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ESTUDIOS DE TERAPIA POR CAPTURA NEUTRÓNICA EN BORO (BNCT) EN
UN MODELO EXPERIMENTAL DE CÁNCER ORAL

Resumen

La Terapia por Captura Neutrónica en Boro (BNCT) es una modalidad
terapéutica binaria que involucra la acumulación selectiva de portadores de 1°Ben
el tumor y la subsiguiente irradiación con un haz de neutrones. Las particulas de
alta transferencia lineal de energia que se producen durante la reacción de captura
de un neutrón térmico por el núcleo de boro tienen un rango de aproximadamente
5-9 pm y una alta eficacia biológica relativa. Así, el BNCT dañaría selectivamente
las células tumorales. Esta terapia se encuentra en etapa de ensayo clínico en el
mundo para tumores de cerebro y melanoma. Dentro del marco de la búsqueda de
nuevas aplicaciones para BNCT,el estudio dela biologia y radiobiología del BNCT,
la búsqueda de nuevos compuestos borados y la evaluación de la respuesta del
tejido tumoral, precanceroso y normal hemos propuesto el modelo de cáncer oral
en la bolsa de la mejilla del hamster para estudios de BNCT. Los estudios de
biodistribución y farmacocinética en este modelo de un compuesto borado
tradicional y uno de última generación demostraron la incorporación selectiva de
boro al tumor en cantidades potencialmente terapéuticas. Un estudio de BNCT in
vivo demostró por primera vez el éxito de esta terapia en el tratamiento del cáncer
oral sin daño al tejido normal.

Abstract

Boron Neutron Capture Therapy SBNCT)is a binary treatment modality that
Ínvolves the selective accumulation of °B carriers followed by irradiation with a
neutron beam. The high linear energy transfer particles emitted during the capture
of a thermal neutron by a 10Bnucleus have a range of approximately 5-9 um in
tissue and are known to have a high relative biological effectiveness. Thus, BNCT
would potentially target neoplastic tissue selectively. Clinical trials of BNCT for the
treatment of brain tumors and melanoma are underway in the world. Within the
context of the search for new applications of BNCT. the study of the biology and
radiobiologyof BNCT,the assessment of new boron compounds and the evaluation
of the response of tumor. precancerous and dose-limiting normal tissues we have
proposed the hamster cheek pouch oral cancer model for BNCT studies. The
biodistribution and pharmacokinetic studies of a traditional and a new boron
compound in this model evidenced potentially therapeutic, selective, incorporation
of boron to tumor tissue. An in vivo study demonstrated, for the first time, the
success of BNCT in the treatment of oral cancer with virtuallyno damage to normal
tissue.
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PALABRAS PRELIMINARES

El presente trabajo consiste en el estudio de Ia Captura Neutrónica en Boro

(BNCT), una terapia de frontera para el cáncer, en un modelo de cáncer oral que es

original para el estudio de esta técnica. Se encaró así el estudio de la biología y

radiobiologia de esta terapia y se evaluó una nueva aplicación de la misma al cáncer

oral a nivel experimental.

El estudio de ésta técnica involucra claramente un proyecto de investigación

multidisciplinario que incluye las áreas de biologia. radiobiologla. medicina, física.

física médica, química, dosimetría, reactores nucleares y aceleradores. El eje del

presente trabajo se centra sobre aspectos biológicos y radiobiológicospero que lleva

implícitolos aportes de los expertos en las diferentes áreas que han colaborado en

este proyecto. A cada uno de ellos, queremos expresar nuestro reconocimiento.



1. ANTECEDENTES

1. 1. TERAPIA POR CAPTURA NEUTRÓNICA EN BORO:
FUNDAMENTOS Y DESCRIPCION

La captura neutrónica en boro como terapia para tumores (Boron Neutron

Capture Therapy o BNCT) es una modalidad de tratamiento binario que se

encuentra en etapa de ensayo clínico en distintos centros del mundo para el

tratamiento de tumores de cerebro y melanoma. Su objetivo es dañar

selectivamente el tejido neoplásico. Cada componente por separado es inocuo para

las células normales de mamífero y puede ser manipulado en forma independiente

pero su combinación genera un efecto ietal en el tejido tumoral con escaso daño al

tejido normal (Barth R. F. y col. , 1990) (Fig. 1).

Fig. 1: Secuencia de eventos que se producen durante Ia terapia de BNCTpara el
tratamiento de tumores de cerebro.



La terapia de BNCT se basa en el concepto publicado por primera vez por

Gordon Locher en 1936 (Locher G. L. y col. , 1936). El isótopo estable del boro, 1°B,

interactúa con neutrones de baja energía (neutrones térmicos, <0.4eV)

desencadenando una reacción de captura en la que se escinde el átomo de 1°B

generando una partícula alfa (‘He) y un núcleo de 7Lide alta transferencia lineal de

energia (LET) y de rango corto 5-10 pm (Taylor H. J. y col. , 1935) (Fig. 2).

Um.

\ 1.47th
Neuhlín térmico

MB*—* G
7m

0.34 MeV

“NW
Gamma

478 MV

Fig. 2: Reacción nuclear producida por la captura del neutrón térmico por el 1°B.

Estas partículas de alto LET son suficientes para matar o esterilizar las

células donde se produce la reacción. Asimismo, el corto alcance de dichas

partículas Iimitaríael daño a las células normales en las cuales no se produce (ó se

produce en mucho menor grado) la reacción de captura. EI LET es una medida de

la densidad de las ionizaciones producidas cuando una radiación interactúa con el

tejido. A mayor LET habrá más cantidad de ionizaciones y por lo tanto mayor daño.

Dentro de este contexto, las partículas de alto LET serán más eficientes en producir

daño que la radiación de bajo LET como los rayos X ó gamma usados normalmente

en radioterapia.

Los dos componentes, el boro y los neutrones térmicos, se combinan

solamente en el momento oportuno para obtener el mayor efecto citotóxico en las

células malignas, depositando una dosis no tóxica en las células normales
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contiguas. La estrategia de la terapia consiste en administrar compuestos borados

que sean incorporados selectivamente a las células tumorales y cuyo contenido en

las células normales y en sangre sea significativamente menor. De ésta manera la

reacción de captura se producirá preferentemente en las células tumorales

generando partículas letales de alta transferencia lineal de energía y corto rango que

dañarían las células tumorales con escaso daño al tejido normal.

Para que el BNCTsea exitoso se deben localizar un gran número de átomos

de 1°B(aproximadamente 109 átomos/célula) en las células neoplásicas (alrededor

de 30 ¡ig/gramo de tejido) y un número suficiente de neutrones térmicos deben ser

absorbidos por los átomos de 1°Bpara desencadenar la reacción letal 1oB(n,oi)7Li.

(Barth R. F. y col., 1990). Es esencial que al menos uno de los componentes sea

confinado específicamente en la célula tumoral mientras que el otro componente ­

haz de neutrones- atraviesa todas las células de un área en particular. De este

modo, saber a priori la localización de las células tumorales no es necesario para

llevar a cabo su destrucción.

En el caso de los tumores de cerebro, el BNCT se aplica una vez que la

mayor parte dela masa tumoral ha sido extraída por cirugia. Dada la importancia de

conocer el contenido de boro para realizar los cálculos dosimétricos previos al

BNCT, es conveniente realizar un estudio de biodistribución del compuesto borado

en el momento de la cirugía. Este estudio consiste en administrar por infusión

intravenosa el compuesto borado. Desde el momento en que comienza Ia infusión

hasta varias horas luego de la operación, se toman muestras de sangre para realizar

el análisis de la concentración de boro. También se analizan muestras de tejido

(tumor y si es posible tejido normal) obtenidas en el acto quirúrgico. Estos datos

permiten determinar la cantidad absoluta de boro en dichos tejidos y las relaciones

tumor/tejido normal y tumor/sangre para luego calcular la dosis que se entregará al

tumor y al resto de los tejidos durante el BNCT. Aproximadamente 2-3 semanas

post-cirugía se realiza el BNCT,para lo cual se administra el compuesto borado y se

realiza la irradiación con el haz de neutrones en el momento óptimo para lograr la

mayor cantidad absoluta de boro en el tumor y las mejores relaciones con respecto a

los tejidos normales y a la sangre.



Es importante destacar que cuando se practica el BNCT (en los tumores

cerebrales), la masa tumoral ha sido extirpada y el tratamiento está dirigido al tejido

residual. Como se trata de un sistema binario, es importante monitorear en todo

momento el aporte de cada uno de los componentes que van a contribuir a la dosis.

En el caso de los neutrones, esto se realiza controlando el flujo y tiempo que dura la

irradiación teniendo en cuenta la cantidad de boro. En el caso del boro es más

complicado. La cantidad de boro en sangre puede ser medida. ya que se toman

muestras de la misma durante la irradiación, y sobre la base de esto se regula la

cantidad de neutrones entregada. En el caso de los tejidos es más dificil, pues no

se pueden tomar muestras de tejido tumoral durante la irradiación y tampoco se

puede hacer un muestreo de los tejidos normales. Lo que se hace en este caso es

considerar que las concentraciones de boro en los tejidos son iguales a las

obtenidas en los estudios de biodistribución previos. Para esto se asume que las

células tumorales remanentes que no fueron extirpadas en Ia cirugia captarlan la

misma cantidad de boro que las células tumorales de Ia masa tumoral. Existen

varios estudios tendientes a determinar si esta presunción resulta cierta (Smith D. R.

y col. , 2001).

Existen diversos sistemas binarios que se encuentran en van'os estadios de

desarrollo. Estos incluyen el uso de radiosensibilizadores (Kennedy K. A. y col. ,

1987), terapia de activación por fotones (Amaldi U. y col. , 1994; Laster B. H. y col. ,

1993), terapia fotodinámica (Diamond l. y col. ,1972), y terapia génica (Caruso M. y

col. , 1996). La iniciativa de desarrollar nuevos métodos para el tratamiento del

cáncer ha surgido como una respuesta a los limitados resultados que se han

obtenido con las terapias existentes. En la mayoría de los tumores sólidos, la

extirpación quirúrgica del tejido transformado es el método de elección. Sin embargo

existe siempre una incerteza inherente a focos de recurrencia originados por células

tumorales que no fueron debidamente removidas. La clara dificultad en desarrollar

terapias contra el cáncer resulta de la necesidad de destruir dichas células

selectivamente sin comprometer las células normales de las cuales ellas derivan

como así también otras células que son esenciales para la homeostasis normal. La

cirugia sola no es capaz de cumplir con dicho objetivo terapéutico y por esta razón

debe ser usada en combinación con radioterapia convencional y quimioterapia. En

el caso de la radioterapia, la dosis requerida para destruir las células cancerosas es

de tal magnitud que el tejido normal circundante puede verse seriamente
5



comprometido (Sano K. 1986). Similarmente. en el caso de la quimioterapia, el

efecto de la droga no está confinado a las células tumorales. Una vez más la dosis

administrada está limitada a la tolerancia del tejido normal (Kornblith P. L. y col. ,

1988). Un problema adicional es que no es posible revertir algunos efectos tóxicos

producidos por Ia radiación y/o quimioterapia.

En esencia el BNCT es una terapia radiante cuyo objetivo es erradicar las

células tumorales (aún aquellas cuya localización no es completamente conocida)

con escaso daño al tejido normal. El fundamento de la técnica seria su selectividad

biológica basada sobre la acumulación preferencial de los compuestos borados en el

tumor. Su ventaja terapéutica potencial permitiría eliminar todas las células

tumorales. evitando asl el desarrollo de focos de recurrencia.

1. 2. ESTUDIOS CLÍNICOS

Los ensayos clínicos de Ia terapia por captura neutrónica en boro (BNCT)

fueron iniciados en el año 1951 en el Brookhaven National Laboratory (BNL)

(EE.UU.) por Sweet y col. (Sweet W. H. y col. , 1951) Javid y col. (Javid M. y col. ,

1952) y Farr y col. , (Farr L. E. y col. , 1954a; Farr L. E. y col. , 1954b; Farr L. E. y

col. , 1954c) para el tratamiento de tumores cerebrales usando borax como

transportador de boro. Estos ensayos clinicos finalizaron en el año 1961 cuando el

programa de NCT en EE.UU. fue interrumpido luego del tratamiento de 17 pacientes

portadores de glioblastoma en el Massachusetts Institute of Tecnology en 1960-1961

pues este estudio arrojó resultados desalentadores (Sweet W. E. y col. , 1963) y los
efectos secundarios del tratamiento fueron severos. Se observó edema cerebral

agudo, fibrosis pen'vascular y especialmente la aparición de necrosis cerebral a los

pocos meses luego del tratamiento (Asbury A. K. y col. , 1972; Farr L. E. y col. ,

1961). Puede encontrarse un resumen de los ensayos clínicos en EE.UU. en un

trabajo publicado por Slatkin (Slatkin D. N. y col. , 1991; Slatkin D. N. y col. , 1986)

donde también se analizan exhaustivamente las posibles razones por las cuales

dichos programas no fueron exitosos. Brevemente. las razones radicaron en la falta

de selectividad de los compuestos borados y la escasa penetración de los haces de
neutrones.



Los trabajos en BNCTfueron reanudados posteriormente en el año 1968 en

la Teikyo University (Japón) por el Dr. H. Hatanaka, con una modificación del

protocolo empleado por Sweet en los años 1960-1961. Se introdujo el

mercaptoundecahydrododecarborato ó BSH como compuesto portador de boro. La

droga fue inyectada directamente en una arteria que irrigaba al tumor. Además los

pacientes recibieron altas dosis de corticosteriodes, lo cual no fue posible en los

estudios en EE.UU. El tratamiento en el reactor fue realizado con radioterapia

intraoperativa. En una primera etapa se extirpó la masa tumoral. En una segunda

etapa se realizó la irradiación con neutrones térmicos a calota abierta, exponiendo el

sitio del tumor directamente al haz, mientras que se blindaron otras partes de la

cabeza (Hatanaka H. y col. , 1986; Hatanaka H. y col. , 1990). Entre los años 1968

y 1992. se trataron 120 pacientes con 119 tumores intracraniales y un paciente con

un tumor extracranial. Los resultados del grupo del Hatanaka hasta 1994 fueron muy

alentadores. Se obtuvo un Índice de sobrevida de 5 años en un 58% de los

pacientes portadores de glioma grado 3-4 si el tumor estaba localizado a menos de 6

cm de profundidad (Hatanaka H. y col. , 1991; Hatanaka H 8. Nakagawa Y., 1994).

En el año 1987 el Dr. Mishima y sus colaboradores comenzaron una exitosa

experiencia de BNCT para el tratamiento de melanomas (Mishima Y. y col. ,1989).

Las primeras experiencias clínicas fueron realizadas por el Dr. Y. Mishima y

colaboradores en Japón, utilizando como portador de boro el compuesto

borofenilalanina (BPA). Este compuesto es un análogo del precursor natural del

pigmento melanina y por Io tanto se incorpora a las células que sintetizan el mismo.

De un total de 20 pacientes tratados se obtuvo la curación completa en 15 (75%),

respuesta parcial en 4 y falta de respuesta en uno (Ichihashi M. y col. , 2000). El

mismo grupo trató 4 casos de melanoma facial, de dificil tratamiento quirúrgico, con

control completo en todos ellos (Fukuda H. y col. . 2000). Por su parte, el grupo de

Harvard-MIT ha tratado hasta el presente 4 pacientes con melanomas de las

extremidades, logrando una respuesta completa en 2 y una parcial en los otros 2

(Busse P., comunicación personal).

Paralelamente al programa iniciado en Japón utilizando BPA para el

tratamiento de melanomas. se reanudaron los ensayos clinicos en los EE.UU.
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auspiciados por el Departamento de Energía y aprobados por la Food and Drug

Administration (FDA) para el tratamiento de glioblastoma multiforme utilizando un

haz epitérmico (ver Antecedentes, sección 1.4) con aumento progresivo de la dosis

de radiación (Roberston J. S. y col. , 1989).

EI glioblastoma multiforme (GBM) es un tumor sumamente agresivo e

infiltrativoen los tejidos circundantes, aunque no produce metástasis a distancia.

Los tratamientos actuales incluyen la cirugía, seguida por radio o quimioterapia.

Debido a su alta capacidad infiltrativala cirugla no logra la extirpación del total de las

células tumorales y dada su resistencia a los tratamientos complementarios. se

produce generalmente la recidiva del tumor. La sobrevida promedio de estos

pacientes no sobrepasa los 12 meses y la calidad de vida dista de ser óptima, dada

la necesidad de los tratamientos complementarios a lo largo de ese período.

El objetivo de los ensayos clínicos fase I/II realizados en EE.UU. fue el de

determinar la tolerancia del tejido normal circundante al tumor. y solo

secundanamente evaluar en esta etapa la eficacia del tratamiento. Un primer grupo

de 38 pacientes con GBM fue tratado con cirugia seguida de BNCT, utilizando BPA

como dador de boro. No se observó daño significativo en el tejido cerebral normal

luego de la administración de una dosis de radiación de 8.944,8 Gy-eq en los 7

pacientes en los que se practicó la autopsia. Si bien 25 de los pacientes fallecieron,

el promedio de sobrevida, en un protocolo que no pretendía tratar el tumor como

objetivo principal, fue de 13 meses, similar a lo que se logra con los tratamientos

estándar. Debe remarcarse que esta forma de terapia se aplica una sola vez y que

esto contribuye a la mejor calidad de vida de los pacientes (Chanana A. D. y col. ,

1999).

El tratamiento de tumores malignos de cerebro se encuentra en ensayo

clínico Fase l/IIen Europa. El grupo de la comunidad europea que opera el reactor

de Petten (Holanda) comenzó sus tareas en 1997 con la participación de Holanda,

Alemania. Francia, Austria y Suiza. Se trata de un estudio Fase l con BSH, que

incluye 40 pacientes que se están tratando con BNCT luego de la cirugía del GBM.

Se evalúa Ia radiotoxicidad y sobrevida. Este protocolo ha sido aprobado por las

autoridades de los respectivos países y cuenta con el aval de la European

Organization for the Research and Treatment of Cancer ó EORTC (Gabel D._y col
8



1997; Sauerwein W. y col. , 2002; SauenNein W. y col. , in press). También se han

iniciado estudios de Fase l/ll en Finlandia (Kankaanranta L. y col. , 2000 ) y a partir

de 2001 en Checoslovaquia y Suecia para establecer la seguridad y posteriormente,

la eficacia del tratamiento. Los programas clinicos en BNLy Massachusetts Institute

of Technology (MIT) (Busse P. M. y col. , in press) terminaron en la primavera de

2000. En la actualidad el grupo MIT-Harvard ha modificado el haz de neutrones de

su reactor mediante la construcción del “Fissión Plate Converter" ó Placa de Fisión

para optimizar las irradiaciones y se prevé comenzar a tratar pacientes a principios

de 2002. En Japón se utiliza el BNCT intraoperativo empleando neutrones térmicos

y recientemente un haz compuesto por un mezcla de neutrones térmicos y

epitérmicos como tratamiento para glioblastoma multiforme y melanoma periférico y

metastásico a cerebro (Hatanaka H. y col. , 1994; Ono K. y col. . 1997; Matsumura

A. y col. , 1997; Chanana A. D. y col. , 1999).

Los resultados de los ensayos clínicos hasta la fecha son alentadores pero no

concluyentes. La comunidad cientifica internacional está haciendo grandes

esfuerzos para contribuir a mejorar la ganancia terapéutica de éste tratamiento. EI

esfuerzo está dirigido principalmente a entender la biologla y la radiobiologla del

BNCT, desarrollar nuevos compuestos borados que sean más selectivos en cuanto

a su incorporación a tumor, optimizar los haces de neutrones y los cálculos

dosimétricos y microdosimétricos. Se intenta explorar nuevas aplicaciones del

BNCT para lo cual se ha propuesto el tratamiento de diferentes neoplasias como

otros tumores de cerebro (astrocitomas, meningiomas), metástasis a cerebro de

melanoma y de tumores de pulmón, mama y riñón, otros cánceres de piel además

del melanoma, de glándulas salivales, de próstata y carcinoma de células

escamosas de la cavidad oral, laringe e hipofaringe (Busse P., comunicación

personal).

La búsqueda de nuevas aplicaciones de BNCT debería estar dirigida a

entidades que potencialmente pudieran beneficiarse de la ventaja terapéutica de

ésta técnica y cuyo tratamiento convencional no sea satisfactorio. En éste sentido el

tratamiento convencional de los tumores de cabeza y cuello (cirugia. radioterapia y/o

quimioterapia) no ha logrado mejorar la sobrevida de 52% a 5 años. Asimismo. las

cirugías son frecuentemente extremadamente mutilantes y las recurrencias

abundantes. Asi, éstos tumores podrian beneficiarse con terapias alternativas
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(Smith B. D. y col. . 1999; Khun' F. R. y col. , 1997; Khono N. y col. , 1996; Kamata

S. y col. , 1996; Kastenbauer E. y col. , 1999; Fu K. K. y col. , 1996). En éste marco.

el modelo de carcinogénesis en la bolsa de Ia mejilla del hámster como modelo de

cáncer oral contribuiría a abordar, desde el punto de vista experimental, el análisis

de una nueva aplicación de BNCT.

1. 3. COMPUESTOS DE BORO

EI concepto de NCT (Neutron CaptureTherapy) se basa en la observación de

que ciertos nucleídos - radioactivos y no radioactivos- poseen una capacidad inusual

de absorber neutrones térmicos (Locher G. L., 1936). Esta capacidad se describe

en términos cuantitativos como la Sección Eficaz de dicho átomo (Frielander G. y

col. , 1981). La capacidad de generar reacciones de captura aumenta con la sección
eficaz.

Existen varios nucleídos como el 6Li,1°B.157Gd.235Uentre otros, que poseen

alta sección eficaz. En la mayoría de los casos la sección eficaz es de al menos 2

órdenes de magnitud mayor que las secciones eficaces de los componentes

elementales normales de los tejidos lo cual permitiría una captura preferencial por

dichos átomos. Además de esta característica, existen otras variables que se

consideran cuando se selecciona un nucleído para su uso en NCT tales como: su

toxicidad, los productos de fisión generados en la reacción de captura y las

propiedades de los compuestos potencialmente portadores de dicho nucleído.

Durante los primeros desarrollos en el área de NCT se consideró al 235U

radioactivo como un posible nucleído (Fn'gerio N. A. y col. , 1958; Knock F. E. 1959;

Bases R. E., 1957). Los productos de fisión eran adecuados pero en general los

compuestos del uranio son tóxicos y además poco estables en medios biológicos

(Ej.: Uranyl protoporfirin).

Otro nucleído considerado fue el 6Lino radioactivo (Zahl P. A. y col. , 1940;

Zahl P. A. y col. , 1941). Las particulas de alto LET generadas eran del rango y

energía suficiente para destruir una célula. La mayor limitación fue que al ser un
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metal alcalino el 6Li en condiciones biológicas se escinde inmediatamente en
cationes de Litio.

El 1°B no radioactivo utilizado en BNCT es similar al 6Li en cuanto a los

productos de fisión (Kruger P. G. y col. , 1940; Sweet W. H. y col. , 1951). Una clara

ventaja del 1°Bcomparado con otros nucleídos, además de sus productos de fisión,

es que a partir de él se pueden sintetizar una gran cantidad de compuestos borados

debido a las uniones estables que se producen entre los átomos de boro y otros

elementos como el carbono, oxigeno y nitrógeno. Su pequeño número atómico le

permite reemplazar al carbono en muchas estructuras orgánicas y formar uniones

covalentes con heteroátomos que pueden ser muy estables como los carboranos

presentes en varios compuestos de boro. Por éstas razones, el 1°Bfue seleccionado

para desarrollar numerosos compuestos portadores de 1°Bpara su uso en BNCT.

Para que el BNCTsea potencialmente exitoso se deben cumplir las siguientes

premisas respecto del compuesto borado:

o Debe tener baja toxicidad de modo que a la dosis administrada sea bien tolerado

en animales y eventualmente en pacientes.

o El compuesto debe ser un portador eficiente de átomos de boro.

o La cantidad absoluta de átomos de boro incorporada al tumor debe ser suficiente

para producir las reacciones de captura con neutrones térmicos necesarias para

dañar el tumor (se considera necesaria Ia incorporación de 30 pg1°B/gó 30 ppm).

o La incorporación de compuesto borado al tumor debe ser selectiva para lograr

dañar el tejido tumoral minimizando el efecto en tejido normal. Se ha demostrado

que la relación tumor/tejido normal y tumor/sangre debe ser del órden de 3:1

(Soloway A. H. y col. , 1967)

Hasta el presente pocos compuestos de boro han sido aceptados para su uso
en tratamientos clínicos. Inicialmente los tratamientos se llevaron a cabo usando

borax, pentaborato y ácido bórico (Farr L. E. y col. , 1954b; Farr L. E. y col. , 1954c;

Locksley H. B. y col. , 1955). La falta de éxito de estos ensayos se debió en parte a

que Ia selectividad y permanencia en tumor del compuesto borado no eran

adecuadas. El ulterior desarrollo de compuestos tuvo como objetivo una mayor
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incorporación y permanencia del compuesto en el tumor en contraste con los niveles

en el tejido normal y la sangre.

Solo dos compuestos desarrollados posteriormente fueron aprobados para su

uso en pacientes: borofenilalanina (BPA) y mercaptoundecahydrododecarborato

(BSH). El BSH ha sido usado por Hatanaka y Nakagawa en Japón (Hatanaka H. y

col. , 1991; Nakagawa Y. y col., 1997) y en este momento es usado en los ensayos

clínicos en Europa. El BPA comenzó a ser usado en EEUU. en Brookhaven

National Laboratory en New York (Coderre J. A. y col. , 1997) y luego fue usado en

el Beth Israel-Deaconess Hospital/Massachusetts Institute of Techonology en

Boston. MA(Busse P. y col. , 2000).

1. 3. a) BPA y BSH

BPA BSH

El BPA es un derivado del aminoácido fenilalanina y es capaz de llevar

cantidades absolutas significativas de 1°Bal tumor con una buena relación tumor/

tejido normal y tumor/sangre. Fue sintetizado a fines de 1950 (Snyder H. R. y col. ,

1958) y ha sido usado en el ámbito clínico desde hace aproximadamente 10 años.

EI BPA no es tóxico a la dosis necesaria para efectuar la terapia según se ha

probado en diferentes modelos experimentales. Los estudios toxicológicos

demuestran que ratones y ratas inyectadas con BPA a pH neutro no muestran

signos de toxicidad sistémica a dosis de 5 y 3 g/kg respectivamente (Coderre J. A. y

col. , 1987; Taniyama K. y col. . 1989).



Este compuesto resultó de mucho interés para el tratamiento de melanomas.

Es un análogo de la tirosina. un sustrato para la sintesis de melanina en células

normales. Se ha observado la formación de un complejo entre el BPA y los

monómeros de melanina que son sintetizados activamente dentro de las células. En

el caso de los melanomas melanocíticos Ia formación de melanina aumenta

considerablemente y debido a esto también aumenta la captación de tirosina o

fenilalanina en las células tumorales (Mishima Y. y col. , 1989).

Posteriormente el BPA se usó como portador de boro para el tratamiento del

glioblastoma multiforme. Este compuesto posee un bajo peso molecular y sus

características químicas le permiten atravesar la barrera hematoencefálica. La

incorporación preferencial del compuesto en las células tumorales fue un hallazgo

empírico. Aún no se conocen exactamente los mecanismos involucrados pero se

supone que este fenómeno se deberia a una mayor necesidad o requerimiento de

aminoácidos por las células tumorales metabólicamente muy activas (Coderre J. A. y

col. . 1999a).

Otra hipótesis propone que debido a que las células del sistema nervioso

comparten un origen embrionario común con las células de la piel (incluidos los

melanocitos) en el ectodermo (una de las 3 capas embrionarias que da origen a

células del sistema nervioso y la piel), la acumulación de BPA en células de

gliosarcoma podría estar mediada por un sistema de transporte de aminoácidos

aromáticos responsable de aportar los precursores necesarios para Ia sintesis de

neurotransmisores. Este sistema de transporte estaría presente también en las

células de melanoma para proveer los precursores para la síntesis de melanina.

Se ha comparado la distribución de BPA y de tirosina tritiada (el verdadero

precursor de la melanina) en ratones portadores de melanoma (Coderre J. A. y col.

, 1990). El tritio de la tirosina se acumula en todos los tejidos metabólicamente

activos (tumor. epitelio intestinal, higado. médula ósea y tejido glandular) mientras

que el 1°B del BPA se acumula solamente en el tumor. Estas observaciones

sugieren que el sistema de transporte de aminoácidos aromáticos que comparten los

dos tumores mencionados no sería tan especifico en los neoplasmas y por lo tanto

seria capaz de importar BPA. Por el contrario, las células normales

metabólicamente activas incorporarían en mayor grado los verdaderos precursores

pero tendrian menor capacidad de incorporar BPA (Coderre J. A. y col. , 1992).



Existe una marcada heterogeneidad en las células tumorales dada por

diferencias en su actividad metabólica. grado de proliferación y diferenciación y nivel

de oxigenación. Esta diferencia entre los clones se manifiesta como una gran

heterogeneidad en la captación de boro por dichas células (Coderrre J. A. y col. ,

1998). También existe una gran variabilidad en la vasculan'zación de los tumores y

en la proporción de necrosis espontánea de los mismos. Se ha demostrado que

diferentes compuestos borados se comportan de distinta forma frente a estas

variables. El BPAse acumula preferentemente en células viables y con alta tasa de

proliferación y menos en las regiones necróticas de los tumores. El BSH se acumula

en zonas del tumor que proliferan, en células quiescentes del mismo como así

también en zonas necróticas y edema. (Patel H. y col. , 2000; Pignol J. P. y col. ,

1998; Neumann M. y col. , 2000).

