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RADIOBIOLOGIA DE LA TERAPIA POR CAPTURA NEUTRONICA EN BORO (BNCT) EN
CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS:
ESTUDIOS BASICOS EN UN MODELO EXPERIMENTAL IN VIVO Y ESTUDIOS PRECLINICOS

EN TUMORES ESPONTANEOS EN PACIENTES FELINOS

RESUMEN

La Captura Neutronica en Boro (BNCT) combina la irradiacion externa con
neutrones y la administracion de compuestos borados que se acumulan selectivamente
en el tumor. La reaccion de captura *°B(n,c)’Li que ocurre entre los neutrones térmicos
y el atomo de Boro 10 genera particulas pesadas letales y de corto alcance se producira
mayormente en las células tumorales. Esta modalidad terapéutica permitiria dafiar los
tejidos tumorales sin producir dafio significativo al tejido normal.

Se estudio la biologia y radiobiologia del BNCT en el modelo de cancer bucal en
la bolsa de la mejilla del hamster. Estudiamos la biodistribucion de boro en sangre,
tumor y tejidos normales empleando nuevos protocolos de administracion de
compuestos borados estandar y compuestos borados nuevos, administrados solos o en
combinacién (BPA y/o GB-10 [Na,'°B1oH1q]) y demostramos su potencial terapéutico
en el modelo de cancer oral en hamster. Una vez demostrado el potencial terapéutico de
estos protocolos de administracion de compuestos borados, hicimos estudios de BNCT
in vivo, empleando el haz epitérmico termalizado del Reactor Nuclear RA-6, sito en el
Centro Atémico Bariloche. Demostramos la eficacia terapéutica, sin radiotoxicidad del
tejido normal, de bajas y altas dosis de BNCT mediado por GB-10 y (GB-10 + BPA), y
demostramos un nuevo paradigma en BNCT basado en el efecto selectivo sobre tumor
de la terapia mediada por un compuesto borado que no se incorpora selectivamente al
tumor.

Habiendo demostrado que el BNCT-BPA induce control tumoral en Carcinoma
de Células Escamosas (CCE) experimental en la bolsa de la mejilla del hamster sin dafio
al tejido normal, en un escenario preclinico, demostramos la eficacia terapéutica de
BNCT para el tratamiento de CCE espontaneos en felinos domésticos.

Palabras Clave: BNCT, cancer oral, carcinoma de células escamosas, CCE, bolsa de la
mejilla del hamster, compuestos borados, BPA, GB-10, CCE espontaneos en felinos,
Captura Neutrdnica en Boro.
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RADIOBIOLOGY OF BORON NEUTRON CAPTURE THERAPY (BNCT) IN SQUAMOUS
CELL CARCINOMA:
BASIC RESEARCH IN AN IN VIVO EXPERIMENTAL MODEL AND PRECLINICAL STUDIES IN

SPONTANEOUS TUMORS IN FELINE PATIENTS

ABSTRACT

Boron Neutron Capture Therapy (BNCT) combines external irradiation with
neutrons and the administration of boron compounds that accumulate selectively in
tumor cells. The capture reaction °B(n,o)’Li that takes place between thermal neutrons
and °B, giving rise to short range, lethal heavy particles, will occur mainly in tumor
cells. This treatment modality would target tumor tissue selectively with no significant
damage to normal tissue.

We studied the biology and radiobiology of BNCT in the hamster cheek pouch
oral cancer model. Biodistribution studies were performed to evaluate absolute and
relative boron concentrations in blood, tumor and normal tissues employing new
administration protocols of standard and new boron compounds, administered alone or
jointly  (boronophenylalanine [BPA] and/or GB-10 [Na,°ByoHig]). Having
demonstrated the therapeutic potential of these boron compound administration
protocols in the hamster cheek pouch oral cancer model, we performed in vivo BNCT
studies employing the thermalized epithermal beam of the RA-6 Nuclear Reactor
(Bariloche Atomic Center). We demonstrated the therapeutic efficacy with no normal
tissue radiotoxicity of BNCT mediated by GB-10 and (GB-10 + BPA). Moreover, we
demonstrated a new paradigm in BNCT based on the selective effect on tumor of BNCT
mediated by a compound that is not selectively incorporated by tumor.

Having shown that BNCT-BPA induces tumor control in experimental Squamous
Cell Carcinoma (SCC) in the hamster cheek pouch with no radiotoxicity in normal tissue
we demonstrated, in a preclinical scenario, the therapeutic efficacy of BNCT for
spontaneous SCC in feline patients.

Key words: BNCT, oral cancer, squamous cell carcinoma, SCC, hamster cheek pouch,
boron compounds, BPA, GB-10, spontaneous SCC in felines, Boron Neutron Capture
Therapy
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INTRODUCCION

1. Terapia por Captura Neutrdnica en Boro (BNCT)

La terapia por Captura Neutrénica en Boro (Boron Neutron Capture Therapy o
BNCT) constituye una aplicacion de la tecnologia nuclear al area biomédica que combina
la irradiacion externa con neutrones y la administracion de compuestos borados que se
acumulan selectivamente en el tumor. Es una modalidad de tratamiento binario que se basa
en el concepto publicado por primera vez por Gordon Locher (1936). El is6topo estable del
boro, 1°B, interactlia con neutrones de baja energia (neutrones térmicos de <0.4 eV)
desencadenando una reaccion de captura que da lugar a la formacién de un &tomo de 'B
que se escinde en 10™*? seg generando una particula alfa (*He) y un ndcleo de “Li de alta
transferencia lineal de energia (LET) y rango corto (5 a 10 micrometros) (Coderre y Morris,
1999).

Estas particulas de alto LET son suficientes para matar o esterilizar las celulas
donde se produce la reaccion. Asimismo, el corto alcance de dichas particulas limitaria el
dafio a las células normales (que contendrian menor cantidad de boro que las células
tumorales) en las cuales no se produce (o se produce en mucho menor grado) la reaccion de
captura. EI LET es una medida de densidad de las ionizaciones producidas cuando una
radiacion interactta con el tejido. A mayor LET habra mas cantidad de ionizaciones y por
lo tanto mayor dafio. Dentro de este contexto, las particulas de alto LET serdn maés
eficientes en producir dafio que la radiacion de bajo LET como los rayos X o gamma

usados normalmente en radioterapia (Gabel D y col., 1984).

La estrategia consiste en administrar compuestos borados que sean incorporados
selectivamente a las células tumorales y cuyo contenido en las células normales y en la
sangre sea significativamente menor. De esta manera, la reaccion de captura que ocurre
entre los neutrones térmicos y el &tomo de '°B para generar particulas pesadas letales y de
corto alcance se producira mayormente en las células tumorales. Esta modalidad terapéutica
permitiria dafar los tejidos tumorales sin producir dafio significativo al tejido normal. Para

que el BNCT sea exitoso se deben localizar un gran nimero de &tomos de °B
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(aproximadamente 10° 4&tomos/célula) en las células neoplésicas (alrededor de 30 pg/gr de
tejido 6 30 ppm) y un nimero suficiente de neutrones térmicos deben ser absorbidos por los

4tomos de '°B para desencadenar la reaccion letal *°B(n,a)’Li (Barth RF y col., 1990).

Es muy importante conocer el contenido de boro para realizar los célculos
dosimeétricos previos al BNCT. Para ello es conveniente realizar un estudio de
biodistribucion. Este estudio consiste en administrar el o los compuestos borados por via
intravenosa o intraperitoneal como infusion o en bolo segin como se lo/los utilice en la
terapia. Desde el inicio del protocolo de administracion hasta varias horas después se toman
muestras de sangre y, si es posible, muestras de tumor y tejido normal y se analiza la
concentracion de boro. 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 entregara al tumor y al resto de los tejidos durante el BNCT. Estos estudios
también permiten determinar el tiempo Optimo post-administracién en el cual se logra la
mayor concentracion de boro en tumor asociada a buenas relaciones respecto a los tejidos
normales y la sangre. Previo a y durante la irradiacion se pueden verificar algunos valores
de concentracion en sangre pero la tecnologia ain no permite medir en forma no invasiva,
“on-line”, los valores de boro en tejidos normales y tumor. Lo que se hace en estos casos es
considerar las relaciones tumor/sangre y tumor/tejido normal obtenidas en la

biodistribucion previa (Gonzalez SJ y col., 2004).

El BNCT constituye un tipo de terapia que ha sido denominada “binaria”, por el
hecho que el resultado terapéutico se obtiene al combinar dos componentes, que por
separado no serian suficientes para generar el efecto buscado. Cada componente resulta
relativamente inocuo para la célula, pero su combinacién genera un efecto citotoxico
altamente letal. Otros ejemplos de este tipo de terapia son aquellas que combinan radiacién
con el uso de sensibilizadores (Kennedy KAy col., 1987), terapia de activacion por fotones
(Amaldi U y col.,1994; Laster BH y col., 1993), terapia fotodinamica (Diamond | y col.,
1972), y terapia genica (Caruso M y col., 1996). La iniciativa de desarrollar nuevos
métodos para el tratamiento del cancer ha surgido como una respuesta a los limitados
resultados que se han obtenido con las terapias existentes en conseguir la destruccion

selectiva y especifica de las células tumorales resguardando las células normales. Una de
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las ventajas de este sistema binario, es que cada componente puede ser manipulado
independiente, y solamente cuando el tiempo es el adecuado para lograr el maximo efecto
citotoxico sobre las células malignas, compatible con la radiotolerancia del tejido normal
contiguo, los dos componentes son superpuestos.

El BNCT fue pensado primariamente para tumores de cerebro, ya que los gliomas
de alto grado y especialmente los glioblastoma multiforme (GBM) son extremadamente
resistentes a las formas terapéuticas convencionales como la cirugia, quimioterapia y
radioterapia y la tasa de sobrevida a 5 afios es practicamente nula (Berger MS, 1994; Gutin
PH y Posner JB, 2000; Parney IF y Chang SM, 2005). Sin embargo, actualmente esta
terapia se encuentra en ensayo clinico en el mundo para tumores de cerebro y melanomay,
mas recientemente, para tumores de cabeza y cuello y metastasis de higado (Barth RF y
col., 2005).

2. Compuestos de Boro

El concepto de NCT (Neutron Capture Therapy) se basa en la observacion de que
ciertos nucleidos - radioactivos y no radioactivos- poseen una capacidad inusual de
absorber neutrones térmicos (Locher GL, 1936). Esta capacidad se describe en términos
cuantitativos como la Seccion Eficaz de dicho atomo (Friedlander G y col., 1981). La

capacidad de generar reacciones de captura aumenta con la seccion eficaz.

Existen varios nucleidos como el °Li, °B, *’Gd, ?*°U entre otros, que poseen alta
seccion eficaz. En la mayoria de los casos la seccion eficaz es de al menos 2 6rdenes de
magnitud mayor que las secciones eficaces de los componentes elementales normales de los
tejidos lo cual permitiria una captura preferencial por dichos dtomos. Ademés de esta
caracteristica, existen otras variables que se consideran cuando se selecciona un nucleido
para su uso en NCT tales como: su toxicidad, los productos de fision generados en la
reaccion de captura y las propiedades de los compuestos potencialmente portadores de

dicho nucleido.

Durante los primeros desarrollos en el 4rea de NCT se consider6 al “*U radioactivo

como un posible nucleido (Frigerio NA y col., 1958). Los productos de fision eran
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adecuados pero en general los compuestos del uranio son toxicos y ademas poco estables en

medios bioldgicos (Ej.: uranyl-protoporfirina).

El gadolinio (**'Gd) presenta la més alta seccién de captura de los neutrones
térmicos de todos los nucleidos estables. La reaccion de captura del °’Gd produce
electrones de conversion interna (IC) y electrones Auger y Coster-Kronig (ACK) de alta
transferencia lineal de energia y relevancia biolégica. La idea de usar *>’Gd como agente de
captura del NCT fue formulada en los 80s como una alternativa similar a la terapia con °B.
Sin embargo no tuvo mucho éxito ya que no se logré que los compuestos con Gd llegaran
al nacleo celular, requisito indispensable ya que para que los electrones ACK induzcan
muerte celular en el momento de la captura neutrdnica, el Gd debe estar en las
proximidades del DNA, es decir, en el nlcleo de la célula (Martin RF y col., 1988; Laster
BH y col., 1996).

Otro nucleido considerado fue el °Li no radioactivo (Zahl PA y col., 1940). Las
particulas de alto LET generadas eran del rango y energia suficiente para destruir una
célula. La mayor limitacion fue que al ser un metal alcalino el °Li en condiciones bioldgicas

se escinde inmediatamente en cationes de Litio.

El *°B no radioactivo utilizado en BNCT es similar al °Li en cuanto a los productos
de fisién (Kruger PG y col., 1940; Sweet WH y col., 1951). Una clara ventaja del °B
comparado con otros nucleidos, ademas de sus productos de fision, 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 &tomos de boro y otros elementos como el carbono, oxigeno y
nitrégeno. Su pequefio ndmero atomico le permite reemplazar al carbono en muchas
estructuras organicas y formar uniones covalentes con heterodtomos que pueden ser muy
estables como los carboranos presentes en varios compuestos de boro. Por éstas razones, el
198 fue seleccionado para desarrollar numerosos compuestos portadores de *°B para su uso
en BNCT.

Para que el BNCT sea potencialmente exitoso se deben cumplir las siguientes

premisas respecto del compuesto borado:
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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 4&tomos de boro.

o La cantidad absoluta de &tomos de boro incorporada al tumor debe ser suficiente
para producir las reacciones de captura con neutrones térmicos necesarias para

dafiar el tumor (se considera necesaria la incorporacién de 30 ug'°B/g 6 30 ppm).

o La incorporacion de compuesto borado al tumor debe ser selectiva para lograr
dafiar el tejido tumoral minimizando el efecto en tejido normal. Se ha demostrado
que la relacion tumor/tejido normal y tumor/sangre debe ser del dérden de 3:1
(Soloway AH y col., 1967).

o La microlocalizacion del compuesto borado debe favorecer el dafio a los blancos

subcelulares tumorales mas radiosensibles.

Hasta el presente pocos compuestos de boro han sido aceptados para su uso en
tratamientos clinicos. Inicialmente los tratamientos se llevaron a cabo usando borax,
pentaborato y acido bérico (Farr LE y col., 1954b; Farr LE y col., 1954c; Locksley HB y
col., 1955). La falta de éxito de estos ensayos se debid en parte a que la selectividad y
permanencia en tumor del compuesto borado no eran adecuadas. El ulterior desarrollo de
compuestos tuvo como objetivo una mayor incorporaciéon y permanencia del compuesto en

el tumor en contraste con los niveles en el tejido normal y la sangre.

Solo tres compuestos desarrollados posteriormente han sido aprobados hasta la
fecha para su uso en pacientes: borofenilalanina (BPA), mercaptoundecahydro-
dodecarborato (BSH) y GB-10 (Na;'°BioHig). EI BSH ha sido usado por Hatanaka y
Nakagawa en Japén (Hatanaka H y col., 1991; Nakagawa Y y col., 1997) y en este
momento es usado en los ensayos clinicos en Europa. EI BPA comenzd a ser usado en
ensayos clinicos en EE.UU. en Brookhaven National Laboratory en New York (Coderre J
Ay col., 1997) y luego fue usado en el Beth Israel-Deaconess Hospital/Massachusetts
Institute of Techonology en Boston, MA (Busse P y col., 2000; Busse P y col., 2003),
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Finlandia, Suecia y Japén (Joensuu H y col., 2003; Capala J y col.,2003; Mishima Y y col.,
1989) vy desde 2003 en la Argentina (Gonzalez SJ y col., 2004). En el caso del GB-10 se
probd su ausencia de toxicidad en perros (Stelzer KJ y col., 2001) y en 15 voluntarios con
glioblastoma multiforme o con un tipo de cancer de pulmén en quienes se llevé a cabo un

estudio de farmacocinética en la universidad de Washington (Diaz A y col., 2002).

3. BPA,BSHy GB-10

El BPA es un derivado del aminoacido fenilalanina y es capaz de llevar cantidades
absolutas significativas de °B al tumor con una buena relacién tumor/tejido normal y
tumor/sangre. Fue sintetizado a fines de 1950 (Snyder HR y col., 1958) y ha sido usado en
el ambito clinico desde hace aproximadamente 10 afios. EI BPA no es toxico a la dosis
necesaria para efectuar la terapia segun se ha probado en diferentes modelos experimentales
(Ej. Coderre J y col., 1990). Los estudios toxicolégicos demuestran que ratones y ratas
inyectadas con BPA a pH neutro no muestran signos de toxicidad sistémica a dosisde 5y 3

0/kg respectivamente (Coderre JA'y col., 1987; Taniyama K y col., 1989).

