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ABSTRACT

Several studies show that the combination of nanoparticles and radiotherapy allows to increase the
effect of radiation in a tumoral cells without increase the patient dose. However, is not known what
mechanism, physical, chemical, or biological is more relevant for the that increase.

The objective of this work is study and compare the effect of radiotherapy combined with gold
nanoparticles (AuNPs) when is used photons and protons. To do that we will use the TOPAS software
more specifically the extension TOPAS-nBio to simulate photons and protons irradiations to a spherical
cell with different concentration of nanoparticles. The results presented will be for various conditions of
clinical treatments and various radiobiology studies with nanoparticles (NPs).

With this work we want to obtain the dose enhancement factor (DEF) and the and temporal distribu-
tion of the reactive oxygen species (ROS) that result of water radiolysis, more specifically the G-values,
to characterize the biological effects of NPs. In the first group of results, DEF, was possible conclude
that higher the number of NPs in the cytoplasm, higher is the DEF. When comparing DEF, in the cell, for
X-rays with 50 kVp and for 150 kVp, for the same concentration of NPs, was observed that it increases
15.0%. Also, an increase of 19.3% in DEF is observed when is compared the result obtained when the
irradiation occurs with an X-ray with 50 kVp and when occurs with a cobalt-60 beam. When protons are
used to do the cell irradiation, the DEF is about 1 for all concentration of NPs and do not was verified a
significant difference when different energies are used. In the other group of results, G-values, is possible
conclude that for radiation with a high Linear Energy Transfer (LET), the production of molecular species
(H2092 and Hy) is bigger than a verified when low LET radiation is used. Regarding the production of
radicals (H3O", OH™ and €,4)- the opposite occurs, because for radiation with low LET these species
interact and form molecular species more easily.

The Local Effect Model (LEM) was applied to obtain the lethal lesion enhancement factor when the
cell was irradiated with an 18 and 150 MeV proton beam and with an X-ray with 50 kVp. For low doses,
this factor is identical to the DEF, but for higher doses, in the case of photons, it was found an increase
of ~ 1% between 10* and 10° particles in the beam. After this value, the lethal lesion enhancement
factor is constant. For protons, for every number of particles in the beam, the biological effect verified is
despicable.

In conclusion, with this work is possible study how the radiosensitizer effect change with a lot of

factors and the developed model can serve as a base for more complex studies, in the future.

Key words: Gold nanoparticles, photons, protons, DEF, G-values, Monte Carlo, TOPAS, Local
Effect Model.
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RESUMO

O cancro foi, segundo os dados apresentados em 2018, pela Organizacao Mundial de Saidde, um
dos grandes flagelos da humanidade e constituiu a segunda causa de morte. Para o combater, vdrias
pesquisas e indmeros tratamentos, tém sido usados, contudo, estes sdo muito agressivos para o paciente
e podem danificar os tecidos saudadveis em volta do tumor, ocasionando o desenvolvimento de cancros
secundarios muito prejudiciais ao sucesso da terapia. Para tentar debelar os efeitos negativos, julga-se que
a radiossensibilizacdo de nanoparticulas (NPs) em terapia com protdes, pode constituir uma solugao.

Ao enriquecer o tumor com nanoparticulas faz-se aumentar o efeito da radiagdo secunddria, pois os
efeitos diretos e indiretos da radiagdo sao amplificados. Desta forma, a adicdo de nanoparticulas as células
tumorais torna possivel o aumento efetivo da eficacia bioldgica relativa do feixe priméario, no volume do
tumor, e mantém o mesmo efeito bioldgico nos tecidos saudaveis.

Por outras palavras, esta técnica permite entregar uma maior dose ao tumor sem que seja necessirio
aumentar a dose nos tecidos em volta deste. O objetivo geral deste trabalho foi estudar e comparar o
efeito da radioterapia combinada com NPs quando se utilizam fotdes e quando se utilizam particulas
carregadas. Para o efeito, foram realizadas simulacdes no software TOPAS, mais concretamente na
extensdo TOPAS-nBio, baseada no Geant4-DNA, de modo a estudar o efeito da radiacao a nivel celular.
Nas simulacdes pretendeu-se obter, ndo s, o fator de aumento de dose (DEF) para diferentes distribui¢des
e concentragdes das NPs, mas também, a distribuicdo temporal das espécies reativas de oxigénio (ROS)
que resultam da radidlise das moléculas de dgua.

Para tal, realizaram-se varios grupos de simulagdes. No primeiro, procedeu-se a irradiacao de uma
célula esférica com NPs, em vérias concentracdes, com um feixe de raios-X, com diferentes energias,
nomeadamente com raios-X de 50 kVp, de 150 kVp e com um feixe de Co-60. No segundo grupo,
pretendeu-se verificar a eficicia da radiossensibiliza¢cdo quando se utilizam protdes com diferentes
energias, mais concretamente com um feixe de protdes cuja intensidade variou de 80 keV para 18 MeV e
para 150 MeV. Para os casos referidos foram obtidos dois grupos de resultados: o DEF e os G-values.

Além disso, pretendeu-se estudar como € que a distribui¢do das NPs no citoplasma influencia o efeito
da radiacdo. Assim, foi ainda realizado um outro grupo de simula¢des, onde, uma célula que, no seu
citoplasma tinha NPs agrupadas em clusters e ndo dispersas no citoplasma, foi irradiada com os raios-X
de 50 kVp.

No primeiro grupo de resultados, o DEF, quando se fez variar o nimero de NPs no citoplasma,
verificou-se que quanto maior este é, maior é o DEF obtido. Por sua vez, quando se comparou o valor de
DEEF obtido, para as diferentes fontes de fotdes simuladas, observou-se que o maior aumento do efeito da
radiacdo, ou seja, maior DEEF, foi obtido quando se utilizou a radiacdo menos energética, isto €, os raios-X
de 50 kVp, sendo que se obteve um aumento de 15.0% e de 19.3% quando se comparou com a fonte de
150 kVp, e com a fonte de Co-60, respetivamente.

No caso dos protdes verificou-se que enriquecer o tumor com nanoparticulas, para aumentar o efeito
radiolégico, ndo € significativo para a concentra¢do de nanoparticulas simuladas, pois para todos os seus
valores, o DEF deu, aproximadamente, um. Além disso, a diferenca observada, no DEF, quando se fez
alterar a energia do feixe de protdes € minima.

Os resultados obtidos demonstram ainda que € mais eficiente agrupar as nanoparticulas em clusters
do que as ter dispersas no citoplasma, sendo que se observou um aumento de 8.1%, 7.3% e 20.1%, quando
se compara o DEF no caso, em que, existem 10 nanoparticulas num cluster com o caso em que em
cada cluster existiam 200 nanoparticulas, para um total de 25000, 60000 e 100000 nanoparticulas no
citoplasma.

il
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Por sua vez, no segundo grupo de resultados, G-values, comparou-se como varia a producao de
espécies moleculares (HyO5 e Hs) e de radicais (H3OT, OH™ e €,q) COM O tipo de radia¢do usada na
irradiacdo da célula. Fez-se a comparagdo entre os resultados obtidos para as trés fontes de fotdes, para as
trés fontes de protdes e para os fotdes de 50 kVp e protdes de 80 keV. Em todos os casos, verificou-se que
quando se utiliza radiacdo com elevada transferéncia linear de energia (Linear Energy Transfer - LET), a
producdo de espécies moleculares é superior a verificada quando se utiliza radiacdo com baixo LET. O
inverso verifica-se quando se observa a producio de radicais, pois estes, quando a célula é irradiada com
radiacdo de maior LET, t€m uma maior facilidade em interagir e formar novas espécies.

Aplicou-se o modelo do efeito local (Local Effect Model - LEM) para determinar os fatores de
aumento do ndmero de lesdes letais quando a célula foi irradiada com protdes de 18 e 150 MeV e com
o espetro de raios-X de 50 kVp. Verificou-se que para doses baixas, este fator é idéntico ao DEF e que
para doses mais elevadas, no caso dos protdes qualquer que seja o nimero de particulas do feixe, o efeito
biolégico das nanoparticulas de ouro é desprezavel. J4 no caso dos fotdes, observou-se uma redugdo de
~ 1% no efeito biolégico entre 10* e 106 particulas no feixe incidente e que a partir deste valor mantém-se
constante.

Em conclusdo, através deste estudo foi possivel verificar como € que as nanoparticulas influenciam
o efeito da radiagdo, sendo que € importante, para complementar este estudo, serem simulados outros
cendrios, onde, por exemplo, se fez variar o tamanho das nanoparticulas e se colocam, em vez de apenas
dentro de uma célula, num tecido. De um modo geral, pode-se considerar que este estudo é muito

promissor, pois € sobre um aspeto que pode mudar a forma como o cancro € tratado.

PALAVRAS CHAVE: Nanoparticulas de ouro, fotdes, protdes, DEF, G-value, Monte Carlo, TOPAS,
Modelo do Efeito Local.
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1 MOTIVACAO

De acordo com o relatério da Dire¢do Geral da Saide (DGS) [1], a taxa bruta de incidéncia de
tumores malignos em Portugal, reportada a 2010, é de 444,5 casos por 100 000 habitantes, sendo que o
nimero projetado para 2020 € da ordem dos milhares de novos casos, concretamente 55 000. Os principais
meios de tratamento desta doenca s@o a cirurgia, a quimioterapia, a radioterapia externa com fotdes, ou
uma combinagdo destas. No entanto, existem, planos para a instalagdo, em Portugal, nos préximos anos,
de um ou mais centros de terapia com particulas carregadas pesadas, nomeadamente com feixe de protdes
(Resolucdo do Conselho de Ministros n.° 28/2018).

Todas as técnicas referidas devem ser aplicadas de acordo com o beneficio para o paciente, devendo
ser otimizado o uso da radia¢do, de modo a minimizar a dose nos 6rgaos e tecidos em risco. Isto, levou ao
estudo de métodos alternativos de tratamento, nomeadamente, a utilizacdo combinada de feixes externos
e nanoparticulas (NPs) de ndmero atémico (Z) elevado, colocadas dentro das células tumorais. Desta
forma, o estudo do aumento do efeito radioldgico, devido a presenca de NPs, tem sido, na investigacao
recente, bastante importante, pois podera tornar possivel, no futuro, administrar uma dose mais baixa a
um paciente, sem comprometer a dose que o tumor deve receber, ou seja, sem comprometer o tratamento
prescrito.

O objetivo desta dissertacdo é estudar e comparar o efeito da radioterapia combinada com NPs
quando se utilizam fotdes e quando se utilizam particulas carregadas, como protdes, com energias de
interesse clinico, usando simulagdes Monte Carlo (MC). Assim, pretendeu-se implementar as simulagdes
que reproduzam as condi¢des das experiéncias de radiobiologia com feixes de raios-X e de protdes
combinados com NPs de ouro (AuNPs), com o propdsito de obter, para as diferentes distribuicdes e
concentragdes, as distribuicdes espaciais da dose e o ndimero de espécies quimicas produzidas no interior
da célula (G-Values), a escala nanométrica. Algumas destes experiéncias estdo programadas para serem
realizadas em Portugal no &mbito do projeto In-beam Time-of-Flight (TOF) Positron Emission Tomography
(PET) for proton radiation therapy (TOF-PET) recorrendo aos feixes de raios-X e de cobalto-60 existentes
no C2TN e ao feixe de protdes produzido no ciclotrdo do ICNAS.

Com base nas simulagdes vamos ainda aplicar um modelo para inferir o niimero de lesdes letais em
células, o que poderd ajudar a analisar e interpretar os resultados futuros das experiéncias de radiobiologia.
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2 ESTADO DA ARTE

Ao longo do tempo, vdrios estudos in vivo foram realizados com o objetivo de verificar como as NPs
com elevado ndmero atémico influenciam o efeito da radiacdo. Uma das NPs mais utilizadas sdo as de
ouro, pois nao sé apresentam uma boa biodistribui¢do, mas também ndo sdo toxicas.

