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Resumo

O cancro da prostata é o tipo de cancro mais comum nos homens, hum estadio inicial ha
cura, no entanto quando se trata de cancro da prostata resistente a castracdo com
metastases 0sseas (MCRPCa) um dos poucos tratamentos disponiveis é o Xofigo
(#*°RaCly).

Apesar de haver alguns estudos clinicos que demonstram a eficacia do #®Ra no
tratamento do mCRPCa, pouco se sabe relativamente a sua microdosimetria e aos
mecanismos envolvidos. Para estudar a microdosimetria do ?°Ra realizaram-se 2
simulacdes em Geant4 e irradiaram-se células PC3 com ??°Ra.

Na primeira simulacéo, simulou-se uma esfera/célula e realizou-se o decaimento de 1000
ibes de ?°Ra de pontos sucessivamente mais distantes. Na segunda simulacéo,
desenvolveram-se cinco condi¢fes diferentes; considerou-se um volume constante, e
aumentou-se gradualmente o numero de esferas/células no volume da simulagéo e
simulou-se o decaimento de 26 ides de ?>>Ra. Numa tentativa de comparar os resultados
obtidos na segunda simulacao irradiaram-se células PC3, em 4 condi¢cbes diferentes, o
mais idénticas possiveis as da segunda simulacdo. Para tal, usou-se um numero
sucessivamente maior de células por unidade de volume (mL) e manteve-se a atividade
do ?%Ra.

As simula¢cBes apontam para que i) a deposicdo de energia devido a interagbes com
particulas a é muito localizada e heterogénea, ii) as particulas a tém um alcance maximo
de 4 células e iii) a probabilidade de haver interagdo com o nucleo € menor do que para
o citoplasma da célula.

Adicionalmente, os resultados experimentais sugerem que a deposi¢ao de energia nao é
homogénea e que os efeitos directos (quebra dupla do ADN) ndo sao os principais
responsaveis pelos efeitos observados. Consequentemente, os efeitos indirectos e os
efeitos Bystander poder&o representar um papel importante nos mecanismos de acéo do
223Ra..

Por fim, observaram-se algumas limitacdes principalmente na segunda simulacdo e no
protocolo usado para irradiar as células PC3 com ?2Ra. E, portanto, necessario continuar
a realizar projetos nesta area de forma a compreender realmente quais sdo 0s
mecanismos de acao deste radiofarmaco.
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Abstract

Prostate cancer is the second most common type of cancer in men, in an initial state there
is a cure, however if it turns out to be a metastatic castration-resistant prostate cancer
(mCRPCa) one of the few available treatments is Xofigo (?*RaCly).

Even though there are some clinical trials that demonstrate the efficiency of ?*Ra treating
MCRPCa, both the microdosimetry and the mechanisms involved are not well known

In order to study the microdosimetry of 22°Ra, two simulations were developed in Geant4
and one experimental trial for comparison.

In the first simulation, the conditions used were a sphere/cell and the decay of 1000 ions
of 22°Ra from points successively farther away from the cell. In the second simulation, five
different conditions were simulated, considering the same volume, and an increasing
number of spheres/cells. Furthermore, the decay of 26 ions of ?2°Ra were simulated.
Lastly, in an attempt to compare the results obtained in the second simulation, PC3 cells
were irradiated, in four different conditions, identical to those presented in the second
simulation. A successively higher number of cells per volume unity (mL) was used for the
same activity.

The simulations suggest that: i) the energy deposition due to interaction with a particles is
highly localized and heterogeneous, ii) the a particles have a maximum range of 4 cells
and iii) the probability of existing any interactions with the cell nucleus is lower than the
cytoplasm.

Additionally, this project supports the need to understand all the mechanisms involved in
TaT since the energy deposition is not homogeneous and the direct effects are not the
main responsible for the observed effects. Consequently, the indirect effects and the
Bystander effects might play an important role in TaT.

Finally, several limitations were observed mainly in the second simulation and in the
protocol used to irradiate PC3 cells with ?2Ra. Therefore, there is a need to continue to
carry out projects in this field of study to fully understand which are the mechanisms of
action of ?*Ra.
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Microdosimetria do Radio-223 por Método de Monte Carlo

1. Introducao

O cancro é uma das principais causas de morte, a nivel mundial. Globalmente, s6 em
2020, mais de 19 milhdes de pessoas foram diagnosticadas com esta doenca. Cerca de
50% dos casos de cancro vém a desenvolver metastases, sendo o local mais comum o
osso. Infelizmente, a maioria dos doentes com metdstases morre devido a doenca.
Adicionalmente, de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 1 em cada 6
mortes é devido a cancro,e em 2020 esta doenca foi responsavel por cerca de 9,96
milhdes de mortes, em todo o mundo (1-3).

Nos homens, o cancro da prostata € o segundo tipo de cancro mais comum e sé em 2020
foram diagnosticados 1,41 milhdes de novos casos, o que equivale a 7,3% de todos os
casos de cancro diagnosticados no mundo. Adicionalmente, o cancro da prostata foi
responséavel por 375304 mortes, o que equivale a 3,8% do total de mortes devido a
cancro, em todo o mundo (2).

Apesar de, num estadio inicial, haver cura para o cancro da prdstata, 0 mesmo néo se
passa quando se trata de cancro da prOstata resistente a castragdo com metastases
O6sseas (MCRPCa - metastatic castration-resistant prostate cancer). Neste estadio
avancado da doenca ndo € conhecida qualquer cura até a data (4). Um dos poucos
tratamentos de referéncia para o mMCRPCa é o Xofigo, um tratamento paliativo, cujo

componente ativo € o dicloreto de ?2*Ra (**RaCl,) (5).

1.1. Cancro

O processo de tumorigénese é um processo complexo e com diversas etapas, que
permite que uma célula normal se torne maligna (neoplasica) e posteriormente leva ao
desenvolvimento de um tumor (6).

As células malignas tém alteragbes nos mecanismos de regulagdo, que tipicamente
controlam a proliferacdo e homeostase das células normais (7). Num organismo normal,
as células sao renovadas de forma controlada, o que permite a reparacao e o crescimento
adequado dos tecidos. Contrariamente, o cancro € um processo complexo caracterizado
pelo crescimento e divisdo de células de forma descontrolada (3,8).

As células neoplasicas sédo caracterizadas pelos 10 hallmarks do cancro, que séo
definidos como capacidades funcionais que permitem a estas células sobreviver,

proliferar e disseminar. Estas 10 caracteristicas sd@o: subsisténcia da sinalizacdo
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proliferativa, insensibilidade a sinais inibidores de crescimento, evitacdo da apoptose
(morte celular programada), potencial replicativo ilimitado, angiogénese, invasédo de
tecidos e metastizacdo, evitagdo da destruicdo pelo sistema imunitério, instabilidade
gendmica e mutagdes, desregulacdo do metabolismo celular e inflamagéo promotora de
tumorigénese, que podemos ver na Figura 1 (6,7). E importante ter em consideracdo que

todos os hallmarks tém implicagfes nas terapias contra o cancro.

subsisténcia insensibilidade
da a sinais
sinalizacao inibidores de
proliferativa crescimento
desregulacéo evitacdo da
do destruicéo
metabolismo pelo sistema
celular imunitario
evitacao da potencial
apoptose replicativo
ilimitado
5 s inflamacéo
|nstap|l|_dade promotora de
genomica € tumorigénese
mutacoes
Angiogénese invasao de
tecidos e
metastizacéo

Figura 1 “10 Hallmarks of Cancer”. Os 10 hallmarks do cancro séo definidos como capacidades funcionais
que permitem as células neoplasicas sobreviver, proliferar e disseminar. Estas 10 caracteristicas,
representadas acima s&o: subsisténcia da sinalizacdo proliferativa, insensibilidade a sinais inibidores de
crescimento, evitacdo da apoptose, potencial replicativo ilimitado, angiogénese, invasdo de tecidos e
metastizacdo, evitagdo da destruicdo pelo sistema imunitario, instabilidade genomica e mutacoes,
desregulagdo do metabolismo celular e inflamagao promotora de tumorigénese. Adaptado de (Hanahan &
Weinberg, 2011) (6).

No que diz respeito ao tratamento do cancro, ha vérias terapias disponiveis, que variam
consoante o tipo de tumor, o seu estadio, a sua localizacdo, a idade do doente e 0 seu
estado de saude. Alguns dos tratamentos disponiveis sdo: cirurgia, radioterapia,

guimioterapia, imunoterapia, entre outros (9).
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Cancro da prostata

O cancro da prostata € o tipo de cancro mais comum nos homens e € uma preocupacgao
no que diz respeito a saude publica (10). Tipicamente, 6 em cada 10 casos de cancro da
prostata séo em homens com mais de 65 anos e, em média, os homens com cancro da
prostata localizado tém uma taxa de sobrevivéncia de 10 anos. No entanto, muitos podem
ser tratados (4,11,12). Dado que a esperanca média de vida tem vindo a aumentar,
espera-se um aumento do numero de casos de cancro da prostata, sendo por isso

importante encontrar novas abordagens terapéuticas (11).

Bexiga

Prostata

Cancroda
Prostata

Uretra

Figura 2 Tumores de cancro da préstata localizado. Este tipo de cancro pode evoluir, desenvolver resisténcia
ao tratamento e metastizar. No pior dos cenarios, progride para cancro da prostata resistente a castracao
com metastases 6sseas para o qual o Unico tipo de tratamento que existe destina-se a controlar os sintomas
da doenca. Adaptado de Brisbane Urology Clinic (13).

7

O cancro da préstata é caracterizado pela divisdo anormal de células na glandula
prostatica, resultando num crescimento anormal da mesma. Dos doentes que morrem de
cancro da prostata, cerca de 90% tém metastases 6sseas (11,12). Na Figura 2 pode-se
ver um esquema representativo do cancro da préstata localizado.

Atualmente, ha diversos tratamentos para o cancro da préstata, que sdo administrados
de acordo com a extensdo da doenca. Os tratamentos existentes sdo a cirurgia, a
radioterapia, a terapia hormonal, a quimioterapia e a imunoterapia, entre outros (11).

Em doentes com um estadio avangado de cancro da Prostata, o tratamento por supressao
androgénica (ADT - Androgen Deprivation Therapy) é o tratamento de primeira linha.
Infelizmente, em alguns casos, as células malignas podem desenvolver resisténcia ao
ADT, o que pode indicar uma progressao para mCRPCa. Cerca de 60% a 90% dos

doentes com cancro da prostata resistente a castracdo desenvolvem metastases 6sseas,
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o que frequentemente resulta numa dor forte e complicagdes 6sseas sintoméaticas (SSE -
Symptomatic Skeletal Events) (10,12).

Em muitos tipos de cancro, o osso é um local comum onde surgem metastases,
principalmente no caso de cancro da prostata e da mama. Nestes casos, as células
malignas escapam do tumor primério e estabelecem tumores secundérios, metéstases,
na matriz 6ssea, como se pode observar na Figura 3 que representa um corte coronal de

uma imagem de tomografia de positres (PET) (1).

I ron El

Figura 3 PET realizado com *8F-Fluoride de um doente, com 82 anos, com cancro da préstata com metastases
Osseas. Na imagem, o tumor primario na préstata encontra-se marcado pela seta amarela e inUmeras
metastases 6sseas espalhadas pelo esqueleto (pequenas manchas negras). As setas azuis apontam para
algumas das muitas metastases 6sseas espalhadas pelo esqueleto do doente. Adaptado de (Einat Even-
Sapir et al., 2006) (14).

O mCRPCa é uma doenca que de momento ndo tem cura, com uma baixa taxa de
sobrevivéncia; com terapia intensiva a mediana da Sobrevivéncia Observada (SO) é de
3 anos (4). Atualmente, o objectivo terapéutico para os doentes com mCRPCa procura
aumentar a SO e geralmente inclui um cocktail de citotdxicos, anti-androgénicos de nova
geracao, imunoterapia e radiofarmacos (12).

Um dos tratamentos de referéncia para o mCRPCa é o Xofigo (cujo componente ativo é
223RaCl,) que foi aprovado para uso médico no final de 2013 (5). O Xofigo foi o primeiro

radiofarmaco a demonstrar uma melhoria na SO dos doentes com mCRPCa com
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metastases sintomaticas, apesar de apresentar efeitos secundérios leves, devido a
deposicéo de dose localizada (15). No entanto, o tratamento do mCRPCa com ?°Ra é
um tratamento paliativo direcionado para o tratamento das metdstases Osseas
sintomaticas e verifica-se que este prolonga a SO (4). Portanto, dado que é um tratamento
paliativo, o Xofigo é um radiofarmaco administrado apenas a doentes num estadio
avancado da doencga, que visa melhorar a qualidade de vida do doente e das suas
familias, prevenindo ou aliviando o sofrimento e prolongando o tempo de vida do doente
(16).

Epidemiologia do cancro da préstata

Em 2020, houve 19,29 milhdes de novos casos de cancro (incidéncia), em todo o mundo
(3). Na Figura 4 pode observar-se a incidéncia, para os 10 tipos de cancro mais comuns
em ambos os sexos, em 2020. Como se pode ver ha Figura 4, os 3 tipos de cancro com
maior incidéncia em 2020 foram o cancro da mama, o cancro do pulméo e o cancro
colorrectal. Apesar de o cancro da prostata ser uma doenca que apenas pode afectar os
homens, o cancro da prostata aparece em quarto lugar.

Nos homens, em 2020, os 3 tipos de cancro com mais incidéncia foram o cancro do
pulméo (1,436 milhdes), o cancro da préstata (1,414 milhdes) e o cancro colorrectal
(1,066 milhdes).

Ndmero estimado de novos casos de cancro (incidéncia) em todo o mundo, para ambos os
sexos e todas as idades

Mama
Pulméo
Colorretal
Estdmago
Figado
Colo do dtero
Esbfago
Tiroide

Bexiga

0 400000 800000 1200000 1600000 2000 000 2400 000

Figura 4 Estatisticas para o nimero de novos casos de cancro, em todo o mundo, em 2020. No grafico
acima estdo representados apenas os 10 cancros com mais novos casos, para ambos o0s sexos. No total,
estima-se que tenham surgido cerca de 19,29 milhdes de novos casos, em 2020. A roxo esta representado
o0 cancro da préstata e no total houve 1,414 milhdes de novos casos de cancro da prostata. Grafico
adaptado de “The Global Cancer Observatory" (3).
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Quanto a mortalidade, em 2020, houve cerca de 10 milhdes de mortes devido a cancro,
em todo o mundo. Na Figura 5, pode-se observar o niumero de mortes por cancro
(letalidade) para ambos os sexos, para os 10 tipos de cancro mais mortiferos. Como se
pode observar na Figura 5, os 3 tipos de cancro que causaram mais mortes em 2020
foram o cancro do pulméo, o cancro colorrectal e o cancro do figado. Apesar de ser
apenas possivel nos homens, o cancro da préstata aparece em oitavo lugar com 375 304
mortes associadas. Nos homens, os 3 tipos de cancro com mais mortes associadas foram
o cancro do pulméo (1,189 milhdes), cancro do figado (577 522) e o cancro colorrectal
(515 637). O cancro da préstata € o quinto tipo de cancro com mais mortalidade

associada, nos homens.

lidade)

timado de mortes (I

em todo o mundo, para ambos os sexos e todas as
idades

Niamero

Pulmio

Colorretal

Figado

Estdmago

Mama

Esdfago

Péncreas

Préstata

Colo do dtero

Leucemia

200000 400000 600000 800000 1000000 1200000 1400000 1600 000

Numbers

Figura 5 Estatisticas para o nimero de mortes por cancro (letalidade) para ambos os sexos, em todo o mundo,
para 2020. No total, houve cerca de 9,958 milhdes de mortes por cancro, em todo o mundo. A roxo esta
representado o cancro da préstata e no total houve 375 304 mortes devido a cancro da préstata em Portugal.
Grafico adaptado de “The Global Cancer Observatory” (3).

Em Portugal, em 2020, houve cerca de 60 mil novos casos de cancro. Na Figura 6, pode-
se observar a incidéncia, para os 10 tipos de cancro mais comuns em 2020 para ambos
0s sexos, em Portugal. Como se pode ver na Figura 6, os 3 tipos de cancro com maior
incidéncia foram o cancro colorrectal, o cancro da mama e em terceiro lugar o cancro da
prostata. Em Portugal, para os homens, o cancro com maior incidéncia € o cancro da
prostata (6 759 novos casos), seguido de perto pelo cancro colorrectal (6 418 novos
casos) e em terceiro lugar o cancro do pulméo (3 933).
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Numero estimado de novos casos de cancro (incidéncia) em Portugal, para ambos os sexos e
todas as idades

Colorretal
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Figura 6 Estatisticas para o nimero de novos casos de cancro para ambos os sexos, em Portugal, em 2020.
A roxo esté representado o cancro da prdstata e no total houve 6 759 mortes devido a cancro da préstata.
Gréfico adaptado de "The Global Cancer Observatory" (3).

Em 2020, houve cerca de 30,2 mil mortes associadas ao cancro, em Portugal. Na Figura
7, pode-se observar o nimero de mortes associadas aos 10 tipos de cancro mais letais
em 2020 para ambos 0s sexos, em Portugal. Como se pode ver na Figura 7, os 3 tipos
de cancro com maior mortalidade associada foram o cancro do pulmdo, o cancro
colorrectal e o cancro do estbmago. Apesar de ser possivel apenas nos homens, o cancro
da préstata aparece em quarto lugar. Em Portugal, para os homens, os cancros com
maior mortalidade associada sé@o o cancro do pulméo (3 620), o cancro colorrectal (2 561)

e o cancro da proéstata (1 917).
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Figura 7 Estatisticas para o nimero de mortes por cancro para ambos 0s sexos, em Portugal, em 2020. A
roxo esta representado o cancro da prostata e no total houve 1 917 mortes devido a cancro da préstata em
Portugal. Gréfico adaptado de "The Global Cancer Observatory" (3).
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Como € possivel observar nos dados apresentados acima, o cancro da préstata
representa um problema, com tendéncia a piorar. Apesar de em todo o mundo, em 2020,
0S Novos casos de cancro da prostata representarem 7,33% dos novos casos de cancro,
em Portugal o cancro da prostata representa 11,27% dos novos casos.

Quanto a mortalidade, o cancro da prostata representa 3,75% das mortes associadas ao
cancro, em todo o mundo, no entanto em Portugal representa 6,35% das mortes
associadas ao cancro.

Portanto, apesar de o cancro da prostata estar associado a um numero significativo de
novos casos e mortes , percentualmente, este tipo de cancro representa uma fatia
significativamente maior em Portugal do que a nivel mundial.

Quanto a evolucdo do nimero de novos casos de cancro da préstata, ao longo dos anos,
infelizmente ndo h& dados sobre Portugal. Na Figura 8 pode-se ver a evolugdo do nimero
de novos casos de cancro da prostata, em Espanha, e na Figura 9 pode-se ver a evolugéo

do nimero de mortes associadas ao cancro da préstata, em Espanha.
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Figura 8 Evolucdo do nimero de novos casos de cancro da préstata, desde 1993 até 2012, para Espanha.
Gréfico Adaptado de: CI5PLUS: CANCER INCIDENCE IN FIVE CONTINENTS TIME TRENDS (17).
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Figura 9 Evolucdo do niumero de mortes devido a cancro da prostata, desde 1951 até 2016, para Espanha.
Gréfico adaptado de World Health Organization mortality database (17).

Em suma, é bastante claro que esta doenca é realmente um problema de saude publica
com tendéncia para aumentar o niumero de novos casos e 0 numero de mortes
associadas, no entanto de acordo com a Figura 8 e Figura 9 ha uma tendéncia para
estabilizar.

1.2. Tratamentos

Atualmente, ha diversos tipos de tratamentos para o cancro sendo estes a cirurgia, a
radioterapia, a quimioterapia, a imunoterapia e a terapia hormonal. Para o cancro da
prostata o cendrio € idéntico sendo cada um dos tratamentos ou a sua combinacao
administrados de acordo com a extenséo da doenca (11).