Este compuesto se propuso inicialmente para el tratamiento de melanomas. Es un
analogo de la tirosina, un sustrato para la sintesis de melanina en células normales. Se ha
observado la formacién de un complejo entre el BPA y los mondmeros de melanina que
son sintetizados activamente dentro de las células. En el caso de los melanomas
melanociticos la formacion de melanina aumenta considerablemente y debido a esto
también aumenta la captacion de tirosina o fenilalanina en las células tumorales (Mishima
Y y col., 1989).

Posteriormente el BPA se us6 como portador de boro para el tratamiento del
glioblastoma multiforme. Este compuesto posee un bajo peso molecular y sus
caracteristicas quimicas le permiten atravesar la barrera hematoencefélica. La incorporacion
preferencial del compuesto en las células tumorales fue un hallazgo empirico. Adn no se
conocen exactamente los mecanismos involucrados pero se supone que este fendbmeno se
deberia a una mayor necesidad o requerimiento de aminodacidos por las células tumorales

metabolicamente muy activas (Coderre JA'y col., 1999a). El transporte trans-membrana del
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BPA ocurriria via el sistema de transporte de L-aminoacidos y ocurriria mas activamente en
células con un indice metabolico més elevado (Wittig A y col., 2000).Se ha comparado la
distribucion de BPA y de tirosina tritiada (el verdadero precursor de la melanina) en ratones
portadores de melanoma (Coderre JA y col., 1990). El tritio de la tirosina se acumula en
todos los tejidos metabdlicamente activos (tumor, epitelio intestinal, higado, médula 6sea y
tejido glandular) mientras que el *°B del BPA se acumula solamente en el tumor. Estas
observaciones sugieren que el sistema de transporte de aminoéacidos aromaticos que
comparten los dos tumores mencionados (melanoma y glioblastoma multiforme) no seria
tan especifico en los neoplasmas y por lo tanto seria capaz de importar BPA. Por el
contrario, las células normales metabdlicamente activas incorporarian en mayor grado los
verdaderos precursores pero tendrian menor capacidad de incorporar BPA (Coderre JA 'y
col.,, 1992). Existe una marcada heterogeneidad en las células tumorales dada por
diferencias en su actividad metabdlica, grado de proliferacion y diferenciacion y nivel de
oxigenacion. Esta diferencia entre los clones se manifiesta como una gran heterogeneidad
en la captacion de boro por dichas células (Coderrre JA y col., 1998). También existe una
gran variabilidad en la vascularizacién de los tumores y en la proporcion de necrosis
espontanea de los mismos. Se ha demostrado que diferentes compuestos borados se
comportan de distinta forma frente a estas variables. EI BPA se acumula preferentemente
en células viables y con alta tasa de proliferacibn y menos en las regiones

predominantemente necroticas de los tumores. .

Un aspecto muy importante que fue estudiado en detalle es la incorporacion del
BPA a las células tumorales que infiltran el tejido normal circundante. Estas células no
pueden ser extirpadas por cirugia y si no se eliminan pueden constituir un foco de recidiva.
Cuando se realiza un estudio de BNCT se asume que luego de 2 h de infusion, dichas
células captarian el compuesto borado en las mismas proporciones que las células de la
masa tumoral principal. Segun se ha estudiado por técnicas de microscopia ionica (SIMS)
esta presuncion no seria del todo correcta, debido a que se necesitarian por lo menos 6 h 6
mas de infusion de BPA y un tiempo de 24 h post-administracion para llevar la misma
cantidad de boro a la masa tumoral y a las células infiltrantes (Joel DD vy col., 1999). Seria
importante considerar estos hallazgos dado que la mayoria de los protocolos clinicos

actuales utilizan solo 2 h de infusion del compuesto borado y hasta el presente en la
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mayoria de los casos se observa recurrencia (Smith DRy col., 2001).

El BSH ha sido utilizado para el tratamiento de tumores cerebrales en Japon. Es un
compuesto que difunde y que solo atraviesa la barrera hematoencefalica en regiones donde
los capilares son mas permeables o se encuentran dafiados como en el caso de la presencia
de un tumor (Soloway AH y col., 1967). La afinidad selectiva del compuesto por el tumor
con respecto al tejido normal de cerebro estd dada por esta caracteristica, en contraste con
una selectividad a nivel celular como ocurre con el BPA. Asi, en el caso de los tumores de
cerebro, el BSH es capaz de llevar suficiente cantidad de atomos de boro al tumor y ademas
posee baja toxicidad (Haritz D y col., 1994). EI BSH se acumula en zonas del tumor que
proliferan, en células quiescentes del mismo como asi también en zonas necréticas y
edema. (Patel H y col., 2000; Pignol JP y col., 1998; Neumann My col., 2000). El GB-10
al igual que el BSH no atraviesa la barrera hematoencefélica, por lo tanto no se esperaria
que se acumule selectivamente en un tumor de un 6rgano que no esté protegido por ella. El
GB-10 ha sido propuesto como agente borado para BNCT de tumores de tejidos protegidos
por la barrera hematoencafalica y para Terapia por Neutrones Rapidos potenciada por
BNCT (FNT/BNCT). ElI GB-10, al ser un agente difusivo que en solucion acuosa forma el
anion (B°H%)?se distribuye homogéneamente en todas las poblaciones tumorales
(Laramore GE y col., 2001).

Un factor importante para la destruccién de las células tumorales es la localizacion
subcelular de la reaccion de captura. EI mayor efecto letal se lograria si la particula de alto
LET producida impactara en el nacleo de la célula. Por lo tanto, es deseable que los
compuestos de boro se acumulen dentro o cerca del ndcleo. Se ha estimado que la
concentracion de boro celular necesaria podria ser reducida en un factor entre 2 y 5 si el
compuesto de boro se localizara en o cerca del nucleo (Hartman Ty 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 nucleo
y el citoplasma segln se determind por microscopia idnica luego de exponer las células al
BPA in vitro (Bennnet BD vy col., 1992; Bennnet BD y col., 1994; Chandra Sy col., 1997)
e in vivo, en tejidos de ratas inyectadas con BPA (Smith DR. y col., 1996; Smith DR. y

col., 1997). Existe bastante controversia con relacion a la localizacion subcelular del BSH;
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luego de exponer células en cultivo al BSH se ha detectado la presencia de boro en el
nucleo y en el citoplasma. Zha y col. (1992) encontraron menor contenido de boro en el
nucleo que en el citoplasma, mientras que en otro estudio realizado por Chandra y col.
(1997) se encontro una distribucion uniforme del mismo. En tejido de glioblastoma humano
Otersen y col. (1997) describieron la presencia de boro en el nicleo y también en el
citoplasma unido fuertemente a estructuras celulares. Segin Haselsberger y col. (1994) el

boro del BSH en dicho tejido se localizaria solamente en el nucleo.

4. Nuevos compuestos borados

Los nuevos compuestos de boro, también llamados compuestos de tercera
generacion, poseen en general caracteristicas bioquimicas y fisioldgicas que favorecen la
selectividad celular con respecto a las estructuras disefiadas 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 incorporacion selectiva al tumor.

El uso de precursores bioquimicos para tumores cerebrales (Spielvogel BF, 1994) se
basa en que las células tumorales cerebrales se encuentran en division celular a diferencia
de las células normales de la glia y de las neuronas, las cuales practicamente no se dividen.
Entre los compuestos que se desarrollaron existen nucleésidos que pueden ser convertidos
en nucledtidos para ser incorporados en el ADN 6 ARN (Rong FG y Soloway A, 1994),
aminoacidos que pueden ser incorporados a proteinas tumorales (Wyzlic IM y col., 1994), y
éteres de fosfolipidos que pueden acumularse selectivamente en la membrana plasmatica
(Lemmen Py col., 1993).

Entre los compuestos de alto peso molecular utilizados se pueden mencionar las
lipoproteinas de baja densidad (LDLs) (Smith MD y col., 1996) y liposomas de varios tipos
(Shelly Ky col., 1992). Se ha encontrado una incorporacién de boro favorable (in vivo) en
ratones portadores de tumores EMT6 subcutaneos utilizando liposomas portadores de
compuestos borados (Hawthorne MF, Shelly K, 1997).
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1. Unidades estructurales
a. Precursores de acidos nucleicos portadores de boro.
b. Aminoacidos y péptidos portadores de boro.
c. Lipidos y fosfolipidos.
d. Carbohidratos.
2. Lipoproteinas.
3. Liposomas.
4. Porfirinas y Phtalocianinas.
5. Moléculas de unién al ADN
a. Agentes alquilantes.
b. Intercaladores.
c. Moléculas de union al surco de la doble hélice de ADN.
d. Poliaminas.
e. Moléculas Antisense (di- oligonucleétidos)
6. Antigenos portadores de boro/ Unidn a receptores.
a. Anticuerpos monoclonales bi-especificos.
b. Factores de crecimiento.
c. Hormonas.
7. Otros compuestos.
a. Radiosensibilizadores.
b. Fosfatos, Fosfonatos y Fosforamidatos.
c. Derivados ciclicos de la Tiourea.
d. Aminas.
8. Depresores del sistema nervioso.
a. Promazinas.

b. Barbituricos, Hidantoina.

Tabla 1: Compuestos de boro de tercera generacién. Fuente: Chemical Reviews, June 1998,
volume 98, number 4. Published by the American Chemical Society
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Otras estrategias llevaron al desarrollo de porfirinas boradas (Kahl SB y Koo MS,
1992), compuestos de bajo peso molecular que resultaron de mucho interés y sobre los
cuales se ha trabajado mucho para poder utilizarlos en el area del BNCT. La idea surgi6 a
partir de la experiencia con compuestos similares utilizados como radiosensibilizadores en
la terapia fotodinamica (otra terapia binaria) en la cual se habia observado que las porfirinas
poseian una incorporacion selectiva y persistente dentro de los tumores (Dougherty TJ,
2002; Mark Ay col., 2001). Esta caracteristica permitié pensar que podrian constituir
buenos agentes portadores de boro. Esto motivo la investigacion y sintesis 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 My col., 1992; Kahl SB y col.,
1990; Hill JS y col., 1992) e in vitro (Fairchild RG y col., 1990) que demuestran la
incorporacion preferencial por las células tumorales de este nuevo grupo de compuestos. En
el caso de los tumores sélidos el mecanismo preciso de incorporacién ain no se conoce
pero se supone que podria ser un fendbmeno mediado por receptores que se expresan
diferencialmente en las células tumorales segun demuestran los estudios realizados por
Callahan y col. (1999), utilizando una protoporfirina borada (BOPP). En nuestro laboratorio
se realizaron estudios de biodistribucién con una porfirina borada (CuTCPH) en el modelo
de céncer oral de la bolsa de la mejilla del hamster, logrando excelentes relaciones

tumor/tejido normal y tumor/sangre, sin aparente toxicidad (Kreimann EL y col., 2003).

Entre las moléculas de union al ADN se han desarrollado intercaladores de ADN
(Sjoberg Sy col., 1997), radiosensibilizadores (Scobie M y Threadgill MD, 1992) y ciertos
analogos de poliaminas boradas. Su incorporacion preferencial a las células tumorales
(Holley JL y col., 1992) se deberia a una sobre-expresion del sistema de transporte de
poliaminas (Yuan ZM vy col., 1994). En condiciones fisioldgicas las poliaminas estan
involucradas en el empaquetamiento y estabilizacion del ADN. Esta localizacion las
convierte en moléculas muy atractivas ya que su utilizacion en BNCT aumentaria la
letalidad de la reaccién de captura del °B (n, o)’ Li. Ademas, dichos compuestos serian
capaces de entregar boro a las células en proliferacion y también a células quiescentes del
tumor (Marton LJ 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 multiples atomos de boro pero estos
inmunoconjugados poseen inmunoreactividad reducida y son incapaces de transportar
suficientes atomos de boro a las células tumorales (Alam F y col., 1987). A raiz de ello se
han ensayado otras estrategias como la de unir polipéptidos borados (Barth RF y col., 1986)
con el fin de llevar mayor cantidad de boro al tumor. Estas moléculas, por su mayor
tamafio, quedaban retenidas en dos drganos del sistema reticuloendotelial, el higado y el
bazo (Barth RF y col., 1994). Asi, resulté de interés desarrollar anticuerpos biespecificos
(BsAbs) en los cuales uno de los sitios reconoce a un antigeno del tumor y el otro sitio
reconoce a los atomos de boro (Liu L y col., 1995). Los estudios in vitro e in vivo
realizados con el fin de estudiar su incorporacion a las células tumorales no son
concluyentes (Pak RH y col., 1995). También se han estudiado moléculas que se unen a
receptores tumorales tales como el factor de crecimiento epidérmico (Capala J y col., 1996;
Barth RF., 2004). 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, incorporacion,
permanencia y baja toxicidad in vitro e in vivo. En el caso de los tumores cerebrales, podria
ser ventajoso que estos compuestos tengan la propiedad de atravesar la barrera
hematoencefélica y acumularse en células tumorales dispersas en el cerebro como ocurre
con el BPA. En este sentido, seria importante que dicho compuesto posea selectividad a
nivel de la célula tumoral para impedir su acumulacion en células normales. Naturalmente,
los requerimientos en cuanto a las propiedades de los compuestos borados dependeran de la
localizacion del tumor. Los compuestos mencionados podrian utilizarse en combinacion
con otros agentes para llegar a subpoblaciones tumorales diferentes (por ejemplo con
distinto grado de actividad metabolica) y mejorar las relaciones y valores absolutos de boro

obtenidos hasta la fecha.
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5. Neutrones térmicos

Los neutrones térmicos por si mismos no producen dafio significativo en la célula
tumoral o en el tejido normal dado que su energia es insuficiente para ionizar los
componentes del tejido. Poseen una energia de aproximadamente 0,025 eV la cual se
encuentra muy por debajo del valor para la interaccion elastica entre los neutrones y los
atomos de hidrégeno que estan presentes tanto en el tejido tumoral como en el normal. Para
dicha interaccion se necesita una energia que excede los 10 KeV (neutrones rapidos) y en
este proceso se producen protones llamados “recoil” los cuales son capaces de ionizar los
componentes celulares (Zaider M y col., 1995). Solo cuando los neutrones térmicos se
combinan con el B se produce una dosis de radiacién que si puede provocar dafio 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 WH y col., 1960). Dichos
neutrones entonces solo son utiles si la terapia del BNCT se aplica a lesiones superficiales o

poco profundas.

En la actualidad los haces de neutrones disponibles provienen de reactores
nucleares, no son monoenergéticos y contienen una mezcla de radiaciones: neutrones
térmicos, epitérmicos, rapidos y rayos gamma. Los dos ultimos contribuyen a la dosis de

radiacion de forma no selectiva por lo cual deberian ser minimizados.

Los haces de neutrones térmicos en la terapia de BNCT han sido usados desde hace
30 afios en Japon para el tratamiento de tumores de cerebro (Hatanaka H. y col., 1994). La
irradiacion se realiza a calota abierta y la masa cerebral se expone directamente al haz
incidente (irradiacion intraoperatoria). En una primera etapa se realiza una cirugia para
extirpar la masa tumoral mayor. En un segundo paso, se trata el tumor remanente por
BNCT a calota abierta. Esta metodologia, que hasta la fecha arrojé buenos resultados,
resulta sumamente compleja pues se debe exponer la masa cerebral en el momento en que
se realiza la irradiacion. Este hecho motivo el desarrollo e implementacion de haces de
neutrones epitérmicos, los cuales poseen mayor energia (0,5-10 KeV). Los neutrones
epitérmicos se termalizan (disminuyen su energia) a medida que penetran en el tejido,

alcanzando un pico térmico a 3-6 cm de profundidad, lo cual permite el tratamiento de
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tumores de localizacion méas profunda (Moss RL y col., 1997). Cabe recordar que la

reaccion de captura siempre se produce con neutrones térmicos, no con neutrones
epitérmicos (Esquema 1).

> | NEUTRON {0.025 eV)

Haz de neutrones

i o
v
Vel

Neutrones térmicos

Reagcion "°B{na)’Li en

478 keV

0B + n > 7Li* + *He (94%) Q = 2.31 MeV
(y de 478 keV)
0B +n >7Li+%He (6%) Q=2.79MeV

Esquema 1: Termalizacion 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. Varios reactores con muy buena calidad de haces de neutrones han sido
desarrollados y son utilizados para aplicaciones clinicas. Actualmente se encuentran
disponibles los haces en Japon (JRR - 4, KUR), Comunidad Europea (HFR, PETTEN),

EE.UU. (Harvard - MIT), Finlandia (FIR - 1), Suecia (R2 - 0); Republica Checa (LVR-15)
y Argentina (RA - 6).