Hainfeld et al. [2] foram os primeiros a estudar estas NPs, utilizando para tal uma fonte de raios-X
de 250 kVp como fonte primdria de radiacdo e verificaram que ao injetar, intravenosamente AuNPs de 1.9
nm de didmetro em ratos portadores de carcinoma mamario EMT-6 subcutineo, a taxa de sobrevivéncia
destes, ao fim de um ano, melhora substancialmente, pois passou de 86%, contra os 20% obtidos ao usar o
tratamento com raios-X e 0% ao usar simplesmente ouro.

Em estudos posteriores Hainfeld er al. [3] estudaram o efeito de AuNPs de 11 nm de didmetro
injetadas intravenosamente em ratos portadores de tumores cerebrais com elevada malignidade, quando
irradiados com 30 Gy de raios-X de 100 kVp, tendo concluido que as AuNPs apresentam uma maior
fixacdo no tecido tumoral, sendo o racio de tumor para tecido normal de 19:1. Esta elevada concentragao
de AuNPs no tumor nao sé contribuiu para o aumento do efeito da radiacdo em cerca de 300%, mas
também provocou um aumento no contraste, o que torna possivel a aquisi¢do de imagens de micro CT de
alta resolucdo do tumor cerebral.

Como referido, revestir as NPs pode ser importante para que se consiga uma melhor captura por
parte das células. Para tal, os trabalhos de Al Zaki et al. [4] e de Zhang et al. [5] contribuiram de forma
notdria, demontrando que ao encapsular as AuNPs com micelas poliméricas e glutationa, respetivamente,
conduz a um aumento do efeito da radiacdo. No entanto, no estudo apresentado por Al Zaki et al. [4]
ainda se concluiu que a adi¢do de micelas poliméricas provoca um aumento do contraste entre o tumor e o
tecido normal, o que possibilita uma melhor delimitacdo do tumor nas imagens, levando a um tratamento
guiado por CT mais eficiente. Por sua vez, Zhang et al. [5] confirmaram que quando combinadas com
estes compostos bioldgicos, as AuNPs sdo facilmente eliminadas do corpo através dos rins, impedindo
uma acumulacdo excessiva destas no organismo do paciente.

Até entdo, AuNPs foram estudadas como particulas que contribuem para o aumento do efeito da
dose e como agentes de contraste. Contudo, as quantidades de ouro necessdarias paras os dois efeitos sdo
de diferentes ordem de grandeza, o que limita o seu poder ter-agnéstico (theragnostic effect). Assim,
McQuande et al. [6] desenvolveram uma micela carregada com NPs de ouro e ferro superparamagnético
designada por GSM (gold and superparamagnetic iron oxide NP (SPION) loaded micelle (GSM)) que ao
ser injetada, de forma intravenosa, em ratinhos, permite nio sé adquirir imagens das margens do tumor,
através de RM, mas também um aumento do efeito da radiacdo. Esta realidade foi confirmada, quando ao
fim de um ano, se combinou GSM, com um feixe de raios-X com alguns kVP e se observou que a taxa de
sobrevivéncia € de 71%, o que € significativamente melhor quando comparada com a taxa de 25% devido
apenas a irradiagdo. O aumento do contraste nas imagens de RM permite ainda prever a resposta do tumor
de uma forma muito eficiente, o que € vantajoso no tratamento.

Os estudos apresentados apenas relatam pesquisas em que se usam raios-X de algumas centenas de
kV para irradiar o tumor, no entanto, posteriormente, outros foram desenvolvidos para demonstrar como
as NPs podem aumentar o efeito da radiagdo mesmo quando sao irradiadas por feixes de raios-X com
alguns MV.

Wolfe et al. [7], ao estudarem ratinhos com tumor da prostata, conjugaram a aplica¢do de goseralina
(agente tumor-targeting) com nanorods de ouro (AuNRs), com um feixe de raios-X e com tensodes
utilizadas no meio clinico (6 MV). Estes autores, concluiram que ndo é necessdria uma concentragao
muito elevada de AuNRs para o tratamento ser suficiente, ja que todas estas particulas vao para o tumor
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devido a goseralina. Ao nivel do tumor, verificou-se uma reducgio do seu crescimento quando foi usado
um feixe de alguns MV e AuNRs combinadas com goseralina, comparativamente aos tratamentos usando
raios-X de alguns MV e particulas de ouro ndo conjugadas ou apenas radioterapia. Esta conclusao foi
corroborada por Dou et al. [8] que, para além de terem chegado a mesma conclusio, verificaram que,
devido a uma maior libertacdo de eletrdes para o meio e a formacgao de aglomerados mais densos, as
AuNPs de pequenas dimensdes apresentam melhores resultados que AuNPs maiores e que se aplicarmos
o tratamento algumas horas ap6s a injecdo das AuNPs este serd mais eficiente.

No que diz respeito ao estudo do aumento do efeito da radiacdo, quando o feixe s@o particulas
carregadas, poucos se fez, na atualidade, in vivo. Kim et al. [9] foram os primeiros cientistas a abordar a
questdo e demonstraram que também existe um aumento do efeito da radiacdo, mas que para ser alcancado
a concentracdo de AuNPs tem de ser elevada. Em estudos seguintes Kim et al. [10] verificaram que existe
um aumento das espécies de oxigénio reativo (ROS) e que este é devido a emissdo de eletrdes secundarios
pelas NPs e a radidlise da dgua, tendo concluido que este fator estd relacionado com a amplificacdo da
regressdo do tumor verificada no estudo.

Paralelamente e tomando como base os estudos experimentais, foram simulados varios modelos
com o objetivo de compreender como as NPs influenciam o efeito da radiacdo nos sistemas bioldgicos.
Para o efeito, utilizou-se, na maioria dos casos, simulacdes MC, considerando, ndo s6 os efeitos das NPs
quando irradiadas com um feixe de fotdes, mas também quando sdo irradiadas com um feixe de particulas
carregadas, como protdes.

Uns dos primeiros estudos sobre o efeito de AuNPs, em radioterapia, deve-se a Cho [11]. Foram
feitas simulacdes MC, para vérias concentracdes de NPs e para diferentes fontes de radiacdo: um feixe de
raios-X de 140 kVp, dois feixes de fotdes de 4 e 6 MV e um feixe de raios-y proveniente dos '??Ir (da
ordem das centenas de keV). Este autor demonstrou que, no fantoma utilizado, se verificou um aumento
significativo do efeito da dose ao usar os feixes de raios-X de baixa energia e o feixe de raios--y.

No que diz respeito ao estudo das caracteristicas das NPs, Lechtman et al. [12] estudaram como, o
tamanho, concentracdo e localiza¢do das NPs influenciam o aumento do efeito radiolégico. Assim, tendo
em conta a energia da fonte, sugeriu duas abordagens: na primeira, onde a fonte tinha uma energia inferior
a da camada K, as AuNPs deveriam ser de pequenas dimensdes e estarem conjugadas com biomoléculas
tumor-targeting. Na segunda modalidade, em que a energia da fonte € superior a energia da camada K,
o tamanho e a localizac¢do celular das AuNPs nao é importante, mas a sua concentracio, tem que ser
elevada.

Carter et al. [13] estudaram os mecanismos nanoscOpicos envolvidos na deposi¢cdo de eletrdes
secundarios de baixa energia, libertados pelas NPs quando estas sdo irradiadas com raios-X de alguns
kV, sendo este estudo realizado com o objetivo de verificar qual a posicdo das NPs que mais contribui
para o aumento do efeito radiol6gico. Ao realizarem esta simulagdo concluiram que as AuNPs devem
estar localizadas perto do ADN para que a morte celular das células tumorais, resultante da producao de
radicais livres devido aos eletroes de baixa energia, seja maximizada. Com o mesmo objetivo, Douglass
et al. [14] desenvolveram um modelo tridimensional da célula para o GEANT4. Na simula¢do utilizou
aglomerados de AuNPs localizadas aleatoriamente dentro da célula que foi irradiada com feixes de raios-X
de 80 kVp e 6 MV. As conclusdes retiradas deste estudo estdo em consondncia com as obtidas por Carter
et al. [13], pois verificou que as AuNPs localizadas perto do nicleo da célula contribuem mais para o
efeito da radiacdo, comparativamente com aquele que se obtém para AuNPs localizadas no citosol ou na
membrana.

Para estudar a abordagem clinica, Brivio ef al. [15] simularam um cendrio de tratamento, através
de simulagdes MC, e estudaram o efeito das AuNPs no tratamento de degeneragao macular neovascular,
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relacionada com a idade. Concluiram que ao usar NPs de ouro com 20 nm de didmetro e com uma
concentracdo de 32 g/kg, a dose no tumor é o dobro da obtida quando nao se utilizam NPs, o que permite
reduzir a dose nos 6rgaos vizinhos em cerca de 49%, quando comparado com o tratamento sem as AuNPs.

Por sua vez, quando se utilizam particulas carregadas e nio fotdes, como feixe primdrio de radiacao,
também se observa um aumento dos efeitos da radiagdo quando estdo presentes NPs, contudo, o mecanismo
que explica este aumento é diferente do dos fotdes e foi estudado por Wilzlein ef al. [16] através de
simulacdes MC, nomeadamente através da utilizagao do cdédigo TRAX. Nesta simulacdo, os autores
fizeram incidir um feixe de protdes com energias de interesse terapéutico em NPs de ouro, ferro, prata,
platina e gadolineo, tendo verificado, que existe um aumento na dose local em volta das NPs e que este se
deve, principalmente, a eletrdes de Auger em cascatas consecutivas. Além disto, verificaram que o efeito
das NPs de ouro e de platina é maior quando comparado com as outras NPs.

Apesar dos resultados apresentados serem promissores, o aumento simulado nao é suficiente para
justificar os efeitos macroscépicos observados. Por conseguinte, existe a necessidade de introduzir um
novo mecanismo que explique este aumento no caso das particulas carregadas. A primeira hip6tese que
surgiu foi tentar adaptar o modelo quimico ja proposto para o feixe de raios-X. Este modelo baseia-se
num maior dano celular resultante de modificagdes quimicas que levam a uma maior producao de radicais
livres. Tal facto, conduz a um aumento da morte celular que, consequentemente, altera o efeito da radiagao,
tornando-a mais eficaz [17].

Lin et al. [18] tentaram estabelecer relagdes entre os resultados obtidos para os protdes e para
diferentes energias de feixes de fotdes, através de simulacdes de MC. Os resultados obtidos mostram
que, para obter o mesmo fator de aumento das dose, designado por DEF (Dose Enhancment Factor),
¢é necessdria uma quantidade muito superior de NPs para irradiagdes com protdes quando comparado
com irradiagdes com fotdes. Lin et al. [18] demonstraram que este aumento produzido pelas AuNPs, no
caso dos protoes € independente da sua energia, sendo que 0 mesmo nio acontece com os fotdes, pois é
altamente dependente da energia da radiacdo. Assim, as AuNPs tém capacidade de aumentar o efeito da
radiacdo, sendo a eficicia destas dependente da qualidade do feixe de radiacdo primaria.

Cho et al. [19] realizaram mais estudos de MC considerando apenas que o aumento da dose se
deve ao processo fisico. Assim estudaram as contribui¢des de PIXE (Proton-Induced X-ray Emission),
PIGE (Proton-Induced Gamma-Ray Emission), eletrdes secundarios e de Auger no aumento do efeito
da radia¢do. Chegaram a conclusio de que os eletrdes de Auger e os eletrdes secundarios sdo os que
apresentam um maior contributo no efeito radiolégico, pois estes tém um alcance muito curto. Contudo,
Martinez-Rovira et al. [20] mostraram que, considerar apenas a producdo de eletrdes, ndo era suficiente
para descrever o efeito macroscopico observado em vdrias experiéncias, porque os mecanismos quimicos
e biol6gicos ndo foram incluidos no estudo de Cho et al. [19]. Desta forma, Tran et al. [21] incluiram
no seu estudo mecanismos fisico-quimicos, utilizando para tal o cédigo GEANT4 e GEANT4-DNA.
Com este estudo, foi possivel definir uma varidvel que permite quantificar a variacdo na produgdo de
eletrdes secunddrios, através da radidlise, com a adi¢do de NPs de ouro ao tecido bioldgico. Esta varidvel
¢é designada por radiolysis enhancment factor (REF) [21].