Un aspecto muy importante que fue estudiado en detalle es la incorporación

del BPA a las células tumorales que infiltran el tejido normal circundante. Estas

células no pueden ser extirpadas por cirugía y si no se eliminan pueden constituir un

foco de recidiva. Cuando se realiza un estudio de BNCTse asume que luego de 2 h

de infusión, dichas células captarían el compuesto borado en las mismas

proporciones que las células de la masa tumoral principal. Según se ha estudiado

por técnicas de microscopía iónica (SIMS) esta presunción no sería del todo

correcta, debido a que se necesitarlan por lo menos 6 h ó más de infusión de BPA y

un tiempo de 24 h post-administración para llevar Ia misma cantidad de boro a la

masa tumoral y a las células infiltrantes (Joel D. D. y col. , 1999). Seria importante

considerar estos hallazgos dado que los protocolos clinicos actuales utilizan solo 2 h

de infusióndel compuesto borado y hasta el presente en la mayoria de los casos se

observa recurrencia (Smith D. R. y col. . 2001).

El BSH ha sido utilizado para el tratamiento de tumores cerebrales en Japón

desde hace 27 años. Es un compuesto que difunde y que solo atraviesa la barrera

hematoencefálica en regiones donde los capilares son más permeables o se

encuentran dañados como en el caso de la presencia de un tumor (Soloway A. H. y

col. , 1967). La afinidad selectiva del compuesto por el tumor con respecto al tejido

normal de cerebro está dada por esta característica, en contraste con una

selectividad a nivel celular como ocurre con el BPA. Asl. en el caso de los tumores
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de cerebro, el BSH es capaz de llevar suficiente cantidad de átomos de boro al

tumor y además posee baja toxicidad (Haritz D. y col. , 1994).

Un factor importante para la destrucción de las células tumorales es la

localización subcelular de la reacción de captura. El mayor efecto letal se lograrla si

la partícula de alto LET producida impactara en el núcleo de la célula. Por lo tanto.

es deseable que los compuestos de boro se acumulen dentro o cerca del núcleo. Se

ha estimado que la concentración de boro celular necesaria podría ser reducida en

un factor entre 2 y 5 si el compuesto de boro se localizara en o cerca del núcleo

(Hartman T. y col. , 1994; Gabel D. y col. , 1987; Kobayashi T. y col. , 1982).

En el caso del BPA, el boro intracelular se distribuye uniformemente entre el

núcleo y el citoplasma según se determinó por microscopía iónica luego de exponer

las células al BPA in vitro (Bennnet B. D. y col. , 1992; Bennnet B. D. y col. , 1994;

Chandra S. y col. . 1997) e in vivo, en tejidos de ratas inyectadas con BPA (Smith D.

R. y col. . 1996; Smith D.R. y col. . 1997). Existe bastante controversia con relación

a la localización subcelular del BSH; luego de exponer células en cultivo al BSH se

ha detectado la presencia de boro en el núcleo y en el citoplasma. Zha y col.

encontraron menor contenido de boro en el núcleo que en el citolplasma (Zha X., y

col. , 1992), mientras que en otro estudio realizado por Chandra y col. se encontró

una distribución uniforme del mismo (Chandra S. y col. . 1997). En tejido de

glioblastoma humano Otersen y col. describieron la presencia de boro en el núcleo y

también en el citoplasma unido fuertemente a estructuras celulares (Otersen B. y

col., 1997). Según Haselsberger y col. el boro del BSH en dicho tejido se localizaría

solamente en el núcleo (Haselsberger K. y col. , 1994).
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1. 3. b) Nuevos compuestos borados

Los nuevos compuestos de boro, también llamados compuestos de tercera

generación, poseen en general características bioquímicas y fisiológicas que

favorecen la selectividad celular con respecto a las estructuras diseñadas y

sintetizadas previamente. La Tabla 1 contiene una lista general de dichos

compuestos. Cada uno de ellos se basa en una estrategia particular para incorporar

mayores cantidades de boro a las células y aumentar a su vez la incorporación
selectiva al tumor.

El uso de precursores bioquímicos para tumores cerebrales (Spielvogel B. F.,

1994) se basa en que las células tumorales cerebrales se encuentran en división

celular a diferencia de las células normales dela glía y de las neuronas las cuales no

se dividen. Entre los compuestos que se desarrollaron existen nucleósidos que

pueden ser convertidos en nucleótidos para ser incorporados en el ADN ó ARN

(Rong F. G. y Soloway A. H., 1994), aminoácidos que pueden ser incorporados a

proteínas tumorales (Wyzlic l. M. y col. . 1994). y éteres de fosfolípidos que pueden

acumularse selectivamente en la membrana plasmática (Lemmen P. y col. . 1993).

Entre los compuestos de alto peso molecular utilizados se puede mencionar

las Iipoproteinas de baja densidad (LDLs) (Smith M. D. y col. , 1996) y Iiposomas de

varios tipos (Shelly K. y col. , 1992). Se ha encontrado una incorporación de boro

favorable (in vivo) en ratones portadores de tumores EMT6 subcutáneos utilizando

Iiposomas.



Tabla 1: Compuestos de Boro de tercera generación *

Unidades estructurales

. Precursores de ácidos nucleicos portadores de Boro.

Aminoácidos y péptidos portadores de Boro.

Lípidos y fosfolipidos.

Carbohidratos.

Lipoproteinas.

Liposomas.

Porfirinas y Phtalocianinas.
Moléculas de unión al ADN

Agentes alquilantes.

Intercaladores.

Moléculas de unión al surco de Ia doble hélice de ADN.

Poliaminas.

Moléculas Antisense (di- oligonucleótidos)

Antigenos portadores de Borol Unióna receptores.

Anticuerpos monoclonales bi-especificos.

Factores de crecimiento.

Hormonas.

Otros compuestos.
Radiosensibilizadores.

Fosfatos, Fosfonatos y Fosforamidatos.

Derivados cíclicos de la Thiourea.

Aminas.

9°???P’T‘PP'PPPP-OP'P’PPPNP-99'mr‘
Depresores del sistema nervioso.

i. Promazinas.

ii. Barbitúricos, Hidantolna.

' Chemical Reviews, June 1998, volume 98, number 4. Published by the American Chemical
Society



Otras estrategias llevaron al desarrollo de porfin'nas boradas (Kahl S. B. y Koo

M.8., 1992), compuestos de bajo peso molecular que resultaron de mucho interés y

sobre los cuales se ha trabajado mucho para poder utilizarlos en el área del BNCT.

La idea surgió a partir de la experiencia con compuestos similares utilizados corno

radiosensibilizadores en la terapia fotodinámica (otra terapia binaria) en la cual se

habla observado que las porfirinas poseían una incorporación selectiva y persistente

dentro de los tumores (Munday A. D., y col. , 1996; Spizziri P. G. y col. , 1996; Mark

A. y col. , 2001). Esta caracteristica permitió pensar que podrian constituir buenos

agentes portadores de boro. Esto motivó la investigación y síntesis de diversos

tipos de porfirinas boradas con el fin de aplicarlas a la terapia de BNCT. Se han

realizado numerosos estudios in vivo (Miura M. y col. , 1990; Miura M. y col. , 1992;

Khal S. B. y col. , 1990; Hill J. S. y col. , 1992) e in vitro (Fairchild R. G. y col. , 1990)

que demuestran la incorporación preferencial por las células tumorales de este

nuevo grupo de compuestos. En el caso de los tumores sólidos el mecanismo

preciso de incorporación aún no se conoce pero se supone que podría ser un

fenómeno mediado por receptores que se expresan diferencialmente en las celulas

tumorales según demuestran los estudios realizados por Callahan y col. , utilizando

una protoporlirina borada (BOPP) (Callahan D. E. y col. , 1999).

Entre las moléculas de unión al ADN se han desarrollado intercaladores de

ADN (Tjarks y col. , 1994), radiosensibilizadores (Scobie M. y Threadgill M. D.,

1992) y ciertos análogos de poliaminas boradas. Su incorporación preferencial a las

células tumorales (Holley J. L. y col. . 1992) se debería a una sobre-expresión del

sistema de transporte de poliaminas (Yuan Z. M. y col. , 1994). En condiciones

fisiológicas las poliaminas están involucradas en el empaquetamiento y

estabilización del ADN. Esta localización las convierte en moléculas muy atractivas

ya que su utilización en BNCT aumentaría la letalidad de la reacción de captura del

1°B(n, oi)7Li. Además, dichos compuestos serían capaces de entregar boro a las

células en proliferación y también a células quiescentes del tumor (Marton L. J. y

col. , 1995).
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Se ha estudiado la capacidad de compuestos de alto peso molecular como los

anticuerpos para funcionar como moléculas portadoras de boro. Los anticuerpos

monoclonales se han utilizado asociados a múltiples átomos de boro pero estos

inmunoconjugados poseen inmunoreactividad reducida y son incapaces de

transportar suficientes átomos de boro a las células tumorales (Alam F. y col. ,

1987). A ralz de ello se han ensayado otras estrategias como la de unir polipéptidos

borados (Barth R. F. y col. , 1986) con el fin de llevar mayor cantidad de boro al

tumor. Estas moléculas, por su mayor tamaño, quedaban retenidas en dos órganos

del sistema reticuloendotelial, el hígado y el bazo (Barth R. F. y col. _ 1994). Así,

resultó de interes desarrollar anticuerpos biespecificos (BsAbs) en los cuales uno de

los sitios reconoce a un antígeno del tumor y el otro sitio reconoce a los átomos de

boro (Liu L. y col. , 1995). Los estudios in vitro e in vivo realizados con el fin de

estudiar su incorporación a las células tumorales no son concluyentes (Pak R. H. y

col. , 1995). También se han estudiado moleculas que se unen a receptores

tumorales tales como el factor de crecimiento epidérrnico (Capala J. y col. , 1996).

En resumen, se puede decir que se han sintetizado una gran variedad de

compuestos borados de bajo y alto peso molecular y afortunadamente muchos de

ellos cumplen con los requisitos necesarios como la alta selectividad, incorporación,

permanencia y baja toxicidad in vitro e in vivo. En el caso de los tumores

cerebrales, podría ser ventajoso que estos compuestos tengan la propiedad de

atravesar la barrera hematoencefálica y acumularse en células tumorales dispersas

en el cerebro como ocurre con el BPA. En este sentido, sería importante que dicho

compuesto posea selectividad a nivel de la celula tumoral para impedir su

acumulación en células normales. Naturalmente. los requerimientos en cuanto a las

propiedades de los compuestos borados dependerán de la localización del tumor.

Los compuestos mencionados podrian utilizarse en combinación con otros agentes

para llegar a subpoblaciones tumorales diferentes (viables-necróticas) y mejorar las

relaciones y valores absolutos de boro obtenidos hasta la fecha.

19



1. 4. NEUTRONES TÉRMICOS

Los neutrones térmicos por sí mismos no producen daño en la célula tumoral

o en el tejido normal dado que su energía es insuficiente para ionizar los

componentes del tejido. Poseen una energía de aproximadamente 0,025 eV la cual

se encuentra muy por debajo del valor para la interacción elástica entre los

neutrones y los átomos de hidrógeno que están presentes tanto en el tejido tumoral

como en el normal. Para dicha interacción se necesita una energía que excede los

10 KeV (neutrones rápidos) y en este proceso se producen protones llamados

“recoil " los cuales son capaces de ionizar los componentes celulares (Zaider M. y

col. _1994). Solo cuando los neutrones térmicos se combinan con el 1oB se produce

una dosis de radiación que sí puede provocar daño celular. Por otra parte los

neutrones térmicos no son capaces de alcanzar gran profundidad en los tejidos. A

los 2,5 cm el flujo incidente se reduce al 50% (Sweet W. H. y col. , 1960). Dichos

neutrones entonces solo son útiles si la terapia del BNCT se aplica a lesiones

superficiales o poco profundas.

En la actualidad los haces de neutrones disponibles no son monoenergéticos

y contienen una mezcla de radiaciones: neutrones térmicos. epitérmicos. rápidos y

rayos gamma. Los dos últimos contribuyen a la dosis de radiación de forma no

selectiva por lo cual deberían ser minimizados.

Los haces de neutrones térmicos en la terapia de BNCT han sido usados

desde hace 30 años en Japón para el tratamiento de tumores de cerebro (Hatanaka

H. y col. , 1994; Soloway A. H. y col. , 1960). La irradiación se realiza a calota

abierta en la cual la masa cerebral se expone directamente al haz incidente. Esta

metodología. que hasta la fecha arrojó buenos resultados, resulta sumamente

compleja pues se debe exponer la masa cerebral en el momento en que se realiza la

irradiación. Este hecho motivó el desarrollo e implementación de haces de

neutrones epitérmicos. los cuales poseen mayor energía (0,5-10 KeV). Los

neutrones epitérmicos se termalizan (disminuyen su energía) a medida que penetran

en el tejido, alcanzando un pico térmico a 3-6 cm de profundidad lo cual permite el

tratamiento de tumores de localización más profunda (Moss R. L. y col. . 1997).
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Cabe recordar que la reacción de captura siempre se produce con neutrones

térmicos, no con neutrones epitérmicos (Fig. 3).

Haz de Neutrones
Epitérmicos del Reactor

Reacción de Captura en
Boro en las Células

Tumorales

Neutrones Termalizados o
Térmicos

Fig. 3: Termalización de los neutrones epitérmicos a medida que penetran en el tejido.

Existen diversos proyectos en el mundo con el fin de desarrollar haces de

neutrones para uso en BNCT. Actualmente se encuentran disponibles los haces en

Japón (JRR - 4, KUR), Comunidad Europea (HFR, PETTEN), EE.UU. (Harvard ­

MIT), Finlandia (FIR - 1), Suecia (R2 - 0) y Argentina (RA - 6).

La fluencia de neutrones necesaria para Ia terapia de BNCT es del orden de

1012- 1013n/cmz. Actualmente esta fluencia sólo ha sido generada a partir de

reactores nucleares por un proceso de fisión. Si esta modalidad terapéutica se

extendiera, se podría considerar el uso de aceleradores los cuales podrían

Iocalizarse fácilmente en un hospital. Actualmente la tecnología de aceleradores

para BNCT ha llegado a un nivel de desarrollo que permitiría su implementación

(Allen D. A. y col. , 1995; Yanch J. C. y col. , 1993; Wang C. K. y col. , 1989; Burlon

A. A. y col. ,2001a; Burlon A. A. y col. , 2001b).
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1. 5. RADIOBIOLOGÍA DEL BNCT

La terapia por captura neutrónica (BNCT) produce una mezcla de

componentes de dosis de radiación. Entre esos componentes existen partículas

llamadas de alta transferencia lineal de energía (LET) que son básicamente

particulas pesadas como iones, particulas alfa, protones, neutrones etc. y radiación

de bajo LETcomo los rayos gamma. A igual dosis de radiación las particulas de alto

LET producen mas daño en los tejidos que las de bajo LET pues son capaces de

depositar mayor cantidad de energia en la misma unidad de volumen.

Los componentes de la reacción de BNCTen los tejidos son:

1. Componente gamma del haz de neutrones.

2. Partículas alfa de 1,47 MeV, rango 9 pm, LET: 196 keV/pm generadas por la

reacción de captura del neutrón térmico en el 1°B.

3. Partículas de Litiode 0,84 MeV, rango 5 pm, LET: 162 keV/pm generadas por la

reacción de captura del neutrón térmico en el 1°B.

4. Rayos gamma (478 KeV de energia) producidos por la captura de neutrones

térmicos en el Hidrógeno presente en los tejidos en la reacción 1H(n,y) 2H.

5. Protones de alto LET (590 KeV) producidos por la captura de los neutrones

térmicos en Nitrógeno, en la reacción 14N(n, p) 14C.

6. Protones “recoil” (de energia cinética mayor que 10 keV) generados por la

colisión de neutrones rápidos del haz epitérmico con los núcleos de hidrógeno

de los tejidos en la reacción 1H(n, n1) p.

Analizando estas componentes de dosis, resulta claro que la ventaja

terapéutica (dosis al tumor/dosis a las células normales) que se puede lograr con la

técnica de BNCT dependerá en gran medida de la acumulación preferencial de

compuestos borados en el tumor ya que las otras componentes de dosis están

presentes en tumor y tejido normal en magnitudes similares.

La dosis entregada a los tejidos durante el BNCTconsiste en los productos de

la reacción 1°B(n,oi)7Li sumada a una concomitante e inevitable radiación

inespecifica que está relacionada directamente con la duración de la exposición en
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el reactor, y es independiente de la concentración de boro en los tejidos. Debido a

estas contaminaciones (principalmente neutrones rápidos), no relacionadas con la

cantidad de boro. la tasa de dosis en el tumor y en tejido normal no resulta en un

factor proporcional que aumenta directamente con Ia concentración de boro. Para

maximizar la ganancia terapéutica, es más importante tener mayores cantidades de

1°Ben el tumor con relaciones tumor/tejido normal en un rango de 3:1 que menores

cantidades de boro y mayores relaciones tumor/tejido normal. Esto se debe al menor

tiempo de irradiación requerido en el primer caso para entregar la misma dosis al

tumor y menor dosis inespeclfica a los tejidos normales (Coderre J. A. y col. . 1996).

La proporción de dichos componentes de dosis difiere considerablemente

entre los distintos haces de neutrones utilizados en BNCT. Por esta razón. si solo se

expresa la dosis física de un experimento como dosis fisica total, esta misma dosis

en dos centros diferentes tendria distinta implicancia biológica. Por lo tanto, en

BNCTse hace necesario especificar cada uno de los componentes de la dosis por

separado ya que el efecto biológico para una misma dosis dependerá del aporte

proporcional de cada componente.

Para el cálcqu de la dosis total entregada en BNCT cada uno de los

componentes de alto LET debe ser multiplicado por un factor (Efectividad Biológica

Relativa o RBE) que se determina en forma experimental. Esto permite aplicar un

factor de corrección a la dosis de acuerdo a su efectividad biológica. El resultado de

Ia suma de todos los componentes de la radiación -multip|icados por el factor (RBE)

correspondiente- se expresa como unidades equivalentes de fotones o Gray

equivalente (Gy-Eq). Estos factores de efectividad biológica pueden variar entre

distintos tejidos como el cerebro, tumor y piel de acuerdo a la composición de cada

uno de ellos y a su radiosensibilidad. Asimismo, el RBE puede variar según el

parámetro empleado para evaluar el efecto biológico.

Las dosis expresadas de esta manera permiten 1) comparar los efectos del

BNCT en distintos animales ó modelos biológicos para los cuales se conocen los

efectos de Ia irradiación con fotones 2) tomar las variables biológicas o “end points"

que describen la respuesta a la radiación por fotones y utilizaresta información para

los protocolos de escalamiento de dosis en los ensayos clínicos de BNCT. Las

presunciones sobre las cuales se basan estos estudios dosis-efecto son solo un
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instrumento que permite la comparación del efecto de distintas terapias. En algunos

casos las dosis pueden ser sobrestimadas o subestimadas por Io cual se debe ser

muy cuidadoso en el cálculo de las mismas.

Usualmente el RBE se define como la relación de dosis de una radiación de

referencia (generalmente rayos X) con una radiación a ser testeada, que producen

el mismo efecto biológico en un sistema dado. Medidos de esta forma, los RBEs son

solo función de la calidad (LET) de la radiación testeada. Podemos decir que en Ia

radiobiología del BNCT el concepto tradicional debe ser corregido o mejorado. El

RBE para el componente de la reacción de captura en boro 1°B(n, a)7Li deberia

considerarse como el factor de efectividad biológica de un compuesto dado o CBE.

En este sentido el efecto biológico para un dado compuesto borado

dependerla de variaciones en su microdistribución dentro de la célula y en la

distribución en los diferentes tejidos. La forma de administración del compuesto

borado, el patrón de distribución dentro de la célula, la dosis por fracción, y el

tamaño del núcleo en la población celular pueden influir sobre la determinación

experimental del factor CBE. Por ejemplo, estudios de BPA en médula espinal de

rata han demostrado que el CBE es dependiente de la relación de captación de boro

entre la sangre y la médula (Morris G. M. y col. , 1997). Para el BPA se encontraron

valores de CBE desde 0.66 hasta 1,33 en tejido normal, dependiendo de las

condiciones experimentales.

EI abordaje experimental para el cálculo de los CBE debería ser el siguiente:

1) para cada tejido, definir una variable biológica ó “end point" cuantificable ó

respuesta a la radiación, 2) determinar la dosis de respuesta a una radiación de

referencia, 3) determinar la dosis de respuesta a un haz de neutrones solamente y

4) determinar la dosis de respuesta al haz de neutrones en presencia del compuesto

de boro. Una vez determinadas estas relaciones de dosis y respuesta es posible

estimar 1) el RBE del haz de neutrones, 2) el RBE de los componentes de alto LET

del haz (dosis por captura en nitrógeno + dosis de protones “ recoil"generados por la

captura en hidrógeno de neutrones rápidos), 3) el CBE para un compuesto en

particular (Coderre J. A. y col. , 1999a).
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Se ha estimado el CBE del BPA en distintos modelos biológicos utilizando

distintos parámetros biológicos que se describen en la Tabla 2.

Tabla 2: Valores de RBE y CBE para diferentes tejidos.

Componente de dosis Efectividad biológica relativa
(CBE ó RBE)

- Reacción de captura en Boro Tumor ( giiosarcoma 9 L) = 3.8al

Médula espinal de rata = 1.3b

Piel humana (descamación húmeda) = 2,5°

- Protones Tumor ( giiosarcoma 9 L) = 3,2“I

(Captura en N + Protones "recoil" Cerebro ( perro) = 3,3e
generados por la colisión de . _ f
neutrones rápidos del haz con Plel (perr°)'3‘0
núcleos de hidrógeno)

a Determinado por ensayo clonogénico in vivo/ in vitro del giiosarcoma 9 L de rata (Coderre
J. A. y col. , 1993), bdeterminado por estudios dosis-respuesta de medula espinal de rata
utilizando como parámetro ó “ end point " la parálisis de la pata dentro de los 7 meses
(Morris G. M. y col. , 1994a; Coderre J. A. y col. , 1995), ° determinado por BNCT con
neutrones térmicos de melanoma cutáneo de pacientes (Fukuda H. y col. , 1996). d
determinado en perros normales en el haz de neutrones epitén'nicos de BMRR usando
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) para detectar daño a la barrera hematoencefálica
(Gavin P. R. y col. . 1992; Huiskamp R. y col. , 1996). ° determinado en piel de perros
utilizando el haz epitérrnico de neutrones de BMRR (Gavin P. R. y col. , 1992).

Resulta muy útil establecer valores universales para el RBE de todos los

componentes de dosis en BNCT.Sin embargo este tema resulta aún controversial y

a la vez sumamente interesante como objeto de estudio. Distintos centros

internacionales han aportado datos con respecto al comportamiento de los diferentes

componentes de la radiación que deberían tenerse en cuenta en el momento de

sacar conclusiones al respecto. Se ha descripto el fenómeno de “supra-aditividad "

que se refiere al hecho de que hay evidencias de que los rayos gamma en un

ambiente de radiación de alto LET se comportan más como radiación de alto LET

que como radiación de bajo LET (Morris G. M. y col. .1996).
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Los valores de RBE entonces variarían con el espectro de neutrones, la

energia, la profundidad. la dosis y con las componentes de dosis. También

dependen del tejido, variable biológica ó “end point " considerado, número de

fracciones y la tasa de dosis (EU- Workshop. Green College. Oxford 2001). Por

ejemplo, se debe pensar en un “end point“ adecuado para lo que se busca analizar.

Una sobrevida del 1% seria útil para analizar el efecto de una radiación en el control

de tumor pero no para estudiar efectos sobre el tejido normal.

Se pueden estimar las dosis requeridas para el control del glioblastoma a

partir de datos de literatura para las terapias con fotones y neutrones rápidos y

comparar estas con las dosis utilizadas en BNCT(Tabla 3).

Tabla 3: Dosis para el control del glioblastoma en humanos y dosis a cerebro
normal con terapias convencionales.

Terapia Dosis

- Radiocirugía estereotáctica combinada con 60-72 Gy-Eq(Tumor)

terapia convencional por fotones fraccionada * 14,5 Gy-Eq(Cerebro)

- Terapia convencional por fotones: una fracción 31,7 Gy-Eq(Tumor)

- Neutrones rápidos *" 29-39 Gy-Eq

* (Masciopinto J. E. y col. , 1995)
“ (Laramore G. E. y col. , 1997)

Simplemente a modo de ejemplo, se presentan algunas de las dosis

empleadas en los ensayos clínicos en Brookhaven National Laboratory, EE.UU. En

el primer grupo de pacientes tratados con BNCTen BNL,la dosis pico en el cerebro

normal fue de 10.5 Gy-Eq que corresponde a una dosis promedio en cerebro normal

de aproximadamente 2,8 Gy-Eq. La dosis máxima entregada al tumor fue estimada

en un rango de 48- 64 Gy y la dosis minima fue de 20-30 Gy-Eq (Coderre J. A. y col.

, 1997; Chadha M. y col. , 1998). Se observó una recurrencia local en la mayoría de

los casos, aunque en algunos pacientes se ha documentado una necrosis extensiva

del tumor en cortes histológicos de material de autopsia. Una consideración muy

relevante fue la estimación de Ia dosis entregada a las células tumorales que infiltrzrg>



el tejido normal dentro del (“target volume") que incluye al tumor más 2 cm de

margen de tejido cerebral circundante al tumor observado por resonancia magnética

nuclear (RMN). La dosis mínima calculada en estas células infiltrantes en el primer

grupo de pacientes de BNLestuvo en el rango de 8-16 Gy-Eq. Dichas dosis fueron

bien toleradas por los pacientes. El tiempo promedio de sobrevida desde el

diagnóstico inicialen 10 pacientes fue de 13,5 meses.



2. INTRODUCCIÓN

2.1. MQDELO DE CÁNCER ORAL: BOLSA DE LA MEJILLA
DEL HAMSTER

El modelo de Ia bolsa de la mejilla del hámster es el modelo experimental de

cáncer oral humano más aceptado en el ámbito de la literatura internacional (Salley

J. J. y col. ,1954; Shklar G., 1979). Fue desarrollado originalmente por Salley (1954)

y estandarizado por Morris (1961) para garantizar la reproducibilidad de las lesiones.

Las ventajas del modelo consisten en: la similitudentre la mucosa de la bolsa de la

mejilla del hamster y la mucosa oral humana (en términos de histologla.

histoquímica y ultraestructura), Ia ausencia de carcinomas espontáneos, el

desarrollo de lesiones displásicas precancerosas comparables a las humanas. y la

sensibilidad del sistema a la modulación sistémica vía vitaminas, hormonas y drogas

(Shklar y col. , 1979)

La bolsa de Ia mejilla del hamster es anatómicamente similar a un “bolsillo”

(Fig. 4) en el espesor de cada mejilla. Solo está comunicado con la boca en las

comisuras, y está recubierto por epitelio escamoso estratificado semejante a la

propia cavidad oral. La bolsa de la mejilla es de fácil acceso permitiendo asi su

topicación con diferentes sustancias tales como carcinógenos químicos (Fig. 5).

Asimismo, las bolsas pueden ser evertidas fácilmente para ser irradiadas localmente

y realizar el seguimiento macroscópico del comportamiento de los tejidos.

Eventualmente se pueden correlacionar los parámetros macroscópicos de

evaluación con estudios histopatológicos de tomas biopsias o de muestras de tejido

obtenidas después del sacrificio del animal.
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Fig. 4: Bolsa de la mejilla normal del Hámster evertida para su observación.

Fig. 5: Inducción tumoral mediante Ia aplicación local periódica de un carcinógeno químico
(DMBA).
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El desarrollo de un tumor maligno involucra complejas interacciones entre

diversos factores, tanto exógenos (ambientales) como endógenos (genéticos.

hormonales, etc.) (Weinstein I. B. y col. _ 1982). El desarrollo de modelos

experimentales de carcinogénesis ha permitido identificar, en la mayoria de los

casos, una secuencia caracterizada por las siguientes etapas: Iniciación,

Promoción y Progresión. La fase de iniciación es inducida por compuestos

genotóxicos y resulta de eventos mutacionales. La iniciación ocurre en células

individuales que luego se multiplicandando lugar a la formación de clones celulares.

El crecimiento de estos clones es el proceso de promoción tumoral. Las células de

estos clones pueden sufrir mutaciones adicionales originando células con mayor

potencial de proliferación. Esta secuencia de mutación y crecimiento selectivo de

nuevos fenotipos puede repetirse resultando en la aparición de tumores de mayor

malignidad que son característicos de cada modelo (progresión) (Schulte-Herman y

col. , 1994).

Las sustancias promotoras no son, en su mayoría, carcinogénicas por sí

mismas y, en ausencia de iniciación. producen cambios reversibles en Ia

proliferación y expresión fenotípica de las células. La aplicación de una dosis

subumbral de un carcinógeno completo, que en esta dosis actúa como iniciador,

seguida por tratamiento repetido con un promotor no carcinogénico induce la

formación de tumores. Una dosis alta y única de un carcinógeno como el 7. 12­

dimetilbenz(a)antraceno (DMBA)es capaz de inducir tumores en piel de ratón. Si se

disminuye la dosis. se hace necesario administrar el DMBAen forma reiterada para

inducir los tumores.

En el modelo de carcinogénesis de mucosa bucal de hámster las etapas de

iniciación. promoción y progresión no se definen claramente. La forma

universalmente utilizada es Ia aplicación da DMBA en dosis repetidas como

“carcinógeno completo". A medida que se van produciendo las topicaciones se van

estableciendo diferentes tipos de lesiones de agresividad creciente.