La fluencia de neutrones necesaria para la terapia de BNCT es del orden de 10%-
10" n/cm?. Hasta la fecha esta fluencia sélo ha sido generada a partir de reactores nucleares

por un proceso de fision. En la actualidad se encuentran en desarrollo aceleradores de
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particulas de baja energia capaces de generar neutrones para BNCT, que podrian ser

instalados en hospitales.

La tecnologia de aceleradores para BNCT ya ha llegado a un nivel de desarrollo que
permitiria su implementacion (Allen DAy col., 1995; Wang CK. y col., 1989; Burlon AA'y
col., 2001; Burlon AA y col., 2004). Sin embargo, hasta la fecha, no se encuentra en
operacion un acelerador con la calidad de haz comparable al MITR, que pueda ser ubicado
en un hospital y que tenga una corriente de suficiente magnitud para tratar pacientes en

menos de 30 minutos.

Tanto los aceleradores como los reactores necesitan un moderador para reducir la
energia de los neutrones a un rango epitérmico. Los haces de neutrones tienen un espectro
de energia, y estan “contaminados” por radiacion gamma no deseada. Un requerimiento
basico del BNCT es que la dosis entregada no exceda la tolerancia del tejido normal. Esto
se aplica al disefio de los haces de neutrones, la seleccion de compuestos borados, la
elaboracion de los protocolos de tratamiento, asi como a la planificacion del tratamiento
(Barth RF y col., 2005).

6. Radiobiologia del BNCT

La terapia por captura neutrénica (BNCT) produce un conjunto de componentes de
dosis de radiacion. Entre esos componentes existen particulas llamadas de alta transferencia
lineal de energia (LET) que son basicamente particulas pesadas como iones, particulas alfa,
protones, neutrones etc. y radiacion de bajo LET como los rayos gamma. A igual dosis de
radiacion las particulas de alto LET producen mas dafio 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 reaccion de BNCT en los tejidos son:

1. Componente gamma del haz de neutrones.

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

reaccion de captura del neutrén térmico en el 1°B.
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3. Particulas de Litio de 0,84 MeV, rango 5 um, LET: 162 keV/um generadas por la

reaccion de captura del neutrén térmico en el 1°B.

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

térmicos en el hidrégeno presente en los tejidos en la reaccién *H(n, y) 2H.

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

térmicos en nitrégeno, en la reaccién **N (n, p) *C.

6. Protones “recoil” (de energia cinética mayor que 10 keV) generados por la
colision de neutrones rapidos del haz epitérmico con los nacleos de hidrégeno de

los tejidos en la reaccién *H(n, n') 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
dependera en gran medida de la acumulacion preferencial de compuestos borados en el
tumor ya que las otras componentes de dosis estan presentes en tumor y tejido normal en

magnitudes similares.

La dosis entregada a los tejidos durante el BNCT consiste en los productos de la
reaccion '°B(n,a)’Li sumada a una concomitante e inevitable radiacion inespecifica que
estd relacionada directamente con la duracion de la exposicion en el reactor, y es
independiente de la concentracion de boro en los tejidos. Debido a estas contaminaciones
(principalmente neutrones rapidos), 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 la concentracion de boro. Para maximizar la ganancia terapéutica, a igual
relacion tumor/tejido normal y tumor/sangre, serd mas ventajoso tener mayores cantidades
absolutas de boro. Esto se debe a que un mayor contenido de boro en tumor permite
disminuir el tiempo de exposicion al haz de neutrones, reduciendo asi la dosis inespecifica
a los tejidos normales (Coderre JA y col., 1996). La proporcion de dichos componentes de
dosis difiere considerablemente entre los distintos haces de neutrones utilizados en BNCT.
Por esta razén, si solo se expresa la dosis fisica de un experimento como dosis fisica total,
esta misma dosis en dos centros diferentes tendria distinta implicancia bioldgica. Por lo

tanto, en BNCT se hace necesario especificar cada uno de los componentes de la dosis por
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separado ya que el efecto biolégico para una misma dosis dependerd del aporte

proporcional de cada componente.

Para el célculo de la dosis total entregada en BNCT cada uno de los componentes de
alto LET debe ser multiplicado por un factor (Efectividad Bioldgica Relativa o0 RBE) que se
determina en forma experimental. Esto permite aplicar un factor de correccion a la dosis de
acuerdo a su efectividad bioldgica. El resultado de la suma de todos los componentes de la
radiacion -multiplicados por el factor (RBE) correspondiente- se expresa como unidades
equivalentes de fotones o Gray equivalente (Gy-Eq). Estos factores de efectividad bioldgica
pueden variar entre distintos tejidos como el cerebro, tumor y piel de acuerdo a la
composicion de cada uno de ellos y a su radiosensibilidad. Asimismo, el RBE puede variar

segun el parametro empleado para evaluar el efecto bioldgico.

Las dosis expresadas de esta manera permiten 1) comparar los efectos del BNCT
en distintos animales 6 modelos biol6gicos para los cuales se conocen los efectos de la
irradiacion con fotones 2) tomar las variables biologicas 0 “end points” que describen la
respuesta a la radiacion por fotones y utilizar esta informacién para los protocolos de
escalamiento de dosis en los ensayos clinicos de BNCT. Las presunciones sobre las cuales
se basan estos estudios dosis-efecto son solo un instrumento que permite la comparacion
del efecto de distintas terapias. En algunos casos las dosis pueden ser sobrestimadas o

subestimadas por lo cual se debe ser muy cuidadoso en el céalculo de las mismas.

Usualmente el RBE se define como la relacion de dosis de una radiacion de
referencia (generalmente rayos X) con una radiacion a ser testeada, que producen el mismo
efecto bioldgico en un sistema dado. Medidos de esta forma, los RBEs son solo funcion de
la calidad (LET) de la radiacion testeada. Podemos decir que en la radiobiologia del BNCT
el concepto tradicional debe ser corregido o mejorado. EI RBE para el componente de la
reaccion de captura en boro °B(n, )’Li deberfa considerarse como el factor de efectividad

bioldgica de un compuesto dado o CBE.

En este sentido el efecto biologico para un dado compuesto borado dependeria de
variaciones en su microdistribucion dentro de la célula y en la distribucion en los diferentes

tejidos. La forma de administracion del compuesto borado, el patron de distribucion dentro
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de la célula, la dosis por fraccion, y el tamafio del ndcleo en la poblacion celular pueden
influir sobre la determinacion experimental del factor CBE. Por ejemplo, estudios de BPA
en médula espinal de rata han demostrado que el CBE es dependiente de la relacion de
captacion de boro entre la sangre y la médula (Morris GM 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.

El abordaje experimental para el calculo de los RBE y CBE deberia ser el siguiente:
1) para cada tejido, definir una variable bioldgica 6 “end point” cuantificable ¢ respuesta a
la radiacion, 2) determinar la dosis de respuesta a una radiacion 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 nitrégeno + dosis de
protones “ recoil” generados por la captura en hidrogeno de neutrones rapidos), 3) el CBE
para un compuesto borado en particular (Coderre JA y col., 1999a).Se ha estimado el CBE
del BPA en distintos modelos bioldgicos utilizando distintos parametros bioldgicos que se

describen en la Tabla 2.

Resulta muy util establecer valores universales para el RBE de todos los
componentes de dosis en BNCT. Sin embargo este tema resulta aln 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
radiacion que deberian tenerse en cuenta en el momento de sacar conclusiones al respecto.
Se ha descripto el fendmeno de “supra-aditividad” que se refiere al hecho de que hay
evidencias de que los rayos gamma en un ambiente de radiacion de alto LET se comportan
mas como radiacion de alto LET que como radiacion de bajo LET (Morris GM vy col.,
1996).

Los valores de RBE entonces variarian con el espectro de neutrones, la energia, la
profundidad, la dosis y con las componentes de dosis. También dependen del tejido,
variable bioldgica ¢ “end point” considerado, nimero de fracciones y la tasa de dosis (EU
Workshop “Radiobiology of NeutronCapture Therapy” en Oxford, Reino Unido, 29-31
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Marzo, 2001). Por ejemplo, se debe pensar en un “end point” adecuado para lo que se busca
analizar. Una sobrevida del 1% seria util para analizar el efecto de una radiaciéon 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 rapidos y comparar estas con las dosis utilizadas en BNCT
(Tabla 3).

. Efectividad biol6gica relativa
Componente de dosis (CBE 6 RBE)

- Reaccion de captura en boro Tumor (gliosarcoma 9 L) = 3,8’
Médula espinal de rata = 1,3"

Piel humana (descamacion hiimeda) = 2,5°

- Protones Tumor (gliosarcoma 9 L) = 3,2

(Captura en N + Protones “recoil” Cerebro (perro) = 3,3°
generados por la colision de neutrones . A
rapidos del haz con nucleos de hidrégeno) P (Rt = 60

Tabla 2: Valores de RBE y CBE para diferentes tejidos. * Determinado por ensayo clonogénico in
vivo/ in vitro del gliosarcoma 9 L de rata (Coderre JA y col., 1993), ° determinado por estudios
dosis-respuesta de médula espinal de rata utilizando como pardmetro 6 “end point” la paréalisis de
la pata dentro de los 7 meses (Morris GM y col., 1994; Coderre JA y col., 1995), ¢ determinado por
BNCT con neutrones térmicos de melanoma cutaneo de pacientes (Fukuda H y col., 1996), ¢
determinado en perros normales en el haz de neutrones epitérmicos de BMRR usando Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) para detectar dafio a la barrera hematoencefalica (Gavin PR y col.,
1992; Huiskamp R y col., 1996), ¢ determinado en piel de perros utilizando el haz epitérmico de
neutrones de BMRR (Gavin PR. y col., 1992).

Terapia Dosis

- Radiocirugia estereotactica combinada con terapia 60-72 Gy-Eq (Tumor)
convencional por fotones fraccionada * 14,5 Gy-Eq (Cerebro)
- Terapia convencional por fotones: una fraccion 31,7 Gy-Eq (Tumor)
- Neutrones rapidos ** 29-39 Gy-Eq

Tabla 3: Dosis para el control del glioblastoma en humanos y dosis a cerebro normal con terapias
convencionales. * (Masciopinto JE y col., 1995). ** (Buchholz TA 'y col., 1997)
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Simplemente a modo de ejemplo, se presentan algunas de las dosis empleadas en los
ensayos clinicos en Brookhaven National Laboratory, EE.UU. En el primer grupo de
pacientes tratados con BNCT en 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 maxima entregada al tumor fue estimada en un rango de 48- 64 Gy-Eq y la dosis
minima fue de 20-30 Gy-Eq (Coderre JA 'y col., 1997; Chadha M y col., 1998). Se observo
una recurrencia local en la mayoria de los casos, aunque en algunos pacientes se ha
documentado una necrosis extensiva del tumor en cortes histoldgicos de material de
autopsia. Una consideracion muy relevante fue la estimacion de la dosis entregada a las
células tumorales que infiltran el tejido normal dentro del volumen de tratamiento (“target
volume™) que incluye al tumor mas 2 cm de margen de tejido cerebral circundante al tumor
observado por resonancia magnética nuclear (RMN). La dosis minima calculada en estas
células infiltrantes en el primer grupo de pacientes de BNL estuvo en el rango de 8-16 Gy-
Eq. Dichas dosis fueron bien toleradas por los pacientes. El tiempo promedio de sobrevida

desde el diagndstico inicial en 10 pacientes fue de 13,5 meses.

7. Estudios clinicos: breve resefa historica del BNCT

Los ensayos clinicos de la Terapia por Captura Neutronica en Boro (BNCT) se
iniciaron en el afio 1951 en el Brookhaven National Laboratory (BNL) (EE.UU.) por
Sweet y col. (1951), Javid y col. (1952) y Farr y col. (1954a, 1954b, 1954c) para el
tratamiento de tumores malignos de cerebro usando borax y pentaborato de sodio como
transportadores de boro. Estos ensayos clinicos finalizaron en el afio 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 arrojé resultados desalentadores (Sweet WH y col., 1963; Asbury AK y col.,
1972). La falta de eficacia terapéutica fue atribuida a la pobre penetracion de los neutrones
térmicos en los tejidos y a la falta de selectividad de los compuestos borados (Sweet WH,
1997; Slatkin DN y col., 1991; Slatkin DN y col., 1986).

Los trabajos fueron reanudados posteriormente en el afio 1968 en Teikyo

University (Japon) por el Dr H. Hatanaka , discipulo de Sweet, con modificaciones del
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protocolo empleado por Sweet en los afios 1960-1961. Utilizando el compuesto borado
BSH (mercaptoundecahydrododecaborato o borocaptato de sodio) que mejora la relacion
tumor a sangre, inici6 un ensayo clinico de BNCT para el tratamiento de tumores
cerebrales, tratando méas de 150 pacientes con una combinacién de cirugia y BNCT. Los
resultados fueron alentadores, se obtuvo un indice de sobrevida de 5 afios 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 & Nakagawa Y., 1994). El uso
de un haz de neutrones térmicos limita la profundidad de penetracién. Por tal motivo, para
el tratamiento de tumores de cerebro se removié la piel y la calota exponiendo
directamente el cerebro a la irradiacion. Esto elimina el dafio por radiacion en los tejidos
sanos superficiales, pero implica un mayor riesgo para el paciente durante la irradiacion.
Esta es la mayor diferencia entre el procedimiento llevado a cabo por Hatanaka y
Nakagawa en esa época y los protocolos de BNCT que han sido empleados en EE.UU. y
Europa, donde usan haces de neutrones epitérmicos, que tienen mayor penetracion, y no
requieren la reseccion de la calota en el momento de la irradiacion. Esto ha hecho
dificultoso comparar directamente los resultados clinicos de los grupos japoneses con los
obtenidos en los otros casos. Recientemente los grupos japoneses comenzaron a usar haces
de neutrones epitérmicos y haces mixtos (Miyatake Sl y col., 2004). Otro problema de los
estudios realizados en Japdn radica en que no se encuadraron dentro de protocolos
estrictamente disefiados y comparables. Los ensayos clinicos en Japdn se orientaron a
brindar la mejor opcidn terapéutica a cada paciente, independientemente de un protocolo
cientifico pre-establecido. Por lo tanto no fue posible sacar conclusiones definitivas

respecto de la eficacia del tratamiento en estos pacientes.

Ensayos clinicos en pacientes con tumores de cerebro fueron iniciados en varios
lugares, incluyendo (a) el BMRR (Brookhaven Medical Research Reactor) en BNL desde
1994 a 1999 para glioblastoma multiforme (GBM) usando BPA con una o dos
irradiaciones de neutrones, suministrada en dias consecutivos (Bergland R y col., 1996;
Chanana AD y col., 1999); (b) el MiTR desde 1996 a 1999 para GBM y melanoma intra-
craneal (Busse Py col., 2001; Busse P y col., 2003; Palmer MR y col., 2002); (c) el High
Flux Reactor, Petten, Holanda, en colaboracion con la Universidad de Essen en Alemania
en 1997, usando BSH (Wittig A y col., 2002), (d) el FiR1 en el Hospital Central de la
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Universidad de Helsinki (Joensuu H y col.,2003) en 1999 al presente, (e) el Studsvik
Reactor facility en Suecia desde el 2001 con interrupciones, implementado por el grupo
nacional de Suecia de Neuro-Oncologia (Capala J y col., 2003), y () el Nuclear Research
Institute Reactor en Rez, Republica Checa, usando BSH (Burian J y col., 2002). EI nimero
de pacientes tratados en este Ultimo estudio es pequefio y el seguimiento es todavia

bastante corto.

El volumen de tejido irradiado es un factor determinante en el desarrollo de efectos
colaterales (Flickinger JC y col., 2000). A medida que progresaban los ensayos de BNL y
Harvard/MIT, la dosis promedio en el cerebro y la incidencia de somnolencia aumentaron
significativamente. Dosis promedio a cerebro total de >5.5 Gy-Eq. estuvieron asociadas a
somnolencia en el ensayo realizado por BNL pero no en todos los pacientes de
Harvard/MIT (Coderre JA y col., 2003; Diaz AZ, 2003; Busse P y col., 2001; Busse P y
col., 2003). Los ensayos de BNL y Harvard/MIT se completaron en 1999. Ambos estudios
resultaron en tiempos de sobrevida promedio e indices de sobrevida a 1 afio comparables
con la terapia convencional con fotones externos (Curran WJ y col., 1993). Si bien ambos
fueron ensayos de fase | para evaluar la seguridad de la escalada de dosis como “end
point” primario para radiotoxicidad, los “end points” secundarios fueron calidad de vida,
tiempo hasta que progresa la enfermedad y sobrevida en general. Los tiempos de sobrevida
media para los 53 pacientes del ensayo de BNL y 18 pacientes con GBM del ensayo de
Harvard/MIT fueron 13 y 12 meses respectivamente. Después de la recurrencia la mayoria
de los pacientes recibid alguna terapia paliativa que eventualmente prolong6 la sobrevida.
La calidad de vida para la mayoria de los pacientes de BNL fue muy buena, en especial

considerando que el tratamiento se dio en 1 o 2 fracciones en dias consecutivos.