Mais recentemente, Rudek et al. [22] desenvolveram um modelo para estudar o aumento do efeito da
radiacdo com NPs de ouro e como ele responde as vdrias concentracdes, tamanhos e formas de NPs. Além
de estudar este efeito para fotdes e protdes, estudaram ainda para ides de carbono. Estes cientistas foram
ainda pioneiros no que diz respeito a inclusd@o de um modelo para a radidlise da dgua e concluiram que
para todos os tipos de feixe primdrio, o efeito da radiacdo aumenta de forma linear com a concentracio de
AuNPs e diminui com o tamanho e grau de aglomeracdo das AuNPs.



3 ENQUADRAMENTO TEORICO E CONCEITOS JOANA ANTUNES, 2020

3 ENQUADRAMENTO TEORICO E CONCEITOS

3.1 EFEITOS BIOLOGICOS DA RADIACAO

Dependendo da capacidade de a radiacdo ionizar ou nfo a matéria, esta pode ser classificada em
radiacdo ionizante e ndo ionizante. Assim, a radiagcdo ionizante corresponde a radiagdo que tem energia
suficiente para ionizar a&tomos e moléculas e pode ser classificada em radiagcdo diretamente ionizante e
radiacdo indiretamente ionizante. O primeiro caso é constituido essencialmente por carregadas (eletroes,
protdes e ides pesados), onde a energia é depositada no meio maioritariamente por interagdes de Coulomb,
entre estas particulas e os eletrdes presentes no meio, enquanto o segundo caso € constituido por particulas
neutras (fotdes e neutrdes), onde a ionizacao do dtomo ocorre devido a particulas carregadas secundarias
que tém origem na interacdo das particulas primdrias com a matéria.

No ambito do estudo da interag@o da radiacdo ionizante com a matéria, a Transferéncia Linear de
Energia (LET) é uma varidvel que, pela sua importancia, € necessério definir. Segundo a International
Comission on Radiation Units (ICRU), a LET representa o quociente dE/dl, em que dE € a energia
média localmente depositada no meio, por uma particula carregada de energia especifica ao longo de uma
distancia dl. Desta forma, a LET foca-se em definir a taxa linear de energia absorvida, pelo meio, a medida
que a particula carregada o atravessa. No caso das particulas neutras, como os fotdes, ndo faz sentido
falar de LET em sentido estrito, no entanto, muitos autores referem-se a LET de fotOes, referindo-se a
energia perdida por unidade de comprimento pelas particulas secunddrias resultantes da interagao dos
fotdes num meio material. Na tabela 3.1 est@o representados valores médios para esta varidvel em dgua e
para diferentes tipos de radiacao.

Tabela 3.1: Valores médios de LET para diferentes tipos de radiagao.

Radiacao LET (keV/ym) | Referéncia
Raios-y Co-60 0.2
Raios-X 250 kVp 2.0 [23]
Protdes 150 MeV 0.5
Protdes 10 MeV 8.3 [24]
Protdes 1 MeV 43.0

Ao expor as células a radiagfo ionizante ocorrem, em primeiro lugar, efeitos fisicos entre a radiagao
e os dtomos da célula e s6 depois ocorrem os danos bioldgicos, ao nivel do ADN. Estes, de acordo com as
caracteristicas da radiacao, isto €, de acordo com a LET, podem ser de dois tipos: indiretos ou diretos,

como ilustrado na figura 3.1.
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Figura 3.1: Efeitos diretos e indiretos da radiag¢do [25].

No efeito indireto, a radiagdo produz a radidlise da dgua, produzindo radicais livres (OH™ e H).
Estes radicais recombinam-se formando perdxidos (H2O2) que t€ém uma vida suficientemente longa para
se difundirem pelos tecidos, produzindo rea¢des quimicas com o ADN e outros constituintes das células,
levando a danos biolégicos. No caso do efeito direto, a radiacdo incidente, através de interacOes de
Coulomb, ioniza moléculas como proteinas e ADN ou destrdi, por completo, membranas celulares e
cromossomas, originando-se, primeiro, uma cadeia de efeitos fisicos e quimicos que podem culminar num
dano biolégico. Este tipo de efeito é o que predomina em interagdes de radiagao com elevado LET.

Para uma dose fisica igual, nem todos os tipos de radiagdo causam a mesma quantidade de dano
bioldgico e nem todos os tecidos reagem da mesma maneira a uma determinada dose fisica, pois o efeito
da radiacao ionizante depende de varios fatores, nomeadamente da dose, da taxa de dose e da qualidade
da radiacdo. Para explicar as diferengas no dano bioldgico, € utilizado um fator de escala conhecido por
eficacia biolégica relativa (RBE). Esta, representa a razio entre a dose de uma radiacdo de referéncia
e a dose da radiacdo que queremos analisar que resulta no mesmo efeito. A radiacdo de referéncia,
normalmente utilizada sdo raios-X gerados a 250 kV ou radiagdo-gama de uma fonte de cobalto-60. O
valor que expressa o RBE depende da aglomeragdo de ioniza¢des ao longo do caminho das particulas
carregadas nos tecidos, isto é, depende fortemente do LET, apresentando um RBE mdximo na regido dos
100 keV/um.

3.2 CANCRO

O cancro € numa doenca onde as células do organismo, por terem sofrido mutagcdes no seu ADN, se
dividem descontroladamente, invadem tecidos e ndo morrem pelos processos normais de morte celular,
sendo necessarios varios passos para que isso aconteca (figura 3.2).

Célula B Danos B Mutagdo B Formagdo
normal genéticos somatica do tumor

E> Vascularizagdo |E) | Invasdo [) Metastizagdio

Figura 3.2: Passos necessarios para a formagdo de um cancro metastizado.

Esta doenga € muito prejudicial para o organismo, pois ndo s6 invade os 6rgdos fundamentais mas
também, utiliza oxigénio e nutrientes de que eles necessitam. Além destes aspetos nefastos, ainda existe a
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libertacdo de toxinas que danificam os tecidos saudaveis [26].

De acordo com a Organiz¢do Mundial da Satide (OMS) o cancro foi a segunda causa de morte mais
comum em 2018, sendo responsével por cerca de 9.6 milhdes de mortes em todo o mundo, o que indica
que uma em cada seis mortes estd diretamente relacionada com esta doenga [27].

Existem vérios processos para tratar cancro, sendo que, atualmente, os mais convencionais sao a
quimioterapia, a cirurgia e a radioterapia e, normalmente, sdo utilizados em conjunto. Outras técnicas,
como a imunoterapia, a terapia hormonal e a targeted therapy t€m vindo a ganhar grande importancia no
tratamento de cancro. De entre as técnicas mencionadas, ird ser abordada a radioterapia, pois pretende-se
que a eficacia deste tratamento, aumente com o enriquecimento do tumor com NPs.

3.3 RADIOTERAPIA

A radioterapia tem a capacidade de aumentar a probabilidade de cura em 3.5 milhdes de pessoas
e, por outro lado, possibilita a assisténcia paliativa de igual nimero. E, por isso, considerada como um
elemento essencial para um tratamento eficaz [28].

Esta técnica consiste em destruir macromoléculas, como as cadeias de dupla hélice de ADN, recor-
rendo a radiagdo ionizante. Os dois principais tipos de radioterapia sdo a radioterapia com fotdes e a
radioterapia com particulas carregadas. A resposta dada por estas particulas apresenta um comportamento
distinto ao atravessar um tecido, ou seja, a forma como acontece a deposi¢do de energia, ao longo de um
trajeto, difere quando se utilizam fotdes ou protdes. A diferenca observada estd ilustrada na figura 3.3.
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Figura 3.3: Perfil de dose em profundidade para raios-X (preto) e protdes (vermelho) [29].

A radioterapia convencional utiliza raios-X de alta energia para parar a divisao celular. Estes, ao
longo do tratamento, depositam energia na drea a ser tratada, danificando o material genético das células e
assim impossibilitam a divisdo das mesmas. Além de se utilizarem raios-X, os raios-y também podem
ser utilizados em tratamentos de radioterapia. Estes sdo produzidos de uma forma espontinea através do
decaimento de vdrios elementos radioativos, como o cobalto-60. Ambos apresentam o mesmo efeito nas
células cancerigenas.

A radioterapia convencional € utilizada para tratar tumores situados em profundidade, pois os fotdes
tém a capacidade de percorrer grandes distancias, podendo tratar tumores em profundidade. Contudo
produzem uma regido de build-up a entrada dos tecidos como se pode observar na figura 3.3. Além disso,
como tém uma grande capacidade de penetracdo, também produzem uma dose elevada a saida do tumor.
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A combinacao destes dois efeitos pode danificar tecidos sauddveis em volta do tumor e ocasionar, para
além de cancros secundarios, de fibroses e de doengas cardiacas, um declinio da capacidade cognitiva
[30]. Os sistemas modernos de radioterapia com raios-X permitem minimizar estes efeitos indesejaveis
fazendo incidéncias no mesmo volume a tratar com direcdes diferentes e variando a intensidade do feixe
de modo a irradiar o tumor com a dose desejada em cada por¢ao do seu volume. Esta técnica € conhecida
por Intensity Modulated Radiation Therapy (IMRT).

Como alternativa a radioterapia convencional existe a radioterapia com protdes, usada para tratar
tumores radiorresistentes e localizados perto de 6rgaos sensiveis e, em particular, em doentes pediatricos.
A vantagem de se usar esta modalidade est4 relacionada com a capacidade dos protdes penetrarem nos
tecidos ao longo de alguns centimetros e, no fim do seu percurso depositarem o méaximo de energia,
numa regido denominada de pico de Bragg, representada na figura 3.3. Variando a energia do feixe
incidente podemos localizar a posi¢do da dose mdxima em diferentes regides em profundidade do tumor.
De referir, no entanto, que antes de atingir o tumor, os protdes depositam ainda energia nos tecidos sdos
que percorrem, fornecendo-lhes uma dose significativa. Para minimizar este efeito pode-se aplicar uma
técnica equivalente a dos raios-X, designada por Intensity Modulated Proton Therapy (IMPT). A grande
vantagem da utilizacdo dos protdes em rela¢do aos raios-X € que a dose decai rapidamente apds o pico de
Bragg.

Para resolver as limita¢des relacionadas com a deposi¢do de energia em tecidos sauddveis, quando
se utilizam fotdes ou protdes, uma das ideias promissoras passa por enriquecer o tumor com radios-
sensibilizadores, nomeadamente, com NPs de 4&tomos com um elevado ndmero atémico. Na figura 3.4
esta representada a vantagem, em termos de dose total para paciente, num tratamento de radioterapia
convencional (a), terapia com protdes (b) e a combinacao de protdes com NPs (c).