Apesar de haver varias opcdes de tratamento para o cancro, cerca de 50% a 60% dos
doentes fazem radioterapia (RT). A RT divide-se em 2 grupos distintos: a RT de fonte
externa e a RT de fonte interna (também conhecida como braquiterapia) (18).
Atualmente, os efeitos biolégicos a escala dos tecidos e dos érgaos, essencialmente
deterministicos, da Radiacao lonizante (RI) sdo bem conhecidos. No entanto, a escala da
célula os efeitos da Rl e 0s seus mecanismos ndo séo totalmente compreendidos.

O estudo dos efeitos bioloégicos da Rl pode ser realizado experimentalmente, o que
apresenta limitacdes devido a escala envolvida, ou através de simulagdes
computacionais, que carecem de validacao experimental. Apesar de por vezes nao ser

facil realizar a validacéao experimental de simula¢fes, dado que 0s ensaios experimentais
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se tornam cada vez mais complexos e dispendiosos ou mesmo impossiveis, as

simulacdes computacionais sao uma ferramenta essencial (19).

Radioterapia

A RT é uma terapia importante no tratamento do cancro e aproximadamente 50% dos
doentes fazem tratamento com RT (20). A RT é tipicamente usada em tumores sdlidos,
consistindo na administracao de altas doses de Rl de forma a eliminar as células malignas
e destruir o tecido do tumor. A RT pode ser administrada externa ou internamente, no
local do tumor, no entanto esta também pode danificar as células saudaveis (21,22).

A RT pode ser usada com o intuito de curar os doentes, mas também como tratamento
paliativo de forma a aliviar os sintomas causados pelo cancro. Pode também ser usada
combinada com outras estratégias como a cirurgia, a quimioterapia e a imunoterapia (20).
A RT de fonte externa é administrada fora do corpo do doente, ao direcionar feixes de RI
de alta energia para a localizacao do tumor. J4 a RT de fonte interna, ou braquiterapia, €
administrada dentro do corpo do doente, isto €, os radiofarmacos sao injetados na
corrente sanguinea ou é colocada uma semente radioativa no local do tumor, tipicamente
sdo usadas particulas carregadas de curto alcance, como por exemplo particulas a (20).
A dose prescrita depende de varios fatores como a idade da pessoa, o tipo de tumor, a
localizagdo do tumor e possiveis efeitos secundarios da RI nos tecidos saudaveis. A RI
danifica as células malignas ao danificar o seu ADN, direta ou indiretamente (21).

Ao administrar a RT, tenta-se minimizar os danos aos tecidos saudaveis e maximizar a
dose administrada no tumor, para isso recorre-se, entre outros, ao fracionamento da dose
ao longo de varias sessdes, 0 que permite aos tecidos saudaveis recuperar entre as
sessobes (23).

Os efeitos da RT sao influenciados por 5 fatores biolégicos definidos como os 5 R’s da
radiobiologia: reparacado, reoxigenacao, redistribui¢cdo, repopulagéo e radiossensibilidade
(8,22).

A radiossensibilidade é a sensibilidade das células a R, tipicamente medida como a dose
necesséria para diminuir a sobrevivéncia de uma populagdo celular para 50%. A
radiossensibilidade dos tumores depende de varios fatores tais como a hipdxia, a cinética
do tumor e o nimero de células malignas, mas também de fatores genéticos (24).

A morte celular por RI é baseada na producéo de lesdes irreparaveis no ADN como DSB
(Double-Strand Breaks), o que esta relacionado com a reparacao celular. Apesar das

lesbes no ADN poderem ser reparadas, caso ocorram SSB (Single-Strand Breaks), as
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células sdo submetidas a doses elevadas e acumulam-se lesfes, 0 que contribui para a
letalidade. A reparacdo destes danos € um aspeto importante na RT pois as células
saudaveis, apesar de proliferarem mais devagar do que as células malignas, sédo capazes
de reparar os danos da Rl a uma velocidade superior do que as células malignas, dai o
uso do fracionamento da dose de forma a potenciar a sobrevivéncia das células saudaveis
(20,25).

A redistribuicdo refere-se ao facto de as células terem um nivel diferente de
radiossensibilidade, consoante a fase do ciclo celular em que se encontram. As células
em mitose sdo mais sensiveis a Rl (principalmente nas fases G2 e M) e as células na
fase S tardia sdo mais radiorresistentes, ou seja, quando ha irradiacao do tumor as células
que estdo nas fases G2 e M sdo mais faceis de eliminar. Como as células que sobrevivem
a irradiagdo continuam o seu ciclo celular, o fracionamento da dose permite uma
redistribuicdo das células malignas que estavam numa fase mais radiorresistente (fase
S) para fases mais radiossensiveis (25).

A repopulacdo ocorre quando as células que sobrevivem a irradiagdo comecam a
proliferar, o que ocorre entre as fracbes do tratamento, contudo isto ocorre tanto nas
células saudaveis como malignas. As células estaminais cancerigenas (que sao cerca de
2% das células do tumor) séo o principal alvo na RT, pois representam uma ameaca dupla
dado que sdo mais resistentes a radiacdo, do que as restantes, mas também séo capazes
de restaurar o tumor (24,25). Para além disto, estas células sao capazes de entrar num
estado de dorméncia tumoral, pelo que podem permanecer no organismo durante anos
ou mesmo décadas (6).

Tipicamente, os tumores tém regiées em hipdxia (pouco oxigenadas) e nestas zonas as
células malignas sdo mais radiorresistentes. Com o fracionamento da dose, ocorre a
reoxigenagdo do tumor no intervalo entre as sessoes, devido a diversos mecanismos
biolégicos. Consequentemente, as células tornam-se mais radiossensiveis e a eficacia do
tratamento aumenta (25).

Héa varios modelos macroscopicos radiobiolégicos que nos permitem relacionar 0 N0sso
conhecimento de varios fatores como a dose total, o nimero de fragfes, o intervalo entre
fracdes, a taxa de dose, o ciclo celular e o estado de hipdxia, com a morte celular (26).

O modelo mais usado é o modelo Linear Quadratico:

NS

SF =—
No

— e—a*D—B*DZ 1)
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Este modelo apresenta a fragcao sobrevivente (SF), em fungéo da dose total administrada
(D). Na equacéo 1, a e 3 sdo respetivamente os coeficientes referente ao modelo “single-
hit” e “double-hit” (24,26).

Quando a dose é fracionada em n fragbes, cada uma com uma dose d, a fracao
sobrevivente no final do tratamento é de (24,26):

SF = (e—n*a*d—n*ﬁ*dz) = p—n*dx(a—p*d) (2)

1.3. Radiagéo lonizante

Ao longo da nossa vida, todos somos expostos a pequenas doses de Rl de fontes naturais
ou gerada por meios humanos. Em média, a dose recebida por fontes naturais (e.g. radao,
raios cosmicos, ...) é de 3 mSyv, o que varia de regido para regido, mas nao constitui um
risco acrescido (23).

O decaimento radioativo é um processo fisico através do qual um nucleo atdmico instavel
passa de um nivel de energia mais elevado para um nivel de energia menor, por emissao
espontdnea de RI. Diz-se, neste caso, que decai para um estado mais estavel. O
decaimento radioativo é um processo estocastico, ou seja, 0 instante em que um atomo
decai ndo pode ser pré-determinado, no entanto, um decaimento ocorre com uma
probabilidade ndo nula (19).

Tal como o nome indica, a Rl tem a capacidade de ionizar atomos (23,27,28). Ha 2 tipos
distintos de RI: radiacdo eletromagnética e radiacdo corpuscular. A radiacdo X e a
radiacao y sao exemplos de RI eletromagnética composta por fotdes, ja a Rl corpuscular
pode ser composta por particulas a, particulas B- (electrdes), particulas p+ (positrdes),
protdes e neutrées (23).
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N

Neutrdo

Particula a

Particula B

Figura 10 Decaimento Radioativo. Acima esta o decaimento radioativo por emissdo de raio-X ou radiacéo y
(fotdes). Abaixo estéo os 4 tipos de decaimento radioativo por emissao de RI corpuscular: neutrdo, particula
a e particula B8 (8- e B+).

Todos estes tipos de RI, exceto a radiacdo X, sdo emitidos pelo nacleo de atomos
radioativos instaveis. Ja a radiacdo X pode ser emitida por efeito de travagem (efeito de
Bremsstrahlung) ou quando hé reorganizacédo dos electrdes na nuvem eletrénica de um
atomo. As particulas a e B sdo emitidas como resultado do decaimento radioativo de
atomos instaveis, os neutrdes resultam de reacdes nucleares e os protdes de interagdes
de neutrdes com atomos. A RI corpuscular, ao interagir com a matéria, deposita a sua

energia de forma estocdstica e ndo-uniforme, a escala microscépica (23,29).

Radiacdo X ey

A radiacao X e a radiagao y sao fotdes e sdo muito penetrantes, como ilustrado na Figura
11, apresentando uma baixa taxa de deposi¢cdo de energia no seu percurso o que é
tipicamente medido pelo coeficiente de transferéncia linear de energia (LET - Linear
Transfer Energy)!. A radiagéo y é geralmente mais energética do que a radiagéo X e tem
maior poder de penetragdo. A radiagdo X e a radiagédo y podem interagir com a matéria

por 3 mecanismos diferentes: efeito fotoelétrico, efeito de Compton e producéo de pares.

1 O LET representa a energia depositada por unidade de comprimento, podendo ser expressa em
keV por um.
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Figura 11 Poder de penetracdo de diferentes tipos de Radiagdo lonizante, em diferentes materiais. Adaptado
de (Christensen et al, 2014) (29).

No efeito fotoeléctrico, o fotdo transfere toda a sua energia para um electrao localizado
numa das camadas eletronicas, tipicamente uma das exteriores. Se a energia transferida
for superior a energia de ligacdo do electrao, ha ejecdo de um fotoelectrdo, com uma
energia cinética de:

Ecinstica = Efotéo - Eligac;éo 3)

Caso a energia do fotdo ndo seja suficiente para ejetar um electrdo, o &tomo fica apenas
num estado excitado.

No efeito de Compton, também hé interacdo entre o fotdo incidente e um electrdo de uma
das camadas eletrénicas, tipicamente uma das exteriores. Tal como no efeito fotoelétrico,
se a energia cedida for superior & energia de ligagéo do electréo, este € ejetado do &tomo,
caso contrario o atomo fica num estado excitado. No final, o fotdo incidente é desviado
da sua trajetdria inicial, com uma energia menor do que a inicial.

Na producado de pares, um fotdo com energia cinética elevada (superior a 1022 keV)
interage com o nucleo de forma a que a sua energia seja convertida em matéria. A energia
do fotéo é convertida em 2 particulas: um electrédo e um positrdo, ambos com energia de
511 keV, o excesso de energia cinética é convertida em energia cinética das 2 particulas
emitidas (28).

Quando ha o rearranjo dos electrdes nas orbitais, como resultado da ionizacdo ou
excitacdo de um atomo, pode haver emissdo de radiacdo X caracteristica, que tem

valores discretos de energia caracteristicos do atomo. A radioproteccao para a radiacédo
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y ou para a radiacdo X requer material com um elevado numero atémico como por
exemplo chumbo, aco e betdo. Como a radiagdo X e a y sdo idénticas, os seus efeitos
biol6gicos sdo também idénticos quando administradas de forma semelhante e avaliadas
para a mesma dose (23,29).

RI corpuscular

A RI corpuscular pode ser: particulas a, particulas 3 (B- e p+), protdes e neutroes.

As particulas a sao particulas bastante energéticas (4 a 9 MeV), séo constituidas por 2
protdes e 2 neutrbes e tém uma carga positiva de +2. As particulas a sdo pesadas e
lentas, a sua trajetéria € linear e tém um curto alcance; por exemplo, nos tecidos podem
percorrer entre 50 a 100 um, e tém um elevado LET que pode ir de 60 a 230 kev/um
(8,15). As particulas a ndo sao capazes de atravessar a pele humana e, na radioterapia,
sdo usadas apenas para radioterapia de fonte interna. Os emissores de particulas a
representam perigo para o ser humano. Fora do contexto clinico (quando emissores de
particulas a séo injetados na corrente sanguinea) as particulas a representam perigo para
0 ser humano apenas quando inalados, ingeridos ou em contacto com uma ferida aberta
(29). As particulas a resultam do decaimento radioativo de elementos pesados como o
Radio, Tdério, Uranio e Pluténio (23).

As particulas B (B+ ou B-) resultam do decaimento nuclear de ides. Os positrbes sédo
particulas 3+, tém carga positiva e a mesma massa que um electrao, e sdo emitidas pelo
nlcleo de alguns ides radioativos como o Magnésio-23 (3¥Mg), Carbono-11 (**C) ou itrio-
86 (%°Y). A radioproteccdo dos positrdes requer materiais densos como chumbo, aco e
betado (29).

As particulas B- s&o equivalentes a electrdes, tém uma grande capacidade de penetragéo,
mas um potencial de ionizacdo menor do que as particulas a. No ar, o alcance das
particulas - é de aproximadamente 4 cm por MeV, ja na agua é cerca de 0,5 cm por cada
MeV. As particulas B- representam um perigo tanto interna como externamente, dada a
sua grande capacidade de penetragdo, no entanto uma folha de plastico é capaz de parar
estas particulas (23,29).

Os neutrdes tém uma massa de 1,0087 u? e sdo emitidos por alguns ides radioativos, no
entanto estes elementos séo raros e a maioria dos neutrdes sdo emitidos quando ocorre

fissdo nuclear. Como sé&o particulas neutras, ionizam o meio indiretamente. Nos meios

2 A unidade u (unidade de massa atémica) equivale a aproximadamente 1,660 x10727 kg.
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biol6gicos, os neutrdes sdo capazes de ejetar protdes dos nucleos de atomos de
hidrogénio por colisdo nuclear, que por sua vez, sdo capazes de ionizar diretamente o
material. Os neutrdes podem ter uma ampla gama de energias e sdo capazes de
percorrer longas distancias no ar. A parafina e a agua sao excelentes escudos para 0s
neutrBes, dado que contém um grande numero de atomos de hidrogénio (23,29).

Interacdo da RI corpuscular com a matéria

A interacdo da RI corpuscular com a matéria ndo é idéntica a observada na RI
eletromagnética. O modo de interacdo predominante das particulas carregadas ¢é a
interacdo eletromagnética, ja as particulas neutras interagem através da forca forte
(30,31).

Todas as particulas carregadas podem interagir com atomos do meio através de
interacBes eletrénicas, nucleares ou gravitacionais, no entanto as interaces
gravitacionais sdo tdo fracas que podem ser ignoradas, na maior parte das vezes.
Portanto, o potencial de paragem, S, diz respeito apenas a soma do potencial de paragem

devido a interacdes eletronicas e nucleares:

dE

Stotal = - a Selectronica + Snuclear (4‘)

No caso das particulas 3, podemos também ignorar a componente nuclear, no entanto
para particulas pesadas, como € o caso das particulas a energéticas, isto nao se verifica
(312).

Para particulas carregadas pesadas, como as particulas a, quando tém uma energia
baixa ou moderada, temos que ter em conta a dispersao de Rutherford. Este fenémeno
diz respeito a uma dispersao elastica das particulas a, com o nucleo dos atomos. No
entanto, também pode haver interagcbes com os electrdes do atomo, devido a forca de
Coulomb (31).

Os neutrdes sao particulas neutras com uma massa e tamanho idéntico ao dos protdes.
Os neutrdes interagem com a matéria devido a forca forte e percorrem grandes distancias
na matéria sem interagir com a mesma, dado que a for¢a forte tem um alcance pequeno
de aproximadamente 10*® m, pelo que os neutrGes apenas interagem com 0s atomos

quando estéo pelo menos a esta distancia do ndcleo atémico (32).
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Unidades e defini¢cdes para a Rl

Num ido radioativo, a atividade € o numero de decaimentos que ocorrem por unidade de
tempo. Uma desintegracdo por segundo € equivalente a 1 Becquerel (Bq), que é a
unidade Sl da atividade. No entanto, por razdes historicas, € mais comum usar o Curie

(Ci) 3, que equivale a (23,29):
1Ci = 3,7 x 101°Bq (5)

A capacidade de ionizacao da RI esta relacionada com a sua LET. A LET [keV/um] é a
transferéncia média de energia, ao atravessar uma peguena espessura do meio de
interesse e depende da energia da Rl e das caracteristicas do meio. Para a radiagéo X,
o LET pode ir de 0,2 até 15 keV/um, no caso de neutrées rapidos o LET pode ir de 8 até
40 keV/um, ja no caso de particulas a o seu LET é de 60 a 230 keV/um. A eficacia com
que cada tipo de RI é capaz de produzir efeitos biolégicos depende do seu LET (23).
Consequentemente, a Rl de alto LET é capaz de provocar mais danos biolégicos, em
comparagdo com RI de baixo LET. No caso das particulas a, varias simulacdes e
experiéncias mostram que sao necessarias poucas particulas a para levar uma célula a
sua morte, em comparacao com particulas de baixo LET (15).

A dose absorvida é definida como o quociente entre a energia média depositada pela RI

Nno meio e a massa:

D—E 6
- (6)

Esta é uma medida da energia depositada no meio, no entanto esta aplica-se apenas a
massas macroscopicas. A unidade Sl da dose absorvida é o Gray (Gy), que equivale a
J/kg, no entanto também € comum usar o rad (23,27,29):

1 Gy = 100 rad (7

Enquanto D é uma unidade de medida macroscépica, z é a dose microscopica. Para uma

dose absorvida, D, num érgao ou tecido pode haver muitas doses microscépicas, z, nas

3 Um Curie equivale a atividade emitida por 1 g de ??°Ra. Esta era a medida padrao usada por
Marie e Pierre Curie para medir a atividade das fontes radioactivas.
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células do érgdo ou do tecido. Por exemplo, uma célula pode ter uma dose nula, z=0,
enquanto uma célula no mesmo tecido tem uma dose muito superior. Todavia, quando
fazemos a média de z na massa macroscopica, m, o valor obtido é idéntico a dose

macroscopica absorvida (D) (23).

1.4. Efeitos biologicos da radiacéo ionizante

Apesar de haver varios beneficios das aplicacdes médicas da RlI, esta pode ser prejudicial
para a saude e € um carcinogénico para o ser humano (28). A resposta biolégica a RI
varia consoante 0s 0rgaos e tecidos, a idade da pessoa, 0 sexo, a dose total e o niUmero
de fragbes nas quais se divide o tratamento (27).

No que diz respeito as aplicacbes médicas, dado que a RI pode ionizar ou excitar as
moléculas constituintes de sistemas biolégicos vivos, algumas fungdes bioldgicas podem
ficar comprometidas. No entanto, quando estas interagdes ocorrem no nucleo da célula
considera-se que € mais provavel que haja dano no ADN da célula e que a sua viabilidade
tenha ficado comprometida, no entanto quando as interag6es ocorrem fora do nucleo
considera-se que apenas ocorram efeitos indiretos (33).

A RI tem efeitos bioldgicos diretos e indiretos. Os efeitos diretos sdo mais comuns na Rl
de elevado LET, como as particulas a; contrariamente, os efeitos indiretos sdo mais
associados a Rl de baixo LET (29). Nos efeitos diretos, a energia da Rl é administrada
diretamente em estruturas celulares criticas como o ADN, causando quebras na cadeia
(29,34). Nos efeitos indiretos ha a formacao de radicais livres altamente reativos no citosol
da célula (34). Nos efeitos indiretos, a RI interage com moléculas de agua, que constitui
70 a 80% da célula, ou outras moléculas orgéanicas das células, induzindo radicais livres
como espécies reativas de oxigénio (Reactive oxygen species — ROS): *OH, *H, <0, e
H,0,. (23).