El equipo clinico del Hospital Central de la Universidad de Helsinki y el VTT
(Technical Research Center of Finland) ha reportado 18 pacientes usando BPA como
agente de captura (290 mg/kg infundidos en 2 hs.) con dos campos de irradiacion y una
dosis promedio al cerebro total en el rango de 3 a 6 Gy-Eq. (Joensuu H y col.,2003). La
sobrevida estimada de un afio fue 61%, muy similar a los resultados de BNL. Estos
ensayos han continuado y la dosis de BPA ha sido escalada a 450 mg/kg y 500 mg/kg

infundidos en 2 hs. Como el BNCT puede entregar una dosis significativa a tumor con una
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relativamente baja dosis promedio a cerebro, este grupo también ha iniciado un ensayo
clinico en pacientes que tienen GBM recurrente, después de haber recibido terapia de
fotones completa. En este protocolo, por lo menos tienen que haber transcurrido 6 meses
de finalizada la terapia con fotones para realizar el BNCT y el pico de dosis a cerebro
deberia ser <8 Gy-Eq. y la dosis promedio a cerebro total <6 Gy-Eq. Investigadores en
Suecia, han llevado a cabo un estudio usando BPA y un haz de neutrones epitérmicos en
Studsvik Medical AB Reactor (Capala J y col.,, 2003). Este estudio se diferencid
significativamente de todos los ensayos clinicos previos ya que la cantidad de BPA total
administrada fue incrementada a 900 mg/kg, infundida i.v. en 6 hs. Este estudio se basé en
datos experimentales realizados in vitro, donde se observd que se requerian varias horas
para que la célula se cargara totalmente de BPA (Wittig Ay col., 2000), y en un modelo de
gliosarcoma en ratas donde se incrementaba la concentracion absoluta de boro al tumor
con infusiones i.v. de largo tiempo de BPA, mientras que la relacion tumor/sangre
permanecia constante (Joel DD y col., 1999; Morris GM y col., 2002). Sin embargo, lo
mas importante de las infusiones largas de BPA seria la captacién de boro de células
infiltrantes tumorales que se encuentran a distancia del tumor principal (Smith DR vy col.,
1996; Smith D y col., 2001). Los tiempos largos de infusion con BPA han sido bien
tolerados (Capala J y col., 2003), y el tiempo de sobrevida medio preliminar para 17
pacientes de este ensayo fue de 18 meses, que es significativamente mayor que el obtenido
en los ensayos de BNL y Harvard/MIT. Todos los pacientes fueron tratados con dos
campos Y las dosis promedio a tumor fueron 3 a 6 Gy-Eq., que fue menor que la mayor de
las dosis finales usadas en el ensayo de Brookhaven National Laboratory. Sin embargo el
pico de dosis fue <15 Gy-Eq., que fue similar al que se usé en BNL. Como los pacientes
suecos con GBM que tuvieron recurrencia no fueron sujetos a otras terapias paliativas, los
datos de sobrevida no fueron influenciados por tratamientos subsecuentes como en el caso
de los pacientes de BNL y MIT, y por lo tanto ellos representan méas precisamente los
efectos verdaderos de la terapia de BNCT en el tumor. Si se comprueba una mejora en el
tiempo de sobrevida medio, podria representar un avance significativo porque un
tratamiento de BNCT no solo brindaria una mayor sobrevida sino también una mejor
calidad de vida, fundamentalmente porque implica una Unica aplicacion, a diferencia de

los tratamientos convencionales.
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En el afio 1987 el Dr. Mishima y colaboradores en Japdn, comenzaron su
experiencia de BNCT en el tratamiento de melanomas (Mishima Y y col., 1994), con un
haz de neutrones térmico del reactor de Kyoto. EI compuesto portador de boro utilizado
para estos tratamientos fue el BPA (borofenilalanina). ElI uso del BPA se basé en la
premisa que las células neoplasicas, que activamente sintetizan melanina, captarian y
acumularian selectivamente este compuesto (Tsuji M y col., 1983). Sin embargo
posteriormente se mostré que una variedad de células malignas captan preferentemente
grandes cantidades de BPA comparado con células normales (Coderre JA y col., 1990).
Los estudios de Mishima claramente estimularon el interés clinico en el BPA como agente
portador de boro. De un total de 20 pacientes tratados se obtuvo la curacion completa en
15 (75%), respuesta parcial en 4 casos y falta de respuesta en uno (Ichihashi M y
col.,2000). EI mismo grupo tratd6 4 casos de melanoma facial, de dificil tratamiento
quirargico, con control completo en todos ellos (Fukuda H y col., 2000). Por su parte, el
grupo de Harvard-MIT ha tratado 4 pacientes con melanoma de extremidades, logrando

una respuesta completa en 2 y una parcial en otros 2 (Busse PM y col., 1997).

En nuestro pais se ha desarrollado una facilidad de BNCT en el reactor RA-6 del
Centro Atomico Bariloche, Comisién Nacional de Energia Atomica (CNEA). Se trata de
un haz de neutrones hipertérmicos (mezcla de neutrones térmicos y epitérmicos), el cual es
potencialmente apto para el tratamiento de melanomas en extremidades con cierta
profundidad (Blaumann HR y col., 2004). Desde 2003 hasta la fecha, siete pacientes con
melanoma cuténeo de las extremidades fueron tratadas en 10 campos como parte de un
ensayo clinico de BNCT fase I/11 conducido por la Comision Nacional de Energia Atdmica
(CNEA) y el Centro Médico del Instituto A. Roffo, Argentina. Este protocolo fue disefiado
para evaluar la eficacia y potencial toxicidad del BNCT para melanoma cutaneo en
extremidades (Gonzalez SJ y col., 2004; comunicacion personal). Los pacientes incluidos
en este tratamiento no podian ser tratados quirdrgicamente ya sea por la cantidad de
nodulos o por la ubicacién de los mismos. En el momento de la terapia por BNCT los
pacientes no estaban recibiendo un tratamiento sistémico asi como tampoco un tratamiento
local en la zona a tratar. En todos los pacientes se observo una disminucion en el volumen
de los nodulos tratados o desaparicion de los mismos, con alteraciones radiotoxicas leves a

moderadas reversibles en el tejido normal. Asimismo el ANMAT autoriz6 el estudio de
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biodistribucion con BPA para el cancer indiferenciado de tiroides y metastasis hepaticas de

cancer de colon.

Otros dos tipos de cancer han sido tratados mas recientemente con BNCT. Los
primeros son tumores recurrentes de cabeza y cuello. Kato y colaboradores en Osaka,
Japdn, reportaron una serie de seis pacientes, 3 con carcinoma de células escamosas, 2 con
sarcoma y uno con un tumor de parotida (Kato | y col., 2004). Todos ellos recibieron una
terapia estandar y desarrollaron tumores recurrentes sin opcion a otro tratamiento. Todos
los pacientes recibieron una combinacion de BSH (5g) y BPA (250 mg/kg p.c.), como
compuestos borados, administrados por via intravenosa. En todos menos uno de los
pacientes, el BNCT se llevo a cabo en el Kyoto University Research Reactor Institute
usando un haz de neutrones epitérmicos, en un unico tratamiento, que fue dado 12 hs.
después de administrar BSH y 1 h. después de administrar el BPA. EIl paciente con tumor
de pardtida, recibié un segundo tratamiento un mes después del primero. Este tuvo la
mejor respuesta con un 63% de reduccion en el volumen del tumor al mes y un 94% de
reduccién 1 afio después del segundo tratamiento, sin evidencia de recurrencia. Los 5
pacientes restantes mostraron una respuesta que oscilé desde un 10% a 27% de reduccion
en el volumen tumoral con una mejora en el estado clinico. Este estudio ha extendido el
uso del BNCT a un grupo de tumores que frecuentemente son inefectivamente tratados con
cirugia, radioterapia y quimioterapia. Sin embargo, se necesitan mas estudios clinicos para
determinar objetivamente la utilidad clinica del BNCT para tumores de cabeza y cuello.
Actualmente se estan realizando otros estudios en el hospital Central de la Universidad de
Helsinki (Barth RF y col., 2005).

Recientemente se ha explorado el potencial terapéutico de BNCT para tratar
metastasis hepéticas de adenocarcinoma de colon (Pinelli T y col., 2002). Aunque en
muchos centros se ha realizado hepatectomia seguida por transplante hepéatico alogénico
(Ringe B y col., 1991; Iwatsuki S y col.,1991), Pinelli, Zonta y colaboradores en Pavia,
Italia, han enfocado el problema de las metastasis hepaticas multicéntricas usando un
procedimiento innovador pero altamente experimental: BNCT de higado ex-situ seguido
de autotransplante total. Su primer paciente presentaba méas de 14 nédulos metastasicos en

el parénguima hepatico, cuyo tamafio no permitia una reseccion quirdrgica. Antes de
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efectuar la hepatectomia el paciente recibié una infusion de BPA (300mg/kg p.c.) durante
2 hs., via la vena colica. Se tomaron muestras de tumor e higado normal para determinar la
concentracion de boro, y una vez que se demostrd que el boro se ubicaba selectivamente
en los nodulos tumorales y en pequefias cantidades en el higado normal se completo la
hepatectomia (Pinelli T y col., 2004, Zonta y col., 2006). El higado se transport6 entonces
al Laboratorio del Reactor de la Universidad de Pavia para la irradiacion con neutrones,
después de lo cual se reimplantd en el paciente. Los resultados clinicos en este caso
demostrarian el potencial de BNCT de erradicar dep6sitos multicéntricos de tumores en
un organo solido. En un segundo paciente se demostro el efecto terapéutico de la técnica
sobre los nédulos metastasicos de higado pero el paciente fallecié por causas clinicas no
relacionadas con el tratamiento (Zonta y col., 2006). El grupo de Pavia planea tratar a otros
pacientes y varios otros grupos estan explorando la posibilidad de tratar pacientes con
tumores hepaticos primarios asi como metastasicos usando este procedimiento. En este
contexto, recientemente nuestro grupo ha estudiado a nivel experimental la factibilidad de
tratar metastasis hepaticas con un nuevo protocolo de BNCT basado en irradiacion con un
haz de neutrones térmicos ex-situ seguido de autotransplante parcial de higado. A
diferencia de la técnica propuesta por el grupo de Pavia, esta técnica evita la necesidad de
una fase anhepatica de alto riesgo para el paciente pero requiere que los l6bulos hepaticos

tratados por BNCT sean capaces de regenerar (Cardoso y col., en prensa).

8. Modelo de cancer oral: Bolsa de la mejilla del hamster

El modelo de la bolsa de la mejilla del hdmster es el modelo experimental de cancer
oral humano mas aceptado en el ambito de la literatura internacional (Salley JJ 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 similitud entre la mucosa de la bolsa de la mejilla del hamster y la mucosa
oral humana (en términos de histologia, histoquimica y ultraestructura), la ausencia de
carcinomas espontaneos, el desarrollo de lesiones displasicas precancerosas comparables a
las humanas, y la sensibilidad del sistema a la modulaciéon sistémica via vitaminas,

hormonas y drogas (Shklar y col., 1979).
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Figura 1: Bolsa de la mejilla del hamster, A-evertida para su observacion, B- expuesta, sin evertir

La bolsa de la mejilla del hamster es anatomicamente similar a un “bolsillo” (Fig.
1) en el espesor de cada mejilla. Solo esta comunicada con la boca en las comisuras, y esta
recubierta por epitelio escamoso estratificado semejante al de la cavidad oral propiamente
dicha. La bolsa de la mejilla es de facil acceso, permitiendo asi su topicacion con

diferentes sustancias tales como carcindgenos quimicos (Fig. 2). Asimismo, las bolsas
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pueden ser evertidas facilmente para ser irradiadas localmente y realizar el seguimiento
macroscopico del comportamiento de los tejidos. Eventualmente se pueden correlacionar
los parametros macroscopicos de evaluacion con estudios histopatoldgicos de tomas
biopsias 0 de muestras de tejido obtenidas después del sacrificio del animal.

Figura 2: Topicacion con un carcindgeno quimico

El desarrollo de un tumor maligno involucra complejas interacciones entre diversos
factores, tanto exdgenos (ambientales) como enddgenos (genéticos, hormonales, etc.)
(Weinstein IB y col., 1983). El desarrollo de modelos experimentales de carcinogénesis ha
permitido identificar, en la mayoria de los casos, una secuencia caracterizada por las
siguientes etapas: Iniciacién, Promocion y Progresion. La fase de iniciacion es inducida
por compuestos genotoxicos y resulta de eventos mutacionales. La iniciacion ocurre en
células individuales que luego se multiplican dando lugar a la formacion de clones
celulares. El crecimiento de estos clones es el proceso de promocion tumoral. Las células
de estos clones pueden sufrir mutaciones adicionales originando células con mayor

potencial de proliferacion. Esta secuencia de mutacién y crecimiento selectivo de nuevos
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fenotipos puede repetirse resultando en la aparicion de tumores de mayor malignidad que

son caracteristicos de cada modelo (progresion) (Schulte-Herman y col., 1994).

Las sustancias promotoras no son, en su mayoria, carcinogénicas por si mismas vy,
en ausencia de iniciacion, producen hiperplasias reversibles. La aplicacién de una dosis
subumbral de un carcindgeno completo, que en esta dosis acta como iniciador, seguida por
tratamiento repetido con un promotor no carcinogénico induce la formacion de tumores.
Una dosis alta y unica de un carcinégeno como el 7, 12-dimetilbenz(a)antraceno (DMBA)
es capaz de inducir tumores en piel de raton (Boutwell RK, 1964; Klein-Szanto AJP and
Slaga TJ, 1982; Slaga TJ y col., 1981). Si se disminuye la dosis, se hace necesario
administrar el DMBA en forma reiterada o bien aplicar un agente promotor para inducir los

tumores.

En el modelo de carcinogénesis de mucosa bucal de hadmster las etapas de
iniciacion, promocion y progresion no se definen claramente. La forma universalmente
utilizada es la aplicacion de DMBA en dosis repetidas como “carcinégeno completo”. A
medida que se van realizando las topicaciones se van estableciendo diferentes tipos de

lesiones de agresividad creciente.

Los protocolos de carcinogénesis en la bolsa de la mejilla inducen alteraciones
precancerosas Yy lesiones tumorales muy similares a las lesiones que se desarrollan en la
mucosa oral humana, si bien existen algunas diferencias anatomicas e histoldgicas (Morris
L, 1961; Santis H y col., 1964). La induccion quimica de la carcinogénesis seria un proceso
semejante a la cancerizacion espontanea de la boca humana. La mucosa bucal se ve con
frecuencia sometida a la accion de agentes exclusivamente hiperplasiantes -como las
irritaciones por alimentos, lesiones dentarias, y el alcohol- o hiperplasiantes y mutagénicos

-como el tabaco 06 las radiaciones, accidentales o terapéuticas — (Wynder EL y col., 1977).

Los tumores originados mediante los protocolos de experimentacién con DMBA
son el resultado de las capacidades combinadas del carcinégeno como iniciador y promotor.
A partir de la segunda semana de topicaciones se van evidenciando lesiones macroscopicas

y microscopicas cuya gravedad tiende a aumentar progresivamente en el transcurso del
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tiempo. No existe una correlaciéon estrecha entre tiempo de topicacion y tipo de lesion

debido a que distintos estadios pueden coexistir en una misma bolsa.

NUMF

Tejio Precanceroso

Figura 3: Corte histologico de una bolsa topicada con DMBA donde se distinguen los
diferentes estadios del proceso de cancerizacién (tejido precanceroso que incluye NUMF (non
unusual morphological features): epitelio sin caracteristicas morfolégicas inusuales, hiperplasia
y displasia y carcinomas exofiticos y endofiticos).