Figura 3.4: Dose antes e depois do tumor em radioterapia convencional (a), em terapia de protdes (b) e em terapia
de protdes combinada com NPs (c); retirada de [31]

3.4 RADIOTERAPIA COMBINADA COM NANOPARTICULAS

O tumor absorve facilmente as NPs, jd que estas sdo conjugadas com moléculas tumor-targeting, o
que faz aumentar o efeito da radiacdo secunddria, amplificando tanto os efeitos diretos como indiretos
da radiagdo. Isto é, a adi¢do de NPs as células tumorais possibilita o aumento efetivo do RBE do feixe
primério, no volume do tumor, mantendo o mesmo efeito biolégico nos tecidos sdos. Assim para uma
dose bioldgica prescrita para o tumor, permite diminuir a dose fisica nos tecidos saudéveis.
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3.4.1 EXPLICACAO FiSICA E QUIMICA

Apesar das diferengas entre feixes primarios de fotdes e protdes, o mecanismo fisico, que resulta
num aumento do efeito da radiacdo, tem uma base comum, ilustrada na figura 3.5. Inicialmente, ocorre a
ionizacdo do sistema que resulta da interacio do feixe primario e das particulas secunddrias com as NPs e
com a matéria celular. Apés esta ionizacdo, os dtomos deixam de estar excitados através da redistribuicio
dos estados eletrénicos, o que resulta na emissao de fotdes de fluorescéncia e eletrdes de Auger que vao
ionizar as biomoléculas e as NPs vizinhas, formando-se, assim, uma cascata de reagdes que vai levar a um
aumento do efeito da radiacdo [32].

Tanto no caso em que se utilizam fotdes, como no caso em que se utilizam protdes, a presenca de
NPs com elevado niimero atémico faz aumentar a producio de espécies reativas de oxigénio (ROS). Deste
modo, as NPs, ndo s6 s@o responsdveis por aumentar cataliticamente a producgado de hidroxilo (*OH) e
superoxido O, , mas também, de inibirem a regulac@o das reacoes de oxidagdo-redugdo. O aumento da
producido de hidroxilo é um processo complexo e depende de vdrios fatores, tais como a concentragdo
de NPs e a dose de radiagdo fornecida as células que tém as NPs. O aumento destas espécies reativas de
oxigénio faz aumentar a producdo de H2O2, 0 que leva a um aumento dos danos indiretos provocados

pela radiacao.
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Figura 3.5: Mecanismo que provoca um aumento do efeito da radiacdo.

Desta forma, a presenga de NPs aumenta a produgao de eletrdes secundérios, que depositam a sua
energia nas células tumorais, e contribui para o aumento da producdo de ROS, o que, consequentemente
promove um aumento local do efeito da radiagao.

Relativamente ao mecanismo fisico, o que difere, quando sao utilizado fotdes ou protdes, é 0 modo
como a ionizagdo do sistema ocorre. Os fotdes podem sofrer varios tipos de interagdo com as NPs, entre
as quais o efeito fotoelétrico e a dispersdao de Compton. No efeito fotoelétrico, o fotdo interage com o
atomo, sendo totalmente absorvido por este. Desta interacdo resulta a emissdo de um eletrdo, de uma
camada mais interna, criando-se, uma lacuna que vai ser preenchida por um eletrdo de uma orbital mais
externa. Desta interacdo ocorre a libertagao de fotoeletrdes e eletrdes de Auger. Na dispersdao de Compton,
o fotdo numa colisdo ineldstica com um eletrdo orbital fracamente ligado transfere-lhe parte da sua energia,
levando, ndo s6, a ejecao deste, mas também, na de um fotdo secundario com menor energia que o inicial.
Desta interagdo ocorre a libertagao de particulas secunddrias, tais como os fotoeletrdes e os eletrdes de
Auger.

Os fotoeletrées tém um alcance que € determinado pela diferenga entre a energia da particula
incidente e a energia da camada, sendo o efeito produzido a uma escala nanoscdpica, o que possibilita a
ionizacdo de NPs vizinhas. Por sua vez, os eletrdes de Auger resultam de um processo que ocorre quando
um eletrdo de uma camada interna dos dtomos das NP € libertado e é responsével pela libertacdo de um ou
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mais eletrdes de Auger. Estes, sdo caracterizados por terem uma energia inferior a 5 keV, e, por isso, um
alcance muito curto ( 1-10 nm), mas podem causar danos diretamente no ADN devido ao seu LET elevado
(2-30 keV/um). O nimero de eletroes de Auger emitidos, devido ao efeito fotoelétrico, aumenta com Z e
diminui com a energia. Portanto, se o fotdo incidente interagir com NPs com elevado Z, o niimero de
eletrdes de Auger emitidos € maior, do que no caso de interagir com elementos leves presentes no tecido
biolégico [33].

Todas as particulas secundarias podem interagir com outras NPs, originando mais eletrdes de
Auger, ou podem ser absorvidas pelo meio causando ionizac¢do e formacao de radicais. Além disso, as
NPs carregadas positivamente, apds libertarem um fotoeletrdo ou um eletrdo de Auger, podem causar
instabilidade nas moléculas de d4gua em volta da NP, provocando a sua radidlise, o que faz aumentar a
producdo de radicais [32].

O efeito da radiacdo com a matéria, que predomina, depende do nimero atémico do meio e da
energia dos fotdes, como estd ilustrados na figura 3.6.
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Figura 3.6: Importancia relativa dos diversos processos de interacdo dos fotdes com a matéria, em funcio da energia
(F) do fotdo e do mimero atomico (£) do meio material [34].

Assim, a interacdo dos fotdes de baixa energia (keV) com NPs de elevado nimero atémico é
dominada pelo efeito fotoelétrico que resulta, na produgdo de raios-X de fluorescéncia e de eletrdes de
Auger como radia¢do secundaria (Fig. 3.7a). Para energias clinicas (MeV), os processos dominantes na
interacdo dos fotdes com elementos de elevado valor de Z, sdo a dispersdao de Compton e a producgdo de
pares (Fig. 3.7b). Neste caso, o aumento do efeito da radiagdo ¢ relativamente menor, mas continua a
verificar-se, em virtude da interacdo das NPs com as radiagdes secunddrias produzidas pela ionizac¢do das
moléculas de dgua e ndo da interagdo direta das NPs com a radiacdo primadria.
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Figura 3.7: Interagdes da radiacdo com NPs, adaptada de [32]

No caso dos protdes, estes podem interagir com a matéria por trés vias, designadamente interacdes
de Coulomb com eletrdes atomicos, interacdes de Coulomb com o niicleo atémico e reagdes nucleares,
sendo, as primeiras aquelas que representam, no contexto clinico, maior interesse. Neste caso, ocorre a
ioniza¢@o dos dtomos das NPs com elevado niimero atdmico e consequente retorno ao estado fundamental
com emissdo de eletrdes, como se ilustra na figura 3.7d. Estes eletrdes vao depositar a sua energia no
meio, contribuindo, assim, para o aumento do efeito da radiagao.

Uma questdo importante nos estudos atuais com NPs € saber qual € a qualidade do feixe 6tima para
potenciar o efeito das NPs: fotdes de baixa energia, fotdes de energia clinica ou protdes a energia clinica?

3.4.2 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

As NPs, utilizadas para enriquecer o tumor, t€m de ter caracteristicas muito especificas no que diz
respeito ao tamanho, a forma, ao revestimento e aos constituintes, pois todos estes fatores vao influenciar
a captura das NPs pelas células tumorais e a sua resposta bioldgica [33].

O tamanho afeta ndo s6, o impacto das NPs no sistema bioldgico, mas também, a forma como as NPs
interagem com a radiacdo. A biodistribuicdo e a rota de eliminacdo das NPs do corpo depende fortemente
do tamanho destas e, ¢ um processo bastante importante para evitar a acumulacdo de NPs nos diversos
orgdos, de modo a evitar efeitos a longo prazo. O didmetro das NPs é importante porque os eletrdes
de Auger tém um alcance muito curto e € necessario garantir que estes conseguem escapar das NPs e
interagir, com o meio envolvente ou com NPs vizinhas. Além dos requisitos referidos anteriormente,
é importante ter em consideracdo a concentracao das NPs, desempenhando, inclusive, um papel mais
importante no aumento do efeito da radiacio, do que propriamente o tamanho da NP.

Outro fator importante € o revestimento das NPs, uma vez que ajuda a controlar o modo como as
NPs interagem. Desta forma, ao combinar as NPs com moléculas especificas consegue-se garantir que
existem em concentracao suficiente, dentro das células tumorais. No entanto, o revestimento pode atenuar
alguns eletrdes de Auger que foram libertados pelas NPs e ainda diminuir o niimero de radicais livres
produzidos.

Ao longo dos anos, vdrios trabalhos foram realizados para estudar quais os elementos quimicos
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que favorecem a producdo de NPs e quais os fatores, de entre os referidos, que proporcionam um maior
aumento do efeito da radiagdo (ver, por exemplo, os estudos de Wilzlein et al. [16] e de Rudek ef al.
[22]). Apesar de terem sido estudadas NPs constituidas por &tomos de ferro, platina, gadolinio e ouro, as
mais utilizadas sao as de ouro, uma vez que apresentam uma boa biocompabilidade, métodos de sintese
bem estabelecidos para uma grande variedade de tamanhos. Além disso, é facil revestir este tipo de NPs
com moléculas que possibilitam que elas atinjam as células tumorais com uma concentracdo desejada.

Por exemplo, no ambito do projeto TOP-PET referido atrds uma das tarefas lideradas pela equipa de
radiofarmdcia do C2TN pretend-se estudar diferentes AuNPs multifuncionais. No processo desenvolvido
por este grupo, as NPs sdo combinadas, com o péptido bombesina (BBN), cujo recetor esta presente em
vdrias linhagens de células tumorais, como aquelas que se apresentam, por exemplo, no cancro da préstata,
e com radiometais importantes em medicina, como o galio-67 e/ou gadolinio. O grupo que integra esta
equipa de investigacdo j4 realizou vérios estudos onde tém evidenciado a vantagem das NPs. No momento
atual, considera como objetivo principal o estudo do efeito do uso de AuNPs em terapias anti-cancro
e em sistema de drug delivery guiado por imagem. Para isso, pretendem utilzar AuNPs marcadas com
gadolinio para contraste em ressonancia magnética (RM), com galio-67 para cintigrafia de fotdo dnico
(SPECT) ou com cobre-64 para tomografia por emissao de positroes (PET).

Na figura 3.8 estd representada um exemplo de uma estrutura de AuNPs, desenvolvida pela equipa
supracitada [35].
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Figura 3.8: Estrutura de AuNP combinadas com BBN e marcadas galio-67 [36].
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4 METODOS

4.1 SIMULACOES MONTE CARLO

As simulagdes Monte Carlo (MC) tém sido muito uteis ao longo das dltimas décadas para modelar
os efeitos fisicos e quimicos da radiacdo. Os métodos MC utilizam modelos matematicos com base na
geracdo de nimeros aleatdrios e célculos estatisticos para resolver problemas em muitas dreas da ciéncia,
quer estes se situem no dominio cientifico e tecnolégico na investigacdo fundamental, quer estejam

relacionados com estudos prospetivos dos mercados financeiros [37].

No caso da fisica das particulas e da fisica das radiagdes, as simulacdes MC sdo aplicadas a
simulacdo do transporte e interac¢ao de particulas em materiais, incluindo érgéaos e tecidos bioldgicos.
Uma caracteristica das simulacdes MC importante para este trabalho é elas possibilitarem a modelacdo do
caracter estocdstico das interaccdes das particulas nesses materiais [38], permitindo o registo de vardveis
fisicas (energia, posi¢cdo, momento linear, etc) ponto-a-ponto para obter os valores médios e a variancia
dessas quantidades [39].

Existem vérios programas de simulacdo Monte Carlo da interacdo da radiacdo com a matéria, sendo
uns mais gerais em termos do tipo de particulas e energias simuldveis do que outros. Sdo exemplos destes
programas o FLUKA, o PENELOPE, o Geant4, entre outros. Neste trabalho vai ser utilizado o TOo!
for PArticle Simulation (TOPAS) [40] que foi desenvolvido com enfoque nas aplicagdes médicas. Mais
concretamente vamos utilizar a extensao TOPAS-nBio [41], que permite simular as estrutura de tracos
das interac¢des a nivel celular e subcelular, incluindo os processos fisicos e quimicos. E, por isso, uma
ferramenta muito adequada para o estudo do impacto das NPs no efeito da radiacdo ao nivel subcelular.