Los protocolos de carcinogénesis en Ia bolsa de la mejilla inducen

alteraciones precancerosas y lesiones tumorales muy similares a las lesiones que se

desarrollan en la mucosa oral humana, si bien existen algunas diferencias

anatómicas e histológicas (Morris L. 1961; Santis H. y col. . 1964). La inducción
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química de la carcinogénesis sería un proceso semejante a la cancerización

espontánea de la boca humana. La mucosa bucal se ve con frecuencia sometida a

la acción de agentes exclusivamente hiperplasiantes -como las irritaciones por

alimentos, lesiones dentarias, y el alcohol- o hiperplasiantes y mutagénicos -como el

tabaco ó las radiaciones, accidentales o terapéuticas —(Winder L. y col. , 1977).

Los tumores originados mediante los protocolos de experimentación con

DMBA son el resultado de las capacidades combinadas del carcinógeno como

iniciador y promotor. A partir de la segunda semana de topicaciones se van

evidenciando lesiones macroscópicas y microscópicas cuya gravedad tiende a

aumentar progresivamente en el transcurso del tiempo. No existe una correlación

estrecha entre tiempo de topicación y tipo de lesión debido a que distintos estadios

pueden coexistir en un mismo momento.

Fig. 6: Bolsa de Ia mejilla del Hámster tratada con DMBApor 16 semanas. La bolsa ha sido
evertida y exhibe una masa tumoral exofítica rodeada de tejido precanceroso.
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Se desarrollan progresivamente lesiones leucoplásicas, carcinoma in situ,

carcinomas exofiticos (Fig. 6) y endofíticos (después de las 14 semanas) (Slaga y

col. , 1992; Kohno N. y col. , 1996). Los tumores endofíticos son de mayor velocidad

de crecimiento, menor diferenciación y más ¡nfiltrantes Aparentemente no son

formas evolutivas de los tumores exofíticos, sino que constituyen dos formas

independientes.

Los tumores exofiticos de la bolsa estudiados en el presente trabajo se

asemejan a los carcinomas de Ia boca humana. Las figuras 7-11 muestran en forma

esquemática los distintos estadios del proceso de transformación maligna en

epitelio.

Fig. 7: Epitelio control ortoqueratinizado de 2-3 hileras de células, con capas de granulosa y
córnea bien definidas. Se observa una capa de células basales en proliferaciónactiva que dan
origen a capas superficiales de células en proceso de diferenciación. H &E; 200 X.
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Fig. 8: Bolsa tratada con DMBA: Epitelio con fibrosis y sin características microsoópicas
inusuales (NUMFpor sus siglas en inglés). H & E; 250X.

Fig. 9: Bolsa tratada con DMBA:Hiperplasia; las células del epitelio presentan apariencia
normal pero aumentan su índice de proliferación. H & E; 250X.



J
Fig. 10: Bolsa tratada con DMBA:Displasia; se observan alteraciones celulares morfológicas
y de orientación. H & E; 250X.

Fig. 11: Bolsa tratada con DMBA: Carcinoma semidiferenciado. Luego de un evento de
infiltracióndonde las células tumorales rompen la capa basal se desarrolla un tumor que
crece hacia la superficie de la bolsa y se denomina carcinoma exofitico. H & E; 250X.



El modelo del hámster se ha utilizado ampliamente para realizar estudios del

proceso de carcinógenesis inducido por agentes fisicos y químicos. Los agentes

iniciadores actúan mediante daño al ADN. De acuerdo a su naturaleza, se los

clasifica en fisicos. quimicos y biológicos. En cuanto a los iniciadores fisicos, los

absolutamente demostrados son Ia radiación ionizante y Ia radiación ultravioleta.

Respecto de los iniciadores químicos, los hidrocarburos aromáticos policíclicos

constituyen las sustancias mejor estudiadas. En modelos de cancerización epitelial

se ha demostrado su acción como iniciadores tumorales, e incluso como

carcinógenos completos.

Los estudios realizados en el modelo de la bolsa facial del hámster tuvieron

como objetivo la comprensión del proceso de carcinogénesis, su modulación y la

prevención de su evolución en distintas condiciones. En nuestro laboratorio se han

evaluado las alteraciones en el conectivo subepitelial y su correlación con las

distintas fases de alteración epitelial (Mendez A. E. y col. , 1993; Collet A. M. y col. ,

1995), las variaciones de las regiones organizadoras del nucleolo asociadas a

cambios focales (Schwint A. E. y col. , 1995), el efecto sinérgico de la irradiación X y

el DMBA(Méndez A. E. y col. , 1994) y distintos marcadores histoquímicos de

alteración celular en respuesta a la radiación (Itoiz M. E. y col. , 1985; ltoiz M. E. y

col. , 1986; Schwint A. E. y col. , 1993).

Desde el descubrimiento de los rayos X, Ia radiación ionizante ha sido

reconocida como carcinógeno completo, aunque no se conoce en detalle su efecto

in vivo sobre las distintas etapas del proceso de carcinógenesis (iniciación,

promoción y progresión). En epitelios escamosos estratificados sin lesiones previas,

las radiaciones ionizantes producen hiperplasia y cambios enzimáticos

característicos del aumento de actividad celular (Cabrini R. L. y col. 1970; ltoiz M. E.

y col. , 1977; Klein-Szanto A. J. P. y col. , 1970; KIein-Szanto A. J. P. y col. , 1972;

Klein-Szanto A. J. P. y col. , 1974) que podrian conducir a la formación de tumores,

si actuaran sobre células previamente iniciadas. La exposición de células a la

radiación ionizante resulta en eventos moleculares asociados con el proceso de

progresión tumoral (Woloschak y col. , 1990; Sherman M. L. y col. ,1990). Se ha

sugerido que la acción de este tipo de radiación sobre la iniciación y progresión

tumoral se relaciona con su habilidad de generar radicales libres y causar daño al
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ADN (Mitchel R. E. y col. , 1992). Así, la radiación ionizante produciría efectos como

iniciador y pormotor tumoral (Ootsuyama A. y col. , 1988).

Si bien hasta el momento no existen datos precisos sobre la forma de

activación que producen los diferentes tipos y dosis de radiación sobre el genoma de

las células basales del epitelio, existen evidencias de la acción sinérgica con los

carcinógenos químicos (Lun'e A. G. 1983; Lurie A. G. y col. . 1987). Lurie demostró

que la aplicación repetida de 0,2 Gy de rayos X durante y después del tratamiento

con DMBA,estimula la carcinogénesis inducida en la bolsa de la mejilla del hamster.

El tiempo post-irradiación tiene gran importancia en la determinación del efecto de la

interacción entre irradiación y DMBA. No se sabe aún si ocurre un fenómeno similar

cuando se produce la interacción entre la irradiación y otros carcinógenos. Sobre la

base de estas evidencias resulta de interés el estudio de la transformación maligna

de epitelios sometidos a irradiación, con y sin interacción de carcinógenos químicos.

Desde la óptica de la terapéutica, seria de interés estudiar el efecto de la

radiación sobre los tumores ya desarrollados, a diferencia de los estudios descriptos

previamente, cuyo objetivo fue estudiar el efecto de la radiación sobre el proceso de

transformación maligna en si.

Existe un solo trabajo en la literatura acerca de utilización del modelo del

hamster para evaluar el efecto de una terapia radiante sobre los tumores una vez

concluido el protocolo de carcinogénesis. En dicho trabajo se aplicó una única

fracción de 20 Gy de rayos X en los tumores de la bolsa del hámster. Este estudio

muestra un efecto terapéutico transitorio a los 14 días post-irradiación evidenciado

por la ausencia de tumores. Este efecto terapéutico no fue suficiente para impedir el

crecimiento tumoral a los 39 días post-irradiación (Horn Y. y col. , 1971). EI efecto

terapéutico de 20 Gy de rayos X conllevó un 25% de muertes por la exposición a la

radiación y extensa necrosis e inflamación en la bolsa de la mejilla de animales

normales. indicando un daño considerable al tejido normal.
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El modelo de la bolsa de hamster brinda una ventaja significativa sobre los

modelos animales usados hasta Ia fecha para estudios de BNCT. La inducción de

tumores en la bolsa de Ia mejilla del hámster imita un proceso de transformación

maligna espontáneo y por ende permite estudiar el tejido tumoral, el tejido

precanceroso circundante al tumor y el tejido normal que da lugar a Ia formación de

tumores en animales cancenzados. Dado el conocido fenómeno de cancerización

de campo mediante el cual los tumores se desarrollarían a partir de áreas

multifocales precancerosas (Slaughter D. P. y col. , 1953; Cahan W. G. y col. , 1977;

Choy A. T. K. y col. , 1992; Wynder E. L. y col. . 1977; Silverman S. y col. , 1972;

Schwint A. E. y col. , 1994) es de gran relevancia clinica el contar con un modelo

que permite abordar el estudio del tejido precanceroso. Los modelos animales que

se basan en la implantación de células transformadas en un lecho de tejido sano no

brindan un modelo de tejido precanceroso (ver estudios de BNCTen otros modelos

experimentales).

Otra ventaja importante del modelo es que bn'nda la posibilidad de estudiar el

comportamiento de los tejidos orales normales que pueden limitar la dosis que se

puede administrar al tumor durante el BNCTde tumores de cerebro o si esta terapia

se aplica eventualmente a tumores de cabeza y cuello. Si bien los ensayos clínicos

de BNCT están orientados al tratamiento de glioblastoma multiforme y melanoma,

distintos grupos están explorando las posibles nuevas aplicaciones de ésta terapia.

En este marco, el modelo de carcinogénesis en la bolsa de la mejilla del hamster

contnbuiría a abordar, desde el punto de vista experimental, el estudio de una nueva

aplicación de BNCTa una patología que, como el cáncer de cabeza y cuello, podria

beneficiarse de terapias alternativas (Busse P. comunicación personal).
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2.2. ESTUDIOS DE BIODISTRIBUCIÓN Y BIOCINÉTICA DE
COMPUESTOS BORADOS EN DISTINTOS MODELOS
EXPERIMENTALES

EI pn'mer paso para validar el uso de un nuevo modelo experimental para

estudios de BNCT consiste en realizar estudios de biodistribución y biocinética con

un compuesto borado cuyo comportamiento se conoce en pacientes y/o en modelos

experimentales. Entre los compuestos de boro disponibles en forma comercial se

decidió utilizar el p-BPA para estudiar su incorporación en los tumores de bolsa

facial del hámster ya que su selectividad es debida a una caracteristica propia de las

células tumorales y nO a una característica anatómica como es la barrera
hematoencefálica.

Existe mucha experiencia en el uso de dicho compuesto en diversos modelos

biológicos. Se ha estudiado en detalle la incorporación del BPA en otros tumores

experimentales inyectados por vía intraperitoneal (i. p.), intragástrica (i. g.) (Coderre

J. A. y col. ,1992), intravenosa (i. v.), e intracarótidea (i. c.) -con y sin alteración de

la barrera hematoencefálica- (Barth R. F. y col. . 1997).

La mayoria de los estudios de biodistribución in vivo se realizaron en tumores

cerebrales de pacientes y modelos animales. Dentro de este contexto resultó de

mucho interés estudiar el transporte de los compuestos borados a través de la

barrera hematoencefálica a fin de entender su mecanismo y aumentar la

incorporación de boro por parte de las células tumorales. La barrera

hematoencefélica previene el pasaje de drogas ionizadas solubles en agua cuyo

peso molecular sea > 180 Da. El BPAes un compuesto de bajo peso molecular que

puede atravesar libremente la BBB pero con la desventaja de que también puede

ingresar libremente a las células normales. El BSH es un compuesto de alto peso

molecular que no puede atravesar libremente la BBB intacta. Solo Io hace cuando

ésta se encuentra dañada por la masa tumoral.
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EI aumento de la oferta de BPA ó BSH puede aumentar dramáticamente la

incorporación de boro en las células tumorales y la eficiencia terapéutica. Utilizando

el modelo de glioblastoma de rata F-98, Barth R. F. y col. (1997) han demostrado

que la inyección intracarotidea de BPA y BSH aumenta al doble la incorporación de

boro en el tumor comparado con la inyección intravenosa en el mismo modelo. Esta

concentración aumenta cuatro veces cuando la barrera se permeabiliza por el uso

de manitol. En contraste, los valores de boro en el cerebro normal 2,5 h post­

inyección fueron similares para todas las rutas. Los estudios de BNCT realizados

por el grupo de Barth en el Brookhaven National Laboratory (BNL) permitieron

comparar la eficacia terapéutica dela inyección i. v. vs i. c. con y sin alteración de la

BBB. La sobrevida de los animales que recibieron BPA ó BSH i. c. con ruptura de la

barrera aumentó en 188% y 117% comparado con los controles irradiados. El mejor

resultado fue obtenido utilizando ambos compuestos en combinación con la

inyección i. c. y la permeabilización de la barrera. Un 25 % de las ratas portadoras

del glioblastoma F-98 evidenciaron, por primera vez, cura total (Barth R. F. y col. ,

1997; Yang W. y col. , 1997).

La inyección intrapen'toneal produce mayores concentraciones de boro en

glioblastoma de rata que la inyección intragástrica en el mismo modelo. Cuatro

horas después de una inyección de 1200 mg/kg de BPA-F la concentración de boro

en el tumor fue de 89,6 i 7.6 ppm comparado con 39 d:5,12 ppm 3 h después de la

administración de dos dosis intragástricas de 700 mg/kg.

En conjunto, estos resultados demuestran que puede obtenerse una

importante ganancia terapéutica optimizando la oferta de los compuestos borados.

Existe una gran cantidad de compuestos borados llamados de 3° generación

desarrollados con el fin de lograr una incorporación mayor y más selectiva dentro de

las células tumorales. No todos los compuestos han sido exitosos y hasta la fecha

ninguno de ellos pudo incorporarse a los protocolos clinicos. Sin embargo algunos

de ellos han arrojado resultados sorprendentes en términos de incorporación y

selectividad. En particular queremos destacar un compuesto desarrollado por la Dra.

Michiko Miura y colaboradores del Medical Departament de Brookhaven National

Laboratory, Upton, New York. Se trata de una Carboraniltetrafenilporfirina lipofllica

llamada CuTCPH una la cual se puede clasificar dentro del grupo de las

tetrafenilporfirinas ó TTPs. En la Figura 12 puede verse su estructura.
39



‘ fin EPH

MW: ¡365.2
%B =3I.7
%10B = 5.86

CUTCPHJPG
É

Fig 12: Estructura del CuTCPH. Se observa el núcleo porflrico con Ia inserción de un átomo
de Cobre y 4 grupos borados que aportan en total 40 átomos de Boro por molécula. El
compuesto es de caracter Iipofílico.

A diferencia del BPA que posee un átomo de boro por molécula. el CuTCPH

contiene cuatro grupos borados (Boron Cage) con 10 átomos de boro cada uno

insertados en el núcleo de la porfirina, resultando en una cantidad total de 40

átomos de boro por molécula. En el centro del núcleo se encuentra un átomo de

Cobre (Cu67ó Cu“) el cual puede ser detectado por métodos no invasivos como la

tomografía computada de emisión de fotones simple (SPECT) ó la tomografía de

emisión por positrones (PET). dado que dicho compuesto es estable in vivo (Miura

M. y col. , 2001). La posibilidad de detectar el compuesto en forma no invasiva

constituye una ventaja muy importante con respecto a otros compuestos usados en

BNCT. Esto permitiría diseñar el protocolo de irradiación con datos certeros de

contenido de boro en tejidos para cada paciente. Los métodos habituales suponen

una localización homogénea y se basan en la obtención de valores promedio de

boro en el tumor y en el tejido normal en el momento de la cirugia. La extrapolación

al momento de la irradiación en el cual se irradia el tumor residual aproximadamente

3 semanas post-cirugía conlleva incertezas. Más aún, el uso de valores promedio

para distintos pacientes también introduce errores.

40



Existe una gran variedad de porfirinas sintetizadas para estudios de BNCT.

Sin embargo el mayor problema es que a las concentraciones terapéuticas resultan

sumamente tóxicas, por Io cual muchas de ellas han caído en desuso. La

característica más notable del CuTCPH es que combina una altlsima selectividad y

persistencia en el tumor con una muy baja toxicidad. Estudios realizados por Miuray

col. en ratones y ratas han demostrado que el CuTCPH no es tóxico aún a dosis

cuatro veces mayores (200p/g) que las necesarias. En general, puede decirse que

las especies insolubles en agua (TTPs) resultan menos tóxicas y llevan mayor

cantidad de boro al tumor que las TTPs solubles en agua y análogos del hemo

(Miura M. y col. . 1998).

Uno de los compuestos ensayados por Miura M. y col. (1998) NiTCP-H es

capaz de llevar mas de 100 ppm de boro al tejido tumoral con una relación de

tumor/sangre mayor a 500:1 y tumor/cerebro de 50:1, 4 días despúes de 6

inyecciones de 32 pg/g p.c. cada una dadas en 2 días sucesivos. Este compuesto

en ratones no resultó tóxico aún a dosis de 20 pg/g p.c. (200 mg/kg de p.c.).

Se ha comparado Ia incorporación de boro en el tumor y tejidos normales

mediada por el CuCTPH y por los compuestos tradicionales: BPA y BSH en un

modelo de carcinoma de mama EMT-6 implantado en ratones BALB/c (Miura M. y

col. , 2001). Los 3 compuestos fueron administrados en forma intraperitoneal con

una inyección simple. Las dosis fueron similares: 53 mg boro/kg p.c. para el BPA. 45

mg boro/kg p.c. para el BSH y 32 mg boro/kg p.c. con CuTCPH.

La mejor relación tumor/sangre lograda con CuTCPH fue de 42:1 a las 48 h

post-inyección. Esta relación fue muy superior a la relación de 2:1 y 1:1 lograda con

BPA y BSH a las 3 hs y 6 hs post-inyección respectivamente. Cuando se

administran 6 dosis de CuTCPH la relación tumor/sangre asciende a 300:1 luego de

2-6 días post-inyección. En resumen, puede decirse que el compuesto CuTCPH es

superior a los compuestos tradicionales como transportador de boro en un modelo

de carcinoma de mama implantado en forma subcutánea.
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2. 3. ESTUDIOS DE BNCT EN DISTINTOS MODELOS
EXPERIMENTALES

Todos los modelos animales utilizados en BNCTque han sido descn'ptos en la

literatura se basan en la implantación de células tumorales en un lecho de tejido

sano que frecuentemente no corresponde al tejido sano que da lugar a la formación

del tumor. Se han utilizadoratas portadoras de tumores cerebrales generados por la

implantación de células tumorales de gliosarcoma 9L ó GS-9L (Coderre J. A. y col. ,

1992) y glioblastoma indiferenciado F98 (Clendenon N. R. y col. , 1990) en el

cerebro de ratas Fischer 344, tumores mamarios murinos (KHJJ) implantados en

ratones BALB/c (Coderre J. A. y col. . 1990). tumores SCCVII en ratones C3H/He.

explantes de glioma humano U-87 MG s. c. en ratones nude, entre otros(Ono K. y

col. , 1999).

La terapia de BNCT resultó efectiva en la cura de distintos tumores

experimentales como los sarcomas murinos implantados subcutaneamente en el

muslo del ratón, utilizando pentaborato de sodio (como portador de boro) y

neutrones térmicos del haz de neutrones de BMRR (Farr L. E. y col. ,1967). El

BNCT mediado por BPA inhibió el crecimiento de melanomas con alta tasa de cura

en ratones. hamsters y cobayos (Mishima Y. y col. .1983; Coderre J. A. y col.. 1992).

El BPAtambién resulto efectivo en estudios de BNCTen explantes de melanoma de

hamsters implantados en el ojo de conejos (Packer S. y col. , 1992).

El primer tratamiento exitoso para tumores de cerebro experimentales

fue llevado acabo por Joel y col. (Joel D. D. y col. . 1990) utilizando la forma dimérica

del BSH en combinación con neutrones térmicos en el BMRR. Este estudio fue

seguido en 1992 por otro realizado en gliosarcoma de rata 9L utilizando BPA

(Coderre J. A. y col. , 1992). Dichos experimentos fueron repetidos en 1994, y se

observó un alto porcentaje de control del tumor (100%, n=16) sin daño al tejido

normal circundante en Ia mayoría de los animales que sobrevivieron (Coderre J. A. y

col. , 1994). El análisis por resonancia magnética nuclear (RMN) de dichos

sobrevivientes mostró una cicatriz en el sitio de implantación del tumor en todos los

animales curados. Un año post-tratamiento las ratas tratadas con BNCTexhibieron

un tejido cerebral relativamente normal por análisis de microscopía óptica y
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electrónica. Se observaron vasos sanguíneos intactos atravesando la cicatriz

tumoral. En contraste, los sobrevivientes de largo plazo irradiados con rayos X

demostraron una extensa atrofia cortical. pérdida de neuronas y ruptura de la barrera

hematoencefálica particularmente rodeando la cicatriz del tumor. (Coderre J. A. y col.

, 1994).

Estudios adicionales realizados por Saris y col. , (Sans S.C. y col. , 1992)

utilizando el glioma murino GL 261 y Matalka y col. , (Matalka K. Z. y col. , 1993)

utilizando una línea celular de melanoma humana (MRA 27) implantada en el

cerebro de ratas nude también demostraron la eficacia de la terapia de BNCT con
BPA.

EI tumor de células F98 ha sido muy utilizado en laboratorios de EE.UU.. Fue

producido inicialmente por Wechsler en el laboratorio Koestner de la Universidad de

Ohio State mediante la administración de una dosis simple de N-ethyI-N-nitrosurea

(ENU) (50 mg/kg de peso corporal) a ratas Fischer preñadas en el dla 20 de

gestación. El crecimiento in vitro de las células F98 fue descripto en detalle (Ko L y

col. .1980) y clasificado como un glioma anaplásico o indiferenciado.

Este tumor ha sido refractario a Ia quimioterapia con 1-(4 amino-2-methyI-5­

pyrimidinyl)methyl-3-(2-ch|oroethyl)-3-nitrosureahydrochloride (ACNU) radioterapia

(Kaneko S. 1983) y a la inmunoterapia adoptiva (Tzeng J-J y col. ,1990). El patrón

de crecimiento dentro del cerebro es de tipo infiltrantre siendo a su vez muy poco

inmunogénico (Tzeng J-J y col. , 1991). Un inóculo intracerebral de 10 células mata

invariablemente a los animales. Las características descriptas están íntimamente

relacionadas con el comportamiento del glioblastoma humano y por esta razón

resultó un modelo muy bueno para los estudios de BNCT (Barth R. F. y col. . 1998).

Las ratas portadoras del tumor F98 tratadas con BNCT han mostrado un

aumento considerable en la supervivencia. La sobrevida media de los animales no

tratados fue de 20 días luego de la implantación del tumor, de 25 días luego de la

irradiación con neutrones solos y de 60 (8.9 Gy-eq) y 120 dias (13,4 Gy-eq) luego

del tratamiento con BNCT, incluyendo sobrevivientes de largo plazo (12-15 meses).

Los tiempos de sobrevida luego del BNCT con p-BPA intragástrico (i. g.) fueron

significativamente mayores que los obtenidos con dosis de 15, 22,5 y 30 Gy de
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rayos X de 250 kVp. En el momento del BNCT los niveles de 1°Ben el tumor fueron

de alrededor de 40 ppm y las relaciones tumor/sangre y tumor/cerebro normal fueron

de 3.3:1 y 3.9:1 respectivamente (Coderre J. A. y col. ,1992).

La técnica de BNCT con inyección intragástrica de BPA fué posteriormente

mejorada con diversas estrategias de inyección con el fin de llevar mayor cantidad

de 1°B al tumor. También se estudió la administración de p-BPA en forma de

complejo con fructosa (BPA-F) lo cual aumenta su solubilidad. Luego de 4 h de una

inyección intraperitoneal (i. p.) de 1200 mg/kg de BPA-F la concentración de boro en

el tumor, sangre, y cerebro normal fue de 89,6 j: 7.6, 27,7 :l:2,8 y 17,5 i 1,5 ppm de

1°B respectivamente. Las dosis físicas absorbidas por el tumor fueron de 17 y 31,5

Gy. Todas las ratas que recibieron BPA-F i. p. y neutrones térmicos sobrevivieron

más de 8 meses. La incorporación preferencial de BPA y BSH por dicho tumor ha

sido aumentada considerablemente por la rotura de la barrera hematoencefálica con

una inyección intracarotidea de manitol (Yang W. y col. , 1996; Yang W. y col. ,

1997). Se ha observado un aumento dramático de la inhibición del crecimiento de

dichos tumores luego del tratamiento de BNCT cuando el BPA y BSH fueron

combinados con el manitol (Barth R. F. y col. , 1997).

Se han realizado estudios de BNCT utilizando nuevos compuestos de boro.

En particular se ha descripto el primer caso de la respuesta al BNCT mediada por

porfin’nasboradas que ha resultado efectiva en el control de tumores de mama EMT­

6 implantados subcutáneamente en la pata de ratones BALB/c (Miura M. y col. ,

2001). El mejor resultado en cuanto al control del tumor se logró con una dosis

absorvida (considerando un promedio de 85 pg/g 10Ben el tumor) de 66 Gy con un

porcentaje de animales (71%) que no mostraron signos de recurrencia a un año

post-tratamiento. Los efectos observados en dichos animales fueron una pérdida de

pelo transiente, no se observó daño en la piel de la pata irradiada como tampoco en

otras partes del cuerpo. La única disfunción motora observada en la pata irradiada

fue. en el 60% de los casos, una hiperflexión que no dificultó su locomoción. Los

estudios histológicos sobre cortes de la pata irradiada no muestan diferencias con

respecto a la pata contralateral. En resumen estos resultados demostraron que la

eficiencia del BNCT mediado por CuTCPH en el control del tumor es similar a la de

una dosis de 42 de 100kVp de rayos X pero con la ventaja que genera un daño
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significativamente menor a los tejidos normales situados en el campo de irradiación

tales como la piel y el músculo.

Se ha estudiado también el efecto del BNCTen los tejidos orales normales de

rata los cuales Iimitarlan la dosis al tumor en el tratamiento de tumores de cerebro

humano. Tres horas después de una inyección i. p. de 700 mg/ kg de p-BPA-F, la

concentración de 1°B en sangre y en mucosa de lengua fue de 21 y 23 ppm

respectivamente. La dosis fisica requerida para obtener un 50 % de ulceración

(DL 50)para la mucosa ventral de la lengua después de la irradiación con rayos X

fue de 13.4 Gy, para neutrones solos de 4,2 Gy y para BNCT de 3.0 Gy. En la

mucosa ventral de la lengua de ratón el efecto es comparable: la dosis requerida

para obtener un 50 % de ulceración (DL 5°) fue de 16,8 Gy (Moses R. y col. ,1986).

Normalmente el tiempo de aparición de las úlceras es de 6-7 dias

independientemente del tipo de radiación. La cicatrización estuvo relacionada con la

dosis y fue relativamente rápida (aproximadamente de 19 dlas). En resumen la

reacción de la mucosa de la lengua ventral de Ia rata a la irradiación con distintas

modalidades fue caracterizada por la aparición de eritema seguido de ulceración y

cicatrización.

Con relación a 100 kVp de rayos X, el RBE fue de 3.2 para neutrones solos y

4.9 para los productos de la reacción de captura en boro (ver sección Radiobiología).

La mucosa oral es sensible a la irradiación mediada por neutrones y podria

constituir un tejido limitante de la dosis en la aplicación del BNCT a tumores

cerebrales o a tumores de cabeza y cuello.
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2.4. EVALUACIÓN DE LA RESPUESTA DEL TEJIDO
TUMORAL Y DE LOS TEJIDOS NORMALES AL BNCT

La respuesta del tejido tumoral al BNCTha sido evaluada empleando distintos

criterios según los modelos animales utilizados. Se ha evaluado con un criterio

macroscópico la sobrevida de los animales con tumor luego del BNCT y Ia reducción

del volumen tumoral en tumores intracraniales (Farr L. E. y col. , 1967; Coderre J. A.

y col. . 1992; Matalka Z. M. y col. , 1993) y melanomas (Coderre J. A. y col. , 1991).

Para los tumores de cerebro se ha podido dignosticar la desaparición ó necrosis de

la masa tumoral mediante técnicas no invasivas como la RMN. Se ha observado

una cicatriz que aparece en la imagen de RMNcomo una zona de menor intensidad

de color en ratas sobrevivientes a largo plazo luego del tratamiento con BNCT-BPA­

F. Esta cicatriz tumoral corresponde a una zona acelular con una matriz de

colágeno (Coderre J. A. y col. , 1993).

Los estudios histológicos han servido para corroborar observaciones

macroscópicas y han servido de base para explicar o entender mediante qué

mecanismo la reacción de BNCTpodría provocar la muerte de las células donde se

produjo la reacción de captura. También se han realizado numerosos estudios in

vitro utilizando cultivos de células cancerosas tales como ensayos clonogénicos

(Wittig A. y col. , 1998), evaluación de formación de micronúcleos (Ono K. y col. ,

1999), frecuencia de mutaciones (Poller F. y col. , 1996; Kinashi Y. y col. , 2000)

entre otros.

Los tejidos normales que pueden limitarla dosis en los tratamientos de BNCT

dependen en parte del tumor tratado y de su localización. Sin embargo, se puede

considerar que hay tejidos comunes como la epidermis y la sangre que estarán

presentes en todos los casos y deben ser considerados en el momento de calcular la

dosis que se entregará durante el tratamiento.

Dependiendo de la dosis utilizada la piel irradiada exhibe efectos

característicos que en orden de severidad creciente incluyen: eritema. descamación

seca. pérdida del pelo, descamación húmeda y finalmente necrosis dérmica. Una

dosis única de 18 Gy produce descamación húmeda que generalmente indica el
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límite de tolerancia en radioterapia clinica (Douglas B. G., 1982). Las dosis simples

sustancialmente mayores que 18 Gy producen un daño critico en la vasculatura de

la dermis que lleva a la necrosis. Dependiendo de la energía de los fotones, la dosis

única máxima tolerada por la piel humana (tomando la necrosis dérmica como

parámetro de evaluación o “end point")se estima en un rango de 22,5-30 Gy (Cohen

L., 1966).