Se desarrollan progresivamente lesiones leucoplasicas, carcinoma in situ,
carcinomas exofiticos (Fig. 3) y endofiticos (después de las 18 semanas) (Slaga y col.,
1992; Kohno N y col., 1996). Los tumores endofiticos son infiltrantes, de mayor velocidad
de crecimiento y menor diferenciacion. Aunque se producen formas exo-endofiticas, los
tumores endofiticos no son formas evolutivas de los tumores exofiticos, sino que

constituyen dos formas independientes.

Los tumores exofiticos de la bolsa estudiados en el presente trabajo se asemejan a
los carcinomas de la boca humana. Las figuras 5-8 muestran progresivamente los cambios
que se observan durante el proceso de transformacion maligna a partir de un epitelio normal
(Fig. 4). Cabe destacar que en el modelo de la bolsa de la mejilla del hamster pueden
coexistir todos los estadios mencionados. No obstante, a medida que transcurre el proceso

de carcinogénesis, aumenta la incidencia de lesiones con mayor atipia.
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Figura 4: Epitelio normal sin cancerizar (control). Se observan 2-3 hileras de células, con capa
granulosa y capa cornea bien definidas. H & E; 200X.

Figura 5: Bolsa tratada con DMBA. Se observa un epitelio con fibrosis y sin caracteristicas
microscoépicas inusuales (NUMF). H & E; 250X.
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Figura 6: Bolsa tratada con DMBA. Se observa una hiperplasia donde las células epiteliales
presentan apariencia normal pero aumentan su indice de proliferacion con lo cual aumenta el
grosor epitelial. H & E; 250X.

Figura 7: Bolsa tratada con DMBA. Se observa una displasia donde hay alteraciones celulares
morfoldgicas y de orientacion. H & E; 250X.
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i, N6 & 8

Figura 8: Bolsa tratada con DMBA. Se observa un carcinoma semidiferenciado. H & E; 250X

El modelo del hamster se ha utilizado ampliamente para realizar estudios del
proceso de carcinogénesis inducido por agentes fisicos y quimicos. Los agentes iniciadores
actian mediante dafio al ADN. De acuerdo a su naturaleza, se los clasifica en fisicos,
quimicos y bioldgicos. En cuanto a los iniciadores fisicos, el efecto iniciador de la radiacion
ionizante y la radiacion ultravioleta ha sido demostrado contundentemente. Respecto de los
iniciadores quimicos, los hidrocarburos aromaticos policiclicos constituyen las sustancias
mejor estudiadas. En modelos de cancerizacion epitelial se ha demostrado su accion como

iniciadores tumorales, e incluso como carcin6genos completos.

Los estudios realizados en el modelo de la bolsa de la mejilla del hamster tuvieron
como objetivo la comprension del proceso de carcinogénesis, su modulacion y la
prevencion de su evolucién en distintas condiciones. En nuestro laboratorio se han
evaluado las alteraciones en el conectivo subepitelial y su correlacion con las distintas fases

de alteracion epitelial (Mendez AE y col., 1993; Collet AM y col., 1995), las variaciones de
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las regiones organizadoras del nucleolo asociadas a cambios focales (Schwint AE y col.,
1996), el efecto sinérgico de la irradiacion X y el DMBA (Méndez AE y col., 1994) y
distintos marcadores histoquimicos de alteracion celular en respuesta a la radiacion (ltoiz
ME vy col., 1984; Itoiz ME y col., 1986; Schwint AE y col., 1993).

Desde el descubrimiento de los rayos X, la radiacién ionizante ha sido reconocida
como carcindgeno completo, aunque no se conoce en detalle su efecto in vivo sobre las
distintas etapas del proceso de carcindgenesis (iniciacion, promocion y progresion). En
epitelios escamosos estratificados sin lesiones previas, las radiaciones ionizantes producen
hiperplasia y cambios enzimaticos caracteristicos del aumento de actividad celular (Cabrini
RL y col., 1970; Itoiz ME y col., 1977; Klein-Szanto AJP y col., 1970; Klein-Szanto AJP y
col., 1972; Klein-Szanto AJP y col., 1974) que podrian conducir a la formacion de tumores,
si actuaran sobre células previamente iniciadas. La exposicion de células a la radiacion
ionizante resulta en eventos moleculares asociados con el proceso de progresion tumoral
(Woloschak y col., 1990; Sherman ML vy col.,1990). Se ha sugerido que la accion de este
tipo de radiacion sobre la iniciacion y progresion tumoral se relaciona con su habilidad de
generar radicales libres y causar dafio al ADN (Mitchel RE y col., 1992). Asi, la radiacion
ionizante produciria efectos como iniciador y promotor tumoral (Ootsuyama A y col.,
1987).

Si bien hasta el momento no existen datos precisos sobre la forma de activacién que
producen los diferentes tipos y dosis de radiacion sobre el genoma de las células basales del
epitelio, existen evidencias de la accion sinérgica con los carcin6genos quimicos (Lurie
AG, 1983; Lurie AG y col., 1987). Lurie demostrd que la aplicacion 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-irradiacion tiene gran importancia en la
determinacion del efecto de la interaccion entre irradiacion y DMBA. No se sabe adin si
ocurre un fenémeno similar cuando se produce la interaccion entre la irradiacion y otros
carcindgenos. Sobre la base de estas evidencias resulta de interés el estudio de la
transformacion maligna de epitelios sometidos a irradiacion, con y sin interaccion de

carcindgenos quimicos.
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Desde la oOptica de la terapéutica, seria de interés estudiar el efecto de la radiacion
sobre los tumores ya desarrollados, a diferencia de los estudios descriptos previamente,
cuyo objetivo fue estudiar el efecto de la radiacién sobre el proceso de transformacion

maligna en si.

Existe un solo trabajo en la literatura acerca de utilizacion 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 aplicé una Unica fracciéon de 20 Gy de
rayos X en los tumores de la bolsa del hamster. Este estudio muestra un efecto terapeutico
transitorio a los 14 dias post-irradiacion evidenciado por la ausencia de tumores. Este efecto
terapéutico no fue suficiente para impedir el crecimiento tumoral a los 39 dias post-
irradiacion (Horn Y.y col. , 1971). El efecto terapéutico de 20 Gy de rayos X conllevé un
25% de muertes por la exposicion a la radiacion y extensa necrosis e inflamacion en la

bolsa de la mejilla de animales normales, indicando un dafio considerable al tejido normal.

Nuestro laboratorio propuso y validé el uso del modelo de cancer oral de la bolsa de
la mejilla del hamster para estudios de BNCT (Kreimann EL y col., 2001), a los fines de
explorar nuevas aplicaciones de BNCT y contribuir al estudio de la biologia y radiobiologia
del BNCT para mejorar sus ventaja terapéutica, y evaluar la respuesta de los tejidos
normales limitantes de dosis asi como también el tejido precanceroso que rodea al tumor.
La relevancia clinica de explorar la potencial ventaja terapéutica del BNCT en este modelo
yace en la necesidad de una alternativa terapéutica estratégica para mejorar la relativamente
pobre tasa de sobrevida a 5 afios del 52% para tumores de cabeza y cuello y evitar cirugias
radicales mutilantes (Kastenbauer E and Wollenberg. B, 1999). Los protocolos de
carcinogenesis en este modelo experimental inducen cambios premalignos y carcinomas
que se asemejan mucho a las lesiones humanas (Morris L, 1961). Una ventaja significativa
del modelo se basa en el hecho que los tumores se inducen por un proceso que imita el
proceso espontaneo de transformacion maligna mas que por el crecimiento de células
implantadas como ocurre en otros modelos experimentales de tumor empleados para
estudios de BNCT (Barth RF, 1998). Los modelos animales que se basan en la
implantacion de células transformadas en un lecho de tejido sano no brindan un modelo de

tejido precanceroso. ElI modo de induccion tumoral utilizado en la bolsa de la mejilla del
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hamster, permite estudiar la respuesta del tejido tumoral, del tejido normal y del tejido
precanceroso circundante al tumor que da lugar a la formacion de tumores en animales
cancerizados. Dado el conocido fenémeno de cancerizacion de campo mediante el cual los
tumores se desarrollarian a partir de dreas multifocales precancerosas (Slaughter DP y col.,
1953; Cahan WG, 1977; Choy ATK y col., 1992; Wynder EL y col., 1977; Silverman Sy
col., 1972; Schwint AE y col., 1994) es de gran relevancia clinica el contar con un modelo
gue permite abordar el estudio del tejido precanceroso. El cancer de cabeza y cuello es
conocido por presentar maltiples tumores primarios. Ademas la recurrencia loco-regional
es un problema oncologico comun y un desafio no resuelto en pacientes afectados por esta
enfermedad (Smith D, Haffty BG, 1999). Frecuentemente, el desarrollo de segundos
tumores primarios en un area con cancerizacion de campo alrededor de tumores primarios
tratados, es la causa del fracaso terapéutico. La captacion de boro por el tejido precanceroso
que rodea al tumor justificaria tratar al tejido con cancerizacion de campo junto con el
tumor para reducir el riesgo de desarrollo de segundos tumores primarios en el area. Otra
ventaja significativa, clinicamente relevante, de este modelo es que tiene un paralelismo
con la heterogeneidad caracteristica de tumores orales humanos en cuanto al grado de
diferenciacion y estado metabdlico, y por lo tanto, proporciona material experimental
adecuado para estudiar la forma de enfrentar el desafio de llegar terapeuticamente a
diferentes areas tumorales dentro de un unico tumor heterogéneo. El hecho que se aproxima
mucho a la heterogeneidad inherente a la carcinogénesis humana espontanea es una ventaja
en términos de la relevancia de los datos obtenidos. Sin embargo, este hecho también
confiere complejidad al modelo en términos de tamarios variables de tumores e histologia y
el desarrollo continuo de tumores a partir del tejido precanceroso puede impedir su uso para
evaluar recurrencias de tumores. Sin embargo, la heterogeneidad del tumor y la respuesta
del tejido precanceroso son aspectos con los que se tiene que enfrentar la préctica clinica y
que constituyen grandes desafios en el tratamiento del cancer. El tejido precanceroso
también puede ser limitante de dosis, el desafio consiste en encontrar una dosis de boro y
un tiempo de irradiacion que sean terapéuticos para el tumor, no radiotoxicos para el tejido
normal que se encuentra dentro del area de tratamiento y que sean tolerados por el tejido
precanceroso, mientras producen un efecto terapéutico en términos de inhibicion del

desarrollo de segundos tumores primarios a partir de este tejido precanceroso.
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En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio, se pudo demostrar que se
pueden alcanzar concentraciones de boro potencialmente terapéuticas en el modelo de
cancer bucal del hdmster usando BPA como agente borado y se observd ademas que el
BPA se incorpora selectivamente aunque heterogéneamente en los tumores (Kreimann EL
y col., 2001a). Ademas, se reportd la primera evidencia de éxito del BNCT para el
tratamiento de cancer bucal en el modelo experimental de la bolsa de la mejilla del hamster
sin dafo al tejido normal (Kreimann EL y col., 2001b). Sin embargo un efecto colateral no
deseado, asociado al éxito terapéutico fue una mucositis reversible limitante de dosis en el
tejido precanceroso alrededor del tumor. Cabe destacar que la mucositis bucal puede ser
potencialmente limitante de dosis en BNCT de tumores de cerebro o de cabeza y cuello
(Coderre JA'y col., 1999).

Dado que la llegada del boro a todas las poblaciones tumorales dentro de un tumor
heterogéneo es critica para el éxito del BNCT se ha postulado que la administracion
combinada de diferentes compuestos borados con diferentes propiedades y mecanismos de
captacion complementarios puede mejorar la tasa terapéutica del BNCT (Ono K vy col.,
1999). El protocolo de administracion de los compuestos borados en forma combinada
deberia ser tal que ambos alcancen simultdneamente su biodistribucion 6ptima en el
momento de la irradiacion con neutrones. Las posibilidades de emplear mezclas de
compuestos son muy numerosas Yy potencialmente permitirian disefiar la Gptima
combinacién para cada tipo de tumor (Hawthorne MF y LEE MW., 2003).
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OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo fue evaluar el efecto del BNCT en el tejido
tumoral, precanceroso y normal en un modelo experimental de la bolsa de la mejilla del
hamster con un compuesto borado alternativo (GB-10), administrado solo o en
combinacion con BPA (compuesto empleado en la clinica), y explorar un escenario

preclinico tratando CCEs esponténeos en pacientes felinos.
Para ello se plantearon los siguientes objetivos principales:

a. Realizar estudios de biodistribucion en el modelo experimental de cancer oral
en la bolsa de la mejilla del hamster con distintos compuestos borados (GB-10,
GB-10 + BPA) y distintos protocolos de administracion, para evaluar las
concentraciones de boro en tumor y las relaciones de concentracion de boro
Tumor / Tejido Normal y Tumor / Sangre y determinar si estos valores de
concentraciones absolutas y relativas de boro se encuentran dentro de un rango

terapéuticamente Util.

b. Evaluar la distribucion del boro que resulta de la administracion de GB-10 y
GB-10 + BPA en zonas tumorales predominantemente necroticas y
predominantemente viables determinadas macroscopicamente para estudiar
una potencial relacion entre incorporacion de los compuestos borados y
actividad metabolica de las células. Esta informacion contribuiria a
disefar/seleccionar protocolos que contribuyan a mejorar el “targeting” con

boro de las distintas poblaciones tumorales.

c. Evaluar la homogeneidad de la biodistribucion con los mismos compuestos
borados en tejido tumoral, precanceroso y normal. Esta informacion
contribuiria a disefar/seleccionar protocolos que contribuyan a mejorar el

“targeting” con boro de las distintas poblaciones tumorales.

d. Realizar estudios de BNCT in vivo empleando distintos protocolos (basados
sobre los resultados de los estudios de biodistribucion) en el modelo de cancer
oral de la bolsa de la mejilla del hamster, empleando el haz de neutrones

epitérmico termalizado del Reactor Nuclear RA-6, sito en el Centro Atdmico
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Bariloche, con una dosis baja de irradiacion para evaluar la factibilidad y

seguridad del tratamiento.

e. Una vez demostrada la factibilidad y seguridad del tratamiento a baja dosis de
irradiacion, se propuso estudiar la eficacia de BNCT in vivo en el mismo
modelo y con los mismos protocolos a una dosis mayor de irradiacion,
empleando el haz de neutrones epitérmico termalizado del Reactor Nuclear

RA-6, sito en el Centro Atdmico Bariloche.

f. Habiendo demostrado la eficacia del BNCT en un modelo experimental sin
efecto radiotdxico al tejido normal, se plante6 realizar, dentro de un contexto
preclinico, estudios preliminares de BNCT en tumores espontaneos en felinos

domésticos.
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MATERIALES Y METODOS

1. Induccion de Tumores en la Bolsa de la Mejilla del Hamster

Hamsters Syrian (Mesocricetus auratus) jovenes (6-8 semanas) fueron
sometidos a un protocolo de carcinogénesis quimica. Se aplicé un carcindgeno quimico
completo, 0.5% dimetil-1,2-benzantraceno (DMBA) en aceite mineral, mediante
topicaciones locales de aproximadamente 0.1 ml en la bolsa de la mejilla derecha del
animal 3 veces por semana durante aproximadamente 12-14 semanas segun el protocolo
estandar de carcinogénesis (Shklar G, 1979). No fue necesario anestesiar a los animales
para realizar las topicaciones. A partir de la semana 7 de topicacién con DMBA los
hamsters fueron anestesiados periédicamente con Ketamina (70mg/kg de peso corporal
(pc))-Xilazina (10.5mg/kg de peso corporal (pc)) intraperitonealmente (ip) y se
examinaron las bolsas tratadas con el fin de monitorear el desarrollo tumoral. Una vez
que se desarrollaron los tumores exofiticos (didmetro superior a 1 mm
aproximadamente) los animales fueron usados para estudios de biodistribucion y

farmacocinética de los compuestos borados y BNCT in vivo.

2.  Preparacién de compuestos borados

Para los estudios de biodistribucion y farmacocinética y para BNCT in vivo se

utilizaron como compuestos borados el BPA y el GB-10.