O TOPAS € um programa construido com base no Geant4 [42], que foi desenvolvido para a drea
médica com o objetivo de tornar a implementagdo das simula¢des mais fécil e intuitiva. Para isso a
simulagdo é controlada através de ficheiros de parametros sem necessidade de um grande conhecimento
de programagdo em C++, mas com a mesma precisdo do Geant4. Como este trabalho tem como principal
objetivo o estudar do efeito da radiacdo a nivel celular, utilizou-se a extensdo TOPAS-nBio, que extende o
TOPAS a experéncias de radiobiologia. O TOPAS-nbio permite simular todos os pontos de interac¢des de
particulas de baixa energia (isto €, ndo aplica histérias condensadas comummente usadas para otimizar o
tempo de simulacio) e permite simular a producéo e propagacao dos produtos resultantes da radidlise.

Assim, ao usar um modelo com uma fonte de radiagdo e um alvo com NPs, € possivel verificar a
formacdo de eletrdes secundérios e ainda verificar qual a energia produzida por estes, de acordo com
vérios parametros, como o tamanho, a forma, a distribuicdo, a concentragcdo das NPs, a energia do feixe e

a distancia entre a fonte (as NPs) e o alvo (ntcleo celular).

O esquema de funcionamento do TOPAS estd representado na figura 4.1. O ficheiro de pardmetros
é construido por blocos de linhas constituidas pelo tipo de varidvel (caracteres, booleano, inteiro, real
de precisao dupla, etc) e pelo nome do parametro (materiais, geometria, fonte de particulas, modelo
fisico e quimico, quantidades a registar, etc). Um grande nimero de pardmetros € definido utilizando
extensdes disponibilizadas pelos TOPAS, sendo também possivel o utilizador desenvolver as suas préprias

extensoes.

13



METODOS

JOANA ANTUNES, 2020

TOPAS Application
(C++)
Uses and Extends Geant4 for Proton Therapy

Geant4 Simulation Toolkit
(C++)

User Parameter File
(text file)

provides user's customization of simulation parameters

Other Parameter Files

Standard Geant4 Release 9.4 or newer (text file)

additional simulation parameters
Geant4 Data Files

Standard Geant4 Physics Cross-Section
Data Files

Figura 4.1: Modo de funcionamento do TOPAS, modificado de [40]

As simulacdes foram corridas na FARM do LIP, sendo o tempo aproximado de simulacdo de 74, 72
e 53 horas para a fonte de raios-X de 50 kVp, para a de 150 kVp e para o feixe de Co-60, respetivamente.
Para os protdes de 80 keV, 18 MeV e 150 MeV, o tempo aproximado de simulacio foi de 87, 165 e 192
horas, respetivamente.

4.1.1 GEOMETRIA

Um dos passos fundamentais para a constru¢do da simulacdo € a defini¢do da geometria. Desta
forma, foi desenvolvida uma extensdo, TsCell, que permite definir uma célula esférica com um nicleo
esférico. O utilizador pode definir o raio da célula e o raio e posi¢do do nicleo dentro da desta. Pode
ainda definir o ndmero, o material, e o raio das NPs, sendo estas colocadas de uma forma aleatéria e sem

estarem sobrepostas no citoplasma.

Assim, o modelo simulado consiste numa célula com 9 um de didmetro, centrada num cubo com
12 pum de aresta, cheio de 4gua, cujo nicleo, com 5.4 ym de didmetro, se encontra no centro. Na figura
4.2 esté ilustrado o modelo simulado, em que as NPs sao representadas por esferas amarelas e o niicleo a
vermelho.

s:Ge/MyCell/Type = "TsCell"
:Ge/MyCell/Material = "G4 _WATER"
d:Ge/MyCell/CellRadius = 4.5 um

Q.

d:Ge/MyCell/Nucleus/NucleusRadius = 2.7 um
:Ge/MyCell/Nucleus/Material = "G4 _WATER"

[&)]

3773
nm

-

:Ge/MyCell/Nanoparticles/NumberOfNPs =
:Ge/MyCell/Nanoparticles/NPsRadius = 5
:Ge/MyCell/Nanoparticles/Material
="G4_Au_MODIFIED"

Q.

Q.

Figura 4.2: Bloco de parametros TsCell utilizados para gerar o modelo da célula representado no painel a direita.

Foram realizados dois grupos de simulac¢des, no primeiro grupo foram dispersas NPs com um
diametro de 10 nm no citoplasma da célula. A concentracio foi obtida através do ricio entre a massa das
NPs e a massa total da célula e variou entre 0.001% e 0.159%, como mostra a tabela 4.1.
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Tabela 4.1: Concentracdes de NPs simuladas.

Concentraciao (%) | Numero de NPs
0.001 377
0.010 3773
0.013 5000
0.066 25000
0.106 40000
0.159 60000

No segundo grupo pretendemos estudar o efeito obtido quando as NPs ndo estdo dispersas no
citoplasma, mas aglomeradas em clusters. Para tal manteve-se a massa total de NPs e substituiu-se o
elevado niimero de NPs pequenas por um niimero inferior de NPs maiores. A massa total de NPs no
citoplasma é dada pela equacgdo 4.1.

M= Nm, @.1)

onde m € a massa de cada NP e N o nimero de NPs no citoplasma. Considerando que no citoplasma
existiam N; NPs pequenas, com massa mj, que pretende-se substituir por No NPs maiores, com uma
massa mg, temos
Ny

Nomog = N1mg <= mo = Eml (42)

Comop = < m = ,O%WRS, onde p é a densidade do material das NPs, obtém-se a relagdo

Ny

3

=R P L 4.
By = R 3 (4.3)

Usando a relagd@o entre os raios, podemos simplificar o modelo de aglomerados de NPs pequenas por uma

entre os dois raios:

distribui¢do de NPs maiores. Foram simulados trés cendrios onde o nimero de NPs num cluster foi de 10,
100 e de 200 e onde o nimero total de NPs simuladas no citoplasma foi de 25000, 60000 e 100000. Em
todos os casos, a célula foi irradia com o espectro de raios-X de 50 kVp.

4.1.2 IRRADIACOES

Ap6s a definicdo da geometria procedeu-se a implementagdo das fontes de radiagdo na simulacao,
nomeadamente para trés feixes de protdes, dois espetros de raios-X, um feixe de Cobalto-60 e um feixe de
protoes.

Para gerar os espetros de raios-X usou-se o SpekCalc [43] que combina modelos analiticos da
componente de bremsstrahalung com valores numéricos préalculados por MC da distribuico de eletroes
a diversas profundidades do anodo. Para se utilizar este programa € necessario fornecer o potencial do
tubo em kV (tensdo no pico ou kV,), o dngulo do 4nodo (angulo de saida), a filtracdo em trés materiais
(ar, janela de berilio e filtro de aluminio) e o tamanho dos intervalos de energia para gerar 0s espectros.
Os parametros utilizados para os produzir estdo representados na tabela 4.2.
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Tabela 4.2: Parametros utilizados para simular os espetros de raios-X no SpekCalc.

Parametros no SpekCalc | Valores
Tensao no pico (kV) 50 e 150
Intervalo de energia (keV) 0.10

Angulo de saida (°) 30.00
Espessura de ar (mm) 0.00
Janela de berilio (mm) 0.00

Filtro de aluminio (mm) 4.65

Os valores das tensdes escolhidos representam regimes comuns de operacdo em radiologia e, em
particular os raios-X de 150 kV sdo os planeados para experiéncias de radiobiologia com NPs no C2TN.
Os espetros de raios-X simulados para um tubo de raios-X com um alvo de tungsténio e para kV,=50 e

kV,=150 estdo ilustrados na figura 4.3a e 4.3b, respetivamente.
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Figura 4.3: Espetros de raios-X simulados com o Spekcalc.

Para além dos raios-X também estao programadas irradiagdes com uma fonte de cobalto-60, que
é uma das radiagdes de referéncia em experiéncias de radiobiologia. Nas simula¢des considerdmos os
dois fotdes gama com energias de 1.17 e 1.33 MeV resultantes do decaimento beta do cobalto para o
niquel excitado. O feixe foi caracterizado como um espetro descontinuo de duas energias com idéntica

probabilidade de emissao.

Os parametros necessérios para definir estes trés espetros estdao representados na tabela 4.3. No caso
dos dois espetros continuos € necessario a definicao de um ficheiro de entrada, para ser lido pelo TOPAS

e onde se vai definir as energias e os respetivos pesos do espetro.
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Tabela 4.3: Parametros da irradiacdo com fotdes.
) Fonte de Fotoes | g otro 150 kVp | Espetro 50 kVp Cobalto-60
Parametros
BeamParticle Gamma Gamma Gamma
Continuous Continuous Discrete
BeamEnergySpectrumValues:
BeamEnergySpectrum InputFile InputFile 1.17 MeV e 1.33 MeV
from SpekCalc from SpekCalc | BeamEnergySpectrumWeight:
0.5e0.5
NumberOfHistoriesInRun 106 109 106

Para o feixe de protdes simularam-se trés energias: 150 MeV, 18 MeV e 80 keV, cujos parametros

utilizados no TOPAS sao apresentados na tabela 4.4. A energia de 150 MeV ¢é representativa do valor

tipico de irradiagc@o usada em terapia com protdes, ndo sendo a energia do feixe na regido do tumor (pico

de Bragg). Para isso consideramaos a energia mais baixa de 18 MeV que também ¢é representativa da

energia nominal do ciclotrao do ICNAS, para onde também estao planeadas experi€ncia de radiobiologia

com NPs. Embora nao seja realista a produgcao em aceleradores de protdes de 80 keV, esta energia

corresponde a regido do maximo LET destas particulas em dgua.

Tabela 4.4: Pardmetros utilizados quando se irradia a célula com protdes.

o Fonte de Protoes Protoes 80 keV | Protoes 18 MeV | Protoes 150 MeV
Parametros
BeamParticle Protons Protons Protons
BeamEnergy (MeV) 0.8 18.0 150.0
BeamEnergySpread 0.00111 0.00111 0.00111
NumberOfHistoriesInRun 1000 1000 1000

Em todos os casos, optou-se por colocar a fonte de radiagdo a 6 ym do centro da célula. Este feixe,

de forma circular, dispersa-se a partir da posi¢ao inicial, segundo uma distribui¢do angular gaussiana, com

uma abertura maxima coincidente com a seccdo maxima da célula, como representado na figura 4.4.

d

O 0 n Q.

0 0 0 0w

Ge/BeamPosition/TransY

:Ge/BeamPosition/TransX =
d:
:Ge/BeamPosition/Trans?Z

:So/Fonte/BeamPositionDistribution="Flat"

:So/Fonte/BeamPositionCutoffShape="Ellipse"
:So/Fonte/BeamPositionCutoffX =
:So/Fonte/BeamPositionCutoffy =

4.5 um
4.5 um

:So/Fonte/BeamAngularDistribution="Gaussian"
:So/Fonte/BeamAngularCutoffX =
:So/Fonte/BeamAngularCutoffy =
:So/Fonte/BeamAngularSpreadX=0
:So/Fonte/BeamAngularSpreadY=0

90. deg
90. deg
.00001 rad
.00001 rad

NS = aP7

INS=5
s o >

Figura 4.4: Esquema de irradiacdo da célula indicando os parametros de simulag@o principais.
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4.1.3 PROCESSOS Fisicos

Para que as interagdes fisicas sejam simuladas é necessdrio definir as listas que descrevem os
processos e os modelos para determinadas energias e materiais. A lista mais detalhada para baixas
energias e para a dgua liquida é o GEANT4-DNA [44], a qual segue as interacOes dos eletrdes até a uma
energia de termalizagcdo de 7.4 eV e que engloba transi¢des eletrénicas e vibracionais nesse meio. Por
conseguinte, esta utilizdimos a lista g4em—dna quer no citoplasma quer no nucleo da célula.