Se ha descripto la respuesta al BNCT de la piel de rata utilizando BPA y BSH

(Morris G. M. y col. , 1994c) tomando en cuenta los mismos "end points" descriptos

anteriormente. Esta respuesta se produce en dos fases: las reacciones agudas se

caracterizan por la aparición de eritema y descamación húmeda a las dosis más

altas (20,9-24,3 Gy-Eq) 11-21 días post-irradiación. Como respuesta tardía se

observa necrosis de la dermis a las 24-25 semanas post-irradiación con una

cicatrización que se prolonga para las dosis más altas y se completa 42-43 semanas

después de la irradiación. En todos los casos se observa pérdida del pelo para

dosis de 12,5-24,3 Gy-Eq (BPA).

La reacción de otro tejido normal como la mucosa ventral de la lengua de rata

a diferentes modalidades de radiación -incluldo el BNCT mediado por BPA- es

monofásica y se caracteriza por eritema seguido de ulceración y cicatrización. Las

úlceras se observan con todas las modalidades de tratamiento a los 6-8 días post­

irradiación (Coderre J. A. y col. _ 1999b). Se encontró una respuesta monófásica

similar en la mucosa de lengua y labio de ratón (Parkins C. y col. , 1983; Ang K. K.

y col. . 1985; Dórr W. y col. ,1993; Morris G. M. y col. ,1993) y mucosa oral humana

(Dutreix J. y col. , 1971; Van der Schueren E. y col. ,1983) luego de la irradiación

con fotones.

Existe una amplia evidencia de la activación del proceso de apoptosis en

respuesta a radiaciones ionizantes en adición a los mecanismos ya descriptos como

los cortes doble cadena que matan ó esterilizan las células en respuesta a dichas

radiaciones. Se ha estudiado la apoptosis en respuesta al BNCT de tumores

intracraniales F-98 implantados en rata Fischer (Domet M.A. y col. trabajo en curso).

Este proceso de muerte celular programada puede ser completado en un perlodo

tan corto como 4 horas (Bosman F. T. y col. , 1996). Este hecho determina que

haya solo una pequeña ventana temporal para determinar si un estimulo especifico
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es capaz de inducir apoptosis. Los estudios in-vivo de Domet M. A. y col. han

demostrado sin lugar a dudas que el BNCT produce un aumento del número de

células apoptóticas, que fue máximo a las 6 h post-tratamiento. comparado con lo

que ocurre en los animales control. Este hallazgo resulta sumamente interesante.

Asi. la apoptosis podría constituir un mecanismo de amplificación muy importante

por el cual las células tumorales que contengan menor concentración de boro (<109

átomos de 1°Bpor célula) podrian morir por apoptosis inducida por células tumorales

adyacentes con mayor contenido de boro. Este proceso de amplificación se

denomina efecto “bystander” y se refiere a los efectos biológicos en células no

irradiadas que ocurren como resultado de la exposición de células vecinas a dosis

muy bajas de radiación.

El efecto "bystander" se ha evidenciado utilizando radiación de bajo y alto

LET, si bien se postula que ocurriría por mecanismos diferentes en ambos casos.

Recientemente se ha descripto (Seymour C. B. y Mothersill C. 2000; Lyng F. y col. ,

in press; Mothersill C. y col. , in press; Mothershill C. y col., 2000) que la exposición

de células en cultivo y explantes de tejido a muy bajas dosis de rayos gamma 6°Co

(1 cGy-5 Gy) inducen la producción de uno o varios factores que son liberados por

las células irradiadas. Los mismos pueden aumentar la muerte celular por apoptosis

y necrosis, reducir la eficiencia de plaqueo, e inducir la síntesis de proteinas

involucradas en el control de Ia muerte celular en células que nunca estuvieron

expuestas a la radiación.

Nagasawa y Little(1992) han descripto la existencia del efecto bystander con

radiaciones de alto LET a muy bajo flujo. Ellos han demostrado que si se utiliza una

fluencia muy baja de partículas alfa, la probabilidad de que una célula sea

atravesada por una de ellas es menor que uno. En estas condiciones se ha

encontrado intercambio de cromátidas hermanas en células que no habían recibido

impacto alguno. (Nagasawa H. y Little J. B. 1992). Estos estudios han sido

confirmados y extendidos por Azzam y col. (Azzam E. l. y col. _1998; Azzam E. I. y

col. , 2000) y Deshpande y col. (1996). El hallazgo más importante de Azzam y col.

fué que en dicha respuesta estaban involucradas las uniones estrechas entre células

(GAP) mediadas por conexinas. Cuando dichas uniones fueron bloqueadas con un

inhibidorde las conexinas, el efecto bystander fue abolido.
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El efecto bystander es actualmente objeto de numerosos estudios.

Independientemente del mecanismo involucrado, resulta claro que los conceptos

previos acerca dela relación dosis-efecto relacionados con la inestabilidad genómica

deberian ser modificados para considerar la contribución del efecto bystander a

bajas dosis.

2.5. ANÁLISIS DE BORO

Desde el punto de vista de la quimica analítica, ya sea clásica como

instrumental, el boro es un elemento que acarrea dificultades en su detección,

determinación, separación química y especiación, debido fundamentalmente a sus

propiedades físico-químicas.

Dependiendo de la concentración y la masa de muestra disponible, la

determinación cuantitativa de boro en materiales biológicos puede llevarse a cabo

por diferentes técnicas. tales como absorción atómica (con llama ó con atomización

electrotérmica), espectrofotometría, potenciometría, titrimetría, emisión atómica,

espectrometría de masas, y activación neutrónica (prompt gamma). Los métodos

de espectroscopía de absorción atómica se encuentran entre los más adecuados

para la medición de bajas concentraciones, pero la formación de carburos de boro

en la llama o en los atomizadores del tubo de grafito afecta desfavorablemente Ia

repetibilidad de los resultados. La determinación rápida y con alta sensibilidad puede

realizarse por espectroscopía de emisión atómica con plasma inductivo (ICP-AES),

con la ventaja adicional de una reducción en las interferencias químicas generadas

por la matriz. Esta técnica ha sido adoptada por la mayoria de los centros

internacionales dedicados a llevar a cabo Ia técnica del BCNT. Solo es superada en

índices de performance analítica (límites de detección menores) por la

espectrometría de masas con fuente de plasma acoplado inductivamente (ICP-MS).

_E| ICP-AES posee alto poder de detección en la zona de los ng/g,

potencialidad de hacer un análisis multi-elemental en la misma muestra, buena

reproducibilidad, está libre de errores sistemáticos y es de fácil calibración. Existen

centros que usan o utilizaron en algún momento el espectrómetro de fuente de

plasma de corriente continua ó DCP para las determinaciones de boro. Estos
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instrumentos trabajan con una fuente de excitación de fuente continua (arco de

corriente continua) y poseen ciertas características que los sitúan en un lugar inferior

al ICP-AES. Es un instrumento sensible pero que exhibe poca reproducibilidad y

fénomenos de autoabsorción. Los átomos de un elemento en estado fundamental

absorben la emisión de otro átomo excitado previamente debilitando la intensidad

del flujode fotones, malográndose asi la relación lineal esperada.

La determinación de 1°B por técnicas nucleares (Prompt gamma) es un

método utilizado tradicionalmente en el que se observa la emisión gamma de 478

keV del decaimiento del núcleo de 7Li(generado por Ia reacción de captura en boro)

a su estado fundamental. Esta técnica no requiere de una preparación especial de

la muestra. es no destructiva, pero es de implementación dificultosa. EI sistema debe

estar asociado al flujo de neutrones proveniente de un reactor a potencias del orden

de los MW y el haz de neutrones incidente sobre la muestra debe ser filtrado para

eliminar la radiación gamma proveniente del reactor. Se deben utilizar geometrías

especiales y materiales absorbentes, y se deben implementar técnicas de difracción

de neutrones para desviar las componentes de interés del haz hacia la muestra. Es

necesario contar con un sistema de espectroscopía gamma de alta resolución, el

que debe ser ubicado cercano a la muestra para aumentar la eficiencia. De esta

manera el detector puede estar de sujeto a daños importantes por radiación. Se Ia

utiliza principalmente en la medición on-Iine de boro durante la irradiación con

neutrones en los tratamientos clínicos en los cuales la dosis de neutrones se corrige

permanentemente teniendo en cuenta la concentración de boro en sangre.
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3. OBJETIVOS

El objetivo general fue realizar estudios de BNCTen un modelo de cáncer oral

en la bolsa de la mejilla del hámster para estudiar una nueva aplicación del BNCT a

nivel experimental y realizar estudios básicos que contribuyan al conocimiento de la

biologia y radiobiologla del BNCT. Para ello se plantearon los siguientes objetivos

principales:

3.1. Estudios preliminares de BNCTen ratas Fischer portadoras de
glioblastoma

Es de notar que el proyecto de BNCT iniciado en la Comisión Nacional de

Energia Atómica (CNEA) constituye el primer intento de iniciar un proyecto de

investigación a nivel básico y aplicado en BNCT en la Argentina. Por este motivo y

dado que esta técnica presenta aspectos sumamente complejos, fue necesaria la

puesta a punto de numerosos pasos técnicos que llevarían a la implementación de

proyectos de investigación y aplicaciones clinicas. Es decir que no existia al

momento de iniciarse este trabajo ninguna experiencia previa con relación a este

tema. Fue por tal motivo que el proyecto fue orientado en una primera instancia a

corroborar que el sistema implementado arrojara resultados confiables, coherentes

con datos de la bibliografia internacional, antes de desarrollar un modelo animal

completamente novedoso como el de cáncer oral en Ia bolsa de la mejilla del

hamster. Por lo tanto en una primera instancia el esfuerzo estuvo dirigido a

reproducir el modelo de ratas portadoras de glioblastoma F-98 intracranial en rata

Fischer.

3.2. Estudios de BNCTen el modelo de Cáncer Oral en la Bolsa de
la Mejilla del Hamster

Una vez que las diversas técnicas fueron puestas a punto en un modelo

conocido, el objetivo fue el de realizar estudios para proponer el uso del modelo de

cáncer oral en la bolsa de la mejilladel hámster para investigación básica y aplicada

en BNCT y luego emplear el mismo para abordar distintas áreas de interés en

BNCT.
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3.3. Objetivos Específicos:

o Realizar estudios de biodistn'bución y biocinética con BPA-F, un compuesto

borado que se ha empleado en los ensayos clinicos en pacientes de glioblastoma

multiforme y melanoma.

o Dentro del contexto de la búsqueda de nuevos compuestos borados cuya

incorporación al tumor sea mayor y más selectiva, se propuso realizar un estudio

de biodistn’bución y biocinética de un nuevo compuesto borado, una

carboraniltetrafenilporfirina borada (CuTCPH) para evaluar su potencial ventaja

terapéutica respecto del compuesto tradicional.

o Determinar las variables biológicas de un tumor que modulan la incorporación del

compuesto borado.

o Estudiar la respuesta macroscópica y a nivel celular del tumor. del tejido

precanceroso y del tejido normal al tratamiento con BNCT (administración de

compuesto borado y posterior irradiación con un haz de neutrones térmicos).
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4. MATERIALES Y MÉTODOS

4.1. Técnicas de inyección en Hámster y Rata

Se puso a punto la inyección intraperitoneal e intrayugular de los compuestos

de boro (ácido bórico, ácido bórico enriquecido y BPA-F) en rata y hamster. Los

animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina y xilazina i. p. y luego

se inyectaron utilizando una u otra via. Para la inyección i. y. se realizó la cirugía

para exponer Ia vena yugular e inmediatamente se inyectó Ia solución con el

compuesto correspondiente con una jeringa de 1 ml y agujas de 26 G.

Posteriormente se realizó la sutura del tejido. El volumen administrado por via

intrayugular fue de 0.2 ml/100g de p. c. y hasta 2ml/100g de p. c. en la inyección

intraperitoneal. Por este motivose prepararon 2 soluciones de distinta concentración

en todos los casos. Las primeras pruebas se realizaron con Azul de Evans o

solución fisiológica para evaluar la sobrevida del animal después del procedimiento.

Se usó Ia misma técnica para los estudios de biodistribución y BNCT. En todos los

casos la sobrevida fue del 100 %.

4.2. Técnicas de anestesia en Hámster (Mesocricetus auratus) y
Rata

La puesta a punto de esta técnica resultó clave para el posterior uso de los

animales en la terapia de BNCT. Los animales debían permanecer 1 h

inmobilizados durante la irradiación en el reactor. Asimismo, la anestesia debía ser

segura para el animal. La irradiación con neutrones demanda un gran esfuerzo de

todo nuestro grupo. Esto hace particularmente importante que todos los pasos

técnicos esten debidamente ajustados. En el caso de los estudios de

biodistribución, también fue muy importante que los animales estuvieran

adecuadamente anestesiados con el fin de evitar el dolor en el paso de toma de

muestras de sangre y tejido.

Se probaron distintas combinaciones de ketamina/xilazina inyectadas como

una mezcla por vía intraperitoneal. Se tomaron como referencia valores de la

bibliografia basados en estudios en ratas Fischer, una mezcla de ketamina 15

mg/100g - xilazina 2,4 mg/1009 (Van Pelt L. F. 1977). Con dicha concentración las

ratas se murieron a 5 minutos post-inyección. Se probó también ketamina sola a
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una concentración de 15mg/1009 y también resultó letal (4 ratas en total). En el

caso de los hamsters, con dicha mezcla los animales permanecieron anestesiados

durante 40 minutos (3 hámsters) y con ketamina sólo 25 minutos (3 hámsters).

Luego de esta experiencia se probaron distintas proporciones de Ia mezcla anterior

hasta que finalmente, habiendo hecho pruebas en un total de 10 ratas y 28

hamsters, se obtuvieron las siguientes dosis que combinadas, resultaron efectivas.

reproducibles y seguras en todos los experimentos realizados. La duración de la

misma fue de: 60 minutos para hamsters y 120 minutos para ratas.

Ketamina Xilazina

Rata 9 mg/100g 1,3 mg/1009

Hámsters 13,9 mg/1009 2,1 mg/100g

4.3. Cultivo de células F-98(glioblastoma de rata Fischer)

La línea tumoral F-98 (glioma indiferenciado de ratas Fischer) fue cedida por

el Dr. R. Barth (Department of Pathology. The Ohio State University, Columbus. OH

43210, USA) al Dr. Mario Pisarev, Jefe del Departamento de Radiobiología de

CNEA. Estas células se cultivaron en medio Dulbecco's Modified Eagle (D-MEM).

suplementado con 3,7 g/L de bicarbonato de sodio, 1% de aminoácidos esenciales,

10 % de suero fetal bobino (SFB), 100 mg/L estreptomicina y 1000.000 U/L

penicilina. Antes de sembrarlas. las células fueron teñidas con Tripan Blue.

contadas en una cámara de Neubauer y sembradas en botellas de 25 crn2 en

cantidades del orden de 5 x 105. Luego se incubaron a 37 ° C en una atmósfera con

5 % de dióxido de carbono Cuando las células llegaron a la fase de quiescencia

(aprox. 48 h) fueron despegadas con 1 ml de tripsina-EDTA 0,25%. Una vez

centrifugadas y resuspendidas en medio. fueron sembradas en botellas de 25 cm2

con 5 ml de medio fresco de manera de continuar su propagación.
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Preparación de las células: Se preparó un inóculo de células F-98 para ser

implantadas en el hemisferio cerebral izquierdo de ratas Fischer. Este trabajo se

realizó en colaboración con la Lic.A. Dagrosa del Departamento de Radiobiología de

CNEA. Las células fueron teñidas con Tripan Blue y contadas en una cámara de

Neubauer. Se realizaron diluciones de las mismas hasta llegar a una concentración

de 5000-10000 células en 5 uL de medio de cultivo. Al mismo tiempo se preparó

una solución de agarosa de bajo punto de fusión al 2% (Agarose Type VII: Low

Gelling Temperature. SIGMA). Cuando la temperatura de la agarosa alcanzó los

37°C. 5 pL de la misma fueron mezclados con 5 uL de la solución de células. Por

último. el inóculo de 10 uL de células en agarosa al 1% fue sembrado en una placa

de 6 cm de diámetro con 4 mL de medio D-MEM y 10% de SFB e incubada en

estufa a 37° C. A las 48 h se comprobó que las células crecían normalmente.

Implantación de células en el cerebro de rata: Las células F-98 en

proliferación fueron tratadas con tripsina y disueltas según el protocolo anterior en

una concentración de aprox. 5000 cél/10uL de medio de cultivo D-MEMcon y sin

agarosa al 1%. La solución fue mantenida a 37°C en estufa hasta el momento de la

implantación.

Las ratas fueron anestesiadas con ketamina/xilazina (9 mg/1009-1,3/1OOgde

p. c. respectivamente) de a una por vez. Los animales anestesiados fueron

inmobilizados. se les cortó el pelo de la cabeza y se realizó una incisión en el cuero

cabelludo en la linea media de la misma. Se midieron las siguientes coordenadas

con una regla: 4 mm a la izquierda de la línea media, 1 mm anterior al Bregna y

sobre ese punto se atravesó el hueso del cráneo con un torno (Dremel Multipro,

10000-37000 rpm) con cuidado de no dañar la masa cerebral. Se realizó el

entrenamiento previo necesario para realizar este procedimiento sin la necesidad de

emplear un equipo de estereotaxia.

La suspensión de células (aprox. 5000 cél/10uL) con agarosa fue implantada

con una jen'nga Hamilton de 1ml a 5 mm de profundidad desde la superficie del

hemisferio cerebral izquierdo, a través del orificio producido en el cráneo. Se

tomaron las coordenadas descriptas para implantar las células en el “núcleo
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caudado", uno de los núcleos basales que corresponden a masas de sustancia gris

ubicadas profundamente dentro del cerebro. Se sabe que los tumores de los

núcleos caudado o Ientiformepueden causar severos síntomas motores o sensitivos

en el lado opuesto del cuerpo y por lo tanto resulta fácil detectar el crecimiento

tumoral.

Una vez terminada la inyección se realizó la sutura de la piel de la cabeza de

la rata y se le administró un antibiótico (Oxitetraciclina: 5 cucharadas/litro) para

prevenir infecciones dado que todo el procedimiento se realizó en un ambiente

limpio pero no estéril.

Las ratas fueron sacrificadas a partir del día 14 momento en el cual, según

datos bibliográficos (Barth R.F. y col. , 1997), el tumor alcanzaría un rango de peso

de 89-178 mg (diámetro de 2 mm). Luego del sacrificio se realizaron cortes del

hemisferio implantado para localizar la zona de implantación y desarrollo tumoral.

Las muestras fueron fijadas en formol 10 %, incluidas en parafina. cortadas y

tenidas con Hematoxilina&Eosina. Se realizó el análisis histológico de las muestras.

4.5. Cultivo primario de células de la glía normal de Rata

El cultivo se realizó para la eventual realización de estudios comparativos con

células tumorales F-98 empleadas en el modelo de tumor de cerebro en rata

Fischer. Para su preparación se utilizaronratas Wistar de 3 a 5 días de vida, de las

cuales se extrajeron por técnicas de disección los hemisferios cerebrales. Una vez

extraídos se realizó la disgregación enzimática con 5 mL de tripsina-EDTA 0,25%

durante 15 minutos a 37°C. La enzima se neutralizó con suero y medio de cultivo y

se realizó una disgregación mecánica con pipetas de 10, 5. 2, y 1mL

respectivamente. Las células obtenidas fueron centrifugadas y por últimosembradas

en placas de cultivo con medio F12/D-MEM, suplementadas con 10% SFB,

1.000.000U/L de penicilina. 100 mg/L de estreptomicina y 1,5 mg/L de anfotericina B

e incubadas en estufa a 37°C. Al cabo de 48 h (tiempo necesario para que las

células se peguen) se extrajo el medio y se lo remplazó por medio fresco.
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4.6. Inducción de Tumores en la Bolsa de la Mejilladel Hámster

Los hámsters Syrian (Mesocricetus auratus) fueron sometidos a un protocolo

de carcinogénesis quimica. Se aplicó un carcinógeno quimico completo, 7.12­

dimethylbenz(a)anthracene (DMBA),en la bolsa de Ia mejilla derecha del animal 3

veces por semana durante aproximadamente 12-14 semanas según el protocolo

estándar de carcinogénesis (Shklar G. 1979). Los hámsters fueron anestesiados

periódicamente y se examinaron las bolsas tratadas con el fin de monitorear el

desarrollo tumoral. Una vez que se desarrollaron los tumores exofíticos los animales

fueron usados para estudios de biodistribución, farmacocinética de los compuestos

borados y BNCT in vivo.

4.7. Estudios de Biodistribución y Biocinética

a) Ácido Bórico

El ácido bórico tiene una abundancia natural de 1°Bdel 20%, es bien tolerado

por los animales en las dosis ensayadas y se trata de un compuesto muy barato. Se

utilizó este compuesto para poner a punto todos los pasos de los estudios de

biodistribución para luego utilizar los compuestos enriquecidos en 1°B como el BPA

cuyo costo es mayor. Los animales fueron anestesiados con una mezcla de

Ketamina y Xilazina y luego fueron inyectados con ácido bórico: 10mg/2ml ó

20mg/4ml (i. p.) y 10mg/0,2ml ó 20mg/0.4ml (i. y.). El ácido bón'co se disolvió en

solución fisiológica y se llevó a pH: 7 con una espátula de bicarbonato de sodio. La

inyección se realizó con jeringas de 1m| y agujas de 26 ‘AG (i. p.) y 27 1/zG(i. y.).

Luego de 2,5 h (i. p.) y 1.5 h (i. y.) se tomaron las muestras de tejido y sangre.

Las muestras se pesaron y luego se almacenaron a -70°C hasta su análisis.

La concentración de boro en la muestra fue determinada por espectroscopía de

emisión por plasma inductivo de argón (ICP-AES).



b) Borofenilalanina (BPA)

Para realizar los estudios de biodistribución se utilizó la p-borofenilalanina

(BPA; L- enantiomero. > 98 % enriquecida en 1°B de Boron Biologicals, Inc. Raleigh,

NC) conteniendo 4,9 % de boro por peso de BPA. La inyección se realizó con una

solución del complejo BPA-Fructosa (BPA-F) preparado a una concentración 0.14 M

para administración intraperitoneal (i. p.) y 0,24 M para administración intravenosa

(i. v.). El BPA fue convertido en un compuesto más soluble por formación de un

complejo con fructosa en una relación 1:1 molar en PBS 1 X. El pH de la solución

fue llevado a 9.5-10 para permitir la formación de los complejos. Se utilizó NaOH 10

M y NaOH 1M para el ajuste fino siempre bajo agitación y controlando

continuamente el pH. Una vez que todos los sólidos estuvieron disueltos el pH se

reajustó a 7,2-7,4 con HCI 6 N y 0,6 N para el ajuste fino. Finalmente la solución se

llevó a la concentración adecuada por agregado de PBS 1 X en cantidad suficiente.

La solución obtenida es transparente (Yoshino K. 1989, T. R. LaHann 1993). Esta

solución fue esterilizada por filtración en un filtro de 0,22 pm de poro (Nalge

Company. Rochester, NY.)y almacenada a 4 °C hasta su utilización.

El BPA-F fue administrado intraperitonealmente (i. p.) a dosis de 300, 600 y

1200 mg/kg de peso corporal (p. c.). Los animales fueron sacrificados a diferentes

tiempos post-administración: 0; 0,5; 1; 1,5; 2,5; 3,5, 6 y 12 horas para la dosis de

300 mg/kg. de p. c.. Basados en estos datos, se seleccionó 3.5 h como el mejor

tiempo post.administración en relación a los valores absolutos y relativos de boro en

tumor. Este tiempo fue seleccionado para realizar la administración de dosis más

altas de BPA(600 y 1200 mg). Las muestras de sangre se extrajeron bajo anestesia

de la vena yugular con una jeringa con heparina. Se tomaron muestras de sangre.

tumor, tejido precanceroso circundante al tumor (bolsa tratada con DMBA),bolsa de

la mejilla normal (bolsa no tratada). mucosa de carrillo, mucosa de paladar. piel de

carrillo, lengua, hígado, bazo y cerebro. Un lote de hamsters no inyectados fueron

usados como control. Las muestras fueron pesadas y almacenadas a -7O °C

(tejidos) y 4 °C (sangres) hasta su uso. Las muestras fueron procesadas para el

dosaje de boro por ICP-AEScomo se describe en la sección 4.9 de Análisis de Boro.

La concentración de boro se expresó como partes por millón (ppm) de boro o pg de
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boro/g de tejido. Se utilizó un mínimo de 5 muestras por condición experimental con

un rango de 5-12 muestras.

Se realizó el análisis farmacocinético de la concentración sanguínea de boro

en función del tiempo. Para ello los animales se inyectaron por vla intrayugular y a

una dosis de 300 mg de BPng de p.c.. Se realizó una inyección “en bolo" en la

vena jugular expuesta quirúrgicamente. Los animales fueron previamente

anestesiados con una inyección i. p. de ketamina (140 mg/kg) y xilazina (21 mg/kg)

seguida de sutura de la piel. La sobrevida de los animales fue del 100%. Se

utilizaron 3 animales por punto. El análisis se realizó usando un programa de

regresión no lineal (WIN-NONLINprofesional 3.1.). Este estudio se realizó en

colaboración con Ia Dra. Nélida Mondelo del Laboratorio Gador.

c) Carboraniltetrafenilporfirina Borada (CuTCPH)

Se administró Ia carboraniltetrafenilporfirina borada ó CuTCPH, un

compuesto lipofilico, por vía intraperitoneal como emulsión en Cremophor. Se

empleó un protocolo de dosis única (32 pg de CuTCPH/g p. c., 10 pg B/g p. c.) y un

protocolo de dosis múltiples (4 dosis de 32 pg de CuTCPH/g p. c. cada 12 horas).

Los animales fueron sacrificados y se tomaron muestras de sangre y tejidos a

distintos tiempos post-administración: 3, 6, 12, 24, 48 y 72 horas en el protocolo de

dosis única y 1, 2, 3 y 4 días después de la última inyección en el protocolo de dosis

múltiples. Se tomaron muestras de los siguientes tejidos: sangre, tumor. tejido

precanceroso circundante al tumor, bolsa de Ia mejilla normal, mucosa de carrillo,

mucosa de paladar, piel de carrillo, lengua, glándula parótida, hígado, bazo y

cerebro. Se utilizó un mínimo de 3 muestras por condición experimental, con un

rango de 3-6. Se evaluaron animales control sin inyectar.



4.8. Análisis de Boro: Espectroscopía de Emisión Atómica
por Plasma Inductivo, ICP-AES (modelo ICP Optima 3100
XL UV, axial)

Características del instrumento: A los fines prácticos se definirá un plasma

como cualquier volumen de gas, que emite radiación, consistente en una mezcla de

partículas neutras (átomos y moléculas) y una fracción significativa de partículas

cargadas (iones y electrones), siendo la presencia de estas últimas la responsable

de las peculiares propiedades del estado de plasma.

r “kwis
Fig. 13: ICP-AES, foto del dispositivo utilizado.

En un ICP-AES la muestra usualmente se ingresa en el instrumento como un

flujo de líquido. Dentro del mismo, el liquido es convertido a un aerosol através de

un preceso conocido como nebulización. La muestra en forma de aerosol es

entonces transportada al plasma donde es desolvatada, vaporizada, atomizada y/ó

ionizada por el plasma. Los átomos e iones excitados emiten su energía

caracteristica la cual obedece a un patrón individual (espectro). Esta energía pasa

por un dispositivo (en este caso un policromador) que separa Ia radiación en sus

componentes de distintas longitudes de onda. Posteriormente la radiación de interés

es detectada y convertida en una señal electrónica que puede ser expresada como

una medida de concentración del elemento analizado (Fig. 13-14).

60



Antorcha

Bobina
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Generador de
Radifrecuencia

Cámara de
NebulizaciónArgón Nebulizador

\‘ Detector
9.2 .. L____M“JH

ComputadoraU Muestra

Fig. 13: Esquema básico de un Espectrómetro de Emisión de Plasma.

Componentes: Gas Argón, Antorcha formada por 3 tubos concéntricos de cuarzo o algún
material adecuado, Bobina de Cobre en la parte superior de la antorcha conectado a un
Generador de Radiofrecuencia refrigerado interiormente con agua, un Generador de
radiofrecuencia (RF), Nebulizador, Cámara de Nebulización, Espectrómetro y Detector,
Computadora.

La generación del plasma se produce en la antorcha del equipo donde tiene

lugar la ionización de los átomos de argón debido a la transferencia de energía

desde la bobina de radiofrecuencia y a la excitación de los átomos de la muestra a

analizar. Esta antorcha está formada por 3 tubos concéntricos de cuarzo. Por cada

uno de ellos circulan distintos caudales de argón con diferentes funciones. El gas

exterior que entra tangencialmente a la antorcha es el que forma el plasma por lo

que también se lo denomina Gas Plasmógeno ó Cooling y es el responsable de

mantener la llama encendida. Su flujo es muy elevado (12=20 L/m). El flujo

intermedio está constituido por el gas auxiliar, su flujo es menor (0-2 L/m)y permite

optimizar la zona de observación respecto a la parte superior de la antorcha para

evitar que ésta se funda. En algunos casos en este gas auxiliarse produce la chispa

inicialque inicia la ionización, la cual se mantiene luego por choques entre iones de

argón. EIflujode gas central se conoce como gas portador ó inyector de la muestra

a analizar. Este gas produce un canal central en el plasma por donde pasa la

muestra a evaluar. Su flujo es de (0,5-2 L/ m).
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Para iniciar la igniciónse aplica una chispa a la antorcha donde se encuentra

el gas causando la expulsión de algunos electrones de los átomos de argón. A

medida que el generador de radiofrecuencia, que está asociado a la bobina. aplica

tensión a la misma se genera un campo magnético en la parte superior de la

antorcha. EImismo provoca la aceleración de los electrones desprendidos del argón

y la colisión de dichas particulas cargadas (electrones, iones) con otros átomos de

argón generando una reacción en cadena. El gas recibe energía de la fuente y

forma un plasma (gas muy ionizado y confinado en un pequeño espacio) que

consiste en átomos de argón. iones y electrones (Fig. 15).