Estes radicais livres podem interagir com o ADN das células, provocando diversos danos,
como Single Strand Breaks (SSB) ou Double Strand Breaks (DSB) (35). Quando a Rl ndo
provoca danos letais no ADN, esta também pode causar danos ou mutagdes num gene
que compromete a viabilidade da célula ou uma combinacdo de mutacdes capaz de
induzir a morte celular (8). Mesmo que a RI n&o interaja diretamente com o ADN, esta
pode provocar danos, tais como alteracdes na expressao de genes e proteinas, ativacao
de oncogenes, inativacao de genes supressores, aberracdes cromossémicas, mutacoes,
cancro e mesmo perda de tecidos ou 6rgaos (23). As células danificadas que sobrevivem

podem mais tarde vir a verificar-se malignas ou ter outras anomalias (28).
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A RI de elevado LET é capaz de gerar mais danos biolégicos do que a RI de baixo LET.
A RI de baixo LET é capaz de gerar o mesmo numero de danos (radicais livres ou
ionizacdes), no entanto, estes encontram-se mais dispersos do que os gerados pela RI
de alto LET, que deposita toda a sua energia num pequeno volume, o que é mais dificil
de reparar. No entanto, a Rl de alto LET n&o € capaz de penetrar grandes distancias nos
tecidos biolégicos (27).

Os danos no ADN provocados pela Rl envolvem SSB, mas também DSB. As SSB sao
mais frequentes na Rl de baixo LET e sdo mais rapidas de reparar do que as DSB. A
inducdo de DSB é considerada a principal consequéncia provocada pela RI nas células e
a morte celular induzida pela RI é atribuida a falhas na reparacao do ADN, resultando em
falhas mitéticas ou apoptose (27,34,36). A apoptose, também conhecida por morte celular
programada, € um processo fisiolégico que permite aos organismos eliminar células
senescentes, células que tém um funcionamento anormal, células malignas ou células
que estao predestinadas a ser eliminadas (29).

Os efeitos adversos da RI sdo agrupados em 2 categorias distintas: efeitos
deterministicos e efeitos estocasticos. Os efeitos deterministicos sédo baseados na morte
celular e tém um limite de dose abaixo do qual ndo h& qualquer efeito clinico. Os efeitos
estocasticos ocorrem por acaso, no entanto estes efeitos s6 ocorrem para doses muito
acima das encontradas em ambiente natural, no trabalho ou em meios de diagnéstico
(37).

Os efeitos estocasticos sdo efeitos que ocorrem aleatoriamente, de tal forma que a
medida que a dose aumenta a probabilidade destes efeitos ocorrerem também aumenta.
Um exemplo de um efeito estocastico € a carcinogénese. O risco de inducdo de cancro
varia em funcdo do sexo, da dose, taxa de dose e da qualidade da RI. Estudos
epidemioldgicos indicam que ha um periodo de laténcia que pode ser de 4 a 8 anos para
a leucemia e de mais de 15 anos para cancros solidos (28,29,38).

Os efeitos deterministicos tém um limite abaixo do qual ndo ocorrem, a sua severidade
aumenta com a dose administrada e estdo associados a uma exposi¢éo crénica ao longo
de varios anos, que é o caso de profissionais de saude, ou uma exposi¢cdo aguda em
doses muito elevadas, que é o caso dos bombeiros que actuaram no acidente de
Chernobyl. Os efeitos deterministicos incluem efeitos cardiovasculares, hipotiroidismo,
qgueimaduras na pele, inibicdo temporaria de produgcdo de esperma nos homens,
hipertenséo e opacidades no cristalino do olho, mas também efeitos no sistema nervoso
central e pode mesmo levar & morte devido a les6es em 6rgaos criticos como a medula

0ssea, pulmdes ou intestino delgado (23,38).
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A sensibilidade dos varios tipos de células a RI varia de forma significativa e como
diferentes 6rgaos séo constituidos por diferentes tipos de células, isto também se aplica
aos orgaos (23,29).

Normalmente, considera-se que os efeitos bioldégicos da Rl ocorrem apenas em células
irradiadas, como consequéncia de danos no ADN da célula, no entanto este modelo tem
sido contestado por diversas observacbes, que indicam que células nao irradiadas
exibem respostas bioldgicas idénticas as células irradiadas, este efeito tem o nome de
efeito Bystander (28,36).

Os efeitos Bystander induzidos por RI sdo respostas observadas em células nao
irradiadas, que recebem sinais de células irradiadas. Varias respostas celulares foram
associadas a este efeito como apoptose, mutacédo de genes, entre outros (36). Algumas
experiéncias que utilizam feixes colimados de particulas a, que permitem irradiar apenas
uma célula e posteriormente analisar os efeitos biol6gicos nas células ndo-irradiadas
mostram que estas também desenvolvem aberragcdes cromossOmicas e mutacoes, tal

como verificado nas células irradiadas (23).
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2. Contexto Tebrico

Apesar de haver um numero consideravel de estudos clinicos que demonstram a eficacia
do ?2°Ra no tratamento do mMCRPCa, até a data h& poucos trabalhos que se debrucam
sobre a microdosimetria deste radiofarmaco (39).

Apesar de ja haver bastante informacdo relativamente a macrodosimetria de
radiofarmacos usados na Targeted a Therapy (TaT), como o ?*Ra , no que diz respeito
a microdosimetria ainda pouco se sabe, destacando-se a necessidade de compreender
a distribuicdo da dose a nivel celular e os seus mecanismos. Dadas as caracteristicas
das particulas a, ndo € adequado investigar a eficacia terapéutica da TaT usando apenas
a macrodosimetria (40).

Dada a natureza estocastica e complexa das interagdes das particulas a, a sua dosimetria
apresenta muitas dificuldades. Grande parte dos radionuclideos emissores de particulas
a podem ser seguidos pela cdmara gama, pois tipicamente ha emissao de radiagao y no
seu decaimento, no entanto, até ao momento nenhum dos tratamentos clinicos é
acompanhado com esta técnica (15). Apesar de ser possivel observar a distribuicdo dos
radiofarmacos, com auxilio a cAmara gama, esta apenas nos permite fazer uma avaliagéo
da macrodosimetria do radiofarmaco, ndo nos permite avaliar a sua microdosimetria, pois
a resolucado das imagens obtidas € pobre (superior a 6 mm), os tempos de aquisi¢cdo sao
muito longos e as imagens obtidas tém uma péssima relacdo de sinal-ruido (41).

E importante estudar a microdosimetria da TaT ndo sé para determinar os mecanismos
de funcionamento da mesma, mas também para compreender a sua resposta bioldgica;
para testar diversas opc¢des terapéuticas e avaliar corretamente a eficicia e toxicidade
dos radionuclideos; por fim, para modular a atividade administrada, de forma a obtermos
um tratamento personalizado para cada doente (41).

Adicionalmente, até a data, no planeamento de tratamentos com TaT considera-se que
h& uma distribuicdo homogénea da dose no volume do tumor e que a eficacia observada
nesta terapia se deve maioritariamente a efeitos diretos, dado que envolve Rl de alto LET.
No entanto, existem alguns estudos que mostram que estas consideracdes ndo
representam as condi¢cdes observadas no contexto clinico e que ha necessidade de
continuar a estudar os mecanismos envolvidos nesta terapia (10,39,42,43).

As simula¢cBes de Monte Carlo representam uma excelente abordagem para estudar a
microdosimetria dos radiofarmacos utilizados na TaT, sendo necessario fazer
posteriormente a validacdo dos resultados obtidos. Softwares como o Geant4, Gate ou

Penelope, sdo uma ferramenta muito poderosa para estudar a microdosimetria de
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radiofarmacos, através de simulacdes. O software Geant4, em particular, tem ferramentas
direcionadas para simula¢des e célculos de microdosimetria, e muito do codigo utilizado
€ open-source (44).

Como as particulas a tém uma distribuicdo heterogénea da dose, ha evidéncias que
grande parte dos efeitos biol6gicos observados se devem nao a efeitos diretos da Rl mas

sobretudo ao efeito Bystander (45).

2.1. Particulas a

Para particulas carregadas pesadas, como as particulas a, os processos relevantes sdo
a dispersao de Rutherford, a ionizacao e a excitacdo dos atomos (31,44).

As particulas a interagem com o meio, transferindo a sua energia para 0 mesmo e
eventualmente dissipando toda a sua energia. No que diz respeito aos efeitos biol6gicos,
0S processos mais importantes de interacdo da Rl com a matéria sdo a ionizacdo e a
excitacao.

m

M

Figura 12 Particula a, com massa M, a aproximar-se de uma particula com massa m.

A Figura 12, apresenta um esquema de uma particula a que se aproxima de uma particula
de massa m. Assumindo que a particula a tem uma velocidade inicial de v,; € uma
velocidade apos a coliséo de v, € que a particula de massa m se encontrava em repouso
e que adquire uma velocidade de v, apés a colisdo, entdo a energia maxima que pode

ser transferida na colisdo é de:

_ MvZ Mvg  4mME
Omax = — 2 (M+m)?

(8)

Como referido anteriormente, as 2 principais formas de interagdo entre o0 meio e as
particulas a sdo a ionizagao e a excitagdo do meio. No processo de ionizagdo, um electrdo
de uma das camadas eletrénicas mais afastadas do nucleo é removido do &tomo e forma-

se um par electrao-ido. No processo de excitacdo, um electrdo do atomo absorve energia
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e transita para outra orbital. Em ambos os casos, haverd uma reorganizagdo do atomo
podendo haver emissdo de um fotdo. Estes 2 mecanismos sdo 0s mecanismos mais
importantes para a radiobiologia.

As particulas a sao as que tém um menor poder de penetracao, no entanto importa referir
gue as mesmas nao séo paradas apenas devido a uma interagdo, mas sim devido uma
sucessao de interagdes. Isto é, a medida que as particulas a vao penetrando cada vez
mais no meio, e interagem com o0s atomos, perdem energia cinética devido a varias
interacoes.

Um termo importante, quando se trata de RI, é a ionizacdo especifica que consiste no
namero de pares ido-electrao formados por distancia percorrida. Para as particulas a o

namero de pares ido-electrdo por cm é de 40000 a 80000. Outro termo importante é o

potencial de paragem para as particulas a, Z—i, gue é dado por:

dE _ 16me*n(3 * 10°)* [ <2mev2> 1 (1 _ v2> v? [MeV] ©)

i * M DR I el
dx mgv?*1.6x107° c? c?[Lem

Onde e é a carga elementar do electrdo (1,6 x10*° C), m, € a massa do electrdo (0,511
MeV/c?), ¢ é a velocidade da luz, n é o nimero de electrdes por unidade de volume do
meio, v é a velocidade da particula e | € o potencial efetivo de ionizagdo dos atomos do
meio (1,38 x101° erg?, para o ar).

Tipicamente, apresenta-se a curva de Bragg para as particulas a, em que se representa
o potencial de paragem em funcdo da distancia percorrida, tal como podemos ver na
Figura 13 (46).

41lerg=16,2415 x10* eV.
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Figura 13 Curvas de Bragg para particulas a com energias de 5,867 Mev e 8,375 MeV em agua. Retirado de
(Sgouros G et al., 2010) (47).

2.2. TaT

Com o avango da RT, a TaT assumiu um papel importante e esta a ganhar cada vez mais
atencdo a medida que novas aplicacdes e novos radionuclideos emissores de particulas
a com aplicagOes terapéuticas séo identificados. Apesar de ja ter assumido um papel de
grande importancia na RT e dos fantasticos avancos na dosimetria e imagiologia da TaT,
ainda ndo se explorou todo o seu potencial e os seus mecanismos de agdo ainda nao
estdo totalmente compreendidos ou caracterizados (8,15). Embora ja estejam a ser
implementadas, na TaT, pouco se sabe relativamente aos mecanismos de acido das
particulas a. Ha, assim, uma necessidade de fazer avaliagbes precisas da dosimetria e
dos mecanismos responsaveis pela sua eficacia (15).

A TaT é uma opgao terapéutica particularmente atrativa para doentes com
micrometastases, pois esta apresenta diversas vantagens como: a facil administracéo, a
possibilidade de tratar varias lesdes simultaneamente e a possibilidade de ser combinada
com outras terapéuticas. Tipicamente, a TaT é usada no tratamento do cancro, mas esta
também é usada no tratamento de outras patologias como o HIV e infec¢des bacterianas
ou fangicas (15).

A TaT consiste na distribuicdo seletiva da RI no local do tumor, o que leva a eliminagdo

das células malignas e, ao mesmo tempo, limita os efeitos nas células e tecidos saudaveis

(8.
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No que diz respeito & RI de alto LET, considera-se que o0s seus efeitos bioldgicos sdo
independentes da taxa de dose absorvida, da concentracdo de oxigénio e fase do ciclo
celular (42). Também se considera que os efeitos da Rl de alto LET se devem apenas a
efeitos diretos e que € necessério apenas uma interacdo eficaz (1 hit) para inviabilizar
uma célula e produzir DSBs no seu ADN. No entanto, estas consideraces podem estar
incorrectas. Lloyd et al., 1979 concluiram que, no caso de particulas a de 5,6 MeV, seriam
necessarias entre 10 a 20 particulas a para provocar lesdes letais as células irradiadas.
No entanto, se tivermos em consideracado os efeitos indiretos ou efeitos Bystander, em
ambos o0s casos, este valor baixaria consideravelmente (48). Charlton et al., 1989
concluiram que a producdo de DSB n&o € um processo tdo eficaz como se considera,
pois no caso de particulas a de 10 MeV apenas 1/8 produz DSBs ao interagir com as
células (49).

Por ultimo, as particulas a percorrem uma pequena distancia no meio e tém uma
distribuicdo estocastica, consequentemente algumas células recebem varios hits,
enquanto que outras ndo recebem nenhum, o que pode diminuir a eficacia dos
tratamentos (15).

Existem mais de 100 radionuclideos emissores de particulas a, no entanto o numero de
is6topos com propriedades adequadas para serem integrados na TaT € limitado. Para
serem integrados nesta terapia, os radionuclideos tém que ter um tempo de meia-vida
reduzido para limitar os seus efeitos toxicos a longo prazo, mas, por outro lado, é
necessario que tenham um tempo de meia-vida longo o suficiente para realizar a sua
producdo, preparacdo e administracéo (50).

E agora evidente dos dados pré-clinicos e clinicos, que os emissores de particulas a s&o
capazes de produzir efeitos em células ndo irradiadas, devido ao efeito Bystander e
estimulam o sistema imunitario, estendendo os efeitos bioldgicos da TaT para além da
interagdo da RI com as células (15).

O primeiro radionuclideo aprovado para a TaT foi o ?2°Ra, no final de 2013, com 0 nome
comercial de Xofigo (51). Para além do ?*Ra, ja foram propostos mais radionuclideos
para aplicacdes terapéuticas, alguns dos que estdo sobre investigacéo clinica: Astato-
211 (*?At), Bismuto-212 (?'%Bi), Bismuto-213 (**3Bi), Actinio-225 (**°Ac) e Toério-227
(**'Th) (15).
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2.3. Radio-223

O ?%Ra foi aprovado para uso médico no final de 2013, com o nome comercial de Xofigo,
cujo composto ativo é o dicloreto de ?°Ra (?2°RacCly) (51). O ??®Ra é maioritariamente um
emissor de particulas a (95,3%), com um tempo de meia-vida de 11,42 dias, no entanto
este também decai por emissdo de particulas B (3,6%) e de radiacdo y (1,1%),
adicionalmente pode haver emisséo de radiagdo X, como se pode ver na Figura 14
(5,42,51).

Devido a sua cadeia de decaimento, o ?°Ra emite 4 particulas a, num curto intervalo de
tempo e a energia média das particulas a emitidas é aproximadamente 6,72 MeV (42).
No tratamento de doentes com mCRPCa, verifica-se que o ?°Ra tem um tempo médio
de meia-vida efetivo de 8,2 dias (10).

Os tratamentos com Xofigo séo feitos com 6 injecdes intravenosas de 50 kBg/kg, o que
corresponde a 21 MBq para um doente de 70 kg, no final a dose absorvida pelas células

Osseas endosteais é de aproximadamente 16 Gy (39).

a 5.78MeV

e
29Rn | 3.96s
P —

a 6.88MeV
—
2151’0 1.78 ms
D
, a7.53MeV
)
21IPH | 36.1m
—
B- 0.45MeV

leBi 217m
a 6.68MeV (99.727%) _B- 0.01MeV(0.273%)

20771 |477m 211PG | 516 ms
B- 0.49MeV o 7.59MeV
i

Figura 14 Esquema de decaimento do ?*>Ra. Retirado de (Pablo Minguez et al., 2018) (42).
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Como o ?*®Ra é maioritariamente um emissor a, o Xofigo, os residuos resultantes do seu
manuseamento, e os doentes podem ser tratados com o minimo de radioprotec¢cédo
necessario, pois as particulas a tém um fraco poder de penetracédo e podem ser paradas
por uma folha de papel (4,5).

O 22°Ra mimetiza a acéo do célcio, pois ambos pertencem a familia dos metais-alcalinos.
Como o célcio e o ?2°Ra tém caracteristicas quimicas idénticas, quando injetado na
corrente sanguineas, o ?22Ra ndo atravessa as membranas celulares, na verdade liga-se
a hidroxiapatita de calcio, na matriz 6ssea extracelular, acumulando-se preferencialmente
em zonas de formacdo e renovacdo Ossea, como por exemplo, metastases 6sseas
atingindo as células malignas das mesmas (4,39,43).

O tempo de meia-vida do ?>°Ra é 6timo para o tratamento de doentes com mCRPCa pois
permite fazer a sua preparacéo, distribuicdo e administragdo com o tempo adequado. Por
outro lado, o ?>Ra tem baixa toxicidade, é rapidamente eliminado do sangue apés a sua
administracdo e o principal meio de excrec¢édo é pelo intestino delgado. No entanto, niveis
ndo negligenciaveis de ??°RaCl, podem ser encontrados no baco, estbmago e trato
intestinal. Atualmente, o Xofigo é usado apenas para o tratamento de doentes com
mCRPCa. No entanto, ha estudos a decorrer que exploram a aplicabilidade do ?*°Ra a
outros tumores solidos com metastases 6sseas, como o cancro da mama, cancro rectal
e 0 osteossarcoma (8,15,39,52,53).

E possivel obter imagens do percurso do ?*Ra, utilizando uma camara gama. No entanto,
devido a baixa resolugcdo de energia, apenas 3 dos picos de energia dos fotdes sdo
adequados para este propdsito (82 keV, 154 keV e 270 keV). No geral, a imagiologia é
possivel, no entanto a quantificacdo das imagens pode ser dificil devido a limitacGes
técnicas. Na Figura 15 pode observar-se a biodistribuicdo do ??*Ra obtida por Yoshida et
al., 2016 (54,55).
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Figura 15 Biodistribuicdo do 223Ra no corpo de doentes, ao longo do tempo. Adaptado de (Yoshida et al.,
2016) (55).

Atualmente, as terapéuticas usadas nos doentes com mCRPCa pretendem estender a
SO e sado usados citotoxicos, antiandrégenos, imunoterapeuticos e radiofarmacos (12). O
22Ra mostrou uma melhoria na SO, um perfil de seguranca favoravel, um atraso no
aparecimento de SSE e uma diminui¢cdo da dor associada a efeitos colaterais; em suma,
permitiu uma melhoria na qualidade de vida dos doentes (8).

O ensaio clinico da ALSYMPCA foi o principal ensaio clinico para a aprovacéo do ?*Ra.
Neste estudo, entraram 921 doentes com mCRPCa que receberam um tratamento de 4
a 6 doses de Xofigo (50 kBg/kg) num intervalo de 4 semanas ou placebo, ambos
combinados com o melhor tratamento. O Xofigo demonstrou a sua eficacia ao melhorar
a SO de 11,3 meses para 14,9 meses e 0 aparecimento dos primeiros SSE passou de
9,8 meses para 15,6 meses. No entanto, o tratamento com 2?2Ra apresentou alguns

efeitos adversos como diarreia, nduseas, vomitos e fadiga (12).