Uma das limitagcdes da versdo atual do Geant4-DNA é que sé simula interacdes em dgua liquida.
Assim devido a inexisténcia de seccdes eficazes para o ouro na lista g4dem—dna, estudou-se a definicao
de uma outra lista para as NPs. De entre as vdrias possiveis, utilizou-se a lista gdem—1ivermore, a
qual tem um limite de producdo de eletrdes secundérios de 10 eV, sendo possivel, deste modo, incluir
a producio de eletrdes de Auger, a cascata de desexcitacdo de Auger, os eletrdes de fluorescéncia e o
processo de PIXE (particle induced x-ray emission).

O alcance dos eletrdes e dos fotdes foi definido para 1 nm, sendo estipulado, que sempre que estas
particulas secunddrias ndo percorressem uma distancia superior a metade do raio das NPs, a sua energia
seria registada e a simulagd@o da sua historia seria terminada.

Ambas as listas gdem-dna e gdem-11ivermore ndo incluem processos relacionados com reagdes
nucleares. Estes processos ndao tém sido incluidos nas simulagdes de irradiagdes com NPs existente na
literatura, uma vez que se considera que as secgdes eficazes sdo relativamente baixas em relacdo aos
processos de colisdes electronicas. Voltaremos a este assunto nas sec¢do 6 (Sumdrio e Conclusdes).

4.1.4 PROCESSO Quimico

Para simular a radiélise da 4gua tem de se ter em consideracdo as suas trés fases, isto €, a fase fisica,
a fase pré-quimica ou fisico-quimica e a fase quimica. Estas estdo representadas no esquema da figura 4.5
e ocorrem em diferentes escalas temporais.

Time (s) lonizing Radiation
0 . H,O
Physical stage exc'taV \On'zat'o”
10155 | H,0* H,0* + e
Physico-chemical N .1H2C_) U Hor
ysico-chemica H, + O('D) H,0 HO* + H
stage
l H,0 l H20
H +HO*  H,+2HO*  HO*+H,0* HO'+H,+OH e
10125 -
Chemical stage I
10%s _|_ €, H*, HO*, HO,*,OH-, H;0%, H,, H,0,
v

Figura 4.5: Esquema das reagdes que ocorrem nas trés fases da radidlise da agua [45].
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Assim, a primeira ocorre 1 fs apos a interagdo, do feixe primério e de particulas secundérias, com
o sistema e consiste na simulagdo da ionizacdo e excitagdo das moléculas de 4gua, da qual resulta a
formagio de moléculas de 4gua, nio s6 ionizadas (HoO™), mas também excitadas (HoO*) e de eletrdes
(™). Na segunda fase (10~ a 10712 ), existe a produciio de espécies quimicas que resultam de reacdes
entre ides e moléculas, de decaimentos radioativos e de uma auto-ionizacao das moléculas de dgua. As
espécies obtidas na fase anterior, sio, na terceira fase da radiélise, isto é, na fase quimica (10712 a 1076
s), simuladas e vao difundir-se pelos tecidos, interagindo umas com as outras de forma a originarem novas

espécies quimicas.

Para simular o processo quimico implementaram-se todos os pardmetros necessarios, designadamente
taxa de ramificagdo, esquemas de dissociacdo, taxas de reagdo, tipos de espécies quimicas e coeficientes
de difusdo recorrendo ao médulo TsEmDNAChemistryExtended. Na tabela 4.5 estio representadas

diferentes espécies quimicas e os respetivos coeficientes de difusao.

Tabela 4.5: Moléculas quimicas e respetivos coeficiente de difusdo.

Molécula | Nome no TOPAS | D (10 m?/s) a 25 °C [46]

& Solvated electron 4.9
*OH Hydroxyl 2.2
He Hydrogen 7.0
H30™ Hydronium 9.46
H» Dyhydrogen 4.8
OH Hydroxide 53
Hy09 Hydrogen peroxide 2.3
Oq Oxygen 24
05 Superoxide anion 1.75
HO, HydroPeroxide 2.3
HO; Dioxidanide 1.4

Nesta fase da simulacdo, ocorrem intimeras rea¢des quimicas, as quais correspondem, diferentes

taxas de reacdo, conforme ilustrado na tabela 4.6.
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Tabela 4.6: Reacdes e respetivas taxas de reagdo usadas no médulo TsEmDNAChemistryExtended

Reacao Taxa de Reacdo (10 7 mole/s).

€uq T g — 20H™ + Hy 0.647
€,y +*OH — OH™ 2.953
e,y + He— OH™ + Hy 2.652
€ T H30" — He 2.109
€4 T H202 — *OH + OH™ 1.405
*OH + *OH — H502 0.475
*OH + He — Sem produto 1.438
He + He — H» 0.503
H30" + OH™ — Sem produto 11.031
Hy + «OH — He 0.0045
*OH + H202 — H02 0.0023
*OH + HO3 — O9 1.0
*OH + 0O, — Oz + OH™ 0.9
*OH + HO, — HO2 + OH™ 0.9
€,y + HO2 — HOy 2.0
€aq + 02 = Oy 1.9
€y + Oy — OH™ + HOy 1.3
He + H202 — «OH 0.01
He + HOQ — H202 2.0
H + Oy — HO9 2.0
He+ OH™ — e, 0.002
He + O, — HO, 2.0
H30" + O, — HO» 3.0
H30+ + HO; — H202 2.0
HOs + HO3 — H203 + O9 0.000076
HO3 + O; — Oz + HO; 0.0085

Para ativar o transporte pago—paco das espécies quimicas, foi definido o momento de inicio e de
fim da simulacdo das interacdes quimicas e a respetiva resolucdo temporal nesse intervalo, sendo que
a escolha destes valores estd relacionada com as diferentes fases da simulacdo da radiélise da dgua. A
simulacdo foi feita até ao instante 1000 ns em intervalos apresentados na tabela 4.7.

Tabela 4.7: Parametros utilizados para definir o transporte de espécies quimicas.

Parametros Valores
ChemicalStageTransportActive True
ChemicalStageTimeEnd (ns) 1000.0
ChemicalStageTimeStep (ns) 60.11.0 3.0 10.0 100.0 1000.0

Quando utilizamos os médulos de quimica do Geant4-DNA, apenas se pode utilizar 4gua como
material, contudo, devido a presenca de NPs de ouro é importante fazer o corte das espécies quimicas,
ou seja, elimind-las da simulagcdo quando estas interagem com o ouro. Para tal, comegou-se por definir
um novo material, designado por G4_Au_MODIFIED que vai ser utilizado como material das NPs e que
apresenta a mesma densidade que o ouro. Posteriormente, através da opcdo RemoveInMaterial e
RemoveInMaterialTheseMolecules, definiu-se que quando interagem com volumes materiais
do tipo G4_Au_MODIFIED, as espécies quimicas vao ser eliminadas. Os pardmetros que permitem este
corte estio representados na tabela 4.8.
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Tabela 4.8: Parametros utilizados para definir quando ocorre o corte de espécies quimicas.

Parametros Valores
s:Ch/TOPASChemistry Extended/RemoveInMaterial G4 _Au MODIFIED
7 solvatedelectron hydroxyl
sv:Ch/TOPASChemistry Extended/RemoveInMaterialTheseMolecules | hydrogen hydronium dyhydrogen
hydrogenperoxide hydroxide
s:Ma/G4_AuMODIFIED/CloneFromMaterial ”G4_Au”
d:Ma/G4 AuMODIFIED/CloneWithDensity 19.32 g/cm?®

4.2 FATOR DE AUMENTO DA DOSE E RENDIMENTOS RADIOLITICOS

O TOPAS apresenta diretamente os valores dos rendimentos radioliticos, isto €, do tipo e nimero de
espécies quimicas produzidas pela deposi¢cdo de 100 eV de energia, também designados por G-values.
Estes valores sdo gerado na grelha temporal definida, permitindo obter a evolugcdo da difusdo destas

espécies na célula.

Por outro lado, o TOPAS permite obter a energia depositada ponto-a-ponto, a partir das quais

podemos calcular as doses num volume,

D= ~ Ze(:vi,yz’,zi) = Zd(%ayi»zi), (4.4)

P eV eV

onde V é o volume considerado (célula, niicleo ou citoplasma), p=1 g/cm? é a densidade da 4dgua e
(i, yi, z;) é a deposi¢do pontual de energia obtida da simulag@o.

A partir dos valores num volume podemos definir o fator de aumento da dose (Dose Enhancement
Fator ou DEF,

DEF = %, (4.5)
Dw

onde Dy p € a dose na presenca da NPs de Au e Dyy € a dose na auséncia das NP, nas mesmas condi¢des
de irradiagdo. Assim, para proceder a estes cdlculos de forma automatizada criou-se um programa em
Python para processar dos dados, de acordo com a energia depositada em cada ponto da célula, a interacio

que provocou essa deposicao e em que sub-volume da célula ocorreu.

O DEF e os G-values foram obtidos para as diferentes concentragdes NPs e para os diferentes tipos
de radiacao utilizados

4.3 MODELO DE EFEITO LOCAL

Para quantificar os efeitos biolgicos provocados na célula devido a radiacdo vamos utilizar o modelo
e efeito local ou LEM (Local Effect Model) [47] na sua versao mais simples. Este modelo foi desenvolvido
no laboratério GSI, Darmstadt e tem sido implementado em sistemas de planeamento de tratamentos em
radioterapia com protdes e ides de carbono, nomeadamente no centro HIT, Heildelberg e no CNAO, Pavia.

Este modelo assume que a inativacdo celular ocorre devido a eventos letais, portanto, torna-se
necessario quantifica-los, ndo sendo importante saber a natureza bioquimica e a estrutura molecular dos
mesmos. Além disso, o modelo considera desprezdvel a contribuicdo de eventos sub-letais a distancias
superiores a alguns micrémetros. A principal vantagem deste modelo é que o efeito biolégico € determi-
nado pela dose local, mas € independente do tipo de radiag@o primdria que leva a deposic¢do de energia na
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célula. Assim, € possivel aplicar este modelo tanto quando se utilizam fotdes como quando se utilizam
particulas carregadas como protdes.

Um evento letal é caracterizado pelo nimero de alteracdes que ocorrem no ADN e o seu nimero
médio, 7 x, quando a célula é irradiada com fotdes. A distribui¢do do nimero de eventos letais é descrito
por uma distribuicao de Poisson e, de acordo com esta, a probabilidade de sobrevivéncia de uma célula
Sx € dada por,

Sx = e X (4.6)

Na quantificacdo dos efeitos bioldgicos letais, estamos interessados na densidade de eventos no
volume do nucleo, Vy, isto €,

n —InS
nx _ —Mox 4.7)
VN VN
Assim, o nimero total de lesdes letais produzidas pela irradiagcdo com fotdes é
_ n —InSx|d
vy VN Va Vi

onde dx(z,y,z) = ex(x,y, 2)/(pVn) é a dose ponto-a-ponto produzida pelos fotdes. A probabilidade
de sobrevivéncia Sx, de um sistema celular quando irradiado com fotGes é geralmente descrita através do
modelo Linear Quadratico (LQ).

Sx (D) = e @P—AD? (4.9)

A distribuicao pontual é da dose relativamente homogénea no caso dos fotdes. No caso dos protdes
ou i0es pesados esta distribui¢do € altamente heterogénea. A principal suposicao do LEM é que doses
locais iguais devem levar a efeitos locais iguais, independentemente da qualidade da radiagdo. Assim para
protdes e ides, o nimero de lesdes letais locais terd a mesma dependéncia funcional da equacdo 4.12. No
entanto, € sabido que, para doses superiores a uma dose limiar (D;) de ~10 Gy, o modelo LQ deixa de ser
valido, sendo necessario introduzir um termo de correcdo. Desta forma, o nimero de lesdes locais passa a
ser descrita pela equagdo

adr + Bd7, dr < Dy
nr(zr,y,z) = —InSx(dr) = (4.10)
Oéd[ + ﬁd% — Smax(df — Dt), d[ > Dt

onde d; = dj(x,y, z) é a dose ponto a ponto provocada pelos protdes € Syae =  + 28Dy.