0000 oooo

D E

Fig. 15. Vista transversal de la antorcha del ICP y el alambre de cobre representando la
secuencia de ignición. A- Gas Argón entrando a la antorcha B- Generador de
radiofrecuencia RF C- Una chispa produce electrones libres en el Argón D- Los electrones
libres son acelerados por el campo magnético causando una ionización en cadena y
formando un plasma E- La muestra en forma de aerosol fluye a través del nebulizador
atravesando el plasma.



La descarga del ICP es sostenida por Ia bobina de cobre que rodea Ia

antorcha de cuarzo en su parte superior. transfiriendo la energía desde el generador

de radiofrecuencia (1-2 KW) a través del proceso inductivo (inductive coupling). En

la mayoría de los instrumentos de ICP esta frecuencia es de 27 ó 40 Mhz. En

nuestro caso es de 40 Mhz.

Una vez generado el plasma, la muestra para análisis debe llegar a Ia

antorcha. Previamente dicha muestra es aspirada por medio de una bomba

peristáltica (a razón de 1-2 ml/min) a un nebulizador (flujo cruzado ó concéntrico) y

asl vaporizada es arrastrada por el flujo de argón hacia Ia cámara de expansión

(cámara de Scott ó Ciclónica). Esta cámara drena las gotas gruesas dejando pasar

a la antorcha las de menor tamaño. Sólo una fracción de aproximadamente 1-5 %

de la muestra nebulizada finalmente llega a la antorcha. Este proceso es muy poco

eficiente por lo cual existe mucha investigación actualmente con el fin encontrar

nuevos nebulizadores de mayor eficiencia (Henn. Din, etc.). La Fig. 16 describe el

proceso que se desencadena cuando una muestra en forma de aerosol es

introducida en el ICP. Los principales procesos que tienen lugar durante el pasaje

de la muestra por las zonas de elevada temperatura dentro del plasma (7000 °K)

son: a) remoción del solvente ó (desolvatación) del aerosol que contiene a la

muestra generando partículas microscópicas de sales; b) el siguiente paso involucra

Ia descomposición de las partículas de sal en un gas de moléculas individuales

(vaporización); c) posteriormente se produce disociación en átomos individuales

(atomización). Una vez que la muestra de aerosol ha sido desolvatada, vaporizada y

atomizada. el plasma puede generar d) excitación de los átomos ó e) ionización y

excitación de los iones; cada una de estas especies origina un espectro particular.

Para que un átomo ó ion pueda emitir una radiación característica, uno de sus

electrones debe ser promovido a un nivel mayor de energía a través de un proceso

de excitación que en general se produce por choque con otras partículas. Muchos

elementos poseen su línea de emisión mas fuerte en el ICP debido a Ia excitación de
sus iones.
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Fig. 16: Proceso que se desencadena cuando una muestra liquida es introducida en la
descarga del ICP.

Las especies excitadas en el plasma emiten luz de diferentes longitudes de

onda (la emisión es policromática correspondiendo a transiciones entre diferentes

estados) que posteriormente son captadas y medidas en el espectrómetro que

forma parte del equipo. La radiación policromática debe ser separada en longitudes

de onda individuales para identificar cada especie y medir la intensidad sin

interferencias de la emisión de otras longitudes de onda próximas. Dicha separación

de la luz es realizada en algunos equipos mediante el uso de un monocromador, el

cual funciona generalmente mediante una red de difracción. En los equipos de

última generación como el “Optima 3100 XL", en lugar del monocromador se utiliza

un policromador ó “Red Echelle” cuya ventaja es que se pueden separar y medir

distintas longitudes de onda al mismo tiempo y por Io tanto con un mismo volumen

de muestra se puede establecer y cuantificar la presencia de diferentes elementos
en forma simultánea.

La detección de la luz, una vez separadas las distintas longitudes de onda, se

puede realizar mediante el uso de detectores fotosensibles, como el caso de los

tubos fotomultiplicadores (PMT). ó mediante detectores de estado sólido como los

dispositivos de inyección de cargas (CID)ó detectores de carga acoplada (CCD). El
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equipo utilizado cuenta con un CCD de tipo segmentado (SCD) que capta las

emisiones en la zona del UV. Este dispositivo posee capacidad para observar

simultáneamente un gran número de longitudes de onda, con alta reproducibilidad y

con sustracción simultánea del fondo espectral. El SCCD transforma los fotones en

carga eléctrica y funciona como un acumulador de cargas que puede integrar la

señal durante un tiempo prefijado (tiempo de lectura). Posee un conversor analógico

digital y la señal se expresa como cuentas/unidad de tiempo. El tiempo de

integración es una variable que puede ser ajustada de forma tal que determinadas

longitudes de onda (a las cuales el detector es más sensible) no saturen su

capacidad. Este ajuste puede hacerlo automáticamente el software mediante una

medición rápida y aproximada (“pre shot”). El operador puede fijar las variables de

tiempo de integración y lectura en forma manual.

Una vez detectada. la muestra es analizada en forma cualitativa y

cuantitativa. Para el análisis cualitativoes necesario detectar las longitudes de onda

características del elemento y en general deben leerse al menos tres líneas

espectrales para garantizar que la emisión observada no esté interferida. Estas

líneas espectrales seleccionadas no deberían estar interferidas por la emisión de

otros elementos presentes en la muestra. Si una línea está interferida ésta debería

excluirse del análisis ó no tenerse en cuenta. También puede utilizarse la correción

interelementos o IEC y el MSF o “Multicomponent Spectral Fitting”. Estas dos

alternativas se usan en última instancia.

Para determinar la cantidad de elemento presente en Ia muestra es necesario
realizar una curva de calibración relacionando la intensidad de la emisión de luz de

alguna de las líneas espectrales con la concentración del elemento que es una
función lineal creciente. Para dicha curva se utilizan soluciones estándar de

concentraciones conocidas y se mide en el lCP la intensidad de emisión

característica de la señal para el elemento en cuestión. Dichas curvas deben

realizarse para cada uno de los elementos a medir en forma individual. Cuando se

mide una muestra incógnita la intensidad encontrada se compara con la intensidad

del elemento de la curva de calibración y de esta forma se calcula la concentración

del elemento en la muestra. El ICP-AES tiene la capacidad de almacenar

matemáticamente en su memoria la curva de calibración. Esta curva es

generalmente lineal en 4 ó 6 órdenes de magnitud. Usualmente solo es necesario
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medir una ó dos soluciones estándar además de un blanco para calibrar el

instrumento (Boss C. B. y Fredeen K. J. 1999)

a) Determinación de Boro en Tejidos

Dado que la masa de la muestra y por consiguiente el volumen de solución

resultante es en general muy reducido (1m!) se diseñó y evaluó un procedimiento

para inyección automática de micro-volumenes. Debido a que esta modalidad de

trabajo no se encuentra entre las permitidas de forma rutinaria por el software

comercial del ICP-AES. resultó necesaria una consideración de los tiempos de

desplazamiento de la muestra y de los tiempos de integración y lectura de las

señales. También se estudió el efecto memoria del nebulizador y se ensayaron

diferentes procedimientos de adquisición de datos basados en la altura del pico o de

un número fijo de pixeles bajo el pico (área). La consistencia interna del

procedimiento se verificó utilizando dos lineas de emisión de boro. con corrección

simultánea de fondo (Estas tareas fueron realizadas en colaboración con

profesionales del área de Química Analítica del Departamento de Química de la

C.N.E.A.)

Las muestras de tejido previamente pesadas (50 mg ó menos) fueron

digeridas toda la noche a temperatura ambiente ó a 60 °C por 1h en 0,15 ml de una

mezcla 1:1 vol/vol de ácido sulfúrico y ácido nítrico. Luego de la digestión la

solución se observó llmpida y de color amarillento. A esta mezcla se le agregó un

volumen de 500 pl de una solución al 10% de detergente Tritón X-100, 100 pl de

¡trio 1ppm y se llevó a 1000 pl (1m!) con agua libre de boro. Inmediatamente antes

del análisis por ICP-AES la mezcla fue sonicada durante 15 minutos (Coderre J. A. y

col. . 1998). El paso de digestión es muy importante debido a que Ia presencia de

partículas pueden tapar el nebulizador del ICP y alterar la medición. En este sentido

es importante el uso de un patrón interno. un elemento de concentración conocida

que es agregado a cada una de las muestras (el cual no está presente naturalmente

en ellas) que funciona como un control para saber si la muestra ingresó

correctamente al área de detección. Como patrón interno se utilizóuna solución de

¡triode 1 pg/g de ¡trio a una concentración final en la muestra de 0,1 ug/g ó ppm de
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itn'o. Las líneas de ¡trio(iónicas) estudiadas fueron dos: 371.029 nm y 324.227 nm.

Para realizar el análisis de boro se estudiaron 4 lineas atómicas: 249.772 nm,

249.677 nm, 208.957 nm, 208.889 nm de las cuales las dos primeras son las de

mayor intensidad. Se tomó la segunda linea para realizar los cálculos ya que la

primera puede estar interferida por hierro (Fe). Se realizó una curva de calibración

cada dia de medida y se utilizaron soluciones estándar de ácido bórico (Merck de

5000 ppm); aquí se eligió el modo de lectura manual y el tiempo de retardo. de modo

tal de poder integrar el transitorio correspondiente al total de muestra disuelta en 1

ml. EI límite de detección en tejidos fue de 0.06 pg de B/g de tejido (ppm). El límite

de determinación fue de 0,18 ppm.

La concentración de boro en los tejidos se calculó como partes por millón (ppm) o

pg/gramo de muestra de tejido:

Conc. elemento (mg/L) x Volumen muestra (L)x 1000 = ppm (pg/g)

Masa muestra de tejido (g)

b) Determinación de Boro en Sangre

Las muestras de sangre (200-300 ul) fueron pesadas. Luego de un agregado

de 200 pl de solución de 2,5 % de Tritón X-100 y 500 ul de solución de itrio 1 ppm

(usado como patrón interno) Ia mezcla se llevó a un volumen final de 5 mI La

concentración final de tritón fue 0.1%, y la concentración final de ¡trio de 0.1 ppm.

Las muestras fueron agitadas y medidas inmediatamente. Se realizó una curva de

calibración cada dia de medida y se utilizaron soluciones estándar de ácido bórico

(Merck de 5000 ppm). Las muestras se midieron por triplicado, con elección del

modo de integración automático. Las lineas de ¡trio (iónicas) empleadas como

estándar internos fueron dos: 371.029 nm y 324.227 nm. Para realizar el análisis de

boro se estudiaron 4 lineas atómicas: 249.772 nm, 249.677 nm, 208.957 nm,

208.889 nm de las cuales las dos primeras son las de mayor intensidad. La

presencia de hierro en la sangre interfiere la primer linea de emisión del boro, por lo

cual se tomó la segunda para realizar los cálculos (249.677 nm) y como línea

alternativa la de 208.889 nm.
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La concentración de boro en la sangre se calculó como partes por millón

(ppm) o pg/gramo de muestra de sangre:

Conc. elemento (mg/L) x Volumen muestra (L) x 1000 x 5 = ppm (pg/g)

Masa muestra de sangre (g)

4.9. Detección de rayos gamma rápidos inducidos por la reacción
Nuclear (Particle Induced Gamma Ray Emission ó PIGE) para la
determinación de Boro en Muestras Biológicas.
(Dosaje realizado en colaboración con el Doctor A. Kreiner y colaboradores del
Departamento de Física dela CNEA)

La técnica de PIGE consiste en inducir la emisión de radiación gamma

característica de un núcleo mediante el bombardeo con protones de energia

adecuada. Este rayo gamma de una energía característica es utilizado para la

detección del elemento en cuestión, en este caso el boro.

El objetivo de estos ensayos fue poner a punto junto con el Departamento de

Fisica de la CNEA el método PIGE para la determinación de boro en muestras

biológicas como método alternativo al ICP-AES.

Curva de calibración: En un primer paso se tomaron muestras biológicas las

cuales se usaron como matriz para realizar una curva de calibración. Las muestras

de animales sin inyectar con el compuesto borado se dopan con distintas

concentraciones del mismo en forma exógena. ácido bórico en este caso.

El siguiente cuadro muestra el resumen de muestras tomadas para realizar Ia
curva de calibración. Se anestesiaron 3 hámsters con tumor. Se tomaron muestras

de: tejido tumoral (tumor de bolsa de la mejilla), tejido normal (bolsa normal) y

sangre. Se pesaron las muestras y se midió el volumen de sangre. Luego se

digirieronen ácido nítrico. En estas condiciones fueron entregadas para su análisis.



Íuestm Tejido Vol.de Sangre Peso: Tej. Normal Peso: Tej.Tumoral

1 0,25 ml 170 mg 45 mg

2 0,20 ml 160 mg 85 mg

3 0,20 ml 200 mg 80 mg

4 0.16 ml 150 mg 100 mg

5 0,18 mI 123 mg 90 mg

6 0,20 ml 111 mg 100 mg

El siguiente cuadro muestra el resumen de muestras para dosaje. Se

utilizaron 2 hámsters con tumor inyectados con 100 mg/kg. de p. c. de ácido bórico

en solución fisiológica a través de dos rutas: intrayugular (i. y.) 10 mg/O,2ml e

intraperitoneal (i. p.) 10 mg/2ml. El tiempo post-inyección hasta tomar las muestras

fue de 1,5 h y 2 h 10’ respectivamente. Se tomaron muestras de tumor, tejido

normal y sangre. Las muestras fueron pesadas, se midióel volumen de sangre y se

digirieron en ácido nítrico.

HámstenMuestra Vol.3angre PesozTej. Normal Peso:Tej.Tumoral

Hamster (i. y.) 0,25 mI 465 mg 30 mg

Hamster (i. p.) 0.33 ml 390 mg 40 mg

4.9.1. Análisis de la incorporación de BPA-F a las áreas viables y
necróticas de muestras de tumores

Se realizaron estudios histológicos de muestras de tumor y dosaje de boro

por ICP-AESen muestras contiguas de tumor para establecer una correlación entre

las características histológicas del tumor y Ia capacidad de incorporación de

compuesto borado. Para ello se examinó la histologla de tumores representativg;



con diferentes proporciones de tejido tumoral viable y se analizó la correlación con

las concentraciones de boro. Cada uno de los tumores seleccionados fue descripto

macroscópicamente y divididoen 2 muestras contiguas de apariencia macroscópica

similar. Para ello. los hamsters fueron sacrificados 3,5 h después de la

administración de 300 mg de BPA/kg p. c.. Una muestra fue analizada por ICP-AES.

La otra muestra fue fijada en formol buffer 10 %, deshidratada e incluida en parafina.

Se realizaron cortes de 5 um los cuales fueron teñidos con Hematoxilina-Eosina

(H&E) y analizados por microscopía óptica. Se reconocieron las áreas de

parénquima tumoral viable, estroma y tejido necrótico. Se utilizó un analizador de

imágenes para evaluar cuantitativamente las áreas seleccionadas previamente en el

corte histológico (lBAS-Kontron, LANAlS-MEF, CONICET-CNEA). Se calculó

entonces el área ocupada por el tejido viable y necrótico y esta medida se

correlacionó con la incorporación de boro en el total (tejido viable y necrótico) de la

muestra del corte adyacente.

Otro enfoque empleado fue el de administrar 300 mg de BPA/kg p. c. y a 3,5 h

post-administración evaluar la captación diferencial de boro en áreas viables y

necróticas individualmente. Se disecaron 6 áreas de diferentes tumores que a nivel

macroscópica se podian clasificar como necróticas y se procesaron para el análisis.

Doce muestras de áreas viables utilizando el mismo criterio fueron procesadas para

realizarla comparación. La escasa cantidad de tejido necrótico impidióemplear una

porción dela muestra para realizar el análisis histológico.

4.9.2. Análisis Estadístico

Se calculó la significación estadística de' las diferencias en el contenido de

boro entre diferentes tejidos a un tiempo post-administración dado utilizando análisis

de la varianza de un factor (ANOVA). Se tomó como nivel de significación un

a=0.05. Si los residuos no estaban normalmente distribuidos se aplicaron

transformaciones Iogarítmicas de los datos. En algunos casos se utilizó el test de

Mann-Whitney. El análisis fue realizado con el asesoramiento de la Dra. Beatriz

González del Depatamento de Bioestadística. Facultad de Ciencias Exactas y

Naturales, UBA.
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4.9.3. Tratamiento de Tumores de Bolsa Facial de Hámster
por BNCT(experiencias in vivo)

a) Puesta a punto de un sistema de irradiación para modelos
biológicos en el RA-6 (CAB)

EI desarrollo de la compleja técnica del BNCT implicó la puesta a punto de

diversos pasos. Dentro de este objetivo se realizó la primera irradiación de bolsa de

la mejilla de hámsters normales y cabeza de ratas en el RA-6 (Centro Atómico

Bariloche, CAB), usados como modelos biológicos para dicha terapia. Los objetivos

de esta experiencia fueron: 1) poner a punto y poner a prueba el dispositivo para los

animales diseñado en el RA-6; 2) evaluar el tiempo de duración de la anestesia en

esas condiciones; 3) evaluar el posible daño inducido por la irradiación con el haz de

neutrones en el tejido normal. Se irradiaron 6 hámsters y 6 ratas. Cabe aclarar que

en esta instancia, y dado que el objetivo fue poner a punto el sistema de irradiación,

no se realizó el tratamiento completo con BNCT. Los animales fueron irradiados con

el haz de neutrones sin inyección previa del compuesto borado.

Fig. 17: Posicionamiento de los animales en el dispositivo de irradiación. Los animales se
encuentran anestesiados e inmovilizados. La bolsa facial derecha ha sido evertida para su
irradiación. El dispositivo de irradiación fue diseñado para la irradiación simultánea de 5
animales.
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Los animales fueron trasladados en avión al Centro Atómico Bariloche y el

experimento se llevó a cabo en un día. El haz epitérmico del RA-6 fue modificado a

los efectos de incrementar las dosis absorbidas en superficie. El dispositivo de

irradiación permitió el blindaje de la zona del cuerpo que no se desea exponer al haz

(Fig. 17). Fue construido en plomo con cavidades para albergar el cuerpo de los

animales (Fig. 18); La sala de irradiación fue monitoreada con una cámara de video

que permitió detectar posibles movimientos de los animales desde la consola del

reactor.

Fig. 18: El dispositivo de irradiación fue construido en plomo, con cavidades para albergar el
cuerpo de los animales. Luego de posicionar los animales correctamente se acercó el
dispositivo hacia la pared del reactor. Obsérvese la circunferencia central del dispositivo
que corresponde al diámetro de Ia salida del haz de neutrones.

b) Estudios de BNCTen el RA-1(CAC)a bajo flujo de neutrones

Con el objetivo de visualizar el efecto del BNCT a nivel celular se realizó un

experimento de BNCT en el RA-1 a bajo flujo de neutrones. El flujo de neutrones

térmicos en el RA-1 es de 107 n/cmzseg y la fluencia correspondiente a 1 h de

irradiación fue de 3,6 1010n/cm2. Dicho valor de flujo se encuentra dos órdenes de
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magnitud por debajo del valor que se emplea internacionalmente para Ia terapia de

BNCT. El reactor RA-1 no contaba en dicho momento con la capacidad de generar

un flujo mayor de neutrones. La dosis de radiación gamma del haz fue de 2 Gy/h.

Se generaron tumores de bolsa facial de hámster por topicación con un

cancerígeno completo 9,10-dimethyl-1,2-benzanthracene (DMBA) durante 14

semanas como fue descripto anteriormente. Una vez desarrollados, los tumores

fueron caracterizados en cuanto a su localización, forma, color y tamaño y tratados

con BNCT. Para ello, los animales fueron inyectados previamente con ácido bórico

enriquecido en 1oBy BPA por vla intraperitoneal (i. p.) e intrayugular (i. y.) y luego de

2,5 h y 1,5 h respectivamente, los tumores fueron irradiados con neutrones térmicos

durante 1 h. El dispositivo empleado pudo albergar un solo hámster por irradiación

(Fig. 19).

Fig. 19: EI dispositivo de irradiación fue construido de manera de albergar un Hámster con
la bolsa facial evertida en el sitio de incidencia del haz. Luego de posicionar correctamente
el animal, este dispositivose acercó usando un sistema de poleas, hacia la pared del reactor
donde se posicionó en forma vertical.
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Luego del BNCTse realizó el seguimiento diario de la evolución macroscópica

de los tumores en cada uno de los animales. Se registró la forma. color y tamaño de

los tumores y el estado general del animal. Luego de un mes de seguimiento los

animales fueron sacrificados. Se procesaron las muestras de tumor para su análisis

histopatológico.

La cantidad total de animales irradiados en el RA-1 fue de 25 hámsters con

tumor: 13 inyectados con ácido bórico, 8 inyectados con BPA (i. p.), 1 inyectado

con BPA (i. y.); y 3 hámsters con tumor sin inyectar. Tres hámsters sin tumor

(controles) fueron irradiados para analizar posibles efectos sobre el tejido normal.

c) Estudios de BNCTen el RA-G(Centro Atómico Bariloche, CAB)

Un lote de hámsters Syrian (Mesocricetus auratus) fue sometido a un

protocolo de carcinogénesis quimica. Se aplicó un carcinógeno químico completo,

7,12-dimethylbenz(a)anthracene (DMBA), en la bolsa de la mejilla derecha del

animal 3 veces por semana durante aproximadamente 12-14 semanas según el

protocolo estándar de carcinogénesis descripto anteriormente (Shklar G. 1979). Una

vez generados. los tumores fueron caracterizados en cuanto a su localización.

forma, color y tamaño. Cada animal fue marcado para su posterior reconocimiento y

selección. Los animales se dividieron en 5 grupos experimentales según los

tratamientos a llevar a cabo:

l Hámsters con tumor/BNCT/300 mg BPA/kg: 23 tumores (15 animales)

II Hámsters con tumor/BNCT/600 mg BPA/kg: 4 tumores (4 animales)

Ill Hámsters nonnales/BNCT/300 mg BPA/kg: 13 bolsas normales (13 animales)

|V Hámsters con tumores/neutrones solos: 3 tumores (3 animales)

V Hámsters normales/neutrones solos: 3 bolsas normales (3 animales)

Vl Hámsters con tumor (3) y hámsters normales (5) transportados a Bariloche para
realizar un simulacro de irradiación.

Los animales fueron trasladados en avión al Centro Atómico Bariloche (CAB),

y el experimento se llevó a cabo en tres días sucesivos. Los animales a los cuales

se les practicó el BNCT (lotes: I. IIy lll) fueron anestesiados con la mitad de la dosis

de anestesia para producir un adorrnecimiento e inyectados con la dosis
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correspondiente de BPA. Mientras se encontraban inmovilizados se realizó el

mapeo de cada uno de los tumores presentes en la bolsa. Se midió en todos los

casos el diámetro mayor, menor y la altura del tumor. Se sacaron fotos de la

apariencia pre-tratamiento del tumor, del tejido precanceroso y del tejido normal.

Luego de 3,5 h post-administración del BPAse anestesió a los animales con la dosis

completa (ketamina: 140mg/kg, xilazina: 21mg/kg) y se realizó la irradiación con

neutrones. La irradiación duró 62 minutos. La fluencia de neutrones térmicos fue

de 1,1x 1012n/cm2.

Para realizar la irradiación el haz epitérmico original diseñado para

irradiaciones en profundidad fue adaptado para obtener un haz de neutrones

térmicos que permite el tratamiento por BNCTde tejidos en superficie. Para ello se

usó un material moderador de espesor adecuado. La selección del material

moderador se realizó sobre la base de cálculos comparando el rendimiento de

grafito puro, agua pesada y nylon solos ó combinados. La mejor geometria resultó

de la construcción de una capa de 3 cm de nylon sobre la pared de bismuto del

reactor. En la siguiente figura (Fig. 20) se observa una vista esquemática de la

geometria empleada.

B¡smuth
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Fig. 20: Sección transversal de la geometría empleada para producir el haz de neutrones
térmicos obtenido por la termalización del haz epitérmico del Reactor RA-6 de Bariloche. Se
observa un detalle de los materiales elegidos para construcción. El material elegido fue el
nylon de un espesor de 3 cm posicionado sobre la pared de bismuto del reactor.
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Los hámsters fueron posicionados en la abertura del cono. Por Io tanto el

blindaje empleado fue la pared de plomo que tapiza el cono (5 -10 cm de plomo y

polietileno borado) delimitando un haz circular de 15 cm de diámetro. Este blindaje

no resultó efectivo para la cabeza.

Los siguientes datos corresponden a las dosis medidas en la posición donde

se ubicarla posteriormente la bolsa facial del hámster.

Dosis absorbida de neutrones rápidos: 1,65 cGy/ min (D.S.: 8 %)

Dosis gamma absorbida: 2,25 cGy/min (D.S.: 5 %)

Flujo Epitérmico (0,5 eV- 10 KeV): 9,22 10 7 neutrones/ cm2 seg. (D.S.: 4 %)

Flujo Térmico: 2,46 10 e neutrones/ cm2 seg. (D.S.: 6 %)

Cálcqu de dosis

Para realizar el cálcqu final de Ia dosis es necesario tener en cuenta los

distintos componentes fisicos de radiación y los blancos biológicos. El contenido de

boro utilizado para estimar las dosis fue estimado en 30 ppm en el tumor y 10 ppm

en el tejido normal. Estos valores fueron tomados de los estudios de biodistribución

y farmacocinética con BPA realizados previamente. La componente de rayos

gamma y neutrones rápidos se midió utilizando cámaras de ionización y el flujo

térmico de neutrones fue determinado usando alambres de oro.

En Ia siguiente tabla se consignan las dosis físicas en Gray (Gy) de los

distintos componentes de radiación para la bolsa (bolsa con tumor y bolsa normal),

cabeza y cuerpo del hámster.

Neutrones Fotones Boro Boro Protones

Rápidos (gamma) (30 ppm) (10 ppm) lnducidos

Bolsa 1,02 i 0,08 1,40 i 0,06 2,52 :l:0,25 0,84 i 0,08 0,22 ¿r0,02

Cabeza 0,72 t 0,06 0,95 :t 0.04 0,61 :t 0,06 0,15 i 0,02

c"°"P° 0,41 :l:0,03 0.50 :t 0.02 0,31 i 0,03 0,08 :t 0,01
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Para realizar el cálculo final de las dosis se asumieron valores de efectividad

biológica relativa (RBE) para cada uno de los componentes estimados a partir de la

literatura. Asimismo, se tomaron los valores de efectividad biológica relativa para el

BPA (CBE) de los datos de la literatura.

Noutrones Fotones Boro Boro Protones
Rápidos (gamma) Tumor Bolsa Inducidos

, .2 2.227,22,”,7 ,2 al, .,_._VJFL"E!EÍW,
RBE 3,2 1 3,2

CBE 3,83 2.5 5

a Coderre y col. , 1999
b lAEA-TECDOC-1233, Current status of neutron capture therapy, International Atomic
Energy Agency, May 2000.

La dosis final se calculó sumando cada uno de los componentes multiplicado

por su RBE ó CBE respectivo:

Comp. de Boro + Protones (neutrones rápidos+ captura de neutrones térmicos

en nitrógeno) + Gamma

Tumor

2,52 x 3,8 Gy-Eq + (1,02 + 0,22) x 3,2 Gy-Eq + 1,40 x1Gy-Eq =

Bolsa Normal

0,84 x 2,5 Gy-Eq + (1,02 + 0,22) x 3,2 Gy-Eq + 1,40 x 1Gy-Eq = 7,5 Gy-Eq

Luego del tratamiento correspondiente, se realizó el seguimiento

macroscópico (descripción, fotografiado, etc.) de los tumores, tejido precanceroso y

del tejido normal a 1, 7, 14, 21 y 30 días post-tratamiento. Se registró la forma,

color y volumen de los tumores, el peso y el estado general del animal. Algunos

animales fueron sacrificados a distintos tiempos post-irradiación: 1, 7, 14, 21 y 30

dlas para realizar el análisis histológico. Se tomaron muestras de tejido tumoral,

tejido precanceroso circundante al tumor y tejido normal de Ia bolsa.
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5. ESTUDIOS PRELIMINARES: RESULTADOS

5.1. Ratas Fischer

a) Cultivo de células de la glía normal y glioblastoma F-98

Se puso a punto el cultivo primario de células de la glía normal de rata. A la

semana de realizar los cultivos las células se hallan en fase proliferativa y

aproximadamente a los diez dias las células llegan al estado de confluencia. Se

logró, asimismo, poner a punto el cultivo de células de glioma F-98. Las células

fueron propagadas con el fin de realizarla implantación de las mismas en el cerebro

de ratas Fischer y reproducir dicho modelo para estudios de BNCT.

b) Implantación de células tumorales en cerebro de Rata Fischer

Implantación sin agarosa: de las 5 ratas Fischer implantadas, dos de ellas

murieron inmediatamente luego del transplante. Tres de ellas despertaron

normalmente luego de la anestesia y su evolución fue evaluada en los días

subsiguientes. Las ratas fueron sacrificadas a los 13, 21 y 35 dlas luego de la

implantación. En el últimocaso la rata presentaba una parálisis en la zona posterior

del cuerpo y sangrado periocular. Estos sintomas han sido descriptos en la literatura

(Yang W. y col. , 1997) y permiten inferir la evolución tumoral.