2.4. Microdosimetria de particulas a

Ha apenas um numero muito limitado de estudos que tratam a microdosimetria de
radionuclideos emissores de particulas a (41). A microdosimetria da TaT requer
informacéo detalhada da geometria do alvo, de dados farmacocinéticos do radionuclideo
e do destino das particulas a e dos radionuclideos filhos (15). No caso particular do #°Ra,
apesar de estar definido que este é eficaz no tratamento de doentes com mCRPCa, os
seus mecanismos de acdo ainda ndo sao claros. E nas poucas abordagens que ha, as

conclusdes diferem consideravelmente (10).
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A dosimetria da TaT é diferente da realizada para os outros tipos de RI, como as
particulas B ou a radiacao X, pois as particulas a tém um pequeno alcance, o seu percurso
é retilineo e a deposicao de energia no nucleo celular é um processo estocastico. A
microdosimetria das particulas a € complexa pois, a escala envolvida € muito pequena, a
distribuicdo da dose € heterogénea e pode haver emissao de particulas a com energias
diferentes. Também se tem que ter atencdo a geometria das células, a configuracédo da
fonte-alvo, a radiossensibilidade da célula e a existéncia de fatores bioldgicos. E
necessario um conhecimento detalhado de cada um destes parametros para realizar
corretamente a microdosimetria da TaT (56).

Devido a escala envolvida, o conceito tipicamente utilizado de dose absorvida deixa de
fazer sentido pois esta € uma medida da dose média absorvida num tecido. A escala da
célula, a distribuicdo de dose é estocastica, podendo algumas células receber uma dose
muito superior do que as suas vizinhas, o que questiona se os efeitos diretos da RI séo
realmente os responsaveis pela maioria dos danos associados a Rl de alto LET (57,58).
Na microdosimetria, as duas quantidades estocasticas fundamentais que descrevem a
distribuicdo da deposicdo de energia nos alvos sao a energia especifica, z, e a energia
linear, y. Em analogia com a definicdo de dose absorvida, D, a energia especifica z é
definida pelo quociente de € e m, onde € € a energia transmitida pela Rl para o meio de

massa m, ou seja:

z=— (10)

A unidade da energia especifica, z, € o Gray (Gy), ou seja, J/kg. Como z € uma quantidade

estocastica, pode ser descrita pela funcéo de distribui¢cdo F(z).

A densidade de probabilidade, f(z), € definida por:

dF (z)
dz

f(2) = 11

O valor expectavel para a energia especifica é a energia especifica média, calculada pelo

integral:

o)

Z_=fzf(z)dz (12)

0
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Para massas suficientemente grandes e multiplos eventos, verifica-se que o valor médio
da energia especifica se aproxima da dose absorvida, D. Apesar desta aproximacao, a
dose absorvida, D, ndo é uma medida adequada da deposicdo de energia dadas as
baixas doses envolvidas e a aleatoriedade da deposicdo de energia nos alvos.

Em analogia com a transferéncia linear de energia, LET, a energia linear, y, € o quociente
de € por [, onde ¢ é a energia transmitida pelas particulas a para um dado volume, devido
a um evento unico, e [ é a distancia média entre o ponto em que a particula € emitida e o

ponto em que deposita toda a sua energia no alvo, tipicamente calculado por:

[ = hid (13)
S
onde V é o volume e S é a area da superficie. Logo y é:
— &
y=°/ (14)

A unidade da energia linear, y, € J/m, no entanto € mais comum usar keV/um.
Tal como a energia especifica, z, a energia linear, y, também é uma quantidade
estocastica e pode ser caracterizada pela funcdo distribuicdo F(y). A densidade de

probabilidade, f(y) é definida por:

_dF(y)
f) = dy (15)

Tal como para a energia especifica, z, a energia linear, y, também se refere a um so6
evento (41).

A aleatoriedade dos eventos de deposigéo de energia no nucleo das células depende de
varios fatores: 1) A probabilidade de atingir o alvo, devido ao alcance limitado das
particulas a; 2) A intersecgéo aleatéria das particulas a com o nucleo das células; 3) A
deposigao aleatéria da energia das particulas a ao longo do seu percurso como resultado
da variacdo do seu potencial de paragem (Curva de Bragg); 4) A frequéncia de single ou
multiple hits como consequéncia da acumulacédo de radionuclideos numa dada area (41).
Alguns autores ja publicaram alguns artigos relativamente a microdosimetria de particulas
a, alguns especificamente sobre o ?2°Ra, alguns dos quais apresentados abaixo.

Robert F Hobbs et al., 2012 usaram o Geant4 para estudar a microdosimetria do ?2*Ra na
medula vermelha. Para estudar a microdosimetria do ??°Ra, 0s autores posicionaram o

radionuclideo na superficie de uma esfera, que representa a cavidade medular e
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simularam o seu decaimento. A esfera foi dividida em diversos voxels do tamanho de
células e a energia depositada em cada um dos voxels foi registada, tal como
representado na Figura 16. O valor da dose absorvida média e da fracdo de dose
absorvida foram também calculados. Os autores concluiram que a deposi¢éo de dose é
heterogénea e que se verifica predominantemente perto da superficie. Os resultados
obtidos mostram que h& a necessidade de realizar mais estudos relativamente a
microdosimetria da TaT para perceber os mecanismos envolvidos nesta terapia e que a
dose média absorvida, tipicamente usada para planear os tratamentos, ndo reflete

corretamente o modo de acéo deste tratamento (43).

: Trabecular marrow >
‘ cavity

Figura 16 Geometria usada por (Robert F Hobbs et al., 2012) . Esta € uma representacdo do modelo da
cavidade medular. A cavidade é representada por uma esfera de radio R.. R, € o alcance tipico das particulas
a provenientes do decaimento de ides de 222Ra. As esferas azuis representam células osteoprogenitoras; as
esferas castanhas representam células-tronco hematopoiéticas e as esferas brancas representam células
adiposas. Retirado de (Robert F Hobbs et al., 2012) (43).

Y Gholami et al., 2015 simularam a distribuicao de hits num conjunto de 22 células, devido
a multiplas particulas a, com uma energia de 5,7 Mev. Quando se referem a um hit, os
autores nao se referem a deposicéo de energia no meio, mas sim a intersec¢éo do nucleo
ou do citoplasma das células. Utilizando o Método de Monte Carlo os autores simularam
a emissao de 17 148 particulas a, correspondente a 16 Gy num doente de 70 kg, que é

equivalente a dose tipicamente administrada nos doentes no tratamento de mCRPCa.
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Os autores registaram o numero de hits e a dose depositada, tanto no citoplasma como
no nucleo de cada célula, assim como o seu percurso. Os autores usaram um modelo
com um fantoma com 22 células, representadas por esferas, dispersas e sdo emitidas
particulas a com uma energia de 5,7 MeV em dire¢des aleatérias de locais aleatérios,
sempre fora das células. Foram feitas 5 simula¢des independentes, em que cada uma
era administrada uma dose de 3,13 Gy. Os resultados estao representados na Figura 17

e na Figura 18.

Figura 17 Resultados obtidos por Y Gholami et al., 2015. A esquerda (a) esta a distribuicdo das 22 células no
fantoma e a direita (b) o percurso das particulas a nas células. A azul esta representado o percurso no nucleo
das células e a vermelho o percurso no citoplasma. Na imagem b) vé-se que hd um nimero maior de
interacdes para o citoplasma do que para o nucleo. Retirado de Y Gholami et al., 2015 (39).

No of hits

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Cell (Nucleus) ID

Figura 18 Resultados obtidos por Y Gholami et al., 2015. Nimero de interacdes e Dose administrada no
ndcleo de cada uma das 22 células, individualmente, para uma dose de 15,7 Gy. Ha uma clara flutuagdo
tanto na dose administrada em cada uma das células como no nimero de interacdes. Retirado de Y Gholami
et al., 2015 (39).
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Verificou-se que aproximadamente metade dos nucleos celulares recebem uma dose
inferior ao valor médio, 4 células recebem menos de 9 Gy e 1 célula recebe apenas 4 Gy.
Estes resultados tém algumas implicacdes, pois de acordo com estes resultados, a
eficiéncia da TaT ndo depende apenas do efeito direto da RI, mas também devido a
efeitos indiretos e h4a mesmo a possibilidade de existéncia de efeitos Bystander (34).
Hugo M.R. Moreira et al.,, 2019, investigaram 3 modelos matematicos diferentes do
crescimento do tumor e consideram o efeito do ?2>Ra e compararam os resultados obtidos
com dados clinicos publicados. Num primeiro modelo, os autores consideraram um efeito
uniforme da RI no tumor, assumindo que todas as células séo afectadas de forma idéntica
pela Rl. Em segundo lugar, os autores consideraram mais 2 modelos para a distribuicéo
da RI, ambos assumem que apenas uma subpopulacdo do tumor é afectada. O primeiro
cenario é um outer-layer effect, onde consideram que apenas a superficie do tumor é
afectada pela RI. A segunda abordagem, considera que ha uma exposi¢éo de um volume
fixo, ou seja, de um numero fixo de células.

Os autores concluiram que o terceiro modelo foi 0 que melhor previa os resultados
observados nos doentes tratados com ??°Ra. Isto significa que ha apenas um numero

maximo de células, N,,,,, que é afectado pelo ?*°Ra, ou seja:

N, Caso N, < Npgx
Npax €aso Ny, > Npoy

(16)

Nuamero de células afectadas = {

Onde Ny, é o numero de células no volume e N,,,, € 0 nUmero maximo de células que o
tratamento afecta. Os autores concluiram que a dose administrada ao tumor ndo é
distribuida de forma uniforme pelo volume do tumor, o que é particularmente importante,
pois esta suposicao é tipicamente usada no planeamento dos tratamentos (10).

Pablo Minguez et al., 2018, realizaram uma simulacdo de Monte Carlo de forma a
determinar o numero médio de intera¢cdes necessarias, com o nucleo das células, para
atingir uma Tumor Control Probability (TCP) de 0,90, considerando uma distribuicdo
uniforme de atomos de ?>°Ra, para diferentes densidades de massa, radiossensibilidade,
radio do ndcleo e volume das lesBes. Os autores concluiram, que num tratamento em que
sdo administradas 2 injecdes de ?2Ra com 110 kBqg/kg, com um intervalo de 6 semanas,
mesmo para as ceélulas mais radiossensiveis, cerca de 45% das lesdes iriam receber

doses abaixo da necessaria para atingir um TCP de 0,9 (42).
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3. Materiais e Métodos

Para realizar este projeto desenvolveram-se 2 simulagdes distintas. As simulacdes foram
realizadas em Geant4 (versdo 10.6) no Windows 10 e foi necessério instalar o Visual
Studio 2019, o CMAKE, o OpenGl e 0 ROOT.

Adicionalmente, realizou-se a irradiacdo de uma linha celular humana de metastase

6ssea de cancro da préstata (PC3) com ?*Ra.

3.1. Geant4

O Geant4 simulation toolkit € um Monte Carlo simulation programme toolkit desenvolvido
maioritariamente pela Organizacdo Europeia para a Pesquisa Nuclear (CERN - Consell
européen pour la recherche nucléaire) e a organizacéo de pesquisa do acelerador de alta
energia do Japéo (KEK). O Geant4 é um toolkit baseado em programacé&o orientada por
objetos, complexo e capaz de simular a passagem de particulas através da matéria (59).
O Geant4 é baseado no Método de Monte Carlo, o que permite mimetizar as interacées
estocasticas das particulas com a matéria e consequentemente reproduzir experiéncias
muito complexas (60).

O Geant4 é open Source e tem atualizag6es constantes, utiliza a linguagem C++ e é
usado em diversas areas como a fisica de particulas, fisica nuclear, desenho de
aceleradores, engenharia aeroespacial, e fisica médica (60,61). Na fisica médica o
Geant4 tem vérias aplicacdes como por exemplo o célculo da dose ocupacional, a
radioproteccdo e a dosimetria a nivel celular (62,63).

O Geant4 tem implementado varios tipos de processos fisicos capazes de tratar uma
grande variedade de particulas e materiais. Para além de nos ser permitido definir a
geometria da simulacdo, também podemos escolher os processos fisicos para cada uma
das particulas, monitorizar as particulas e visualizar a simulacao (59). Adicionalmente,
até a data ja foram realizadas varias experiéncias para validar as simulagdes de forma a

tornar o Geant4 um software robusto e de elevada fiabilidade.

57



Materiais e Métodos
3.2. Simulacao 1

Esta simulacéo foi desenvolvida para avaliar 2 factores distintos: a distancia dos ides de
22%Ra a célula e o diametro da célula.

Tal como j& foi referido, esta simulagédo foi desenvolvida no Windows 10 e usou-se 0
Geant4 (versédo 10.6), o Visual Studio 2019, o CMAKE, o ROOT e o OpenGL. Para
desenvolver esta simulagéo usou-se um dos extended examples do Geant4: o Hadron06,
no qual se fizeram algumas alteracoes.

A simulacéo é constituida por vérias classes:

1. Hadr06.cc (main);

2. DetectorConstruction.cc, onde esta definida a geometria do detector;

3. ElectromagneticPhysics.cc, onde esta definida a fisica eletromagnética, que se
aplica a cada uma das particulas;

4, SteppingAction.cc;

5. (...)

O modelo consiste em 1 célula constituida por 4gua e que estad também rodeada de agua.
Estas condi¢des foram usadas dado que S. Incerti et al., 2009, concluiram que usar a
agua liquida como o constituinte da célula € uma boa aproximacao as condi¢des

experimentais (64).

Geometria

A geometria do detector esta definida na classe DetectorConstruction.cc. Neste ficheiro
esta definido o World (a composicao, formato e dimensdes) e a esfera (a composicao,
formato e dimensdes). O World é definido como um cubo composto por agua e com 800
pMm de aresta, centrado no ponto (0, 0, 0).

Para as células, utilizaram-se 2 geometrias diferentes: uma esfera com 15 um de didmetro
e outra com 7 um de didmetro, em ambas as condi¢des as células estdo centradas no
ponto (0, 0, 0). Foram usados estes valores para o didmetro da célula dado que Park S
et al., 2014, determinaram o didmetro de varios tipos de células de cancro da pristata e
concluiram que o mesmo pode ir de 7 um até 15 um (65). Adicionalmente, considerou-se
gue para a célula com diametro de 15 um, o seu ndcleo tem um raio de de 3,5 um. E para

a célula com 7 um de diametro considerou-se que o nucleo tem 1,75 um de raio.
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Figura 19 Esfera usada na Simulacéo 1.

Fisica

No ficheiro ElectromagneticPhysics.cc esta definida a fisica que se aplica a cada uma das
particulas individualmente, para as quais pode haver mais do que 1 processo fisico, que
competem entre si, aleatoriamente (61).

Os processos fisicos que afectam cada uma das particulas séo:

o Particulas alfa: multiple Scattering, ionization e nuclear stopping;

o Radiacdo gama: photoelectric effect, Compton scattering e gamma conversion;
o Electrbes: multiple scattering, ionization e Bremsstrahlung;

o Positrbes: multiple scattering, ionization, Bremsstrahlung;

o I6es: multiple scattering, nuclear stopping e lon Parameterized Loss Model.
Dados

Para exportar os dados obtidos na simulagdo foi necesséario alterar a classe
SteppingAction.cc. Nesta simula¢do consideram-se 2 volumes diferentes: a célula e o
nucleo, ou seja considera-se uma esfera grande (7,5 um de raio ou 3,5 pm de raio) e
considera-se uma esfera mais pequena (3,5 um de raio ou 1,75 pum de raio), localizada

dentro da esfera grande. Podemos observar esta geometria na Figura 20.
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Figura 20 Esfera usada na Simulacao 1. A azul pode-se ver o limite da célula (esfera grande) e a vermelho o
ndcleo da célula. A célula engloba todo o volume dentro da crosta a azul (que também engloba o nuicleo) e o
ndcleo é apenas o volume dentro da crosta a vermelho.

A energia depositada na célula, para cada interacao, foi guardada num ficheiro de texto
(CELULA.txt), assim como o tipo de particula que deu origem a interacao. Adicionalmente
foi também registado num ficheiro de texto (CELULA alfa.txt) a energia depositada na
célula devido a apenas particulas a. Pode ver-se a l6gica usada neste processo na Figura
21.
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Figura 21 Logica usada para guardar os dados das interacBes que ocorrem na célula. Este fluxograma
procura explicar de forma simples o c6digo usado para registar em 2 ficheiros de texto distintos a energia
depositada em cada interacdo e a particula responsavel pela interagdo, com a célula.

Para exportar os dados obtidos na simulagéo, relativos ao nudcleo, registou-se num
ficheiro de texto (NUCLEO.txt) a energia depositada no ndcleo por interagéo e o tipo de
particula que deu origem a mesma e, adicionalmente, registou-se noutro ficheiro de texto
(NUCLEO_alfa.txt) a energia depositada no nucleo, apenas se a interacédo for devido a

uma particula a. Pode ver-se a l6gica usada neste processo na Figura 22.
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Figura 22 Ldgica usada para guardar os dados das interagBes que ocorrem no Nucleo. Este fluxograma
procura explicar de forma simples o cddigo usado para registar em 2 ficheiros de texto distintos a energia
depositada em cada interacéo e a particula responséavel pela interacao, com o Nucleo.

Analise de Dados

Os programas usados para realizar a analise de dados foram o Microsoft Excel for
Microsoft 365, o Rstudio (versdo 4.0.5) e o Graphpad Prism 9.

Para cada uma das células consideram-se 4 variaveis diferentes, para as quais se
pretende avaliar a progresséo, em funcéo da distancia dos ides a célula:

o Probabilidade de uma interac@o ocorrer na célula — para cada um dos runs
recolheu-se o numero de intera¢des que ocorrem na célula e o nimero de interagdes que

ocorrem no World e calculou-se:

Ncell

—_— 1
Ntotal 7)

gue representa a fracado de interacdes que ocorrem na célula, por run.
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o Energia média por interagdo com a célula — para cada run registou-se a energia

total depositada na célula e o nimero total de intera¢cdes que ocorrem com a célula e

calculou-se:
Ecell (18)
Ncell

que representa a energia média por interacdo com a célula, por run.

o Probabilidade de uma interacado ocorrer no nucleo da célula — tal como para

a célula, para cada um dos runs registou-se o numero de interagdes com o nucleo e o

numero de interagBes que ocorrem no World e calculou-se:

Nnuc
] 19
Ntotal (19
que representa a fracdo de intera¢des que ocorrem no nucleo, por run.
o Energia média por interagdo com o nucleo — tal como para a célula, registou-

se para cada run a energia total depositada no nucleo e o nimero total de interagdes com

0 nlcleo e calculou-se:

Enuc

(20)

Nnuc

que representa a energia média por interacdo com o nucleo, por run.

Para avaliar qual a distribuicdo das interacbes das particulas a, em funcio da distancia
dos ides as células, calculou-se:
o Fracdo das interacfes com a célula devido a particulas alfa — para todas as

interagbes que ocorrem com a célula calculou-se a fragdo que € devido a apenas

particulas a:
Ncell(alfa)
Ncell @1
o Fracdo da energia depositada na célula devido a interacdes com particulas

alfa — para cada run, calculou-se a fracdo da energia total depositada na célula devido a

interacdes com particulas a:

Ecell(alfa)

Ecell (22)
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o Fracdo das interagdes com o nucleo devido a particulas alfa — para cada run,

calculou-se a fracado das interacdes que ocorrem com o nucleo devido particulas a:

Nnuc(alfa
Nnuc(alfa) (23)
Nnuc
o Fracdo da energia depositada no nucleo devido a particulas alfa — para cada

run, calculou-se a fracdo da energia total depositada no nucleo que é devido a interacées
com particulas a:

Enuc(alfa) 24)

Enuc

No caso das 4 fracGes apresentadas acima, apenas foram considerados 0s casos em que
ocorre qualquer interagdo com a célula. No caso em que ndo hé interagcdo com a célula
ou com o nucleo néo se procede ao célculo das fracdes apresentadas acima.
Por fim, calculou-se a probabilidade de ocorrer pelo menos uma interacdo com a
célula ou com o nicleo, separadamente, devido ao decaimento de 1000 iGes de ?*°Ra,
para cada condi¢do. Para tal considerou-se uma variavel binéria tal que caso ocorresse
pelo menos 1 interagdo o valor seria 1 e caso ndo ocorresse nenhuma interagao o valor
seria 0. De forma a calcular a probabilidade de ocorrer pelo menos 1 interagdo com a
célula ou o nucleo, separadamente, procedeu-se ao célculo do valor médio e do erro

padrdo associado, no Rstudio, para cada uma das condigdes.