Para preparar la solucion de BPA se utilizd la p-borofenilalanina (BPA; L-
enantidmero, > 98 % enriquecida en '°B de Boron Biologicals, Inc. Raleigh, NC)
conteniendo 4.9 % de boro por peso de BPA. El BPA fue convertido en un compuesto
mas soluble por formacion de un complejo con fructosa en una relacion 1:1 molar en
agua destilada. Se prepararon soluciones del complejo BPA-fructosa (BPA-F) a una
concentracion 0.14 My 0.28 M para ser utilizada en los diferentes protocolos. El pH de
la solucion fue llevado a 9.5-10 para permitir la formacion de los complejos. Se utilizd
NaOH 10 M y NaOH 1M para el ajuste fino siempre bajo agitacion y controlando
continuamente el pH. Una vez que todos los sélidos estuvieron disueltos el pH se
reajusto a 7.2-7.4 con HCI 6 N y 0.6 N para el ajuste fino. Finalmente la solucién se
Ilevo a la concentracion adecuada por agregado de agua destilada en cantidad suficiente.
La solucion obtenida es transparente (Yoshino K. 1989, T. R. LaHann 1993). Esta
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solucion fue esterilizada por filtracion en un filtro de 0.22 um de poro (Nalge Company,

Rochester, N.Y.) y almacenada a 4 °C hasta su utilizacion.

Para preparar la solucién de GB-10 (Na;"°B1oH10) se empleé GB-10 provisto por
Neutron Therapies, L.L.C., USA, isotépicamente enriquecido en un 99% en ‘°B. La

solucién original de aproximadamente 100 mg '°B/ml se diluyé 1:10 en agua destilada.

3. Estudios de biodistribucién

Protocolo de administracion del GB-10:

La solucion de GB-10 diluida 1:10 fue administrada como una inyeccion en bolo
en la vena yugular que fue expuesta por cirugia en los animales anestesiados con una
inyeccién ip de Ketamina (140 mg/kg pc)-Xilazina (21 mg/kg pc) y posterior sutura de
la piel. Se administré una dosis de 50 mg '°B/kg pc. Las muestras de sangre fueron
tomadas de la vena yugular bajo anestesia ip de Ketamina (140 mg/kg pc) y Xilazina
(21 mg/kg pc) a diferentes tiempos post-administracion del compuesto borado. Distintos
lotes de animales fueron sacrificados 5-10, 15-20, 30-40, 60, y 90 minutosy 2, 3,4,y 6

h post-administracion del compuesto para tomar muestras de sangre y tejido.

Protocolo alternativo de administracion de GB-10

Queriendo aprovechar una potencial diferencia en el clearance entre el tumor y
el tejido normal a las 3 h post-administracion del GB-10, realizamos una doble
administracion de GB-10. Para ello entregamos una primera dosis de boro (GB-10 (50
mg '°B/kg pc)) de igual manera que como se indica arriba y una 22 dosis (idéntica a la
primera) 3h después. Los animales fueron sacrificados 30-60 min. 6 2 h después de la 22
dosis de GB-10.

Protocolo de administracién combinada de GB-10 + BPA:

Sobre la base de nuestros estudios previos de biodistribucion y BNCT in vivo
empleando BPA como compuesto borado (Kreimann et al., 2001a; Kreimann et al.,
2001b) y para explorar la posibilidad de aprovechar las diferentes propiedades del GB-
10 y el BPA para aumentar la potencial eficacia terapéutica del BNCT, propusimos

diferentes protocolos de combinacion de ambos compuestos, como se indica abajo.
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a. GB-10 (i.v.), 50 mg B /kg pc + BPA (ip, en bolo), 15.5 mg *°B
/kg pc Los animales fueron sacrificados 3 h post-administracién de GB-10 y
3.5 h post-administracién de BPA. Asimismo, para detectar posibles efectos
sinérgicos o antagonicos, los compuestos también fueron administrados

separadamente siguiendo el mismo protocolo.

b. GB-10 (i.v.), 34.5 mg '°B /kg pc + BPA (ip, en bolo), 31 mg °B
/kg pc Los animales fueron sacrificados 3 h post-administracion de GB-10 y
3.5 h post-administracion de BPA. Asimismo, para detectar posibles efectos
sinérgicos o antagdnicos, los compuestos también fueron administrados
separadamente siguiendo el mismo protocolo.

c. GB-10 (i.v.), 34.5 mg '°B /kg pc + BPA (ip), 31 mg B /kg pc
dosis total, administrada como dosis fraccionada en intervalos de 20 min.
durante 3 h. Los animales fueron sacrificados 3 h post-administracion de GB-
10y 1.5 h después de la tltima inyeccion ip de BPA. Asimismo, para detectar
posibles efectos sinérgicos o antagonicos, los compuestos también fueron

administrados separadamente siguiendo el mismo protocolo.

A los tiempos post-administracion establecidos se tomaron muestras de: tumor,
tejido precanceroso alrededor del tumor (bolsa derecha de la mejilla del hamster tratada
con DMBA), tejido normal de la bolsa de la mejilla (bolsa contralateral no tratada con
DMBA), mucosa de carrillo, piel, paladar, lengua, glandula par6tida, higado, bazo,
rifidn, pulmon, cerebro, médula espinal y sangre. Se tomaron muestras de tejido de 25-
50 mg. Las muestras de mayor peso dificultan el procesado y las muestras de menor
volumen aumentan los errores en la medicion de boro (ver mas abajo). Todas las
muestras de tejido fueron almacenadas a —70 °C y las de sangre a 4 °C hasta su posterior

pesado y procesamiento.

Estudio de la incorporacion de boro en funcién de la viabilidad tumoral

De acuerdo con el concepto propuesto por Coderre y col. (1998) que la
captacion de BPA depende de la viabilidad de las células tumorales y dada la
importancia de la captacion de boro en todas las células tumorales, nosotros evaluamos
la captacion de GB-10 por las diferentes areas tumorales. Para este proposito, durante la

toma de muestras (a distintos tiempos post-administracion del compuesto),
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discriminamos las areas disponibles de tumor que aparentemente eran
predominantemente necraticas por inspeccion visual y procesamos el tejido para analisis
de boro separadamente del resto del tejido tumoral que aparentemente por inspeccion
visual era predominantemente viable. EI procesamiento del tejido y el analisis de boro
fueron realizados de igual manera que en los estudios de biodistribucion. En cada caso
se establecio una relacion de viable sobre necrético (V/N) de captacion de boro para
evaluar posibles diferencias en la incorporacion de boro entre tejido tumoral
predominantemente viable y predominantemente necroético. No se intentd realizar una
correlacion entre el analisis de boro y la histologia dada la escasa cantidad de tejido

predominantemente necrético que podia ser disecado de cada tumor.

En los estudios de biodistribucion se realizo el analisis estadistico de los datos en
aquellos casos que resultaba de interés para la interpretacion de los resultados. Para ello

se uso andlisis de varianza de un factor (ANOVA de 1 factor) con o=0.05.

Estudio del grado de homogeneidad en la incorporacién de boro en tumores

heterogéneos

Una vez elegido el tiempo 6ptimo post-administracion de compuesto/s borado/s
en los estudios de biodistribucion para lograr la mejor combinacion posible de relacion
Tumor/Tejido Normal y Tumor/Sangre de contenido de boro y contenido absoluto de
boro en tumor se evalud el grado de homogeneidad de incorporacion de boro a este
tiempo post-administracion en las diferentes porciones de tumor, tejido precanceroso y

tejido normal, los tejidos de mayor interés por su relevancia clinica.

Para ello se administré GB-10 (50 mg '°B/kg pc), BPA (15.5 mg B /kg pc) y
GB-10 (i.v.), 34.5mg *°B /kg pc + BPA (ip), 31 mg *°B /kg pc como se indica arriba y
se tomaron para cada animal entre 4-6 muestras de tejido precanceroso y tejido normal
(a diferencia de los estudios de biodistribucion descriptos en el punto anterior en los
cuales se tomd una muestra de cada tejido por cada animal) y la mayor cantidad de
muestras de tumor disponibles, segin el tamafio y nimero de tumores y de acuerdo a los

requerimientos de tamafio de muestra descriptos mas arriba.

El grado de homogeneidad en la distribucion de boro fue evaluada en términos
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del coeficiente de variacion (V: [D.S./media] x 100) para cada tejido para cada uno de
los diferentes protocolos de administracion. Se realizé el analisis estadistico de los datos
por ANOVA de un factor y el test de menor diferencia significativa. Los supuestos del
ANOVA fueron examinados por el test de Bartlett’s para homocedacia y el test de
Lilliefors’ para normalidad. Se realizé una transformacion logaritmica de los valores de
V para cumplir con los supuestos del ANOVA. La significancia estadistica se fijo en
0=0.05.

4.  Procesamiento de muestras para medicion de contenido de boro por
Espectrometria de Emision Optica con Plasma Inductivo (ICP-OES)

Las muestras de tejido previamente pesadas (50 mg 6 menos) fueron digeridas
toda la noche a temperatura ambiente 6 a 60 °C por 1h en 0.2 ml de una mezcla 1:1
vol/vol de &cido sulfurico y &cido nitrico. Luego de la digestion la solucién se observo
limpida y de color amarillento. A esta mezcla se le agregd un volumen de 600 pl de una
solucion al 5% de detergente Triton X-100, y 200 ul de una mezcla de itrio (0.5ppm) y
estroncio (25ppm) como estandar interno. Inmediatamente antes del analisis por ICP-

OES la mezcla fue sonicada durante 15 minutos (Coderre JA'y col. , 1998).

El paso de digestion es muy importante debido a que las particulas pueden tapar
el nebulizador del ICP-OES e inducir a errores en la medicion. En este sentido es
importante el uso de un patron interno, un elemento de concentracion conocida que se
agrega a cada una de las muestras (el cual no esta presente naturalmente en ellas) y que
funciona como un control para saber si la muestra ingres6 correctamente al area de
deteccidn. En este caso el patron interno que se uso fue la mezcla de itrio y estroncio

descripta.

Las muestras de sangre (200-300ml) fueron pesadas y luego fueron digeridas
toda la noche a temperatura ambiente 6 a 60 °C por 1h en 1 ml de una mezcla 1:1
vol/vol de &cido sulfurico y &cido nitrico. Luego de la digestion y una vez que se
comprobd que la solucion estaba limpida y de un color amarillento se agregaron 3 ml de
una solucién al 5% de detergente Triton X-100 y 1 ml de la mezcla de itrio y estroncio

como patron interno. De esa solucién se extrajo 1ml para ser medido por ICP-OES.
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5. Valoracion de Boro por Espectrometria de Emision Optica con Plasma
Inductivo (ICP-OES) (modelo ICP Optima 3100 XL UV, axial).

Caracteristicas del instrumento: A los fines practicos se definira un plasma
como cualquier volumen de gas, que emite radiacion, consistente en una mezcla de
particulas neutras (a&tomos y moléculas) y una fraccion significativa de particulas
cargadas (iones y electrones), siendo la presencia de estas Gltimas la responsable de las

peculiares propiedades del estado de plasma.

Figura 9: ICP-OES, foto del equipo utilizado.

En un ICP-OES la muestra usualmente se ingresa en el instrumento como un
flujo de liquido. Dentro del mismo, el liquido es convertido a un aerosol a través de un
proceso conocido como nebulizacion. La muestra en forma de aerosol es entonces
transportada al plasma donde es desolvatada, vaporizada, atomizada y/6 ionizada por el
plasma. Los atomos e iones excitados emiten su energia caracteristica la cual obedece a
un patrén individual (espectro). Esta energia pasa por un dispositivo (en este caso un
policromador) que separa la radiacion en sus componentes de distintas longitudes de
onda. Posteriormente la radiacion de interés es detectada y convertida en una sefal
electrénica que puede ser expresada como una medida de concentracion del elemento
analizado (Fig. 9-10).
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Figura 10: Esquema bésico de un Espectrometro de Emisién de Plasma.

Componentes: Gas Argon, Antorcha formada por 3 tubos concéntricos de cuarzo o algun
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, Camara de Nebulizacion, Espectrometro y Detector,
Computadora.

La generacion del plasma se produce en la antorcha del equipo donde tiene lugar
la ionizacion de los &tomos de argén debido a la transferencia de energia desde la
bobina de radiofrecuencia y a la excitacion de los &tomos de la muestra a analizar. Esta
antorcha estd formada por 3 tubos concéntricos de cuarzo. Por cada uno de ellos
circulan distintos caudales de argén 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 Plasmogeno ¢ Cooling y es el responsable de mantener la llama
encendida. Su flujo es muy elevado (12-20 L/m). El flujo intermedio esta constituido
por el gas auxiliar, su flujo es menor (0-2 L/m) y permite optimizar la zona de
observacion respecto a la parte superior de la antorcha para evitar que ésta se funda. En
algunos casos en este gas auxiliar se produce la chispa inicial que inicia la ionizacion, la
cual se mantiene luego por choques entre iones de argon. El flujo de gas central se
conoce como gas portador 0 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 ignicion se aplica una chispa a la antorcha donde se encuentra el
gas causando la expulsién de algunos electrones de los atomos de argon. A medida que
el generador de radiofrecuencia, que esta asociado a la bobina, aplica tension a la misma
se genera un campo magnético en la parte superior de la antorcha. EI mismo provoca la
aceleracion de los electrones desprendidos del argon y la colision de dichas particulas
cargadas (electrones, iones) con otros dtomos de argdn generando una reaccion en
cadena. El gas recibe energia de la fuente y forma un plasma (gas muy ionizado y
confinado en un pequefio espacio) que consiste en 4&tomos de argon, iones y electrones
(Fig. 11).

[alelele]

Argon

e

0000
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Figura 11: Vista transversal de la antorcha del ICP y el alambre de cobre representando la
secuencia de ignicion. A- Gas Argdn entrando a la antorcha B- Generador de radiofrecuencia RF
C- Una chispa produce electrones libres en el Argon D- Los electrones libres son acelerados por
el campo magnético causando una ionizacion 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 la bobina de cobre que rodea la antorcha de
cuarzo en su parte superior, transfiriendo la energia desde el generador de

radiofrecuencia (1-2 KW) a través del proceso inductivo (inductive coupling). En la
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mayoria de los instrumentos de ICP esta frecuencia es de 27 6 40 Mhz. En nuestro caso
es de 40 Mhz.

Una vez generado el plasma, la muestra para andlisis debe llegar a la antorcha.
Previamente dicha muestra es aspirada por medio de una bomba peristaltica (a razon de
1-2 ml/min) a un nebulizador (flujo cruzado 6 concéntrico) y asi vaporizada es
arrastrada por el flujo de argén hacia la camara de expansion (cdmara de Scott 0
Ciclonica). Esta camara drena las gotas gruesas dejando pasar a la antorcha las de
menor tamarfio. Sélo una fraccion de aproximadamente 1-5 % de la muestra nebulizada
finalmente llega a la antorcha. Este proceso es muy poco eficiente por lo cual existe
mucha investigacion actualmente con el fin encontrar nuevos nebulizadores de mayor

eficiencia (Henn, Din, etc.).

excitation + %
(ion) — M
-hv
ionization n e
excitation

(atom) M ‘—?ﬁv_ M*
atomization n

(gas) MX
vaporization T

(solid) ® (MX),
desolvation

+ =
(solution) M(H20) . X

Figura 12: Proceso que se desencadena cuando una muestra liquida es introducida en la descarga del
ICP.

La Fig. 12 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) remocion del solvente 6 (desolvatacion) del aerosol que contiene a la muestra
generando particulas microscopicas de sales; b) el siguiente paso involucra la

descomposicion de las particulas de sal en un gas de moléculas individuales
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(vaporizacion); c) posteriormente se produce disociacion en atomos individuales
(atomizacion). Una vez que la muestra de aerosol ha sido desolvatada, vaporizada y
atomizada, el plasma puede generar d) excitacion de los atomos & €) ionizacion y
excitacion de los iones; cada una de estas especies origina un espectro particular. Para
que un atomo 6 ion pueda emitir una radiacion caracteristica, uno de sus electrones debe
ser promovido a un nivel mayor de energia a través de un proceso de excitacion que en
general se produce por choque con otras particulas. Muchos elementos poseen su linea

de emision mas fuerte en el ICP debido a la excitacion de sus iones.

Las especies excitadas en el plasma emiten luz de diferentes longitudes de onda
(la emision es policromatica correspondiendo a transiciones entre diferentes estados)
que posteriormente son captadas y medidas en el espectrometro que forma parte del
equipo. La radiacion policromatica debe ser separada en longitudes de onda individuales
para identificar cada especie y medir la intensidad sin interferencias de la emision de
otras longitudes de onda proximas. Dicha separacion de la luz es realizada en algunos
equipos mediante el uso de un monocromador, el cual funciona generalmente mediante
una red de difraccion. En los equipos de ultima generacion como el “Optima 3100 XL”,
en lugar del monocromador se utiliza un policromador 6 “Red Echelle” cuya ventaja es
que se pueden separar y medir distintas longitudes de onda al mismo tiempo y por lo
tanto con un mismo volumen de muestra se puede establecer y cuantificar la presencia

de diferentes elementos en forma simultanea.