Solo en uno de los cortes histológicos del cerebro, correspondiente a la rata

sacrificada el dla 35 post-implantación se observó un tumor (glioblastoma) de alto

grado, totalmente infiltrado en el hemisferio implantado (Figs. 20-21). Como puede

verse en las Figs. 22-23 el tumor es vital y tiene gran cantidad de mitosis. El aspecto

del tejido de cerebro normal del hemisferio contralateral es visiblemente diferente

(Fig. 26)
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Fig. 20: Vista del corte de cerebro de rata Fischer implantada con células F-98, 35 días post­
¡mplantación. Se observa un tumor totalmente infittrante en el hemisferio implantado. H&E,

. 21 :Células de glioblastoma infiltrando el tejido normal. H&E, 120x.



Fig. 22: EI tumor corresponde a un Glioblastoma de alto grado, con una gran cantidad de
células mitóticas. H&E, 180X.

Fig 23: EI tumor corresponde a un Glioblastoma de alto grado, con una gran cantidad de
células mitóticas. H&E, BOOX.



Fig. 24: Tejido nervioso normal de rata. H&E, 275X.

Implantación con agarosa: Se impiantaron un total de 9 ratas Fischer con

células F=98 en una suspensión de agarosa 1% con el fin de prevenir ia

diseminación de las células tumorales y lograr un crecimiento localizado. A los 22

días post-implantación los animales fueron sacrificados para reaiizar el análisis

histológico de los tumores. En 6 de las 9 ratas (66%) se observó el desarrollo de

tumores. Los mismos no se diseminaron dentro del cerebro como habia ocurrido sin

agarosa (Fig. 25). En el resto de las ratas el tumor no se desarrolló.
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A.

Fig. 25: Sección histológica de un cerebro de rata Fischer implantado con células tumorales
F-98 suspendidas en agarosa 1%. El tumor corresponde a un Glioblastoma de alto grado.
Se observa un tumor localizado con una gran cantidad de células mitóticas. H&E,60X

c) Concentración de Boro en Tejidos de Rata inyectadas con Ácido
Bórico (ppm de 1°B)

En los tejidos de rata inyectados con 200 mg/kg no se observan diferencias

importantes entre las dos vias de inyección. El resultado de mayor relevancia de

estos estudios preliminares es el valor de cerebro normal de rata de 2,1 ppm. Este

valor es comparable con el de 1,7 ppm descripto en la literatura.
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5.2. HÁMSTER

a) Estudios de Biodistribución

En la siguiente tabla se describen los resultados de los estudios preliminares

de biodistribución con BPA-F en tejidos de hámster. Se observan los valores de

concentración de boro a 1,5 h (i. y.) y 2,5 h (i. p.) post-administración de BPA-F

expresados en ppm.

Vía Tumor Bolsa Normal Sangre

i. y. 65,5 19,2 10,7
16,7 9.3
16,6 13,7
11,0
18,0

i. p. 17,5 8,3 7,9
11,4 6,0
10,2

En el modelo del hámster no contamos con datos bibliográficos para

comparar los valores preliminares de BPA obtenidos, por tratarse de un modelo

original para estudios de BNCT. Sin embargo, son notables las relaciones de

tumor/tejido normal: 4,5:1, tumor/sangre: 6,0:1 para la inyección i. y. de BPA, que

indicarían una captación selectiva del compuesto de boro en las células del tumor de

la bolsa. Hasta el momento, en el modelo de glioblastoma en rata usando BPA se

ha logrado una relación tumor/cerebro y tumor/sangre de 3,221 y 2,1:1

respectivamente y actualmente se están buscando estrategias para mejorar estas
relaciones.

Sobre la base de estos resultados se realizaron estudios completos de

biodistribución y biocinética en hámster utilizando diferentes protocolos de dosis y

tiempo post-administración. Se utilizaron como agentes portadores de boro: BPA-F

y CuTCPH tal como fuera descripto en la sección “Materiales y Métodos".
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b) Puesta a punto del sistema de irradiación para modelos biológicos
en el Reactor RA-Gdel Centro Atómico Bariloche (CAB)

Se irradiaron 6 hámsters y 6 ratas bajo anestesia. El tiempo de irradiación fue de

23 minutos en hámsters y 50 minutos en ratas. De los animales irradiados, 1 hamster

se cayó del dispositivo y fue descartado, 2 hámsters y 3 ratas murieron durante la

irradiación probablemente por la baja temperatura del dispositivo donde fueron alojados

y la posición vertical (hacia abajo) del animal. Luego de la irradiación se evaluó la

evolución de los animales que sobrevivieron (3 hamsters y 3 ratas).

Resultados Dosimétricos:

Hámsters (en la zona de la bolsa irradiada):

Radiación gama: 1,33 Gy/h.

Neutrones rápidos: 0,1 Gy/h.

Neutrones térmicos: < 106 n/cm2 seg.

Ratas (en Ia cabeza):

Radiación gama: 1,40 Gy/h

Neutrones rápidos: 0,3 Gy/h.

Neutrones térmicos: <106 n/cm2 seg.

Tres meses después de la irradiación no se observó daño a nivel macroscópico

en ninguno de los animales tratados. Con respecto a esto puede decirse que el flujode

neutrones térmicos fue muy bajo ya que se encuentra 3 órdenes de magnitud por debajo

de los utilizados en la terapia del BNCT. Además. los animales no habían sido

inyectados con el compuesto borado con Io cual la reacción de captura no contribuyó a

la dosis total entregada.

La temperatura del dispositivo para irradiar los animales fue un factor crítico. El

dispositivo utilizado era de plomo y estaba muy frio debido a la baja temperatura del

ambiente durante la noche previa al experimento. En el momento de realizar Ia

irradiación el material continuaba a baja temperatura y esto afectó notablemente

actividad metabólica de los animales que se encontraban anestesiados.
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Otro factor para tener en cuenta es la posición de los animales dentro del

dispositivo ya que las ratas que murieron durante la irradiación estaban posicionadas

con la cabeza hacia abajo.

La dosis de anestesia en hámster y rata resultó efectiva, los animales

permanecieron dormidos e ¡nmovilizadosdurante el tiempo que duró la irradiación.

Como conclusión, puede decirse que esta experiencia resultó imprescindible

como puesta a punto para optimizar los estudios de BNCT in vivo en el RA-6.

C) Deteccion de 10Ben muestras biológicas utilizando la técnica PIGE
(particle induced gamma ray emission)
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Am = A + B'Concentración
A= (11 t 12) cuentas/“C
B = (0.92 t 0.07) cuentas/ ¡LC-ppm
Coef. Corr = 0.9872

Fig. 26: Recta de calibración para los tumores de Hámsters.

Se obtuvieron limites de detección de alrededor de 10 ppm para los tumores.

En el caso de la muestra de tumor de hámster inyectado por via intrayugular (810

mM de ácido bórico), la concentración medida utilizando la recta de calibración

correspondiente arrojó un valor de (115 i 23) ppm de 1°B.
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6. RESULTADOS

6.1. ESTUDIOS DE BIODISTRIBUCIÓN Y FARMACOClNÉTICA
EN TUMORES DE LA BOLSA DE LA MEJILLA DEL HAMSTER

a) Estudios de Biodistribución y Farmacocinética con BPA-F

Los análisis farmacocínéticos demuestran que el boro se distribuye siguiendo un

modelo de 2 compartimentos (ver apéndice) según el cual existiría un compartimento

central en el cual se inyecta el compuesto y del cual se elimina, y un compartimento

periférico. No existe una separación anatómica entre los dos compartimentos y

generalmente los tejidos de rápida perfusión pertenecen al compartimento central.

-’ Compartimento Compartimento
Entrada de Central Periférico

la droga <­

Jr Eliminación

Entre los tiempos 0 h y 12 h luego de la administración de BPA-F i. v. se puede

describir una fase de distribución (alfa) y una fase de eliminación (beta) (Fig. 27) sobre

las cuales se calcularon los siguientes parámetros farmacocínéticos: ty”: 0,21 :t 0,12

h; tm: 3.30 i 2.20 h; Volumen de distribución del compartimento central V1=0.50 i

0,04 l/kg, Clearance total aparente CLT=365,4 i 145,5 ml/h.
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Fig. 27: Curva de concentración de Boro ajustada a un modelo de decaimiento exponencial de
segundo orden. Los datos corresponden a la sangre extraída de Hámsters normales
inyectados con 300 mg de BPA/kg p. c. (i. v.) sangrados por vía intrayugular.

El ty“, obtenido es bajo, Io cual indica que dicha droga se distribuye muy rápido

en el organismo. Un volumen de distribución alto indica que la droga tiene una

incorporación preferencial, es decir que se debe concentrar en por lo menos algún

órgano o tejido. Este resultado concuerda con los resultados de los estudios de

biodistribución que evidencian una acumulación significativa en el tejido tumoral.

Se han realizado estudios farmacocinéticos de BPA-F en humanos (Kiger lll W. S.

y col. , 2001) (Harvard-MIT, 24 pacientes). Luego de una infusión de 350 mg/kg

durante 90 minutos, se obtuvo un tm de 0,34 :l:0,12 h el cual no difiere demasiado del

valor obtenido en el hamster. El tm”: 9.0 i 2,7 h en cambio, resulta significativamente

mayor en humanos que en el hámster, tm: 3.30 i 2.20 h. lo cual demuestra una

eliminación más rápida del BPA-F en este último. En un estudio realizado por Yang y

col. (Yang W. y col. , 1996) en ratas Fischer portadoras de Glioblastoma F-98

inyectadas con 300 mg de BPng p. c. se obtuvo un t1f25=2,5 h calculado entre las 0,5

87



4 h post-administración del compuesto borado.

En humanos se observó que los pacientes en mejores condiciones fisicas

mostraban un clearance más rápido. Los datos obtenidos en el hamster corresponden

a animales normales, sin el tratamiento con el carcinógeno químico. Es probable que

estos animales posean un clearance más rápido que los animales con tumor tratados

con DMBA. Sería necesario realizar más estudios para determinar si existe alguna

diferencia significativaen el clearance de ambos grupos.

ao: —-— Sangre (i.v.)
-—--o—Sangre (i.p.)

ConcentracióndeBoro(ppm)

' l ' l v I '

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Tiempo post-administración (h)

Fig. 28: Concentración de Boro (pr/g) en sangre, en función del tiempo post-administración de
una inyección i. p. ó i. v. de BPA-F a una dosis de 300 mg/kg de peso corporal. Cada punto
representa la media i D. S. de 5-12 muestras.

Con respecto a las vias de administración (Fig. 28) se puede observar que no

existen diferencias significativas en los valores medios de boro en sangre en el intervan

comprendido entre 1-12 h post-administración del compuesto borado. con excepción

de una diferencia en el clearance a las 6 h, tiempo en el cual la concentración de boro

administrada por la inyección i. v. es menor que el valor correspondiente a la vía i. p..

La concentración de boro en sangre luego de la inyección i. p. alcanza su pico 1 h post­

inyección indicando una rápida absorción del BPA en la cavidad peritoneal.

88



Para la dosis de 300 mg de BPA/kg. p.c. (Fig. 29, Tabla 4) la concentración de

boro en tumor fue significativamente mayor que en el tejido normal (bolsa no tratada)

para las 0,5 h (p=0,0212), 1 h (p=0,00416), 2,5 h (p= 0,00105) y 3,5 h (p= 1,6 10 '5)

post-administración de BPA-F. En el tiempo 1,5 h esta diferencia no fue significativa

probablemente debido a la dispersión de los valores para el tejido tumoral. Las

concentraciones de boro fueron mayores que en Ia sangre entre las 0,5 hs y 6 hs. Las

diferencias fueron significativas para 0,5 h (p= 0,04331), 1 h (p=0,02668), 2,5 h

(p=0,01798), 3,5 h (p= 1 10'6) y 6 hs (p= 0,00775).

65 - —Cl- Sangre (i.p.)
50 _ —o— Tumor
55 _' —A—Bolsa Normal

Tejido precanceroso

ConcentracróndeBoro(ppm)

8SiS

nnnlnl¡l.n¡

l ' I ' l ' l ' l ' I ' I ' | ' l ' I ' I ' l '4'15'12 3 4 5 s 7 a 910111213
Tiempo post-administración (h)

Fig. 29: Concentración de Boro (pr/g) en sangre, bolsa normal, tumor y tejido precanoeroso
circundante al tumor en función del tiempo post-administración de una dosis de BPA de 300 mg/
kg de p.c.. Cada punto representa la media y D.S. de 5-12 muestras.
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TABLA 4: CONCENTRACIÓN DE BORO (PPM) EN SANGRE Y TEJIDOS DE
HÁMSTER A DIFERENTES TIEMPOS LUEGO DE LA ADMINISTRACION DE UNA
DOSIS DE 300 mglkg DE BPA-F

Tejl 0,5 h 1 h 1,5 h 2,5 h 3,5 h 6 h 12 h
Tiempo

post-adm
Sa_ngre 23.51121 15,5128 12:7.9 9.812115 7.6i“) 3'0i210 15:02

(1.v.) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)

sangre 12.6i4,2 14,6i5.5 13,9i2.5 10,7i2,6 11,714.9 10.712,3 3.212,1
(l. p.) (n=5) (n=6) (n=6) (n=8) (n=11) (n=5) (n=5)

Tumor 29,0118,4 21.8: 2,9 38,3:t26.8 30,8:11.9 323.9217.5 19.0147 4.5.139

(n=8) (n=5) (n=6) (n=5) (n=12) (n=5) (n=5)

Tejido 14,5i5,o 12.025,5 22.3:7.8 18,816.4 19,6i5.8 10.4i2.8 2.0i119

Precanc. (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=8) (n=5) (n=5)

Bolsa 9.523.711 12,424.8 19.0¿75 13,715.5 15.625,4 13,216.1 2,920.3

"mm" (n=10) (n=6) (n=11) (n=13) (n=9) (n=5) (n=5)

Mucosa 11,0i7,0 10.723,0 14.414,2 15,3:4.5 18,2i8.9 11.212,5 2.5i1,0
de

Carrillo (n=5) (n=5) (n=5) (n=6) (n=7) (n=5) (n=5)

Lengua 9,213.2 10.3:3,0 12.9i3.4 13,4:3,3 14.1:6.9 7.2i4.5 1.8i1,7

(n=5) (n=6) (n=5) (n=6) (n=6) (n=5) (n=5)

hucosa 10.115,7 10.2:3.4 15,4i5,3 15,4i4.3 13,014.3 9,414.8 3,312.1

Paga” (n=5) (n=6) (n=5) (n=6) (n=5) (n=5) (n=5)
Pieldela 9,9i4,5 6.3i5,2 16,1:15 10,7i7.1 14,2i8,3 12.016,0 1,5i2.0

M°""a (n=6) (n=5) (n=5) (n=6) (n=7) (n=5) (n=5)

Bazo 17.0:2.1 17.3:3.6 24.0:8.0 16.114,6 12,916.3 5.5i1.5 1,511.3

(n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=6) (n=5) (n=5)

Hígado 11.9:3,4 19,1i7.3 18.3i3,4 10.8i4.5 11,414.5 4.7i1.3 1.1i0.7

(n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)

* Los resultados están expresados como la media i DS. El número de muestras por condición
fue de 5-12.
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Los tumores de la bolsa acumulan selectivamente el compuesto borado en todos

los tiempos evaluados. Las relaciones medias calculadas promediando las relaciones

individuales de tumor/bolsa normal y tumor/sangre para cada uno de los animales son

mayores que uno en todos los casos (Tabla 4). Estas relaciones se encuentran dentro

del rango descripto en otros modelos experimentales, perros y pacientes para el caso

de glioma y melanoma donde la concentración media de boro en el tejido normal es

aproximadamente igual o un poco menor que en la sangre, pero en promedio, la

concentración de boro en tumor es entre 2-4 veces mayor que en tejido normal y sangre

(Matalka K. y col. , 1993; Fukuda H. y col. , 1994; Coderre J. A. y col. , 1990; Coderre J.

A. y col. , 1987; Barth R. F. y col. , 1997; Coderre J. A. y col. , 1992; Huiskamp R. y

col. , 1996).

TABLA 5: RELACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE BORO A DIFERENTES
TIEMPOS LUEGO DE LA ADMINISTRACIÓN DE 300 mgIkg DE BPA-F.

RELACIÓN 0.5 h 1 h 1.5 h 2.5 h 3.5 h 6 h 12 h

TumorI 3.1" 1.8 2.0 2.3 2.4 1.4 1.6
Bolsa Normal

Tumorl 2.3 1.5 2.8 2.9 3.2 1.8 1.4
Sangre (i. p.)

' Las relaciones se calcularon haciendo el cociente entre las medias corespondientes a cada
tiempo post. administración.

El punto de 3,5 h post-administración arroja el mayor valor medio absoluto

encontrado en tumor (36.9 j: 17.5 ppm) con relaciones de tumor/bolsa normal y

tumor/sangre de 2,4:1 y 3,2:1 respectivamente. Este tiempo fue seleccionado como el

más adecuado para llevar a cabo la terapia completa del BNCT por ser el que ofrece la

combinación más favorable de valores absolutos y relativos de boro.
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El tejido precanceroso circundante al tumor (bolsa tratada con DMBA)muestra

una tendencia a concentrar más boro que la bolsa normal en todos los tiempos

ensayados. No obstante, esta tendencia no alcanzó significación estadística. Este

comportamiento sugiere una relación entre el grado de proliferación y/ó malignidad y la

incorporación del BPA-F en dicho tejido.

La captación de boro en los tejidos orales normales como la mucosa de carrillo,

mucosa de paladar. lengua y piel de la mejilla del hámster fue similar al de la bolsa

facial en todos los tiempos estudiados. Las diferencias no fueron estadísticamente

significativas (Fig. 30, Tabla 4). En algunos casos el contenido de boro en los tejidos

orales fue mayor que en la sangre. Esta diferencia sólo fue estadísticamente

significativa para el tiempo de 2,5 h comparando la mucosa de carrillo y la sangre (p=

0.03195). Es de notar que la bolsa constituye un buen modelo para estudiar el resto de

los tejidos orales con relación a los valores absolutos de incorporación de boro y a la

cinética de incorporación y eliminación del mismo.

55 -. —I— Mucosa de Carrillo

5°; —o—Piel de la Mejilla
. —A—Lengua

45 - —v—Bolsa Normal
4o_' + Paladar

—l:l—Sangre (i.p.)

ConcentracióndeBoro(ppm)

‘ó’
nl

r ' l ' l ' | ' I '
-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Tiempo post-administración (h)

Fig. :lO: Concentración de Boro (pr/g) en sangre, mucosa de carrillo, mucosa de paladar, p el
de la mejilla, lengua y bolsa normal en función del tiempo post-administración de una dosis de
BPA-F de 300 mg/kg de p.c. Cada punto representa la media :t D. S. de 5-12 muestras.
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La Figura 31 muestra los valores de captación de boro en higado y bazo los

cuales se encuentran dentro del rango encontrado en otros tejidos normales como la

bolsa facial. El BPA no sería retenido preferentemente en estos órganos y por Io tanto

no contituye un factor adicional limitante de la dosis. Otros compuestos borados como

las porfirinas poseen una alta incorporación hepática que puede resultar citotóxica por

el compuesto en si mismo y además obligaría a blindar este órgano en el momento de
realizar la irradiación.

—U—Sangre (l.p.)
—O—-Bazo
'--A--- Hígado
—v— Bolsa Normal35­

30­

25­

20­

ConcentracióndeBoro(ppm)

Tiempo post-administración (h)

Fig. 31: Concentración de Boro (pr/g) en sangre, higado, bazo y bolsa normal en función del
tiempo post-administración de una dosis de BPA-Fde 300 mg/kg de p.c. Cada punto representa
la media :t D. S. de 5-12 muestras.

En los hámsters inyectados con dosis más altas de BPA, 600 y 1200 mg/kg p. c.,

se observa una mayor incorporación de boro en el tejido tumoral (Tabla 6). Con la

dosis de 600 mg/kg p.c. los niveles de boro en bolsa normal son similares a los

obtenidos con 300 mg/kg p.c.. Con la mayor dosis de 1200 mg/kg p.c. los valores de

boro en bolsa normal, sangre y mucosa resultan más altos que lo deseable en vistas de

una aplicación terapéutica ya que el daño a dichos tejidos podria ser mayor que el
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aceptable (Yang W. y col. . 1997).

mayores de boro a iguales relaciones tumor/tejido normal y tumor/sangre permitirían un

Sin embargo. otros autores opinan que dosis

aumento de la ganancia terapéutica de esta terapia ya que el aporte proporcional de

dosis de la componente de boro será mayor (Coderre J. A. y col. , 1999). Los valores

de boro en sangre para 600 y 1200 mg/kg p. c. resultaron el doble de lo obtenido con

300 mg/kg.

TABLA 6: CONCENTRACIÓN DE BORO (PPM) EN SANGRE Y TEJIDOS PARA
DIFERENTES DOSIS DE BPA 3,5 H POST-ADMINISTRACIÓN.

Tejidos Dosis de BPA (mg/kg)
300 600 1200

Sangre (i. p.) 11,714,9‘a 23.113,8 25.315,3
(n=11) (n=5) (n=5)

Tumor 36.9117,5 643134.4 194.31203,1
(15,2-75,8)b (11.9-120,2) (61,3- 510)

(n=12) (n=12) (n=7)
Tejido 19.615,8 20.911,6 44.116,3

precanceroso (n=8) (n=5) (n=5)
Bolsa 15.615,4 19,615.9 47.71175

Normal (n= ) (n=5) (n=5)
Mucosa de 18,218.9 18,715.1 44,917.1

Carrillo (n=7) (n=5) (n=5)
Lengua 14.216,9 14.312,8 37.719,3

(n=6) (n=5) (n=5
Mucosa de 13.014,3 242112.4 46,617.7

Paladar (n=5) (n=5) (n=5)
Piel de la 14.218,3 13,715.4 372110.6

Mejilla (n=7) (n=5) (n=5)
Hígado 11.414,5 12,515.4 33.215,3

(n=6) (n=5) (n=5)
Bazo 12.916,3 14.815,5 27.514,4

(n=7) (n=5) (n=5)
a: Los resultados estan expresados como la media 1 D.S.. El número de muestras por condición
está indicado entre paréntesis.
b: En el caso de los tumores. se agregó entre paréntesis el rango de valores individuales.

En la siguiente figura (Fig. 32) se observa que la concentración de boro en los

tejidos aumenta en forma aproximadamente lineal con la dosis de BPA-F. Estos datos

concuerdan con otros datos de la literatura en otros modelos experimentales y en

pacientes. La concentración de boro en sangre alcanza un plateau posiblemente
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debido a la saturación del sistema de transporte activo que media la incorporación del

BPA-F desde la cavidad pen'toneal a la sangre (Yang y col. , 1997).

. —I—Tejido Precanceroso
65j —o- Bolsa Normal
60 j —A- Sangre (i.p.)
55 - —v- Mucosa de Carn‘llo

ConcentracióndeBoro(ppm)

8 l

' I ' I ' l ' I ' I ' I ' I ñ‘r ' l ' l '
zoo 300 4oo soo eoo 700 aoo goo 1ooo 11oo 1200 1300

Dosis (mg BPA/kg p.c.)

Fig. 32: Concentración de Boro (pr/g) en sangre, mucosa de carrillo, bolsa normal y tejido
precancemso en función de la dosis de BPA-F a 3.5 h post-administración. Cada punto
representa la media i D.S. de 5-12 muestras.

b) Heterogeneidad tumoral con respecto a la captación de Boro

La Tabla 7 muestra los resultados de la determinación de boro en 14 muestras de tumor

de animales inyectados con 300 mg de BPA-F/kgp.c.. Los tumores están compuestos por

distinta proporción de tejido viable y necrótico.

La concentración de boro en el tumor fué marcadamente heterogénea con un rango de 8.1

ppm en tumores compuestos predominantemente por tejido necrótico hasta 32,0 ppm en

tumores compuestos mayormente por tejido viable. Los datos fueron agrupados en

intervalos de frecuencias y se calculó la media i D.S. de cada intervalo; 040% de tejido
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viable: 8,1 ppm (n=1), 40-70% de tejido viable: 18,4 i 2,0 ppm (n=2), 75-100% de tejido

viable: 32,0 i 13,5 ppm (n=11) (Fig. 33). Se observó una diferencia estadisticamente

significativa (Test de Student, p s 0,01) en la captación de BPA entre los tumores

moderadamente necróticos (18,4 i 2,0 ppm) y tumores principalmente compuestos de

tejido viable (32,0 i 13,5 ppm). La única muestra de tumor compuesto mayoritariamente

por tejido necrótico suficiente para establecer una correlación entre la histologia y la

evaluación por ICP-AES muestra una incorporación de boro muy baja (8,1 ppm).

TABLA 7: ESTUDIO DE LA INCORPORACIÓN DE BORO EN TUMORES CON DISTINTA
PROPORCIÓN DE TEJIDO VIABLE, MEDIDO CON ANALIZADOR DE IMÁGENES EN
CORTES DE TEJIDO.

umor ppm
viable



ConcentracióndeBoro(ppm) 5_l
o

040% 41-75% 7e100%

% Tejido Vlable

Fig 33: Gráfico de Ia concentración de Boro (pr/g) para 3 intervalos de porcentaje de tejido
viable en muestras de tejido tumoral. Los análisis de Boro y la evaluación histológica fueron
realizadas en piezas contiguas de tejido para cada muestra de tumor. Las barras representan la
media :t D.S.. EIintervalo de 040% corresponde a una sola muestra.

La descripción macroscópica del tumor es un parámetro que se puede

correlacionar con el análisis histológico. La figura 34 muestra áreas típicas de la

tinción con H&E de cortes con tejido predominantemente viable (Panel A) y

predominantemente necrótico (Panel B).

Se encontró un resultado similar al anterior cuando se determinó la

concentración de boro en muestras de tejido viable y necrótico disecadas del tumor

sobre la base de un criterio macroscópico. El resultado del análisis mostró una

tendencia, no significativa estadísticamente, de las áreas viables a incorporar más BPA

que las áreas necróticas: 36,9 i- 17,5 ppm vs. 25,2 i 18,5 ppm. A pesar de la

dispersión en los valores, la incorporación de boro en el tejido viable del tumor sería de

aproximadamente un 50% mayor que en el tejido necrótico o pre-necrótico.
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Fig. 34: Microfotografías de cortes de tejido coloreados con Hematoxilina y Eosina tomados de
muestras de tejido tumoral contiguas a las cuales se les realizó la determinación de Boro. Panel
A: Carcinoma de células escamosas (SGC) semidiferenciado y exofítico; a mayor magnificación
se observan células atípicas y viables. Panel B: SCC con áreas extensas de necrosis; a mayor
aumento se observan áreas donde las únicas células viables corresponden a células
inflamatorias. La magnificación está indicada por una Barra de 80 um en la foto de menor
aumento y 20 pm en el recuadro inferior.
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c) Estudio de Biodistribución y Biocinética con un compuesto nuevo:
Carboraniltetrafenilporfirina Borada (CuTCPH)

El compuesto CuTCPH fue selectivamente incorporado en el tejido tumoral tanto

en el protocolo de dosis simple (Tabla 6, Fig. 35) como en el de dosis múltiples (Tabla

9, Fig. 37). En ningún caso se observaron signos de toxicidad de dicho compuesto.

TABLA 8: CONCENTRACIÓN DE BORO (PPM) EN SANGRE Y TEJIDOS A
DIFERENTES TIEMPOS LUEGO DE LA ADMINISTRACIÓN DE UNA DOSIS SIMPLE
DE CuTCPH DE 32 ¡lg/g DE P.C..

Tejidos Tiempo post-inyección (h)
3 6 12 24 48 72

sangre 3,012,4"1 9,519,0 21,7118,5 6,651329 2.013,1 0.4610,36
(n=5) (n=5) (n=4) (n=3) (n=4) (n=5)

Tumor 1,312.7 1.612,7 8.57150 16,0114,3 11,916,1 8,415.4
(n=7) (n=5) (n=3) (n=9) (n=9) (n=12)

Tejido 1.310,8 6.78 2.112,3 6,016.0 4.613,7 5,015.6
precanc. (n=3) (n=2) (n=3) (n=6) (n=6) (n=7

Bolsa 0,310.6 0.23 0.610,5 2.111,4 3.812,2 1,511.3
Jomal (n=4) (n=2) (n=3) (n=6) (n=6) (n=6)

Mucosa 0,910.3 2.2 4.913,7 4,813,4 2.811,5 2,012.2
de (n=3) (n=2) (n=3) (n=6) (n=6) (n=7)

Carrillo
Lengua 0.710,7 0.82 2,212,7 4,712.3 4,311.7 2.612,0

(n=4) (n=1) (n=3) (n=5) (n=5) (n=6)

Mucosa 1,010.8 1.1 4.112,5 3,711.7 3.111,8 1.811,2
de (n=4) (n=2) (n=3) (n=7) (n=7) (n=7)

Paladar
Piel de la 0.410,4 2.1 1.811,0 4.212,3 5.112,9 2,011.1

Mejilla (n=3) (n=2) (n=4) (n=7) (n=6) (n=5)
Bazo 5.715,6 12,1 11.516,0 19.217,7 33.8113.6 41113,8

(n=4) (n=2) ¿1:4) (n=7) (n=6) (n=7)
Hígado 3.111,5 25.3 21,016.1 56.51126 106.1129.2 117,7127,8

m=4) (n=2) (n=3) (n=6) (n=6) (n=6)
Cerebro 0 1,4 1.110,7 0 0,2 10.4

(n=2) (n=1) (n=4) (n=4) (n=6)
Glándula 1.3 0,7 0,410.6 1,1810,8 0 0.410,3
Parótida (n=1) (n=2) (n=3) (n=5) (n=2) (n=61

a: Los resultados estan expresados como la media 1 D.S.. El número de muestras por
condición esta indicado entre paréntesis.
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La mejor relación individual obtenida con el protocolo de dosis simple fue de

tumor/bolsa normal: 32,7:1 (24 h) y tumor/sangre: 31,8:1 (48 h). La cantidad de boro

en el tumor alcanzó un valor máximo de 43,8 ppm (24 h) con una media de 16 ¿r 14,3

ppm (24 h). A pesar de las buenas relaciones obtenidas, el valor medio de boro en el

tumor no sería suficiente para alcanzar los valores terapéuticos. Los niveles de boro

en sangre y bolsa normal son significativamente menores que en el tumor a partir de

las 24 h post-administración, El tejido precanceroso circundante al tumor tiene una

captación mayor que el tejido normal a las 6, 24 y 72 h post-administración.