3.3. Simulacéo 2

Esta simulacéo foi desenvolvida com dois objectivos distintos: em primeiro lugar para
avaliar qual a distribuicdo do nimero de interacdes nas células e como é distribuida a
energia depositada nas células, em segundo lugar para comparar com os resultados da
irradiacdo de células PC3 com ?*Ra.

Tal como para a simulagéo 1, a simulagéo 2 foi desenvolvida no Windows 10 e foi usado
0 Geant4 (versao 10.6), o Visual Studio 2019, o CMAKE, o ROOT e o0 OpenGL.

De forma a aproximar as condicdes desta simulacdo as condicfes da irradiacdo das
células PC3 foi necessario pensar nas condi¢des da simulacdo, em funcéo das condicdes

experimentais.
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Dado que na irradiagdo sdo usadas células PC3, na simulacdo considera-se apenas
esferas com 15 um de didmetro, dado que Park S et al., 2014, concluiram que as células
PC3 tém aproximadamente este diametro (65).

Na irradiacdo, as células séo irradiadas em pog¢os com 250 pL, o que corresponde a um
volume de 2,5x10% um3. No entanto, na simulacdo considera-se que o World é igual para
todas as condicdes, isto é considerou-se um World de 8,0x10° um?, o que corresponde a
um cubo com uma aresta de 200 pm.

No que diz respeito ao decaimento do ?2°Ra, nas experiéncias a atividade usada é de 0,3
uCi, o que corresponde a 1,11x10* decaimentos por segundo.

Para administrar uma dose de 4 mGy nas células é necessario irradiar as células, em
pocos com 250 pL, durante 4 minutos e 42 segundos, 0 que corresponde a um total de
3,102x10° decaimentos no volume do poco, logo para o volume do World ha um total de
101 decaimentos.

Dado que o #°Ra tem uma cadeia de decaimento na qual ha emisséo de 6 particulas (4
particulas a e 2 particulas B) até chegar a um estado estavel, se considerarmos apenas

as particulas a temos o equivalente ao decaimento completo de 26 ides de ??°Ra.

Tabela 1 Resumo das condic¢des da simulagéo.

N° I6es N°  particulas N° Células no N° Células Volume da
alfa emitidas volume da pormL simulacéao
simulacéao
1 0,125x10°
2 0,25x10°
4 0,5x10°
26 104 8x10° um?
8 1,0x10°
16 2,0x10°

De forma a mimetizar as condi¢cdes experimentais, grande parte do cédigo usado para a
simulacao 1 foi alterado. Dado que nesta simulagéo ha 5 condic¢des diferentes, nas quais
ha entre 1 e 16 células no World, utilizou-se um método capaz de registar as interacdes
gue ocorrem em cada uma das células, separadamente, para além disso dado que as
células séo irradiadas em suspenséo e que se considera que o Ra esta distribuido de

forma homogénea pelo volume, ndo pode ser considerada uma fonte pontual.
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Em primeiro lugar, definiram-se as células, no DetectorConstruction.cc. As células sao
divididas em 2 partes diferentes: um citoplasma (com um raio interior de 3,75 um e raio
exterior de 7,5 um) e um nucleo (com um raio interior de O um e raio exterior de 3,75 um).
Em cada uma das simulag@es, a medida que ha um incremento do nimero de células, ou
seja de citoplasma e nucleos, é necessario defini-los a todos de forma separada e
identifica-los com um nome diferente, para cada um, de forma a conseguir retirar as
interacdes e a energia depositada, em cada um deles, separadamente

Dado que as células tém uma posicao fixa ao longo das simula¢fes, € necessario que o
decaimento do ?°Ra ocorra de posi¢Ges aleatérias dentro do World. Para tal, foi
necessario alterar o PrimaryGeneratorAction.cc de forma a usar o
"G4GeneralParticleSource.hh" em vez do "G4ParticleGun.hh". Consequentemente, é
necessario definir todas as propriedades iniciais das particulas numa Macro

(representada na Figura 23).

/control/verbose 2
/run/verbose 2
/testhadr/det/setMat Water_ts
/run/initialize
/vis/geometry/set/visibility World O false
/process/list
/gps/particle ion
/gps/ion 88 223
/gps/pos/type Volume
/gps/pos/shape Para
/gps/pos/halfx 0.1 mm
/gps/pos/halfy 0.1 mm
/gps/pos/halfz 0.1 mm
/run/printProgress 5
/run/beamOn 26

Figura 23 Macro "Rad223 final.mac" usada para fazer o decaimento completo de 26 ides de ?*°Ra, na
simulacdo 2. A azul define-se que a fonte é um ido, neste caso o ?*>Ra. A laranja, define-se que o decaimento
vai ocorrer, aleatoriamente, dentro de um paralelepidedo com 0,2 mm de lado. A verde define-se que vai dar-
se o decaimento completo de 26 ides de ?°Ra.

Adicionalmente, de forma a conseguir retirar os dados desta simulacdo foi necessario
alterar a classe SteppingAction.cc, pois foi necessario retirar a energia depositada e o tipo
de particula que Ihe da origem, de forma separada.

Como em cada simulacéo ha um nimero diferente de células (constituidas por um ndcleo
e um citoplasma), para cada célula € necessario repetir as expressdes condicionais
representados na Figura 24, para o citoplasma, e na Figura 25, para os nucleos, e guardar
os dados em diferentes ficheiros de texto (CITOPLASMA.txt, CITOPLASMAZ.ixt,
CITOPLASMAS3.txt, ...) ou (NUCLEO.txt, NUCLEOZ2.txt, NUCLEO3.txt, ...).
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Figura 24 Légica usada para guardar os dados das interagdes que ocorrem no citoplasmal. Este processo €
repetido para cada um dos citoplasmas, separadamente. Este fluxograma procura explicar de forma simples
0 codigo usado para registar em 2 ficheiros de texto distintos a energia depositada em cada interagdo e a

particula responsavel pela interagédo, com o citoplasma 1.
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Figura 25 Logica usada para guardar os dados das interacdes que ocorrem no Nucleo 1. Este processo €
repetido para cada um dos Nucleos, separadamente. Este fluxograma procura explicar de forma simples o
cédigo usado para registar em 2 ficheiros de texto distintos a energia depositada em cada interacédo e a
particula responsavel pela intera¢éo, com o Nucleo 1.

A légica apresentada acima nas Figura 24 e Figura 25 é idéntica para todas as
simulacdes, no entanto, para cada citoplasma e para cada nucleo é necessério ter uma
condicdo separada, sendo necessario colocar uma quantidade cada vez maior de
condi¢des quando o numero de células aumenta.
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Condicéo 1

Nesta condigdo considera-se que existe 1 célula no World, o que equivale a 0,125x10°
células por mL. A geometria usada esta representada na Figura 26.

Figura 26 Geometria usada na condicdo 1, da simulagdo 2. A célula tem um didmetro de 15 pm e o nudcleo
tem 7,5 pm de diametro. O citoplasma esta representado a azul e o nicleo a vermelho. A célula esté centrada
no ponto (0, 0, 0) pm.

Condicéo 2

Nesta condicdo considera-se que existem 2 células no World, o que equivale a 0,25x10°
células por mL. A geometria usada esta representada na Figura 27.

Figura 27 Geometria usada na condigdo 2, da simulacéo 2. Nesta simulacéo ha 2 células no World e ambas
tém um didmetro de 15 um e o seu nucleo tem 7,5 um de didmetro. O citoplasma esta representado a azul e
0 nucleo a vermelho. As células estdo centradas em (0, -50, 50) um e (0, 50, -50) um.
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Condicéo 3

Nesta condicdo considera-se que existem 4 células no World, o que equivale a 0,5x10°
células por mL. A geometria usada esta representada na Figura 28.

Figura 28 Geometria usada na condicdo 3, da simulacdo 2. Nesta simulacédo ha 4 células no World e ambas
tém um diametro de 15 um e o seu nucleo tem 7,5 um de didmetro. O citoplasma esta representado a azul e
0 nucleo a vermelho. As células estao centradas em (-50, -50, 50) um, (60, 50, 50) um, (-50, 50, -50) um e
(50, -50, -50 )um.

Condicéao 4

Nesta condicdo considera-se que existem 8 células no World, o que equivale a 1,0x10°

células por mL. A geometria usada esta representada na Figura 29.

Figura 29 Geometria usada na condigdo 4, da simulagédo 2. Nesta simulacéo ha 8 células no World e ambas
tém um didmetro de 15 pm e o seu ndcleo tem 7,5 um de didmetro. O citoplasma esta representado a azul e
0 nucleo a vermelho. As células estédo centradas em (-50, -50, 50) um, (50, 50, 50) um, (50, -50, 50) um,
(50, 50, 50) um, (-50, -50, -50) um, (-50, 50, -50) um, (50, 50, -50) um e (50, -50, -50) um.
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Condicéo 5

Nesta condicéo considera-se que existem 16 células no World, o que equivale a 2,0x10°
células por mL. A geometria usada esta representada na Figura 30.

Figura 30 Geometria usada na condi¢do 5, da simulagdo 2. Nesta simulagéo h& 16 células no World e ambas
tém um didmetro de 15 pm e o seu nudcleo tem 7,5 um de didmetro. O citoplasma esta representado a azul e
0 nucleo a vermelho. As células estéo centradas em (50, -25, 25) um, (-50, -25, 25) um, (50, -75, 75) pm,
(-50, -75, 75) um,(50, 25, 15) pm, (-50, 25, 25) um, (50, 75, 75) um, (-50, 75, 75) um, (50, -25, -25) um,
(-50, -25, -25) um, (50, -75, -75) um, (-50, -75, -75) pm, (50, 25, -75) um, (-50, 25, -25) pym, (50, 75, -75) um
e (-50, 75, -75) um.

Analise de Dados

Para realizar a andlise de dados, para cada uma das condi¢des representou-se um
Boxplot das seguintes variaveis:

¢ Numero de interac6es com o citoplasma;

e Numero de interac6es com o nudcleo;

¢ Energia depositada no citoplasma [MeV];

¢ Energia depositada no nucleo [MeV].
No caso de haver mais do que uma célula, fez-se o Boxplot de todas as amostras em
simultaneo, ou seja nédo se fez distin¢cao de células.
Para realizar os Boxplots utilizou-se o Matlab R2015b.
Adicionalmente, realizaram-se violinplots (apresentados em ANEXO), para cada uma das
condicBes; neste caso fez-se distingdo de células. Para construir os violinplots utilizou-se
o Rstudio (verséo 4.0.5).
Adicionalmente, representou-se a probabilidade de haver interagcdo com o citoplasma e a
probabilidade de haver interacdo com o nlcleo. Para tal, para cada uma das condicdes,

representou-se o valor médio da probabilidade de interacao para cada uma das células,
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e o0 erro padrdo associado, e posteriormente realizou-se um ajuste nao-linear. Para
realizar a representacdo dos dados e o ajuste ndo-linear usou-se o Graphpad Prism 9.

A analise de dados foi realizada com o Rstudio (versao 4.0.5), o Matlab R2015b, o
Graphpad Prism 9 e o Microsoft Excel for Microsoft 365.

3.4. Irradiacdo de Células PC3 com ??°Ra

Linha celular

Para irradiar as células PC3 com ??°Ra, utilizou-se a linha celular humana de cancro da
préstata PC3 (ATCC® CRL-1435™), que séo células aderentes, e foram mantidas, de
acordo com as instru¢cdes do fornecedor, em monocamada, a 37°C, numa atmosfera
hamida com 5% de CO, e numa incubadora Binder. O meio usado para fazer manutencao
celular foi o meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute, sigma, R4130) suplementado
com 5% de FBS (Fetal Bovine Serum, sigma, F7524). A linha celular utilizada foi obtida
da American Type Culture Collection (ATCC®, Rockville, MD, E.U.A.) (66,67).

Protocolo

Comecou-se por medir o volume de ??Ra disponivel, quantificar a atividade (Ao) do
volume total de ?°Ra e calcular o volume necessario de ?°Ra para ter uma atividade de
0,3 pCi.

Na camara de fluxo, destacaram-se as células do frasco de cultura e calculou-se o nUmero
de células por mL na suspensao celular resultante e, posteriormente, calculou-se o
namero total de células.

Calculou-se o volume de suspensdo celular necessario para obter 3x10° células,
colocou-se o respetivo volume num falcon e centrifugou-se durante 5 minutos a 1000 rpm.
Ao fim dos 5 minutos, ressuspendeu-se o pellet em 1,5 mL de meio e realizaram-se varias
diluicdes sucessivas da seguinte forma:

1. Inicialmente, ressuspendeu-se o pellet em 1,5 mL de meio, retirou-se 0,75 mL da

suspensdo celular para um falcon e reservou-se. Esta suspensédo tem 2x10° células/mL.
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2. De seguida, no restante volume de suspenséo celular, adicionou-se 0,75 mL de
meio, ressuspendeu-se e retirou-se 0,75 mL da suspenséo para um falcon e reservou-se.
Esta suspenséo tem 1x10° células/mL.

3. Adicionou-se, de novo, 0,75 mL de meio a suspensdao celular, ressuspendeu-se e
retirou-se 0,75 mL da suspenséo celular para um falcon e reservou-se. Esta suspensdo
tem 0,5x10° células/mL.

4, Por fim, adicionou-se 0,75 mL de meio a suspenséo celular e ressuspendeu-se.
Esta é a suspenséo celular final que tem 0,25x10° células/mL.

Numa placa de 48 pocos, colocou-se 250 uL de cada uma das 4 suspensdes celulares,

por poco, de acordo com o esquema da Figura 31.

Concentragdo de Concentracdo de

2 %108 0,25 = 10°
= - - - -
Concentracdo de

1+10° Ct AmGy

células/mL

Concentragdo de Ct AmGy

0,5+ 10°

células/mL

Figura 31 Esquema da placa de 48 pocos, onde séo irradiadas as células. Na placa de 48 pogos, coloca-se
250 pL de suspensdo celular em cada um dos pogos, de acordo com a concentracdo necesséria. Para cada
concentragdo é necessario colocar tantos controlos como pogos para irradiagao.

Adicionou-se o volume necessario de ??°Ra, para ter uma atividade de 0,3 pCi, a cada um
dos pocos a irradiar (representados como 4 mGy, na Figura 31) e aguardou-se 4 minutos
e 42 segundos. Ao final dos 4 minutos e 42 segundos, numa placa de 24 pogos, colocou-
se 30 000 células, por pogo, com 500 yL de RPMI. A Tabela 2 representa os volumes de
suspensao celular necessarios de forma a obter 30000 células. Estes foram adicionados

numa placa de 24 pocos tal como apresentado na Figura 32.

Tabela 2 A tabela representa o volume de suspensao celular que é necessario colocar na placa de 24 pocos,
para obter 30000 células.

Numero de células por mL Volume de suspenséo celular adicionado
2*10° células/mL 15,0 uL
1*10° células/mL 30,0 L
0,5*10° células/mL 60,0 uL
0,25*108 células/mL 120,0 L
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2 # 10 * 10° células/mL
durantea irradiacdo Ct ct ct 4mGy 4mGy 4mGy
6 .«

1+10 +10° células/mL ct ct ct 4mGy 4mGy 4mGy
durantea irradiacdo

0,5 * 10 * 10° células/mL Ct Ct Ct 4mGy 4mGy 4mGy
durantea irradiacdo

Ct Ct Ct 4mG 4mG 4mG

0,25 + 10 * 108 células/mL Y ¥ y
durantea irradiagdo

Figura 32 Esquema da placa final, de 24 pogos.

No final de todo o procedimento, deixou-se a incubar a placa de 24 poc¢os durante 8 dias,
a 5% de CO; e 37°C.

Ao final de 8 dias, avaliou-se a viabilidade celular usando a técnica de Sulforhodamine B
(SRB).

Ensaio de SRB

O ensaio de SRB é muito usado desde que foi desenvolvido, em 1990. O protocolo divide-
se em 3 partes distintas: fixacdo das células, corar as células com SRB e medir a
absorbéancia (68). O ensaio de SRB é usado para determinar a densidade celular,
baseando-se na medicdo do conteudo proteico das células e permite-nos avaliar a
citotoxicidade de compostos nas células (69).

No final, a quantidade de corante resultante é diretamente proporcional ao nimero de
células presente no poco. Este ensaio tem sido largamente usado em testes de toxicidade
de alguns tratamentos contra diferentes tipos de linhas celulares malignas e benignas
(70).

Dado que a quantidade de corante é diretamente proporcional ao contetido proteico, a
viabilidade celular da amostra é representada como uma percentagem da absorbancia

medida, em rela¢do aos controlos, ou seja:

Vigbilidade (%) média[Abss4o — Absgeo] da amostra 100% 25
— *
HAaage ) = édia[Abss gy — AbSgeq] dos controlos ’ )
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Procedimento

Ao final dos 8 dias de incubacéo, descarta-se o meio de todos 0s pocos, lava-se com PBS
(1x) e descarta-se o PBS. Para fixar as células, coloca-se 300 pL de acido acético (1%)
em metanol, guardado no congelador, e coloca-se a placa no frigorifico durante cerca de
2 horas.

Descarta-se 0 acido acético em metanol e deixa-se secar durante cerca de 10 minutos.
Coloca-se 300 pL de SRB 0,4% (em &cido acético 1%), em cada poco, e deixa-se a placa
num local escuro a temperatura ambiente, durante 1 hora.

Descarta-se 0 SRB e lava-se em agua corrente, até a placa ndo se encontrar tingida,
deixa-se secar e adiciona-se 300 pL de TrisNaOh 10 mM (pH=10), por poco, e deixa-se
agitar durante cerca de 20 minutos para dissolver o SRB.

Por fim, mede-se a absorbancia de cada poc¢o. Esta € medida a 540 nm, usando como
filtro de referéncia o comprimento de onda de 690 nm, no PerkinElmer Enspire Multimode
Reader.

Andlise de Dados
No total realizou-se 4 vezes todo o procedimento, em dias diferentes, no entanto na

andlise de dados s6 se considerou 3 devido a incoeréncias e erro humano.

A andlise de dados foi realizada com o Graphpad Prism 9.
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4. Resultados

4.1. Simulacao 1

Na simulacdo 1 pretendeu-se avaliar 2 factores: qual a influéncia na energia depositada
na célula e no nlcleo, considerando varias distancias do ido ?Ra a célula e qual a fracdo
da energia depositada que é devido a interagdes com particulas a, mas também a
influéncia do didmetro da esfera.

Consideraram-se 2 esferas com diametros diferentes: uma esfera com 7 um de diametro
e outra com 15 pum de didmetro, consequentemente o didmetro do nucleo também é
diferente. Nas simulagdes, cada run consiste no decaimento completo de 1000 ibes de
223Ra e repetiu-se esta experiéncia 1000 vezes para cada condicdo.

Esfera com 7 um de diametro

0.015q
0.010

0.0054 *

Ncell/Ntotal

0.000-
50 100 150

-0.005- X{pm]

Figura 33 Grafico da probabilidade de uma interagdo ocorrer na célula (Ncell/Ntotal), para diferentes valores
de x, para a esfera com 7 um de didmetro. Para cada valor de x (10, 30, 60, 80, 100, 120) ha 1000 amostras
e no total ha 6000 amostras. Fazendo um ajuste a uma regressdo nao linear obtém-se a seguinte funcao:
y=0,02360*e0:1137" com R?=0,9782.