La deteccion 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), 6 mediante detectores de estado sélido como los
dispositivos de inyeccion de cargas (CID) ¢ detectores de carga acoplada (CCD). El
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 simultdneamente un
gran numero de longitudes de onda, con alta reproducibilidad y con sustraccion
simultanea del fondo espectral. EI SCD transforma los fotones en carga eléctrica y
funciona como un acumulador de cargas que puede integrar la sefial durante un tiempo
prefijado (tiempo de lectura). Posee un conversor analédgico digital y la sefial se expresa
como cuentas/unidad de tiempo. El tiempo de integracion es una variable que puede ser
ajustada de forma tal que determinadas longitudes de onda (a las cuales el detector es

mas sensible) no saturen su capacidad. Este ajuste puede hacerlo automéaticamente el
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software mediante una medicion rapida y aproximada (“pre shot”). El operador puede

fijar las variables de tiempo de integracion y lectura en forma manual.

Una vez detectada, la muestra es analizada en forma cualitativa y cuantitativa.
Para el analisis cualitativo es necesario detectar las longitudes de onda caracteristicas
del elemento y en general deben leerse al menos tres lineas espectrales para garantizar
que la emision observada no esté interferida. Estas lineas espectrales seleccionadas no
deberian estar interferidas por la emision de otros elementos presentes en la muestra. Si
una linea esta interferida ésta deberia excluirse del analisis 6 no tenerse en cuenta.
También puede utilizarse la correccion interelementos o IEC y el MSF o

“Multicomponent Spectral Fitting”. Estas dos alternativas se usan en Gltima instancia.

Para determinar la cantidad de elemento presente en la muestra es necesario
realizar una curva de calibracion relacionando la intensidad de la emisién de luz de
alguna de las lineas espectrales con la concentracion del elemento que es una funcion
lineal creciente. Para dicha curva se utilizan soluciones estandar de concentraciones
conocidas y se mide en el ICP la intensidad de emision caracteristica de la sefial para el
elemento en cuestion. Dichas curvas deben realizarse para cada uno de los elementos a
medir en forma individual. Cuando se mide una muestra incognita la intensidad
encontrada se compara con la intensidad del elemento de la curva de calibracion y de
esta forma se calcula la concentracion del elemento en la muestra. EI ICP-OES tiene la
capacidad de almacenar matematicamente en su memoria la curva de calibracion. Esta
curva es generalmente lineal en 4 6 6 6rdenes de magnitud. Usualmente solo es
necesario medir una 0 dos soluciones estandar ademas de un blanco para calibrar el
instrumento (Boss CB y Fredeen KJ 1999).

Dado que la masa de la muestra y por consiguiente el volumen de solucion
resultante es en general muy reducido (1ml) se disefio y evalu6 un procedimiento para
inyeccion automatica de micro-volimenes. Debido a que esta modalidad de trabajo no
se encuentra entre las permitidas de forma rutinaria por el software comercial del ICP-
OES, resultd necesaria una consideracion de los tiempos de desplazamiento de la
muestra y de los tiempos de integracion y lectura de las sefiales. También se estudio el
efecto memoria del nebulizador y se ensayaron diferentes procedimientos de
adquisicion de datos basados en la altura del pico o de un namero fijo de pixeles bajo el

pico (&rea). La consistencia interna del procedimiento se verificé utilizando dos lineas

Verénica A. Trivillin 50 Tesis de Doctorado



de emision de boro, con correccion simultanea de fondo (estas tareas fueron realizadas
en colaboracion con profesionales del area de Quimica Analitica del Departamento de
Quimicade la C.N.E.A)).

Para realizar el andlisis de boro se estudiaron 4 lineas atomicas: 249.772 nm,
249.677 nm, 208.957 nm, 208.889 nm de las cuales las dos primeras son las de mayor
intensidad. Se tomo la segunda linea para realizar los célculos ya que la primera puede
estar interferida por hierro (Fe). Se realizé una curva de calibracion cada dia de medida
y se utilizaron soluciones estandar de &cido borico (Merck de 5000 ppm); aqui se eligié
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. El limite de deteccion en

tejidos fue de 0,06 pg de B/g de tejido (ppm). El limite de determinacién fue de 0,18
ppm.

La concentracion de boro en los tejidos se calcul6 como partes por millon (ppm)

0 pg/gramo de muestra de tejido:

Conc. elemento (mg/L) x Volumen muestra (L) x 1000 = ppm (ug/g)

Masa muestra de tejido (g)

Empleando este instrumento se obtuvieron los valores de contenido de boro en
las distintas muestras de sangre y tejido para los distintos protocolos de administracion
de compuestos borados. Asimismo, estos valores de contenido de boro se emplearon

para hacer los calculos dosimétricos para realizar los estudios de BNCT in vivo.

6. BNCT invivo

Se realizaron dos grupos de experiencias de irradiacion. Un grupo de
experiencias se realiz6 a baja dosis, empleando tiempos cortos de irradiacion, para
evaluar principalmente la radiotoxicidad en los tejidos normales y el tejido precanceroso
alrededor del tumor y secundariamente la eficacia terapéutica de la técnica. Habiendo
evaluado los resultados del primer grupo de experiencias, se disefid un segundo grupo

de experiencias de irradiacion a altas dosis, aumentando el tiempo de irradiacion, para
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evaluar principalmente el control tumoral y la respuesta concomitante del tejido

precanceroso y el tejido normal.

Cada uno de estos dos grupos de experiencias de irradiacion requirio de un viaje
en avion al Centro Atémico Bariloche (sito en la ciudad de San Carlos de Bariloche),
con aproximadamente 65 animales cada vez y 100 kg de equipaje (material de
laboratorio, etc.), para realizar irradiaciones con el haz epitérmico termalizado del
Reactor Nuclear RA-6.

Los animales fueron distribuidos al azar en los diferentes protocolos. En la Tabla
4 se detalla la cantidad de hamsters, tumores y tiempos de irradiacion de cada grupo
experimental. Los animales cancerizados tenian tumores con localizacién y tamafio
conocido en la bolsa derecha de la mejilla del hamster. Se incluyeron en el estudio 5
animales sometidos a irradiacion “sham” (viaje a San Carlos de Bariloche + irradiacion

simulada).

En cada grupo de experiencias (baja dosis y alta dosis, Tabla 4), quince animales
con tumor y 10 animales normales (no cancerizados), fueron irradiados bajo anestesia
con Ketamina (140 mg/kg pc)-Xilazina (21 mg/kg pc) 3 h post administracién de GB-10
(50 mg 10B/kg pc) en bolo i.v. en la vena yugular que fue expuesta quirurgicamente en
animales anestesiados.

En cada grupo de experiencias (baja dosis y alta dosis, Tabla 4), quince animales
con tumor y 10 animales normales (no cancerizados), fueron irradiados después de la
administracion combinada de GB-10 y BPA. El GB-10 fue administrado i.v. como una
inyeccion en bolo (34.5 mg 10B/kg pc) y el BPA fue administrado como inyecciones ip
fraccionadas a intervalos de 20 min. durante 3 h simulando una infusion (dosis total 31
mg 10B/kg pc). Los animales fueron irradiados 3 h post-administracion del GB-10y 1.5

h post la ultima inyeccion de BPA.

Cinco hamsters con tumor y 5 hdmsters normales fueron irradiados con el haz

solamente en cada grupo de experiencias (baja dosis y alta dosis).

En la Tabla 4 se observa la distribucion de los animales en cada protocolo y la
cantidad total de tumores tratados.
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Antes de la irradiacion, en cada caso se calculé el volumen tumoral como el
producto de los valores de 3 ejes ( aproximando a largo, ancho y altura) tomados con
regla milimetrada. Arbitrariamente se establecieron 3 grupos de tamafio tumoral, chicos
(< 10mm3), medianos (>10mm3 y <100mm3) y grandes (>100mma3), para evaluar una
potencial respuesta diferencial de los tumores a la terapia en funcion de su tamafio en el
momento de la irradiacion. También para cada animal se hizo un diagrama de la bolsa

con la ubicacion de los tumores para su seguimiento post tratamiento y se fotografio.

Baja dosis de irradiacion Alta dosis de irradiacion
GB-10% Gs;;\)f Solo Haz GB-10* GE,'?I;%:\L'F Solo Haz
49 min. de . 49 min. de 74.5 min. de . 74.5 min. de
B 17.3 min. de B S 34.6 min. de S
irradiacion L irradiacion irradiacion L, irradiacion
irradiacion irradiacion

Hamsters 15 animales 15 animalesc/ 5 animalesc/ 15 animalesc/ 15 animalesc/ 5 animales ¢/
con tumor | ¢/ 57 tumores 54 tumores 5 tumores 54 tumores 55 tumores 15 tumores

Hamsters

10 animales 10 animales 5 animales 10 animales 10 animales 5 animales
normales

Tabla 4: Distribucion de animales en cada protocolo y cantidad de tumores tratados. a-GB-

10 (50 mg 10B/kg pc), b-GB-10 (34.5 mg 10B/kg pc) + BPA (31 mg 10B/kg pc, 3 h. simil-

infusion ).

La bolsa evertida e inevitablemente parte de la cabeza fue colocada en el puerto
del haz que es de 15 cm de diametro (Fig. 13). El resto del cuerpo fue blindado con
plomo y polietileno borado que delimita el haz (Fig. 14). Los tiempos de irradiacion
para BNCT mediado por GB-10 fueron de 49.5 min., para la experiencia de baja dosis
de irradiacion y de 74.5 min. para la experiencia de alta dosis de irradiacion. Para el
caso de BNCT mediado por la combinacion de GB-10 y BPA el tiempo de irradiacion
fue de 17.3 min., para la experiencia de baja dosis de irradiacion y de 34.6 min. para la
experiencia de alta dosis de irradiacion. En el caso de “solo haz” (irradiacion sin previa
administracién de compuesto borado) se emplearon los tiempos de irradiacion mas
largos usados para los correspondientes tratamientos con BNCT, es decir 49 min. en el
caso del primer grupo de experiencias y 74.5 min. para el segundo grupo de

experiencias.
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Figura 13: Dispositivo de irradiaciéon donde se posicionan los animales. La circunferencia
central del dispositivo corresponde al diametro de salida del haz de neutrones y los colores
marcan un gradiente de dosis.

Bismuto

Capa de Plomo
Polietileno Borado
Oxido de Aluminio
Concreto

Estructura de Hierro
Cadmio

Nylon

BENCLREC

Figura 14: Seccion transversal de la geometria del Reactor RA-6 del Centro Atdmico
Bariloche. El diametro del haz de 15 cm quedé delimitado por un blindaje de polietileno
borado y una capa de plomo. Las flechas indican el puerto de salida del haz.
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El flujo promedio de neutrones térmicos para tejido tumoral y tejido sano en la
posicion de la bolsa fue de 3.4+0.3 x 108 neutrones / cm2 s. Los valores del contenido
de boro para el calculo de dosis de irradiacion (en particular la dosis boro de
irradiacion), la dosis administrada de BPA y GB-10 y el tiempo 6ptimo post-
administracion para realizar la irradiacion se obtuvieron a partir de nuestros estudios de
biodistribucién y farmacocinética de GB-10 y GB-10 + BPA en este modelo descriptos
en el punto anterior. En la Tabla 5 se presentan algunos valores de contenido de boro,
centrales para realizar los calculos dosimétricos necesarios para disefiar los protocolos
de BNCT in vivo. Estos valores corresponden a la concentracion de boro 3 h post-
administracion del GB-10 como compuesto borado y en el caso de la combinacion (GB-
10 + BPA) 3 h post-administracion de GB-10 y 1.5 h después de la ultima inyeccion ip
de BPA. Las tablas completas que muestran los resultados de los estudios de
biodistribucidn se encuentran en la seccion “Resultados”. Los valores correspondientes
a la administracion de BPA solamente corresponden a un estudio anterior y se

incluyeron a fines comparativos (Kreimann et al., 2001a).

GB-10 GB-10 (34.5 mg 198/kg pc) BPA _
(50 mg “°B/kg pc) + BPA (31_ mg !3,/kg pc, 3h  (15.5 mg B/kg pc en bolo ip)
similinfusion ) (Kreimann y col., 2001a)
Tumor 31.9+21.4 121.7+38.6 36.9+17.5
el 34.3+16.9 58.3+19.2 19.65.8
precanceroso
Bolsa normal 21.6x7 61.6+22.4 15.645.4
Sangre 31.8+6.4 47.9+13.3 11.7+£4.9

Tabla 5: concentracion de boro (media £ DS) (ppm) en sangre y tejido para los diferentes
protocolos de administracion. Los tiempos que se emplearon para la medicion de boro
fueron: 3 h post-administracién de GB-10 y para la combinacion (GB-10 + BPA) 3 h post-
administracion de GB-10 y 1.5 h después de la tltima inyeccion ip de BPA. En el caso de
BPA solamente el tiempo empleado fue fue 3.5 h post-administracion.

Célculos dosimétricos

Las dosis fisicas estimadas absorbidas para las diferentes componentes de
radiacion para los diferentes protocolos de administracion se presentan en la Tabla 6.
Los valores correspondientes al protocolo de BNCT mediado por BPA corresponden a

un estudio anterior y se incluyeron a fines comparativos (Kreimann et al., 2001b).
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_ 0.69+0.06 1.93+0.08 2.46+0.25 1.66+0.17 0.20+0.02
0.44+0.04 0.94+0.04 0.50+0.05 0.040+0.004
_ 0.22+0.02 0.35+0.01 0.040+0.004 0.003+0.03

_ 0.24+0.02 0.67+0.03 3.28+0.33 1.66+0.17 0.07+0.01
_ 0.15+0.02 0.3310.01 0.26+0.03 0.010+0.001
_ 0.08+0.01 0.12+0.01 0.020+0.002 0.001+0.01

_ 1.04+0.09 2.90+0.10 3.69+0.37 2.49+0.25 0.30+0.03
- 0.66+0.06 1.41+0.06 0.75+0.08 0.06+0.006
_ 0.33+0.03 0.53+0.02 0.060.006 0.01+0.001

_ 0.48+0.04 1.34+0.05 6.56+0.66 3.32+0.33 0.14+0.01
_ 0.30+0.03 0.66+0.03 0.52+0.05 0.02+0.002
_ 0.16+0.01 0.24+0.01 0.04+0.004 0.002+0.0002

_ 1.02+0.08 1.40+0.06 2.52+0.25 0.84+0.08 0.22+0.02
_ 0.72+0.06 0.95+0.04 0.61+0.06 0.15+0.02
_ 0.41+0.03 0.50+0.02 0.31+0.03 0.08+0.01

Tabla 6: Dosis fisica absorbida (Gy) para los diferentes protocolos experimentales.

La Tabla 7 muestra la dosis fisica absorbida total en cada caso. Los valores de
haz solo corresponden a los valores de neutrones rapidos, fotones Gamma, y protones
inducidos citados en la Tabla 6A y 6C, correspondientes a tiempos de irradiacion de
49.5 min. y 74.5 min respectivamente. La dosis fisica absorbida correspondiente al
tumor de la bolsa de la mejilla del hamster incluye los valores de solo haz mas la
correspondiente componente de boro del tumor como se muestra en la primera linea de
la Tabla 6 de cada protocolo. La dosis fisica absorbida correspondiente a la bolsa
normal incluye los valores de solo haz mas la componente de boro correspondiente a
tejido normal como se muestra en la primera linea de la Tabla 6 de cada protocolo.

Como se describié en cada caso, a fines comparativos se incluyeron en las

Tablas 5, 6 y 7 los datos correspondientes a la biodistribucion de BPA y a BNCT
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mediado por BPA. Este estudio fue realizado por la ahora Dra. Erica Kreimman como
trabajo de tesis doctoral en nuestro laboratorio bajo la direccion de la Dra. Amanda

Schwint (Kreimann y col., 2001a; Kreimann y col., 2001b).

5.16+0.41 5.2840.41 4.26+0.39 2.8240.05 7.9242.52 8.52+2.61 4.24+0.007

- 4.32+0.32 5.2840.41 2.64+0.23 2.82+0.05 8.20+2.02 5.10+1.79 4.24+0.007
- 3.48+0.24 4.48+0.33 2.64+0.23 2.8240.05 6.72+0.90 5.28+1.90 4.24+0.007

Tabla 7: Dosis fisica total absorbida (Gy)

Para realizar el célculo final de las dosis se asumieron valores de efectividad
bioldgica relativa (RBE) para cada uno de los componentes estimados a partir de la
literatura. Asimismo, se tomaron los valores de efectividad bioldgica relativa para el
BPA (CBE) de los datos de la literatura y para el GB-10 y el GB-10 + BPA de
comunicacion personal (David Nigg, INL) o estimado a partir de resultados, Tabla 8.