—-l—-Sangre
30 7 —O—Tumor

q —A- Tejido Precanceroso
—v_ Bolsa Normal

25q + Cerebro

20 —

ConcentracióndeBoro(ppm)

Tiempo post-injección (h)

Fig 35; Concentración de Boro (ugB/g) en sangre, bolsa normal, tumor y tejido precanceroso
circundante al tumor en función del tiempo post-administración de una dosis simple de CuTCPH
i. p. 32 ug B/g pic“ Cada punto representa la media i D. 8..
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Los tejidos orales alcanzan concentraciones de boro similares a los encontrados

en la bolsa y son levemente mayores que los valores de sangre a las 48, y 72 h (Fig.

36), Esta diferencia, sin embargo, no resultó significativa. Los valores de boro en la

piel son similares a los de los tejidos orales en todos los tiempos ensayados.

-—I——Sangre+Tumor
30 - ——A——Piel de la Mejilla

-’V—Paladar
+Lengua

25 ' -—<—Mucosa de Carrillo
——>—Bolsa Normal
—-.—Parotid Gland

ConcentracióndeBoro(ppm)

Tiempo post-injección (h)

Fig. 36: Concentración de Boro (ugB/g) en sangre, mucosa de carrillo, mucosa de paladar, piel
de la mejilla, lengua y bolsa normal en función del tiempo post-administración de una dosis
simple de CuTCPH i. p. 32 pg/g p.c.. Cada punto representa la media i D.S..

Con el protocolo de dosis múltiples las máximas relaciones individuales fueron en

el caso de tumor/bolsa normal: 53,3:1 (3 días) y en el caso de tumor/sangre: 363321 (4

días). El valor medio en tumor a los 3 días fue de 68 j: 25 ppm (Tabla 10, Tabla 9). En

todos los tiempos estudiados los valores de boro en tumor fueron significativamente

mayores que en la bolsa normal y en Ia sangre (Fig. 37). Se observó una mayor

captación de boro en el tejido precanceroso con respecto al tejido de la bolsa normal y

a la sangre. Las diferencias entre el tejido precanceroso y la sangre resultaron

estadísticamente significativas a partir de los 3 dias.
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En resumen, el esquema de administración de 4 inyecciones de CuTCPH

(esquema de dosis múltiples) dadas en 2 días sucesivos permitió mantener alta la

concentración de boro en el tumor en combinación con una considerable eliminación del

compuesto de la sangre.

TABLA 9: CONCENTRACIÓN DE BORO (PPM) EN SANGRE Y TEJIDOS A
DlFERENTES TIEMPOS LUEGO DE LA ADMINISTRACION DE 4 DOSIS DE
CuTCPH DE 32 ¡ig/g DE P.C..

Los resultados se presentan como la media :l: D.S. del número de muestras
consignadas para cada condición.

Tejidos
2 días 3 días

. i t

:l: :l:

:l: :l:

Precanc.

Carrillo

Paladar
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En los tejidos orales normales: mucosa de carrillo, lengua, mucosa de paladar,

bolsa normal, parótida y piel de la mejilla, el contenido de boro fue significativamente

mayor que en la sangre para los 3 y 4 días post-administración. Todos ellos captaron

menor cantidad de bora que el tumor en todos los tiempos ensayados (Fig. 38). Dentro

de los tejidos orales se observan dos poblaciones que difieren levemente entre sí en

cuanto a la concentración de boro. La piel de la mejilla, mucosa de paladar y la lengua

captaron más boro que la mucosa de carrillo, bolsa normal y glándula parótida. Esto

solo refleja una tendencia pues las diferencias no resultaron estadísticamente

significativas.

Los valores de boro en cerebro fueron bajos en el protocolo de dosis simple (0 ­

1,4 ppm) y en el protocolo de dosis múltiples (0,8 - 2,7 ppm) (Tabla 8, Tabla 9). Estos

resultados son consistentes con el hecho que dicho compuesto no atraviesa la barrera

hematoencefálica (Gregoire V y col. ,1993).

flv Sangre
—o——Tumor
4A“ TejidoPrecanceroso
«vw Bolsa Normal

10°' + Cerebro

ConcentracióndeBoro(ppm)

Tiempo post-¡njección (dias)

Fig. 37: Concentración de Boro (pr/g) en sangre, bolsa normal, tumor y tejido precanceroso
circundante al tumor en función del tiempo post-administración de 4 dosis de CuTCPH i.p. 32
pglg p.o,. Cada punto representa la media :t D.S..
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40­
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Fig. 38: Concentración de Boro (pr/g) en sangre, mucosa de carrillo, mucosa de paladar, piel
de la mejilla, lengua y bolsa normal en función del tiempo post-administración de 4 dosis de
CuTCPH i. p. 32 pg/g p.c.. Cada punto representa la media :t D. S..

Una desventaja del CuTCPH consiste en su alta acumulación en hígado: 117,7

ppm (dosis simple, valor máximo) y 276,7 ppm (dosis múltiples, valor máximo) y en

bazo 41 ppm (dosis simple, valor máximo) y 103,7 ppm (dosis múltiples, valor

máximo). En el caso del hígado se han descripto casos de toxicidad para otras

porfirinas evaluadas. En nuestro caso no se observaron signos severos de toxicidad en

los tiempos estudiados. De todos modos en el momento de realizar la irradiación con

neutrones estos órganos deberían ser blindados pues resultarían sumamente

radiosensibles dada la cantidad de boro acumulada (Fig. 39).
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Fig. 39: Concentración de Boro (ugB/g) en tumor, sangre, hígado, bazo, y bolsa normal en
función del tiempo post-administración de 4 dosis de CuTCPH i‘p. 32 pglg pica. Cada punto
representa la media j: D. S..

El compuesto CuTCPH se acumula preferencialmente en las células tumorales y en

menor medida en los tejidos normales. Se elimina casi completamente de la sangre en

condiciones en las cuales todavia persiste en gran cantidad en el tumor.

Comparando los dos protocolos utilizados (simple y múltiple) se observó, en ambos

casos, relaciones tumorltejido normal y tumor/sangre mayores que el valor de 3,5:1

que se consigue con los compuestos comercialmente disponibles utilizados en el ámbito

clínico. Más aún, el protocolo de administración con dosis múltiples fue capaz de entregar

mayor cantidad absoluta de boro al tumor en el cual alcanzó valores muy por encima del

umbral terapéutico de 30 ppm.
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d) Estudio comparativo de dos compuestos de Boro: CuTCPHy BPA-F

La Tabla 10 compara los resultados de los estudios de biodistribución y

farmacocinética con los dos compuestos borados utilizados. Las relaciones individuales

máximas de contenido de boro fueron de tumor/bolsa normal (T/N): 53,321 y de

tumor/sangre (T/S): 363321 para CuTCPH (dosis múltiples) y de T/N: 5,1:1 y de T/S: 4,811

para BPA-F. Los valores absolutos máximos en tumor fueron de 106,40 ppm de boro para

CuTCPH y 64,4 ppm para BPA. Los tiempos de retención de boro en el tumor son más

largos para CuTCPH que los observados para BPA. Esto representaría una ventaja pues

habria un margen de tiempo mayor para realizarla irradiación con neutrones.

Con ambos compuestos el tejido precanceroso circundante al tumor mostró una

tendencia a incorporar mayor cantidad de boro que el tejido normal, pero menos que el

tumor tal como se detalla a continuación. Tumor: 68,0 i 25,0; tejido precanceroso: 10,3 i

3.2; bolsa normal: 3,4 :t 3.1 ppm de boro para CuTCPH (dosis múltiples, 3 días post­

administración) y 36.9 i 17.5; 19.6 i 5,8; 15,6 i 5,4 ppm para BPA (3.5 h post­

administración) respectivamente (Fig. 40).

Como se mencionó anteriormente. una desventaja del compuesto CuTCPH es su

alta concentración en higado y bazo en contraposición a Io que ocurre con el BPA, el cual

se acumula en dichos tejidos en la misma proporción que en otros tejidos normales como

la bolsa dela mejilla (Fig. 40).



TABLA 10: COMPARACIÓN DE LA CAPTACIÓN DE BORO Y BIOCINÉTICA EN
SANGRE TEJIDOS DE DOS COMPUESTOS BORADOS: CuTCPH (DOSIS SIMPLE Y
DOSIS MULTIPLES) Y BPA-F.

BPA CuTCPH (Dosis CuTCPH (Dosis
Simple) Múltiples)

Dosis del 300 mg/kg p. c. 32 mg/kg p. c. 128 mg/kg p. c.

Compuesto

Dosis de Boro 15,5 mg/kg p. c. 10mg/kg p. c. 40 mg/kg p. c.

Relaciones
lndividuales

Máximas

Tumor/Bolsa 5,1/1 (3,5h) 32,7/1 (24h) 53,3/1 (3d)
Normal

Tumor/Sangre 4,8/1 (3,5h) 31,8/1 (48h) 3633/1 (4d)

Valores Máximos
Absolutos

Valor lndividual 64,4 (1,5 h) 43,8 (24 h) 106,4 (4d)
43,8 (3,5 h)

Va'°'M°d¡° 36,9117,5 (3.511) 16,0:14,3 (24 h) 68,0:25,0(3d)

Relaciones
Medias

Tumor/Bolsa 3,1/1 (0,5h) 3,8/1 (3h) 8,7/1 (1d)
Normal 1,8/1 (1h) 7,0/1 (6h) 13,4/1 (2d)

2,0/1 (1,5h) 15,3/1 (12h) 19,9/1 (3d)
2,3/1 (2,5h) 7,6/1 (24h) 8,5/1 (4d)
2,4/1 (3,5h) 3,2/1 (48h)
1,4/1 (6 h) 5,4/1 (72h)
1,6/1 (12 h)

Tumor/Sangre 2,3/1 (0,5h) 0,4/1 (3h) 2,0/1 (1d)
1,5/1 (1 h) 0,2/1 (6h) 6,0/1 (2d)
2,8/1 (1,5h) 0,4/1 (12h) 400/1 (3d)
2,9/1 (2,5h) 2,4/1 (24h) 300/1 (4d)
3,2/1 (3,5h) 5,9/1 (48h)
1,8/1 (6 h) 18,2/1 (72h)
1,4/1 (12h)
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ConcentracióndeBoro(ppm)

Tumor Tejido Boln Normal Sangre (i.p.)
Precancoroso

l IBPA (3,5 hs) ICuTCPH (3 Dias)

Fig. 40: Concentración de Boro (pr/g) en sangre, bolsa normal, tumor y tejido precanceroso
circundante al tumor al tiempo post-adm. Indicado de 4 dosis de CuTCPH i. p. 32 pg/g p. c. (3
días) y BPA-F 300 mg/kg de p. c. (3.5 h). Cada punto representa ¡a media j; D. S.. * indica
diferencias significativasentre ambos compuestos.

ConcentracióndeBoro(ppm)

Bolsa Normal Hígado Bazo

| I BPA (3,5 ha) ICuTCPH (3 Dias) I

Fig. 41: Concentración de Boro (ugB/g) en bolsa normal, higado y bazo al tiempo post-adm.
indicado de 4 dosis de CuTCPH i. p. 32 pg/g p.c. (3 dias) y BPA-F 300 mg/g de p. c. (3,5 h).
Cada punto representa la media j: D. S.. * indica diferencias significativas entre ambos
compuestos.
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Fig. 42: Concentración de Boro (pr/g) en mucosa de carrillo, mucosa de paladar, piel de la
mejilla, lengua y bolsa normal al tiempo post-adm. indicado de 4 dosis de CuTCPH l. p. 32 pg lg p.
o. (3 días) y BPA-F 300 mg/kg de p. c. (3,5 h). Cada punto representa la media i D. S.. * indica
diferencias significativasentre ambos compuestos.

Ambos compuestos se incorporan a los tejidos orales sanos en cantidades similares a

las que se incorporan al tejido de la bolsa normal. Tanto el BPA como e! CuTCPH son no

tóxicos en las dosis empleadas.
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6.2. ESTUDIOS, DE BNCT EN TUMORES DE LA BOLSA
FACIAL DEL HAMSTER (RA-6, CAB)

a) Respuesta del tejido tumoral y normal al BNCT

Se irradiaron un total de 38 animales en las condiciones mencionadas anteriormente

en Materiales y Métodos. Debido a la disposición de las bolsas de Ia mejilla en el momento

de la irradiación, parte de la cabeza del hámster fue expuesta al haz de neutrones de 15 cm

de diámetro. El dipositivo funcionó bien pues los animales quedaron perfectamente

inmovilizados y sostenidos (Fig. 43).

Configuración Asumida (A) Configuración Real (B) I

fi,” “‘H‘/'
f NH

9' 'vl ­
l Ia l"Í x

Fig. 43: En la figura A se observa la configuración asumida para realizar los cálculos preliminares de
dosis, y en el panel B se observa la configuración real de los Hámsters en el momento de la
irradiación que fue empleada para el cálculo final de dosis.

l

La Fig. 44 muestra los hámsters posicionados, anestesiados e inmmovilizados en el

dispositivo de irradiación del RA=6. El mismo fue construído en madera con una apertura

central de 15 cm de diámetro que corresponde a la salida del haz de neutrones

(perpendicular al plano de la foto). Sobre esta apertura se colocó una lámina de cartón

duro en el centro para poder fijar las bolsas faciales evertidas. Solo una parte de la cabeza

fue expuesta también al haz. Todo el cuerpo del animal se blindó con el blindaje de la

pared del reactor (Fig. 20). Sobre esta pared se encuentra la apertura que corresponde a

la salida del haz. Para inmovilizara los animales se usó una cinta de velcro que permitió

sujetarlos. Se verificóque su respiración fuera normal. Una cámara de video fue colocada
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en la sala de irradiación para monitorear el estado general del animal. De los 38 hamsters

tratados solo uno murió por una sobredosis de anestesia. El resto de los animales

despertaron normalmente luego de la irradiación. No se observó injuria por irradiación en

ninguno de los animales tratados.

Fig. 44: Dispositivo de irradiación. La foto muestra los Hámsters posicionados, anestesiados e
inmovilizados en el dispositivo de irradiación. El mismo fue construido en madera con una
apertura central de 15 cm de diámetro correspondiente a la salida de haz de neutrones
(perpendicular al plano de la foto). Sobre esta apertura se colocó una lámina de cartón duro en
el centro para poder fijar las bolsas de la mejilla evertidas. Sólo una parte de la cabeza
también fue expuesta al haz.
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Fig. 45: Dispositivo de irradiación. Todo el cuerpo del animal está blindado con el blindaje de Ia
pared del reactor. Sobre esta pared se encuentra la apertura que corresponde a la salida del haz.
Para inmovilizara los animales se usó una cinta de velero que permitió sujetar a los animales. Se
verificóque su respiración fuera normal. Se observa la apertura en el blindaje que corresponde a la
salida del haz. Una cámara de video fue colocada en la sala de irradiación para monitorear el
estado general del animal.

En la Tabla 11 se describen las dosis en Gy-Eq correspondientes a 62 minutos de

irradiación, para cada uno de los componentes de la reacción de BNCT. La dosis total

absorbida en el tumor asumiendo una concentración de boro de 30 ppm y un CBE de 3,8

fue de aproximadamente 15 Gy-eq y la dosis en la bolsa normal asumiendo una

concentración de boro de 10 ppm y un CBE de 3,2 fue de 7,5 Gy-Eq.
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TABLA 11: DOSIS (Gy-Eq) PARA CADA COMPONENTE

Dn DG DBoro DBoro DN DTTe].Nor DTTumor

(30mm) (10mm)

Dn es la dosis de neutrones rápidos, DG corresponde a la dosis gamma la cual es una sumatoria de
la radiación gamma propia del haz de neutrones y la componente gamma de la reacción de captura
en Boro. D Boro se refiere a la dosis por la reacción de captura del neutron térmico por el Boro que
depende de la concentración de Boro en el tejido y estaria dada por la dosis entregada por las dos
particulas de alto LET producidas durante la reacción (Li y alfa). DN corresponde a la dosis por
captura de los neutrones térmicos por el Nitrógeno presente en los tejidos. DT se refiere a la dosis
total que es la suma de todos los componentes de dosis.

Luego del tratamiento con el BNCTse observó la reSpuesta individualde cada tumor.

La Tabla 12 muestra los datos que corresponden a los animales inyectados con 300 mg de

BPA/kg p.c.. Se consigna el volumen tumoral antes del BNCT y a distintos tiempos post­

tratamiento (1, 7, 14, 21 y 30 dias).

En los tumores 1. 2, 3, 5, 6. 7. 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 21, y 22 se

observó la remisión completa, en los casos 4. 8, y 22 la remisión fué parcial y en un solo

caso (18) se observó progresión tumoral. En el caso 20 se sacrificó el animal para realizar

el análisis histológico antes de poder clasificar la respuesta tumoral. En todos los casos el

análisis histológico permitió confirmar los hallazgos macroscópicos como se describe más

adelante.
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TABLA 12. HÁMSTERS CON TUMOR INYECTADOS CON 300 mg de BPAIkg p.c. Y
TRATADOSCON BNCT (volumen expresado en mms)

umor

A un día post-BNCT se sacrificaron los hamsters portadores de los tumores: 2, 3,

8, 9, 10, 11, 20, 21; a 7 días post-BNCT se sacrificaron los hamsters portadores de los

tumores: 1, 4, 5, 16, 17, 19, a 14 días post-BNCT se sacrificaron los hámsters

portadores de los tumores: 7, 13, 22 y a 30 días post-BNCT se sacrificaron los hamsters

portadores de los tumores: 6, 12, 14, 15, 18, 23.

EI tumor número 20 no pudo ser debidamente clasificado pues el animal número

13 fue sacrificado a las 24 h post-irradiación, momento en el cual el tumor todavía

estaba presente. Dado que un gran número de tumores entraron en remisión y

H4



desaparecieron a tiempos más largos no fue posible clasificar la respuesta tumoral en
este caso.

Con el fin de visualizar mejor la respuesta tumoral los datos fueron normalizados

al 100 % de su volumen inicial (Tabla 13).

TABLA 13. HÁMSTERS CON TUMOR INYECTADOS CON 300 mg de BPAIkg p.c. Y
TRATADOSCON BNCT (porcentaje del volumen inicial)

UMOI’

En la Figura 46 se puede observar la respuesta del tumor a la terapia de BNCTluego

de la administración de 300 mg de EPA/kg p.c. en función del tiempo post-tratamiento. En

dicho gráfico los valores de volumen tumoral se normalizaron al 100% en el momento de la

irradiación.
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Fig. 46: Respuesta tumoral al BNCT (300m9 de BPA/kg de p. c.). Se graficó el volumen tumoral
normalizado al 100% en función del tiempo post-tratamiento (días). La escala fue adecuada para
optimizar la visualización de la respuesta de 21 tumores que sufrieron una remisión parcial o
completa. La línea punteada muestra como el tumor número 18 (el único caso que no pudo ser
controlado por el BNCT) se va de la escala. Cada línea corresponde a la evolución del tumor
correspondiente según la lista debajo del gráfico. Los valores negativos han sido introducidos
artificialmente para mejorar la visualización de la respuesta individualde los tumores para los cuales
el valor del volumen se superpone.

Se observó una remisión completa en 18 de 23 tumores tratados (78%) y una

remisión parcial en 3 de los 23 tumores (13%)dos semanas post-irradiación. Untumor

no respondió al tratamiento y continuó su crecimiento y uno de los animales con tumor fué

sacrificado 24h post-irradiación por Io cual la respuesta del tumor no pudo ser

completamente evaluada. En algunos casos se observó un aumento en el volumen tumoral

que posteriormente disminuyó con la consiguiente remisión del tumor. Esta respuesta

inicialpodría ser atribuida a una respuesta inflamatoria y edematosa que luego remite.
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El análisis macroscópico mostró que en 7/23 casos el tumor desapareció a las 24 h

post-irradiación. Este hallazgo fué confirmado por análisis histológico como se describe más

adelante. Se observó ulceración y lesiones en la capa basal del tejido precanceroso

circundante al sitio del tumor pero no se evidenciaron restos tumorales. El resto de los

tumores (11/23) en los cuales se observó una remisión completa desaparecieron alrededor

de las dos semanas post-irradiación (Fig. 46). Estos resultados también fueron confirmados

por análisis histológicos que demostraron la presencia de úlceras en proceso de

cicatrización sin evidencia de tumor como se describe más adelante. A modo de ejemplo

se muestra la secuencia del aspecto del tumor antes del BNCT (Fig. 47), 1 semana post­

BNCT (Fig. 48), y 2 semanas post-BNCT (Fig. 49) de uno de los hamsters inyectados con

300 mg de BPA/kg pc al cual se le efectuó el BNCT. A las dos semanas post-BNCT el

tumor ha desaparecido y en su lugar se observa una cicatriz‘

Fig. 47: Aspecto del tumor antes del BNCT: Hámster con la bolsa dela mejillaeveitida con un tumor
exofítico que ha sido expuesto para permitir la medida del mismo y su observación. El tumor es vital,
de color rojo. La imagen corresponde al Hamster número 7 de la Tabla 12, tumor número 12.
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Fig. 48: Aspecto de! tumor 1 semana post-BNCT: Se observan zonas de necrosis en la superficie
tumoral (zonas blancas). El tumor y tejido precanceroso circundante están sumamente inflamados.

________.J
Fig. 49: Aspecto de Ia bolsa de la mejilla que portaba el tumor, 2 semanas post-BNET. EI tumor ha
desaparecido. En su lugar se observa una cicatriz. El tejido precanceroso se encuentra menos
ínflamado.
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Los animales tratados con BNCT inyectados con mayores dosis de BPA (600 mg/kg)

evidenciaron control tumoral en el 75% de los casos (Tabla 14-15, Fig. 50). Un tumor

desapareció 2 días y otro 2 semanas post-irradiación. Un tumor sufrió una remisión parcial

(76% reducción en el volumen) a los 2 dÍas y fue sacrificado. El último de los tumores

continuó creciendo. Los hamsters portadores de los tumores 2 y 4 fueron sacrificados 14

dias después del tratamiento, los hamsters portadores de los tumores 1 y 3 fueron

sacrificados 30 días post-tratamiento.

TABLA 14. HÁMSTERS CON TUMOR INYECTADOS CON 600 mg de BPA/kg p.c.
TRATADOS CON BNCT (volumen en mm”)

TABLA 15. HÁMSTERS CON TUMOR INYECTADOS CON 600 mg de BPA/kg p.c.
TRATADOSCON BNCT(porcentaje del volumen inicial)

umor
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Fig. 50: Respuesta tumoral al BNCT (600 mg de BPA/kg p.c.). Se graficó el volumen tumoral
normalizado al 100% en el momento de la irradiación, en función del tiempo post-tratamiento (dias)
para cada uno de los tumores tratados. Cada línea corresponde a la evolución del tumor
correspondiente. Se observa una disminución inicial del volumen de todos los tumores a los dos
dias post-BNCT. A partir de los 14 días post-BNCT 2 tumores (T1, T3) fueron no detectabies y uno
de ellos (T4) progreso.

Todos los tumores (3/3) sin inyectar con BPA tratados con el haz de neutrones,

continuaron creciendo (Tabla 16). Dichos tumores alcanzaron un volumen final, a 30 dias

post-tratamiento, que se sitúo en un rango de 110-2000% del volumen inicial al momento

de la irradiación (Tabla 17). Este incremento en el volumen cae dentro del rango normal de

crecimiento espóntáneo de los tumores de animales sin tratar, estudiados en nuestro

laboratorio. El análisis histológico a los 30 días post-tratamiento confirmó los hallazgos

macroscópicos como se describe más adelante.
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TABLA 16. HÁMSTERS CON TUMOR SIN INYECTAR TRATADOS CON NEUTRONES
(volumen en mm’)

UI'I'IOI'

TABLA 17. HÁMSTERS CON TUMOR SIN INYECTAR TRATADOS CON NEUTRONES
(porcentaje de volumen inicial)

LII‘I'IOI'

Las 13 bolsas normales tratadas con BNCT (300 mg de BPA/kg p.c.) fueron

indistinguibles de las bolsas no tratadas según un criterio macroscópico, excepto por una

congestión moderada encontrada una semana post-tratamiento (Fig. 50). Un grupo de 4

animales tratados con BNCT (300 mg de BPA/kg p.c.) fue estudiado 5 meses luego de la

irradiación para evaluar la respuesta más tardía del tejido normal. Las 4 bolsas estudiadas

fueron indistinguibles de las bolsas control no tratadas con relación a su aspecto

macroscópico.

En las 3 bolsas normales tratadas con el haz de neutrones solamente tampoco se

observaron alteraciones macroscópicas dentro del período experimental estudiado respecto

de las bolsas normales no tratadas.
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Fig. 50: Bolsa normal de la mejilla evertida 2 semanas post-BNCT. El único cambio observable es
una leve congestión que luego remitió.

El tejido precanceroso circundante al tumor presentó inicialmente una respuesta

inflamatoria moderada en respuesta al BNCT que desapareció alrededor del dia 14 post­

tratamiento. Esta respuesta no se observó cuando se irradiócon neutrones solamente.

b) Análisis Histológico

El análisis microscópico de las bolsas con tumores evidencian una serie de cambios

histológicos secuenciales muy característicos. Sin embargo el tiempo post-irradiación al

cual aparecen no es el mismo en todos los casos. Esta secuencia sola pudo ser inferida

luego del análisis de los cortes histológicos realizados en animales que fueron sacrificados

a diferentes tiempos post-BNCT. Es imposible estudiar la evolución a nivel histológico en el

mismo animal ya que implica el sacrificio del mismo. Cabe mencionar que se consideró que

la realización de tomas biópsicas podria alterar la respuesta de los tejidos.
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En este estudio tres hámsters portando un total de 8 tumores fueron sacrificados 1 día

post-tratamiento, 4 hámsters con 6 tumores fueron sacrificados a los 7 días post­

tratamiento, 3 hámsters con 3 tumores fueron sacrificados 2 semanas post-tratamiento y 5

hamsters con 6 tumores fueron sacrificados 30 días post-tratamiento.

Hámsters con tumor tratados con BNCT (300 mg/kg de BPA): a las 24 h post­

BNCT se observaron las siguientes lesiones: mucositis moderada. congestión, úlceras

flanqueadas por zonas de hiperplasia, ampollas subepiteliales, lesiones y necrosis en la

capa basal, ampollas intraepiteliales en el sitio del tumor. pequeñas úlceras. inflamación y

apoptosis. En la piel de la mejilla se observó disqueratosis, inflamación e hiperplasia. La

lesión fue moderada.

Luego de 1 semana post-BNCT no se evidenciaron restos de tumor y se observaron

grandes úlceras tapizadas por fibrina, fibrosis. inflamación moderada, epitelio atrófico, tejido

conectivo necrótico, áreas de hiperplasia, vacuolas y ampollas en la capa basal. En

resumen se observa un tejido precanoeroso con úlceras y epitelio atrófico que aún no ha

sido regenerado. Se observa hiperplasia en la piel.

A las 2 semanas post. BNCT no se evidenciaron restos tumorales. Se observaron

úlceras. áreas atróficas y áreas de regeneración. La piel evidenció hiperplasia.

En el último tiempo estudiado (de 4 semanas) tampoco se observaron restos de

tumor. Se observó la persistencia de úlceras pero no se observaron caracteristicas

microscópicas inusuales en el tejido que rodeaba al tumor, respecto de una bolsa no

tratada. Un tumor que no respondió al BNCT invadió activamente el tejido muscular.
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Sobre la base de estos resultados se podría postular una hipótesis acerca de

una posible secuencia de efectos luego del BNCT(administración de BPAseguida de

la irradiación con neutrones). La respuesta temprana consistiría en la vacuolización de

las células epiteliales, mayormente de la capa basal (Figs. 51-52-53).

Fig 51: Hámster con tumor tratado con BNCT (BPA 300mg/kg p.c.). Se observa necrosis en la capa
basal de células. H&E,480X.
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Fig 52: Hámster con tumor tratado con BNCT (BPA 300mg/kg p.c.). Se observan células
basales con vacuolas. H&E,500X.

El tejido conectivo exhibió una ligera respuesta inflamatoria y Ilamativamente, en

muchos de los cortes estudiados, se encontró separación entre el epitelio y el tejido

conectivo subyacente probablemente como consecuencia del daño a las células

basales tumorales y precancerosas inducidos por el BNCT(Figs. 54-55).
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Fig. 53: Hámster con tumor tratado con BNCT (BPA 300mg/ kg p. c.). Se observan células
basabs con vacuolas. H&E,135X.