Na Figura 33 estédo os resultados obtidos para a probabilidade de uma interacdo ocorrer
na célula, (Ncell/Ntotal), calculada pela fracdo do nimero de interagdes que ocorrem na
célula com o nimero de interagdes que ocorrem no volume da simulagdo. Ao todo, para

cada x (posicéo inicial dos i6es de Radio-223 [um]) ha 1000 amostras.
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A funcéo, Ncell/Ntotal, é representada em fungéo de x e pode ser traduzida por:

Ncell

= 0,02360 * ¢~0:1137%x (26)

Ntotal

0.0006

0.0004 -

0.0002-

Nnuc/Ntotal

50 100 150

-0.0002- X[pm]

Figura 34 Gréafico da probabilidade de uma interagcdo ocorrer no nucleo da célula, (Nnuc/Ntotal), para
diferentes valores de x, para a esfera com 7 um de didmetro. Para cada valor de x (10, 30, 60, 80, 100, 120)
ha 1000 amostras e no total ha 6000 amostras. Fazendo um ajuste a uma regressao nao linear obtém-se a
seguinte funcdo: y=0,0007574*e %1141 com R2=0,8214.

Na Figura 34 estao os resultados para a probabilidade de uma intera¢éo ocorrer no ndcleo
da célula, (Nnuc/Ntotal), calculada pela fragdo do nimero de interagées que ocorrem com
0 nucleo com o numero de interagdes que ocorrem no volume da simulacdo. No total,
para cada x (posicao inicial dos i6es de Radio-223 [um]) ha 1000 amostras.

A funcdo, Nnuc/Ntotal, é representada em funcao de x segundo a equacao:

Nnuc
Ntotal

= 0,0007574 x g~ 01141 27)
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Figura 35 Boxplots para cada um dos 6 pontos de emissdo da (Energia depositada na célula, por
run)/(Namero de interagSes com a célula, por run) [MeV], para a esfera de 7 pm de diametro. A fracédo
(Ecell/Ncell) representa a energia média depositada na célula por interacé@o, para cada run. Para cada x ha
1000 amostras e no total considerou-se 6000 amostras.

Na Figura 35 estdo os resultados para a energia média depositada na célula, por
interacdo, (Ecell/Ncell), calculada pela diviséo da energia total depositada na célula, por
0 numero total de interagBes com a célula. No total, para cada x (posi¢é&o inicial dos ides
de Radio-223 [um]) ha 1000 amostras.

Na Figura 35 vé-se que 0s Unicos pontos em que a energia média por interacao € maior
do que zero é em x=30 um e x=60 pm. Em x=30 pm a mediana € igual a 0,64 e em x=60
Mm a mediana € igual a 0,34, no entanto cerca de 25% da amostra para x=60 um esta
situada acima do limite superior para x=30 Pm. Adicionalmente, verifica-se que a
amplitude interquartil € muito maior para x=60 um e que a distribuicdo da amostra é

assimétrica (50% da amostra esta situada abaixo de 0,34).

/ 115 Outliers

Enuc/Nnuc [MeV]
° °
@ ®
T
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+
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Posigao inicial do ido de Radio-223 [um]

Figura 36 Boxplots para cada um dos 6 pontos de emissdo da (Energia depositada no nucleo, por

run)/(Namero de interagBes com o nucleo, por run) [MeV], para a esfera com 7 um de diametro. A fragdo
(Enuc/Nnuc) representa a energia média depositada no ndcleo em cada interacéo, para cada run.
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Na Figura 36 estdo os resultados para a energia média depositada no nucleo, por
interagdo, (Enuc/Nnuc), calculada pela divisdo da energia total depositada em todas as
interagBes com o nucleo por o nimero total de interagc6es com o nucleo. No total, para
cada x (posi¢éo inicial dos ides de Radio-223 [um]) ha 1000 amostras. De acordo com
este grafico, para o nucleo, a energia média depositada por interacdo € maioritariamente

igual a zero.

InteracBes devido a particulas alfa

Para avaliar qual a fracdo de interagdes resultante de interagdes com particulas q,
considerou-se apenas 0s casos em que a posicao inicial do ido de ??°Ra é: 10 um, 30 pm,
60 um e 80 um, dado que a partir de 80 um ndo ha qualquer interagéo devido a particulas
a. Adicionalmente, para cada x (posigao inicial dos ides de Radio-223 [pum]) ha um ndmero
diferente de amostras, pois s6 se considera os casos em que ha pelo menos uma

interacdo com a célula ou com o nucleo.
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Figura 37 Boxplots da fragdo do numero de interagbes com a célula devido a particulas a, relativamente ao
namero de interagdes com a célula, para a esfera com 7 um de diametro. Neste grafico consideram-se apenas
0s runs em que ha pelo menos uma interagdo com a célula, logo o nimero de amostras consideradas para
cada x é diferente.

Na Figura 37 encontram-se os Boxplots para a fragdo de interag6es com a célula, que
sdo devido a particulas a, para cada valor de x. De acordo com a figura acima, em x=10
Mm e x=30 pm, quando ha pelo menos uma interagdo com a célula, hd sempre pelo
menos uma interacdo devido a particulas a, no entanto em x=10 ym estas s&o

responsaveis no maximo por 46% das interacfes e para x=30 um este valor é de 85%. O
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anico ponto em que existe a possibilidade de 100% das interacdes serem devido a

particulas a é em x=60 pm.

Nnucleo(alfa)/Nnucleo

02 S

I L I
10 30 60 80
Posicao dos ides de Radio-223 [um]

Figura 38 Boxplots da fragdo do numero de interagbes com o nucleo devido a particulas a, relativamente ao
namero de interagdes com o nucleo, para a esfera com 7 um de didmetro. Neste grafico consideram-se
apenas os runs em que hé pelo menos uma interacdo com o ndcleo, logo o nimero de amostras consideradas
para cada x é diferente.

Na Figura 38 observam-se os Boxplots para a fragdo do numero de interagdes com o
nucleo, que sado devido a particulas a, para cada valor de x. Para x=10 ym, x=30 ym e
x=80 um ndo ha interac¢des devido a particulas a. No entanto verifica-se que, quando ha
interagcbes com o0 ndcleo, em x=60 pm grande parte das interacdes sao devido a

particulas o, sendo a mediana igual a 1.

Ecell(alfa)/Ecell [MeV]

L L L L
10 30 60 80
Posigao inicial dos ibes de Radio-223 [um]

Figura 39 Boxplots da fragdo da energia depositada na célula devido a particulas a, relativamente a energia
total depositada na célula, para a esfera com 7 um de didametro. Neste grafico consideram-se apenas 0s runs
em que ha pelo menos uma interagdo com a célula, logo o nUmero de amostras consideradas para cada x é
diferente.
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Na Figura 39 estdo os Boxplots para a fragdo da energia depositada na célula, que é
devido a interagBes com particulas a, para cada valor de x. Em x=80 um n&o ha interacfes
devido a particulas a. Em x=10 pm e em x=30 ym toda a energia depositada € devido a
particulas a. Para x=60 um verifica-se que em grande parte dos runs a energia depositada

na célula é devido a particula a, no entanto nem sempre é verdade.

Enuc(alfa)/Enuc [MeV]

L L L I
10 30 60 80
Posicéo inicial dos ides de Radio-223 [um]

Figura 40 Boxplots da fragdo da energia depositada no nucleo devido a particulas a, relativamente a energia
depositada no nucleo, para a esfera com 7 um de didametro. Neste grafico consideram-se apenas 0s runs em
que h& pelo menos uma interacdo com o nucleo, pelo que o nimero de amostras consideradas para cada x
é diferente.

Na Figura 40 estdo os Boxplots para a fragdo da energia depositada no nucleo, que é
devido a interagbes com particulas a, para cada valor de x. Para x=10 pm, x=30 pum e
x=80 um ndo héa deposicéo de energia devido a particulas a. O Unico ponto em que ha
deposicao de energia devido a particulas a € em x= 60 um e em grande parte dos casos

toda a energia depositada é devido a particulas a, no entanto nem sempre isto é verdade.
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Esfera com 15 ym de diametro
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Figura 41 Grafico da probabilidade de uma interagdo ocorrer na célula (Ncell/Ntotal), para diferentes valores
de x, para a esfera com 15 um de diametro. Para cada valor de x (10, 30, 60, 80, 100, 120) ha 1000 amostras

e no total ha 6000 amostras. Fazendo um ajuste ndo linear obtém-se a seguinte funcdo: y=0,5352*e 01594
com um R?=0,9953.

Na Figura 41 estdo os resultados para a probabilidade de uma interacdo ocorrer na célula,
(Ncell/Ntotal), calculada pela fracdo do numero de interages que ocorrem na célula com
0 numero de interacdes que ocorrem no volume da simulacdo. No total, para cada x
(posicao inicial dos i6es de Radio-223 [um]) ha 1000 amostras.

A funcéo, Ncell/Ntotal, é representada em fungéo de x segundo a equagao:

Ncell
= 0,5352 % 701394 28
Ntotal (28)
0.0020
0.0015- i
[
2 0.0010-
=
S .
2 0.0005- :
z
0.0000-
50 100 150
-0.0005- X[pm]

Figura 42 Grafico da probabilidade de uma interacdo ocorrer no nucleo da célula (Nnuc/Ntotal), para
diferentes valores de x, para a esfera com 15 pm de didmetro. Para cada valor de x (10, 30, 60, 80, 100, 120)
h& 1000 amostras e no total ha 6000 amostras. Fazendo um ajuste nao linear obtém-se a seguinte fungéo:
y=0,002941*e 01966 com um R?=0,9383.
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Na Figura 42 estéo os resultados para a probabilidade de uma interagéo ocorrer no nucleo
da célula, (Nnuc/Ntotal), calculada pela divisdo do numero de interagées que ocorrem
com o nucleo pelo nimero total de intera¢cdes que ocorrem no volume da simulacéo. No
total, para cada x (posicéo inicial dos ides de Radio-223 [um]) ha 1000 amostras.

A funcéo, Nnuc/Ntotal, € representada em funcao de x, que pode ser traduzida por:

Nnuc
= 0,002941 * g~ 01066+x (29)
Ntotal
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Figura 43 Boxplots para cada um dos 6 pontos de emissdo da (Energia depositada na célula, por
run)/(Namero de interagdes com a célula, por run), para a esfera de 15 um de diametro. A fracao (Ecell/Ncell)
representa a energia média depositada na célula por interacdo, em cada run. Para cada x ha 1000 amostras
e no total foram consideradas 6000 amostras.

Na Figura 43 estdo os resultados para a energia média depositada na célula, por
interacdo, (Ecell/Ncell), calculada pela divisédo da energia total depositada na célula, pelo
namero total de interacdes com a célula. No total, para cada x (posig&o inicial dos ides de
Réadio-223 [um]) ha 1000 amostras.

Na Figura 43 observa-se que os Unicos pontos em que a energia média por interacdo é
maior do que zero € em x=10 gm, x=30 Jm e x=60 um. Em x=30 Jgm a mediana é igual
a 0,54 e em x=60 uym a mediana ¢é igual a 1,53. Neste gréafico vé-se que, claramente,
grande parte das interacdes em x=60 um tém uma energia média maior do que para todos
0s outros pontos e um pico deste ponto. Adicionalmente, para x=30 gm a amplitude

interquartil € muito menor do que para x=60 pum.
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Figura 44 Boxplots para cada um dos 6 pontos de emissdo da (Energia depositada no nucleo, por
run)/(Namero de interacdes com o nucleo, por run), para a esfera com 15 pym de didmetro. A fragéo
(Enuc/Nnuc) representa a energia média depositada no ndcleo em cada interacdo, por run. Para cada x ha
1000 amostras e no total foram consideradas 6000 amostras.

Na Figura 44 encontram-se os resultados para a energia média depositada no nucleo, por
interagdo, (Enuc/Nnuc), calculada pela divisdo da energia total depositada em todas as
interagdes com o nucleo por o nimero total de interacdes com o ndcleo. No total, para
cada x (posicao inicial dos ides de Radio-223 [um]) ha 1000 amostras, que representam
cada run.

Este gréafico é particularmente interessante, pois o Unico ponto em que a energia média
por interagdo no nucleo é maior do que zero € em x=60 um. Apesar de em x=60 um a

mediana ser nula ha claramente um pico neste ponto.

Interacao devido a particulas alfa

Para as interagdes devido a particulas a, considerou-se apenas 0S casos em gque a
posicdo inicial do ido de #?°Ra é: 10 um, 30 pm, 60 um e 80 um, pois a partir de 80 um
nao ha interagdes devido a particulas a. Adicionalmente, para cada x (posigéo inicial dos
ibes de Radio-223 [Hm]) ha um diferente nimero de amostras, pois sé se considera 0s
casos em que ha pelo menos uma interagdo com a célula ou com o nucleo, caso contrario

os resultados ndo teriam valor.
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Figura 45 Boxplots da fragcdo do nimero de interagbes com a célula devido a particulas a, relativamente ao
numero de intera¢cdes com a célula, para a esfera com 15 um de didmetro. Neste gréafico consideram-se

apenas os runs em que ha pelo menos uma interacéo com a célula, logo o nimero de amostras consideradas
para cada x € diferente.

Na Figura 45 podem observar-se os Boxplots para a fracdo de interacdes com a célula,
gue séo devido a particulas a, para cada valor de x (posicao inicial dos ibes de Radio-223
[um]). Nesta figura verifica-se que, em x=10 um uma pequena parte das interagdes sao
devido a particulas a. No entanto, verifica-se que para x=30 um e para x=60 uym héa
sempre pelo menos uma interacdo devido a particulas a (min> 0), sendo que para x=60

Mm esta fracdo é maior em parte das amostras.
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Figura 46 Boxplots da fracdo do nimero de interagbes com o nucleo devido a particulas a, em relagéo ao
namero de interagbes com o nlcleo, para a esfera com 15 ym de diametro. Neste grafico consideram-se
apenas os runs em que ha pelo menos uma interagao com o nucleo, logo o nimero de amostras consideradas
para cada x é diferente.
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Na Figura 46 estdo os Boxplots para a fracdo de interag6es com o nucleo da célula, que
séo devido a particulas a, para cada valor de x (posicao inicial dos i6es de Radio-223
[um]). Neste gréfico verifica-se que o Unico ponto em que ha interacdes com o nucleo
devido a particulas a € em x=60 pm e que numa parte significativa das amostras, todas

as interacdes sao devido a particulas o, sendo a mediana igual a 1.
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Figura 47 Boxplots da fragdo da energia depositada na célula devido a particulas a, relativamente a energia
total depositada na célula, para a esfera com 15 um de didmetro. Neste grafico consideram-se apenas 0s
runs em que ha pelo menos uma interacdo com a célula, logo o nimero de amostras consideradas para cada
x € diferente.

Na Figura 47 estdo os Boxplots para a fracdo da energia depositada na célula devido a
particulas a, para cada valor de x (posicao inicial dos ides de Radio-223 [um]). Neste
gréafico verifica-se que em x=10 um uma pequena parte da energia depositada na célula
€ devido a particulas a (a mediana € igual a 0,28). Em x=30 pm e em x=60 um 100% da

energia depositada na célula é devido a particulas a.

87



Resultados

09

08

+

07

06

Enuc(alfa)/Enuc [MeV]

ot _ _ +

I L L L
10 30 60 80
Posicéo inicial dos ides de Radio-223 [um]

Figura 48 Boxplots da fracao da energia depositada no nicleo devido a particulas «, relativamente a energia
total depositada no nucleo, para a esfera com 15 um de diametro. Neste grafico consideram-se apenas 0s
runs em que ha pelo menos uma interagdo com o nucleo, logo o nimero de amostras consideradas para
cada x é diferente.

Na Figura 48 estdo os Boxplots para a fragcdo da energia depositada no nacleo da célula
devido a particulas a, para cada valor de x (posi¢éo inicial dos ides de Radio-223 [um]).
Do grafico acima verifica-se que apenas em x=60 um ha deposi¢cao de energia no nucleo

devido a particulas a e que quase 100% da energia depositada é devido a particulas a.

Probabilidade de interacdo devido ao decaimento de 1000 ibes de
Réadio-223:

A medida que a distancia dos iGes de ??°Ra a célula aumenta ha também uma diminuig&o
da probabilidade de haver pelo menos uma interagdo com a célula, devido ao decaimento
de 1000 ides de ?2°Ra. Na Figura 49 e na Figura 50 esta representada a probabilidade de
haver pelo menos uma interagdo com a célula, devido ao decaimento de 1000 ides de
22%Ra e a probabilidade de haver pelo menos 1 interacdo com o nlcleo, devido ao

decaimento de 1000 iGes de ?*°Ra, para as 2 geometrias usadas na simulacéo 1.
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Figura 49 Probabilidade de haver pelo menos uma interacdo com a célula, devido ao decaimento de 1000
ides de ??°Ra. A probabilidade de haver pelo menos uma interagdo com a célula foi calculada considerando
gue para cada um dos 1000 runs, caso houvesse pelo menos uma interagdo com a célula era-lhe associado
o valor 1, caso ndo houvesse nenhuma interagdo seria equivalente a 0. Posteriormente calculou-se a média
destes valores e o desvio padrdo, para os 1000 runs, representados acima.
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Figura 50 Probabilidade de haver pelo menos uma interacdo com o nucleo, devido ao decaimento de 1000
ides de ?*°Ra. A probabilidade de haver pelo menos uma interacdo com o nucleo foi calculada considerando
que para cada um dos 1000 runs, caso houvesse pelo menos uma intera¢cdo com o nucleo era-lhe associado
o valor 1, caso contrario seria equivalente a 0. Posteriormente calculou-se a média destes valores e 0s
desvios padréo, para os 1000 runs, representados acima.
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4.2. Simulagao 2

Na simulacédo 2 pretende-se avaliar qual 0 nimero de interagdes que ocorrem com cada
uma das células e a energia depositada em cada uma das células, nas varias condi¢fes,
devido ao decaimento de 26 ides de ***Ra. Repetiu-se este procedimento 1000 vezes.
Para cada uma das condi¢des, € representado um Boxplot para o nimero de interacdes
com o citoplasma, o niumero de interacdes com o nudcleo, a energia depositada no
citoplasma e a energia depositada no nucleo. Estes Boxplots representam os dados
relativos a todas as células.

Condigao 1

Nesta condicéo considera-se que ha 1 célula no World, o que equivale a 0,125x10° células

por mL.
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Figura 51 Boxplot do nimero de interagdes com o citoplasma da célula, para a condi¢cdo 1. O nimero de
interagBes com o citoplasma é maioritariamente igual a zero e verifica-se que ha 45 Outliers. A amostra tem
um N=1000.
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Figura 52 Boxplot do nimero de interagbes com o nucleo da célula, para a condigdo 1. O ndimero de
interacdes com o nucleo é maioritariamente igual a zero e verifica-se a existéncia de 53 Outliers. A amostra
tem um N=21000.
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Figura 53 Boxplot da energia depositada no citoplasma da célula, para a condi¢cdo 1. A energia depositada
no citoplasma é maioritariamente igual a zero e ha 214 Outliers. A amostra tem um N=1000.
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Figura 54 Boxplot da energia depositada no nicleo da célula, para a condigdo 1. A energia depositada no
ndcleo é maioritariamente igual a zero e existem 53 Outliers. A amostra tem um N=1000.
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De acordo com os Boxplots apresentados acima apenas ha intera¢cdes com o citoplasma
da célula e tanto para o citoplasma como para o nucleo a energia depositada é igual a

zero. No entanto é importante referir que para todos os Boxplots ha um numero

consideravel de Outliers.