Deste modo relacionamos o nimero total de lesdes produzidas por ides com os pardmetros o e (3
obtidos em estudos com fotdes para diferentes tipos de células e tecidos,

N]_/ v 4.11)
vy VN

Para conseguir calcular o nimero de lesdes letais é necessdrio ter em consideragdo a energia
depositada ponto a ponto, dentro do nicleo, que vai ser posteriormente convertida em dose locais. Deste
modo, podemos calcular o niimero total de lesdes letais, IV, através de

N =" a(xi,yi ) (4.12)
i€EVN
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Neste trabalho a anélise incidiu em células de gliobastomas humanos, nomeadamente as linhagens
US87 e T98G que estdo ser utilizadas em estudos radiobiolégicos com NPs pelo grupo de radioquimica do
C2TN. Para isso utilizimos os parametros da referéncia [48], que estdo apresentados na tabela 4.9.

Tabela 4.9: Pardmetros « e 3 das linhagens U87 e T98G usados neste trabalho [48]

Parametros 4 L
Linha Celular a(Gy ) | B(Gy™)
U7 0.017 0.019
T98G 0.050 0.018
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 VALIDACAO

De forma a validar os resultados obtidos, estes foram comparados com os resultados publicados
por Rudek er al. [22] sob condicdes de simulagdo semelhantes e também usando o programa TOPAS. A
comparacio dos resultados estd ilustrada nos graficos representados nas figuras 5.1a e 5.1b, onde os pontos
correspondem aos resultados simulados neste trabalho e a linhas correspondem aos resultados obtidos por
Rudek no caso da irradiacdo com fotdes monoenergéticos de 50 keV, na auséncia de clustering.

Da anélise destes resultados € possivel verificar que os valores de DEF t€ém um bom acordo e que as
evolucdes temporais das espécies quimicas sdo muito semelhantes, embora 0s nossos resultados sejam
algo inferiores no que diz respeito a produgdo de eletrdes solvatados, hidrénio e do radical hidréxilo.
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Figura 5.1: Comparacdo dos resultados obtidos com os resultados publicados por Rudek et al. [22]

5.2 Dose Enhancement Factor

O principal objetivo deste trabalho consiste em verificar como € que a presenca de AuNPs influencia
o efeito da radiagdo, portanto, efetuou-se o estudo do modo como o niimero de NPs, a sua distribuicdo
no citoplasma e o tipo de radiagdo modificam o efeito radioldgico da radiacdo.Em particular quisemos
fazer estudos prospectivos para diferentes condi¢des de irradiacdo (qualidades de feixe) que se pretendem
utilizar em estudos de radiobiologia nos laboratérios do C2TN e do ICNAS.

Assim, numa primeira fase e, ao fazer incidir na célula, feixes de fotdes com diferentes qualidades,
verificou-se como € que o DEF ¢ influenciado pelo nimero de NPs no sistema. Os resultados estdao
ilustrados nos gréficos da figura 5.2 e foram obtidos para o citoplasma (figura 5.2a), para o niicleo (figura
5.2b) e em toda a célula (figura 5.2c¢).
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Figura 5.2: Representacdo grafica do DEF obtido para diferentes concentragdes de NPs no citoplasma, quando a
célula ¢é irradiada com diferentes qualidades de feixes de fotdes.

Da anélise dos gréficos apresentados na figura 5.2 € possivel concluir que, em todos os casos,
o enriquecimento do tumor com AuNPs é mais eficiente quando se utiliza radiacdo primaria menos
energética, ou seja, quando se irradia a célula com o espetro de raios-X com 50 kVp.

Na tabela 5.1 estdo ilustrados os DEFs obtidos quando no citoplasma estdo colocadas o nimero
méximo de NPs simuladas, isto €, 60000 AuNPs. O valor de DEF observado no citoplasma e para a fonte
de 50 kVp é de 1.19 o que representa um aumento de ~ 8% em relagdo a fonte de 150 kVp e de ~ 17%
em relagdo a fonte de cobalto-60.

Tais resultados também sao verificados quando se interpretam os valores da simulacao no nicleo e
na célula. No niicleo, observou-se um aumento de ~ 23% e de ~ 22%, quando se compara o DEF obtido
com o espetro de 50 kVp, com o de 150 kVp e com a fonte de cobalto-60, respetivamente.
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Por sua vez, em toda a célula, o incremento que se obtém nos valores do DEF, quando se compara
o espetro de 50 kVp, com o de 150 kVp e com a fonte de cobalto-60, é de ~ 15% e de ~ 19%,
respetivamente.

Tabela 5.1: Valor de DEF obtido para as diferentes fontes de fotdes, quando no citoplasma da célula estdo colocadas
60000 AuNPs.

. . DEF
Qualidades de feixe Citoplasma | Nucleo | Célula
50 kVp 1.19 1.29 1.24
150 kVp 1.10 0.99 1.05
Cobalto-60 1.00 1.00 1.00

O aumento verificado deve-se ao facto de que, para energias mais baixas e para elementos com um
Z elevado, como o ouro (Z = 78), o efeito que predomina € o efeito fotoelétrico (ver figura 3.6), o que
leva a producdo de uma cascata de eletrdes de Auger. Logo, para raios-X com 50 kVp incidentes numa
célula enriquecida com AuNPs, o nimero de eletrdes de Auger produzidos é mais significativo. Estes
eletrdes tém alcances muito curtos, da escala do nandémetro, pelo que a sua LET é relativamente elevado,
provocando o aumento do efeito radiolégico da radiag@o. No caso dos raios-X de 150 kVp, a interagdo
predominante dos fotdes mais energéticos da cauda do espectro com as AuNPs € o efeito de Compton, que
nao produz eletrdes de Auger, mas dispersa eletrdes com alcances maiores, da ordem dos micrometros.
Ainda assim, a componente de baixa energia desse espectro contribui para o aumento do DEF calculado,

principalmente na regido do citoplasma.

J4 para energias mais altas, como € o caso de uma célula submetida a acdo de um feixe de cobalto-60,
o DEF ¢ aproximadamente 1, para todas as concentracdes de NPs no citoplasma, pois, neste caso, o efeito
que predomina € o efeito de Compton e a emissdo de eletrdes de Auger, resultantes do efeito fotoelétrico,
ndo € significativa. O efeito de Compton produz eletrdes dispersos com alcances médios da ordem dos
milimetros, isto €, maiores que as dimensdes da célula, ndo depositando energia no seu interior.

Por sua vez, quando se compara o DEF observado no citoplasma (figura 5.2a) e em toda a célula
(figura 5.2¢), € possivel verificar que quanto maior a concentragdo de NPs no citoplasma, maior € o DEF,
pois, a probabilidade de interagcdo entre a radiacdo primdria e as NPs é mais elevada e a consequente
producdo de particulas secunddrias aumenta, com o aumento do nimero de NPs no citoplasma. Contudo,
no caso do nicleo (figura 5.2b), quando a radiacdo primadria € o espetro de raios-X com 50 kVp, verifica-se,
que para 25000 NPs h4, contrariamente ao que seria de esperar, um decréscimo no DEF. O mesmo
acontece nos resultados relativos ao espetro de 150 kVp, onde, o DEF, no nticleo, volta a diminuir com
o aumento do nimero de NPs no citoplasma. Em ambos os casos, tal pode dever-se a uma flutuacdo
dos resultados resultante da incerteza estatistica da simulacdo MC ou da geracdo aleatéria da NPs no
citoplasma. Note-se que no primeiro caso (50 kVp), volta a registar-se um aumento do DEF para os
valores esperados e, no segundo caso (150 kVp), a diferencga que se verifica € baixa e, para estas energias,
o DEF estd muito perto de 1.

Posteriormente, estudou-se a variacdo do DEF, quando a célula € irradiada por um feixe de protdes
com diferentes energias, designadamente 18 MeV e 150 MeV. Os resultados estao ilustrados nos gréficos
da figura 5.3 e foram obtidos, de igual modo, para o citoplasma (figura 5.3a), para o nicleo (figura 5.3b) e
para toda a célula (figura 5.3c). No caso do feixe de 80 keV, os resultados ndo estdo representados no

gréfico, pois o DEF € igual 1 para todas as quantidades de nanoparticulas simuladas, uma vez que a estas
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energias a interagdo dominante € a dispersdo nuclear de Coulomb. O alcance dos protdes dispersos é
de alguns nanémetros e toda a sua energia ¢ depositada no interior de célula, mas nao ha producdo de
particulas secundarias que aumentem a dose localmente.
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Figura 5.3: Representacdo grafica do DEF obtido para diferentes concentracdes de NPs, no citoplasma e para os
feixes de protdes de 18 MeV e 150 MeV.

Da andlise dos graficos da figura 5.3, é possivel concluir que o aumento do efeito da radiacdo, quando
a irradiacdo € feita com protdes, é baixo para estas energias, pois, para todas as concentragdes de NPs, o
DEF € muito préximo de 1. Além disso, constata-se que ao utilizar protdes com 18 MeV ou com 150
MeYV, produz praticamente o mesmo efeito, ou seja, a diferenca que existe entre os valores de DEF obtidos
para as duas energias € pequena. O mesmo pode ser verificado na tabela 5.2, que apresenta os valores de
DEF obtidos quando o nimero de NPs no citoplasma € maximo.
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Tabela 5.2: Valor de DEF obtido para os diferentes feixes de protdes, quando na célula estido colocadas 60000
AuNPs.

. . DEF
Niveis de Energia Citoplasma | Nucleo | Célula
18 MeV 0.99 0.98 0.99
150 MeV 1.00 1.00 0.99

A estas energias dominam as colises eletrénicas que produzem eletrdes de elevada energia (raios-9)
e a dispersdo dos protdes com alcances superiores as dimensdes de célula. Deste modo, ndo hé a producio
de particulas secunddrias de alcance muito curto que depositem localmente a energia. Como dissemos
as interagcdes nucleares nao estio incluidas na simulacdo, uma vez que as suas seccoes eficazes sdo
significativamente menores do que as secgdes eficazes das interagdes eletronicas (o poder de paragem
nuclear no ouro € trés ordens de grandeza inferior ao poder de paragem eletrénico a 80 keV e quatro
ordens de grandeza inferior ao poder de paragem eletrénico para energias de 18 MeV e 150 MeV [49]).
No entanto, poderd ser interessante investigar se algumas interacdes nucleares poderdo contribuem para
a dose depositada localmente, nomeadamente qual o efeito do recuo dos nicleos pesados. De facto, na
dispersdo nuclear, a energia média transferida para o nicleo é dada por,

_ 2A
Ey~——F 5.1
tr (A + 1)2 ) ( )

onde F é a energia da particula incidente, E;, é a energia transferida para o meio e A ~ 197 é a massa
atomica do Au. Assim, cerca de 1% da energia inicial dos protdes podera ser transferida para os nicleos
de Au. O alcance de um niicleo de Au disperso em agua é de algumas centenas de nm para energias de
FE;,. = 181keV (EF = 18 MeV) e E,. = 1.5 MeV (F = 150 MeV), isto €, menor que as dimensdes da
célula.