Fig. 54: Hámster con tumor tratado con BNCT (BPA 300mg/ kg p. c.). Separación entre el tejido
epitelial y conectivo. H&E, 580X.
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Fig. 55: Hámster con tumor tratado con BNCT (BPA 300mg/ kg p. c.). Separación entre el tejido
epitelial y conectivo. Fibrosis. H&E, 580X

EI daño y necrosis de las células basales y la separación entre las células

epiteiiales y el tejido conectivo subyacente resultaría en la pérdida de las células

tumorales del estrato superior. Este mecanismo podría explicar el rápido control

tumoral observador En los sitios de remisión tumoral se observó una úlcera asociada a

tejido conectivo fibrohialino (Fig 56). La presencia de células vecinas en proliferación

evidenciarla un proceso de cicatrización (Fig. 57).
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Fig. 56: Hámster con tumor tratado con BNCT (BPA 300mgle p.c.). En los sitios de remisión
tumoral se observa una úlcera asociada a tejido conectivo fibrohialino. H&E,30X
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Fig. 57: Hámster con tumor tratado con BNCT (BPA 300mg/kg p.c.). En los sitios de remisión
tumoral se observa una úlcera e inflamación. La presencia de células vecinas en proliferación
evidenciaría un proceso de cicatrización. H&E, 190X
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Hámsters normales tratados con BNCT (300 tng/kg de BPA): en todos los

tiempos analizados (1, 7 y 14 días), no se observaron características microscópicas

inusuales respecto de la bolsa normal no tratada (Fig. 58, comparar con Fig. 7). A los 7

días se observó una congestión moderada que a los 14 días había disminuido.

Fig 58: Hámster normal tratado con BNCT (BPA 300mg/kg p.c.). No se observan características
microscópicas inusuales reSpecto de una boisa normal sin tratar. H&E,250X.
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Hámsters con tumor sin inzectar tratados con neutrones: El primer tumor

estudiado corresponde a un hamster que murió inmediatamente luego de ia irradiación (O

h). En dicho tumor no se observan características microscópicas inusuales con respecto al

tumor no tratado, salvo una congestión. El siguiente tiempo estudiado fue de 3 h. Tampoco

se observaron características microscópicas inusuales, excepto por un área de congestión.

A ias 2 semanas post-BNCT la apariencia del tejido fue indistinguibie de un tumor sin tratar

(Fig. 59, comparar con Fig. 11).

Fig. 59: Hamster con tumor irradiado sin inyectar. Se observa persistencia del tumor, sin daño a
ias células basales. H&E,600X.

130



c) Seguimiento del peso corporal de los animales tratados con
BNCT

El peso corporal mostró un leve descenso. estadísticamente no significativo, a una

semana post-tratamiento en animales con tumor tratados con BNCT (300 mgde BPA/kg

p.c.) (Tabla 18, Fig. 60). Los animales normales tratados con BNCT (Tabla 19, Fig. 61) y

los animales normales sin inyectar irradiados con neutrones, no mostraron cambios en el

peso corporal (Tabla 20, Fig. 62). Sin embargo, los animales con tumor tratados con

neutrones sin la inyección del compuesto borado mostraron una reducción en el peso

corporal a las 4 semanas post-irradiación, compatible con un crecimiento continuo del tejido

tumoral (Tabla 21, Fig. 63).

TABLA 18. PESO CORPORAL EXPRESADO EN GRAMOS DE HÁMSTERS CON
TUMOR TRATADOS CON BNCT (300 mg de EPA/kg p.c.)
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Fig. 60: Peso corporal en gramos. Hámsters con tumor/ BNCT/ 300 mg de BPA/kg p.c.. Se
observa una leve disminución del peso corporal 7 días post-BNCT, que luego se recupera.

TABLA 19. PESO CORPORAL EXPRESADO EN GRAMOS DE HÁMSTERS
NORMALES (SIN TUMOR) TRATADOS CON BNCT (300 mg de BPAIkg p.c.)

meses
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Fig. 61: Peso corporal en gramos. Hámsters Normales] BNCT/ 300 mg de BPA/kg p.c.. El peso
corporal evoluciona normalmente.

TABLA 20. PESO CORPORAL EXPRESADO EN GRAMOS DE HÁMSTERS NORMALES
SlN INYECTAR IRRADIADOS CON NEUTRONES
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Fig. 62: Peso corporal en gramos. Hámsters Normales sin inyectar irradiados con Neutrones. El
pesa corporal evoluciona normalmente.

TABLA 21. PESO CORPORAL EXPRESADO EN GRAMOS DE HÁMSTERS CON
TUMOR SiN INYECTAR-TRATADOS CON NEUTRONES

Hámster (N°) rat.
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Fig. 63: Peso corporal en gramos. Hámsters con tumor/ sin inyectar! irradiados con neutrones.
El peso corporal disminuye a medida que los tumores progresan.
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7- DISCUSIÓN

El presente trabajo propone, valida y evalúa por primera vez el modelo de cáncer

oral en la bolsa de la mejilla del hamster para estudios de BNCT. La elección del

modelo se basa en su potencial de contribuira la búsqueda de nuevas aplicaciones de

BNCT en un área de Ia salud que. como el cáncer de cabeza y cuello, podrla

beneficiarse de terapias alternativas. Asimismo, las características biológicas de este

modelo de cáncer oral hacen que sea de gran valor para el estudio de la biologia y

radiobiología del BNCT en general, aportando datos de potencial transferencia a la

clínica en el caso de otras patologías.

Los resultados obtenidos demuestran que es posible entregar el boro en forma

selectiva y en cantidades potencialmente terapéuticas al tumor de la mejilla del hamster

mediante la administración intraperitoneal de BPA-F. Se pueden alcanzar relaciones

tumor/tejido normal y tumor/sangre que serian compatibles con un tratamiento exitoso.

Los datos de biodistribución en el presente estudio indican que el boro puede ser

concentrado en las células tumorales en cantidades terapéuticas en forma absoluta y

relativa dentro del período comprendido entre 1,5 - 3,5 h luego de la administración de

BPA. Se podrían ensayar estrategias alternativas de administración del BPA que

podrían brindar una ventaja terapéutica aún mayor. Esta alternativa será explorada en

futuros estudios. La inyección en bolo intravenosa de BPA no aumenta

significativamente la oferta de la sangre a los tejidos ni induce variaciones en la

eliminación de boro, comparado con la administración i. p. en este modelo. Se sabe que

la administración de dos dosis intragástricas secuenciales de BPA en un modelo de

gliosarcoma intracerebral de rata tienen un efecto aditivo con respecto a la incorporación

de boro en el tumor. si bien esto no aumenta la relación de concentración tumor/tejido

normal y tumor/sangre en el mismo modelo (Coderre J. A. y col. , 1991; Coderre J. A. y

col. , 1992). Se ha descripto en la literatura que en otros modelos experimentales las

infusiones intravenosas largas de BPA resultan más efectivas en proporcionar mayor

cantidad de boro al tumor en forma selectiva (Joel D. y col. , 1999). En nuestro modelo

este modo de administración podría tener ventajas con respecto a la inyección
intravenosa en bolo.
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En general la incorporación de boro mediada por el BPA y las relaciones tumor/

tejido normal y tumor/sangre en nuestro modelo se encuentran dentro del rango

encontrado en animales de experimentación y en humanos. Estudios previos han

demostrado que la concentración de boro en cerebro normal es similar a la

concentración en sangre y que en promedio la concentración de boro en glioma y

melanoma es entre dos y cuatro veces mayor que en la sangre y cerebro (Coderre J. A.

y col. , 1999a; Coderre J. A. y col. , 1998). Los valores de boro encontrados en los

tumores, tejido normal y sangre de hámster son coincidentes con estos rangos. Las

relaciones tejido/sangre encontrados en la piel de la mejilla de hamster y en los tejidos

orales se asemejan estrechamente a las relaciones encontradas en pacientes para

cuero cabelludo/sangre (Elowitz E. H. y col. , 1998) y piel/sangre (Fukuda H. y col. ,

1994) respectivamente. La concentración de boro en la sangre y en los tejidos normales

del hámster cae dentro del rango de valores encontrado en perros inyectados con BPA

(Huiskamp R. y col. , 1996).

El modelo del hámster permitió estudiar la piel y los tejidos orales además del

tejido de la bolsa de la mejilla. Los tejidos orales y la piel concentran boro en forma

similar a Ia bolsa facial. Esto confiere una ventaja adicional al estudio de dicho tejido

como modelo de los tejidos orales en términos de la captación de boro. En algunos

casos la concentración de boro en alguno de los tejidos orales - como la mucosa de

carrillo- alcanzó valores superiores a los encontrados en la sangre. Por Io tanto, es muy

importante evaluar o al menos estimar el valor de boro en la mucosa oral durante los

tratamientos clínicos en vez de extrapolar el mismo a partir del valor de la sangre como

ocurrió en algunos casos ya que los cálculos dosimétricos dependen fuertemente de la

concentración de boro. En particular, las estimaciones de dosis que se hacen para los

tejidos normales que limitan la dosis que se puede administrar al tumor son criticas.
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Los protocolos clínicos de BNCT en Europa se encuentran en fase de

escalamiento de dosis y hasta el presente no se han producido daños agudos por

radiación en los tejidos orales. En tratamientos futuros en los cuales se ampliaría el

campo de irradiación ó se utilizarlan campos múltiples, dichos tejidos podrlan ser

potencialmente limitantes de la dosis (Coderre J. A. y col. , 1999b). Más aún, en la

eventualidad de un tratamiento de cáncer de cabeza y cuello por BNCTlos tejidos orales

normales tendrian gran relevancia cllnica como limitantes de la dosis.

El estudio del comportamiento de dichos tejidos en un modelo experimental

adecuado como el de la bolsa de la mejilla del hámster contribuiría notablemente a

elucidar efectos secundarios y a prevenir dichos efectos en el futuro.

El fundamento bioquímico de la incorporación preferencial de BPA a la célula

tumoral estaría relacionado con una elevada tasa de transporte de aminoácidos en la

membrana de Ia célula tumoral (Coderre J. A. y col. , 1999a). Dentro de este contexto,

el estado metabólico de la célula puede condicionar la captación del mismo y generar

una gran dispersión en los valores. Se encontró una incorporación muy heterogénea

del BPA en los tumores de la bolsa de la mejilla del hámster Io cual deberia ser tenido

en cuenta en el momento de llevar acabo la terapia del BNCT utilizando BPA. En

concordancia con otros estudios (Coderre J. A. y col. , 1998) hemos observado una alta

incorporación de boro en las regiones con mayor proporción de tejido viable de la masa

tumoral y una baja incorporación en las zonas de tejido con mayor proporción de

necrosis. Los datos de Patel y Sedgwick (2000) demuestran que el BPA se acumula

preferencialmente en las células tumorales viables, contrariamente a lo que ocurre con el

BSH que se acumula mayormente en las áreas necróticas del tumor. El mecanismo de

incorporación del BSH no ha sido esclarecido aún, pero se piensa que entraría al tumor

por difusión desde los vasos sanguíneos (Patel H. y Sedgwick E. M. 2000).
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A partir de los datos de incorporación de BPAen tumores de hámster compuestos

por un 100% de tejido viable podemos asumir que dichos valores constituyen los

máximos valores que se pueden alcanzar en dicho modelo con el modo de

administración empleado. En este sentido. las relaciones de tumor/tejido normal y

tumor/sangre para las células viables deberían ser mayores que el rango de las medias.

Por lo tanto, se podría especular que la ventaja terapéutica del BNCT podria
incrementarse con un aumento de la viabilidad del tumor.

La viabilidad, como ya se mencionó antes, constituye un tema central tal como fue

propuesto en un estudio realizado con muestras de pacientes portadores de

glioblastoma multiforme (Coderre J. A. y col. , 1998). Esta variable resultó muy

importante en el presente estudio. Seria muy valioso evaluar Ia influencia sobre la

incorporación de boro por las células viables de otras variables que aún no han sido

examinadas tales como el grado de diferenciación y la vascularización del tumor.

De esta manera, la captación heterogénea de boro por el tejido tumoral (Ono K. y

col. , 1996; Haritz D. y col. ,1994) impide una exacta planificación del tratamiento. La

correlación entre la dosis prescrita y la dosis real depende enormemente de la

coincidencia entre la concentración de boro estimada y la real obtenida durante la

irradiación. La gran dispersión en las concentraciones de boro trae aparejado un

problema adicional en el momento de analizar Ia respuesta biológica (Raaijmakers P. J.

y col. , 1995). Una vez más, podemos decir que la posibilidad de abordar este problema

desde un punto de vista experimental en un modelo como el del hamster permitiría

contribuir a un aumento de la ventaja terapéutica del BNCT. Estamos realizando

estudios que permitan dilucidar con más detalle la correlación entre la captación de boro

y la histología del tumor.
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La captación de boro en el tejido precanceroso circundante al tumor evidenciaría

una tendencia del tejido premaligno a incorporar mayor cantidad de boro que el tejido

normal. Esta tendencia se observó de igual manera para los dos compuestos utilizados

- BPA-F y CuTCPH - en los estudios de biodistribución.

Es posible que el tejido precanceroso tenga alteraciones en moléculas

responsables del transporte de aminoácidos a través de la membrana, lo cual podria

explicar el mayor grado de incorporación de BPA en dichas células. Se han descripto

numerosas alteraciones del tejido precanceroso sometido a la acción del DMBAtales

como: alteraciones en el nivel de proliferación celular. factores de crecimiento y cambios

en la expresión de enzimas (Smith C. J. y col. . 1972; Solt D. B. y col. , 1987; Schwint

A. E. y col. ,1993; Shin D. M. y col. , 1990; Wang D. T. W. y col. , 1988). Para entender

el comportamiento del tejido precanceroso ha sido de mucha utilidad el análisis de

diferentes marcadores de tranformación maligna y/ó proliferación como las regiones

organizadoras del nucleolo (AgNORs), Ki67 y PCNA (Hall P. A. y col. , 1988; Pich A. y

col. , 1992; Treré D. y col. , 1991). Numerosos estudios han probado que un aumento

en la actividad celular en respuesta a estímulos normales y patológicos se correlaciona

con cambios en los AgNOR. Dicho parámetro podría reflejar el estado de activación y/o

transformación de ciertos tejidos (Crocker J. y Nar P.. 1987; Croker J. y Skilbeck N..

1987) como lesiones de Ia mucosa oral (Cabrini R.L. y col. , 1992), la médula ósea de

pacientes Ieucémicos (Arden y col. , 1989) y el melanoma uveal (McLean y col. , 1997).

Todos estos marcadores solo constituyen ejemplos de alteraciones asociadas al tejido

preneoplásico que en muchos casos aparecen muy temprano en la inducción tumoral

(Schwint A. E. y col. , 1993) y en zonas del epitelio que no exhiben signos morfológicos

de atipla (Schwint A. E. y col. , 1994).
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EIepitelio adyacente al carcinoma epidermoide de mucosa oral en humanos sufre

alteraciones morfológicas e histoqulmicas que podrian representar etapas tempranas

del proceso de carcinogénesis. Estas anomalías pueden ser el resultado de la

producción de factores de crecimiento por el tumor durante su expansión lateral (Coffey

R. J. y col. , 1986), ó Ia expresión del proceso de “cancerización de campo” (Chang W.

W. L., 1978; Colacchio T. A. y col. , 1984; Slaughter D. P. y col. . 1953; Silverman S. y

col. , 1972; Cahan W. G. 1977; Wynder E. L. y col. , 1977; Choy A. T. K. y col. , 1992)

según el cual los tumores se originarlan a partir de zonas multifocales precancerosas.

La aplicación de la terapia del BNCT en el tejido precanceroso podria eventualmente

reducir el riesgo de desarrollo de nuevos tumores y/ó recidiva en el área tratada. Sin

embargo. sería necesario explorar el límite de dosis en el tejido precanceroso, pues

dicho tejido capta mayor cantidad de boro que el tejido normal y existiría el riesgo de

generar efectos agudos luego de la irradiación. El modelo del hámster posee la ventaja

de permitir el estudio del tejido precanceroso cicundante al tumor. Esto no es asi en el

caso de los modelos experimentales tradicionales para estudios de BNCTque se basan

en la implantación de células tumorales en un lecho de tejido sano.

El BNCTgenera una rápida y dramática remisión tumoral con virtualmente ningún

daño al tejido normal en el modelo de cáncer oral en hámster. El presente trabajo

constituye la primera demostración in vivo del éxito del BNCT en un modelo tumoral que

imita el proceso de transformación maligna espontánea. Estos datos son Ia primera

evidencia de Ia utilidad del BNCT para el tratamiento del cáncer oral en un modelo

experimental.

Existe un solo artículo publicado en la literatura internacional sobre el efecto

terapéutico de irradiación X (una fracción de 20 Gy) en los tumores que se desarrollan

en Ia bolsa facial del hámster una vez concluido el proceso de cancerización

experimental. Este estudio mostró una repuesta terapéutica inicial (14 dias post­

irradiación) seguido por un desarrollo tumoral a los 14 y 39 días post-tratamiento. En

ese trabajo todas las bolsas irradiadas mostraron grandes áreas de necrosis e

inflamación y se observaron efectos sistémicas en los animales (Horn Y. y col. , 1971).
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En el presente estudio se evidencia un efecto terapéutico del BNCT sobre el

tumor sin toxicidad detectable en el tejido normal luego de 5,2 Gy de dosis fisica (14,9

Gy-Eq) (asumiendo un CBE de 3.8 para el componente de boro en el tumor) comparado

con una fracción de 20 Gy de rayos X. que fue ineficaz en el control del tumor y dañino

para el tejido normal. La selectividad de la reacción de captura de BNCTy por lo tanto la

deposición de una gran parte dela dosis total en el tejido tumoral se contrapone a lo que

ocurre en radioterapia convencional. Esto hizo posible entregar una dosis de 14,9 Gy­

Eq al tumor y de 7,5 Gy-Eq al tejido normal en nuestro estudio, logrando control tumoral

sin dañar el tejido normal. Coderre y col. (Coderre J. A. y col. . 1999b) han reportado un

factor de efectividad biológica relativa (CBE) de 4.9 para el BPA en la lengua normal de

rata. El factor CBE para la bolsa de hámster queda aún por determinar.

Con respecto al estado general de los animales puede decirse que en el grupo

tratado con BNCT, se notó una leve reducción del peso corporal una semana post­

irradiación y una posterior recuperación. Probablemente esto se debió a la inflamación

en el tejido precanceroso encontrada en ese mismo momento, la cual podria haber

interferido con la ingesta normal del alimento. Los hámsters con tumor tratados con

neutrones solos (sin el compuesto borado) muestran una reducción en el peso corporal a

las 4 semanas post-irradiación compatible con la progresión de los tumores.

Las observaciones histológicas sugieren que la rápida remisión del tumor en los

animales tratados con BNCT se debería al daño en la capa basal inducida por la

reacción de captura, seguida de la pérdida de los estratos superiores de células

tumorales. Este efecto podría ser explicado, en parte, por la acumulación preferencial

de BPA en Ia capa basal. Esta hipótesis deberá ser explorada en estudios futuros.

Existe un estudio realizado en la Ohio State University por el grupo del Dr. Barth (trabajo

en curso) con el objetivo de determinar si el fenómeno de apoptosis podría mediar la

reacción letal producida por la reacción de captura en el BNCT. Estos estudios

demuestran inequívocamente que el BNCTproduce un aumento en el número de células

apoptóticas comparado con los controles irradiados con neutrones, sin inyectar con el

compuesto borado. La apoptosis ó muerte celular programada (Kerr J. F. R. y col. ,
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1972) es un proceso que puede ser iniciado en la célula por una serie de estímulos

externos tales como drogas (Au J. L. S. y col. , 1997) y radiaciones ionizantes (Blank K.

R. y col. ,1997). Una vez iniciada, se produce la condensación del citoplasma y del

núcleo y la consiguiente formación de los característicos cuerpos apoptóticos. Este

proceso puede ser completado en un intervalo de 4 horas. Si se detectan células

apoptóticas en un tejido. es muy probable que exista una gran fracción de la población

de células apoptóticas que ya hayan sido removidas (Bosman F. T. y col. ,1996). Sobre

Ia base de la existencia del proceso de apoptosis luego de la reacción de BNCT, sería

muy interesante estudiar si dicho fenómeno pudiese resultar en un mecanismo

alternativo ó sinérgico que explicaría la rápida e inequívoca remisión en los tumores de

la bolsa de la mejilla del hámster mediada por el BNCT. Para determinar si esto es así

se haria necesario estudiar el tejido irradiado a intervalos más cortos de tiempo luego de

la irradiación, dado que en el estudio realizado el primer tiempo evaluado fue de 24 h

post-BNCT.

Como resultado de Ia constante búsqueda por maximizar el beneficio de la terapia

por BNCT se ha llegado a conclusiones muy importantes en términos de la ganancia

terapéutica que poseería la técnica. En cualquier terapia radiante, la dosis entregada al

tumor está limitada por la tolerancia del tejido normal circundante dentro del volumen

tratado. El corto rango de los productos de la reacción de BNCT generados durante la

reacción de captura presenta una oportunidad para aumentar la relación terapéutica

(dosis al tumor/dosis al tejido normal) ó “therapeutic ratio"a niveles sin precedentes en la

radioterapia con fotones. La determinación del “therapeutic ratio" requiere, para cada

compuesto, el conocimiento de la concentración de boro en el tumor, sangre y tejido

normal así como el RBE de cada uno de los componentes de dosis de la reacción de

BNCT para el tumor y tejido normal, incluyendo el CBE. El RBE de los componentes del

haz de neutrones y los CBEs para el BNCT mediado por el BPA y BSH han sido

descriptos en el tumor de ratas portadoras de gliosarcoma (Coderre J. A. y col. , 1993),

médula espinal de rata (Morris G. M. y col. , 1994b) y piel de rata (Morris G. M. y col. .

1994c). Los RBEs y CBEs correspondientes a los modelos citados combinados con una

relación de 1°Btumor/sangre mayor ó igual a 3:1 produce una ganancia terapéutica para

el BNCT mediado por BPA que excede el valor de 5:1 (dosis al tumor/dosis al cerebro
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normal). Para el BSH la ganancia terapéutica es menor (1,1:1) debido a la relación

desfavorable de 0,5:1 entre el tumor y la sangre con respecto a la captación de boro.

Debido a las diferencias en la ganancia terapéutica entre el BPA y el BSH, a dosis

similares en el endotelio vascular, se observan diferencias muy marcadas favorables al

BPA en la proporción de sobrevivientes a largo plazo entre los animales tratados

(Coderre J. A. y col. , 1996).

Otro factor a tener en cuenta cuando se considera la ganancia en Ia relación

terapéutica ó “terapeutic ratio" es la cantidad absoluta de boro acumulada en el tejido

tumoral. A iguales relaciones tumor/sangre en las concentraciones de boro, Ia ganancia

terapéutica aumenta a medida que se le administran mayores cantidades de absolutas

de boro al tumor y al tejido normal. Es más importante tener altos niveles de 1°Ben el

tumor, a una relación fija tumor/tejido normal, que menos cantidades de 1°Ben el tumor

con altas relaciones de boro/tejido normal (Coderre J. A. y col. , 1999). Esto se debe

principalmente al menor tiempo de irradiación requerido para entregar la misma dosis al

tumor con Ia consiguiente disminución en la dosis entregada al tejido normal. Los

componentes de dosis no relacionados con Ia reacción de captura en boro (neutrones

rápidos del reactor. rayos gamma producidos por la reacción de captura en hidrógeno, y

protones producidos por la reacción de captura en nitrógeno) se reducen al reducirse el

tiempo de irradiación. El aporte de dosis proporcional de la componente de boro será

mayor cuanto mayor sea la concentración absoluta de boro.

Los resultados obtenidos en el presente estudio de BNCT utilizando BPA como

molécula transportadora de boro sugieren que el modelo de cáncer oral en la bolsa de la

mejilla del hámster podría contribuir a la evaluación de nuevos compuestos de boro in

vivo. Más aún, permite evaluar diferentes protocolos de BNCT y examinar los efectos

sobre el tumor y el tejido normal y estudiar los mecanismos involucrados en la remisión

tumoral producida por la terapia.
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La administración de dosis múltiples de CuTCPH (Miura M. y col. , 2001) entrega

a los tumores de la bolsa de la mejilla cantidades de boro absolutas y relativas que

exceden marcadamente los valores terapéuticos. Las relaciones tumor/tejido normal y

tumor/sangre obtenidos son mucho mayores que los esperados con los otros

compuestos de boro tradicionales como el BPA y BSH. Adicionalmente el CuTCPH

tiene una permanencia en el tumor del orden de días mientras que el BPA sólo tiene una

permanencia de horas. Esta característica ampliaría la ventana temporal para realizarla

irradiación con neutrones haciendo más flexible el protocolo de la terapia. Esto además

favorecería la administración de combinaciones de compuestos de boro en distintos

momentos luego de la administración de CuTCPH dependiendo de las fases de

incorporación y eliminación de los mismos. Así, en nuestro modelo el mejor tiempo post­

inyección para el CuTCPH fue de 3 dlas mientras que para el BPA-F fue de 3,5 h lo cual

harla muy fácil su combinación.

El uso de porfirinas como compuestos transportadores de boro se inicia con un

esfuerzo independiente pero con el mismo objetivo del Dr. Khal. la Dra. Miura y el Dr.

Gabel y colaboradores con el fin de desarrollar porfirinas solubles en agua para su uso

en BNCT (Kahl S. B. y col. , 1993; Miura M y col. , 1990; Gabel D. y col. , 1994). Entre

las consideraciones respecto de este tipo de compuestos debe mencionarse su toxicidad

en las concentraciones necesarias para llevar a cabo la terapia del BNCT. El compuesto

que ha sido más estudiado a nivel biológico es un derivado de la deuterioporfirina lX

llamado BOPP (Kahl S. B. y col. . 1990). Ha sido empleado no solo para estudios de

BNCT sino para su aplicación como sensibilizador en la terapia fotodinámica ó PDT

(Munday A. D. y col. . 1996; Spizziri P. G. y col. , 1996; Mark A. y col. , 2001). Los

estudios de biodistn‘buciónen ratones portadores de tumores han sido muy promisorios.

Se ha reportado una localización subcelular del compuesto específica en la mitocondria

(Munday A. D. y col. , 1996; Spizziri P. G. y col. , 1996). Sin embargo. los estudios en

ratas con tumores intracerebrales han mostrado sin lugar a dudas que el BOPP es

altamente tóxico al nivel requerido para obtener cantidades suficientes de boro en el

tumor (Ozawa T. y col. ,1998).
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Dentro de este contexto, los compuestos Iipofílicossintetizados por la Dra. Miura

(NiTCPH. CuTCP y CuTCPH) muestran una ventaja significativa en términos de su baja

toxicidad (Miura M. y col. , 1996a; Miura M. y col. , 1996b; Miura M. y col. , 1997). Se ha

estudiado el comportamiento, y se ha efectuado el estudio enzimático, quimico y

hematológico de la sangre de ratones inyectados con dichos compuestos. Estos

estudios no mostraron diferencias con los animales inyectados con el vehiculo solo. Por

ejemplo el compuesto NiTCPH no causa ningún tipo de toxicidad ni muerte a una dosis

total de 272 mg/kg de p.c. en un total de 100 ratones (Miura M. y col. . 1998). Es de

notar que Ia dosis máxima de CuTCPH utilizada en este trabajo fue de 128 mg/Kg

administrada en 4 inyecciones. Con dicha dosis no se registraron signos de toxicidad en

ninguno de los hamsters inyectados. Los análisis enzimáticos y hematológicos

constituyen algunas de los parámetros a analizar en próximos estudios.

Los estudios histopatológicos realizados por la Dra. Miura en secciones de

higados de ratones (teñidos con Hematoxilina-Eosina) muestran que, mientras las

porfirinas solubles en agua son severamente hepatotóxicas, el CuTCP y el NiTCPH

(ambas lipofllicas)exhiben poca o ninguna toxicidad. En este sentido estos compuestos

serían comparables al BPA (Miura M. y col. , 1998).



8- Conclusiones

Es posible entregar el boro en forma selectiva y en cantidades potencialmente

terapéuticas en el tumor de la mejilla del hamster. Se pueden alcanzar relaciones

tumor/tejido normal y tumor/sangre que serían compatibles con un tratamiento exitoso.

El BNCTgenera una rápida y dramática remisión tumoral y virtualmente ningún daño al

tejido normal en este modelo. Se ha demostrado así, por primera vez, el tratamiento

exitoso del cáncer oral con BNCT en un modelo experimental. Las observaciones

histológicas sugieren que la rápida remisión del tumor en los animales tratados con

BNCTse deberia al daño en la capa basal inducida por la reacción de captura, seguida

de la pérdida de los estratos superiores de células tumorales.

El modelo de cáncer oral en la bolsa de Ia mejilla del hámster sería

particularmente útil para evaluar la respuesta de los tejidos orales limitantes de la dosis

en respuesta a la terapia de BNCTentregada en una dosis simple y/ó en protocolos de

irradiación fraccionada. EI modelo nos permitiría estudiar el efecto inducido por el BNCT

en el lecho vascular del tumor y del tejido normal.

El modelo es sumamente interesante para realizar la evaluación de nuevos

compuestos de boro in vivo que no han sido implementados aún en el ámbito clínico.

Los compuestos aprobados para el uso en humanos como el BPA y BSH arrojaron

resultados alentadores con respecto a la eficacia de esta terapia pero hasta la fecha no

concluyentes. En este sentido. se ha planteado a nivel mundial, la búsqueda de nuevos

compuestos borados. Dentro de los nuevos compuestos desarrollados, el compuesto

sintetizado por la Dra. Miura posee características excepcionales en términos de su

selectividad, incorporación y permanencia en el tumor de la bolsa de la mejilla, además

de su baja toxicidad en los animales tratados.
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Numerosos grupos en todo el mundo se encuentran muy interesados en explorar

nuevas aplicaciones de BNCT y en profundizar en el conocimiento de la biologia y

radiobiología de dicha terapia. Esto permitiría aumentar Ia ventaja terapéutica del

tratamiento. El modelo de carcinogénesis en la bolsa de la mejilla del hámster

constituye un modelo de cáncer oral humano de gran valor como un novedoso abordaje

experimental a los estudios de BNCT,en particular como una nueva estrategia potencial

para el tratamiento de tumores de cabeza y cuello.

H Sid/tufur b/__,
Firma del Director de Tesis Firma del Doctorando
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