Condicéao 2

Nesta condicéo considera-se que ha 2 células no World, o que equivale a 0,25x10° células

por mL.
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Figura 55 Boxplot do nimero de interagdes com os citoplasmas, para a condicao 2. O numero de interagdes
com os citoplasmas € maioritariamente igual a zero e no total ha 464 Outliers. A amostra tem um N=2000.
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Figura 56 Boxplot do nimero de interagdes com os nucleos, para a condi¢cao 2. O ndmero de interagcdes com
0s nucleos é maioritariamente igual a zero e no total ha 119 Outliers. A amostra tem um N=2000.
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Figura 57 Boxplot da energia depositada nos citoplasmas, para a condicdo 2. A energia depositada nos
citoplasmas é maioritariamente igual a zero e no total ha 464 Outliers. A amostra tem um N=2000.
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Figura 58 Boxplot para a energia depositada nos nucleos das células, para a condigéo 2. A energia depositada
nos nucleos é maioritariamente igual a zero e no total existem 119 Outliers. A amostra tem um N=2000.

Nos Boxplots apresentados acima verifica-se que ndo ha intera¢cdes com o citoplasma e
com o nucleo da célula e consequentemente a mediana da energia depositada € igual a
zero. De novo, é importante referir que para todos os Boxplots hd um nimero consideravel
de Ouitliers.
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Condicéao 3

Nesta condicdo considera-se que ha 4 células no World, o que equivale a 0,5x10° células
por mL.
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Figura 59 Boxplot do numero de interagBes com os citoplasmas das células, para a condi¢éo 3. O numero de
interacdes com os citoplasmas é maioritariamente igual a zero e a amostra tem N=4000.
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Figura 60 Boxplot do nimero de interagBes com os nucleos, para a condi¢do 3. O nimero de interagdes com
0s nucleos é maioritariamente igual a zero e ha 246 Outliers. A amostra tem N=4000.
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Figura 61 Boxplot da energia depositada no citoplasma das células, para a condi¢cdo 3. A energia depositada
nos citoplasmas é maioritariamente igual a zero e no total ha 867 Outliers. A amostra tem N=4000.
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Figura 62 Boxplot da energia depositada no nucleo das células, para a condi¢éo 3. A energia depositada nos
nucleos é maioritariamente igual a zero e no total ha 246 Ouitliers. A amostra tem um N=4000.

Nos graficos apresentados acima verifica-se que a mediana do nimero de interagdes com
o citoplasma e com o nucleo da célula é igual a zero, isto também se verifica para a
energia depositada. De novo, é importante referir que para todos os Boxplots ha um

numero consideravel de Outliers.
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Condicao 4

Nesta condicdo considera-se que ha 8 células

por mL.

Numero de interagbes com o Citoplasma
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Figura 63 Boxplot do nimero de intera¢cdes com o citoplasma das células, para a condicdo 4. O nimero de
interacdes com os citoplasmas é maioritariamente igual a zero e no total ha 1704 Outliers. A amostra tem um

N=8000.
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Figura 64 Boxplot do niumero de interagfes com o nucleo das células, para a condicdo 4. O nimero de
interacdes com 0s nucleos é maioritariamente igual a zero e no total ha 450 Outliers. A amostra tem um

N=8000.

96



Microdosimetria do Radio-223 por Método de Monte Carlo

35 g .|

2k 1704 Outliers -

Energia Depositada no citoplasma [MeV]
&
T
L

Figura 65 Boxplot da energia depositada no citoplasma das células, na condi¢cao 4. A energia depositada nos
citoplasmas é maioritariamente igual a zero e no total ha 1704 Outliers. A amostra tem um N=8000.
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Figura 66 Boxplot da energia depositada no nucleo das células, para a condi¢éo 4. A energia depositada nos
ndcleos é maioritariamente igual a zero e no total existem 450 Outliers. A amostra tem um N=8000.

Nos gréaficos apresentados acima observa-se que a mediana do numero de interagdes
com o citoplasma e com o nucleo da célula € igual a zero, e 0 mesmo se verifica para a
energia depositada. De novo, é importante referir que em todos os graficos ha um niamero

consideravel de outliers.
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Condicao 5

Nesta condicdo considera-se que ha 16 células no World, o que equivale a 2x10° células
por mL.
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Figura 67 Boxplot do nimero de interagcdes com o citoplasma das células, para a condi¢cdo 5. O numero de
interacdes com os citoplasmas é maioritariamente igual a zero e no total ha 3115 Outliers. A amostra tem um
N=16000.
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Figura 68 Boxplot do numero de interagfes com o nucleo das células, para a condicdo 5. O nimero de
interacdes com 0s nucleos é maioritariamente igual a zero e no total ha 862 Outliers. A amostra tem um
N=16000.
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Figura 69 Boxplot da energia depositada no nucleo das células, para a condi¢cdo 5. A energia depositada nos
citoplasmas é maioritariamente igual a zero e no total ha 3115 Outliers. A amostra tem um N=16000.
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Figura 70 Boxplot da energia depositada no nucleo das células, para a condi¢éo 5. A energia depositada nos
ndcleo é maioritariamente igual a zero e no total ha 862 Outliers. A amostra tem um N=16000.

Nos graficos apresentados acima verifica-se que a mediana do nimero de interagdes com

o citoplasma e com o ndcleo da célula é igual a zero, e 0 mesmo se verifica para a energia

depositada. De novo, é importante referir que ha um nimero consideravel de Outliers.
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Probabilidade média de Interacdo com a célula ou com o ndcleo

De seguida, apresenta-se os resultados relativos a probabilidade de ocorrer pelo menos
uma interacdo com o citoplasma e a probabilidade de ocorrer pelo menos uma interagéo
com o nucleo, para a simulacao 2.

0.30 y = 0,0663 * e 1416"* 10,1920
0.28

0.26 {
0.24

0.22

com o citoplasma
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Probabilidade de Interagao

0.18 I I 1 1 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25
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Figura 71 Probabilidade de haver pelo menos uma interagdo com o citoplasma de cada uma das células, para
a simulacdo 2. O ajuste no linear tem um R2=0,001.
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Figura 72 Probabilidade de haver pelo menos uma interagcao com o nucleo de cada uma das células, para a
simulagéo 2. O ajuste ndo linear tem um R?=0,40.
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Para a probabilidade de pelo menos uma interagdo, a medida que o niumero de células
por mL aumenta, observa-se uma diminuicdo da probabilidade de interacdo com o
citoplasma e com o nucleo.

No entanto, para o Nucleo verifica-se que para 0,125 milhdes de células por mL o valor
da probabilidade de interacdo com o Nucleo tem um valor surpreendentemente baixo e
parece deslocado. Em anexo esta representado o Gréafico sem este ponto (Figura 93).

4.3. Irradiacdo de Células PC3 com ?*Ra

De seguida, apresenta-se os resultados relativos ao conteudo Proteico e & mortalidade
celular, medidas com a técnica SRB.
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Figura 73 Conteudo Proteico (%) em fungédo do numero de células por mL. A viabilidade foi medida com a
técnica SRB. O ajuste nio linear tem um R2=0,7422.
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Morte Celular (%) = 100 x ¢~ 0-6413*
100
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Figura 74 Morte Celular (%) em fung¢é@o do nimero de células por mL. A morte celular foi avaliada utilizando
a técnica de SRB. O ajuste nao linear tem um R?=0,7927.

Para cada condicdo, ha 3 amostras que representam o valor médio calculado para a
viabilidade com o desvio padrdo associado.

Verifica-se que ha um aumento do conteulido proteico, ou seja viabilidade celular, a medida
que o numero de células por mL aumenta.

No entanto, &€ importante ter em consideragcdo que este efeito pode estar exagerado, o
gue sera discutido no préximo capitulo. No protocolo, depois de passados 0s 4 minutos e
42 segundos de irradiacdo com o ??°Ra pipetam-se 30000 células para uma placa de 24
pocos, onde ficam a incubar durante 8 dias. No entanto, € importante ter em consideracao
gue ao pipetar células estamos a pipetar também ides de ?*Ra, que se considera
desprezavel. Consequentemente, a medida que o namero de células por mL diminui é
necessario pipetar volumes maiores de suspensao celular o que por seu turno leva a que
se pipete um volume maior de ?**Ra, o que influenciara os resultados dado que a dose
depositada nas células, ao longo dos 8 dias, podera ndo ser desprezavel.
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5. Discussao

5.1. Simulacédo 1

Para a célula com 7 um de didametro, a probabilidade de uma interacao ocorrer na célula,

(Ncell/Ntotal), pode ser ajustada a:

Ncell
Ntotal

=0,02360 * ¢~ 01137*x (30)

Para a célula com 15 um de diametro, a probabilidade de uma intera¢éo ocorrer na célula,
(Ncell/Ntotal), pode ser ajustada a:

Ncell

— 2 —0,1594*x 1
Ntotal 05352« e (D

Em ambos o0s casos as curvas podem ajustadas a uma fungdo do
tipo:
Y = Yy xe X (32)

Comparando as 2 equacdes observa-se que para a esfera de 15 um h& um alongamento
vertical e dado que os valores de k sdo bastante idénticos havera apenas um ligeiro
alongamento horizontal na curva para a esfera de 15 um de didametro.

Portanto, a probabilidade de uma interacdo ocorrer com a célula € maior para a celula
com 15 um de diametro.

Para a célula de 7 um de didmetro, a probabilidade de uma interagédo ocorrer no nucleo

da célula, (Nnuc/Ntotal), pode ser ajustada a:

Nnuc
Ntotal

= 0,0007574 * g~01141+X (33)

Para a célula de 15 um de diametro, a probabilidade de uma interacdo ocorrer no nucleo

da célula, (Nnuc/Ntotal), pode ser ajustada a:

Nnuc
Ntotal

= 0,002941 x ¢~0:1066+X (34)
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Verifica-se de novo que, em ambos os casos, as curvas podem ajustadas a uma funcéo
do tipo:
Y = Yy x el (35)

Sendo que, de novo, para a esfera com 15 ym de didmetro ha um alongamento vertical.
Os valores de k sao bastante idénticos e ha um ligeiro alongamento horizontal na curva
para a esfera com 7 um de diametro.

Comparando as 2 funcgfes infere-se, de novo, que a probabilidade de uma interacdo
ocorrer com o0 nucleo é maior para a célula com 15 um de diametro.

Dado que as 2 variaveis acima apenas refletem a probabilidade de uma interag@o ocorrer
com o nucleo ou com a célula, para cada um dos runs, avaliou-se também a probabilidade
de haver, pelo menos, uma interagdo com a célula e com o nicleo nas 2 geometrias.
Verificou-se que a probabilidade de ocorrer, pelo menos, uma interagdo com a célula ou
com o nucleo, para a esfera com 15 pym de didametro é sempre superior do que para a
célula com 7 um de diametro, o que era o esperado dado que a célula com 15 pum tem
um didmetro maior e portanto a sua projecdo ortogonal é também maior.

Logo, quanto maior o diametro da célula maior a probabilidade de haver pelo menos uma

interacdo com a célula ou com o nucleo.

Quanto a energia média depositada por interacdo com a célula (Ecell/Ncell) verifica-se
que os resultados foram ligeiramente diferentes para os 2 diametros, no entanto, vem
reforcar a ideia que a deposicdo de energia € heterogénea e muito localizada. Verifica-se
gue para a célula com 7 ym de didmetro apenas ha uma energia média por interagdo
consideravel para x=30 gym e para x=60 um, que € idéntica. No entanto, para a célula
com 15 pym de didmetro verifica-se de novo que apenas hé interagdo para x=30 um e
x=60 um, no entanto, neste caso podemos dizer que a energia meédia por interagdo com
a célula é maior para x=60 ym do que para x=30 pm.

No que diz respeito ao nicleo, a energia meédia por interagdo (Enuc/Nnuc), € igual a zero
para a célula com 7 um de diametro, no entanto para a célula com 15 pm de diametro
nao se verifica 0 mesmo. Por outro lado, a amplitude interquartil é de 1,63, o que aponta
para um numero consideravel de amostras diferentes de zero.

Estas observages vém reforcar que ha heterogeneidade na deposi¢éo de energia devido
a particulas a e que esta é muito localizada, e que os resultados dependem da geometria
do problema. Estes resultados s@o apoiados por dados ja publicados, como é explicado

de seguida.
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Na Figura 75 representam-se as curvas de Bragg para particulas a com energias de 5,865
MeV e 8,865 Mev, em agua. Infelizmente, néo foi possivel encontrar as curvas de Bragg
especificamente para o ?*°Ra, contudo pode-se extrapolar os valores para 0s picos
através da Figura 75. Para particulas a com energia igual a 5,865 MeV o pico da curva
de Bragg € em 47 ym e para particulas a com 8,375 MeV o pico da curva € em 85 ym

(47).

5,867 MeV a (***Ac) 8,375 MeV a (***Bi/***Po)
250 Alcance = 47 pm Alcance = 85 pm
LET inicial = 80 keV/um LET inicial = 61 keV/um

N N

200 { \

150

LET (keV/pm

100 4
s

= s

50 Electrdo com 100 - 500 keV
Alcance =0,14 - 0,18 mm
LET inicial = 0,2- 0,5 keV/um
0+ ‘/ .
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Distancia percorrida, em agua (um)

Figura 75 Curvas de Bragg para particulas a com energias de 5,867 Mev e 8,375 MeV em agua. Retirado de
(Sgouros G et al., 2010) (46).

Fazendo uma regressdo linear entre estes dois pontos podemos obter a posicdo
aproximada do pico de Bragg para as particulas a emitidas pelo ??°Ra.
Na Figura 76 esta a posicdo do pico de Bragg [um] em fun¢éo da energia das particulas

a [MeV] e realizou-se a regresséo linear entre os 2 pontos, que é definida por:

y = 15,139 * x — 41,793 (36)
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Figura 76 Posicéo do pico de Bragg [um] em fungéo da energia das particulas a. A regressao linear é definida
pela fungéo: y=15,139*x-41,793.

Para a energia média das particulas a emitidas pelo ?**Ra, de acordo com a equagéo 36,
0 pico da curva de Bragg é em 59,94 um. Se considerarmos todas as particulas a emitidas
pelo ido de ?*°Ra, que podem ter entre 5,78 MeV e 7,59 MeV, entdo os picos de Bragg
encontram-se entre 45,71 um e 73,11 um, o que esta de acordo com os resultados obtidos
para a simulagéo 1.

E também importante ter em consideragéo que os ibes de ?*°Ra, usados nas simulacgdes,
tinham uma energia cinética inicial de 14 MeV, logo o decaimento néo ocorre exactamente
a 10 pym, 30 pm, 60 pum, 80 um, 100 um e 120 um do centro da esfera, o que explica em
parte o pico observado em x=30 um para a Figura 35 e para a Figura 43.

Assim, os valores para a energia média depositada por interacdo observados na
simulacao 1 estdo de acordo com os dados ja publicados, dado que o pico que se observa
em x=60 um na Figura 35, Figura 36, Figura 43 e Figura 44 é explicado pelas curvas de
Bragg, ou seja, em x=60 pym o potencial de paragem [keV/um] para as particulas a tem

um pico.

Para a fracdo das interacdes devido a particulas a, em primeiro lugar, conclui-se que em
x=80 pym né&o ha interagbes devido a particulas a, em nenhuma das condi¢des.

Para a fracao de interacdes que séo devido a particulas a (Ncell(alfa)/Ncell) para a célula
com 7 ym de didmetro ha interagdes com a célula em todos os pontos, excepto x=80 pm.
No entanto, para a célula com 15 pm de didmetro para x=10 um apesar de haver algumas

interacdes devido a particulas a a fragéo € desprezavel, ja para x=30 pm e x=60 pm ha
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uma fragéo consideravel de interagfes devido a particulas a, no entanto aparenta haver
um pico para x=60 pm.
No gue diz respeito ao nucleo, em ambas as condi¢cbes, apenas ha interacdes devido a

particulas a em x=60 pm.

Para a energia depositada devido a particulas a, na célula com um didmetro de 7 ym, em
x=10 um e x=30 um a energia depositada na célula € totalmente devido a interagcbes com
particulas a e em 60 um uma grande parte da energia depositada é devido a particulas a
(mediana=1) no entanto a amplitude interquartil também é igual a 1. Na célula com um
diametro de 15 pum, em x=10 um uma pequena parte da energia depositada € devido a
particulas a (mediana=0,28) e x=30 um e x=60 pum toda a energia depositada na célula é
devido a interagdes com particulas a.

No nucleo, uma grande parte da energia depositada é devido a particulas a em x=60 um,
em ambas as condi¢des (mediana=1).

De novo, todas estas considera¢gfes sdo apoiadas pelas curvas de Bragg, no entanto, é
importante observar que ha claramente uma grande diferenga dos resultados observados,
apenas devido a geometria das células.

Dado que se considera que as células PC3 tém um diametro de 15 um entdo o alcance
maximo das particulas a emitidas pelos ides de ?°Ra é de 4 células (60 pm),
considerando que as células estédo agregadas.

Em suma, 1) verifica-se que as particulas a emitidas pelos ides de ?°Ra tém uma
deposicao heterogénea, 2) os resultados dependem da geometria do alvo, 3) a deposi¢éao
de energia € muito localizada, 4) a probabilidade de atingir o alvo depende da distancia
do ido ao alvo e a probabilidade de haver morte celular devido a deposicdo de energia,

na célula ou no nucleo da célula, é limitada.

5.2. Simulacéo 2

Na simulagcdo 2 verifica-se que, em todas as condi¢des, a probabilidade de ocorrer
deposicéo de energia ou interagdes com o citoplasma € sempre muito maior do que para
o nucleo.

Para o citoplasma, em média, apenas ocorre pelo menos uma interacdo em
24,45%+0,37% dos runs. Para o nucleo, a probabilidade de ocorrer pelo menos uma
interagdo € ainda menor, ou seja, em média, hA uma probabilidade de apenas
5,68%0,16% de ocorrer pelo menos uma interagdo com o nucleo.
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Adicionalmente, nos casos em que ha interacdo com o citoplasma, 56,67%+0,75% trata-
se de 1 interacdo apenas e no caso do nucleo esta probabilidade é de 83,52%+0,70%.
Portanto, para o citoplasma, caso haja pelo menos uma interagdo, a probabilidade média
de ocorrer um single hit é de 56,67%z=0,75% e para o nucleo é de 83,52%z=0,70%.

Nos boxplots apresentados anteriormente, para a simulacdo 2, conclui-se que ha zero
interac6es com o ndcleo e com o citoplasma, 0 Unico caso em que isto ndo se verifica é
para a condicdo 1. Quanto a energia, também se conclui que a mediana da energia
depositada no citoplasma e no nucleo é igual a zero. Apesar destas conclusdes
parecerem estranhas, € de notar que em todos os graficos apresentados ha um namero
consideravel de Outliers, 0 que sugere que apesar de raro existe a possibilidade de haver
deposicdo de energia

Nos violinplots apresentados para a simulagédo 2 (apresentados em ANEXO) verifica-se
que ha heterogeneidade no nimero de intera¢cdes no nucleo e no citoplasma da célula.
Também se verifica que a deposi¢do de energia é estocéastica (como seria de esperar). O
mesmo pode ser extrapolado para o nicleo.

Por fim, como podemos observar nas Figura 71 e Figura 72, a medida que o nimero de
células por mL aumenta ha uma diminui¢cdo da probabilidade de interagcdo com a célula e
com o nucleo. Ou seja, havendo uma diminui¢cdo da probabilidade de interagdo com o
ndcleo haverd aumento da viabilidade celular dado que havera uma menor probabilidade
de haver interacdo com a célula, de haver deposicdo de energia na célula e de haver
morte celular devido a intera¢cdes com RI. Isto pode dever-se a varios factores: i) dado
gue h& mais células no volume da simulacdo é possivel que ocorra blindagem, ii) é
possivel que seja uma consequéncia da distribuicdo das células relativamente aos ibes
(que podem estar mais ou menos homogeneamente distribuidos no volume da
simulacao).

