cos@ + (H — z1)acosdy + rssendrsend; + (H — 21)a] 4 26, cosd)
- <1

05 = cosg01 + (1 + cosd’ ) + y1send)

Si ademas se quiere calcular el angulo de incidencia para la tercera reflexion se tiene:
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03:

~ A aa o 20 20, 20,
O3 = senlly = kg - fis = Ro - i3 — ——pa2 - fls3 =K1 fis — ——p1 - fls — —p2 - i3
P2 P1 P2

————[p1cos(¢p1 — ¢3) — rscosps + (H — z1)a] — 261cos(py — ¢3) — 202c08(pa — ¢3)
(H — Zl)

Notar que:

$3=¢2 = Ph+T =1 — ¢ — ¢y +2m (5.30)

Entonces se sigue:

03

1
s = m[ﬂlcos(% + ¢h) — rscos(pr — (9] + @) + (H — 1)

—201c08(¢) + ¢y) + 205c05¢,
1
— m[el([{ — z1)cos(¢) + ¢y) — (H — z1)acos(¢) + ¢y) + resendrsen(d + @)
+(H — z1)a] — 2601cos(d) + &) + 202c05¢%
03 = —cos(P) + ¢5)01 + (1 — cos(P| + ¢h) ) + y1sen(P) + @) + 2602c05p,
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Apéndice 5

Razonando como en el Apéndice 2 se tiene que el angulo formado entre el plano de incidencia
de la segunda reflexién y el plano de simetria de la lente a ¢y es:

_ piseng)
= =) (5.31)

Y la distancia entre el plano de incidencia de la segunda reflexién y el plano de simetria es:

(29 — z3)p15end]
(21 — 22)
Entonces el largo de la zona lineal formada por la interseccién entre el plano z = 0 y el

plano de incidencia de la segunda reflexién ubicado en ¢y (suponiendo solo una reflexién de

hasta segundo orden) es:
L =2/pf — (2272)? (5.33)

Procediendo como en el Apéndice 2 se tiene finalmente que el angulo limite para la segunda
reflexion es:

(5.32)

dy = (2 — 23)tg72 = (22 — 23)72 =

O = 2,/(20)2 — 42 (5.34)
22
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Apéndice 6

Para obtener las aproximaciones de Py @) se considera k = (k,, 0, k,) como el vector niimero
de ondas del haz de rayos X incidente y K, el vector nimero de ondas del haz transmitido en
el material reflector. El1 médulo de este vector estda dado por n,k donde k es el mdédulo de k,
de modo que se tiene que:

ky = (nakcos(0y,),0,n.ksen(6,)) (5.35)
Recurriendo a la ley de Snell y a la definiciéon del parametro P, la expresién anterior puede
escribirse como:
k, = (k;,0,kP,) (5.36)
Tomando médulo de este vector surge:
Na
cos ()
Teniendo en cuenta que el dngulo de incidencia 6 es del orden de los miliradianes, entonces
es posible aplicar el desarrollo de Taylor a primer orden en la funcién coseno:

K Py = (nak)* — kz = [( )* = 1k3 (5.37)

P2 = [n2(1+ 6% — 1]k? (5.38)

Utilizando la expresién deducida para el indice de refraccién n,, y despreciando términos de
orden superior surge:

P, = (6% — 26, — 2iB,)2 (5.39)
El parametro @), puede obtenerse desde P, a través de la siguiente expresion:
1 P,
0= — 0,) =—= 5.40
Qo= msen(0:) = s (540

En consecuencia, despreciando términos de orden superior resulta que ), cumple la misma
expresion P,:

Qo = (67 — 20, — 2iB,)? (5.41)

Las partes real e imaginaria de P, son:

[(6% — 26,)% + 482]2 + (62 — 26,,)
2

Re(P,) = { )z (5.42)

(6% — 26,)% + 452]3 — (62 — 25,,)
2

) (5.43)
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Apéndice 7

Para calcular la fraccién peso en peso W de cada elemento en el compuesto (Vidrio borosi-
licatado) se calculé primero la fraccién de cada elemento en el 6xido. Sabiendo que:

W% = 22 . 100 (5.44)

mr
donde « representa al elemento en particular y mr es la masa atémica total de cada déxido, se
calcul6 lo siguiente:

Si = 28,085 + 0,001

O = 31,9986 + 0,0004 } msio, = 60,084+ 0,001

05705 — masa atémica{

Wyg; = (46,743 +0,002) % Wo = (53,25644 4+ 0,00001) %

B, =21,63+0,01

O3 = 47,9979 + 0, 0005 } mp,0, = 69,63 0,01

eB>03; — masa atémica{

Wg = (31,0642 £ 0,0001) % Wo = (68,9328 £ 0,0001) %

Nay = 22,98977 £ 0,00001

O = 15,9993 + 0, 0003 } MNay0 = 61,9788 £ 0,0003

eNa;O — masa atémica{

Wia = (74,185915 £+ 0,000004) % Wo = (25,814149 + 0,000005) %

Ky =178,1966 £+ 0,0001

O = 15,9993 + 0,0003 } Mo = 94,1959 & 0,0003

e K,O — masa atémica{

Aly = 53,9630770 £ 0,0000001

O = 47,9979 + 0, 0005 } mapo, = 101,9610 £ 0, 0005

e Al,O3 — masa atémica{

Wy = (39,864313 £+ 0,000001) % Wo = (32,625516 £ 0,000003) %

W = (27,510160 % 0,000008) %

Por lo tanto conociendo las fracciones de peso en peso de cada éxido sobre el compuesto
total se calculd:

W = (37,940,5)%  Wp=(4,0£0,3)%  Wya=(3,0+0,6)%
Wi =(0,8£0,49)%  Wau=(0,6+£0,3%  Wo=(4+£1)%
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Nota: Los valores para el nimero atémico Z y el nimero masico A se obtuvieron de tablas
y por lo tanto el error asignado corresponde a la tltima cifra significativa. Mientras que para
los valores de las masas atémicas de cada elemento, dado que podian variar segin la tabla
de referencia, se decidi6 tomar el valor medio del intervalo correspondiente a los dos valores
comparados, con un error que abarcara los valores extremos de dicho intervalo.
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Los abajo firmantes, miembros del Tribunal de evaluacion de tesis, damos fe que el presente
ejemplar impreso se corresponde con el aprobado por este Tribunal.
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