Estes resultados podem ser inferidos pela andlise dos graficos que representam a deposi¢do de energia
por particula primdria apresentados nas figuras 5.4 e 5.5 para o caso dos raios-X de 50 kVp e protdes de
18 MeV, respetivamente. No caso dos raios-X a deposi¢do de energia na célula sem NPs € mais dispersa
do que no caso dos protdes. No entanto, quando adicionamos as NPs, a concentracdo dos pontos de
deposicao de energia quando irradiamos com raios-X € semelhante a irradiacdo com protdes, com ou sem
NPs.
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Figura 5.4: Distribui¢@o espacial da energia depositada para um espetro de raios-X de 50 kVp.
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Figura 5.5: Distribui¢@o espacial da energia depositada para um feixe de protdes de 18 MeV.

Ao procurar estudar o modo como a distribui¢cdo das NPs no citoplasma pode influenciar o efeito

da radiacgdo, foi obtido, por simulagdo, o DEF, para o citoplasma, considerando que as NPs estavam

organizadas em clusters e ndo dispersas no citoplasma.

Os resultados obtidos estdo representados no grafico da figura 5.6 e verifica-se que quando se aumenta

o nimero de NPs num cluster de 10 para 200, ocorre um aumento de 8.1%, 7.3% e 20.1% no valor de

DEF, ao colocar no citoplasma diferentes nimeros de NPs, respetivamente, 25000, 60000 e 100000. Desta

forma, € possivel concluir que quanto maior o nimero de NPs num cluster, maior € o aumento do efeito

da radiacao.
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Figura 5.6: Representacao grifica do DEF obtido, quando as NPs estdo agrupadas em clusters para um espetro de

raios-X de 50 kVp.

5.3 G-values

Para estudar o efeito das NPs na radiélise da 4gua, verificou-se como varia a produgdo de espécies

quimicas, quando dentro da célula estdo presentes NPs, através da andlise dos G-values. No grafico da

figura 5.7 estdo representados os G-values quando uma célula, com 60000 AuNPs, é irradiada com um

espetro de raios-X de 50 kVp.
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Figura 5.7: Representacdo grafica dos G-values obtidos, quando se irradia uma célula com um espetro de raios-X

de 50 kVp e quando existem, no citoplasma, 60000 AuNPs.

Da anilise deste grafico é possivel verificar que as espécies OH, H3O™ e €., $30 mais abundantes no

inicio da fase pré-quimica da radi6lise da d4gua e que durante a fase quimica, os G-values destes elementos
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decrescem. Por sua vez, para as restantes espécies, os G-values aumentam ao longo do tempo. Apds os
1076 s, a producdo de todas as espécies quimicas permanece constante, porque as espécies originais ja se
difundiram, na célula, o suficiente para que reacdes quimicas sejam improvaveis.

O comportamento das curvas, verificado para as restantes fontes de radiacdo, é idéntico, contudo,
a quantidade de espécies quimicas produzidas depende deste pardmetro. Portanto, torna-se necessario
comparar os G-values obtidos, quando se irradia a célula com os diferentes tipos de radiacdo. Para tal,

aq
estas sdo as que maior influencia t€ém no processo e aquelas em que, a producdo estd relacionada com o

apenas os resultados obtidos para as espécies HoOs, Ho, H3O", OH™ € e, vdo ser comparados, pois,

tipo de radiacdo utilizada na irradiacdo.

Assim, numa primeira fase, comparou-se a producio de espécies quimicas quando se irradia a célula
com fotdes, nomeadamente com os espetros de raios-X de 50 kVp e de 150 kVp, e com o feixe de
cobalto-60. Os resultados estdo apresentados nos graficos da figura 5.8 e correspondem ao caso, em que, a
célula tem, no seu citoplasma, 60000 AuNPs.

As principais diferencas obtidas estdo relacionadas com as espécies moleculares HoO e Ho, sendo
que a producdo destas espécies € maior quando se utiliza raios-X de 50 kVp e de 150 kVp, do que,
quando se utiliza o feixe de Cobalto-60. Tal facto estd relacionado com a LET da radiag@o. Esta varidvel,
representa a quantidade de energia depositada localmente ao longo de um trajeto e aumenta com o
decréscimo da energia das particulas. Deste modo, os raios-X de 50 kVp so os que apresentam uma LET
maior, uma vez que sao aqueles que tem o maior rendimento de producgao de eletrdes de Auger de curto
alcance, seguido do espetro de raios-X com 150 kVp. O feixe de cobalto-60 apresenta uma LET muito
baixo, de 0.2 keV/um em dgua [23].

Assim, para uma radiacdo de maior LET, verificou-se que existe uma maior producio de espécies
moleculares e uma idéntica producdo de radicais. Estes resultados, aproximam-se dos que foram obtidos
por Caér et al. [45] e permitem concluir que, quando a radiacdo tem uma elevada LET os radicais
recombinam-se e formam espécies moleculares com maior facilidade, comparativamente a radiacdo com
um valor de LET menor.
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Figura 5.8: Comparagdo dos G-values para os diferentes fontes de fotdes simuladas, quando a célula tem 60000
NPs no citoplasma.

Por sua vez, foram ainda comparados os G-values quando a célula € irradiada com os feixes de
protdes de 80 keV, 18 MeV e 150 MeV. Os resultados estdo representados no gréfico, presente na figura
5.9 e foram obtidos, quando na célula estao 60000 AuNPs.
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Figura 5.9: Comparagao dos G-values para os diferentes feixes de protdes simulados, quando a célula tem 60000
NPs no citoplasma.

De acordo com o que foi referido anteriormente, quanto maior € a energia da radiacdo, menor € a sua
LET. Deste modo, nas radiacdes, com protdes, o feixe de 80 keV € aquele que apresenta um maior valor
de LET.
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Da andlise dos graficos representados na figura 5.9 € possivel confirmar os resultados obtidos para os
fotdes, ou seja, que, para radiacdes com uma LET elevada, a produgdo de espécies moleculares, HoO5 e
Hs, € maior do que a produgio destas espécies, quando se utiliza radiacdo com uma LET menor.

Por fim, foram comparados os G-values obtidos quando se irradia a célula com o espetro de raios-X
de 50 kVp e quando se irradia com protoes de 80 keV. Os resultados estdo ilustrados nos graficos da figura
5.10, onde, os tridngulos correspondem aos resultados obtidos quando a célula € irradiada com protdes e
os pontos, indicam o efeito causado pelos raios-X de 50 kVp. Optou-se por comparar estas duas fontes de
radiacdo porque sdo, dentro do grupo dos fotdes e dos protdes, as que apresentam uma maior LET.
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Figura 5.10: Comparag@o dos G-values obtidos, quando se irradia a célula com raios-X de 50 kVp e com protdes
de 80 keV.
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Os resultados vao ao encontro de outros ja apresentados, pois a producdo de espécies moleculares é
maior quando se irradia a célula com o feixe de protoes de 80 keV do que com o espetro de raios-X com

50 kVp, pois o primeiro tipo de radiacdo apresenta uma maior LET.

5.4 Local Effect Model

A partir da distribuicdo de doses locais é possivel estimar o ndmero de lesdes letais utilizando
modelos radiobioldgicos. Neste caso aplicimos a versao simples do modelo LEM utilizando duas linhas
celulares de gliobastomas multiformes, uma vez que sdo estas células que estdo a ser estudadas no 4mbito
do projeto TOF-PET.

Na figura 5.11 estéo representadas os fatores de aumento do niimero de lesdes letais, isto é Ny p /Ny,
onde Ny p e Ny corresponde ao nimero de lesdes letais com e sem NPs no citoplasma, respetivamente,
para protdes com energias de 18 e 150 MeV e raios-X de 50 kVp em funcdo do nimero de particulas no
feixe incidente. Ao contrdrio do DEF, esta razdo nao é independente da intensidade do feixe, devido a
dependéncia em $D? do modelo LQ. Para doses baixas, o termo dominante é oD, pelo que para feixes
com 103 particulas recuperamos o valor do DEF, que representa o valor méximo do efeito biolégico das
NPs.

No caso dos protdes, o efeito bioldgico das AuNP é desprezdvel qualquer que seja o nimero de
particulas no feixe, pelas razdes explicadas na secc¢io anterior. No caso dos raios-X de 50 kVp, existe uma
reducio de cerca de 1 % no efeito bioldgico entre 10* e 108 particulas no feixe incidente. A partir deste
valor, mantém-se essencialmente constante porque o modelo LQ muda de comportamento para D; > 10
Gy (ver equacdo 4.10).
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6 SUMARIO E CONCLUSOES

Neste trabalho desenvolveu-se um modelo computacional para simular os efeitos da radiagdo na
estrutura de células, tendo-se aplicado o modelo ao estudo da radiosensibilizacdo com AuNPs. Este estudo
foi desenvolvido com simulagdes MC, utilizando o programa TOPAS, associadas a um modelo para
estimar o ndmero de lesdes letais induzidas pela radia¢do. As simula¢des foram feitas para irradiacdes
de um modelo simples de uma célula para diferentes qualidades de radiacdo, nomeadamente, raios-X,
radiacdo gama e protdes. O numero de lesdes letais foi estimado através do modelo LEM que permite
relacionar os efeitos bioldgicos entre radiagdes com LET diferentes e caracterizar esses efeitos para linhas
celulares especificas.

Verificou-se que os efeitos biolégicos sdo mais significativos no caso dos raios-X de 50 kVp, pois
sdo estes que ddo origem a eletrdes de Auger de curto alcance que contribuem para o aumento da dose no
nicleo da célula. Este efeito é tanto maior quanto maior for o niimero de NPs no citoplasma e aumenta
significativamente quando as NPs estdo aglomeradas. No caso da fonte de cobalto-60 e dos protdes de
18 e 150 MeV conclui-se que ndo existe um efeito significativo. No caso dos protdes poderia ainda ser
interessante realizar uma simulagdo na regido das energias de PIXE (1-4 MeV), uma vez que neste caso
espera-se a producdo de eletrdes de Auger resultantes da deseexcitacio atomica.

As reacdes nucleares com a AuNPs nao foram consideradas neste trabalho e, tanto quanto € do nosso
conhecimento, também ndo o foram em trabalhos anteriores, nomeadamente no trabalho de do Rudek et
al. [22]. Por exemplo, uma das reacdes possiveis é p+27 Au —197 Hg+n, que tem um limiar de produgio
de 1.4 MeV e uma sec¢do eficaz maxima inferior a ~ 75 mbarn entre 11-14 MeV, sendo inferior a 20 mb
a 18 MeV [50]. O efeito da transferéncia local energia, resultante da dispersao e recuo nuclear, podera
ser ainda mais importante. Embora as sec¢Oes eficazes dos processos nucleares sdo vdrias ordens de
grandeza inferiores as das colisdes eletronicas, a suas contribui¢gdes para o DEF deverdo ser averiguadas

em simulagdes futuras.

E importante salientar que mesmo para fontes de energia mais elevada poderd existir um aumento da
dose resultante da dispersao intercelular da radiacdo secundaria. Como neste trabalho analisou-se apenas
ao nivel de uma célula, este efeito nao foi considerado. Seria por isso relevante num trabalho futuro
estender as simulacdes a geometrias representativas de coldnias celulares bidimensionais e tridimensionais.
Este modelo seria uma aproximagao mais realista dos estudos experimentais de radiobiologia. No entanto,
também se espera que o custo computacional deste tipo de simulac¢des seja muito maior, pelo que seré
necessdrio aplicar algum tipo de estratégia de optimizag@o dos cédlculos.

Seria igualmente importante simular o caso em que as NPs estdo combinadas com emissores 57,
como 0 Y-90 e o Lu-177, pois, ndo sé se observa um aumento do efeito da radiacdo devido as NPs,
como estes elementos vao emitir particulas secundarias, com curto alcance, contribuindo, assim, para um
aumento do efeito da radiagdo. E essa uma das propostas no projeto TOF-PET. Além disso, ao combinar
as NPs com estes elementos existe a possibilidade de guiar o tratamento através de imagem, isto, é

desenvolver um procedimento terandstico com NPs.
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