E também importante referir que na Figura 71 e na Figura 72 fez-se um ajuste n&o-linear

com uma fungéo do tipo:

y=yo*e ¥*+C (37)
A decisdo de usar esta fungéo foi empirica e verificou-se que era a que tinha o melhor
ajuste. No entanto, é importante notar que os dados experimentais representam apenas

um pequeno troco de um todo e, portanto, a funcdo em causa apenas tem validade no

dominio considerado e eventuais extrapolac6es carecem de cuidados acrescidos.
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5.3. Irradiacdo de Células PC3 com ??°Ra

Nos resultados para a irradiacdo de células PC3 com 2?*Ra observa-se que ha um
aumento da viabilidade celular @ medida que o nimero de células por mL aumenta, e
consequentemente ha aumento da morte celular a medida que o niumero de células por
mL diminui.

Estes resultados estdo de acordo com os resultados obtidos para a simulacao 2, pois na
simulacao 2 observa-se que a medida que o numero de células por mL aumenta hd uma
diminuicdo da probabilidade de interacdo com a célula e com o nucleo, ou seja, hd menos
probabilidade de haver morte celular devido a interacées com a RI.

No entanto, é importante ter em consideracao que o efeito observado na experiéncia pode
estar exagerado dado que & medida que o nimero de células por mL diminui, o volume
de ?2Ra colocado na placa de 24 pocos aumenta significativamente e as células
continuam a ser irradiadas apos o tempo de irradiacdo considerado. O peso deste erro
sera tanto maior quanto o volume de suspenséao celular adicionado as placas de 24 pogos.

5.4. Consideracgdes Finais

Com este projeto verifica-se que ha necessidade de compreender melhor os mecanismos
envolvidos na TaT, uma vez que nao ocorre uma deposi¢cao de energia homogénea e,
assim, os efeitos observados na terapia podem nao corresponder a efeitos diretos, como
¢ estipulado atualmente. Os efeitos diretos estao tipicamente interligados a necessidade
de haver interacdes com macromoléculas (ADN) fundamentais para a célula, tipicamente
localizadas no nucleo (8,15).

Para a Simulagé&o 1 verifica-se que a probabilidade de uma interacdo ocorrer com a célula
é diferente consoante o seu diametro, as particulas a tém um alcance maximo de 4 células
e a deposicdo de energia é claramente heterogénea e localizada. Dada a discusséo
realizada anteriormente, conclui-se que do ponto de vista fisico esta simulacdo esta de
acordo com as condi¢des experimentais e portanto cumpriu 0 seu propésito.

Os resultados da simulagéo 2 vém mostrar que a deposicao de energia € estocastica e
gue hé células a receber um elevado niumero de interagfes, nas quais € depositada uma
guantidade de energia consideravel, ao contrario do que ocorre nas células adjacentes
em que poderd ndo existir qualquer interacdo. No entanto, ao observar os Boxplots
conclui-se que a probabilidade de interacdo com o citoplasma ou com o nlcleo é quase
nula, pois os casos referidos acima, em que héa interacfes, sdo considerados outliers.
Estes resultados, questionam, de novo, se os efeitos diretos s&o 0s principais
responsaveis pelos resultados observados (57,58). Adicionalmente, tal como referido por
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(Lloyd et al., 1979), para ocorrer algum tipo de dano celular, seria necesséario ocorrerem
interacdes de pelo menos 10 a 20 particulas a com a célula. Dados os resultados para a
simulacao 2, s6 se observaria morte celular num nimero negligenciavel de células (48).
Adicionalmente, também se verificou que os resultados da simulagdo 2 estavam de
acordo com a irradiacéo de células PC3 com ?*#Ra.

Por fim, para os resultados da irradiacdo de células com ??°Ra verifica-se que a medida
que o numero de células por mL aumenta hd também um aumento da viabilidade celular,
0 que esta de acordo com os resultados observados para a simulacéo 2. Isto é, na
simulacao 2 observa-se que a medida que o nimero de esferas/células por mL aumenta
h& uma diminuicdo de probabilidade de interacdo com o citoplasma e o nucleo.

Portanto, os resultados obtidos neste projeto sugerem que os efeitos Bystander e os
efeitos indiretos serdo os principais responsaveis pela morte celular observada e sera
necessario continuar a realizar projetos nesta area de forma a compreender quais 0s
mecanismos de acao envolvidos na TaT.

No entanto, de um ponto de vista mais critico, € necessario ter em conta que para a
simulacdo 1 e para a simulagéo 2 apenas se tem em conta 0s processos fisicos, ou seja
séo deixados de parte os efeitos indirectos e os processos bioldgicos.

No entanto, considera-se que os resultados da simulagdo 1 foram muito promissores e
que realmente satisfaz o propésito para o qual foi desenvolvida. Mesmo assim, propde-
se a realizagdo de uma validacdo experimental para a mesma na qual sensores seriam
colocados a distancias estratégicas dos ides de ??°Ra e posteriormente os resultados
experimentais seriam comparados com os resultados da simulacao.

Por outro lado, dado que a simulagédo 2 foi desenvolvida numa tentativa de simular a
irradiacdo de células PC3 com ?%Ra ficou muito por fazer e muitos aspectos ndo foram
considerados.

Na irradiacdo das células é necessario ter em consideracdo que ha mais processos
envolvidos do que apenas os processos fisicos e que na realidade 0s processos
biolégicos nédo sdo tdo bem compreendidos como desejavel.

Verifica-se que para as células, quando irradiadas, ha influéncia nos resultados devido a
uma possivel reparagdo dos danos causados pela RI, h& células em diferentes fases do
ciclo celular, ha a possibilidade de haver repopulacéo e por fim, apenas se considerou
uma linha celular e, ndo se teve em conta a radiossensibilidade da mesma.

Portanto, verifica-se que a simulagédo 2 realmente satisfaz um dos propdsitos para 0s
quais foi desenvolvida, isto €, observar se h& grandes oscilacdes no nimero interacées
com as células e na deposicdo de energia, no entanto ficaram muitos pontos por
considerar do ponto de vista biolégico e, apesar de se verificar que os resultados vao de
encontro aos resultados obtidos para a irradiacao, esta conclusdo tem muitas falhas.
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Por ultimo, foi possivel observar diferencas para as varias condi¢cées usadas na irradiacdo
de células com #2°Ra, no entanto esta experiéncia também tem uma falha importante, isto
é, as condicdes ndo sdo as mesmas. O volume de ??°Ra colocado com as células na placa
de 24 pocos aumenta a medida que o ndmero de células por mL, no momento da
irradiacdo, diminui. Logo, os resultados desta experiéncia foram influenciados pela
guantidade de ?*Ra colocada nos poc¢os das placas de 24 pogos. Para resolver este
problema propde-se colocar uma quantidade menor de ?2°Ra nas placas de 48 pocos,
para cada uma das condigfes, e realizando os calculos necessarios aumentar o tempo
de irradiagdo. Com estas condi¢fes, a dose administrada nas células seria idéntica para
cada uma das condi¢bes e no final, nas placas de 24 pogos, a quantidade de ?Ra
colocada seria idéntica.

Considera-se que este projeto € realmente um projeto importante do ponto de vista da
microdosimetria, muito completo, que permite concluir como ocorrem as interagcdes com
as células, mas sédo deixados os processos bioldgicos, os efeitos indirectos e 0s possiveis
efeitos Bystander de parte.

De forma a tentar aproximar a simulacdo 2 as condi¢cdes experimentais, propde-se
realizar novas simulagdes usando o Geant4-DNA, que é considerada uma ferramenta
poderosa para a radiobiologia.
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6. Conclusodes

Neste projeto, conclui-se que a deposi¢do de energia devido a intera¢cdes com particulas
a € muito localizada e heterogénea. Consequentemente, dado que as células PC3 tém
um didmetro de 15 ym, o alcance maximo das particulas a emitidas pelos ides de *Ra
é de 4 células (60 um), considerando que as células estdo agregadas.

Adicionalmente, verifica-se que ha uma probabilidade maior de haver interacées com o
citoplasma do que com o ntcleo. Por fim, com a irradiacéo das células PC3 com ?°Ra é
possivel concluir que a medida que o himero de células por mL aumenta ha diminui¢cédo
da morte celular, o que esta de acordo com os resultados da simulacdo 2. No entanto, é
importante ter em considerag&o que o efeito observado no ensaio experimental pode estar
exagerado dado que a medida que o numero de células por mL diminui, o volume de
223Ra colocado na placa de 24 pocos aumenta significativamente.

Estes resultados apoiam a necessidade de compreender os mecanismos envolvidos na
TaT, pois ndo ha uma deposicdo de energia homogénea e, portanto, os efeitos
observados na terapia ndo podem ser devido apenas a efeitos diretos.

Em suma, os efeitos Bystander e os efeitos indiretos deverdo ser os principais
responsaveis pela morte celular observada e sera necessario continuar a realizar projetos
nesta area de forma a perceber quais sao os mecanismos de acao envolvidos na TaT.
Este projeto engloba uma componente de simulagcdo e uma componente bioldgica para
avaliar um problema de microdosimetria com repercussdes clinicas imediatas e
importantes. Destas duas componentes foi possivel retirar conclusdes claras, e comparar
os resultados entre si, 0s quais v&o de encontro ao que se conhece do tema. E ainda de
notar, que este trabalho é um dos poucos que combina duas areas muito distintas: a
simulagdo computacional de particulas e a biologia celular.
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Figura 77 Violinplots do namero de interagdes com o citoplasma de cada uma das células, para a condigao
2. Nos 1000 runs, apenas ha pelo menos uma interagcao com o citoplasmal em 236 runs e com o citoplasma2
em 228 runs, ou seja ocorre pelo menos uma interagdo em 23,2%+0,4% dos runs. O numero de interagdes
com os citoplasmas é maioritariamente igual a zero, no entanto o nimero de intera¢cdes com o citoplasmal
pode chegar a 45 e para o citoplasma?2 a 32.
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Figura 78 Violinplots do nimero de interagdes com o nlcleo de cada uma das células, para a condicao 2.
Nos 1000 runs, apenas ha pelo menos uma interagdo com o ndcleol em 65 runs e com o nucleo2 em 54
runs, ou seja ocorre interacdo em 6,0%+0,6% dos runs. O numero de interagbes com 0s nucleos é
maioritariamente igual a zero, no entanto, o nimero de interagdes com o nucleol pode chegar a 15 e com o
nacleo? a 27.
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Figura 79 Violinplots da energia depositada no citoplasma de cada uma das células, para a condi¢éo 2. Nos
1000 runs, apenas ha deposi¢ao de energia no citoplasmal em 236 runs e com o citoplasma2 em 228 runs,
ou seja ocorre deposicao de energia em 23,2%+0,4% dos runs. A energia depositada nos citoplasmas é
maioritariamente igual a zero, no entanto, a energia depositada no citoplasmal pode chegar a 4,16 MeV e
com o citoplasma2 a 3,17 MeV.
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Figura 80 Violinplot para a energia depositada no ndcleo de cada uma das células, para a condigdo 2. Nos
1000 runs, apenas ha deposicao de energia no nicleol em 65 runs e com o nlcleo2 em 54 runs, ou seja
ocorre deposicao de energia em 6,0%+0,6% dos runs. A energia depositada nos nucleos é maioritariamente
igual a zero, no entanto, a energia depositada no nacleol pode chegar a 2,52 MeV e com o nucleo2 pode
chegar a 2,69 MeV.
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Figura 81 Violinplots do namero de interagcdes com o citoplasma de cada uma das células, para a condigao
3. Nos 1000 runs, apenas ha interagdo com cada um dos citoplasmas em 21,7%z=1,4% dos runs. O nimero
de interagbes com os citoplasmas € maioritariamente igual a zero, no entanto o niumero de interagcdes com o
citoplasmal pode chegar a 19, com o citoplasma?2 a 30, com o citoplasma3 a 25 e com o citoplasma4 a 25.
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Figura 82 Violinplots do niumero de interacdes com o nucleo de cada uma das células, para a condigéo 3.
Nos 1000 runs, apenas ha interacdo com cada um dos nucleos em 6,2%+0,3% dos runs. O numero de
interagBes com o0s nucleos € maioritariamente igual a zero, no entanto o nimero de interagées com o nicleol
pode chegar a 28, com o nucleo2 a 33, com o ndcleo3 a 14 e com o nucleo4 a 11.

121



Anexos

iy (] [
' ' '

Energia depositada no Citoplasma [MeV]

[=]
'

' 2 3
ID Citoplasma

iy

Figura 83 Violinplots da energia depositada no citoplasma de cada uma das células, para a condi¢éo 3. Nos
1000 runs, apenas ha interagdo com cada um dos citoplasmas em 21,7%+1,4% dos runs. A energia
depositada nos citoplasmas é maioritariamente igual a zero, no entanto a energia depositada no citoplasmal
pode chegar a 3,36 MeV, no citoplasma2 a 3,12 MeV, no citoplasma3 a 3,35 MeV e no citoplasma4 a 2,38

MeV.
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Figura 84 Violinplots da energia depositada no nucleo de cada uma das células, para a condi¢éo 3. Nos 1000
runs, apenas hé interacdo com cada um dos nucleos em 6,2%+0,3% dos runs. A energia depositada nos
ndcleos € maioritariamente igual a zero, no entanto a energia depositada no nucleol pode chegar a 2,45

e

4

ID Citoplasma

B
2
3

|

ID Nucleo

K
2
3

|

MeV, com o nucleo2 a 1,05 MeV, com o nlcleo3 a 2,23 MeV e com o nlcleo4 a 1,34 MeV.
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Figura 85 Violinplots do namero de interagcdes com o citoplasma de cada uma das células, para a condigao
4. Nos 1000 runs, apenas ha interacdo com cada um dos citoplasmas em 21,3%z=0,7% dos runs. O numero
de interagBes com os citoplasmas é maioritariamente igual a zero, no entanto o nimero de interagdes com
o citoplasmal pode chegar a 56, com o citoplasma2 a 49, com o citoplasma3 a 25, no citoplasma4 a 17, no
citoplasma5 a 45, no citoplasmaé a 36, no citoplasma7 a 22 e no citoplasma8 a 50.
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Figura 86 Violinplots do numero de interagdes com o nucleo de cada uma das células, para a condicéo 4.
Nos 1000 runs, apenas ha interacdo com cada um dos nucleos em 5,6%+0,5% dos runs. O namero de
interagBes com o0s nucleos € maioritariamente igual a zero, no entanto o nimero de interagcdes com o ndcleol
pode chegar a 50, com o nucleo2 a 8, com o nucleo3 a 7, com o nucleo4 a 32, com o ndcleo5 a 7, com o
nacleo6 a 10, com o nlcleo7 a 5 e com o nicleo8 a 12.
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Figura 87 Violinplots da energia depositada no citoplasma de cada uma das células, na condigéo 4. Nos 1000
runs, apenas ha interacdo com cada um dos citoplasmas em 21,3%+0,7% dos runs. A energia depositada
nos citoplasmas é maioritariamente igual a zero, no entanto a energia depositada no citoplasmal pode chegar
a 4,38 MeV, no citoplasma2 a 3,49 MeV, no citoplasma3 a 4,9 MeV, no citoplasma4 a 2,94 MeV, no
citoplasma5 a 3,34 MeV, no citoplasmab6 a 3,18 MeV, no citoplasma 7 a 2,69 MeV e no citoplasma8 a 2,87
MeV.
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Figura 88 Violinplots da energia depositada no nicleo de cada uma das células, para a condi¢ao 4. Nos 1000
runs, apenas ha pelo menos uma interagdo com cada um dos nucleos em 5,6%+0,5% dos runs. A energia
depositada nos nucleos é maioritariamente igual a zero, no entanto a energia depositada no nicleol pode
chegar a 1,18 MeV, no nicleo2 a 1,19 MeV, no nicleo3 a 1,30 MeV, no nudcleo4 a 2,44 MeV, no nucleo5 a
1,16 MeV, no nucleo6 a 1,50 MeV, no nucleo7 a 0,81 MeV e no ntcleo8 a 0,96 MeV.
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Figura 89 Violinplots do nimero de interagdes com o citoplasma de cada uma das células, para a condigao
5. Nos 1000 runs, apenas ha interagdo com cada um dos citoplasmas em 19,5%+0,9% dos runs. O numero
de interagbes com os citoplasmas é maioritariamente igual a zero, no entanto o niumero de interagcdes com o
citoplasmal pode chegar a 42, com o citoplasma2 a 34, com o citoplasma3 a 34, no citoplasma4 a 41, com
o citoplasma5 a 34, com o citoplasma6 a 38, com o citoplasma7 a 42, com o citoplasma8 a 55, com o
citoplasma9 a 32, com o citoplasmal0 a 40, com o citoplasmall a 24, com o citoplasmal2 a 42, com o
citoplasmal3 a 55, com o citoplasmal4 a 35, com o citoplasmal5 a 33 e com o citoplasmal6 a 38.
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Figura 90 Violinplots do numero de intera¢cdes com o nucleo de cada uma das células, para a condicéo 5.
Nos 1000 runs, apenas ha interacdo com cada um dos nucleos em 5,4%+2,5% dos runs. O namero de
interagBes com o0s nucleos € maioritariamente igual a zero, no entanto o numero de interagcdes com o nicleol
pode chegar a 13, com o nucleo2 a 3, com o nudcleo3 a 40, com o nucleo4 a 25, com o nucleo5 a 38, com o
nucleo6 a 13, com o nlicleo7 a 6, com o nlcleo8 a 7, com o nlcleo9 a 2, com o nlcleo10 a 32, com o nlcleol1
a2, com o nutcleol2 a 52, com o ntcleol3 a 12, com o nlcleo14 a 17, com o nlcleol5 a 3 e com o nlicleo16
a 8.
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Figura 91 Violinplots da energia depositada no nucleo de cada uma das células, para a condi¢cdo 5. Nos 1000
runs, apenas ha interacdo com cada um dos citoplasmas em 19,5%+0,9% dos runs. A energia depositada
nos citoplasmas € maioritariamente igual a zero, no entanto a energia depositada no citoplasmal pode chegar
a 4,06 MeV, no citoplasma2 a 3,92 MeV, no citoplasma3 a 3,29 MeV, no citoplasma4 a 3,32 MeV, no
citoplasma5 a 3,34 MeV, no citoplasma6 a 4,57 MeV, no citoplasma 7 a 3,69 MeV, no citoplasma8 a 3,62
MeV, no citoplasma9 a 3,72 MeV, no citoplasmal0 a 3,40 MeV, no citoplasmall a 3,13 MeV, no citoplasmal2
a 3,71 MeV, no citoplasmal3 a 2,93 MeV, no citoplasmal4 a 3,89 MeV, no citoplasmal5 a 3,36 MeV e no
citoplasmal6 a 3,00 MeV.
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Figura 92 Violinplots da energia depositada no nucleo de cada uma das células, para a condi¢do 5. Nos 1000
runs, apenas hé interacdo com cada um dos nucleos em 5,4%=+2,5% dos runs. A energia depositada nos
ndcleo é maioritariamente igual a zero, no entanto a energia depositada no ntcleol pode chegar a 0,82 MeV,
no ntcleo2 a 1,51 MeV, no nlcleo3 a 2,20 MeV, no nucleo4 a 2,40 MeV, no nucleo5 a 3,03 MeV, no nulcleo6
a 2,56 MeV, no nlcleo?7 a 1,46 MeV, no nucleo8 a 0,61 MeV, no nlcleo9 a 1,67 MeV, no nucleol0 a 2,41
MeV, no nlcleoll a 1,30 MeV, no nlcleol2 a 2,60 MeV, no nlcleol3 a 0,85, no ntcleol4 a 1,23 MeV, no
nudcleol5 a 1,09 MeV e no nlcleol6 a 0,68 MeV.
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Figura 93 Probabilidade de haver pelo menos uma interagdo com o nucleo de cada uma das células, para a
simulacéo 2. Neste gréfico ignora-se o ponto para 0,125 milhdes de células para mL.
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