3.8° 25°
2 1.25
2.5 2

Tabla 8:a Coderre y col., 1999 b IAEA-TECDOC-1233, Current status of neutron capture
therapy, International Atomic Energy Agency, May 2000.
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La dosis final se calcula sumando cada uno de los componentes multiplicado por

su RBE 6 CBE respectivo:

Comp. de Boro + Protones (neutrones rapidos + captura de neutrones térmicos

en nitrégeno) + Gamma

A modo de ejemplo se muestra el célculo de dosis equivalente para tumor y

bolsa normal con GB-10 baja dosis:

Tumor
2.46 x 3.8 Gy-Eq + (0.69 + 0.20) x 3.2 Gy-Eq + 1.93 x 1Gy-Eq =

Bolsa Normal
1.6 x 2.5 Gy-Eq + (0.69 + 0.20) x 3.2 Gy-Eq + 1.93 x 1Gy-Eq =

149 Gy-Eq 9.7 Gy-Eq 9.9 Gy-Eq 48 Gy-Eq  14.6 Gy-Eq 19.7 Gy-Eq 7.2 Gy-Eq

75Gy-Eq 6.8 Gy-Eq 5.0 Gy-Eq 48 Gy-Eq 10.3Gy-Eq 10.0 Gy-Eq 7.2 Gy-Eq

Tabla 9: Dosis equivalente total (Gy-Eq)

7. Seguimiento post — BNCT

La respuesta del tejido tumoral, precanceroso y normal fue determinada por
inspeccidn visual, toma de imagenes y evaluacién del volumen tumoral a 1, 7, 14, 21 y

30 dias post-irradiacion (Fig. 14). La respuesta del tejido normal en los hamsters
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normales irradiados de cada protocolo, fue evaluada en cada uno de los tiempos y hasta
los 6 meses de finalizado el tratamiento. Dos o tres animales de cada protocolo fueron
sacrificados al azar en cada uno de los tiempos para realizar un analisis histologico del
tejido tumoral, el tejido precanceroso y el tejido normal. Los animales que fueron
sacrificados se perdieron para los subsecuentes seguimientos y la respuesta tumoral fue
evaluada al tiempo del sacrificio. La respuesta tumoral se clasificd como remision total,
parcial o progresion tumoral. La remision completa fue definida como la desaparicion
del tumor segun la inspeccion visual y la ausencia de evidencia de tumor en el analisis
histoldgico. La remision parcial fue definida como una reduccion en el tamafio tumoral.
Progresion tumoral se definié como crecimiento tumoral y se interpret6 como una falta
de efecto terapéutico. La presencia de tejido precanceroso alrededor del tumor que da
lugar al desarrollo de segundos tumores primarios impide el uso de este modelo para
evaluar recurrencia. El estado clinico del animal y su peso corporal (Fig. 15) fueron

monitoreados periédicamente a lo largo de todo el periodo de seguimiento.

Figura 15: En la foto A se observa la balanza de precision donde se monitoreaba el peso
corporal de los animales. La foto B muestra la medicién con una regla milimetrada de los
tumores tratados.
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RESULTADOS

1. Estudio de biodistribucién

No se observaron signos visibles de toxicidad inducidos por los compuestos
borados, administrados individualmente o en forma combinada, en ninguno de los
animales en términos de cambios en el peso corporal, apariencia y comportamiento.
Estudios previos de GB-10 realizados por Stelzer y col. (2001) y Diaz y col. (2002) y la
extensa literatura sobre BPA (por ejemplo Kreimann y col., 2001) también presentan
evidencia de la falta de toxicidad de estos compuestos borados en los rangos de dosis

empleados.

Habiendo administrado GB-10 en una dosis de 50 mg B /kg pc se observo un
pico de concentracion media de boro en tumor de 77.7 + 28.0 ppm a los 20 min. post-
administracion, permaneciendo en 31.9 + 21.4 ppm a las 3 h Los valores de sangre,
tejido precanceroso, tejidos orales normales y piel no mostraron diferencias
significativas con los valores de tumor (Tabla 10). El “clearance” en el tejido normal
fue mas rapido que en el tejido tumoral, por ejemplo, el valor medio de boro en la bolsa
normal cayd a 28.8% del valor pico a las 3 h post-administracion del GB-10, mientras
que el valor medio de boro en tumor cayé solo al 41.1% del valor pico en el mismo
tiempo (Tabla 10). No se observd una acumulacién preferencial en higado y bazo
comparado con otros tejidos normales como por ejemplo la piel. Ciertos compuestos
borados tales como las porfirinas boradas se acumulan preferencialmente en higado y
bazo (Kreimann y col., 2003). Si se ha demostrado que el compuesto no es toxico en
las dosis estudiadas, una acumulacion preferencial en determinado 6rgano sera relevante
si el organo se encuentra dentro del volumen de tratamiento. El pulmoén incorporé GB-
10 de forma similar a los tejidos orales normales y la piel. Los valores de cerebro y
médula espinal permanecieron consistentemente bajos y por debajo de los valores de
tumor en todos los puntos, dando diferencias estadisticamente significativas entre 20
min. y 3 h post-administracion de GB-10 (p en un rango de 0.0000 a 0.0030 para
cerebro versus tumor y de 0.0000 a 0.0133 para médula espinal versus tumor). A las 3 h
post-administracion la relacion de concentracion media de boro del Tumor / Cerebro fue

de 22.8/1 y del Tumor / Médula Espinal de 17.7/1 (Tabla 10).
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(n=9)

413213
(n=06)

44357
(n=3)

554219
(n=3)

69.8+9.9
(n=3)

58.7+26.8
(n=3)

99.8+11.8
(n=3)

122.1 £72.1
(n=3)

43.9+33.6
(n=3)

95.0+48.3
(n=3)

63.8+10.2
(n=3)

68.8+32.9
(n=2)

54+27
(n=3)

162+ 14.6
(n=2)

(n=19)

77.7£28.0
m=7)

83.2+21.1
(n=3)

74.9 £37.8
n=2)

75.4+21.1
(n=3)

70.2+35.5
(n=3)

97.2£29.5
(n=3)

74.4+10.1
(n=3)

30.0£13.5
(n=3)

90.0 +34.9
(n=3)

64.8 £27.5
(n=3)

94.8+7.3
(n=2)

6.5+2.1
(n=3)

92444
(n=4.4)

(n=22)

42.3+20.7
(n=16)

64.0 £24.2
(n=06)

493+ 14.8
(n=06)

48.7+15.2
(n=06)

513+35
(n=06)

55.6+21.4
(n=5)

50.6+23.9
(n=06)

19.6+11.1
(n=06)

87.8 £40.3
(n=6)

344+7.0
(n=06)

47.1£9.6
(n=5)

41+1.2
(n=5)

7.9+4.0
(n=06)

n=17)

323+83
(n=8)

42.5£83
(n=06)

43.8+7.7
(n=06)

349+9.38
(n=5)

38.6+10.7
(n=06)

58.5+18.4
(n=06)

41.9+19.6
(n=5)

153+4.3
(n=06)

72.8+42.3
(n=106)

36.6+11.3
(n=3)

44.1£12.1
(n=06)

3.1+1.6
(n=6)

54£42
(n=06)

120.5+37.7 90.0+£39.4 750+£46.2 62.9=29.0 52.9+20.0 41.2+1438

(n=10)

404+ 135
(n=12)

41.8+9.3
(n=5)

37.7+9.9
(n=3)

37.5+10.1
(n=4)

413+124
(n=5)

45.7+10.6
(n=5)

26.0 £21.0
(=4

17.0£8.2
(n=3)

42.7+184
(n=5)

29.7+8.8
(n=3)

40.8 £11.8
(n=5)

5.1+42
(n=5)

7441
(n=5)

n=12) n=75)
29.0+185 319+214
(n=15) (n=11)
255+79 343+16.9
n=16) n=4)
25.1+7.2 21.6+7
(n=16) n=75)
195+29 174+84
n=75) n=75)
27.4+9.7 262=+10.5
n=5) n=5)
31.0£11.8 27.1+11.6
n=16) n=75)
199+54 184+11.7
n=106) n=5)
104+55 95+4.1
n=16) n=5)

44.1+18.0 279=+11

n=16) n=4)
189+57 19.1+8.3
(n=16) n=75)
33.0+£15.8 26.5+23.1
n=16) n=5)
28+23 14+1.1
n=16) n=5)
29+0.6 1.8+1.2
n=4) n=4)

(n=7)

34.6+25.9
(n=12)

38.3£27.7
(n=3)

344+31.3
(n=3)

29.0+18.6
(n=3)

36.7+27.7
(n=3)

37.6+29.0
(n=3)

354+14.7
(n=3)

14.2+6.1
(n=3)

13.8+3.5
(n=3)

29.5+21.5
(n=3)

32.5+21.8
(n=3)

29+1.8
(n=3)

22+0.3
(n=2)

31.8+£6.4 373+219 20.7+11.0

(n=4)

17379
(n=10)

179+ 11.1
(=4

14.8+10.2
(n=4)

153+10.2
n=3)

14.9+9.0
(=4

19.0 £ 14.6
(n=4)

13.9+10.2
(n=3)

8.9+7.0
(n=4)

33.0+14.1
(n=4)

19.1 +14.9
(n=4)

16.8+9.6
(n=3)

1.5+0.7
(n=4)

7755
(n=2)

Tabla 10: concentracion de boro (ppm) en sangre y muestras de tejido a diferentes tiempos (indicado en minutos u horas) después de administrar
GB-10 en una dosis de 50 mg B/kg pc. Los resultados estan expresados como media + DS. El nimero de muestras para cada condicion se indica
entre paréntesis.



2.  Protocolo alternativo de administracion de GB-10

La administracién de las dos dosis sucesivas de GB-10 mejord la captacion
absoluta del tejido tumoral pero fracas6 en proporcionar una ventaja en términos de una
incorporacion selectiva de boro en el tejido tumoral versus la bolsa de la mejilla normal.
Si comparamos el protocolo de doble dosis de GB-10, 0.5-1 h post-administracion, con
el protocolo de administracion elegido (nica dosis de GB-10, 50 mg B/kg pc, i.v. en
bolo), 3 h post-administracion, vemos que la doble dosis aumenta la captacion de boro
en el tumor pero también aumenta proporcionalmente o mas la incorporaciéon de boro a

los tejidos normales y al tejido precanceroso (Tabla 11).

3. Estudio de la incorporacion de boro en funcién de la viabilidad tumoral

A diferencia de la incorporacion de BPA (Coderre y col., 1998), el analisis de la
concentracion de boro entregada por GB-10 en tejido tumoral predominantemente
necrotico y predominantemente viable reveld que la captacion del GB-10 no depende de
la viabilidad celular. En un trabajo previo en nuestro laboratorio con la ahora Dra. Erica
Kreimann, se registr6 una relaciéon de incorporacion de BPA para Tejido Tumoral
Predominantemente Viable / Predominantemente Necrdtico, en el mismo modelo de la
bolsa de la mejilla del hamster, de aproximadamente 1.46 / 1 (32.0 = 13.5/18.5 £ 2.0)
(Kreimann y col, 2001). Esta relaciéon indicaria que el BPA deposita boro
heterogéneamente en distintas zonas de un tumor heterogéneo. La relacion de
incorporacion de boro para el caso de GB-10 en Tejido Tumoral Predominantemente
Viable / Predominantemente Necrotico (V/N) fue de 0.97 £ 0.21 / 1, indicando una

captacion marcadamente homogénea en las diferentes areas tumorales (Tabla 12).

4,  Protocolo de administracion combinada de GB-10 + BPA

Los resultados de la concentracion de boro para los diferentes tejidos después de
la administracion combinada de GB-10 y BPA, de acuerdo con los protocolos descriptos
en Materiales y Métodos, se presentan en la Tabla 13a. Los datos correspondientes a la
administracion de los 2 compuestos en forma separada se presentan a fines

comparativos en la Tabla 13b.
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31.8+64

31.9+21.4

343+16.9

21.6+7

174+ 8.4

26.2 +10.5

27.1+11.6

18.4+11.7

9.5+ 4.1

279+11

19.1+ 8.3

26.5+23.1

1.4+1.1

1.8£1.2

1.0/ 1

1.5/1

62.9+29.0

323+83

42.5+83

43.8+7.7

349+938

38.6 +10.7

58.5£184

41.9+19.6

153+43

72.8+42.3

36.6 £11.3

44.1+12.1

31+1.6

54142

0.5/1

0.7/ 1

98.0+29.5

79.0 +37.6

109.7 £20.8

76.1 £31.1

84.5+34.0

74.0+12.0

130.4 £52.4

108.2 +45.9

36.0+14.3

268.2 £160.4

74.0 £33.5

62.1£45.3

7.6+4.1

209+5.0

0.8/1

1.0/1

41.2+14.8

29.0+18.5

255+7.9

25.1+£7.2

19.5+£2.9

274+9.7

31.0+£11.8

199+5.4

104 +5.5

44.1 +18.0

189+5.7

33.0+£15.8

2.8+23

29+0.6

0.7/1

1.2/1

4324123

49.1+11.7

61.0£10.2

53.5+03

440+1.3

52.0+4.7

65.8+0.3

46.6 +2.5

233+23

108.7 + 14.1

78.6 £27.5

53.3+6.5

41+1.2

81x1.3

1.1/1

0.9/1

Tabla 11: concentracion de boro en sangre y muestras de tejido para la administracion de dos dosis sucesivas de GB-10. A los fines comparativos se incluyen
los datos correspondientes a las dosis unicas asi como también a la dosis de GB-10 seleccionada para BNCT in vivo. En todos los casos la dosis de GB-10
administrada fue de 50 mg B/kg pc para cada inyeccion. Los resultados se expresan como media = DS. El nimero de muestras para cada condicion se indica

entre paréntesis.



Dosis GB-10 Tiempo Tejido predominant. ~ Tejido predominant.  Relacién 6

mg B/kg pc post-administ. viable necratico Indice
VIN
50 20’ 69.4 53.6 1.3
52.3
50 30’ 28.8 60.4 0.5
27.6 33.7 0.8
29.0 32.0 0.9
55.2 47.0 1.2
50 60’ 25.1 27.2 0.9
23.9
50 90’ 39.1 45.9 0.9
36.3
47.1
44.8
28.2 33.6 0.8
50 2h 44.5 33.8 1.3
50 3h 26.6 31.7 1.05
24.4
43.6
323
39.8
34.5 3h 18.4 17.0 1.02
21.3
12.6
50 4h 60.2 75.8 0.9
62.5
50 6h 7.1 7.5 1.0
14.6 13.0 1.1
15.6 16.6 0.9

Tabla 12: Concentracion de boro (ppm) en tejido tumoral predominantemente viable y
predominantemente necrético en los casos en los que fue posible separar porciones representativas de
estos de un mismo tumor para su evaluacion en forma separada. Los casos en que se han registrado varios
valores para tejido tumoral predominantemente viable corresponden a casos en los que fue posible dividir
la porcion viable de un unico tumor en diferentes muestras para evaluarlas independientemente.

La relacion de incorporacion de boro entregada por GB-10 fue: Tejido Predominantemente Viable /
Tejido Predominantemente Necrdtico (V/N) = 0.97 £ 0.21.

En el caso de los protocolos 1 y 2 pareceria que en la administraciéon combinada
(BPA + GB-10) se estarian sumando en forma aproximadamente lineal las dosis
separadas de estos compuestos en todos los tejidos excepto en el tumor donde la
concentracion de boro es menor. Este hallazgo podria sugerir un posible efecto
antagénico de ambos compuestos en el tumor con este protocolo de administracion

combinada. El protocolo 3 involucra la administracion de BPA durante 3h, simulando
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una infusion, en combinacion con la administracion iv de GB-10 en bolo como se indico
en la seccion de Materiales y Métodos, y produjo una mejora estadisticamente
significativa (p= 0.0000) en la captacion media absoluta de boro en el tumor,
comparado con el protocolo 2 donde el BPA se administr6 como una inyeccion ip en
bolo (121.7 ppm vs. 59.7 ppm). Ademas, la relacion de concentracion media de boro del
Tumor / Bolsa Normal subié de 1.6/1 (59.7/38.1) a 2.0/1 (121.7/61.6) (Tabla 13a).
Pareceria que la administracion del BPA como una infusién simulada en combinacion
con el GB-10 produce un efecto sinérgico en cuanto a la incorporacion de boro al tejido
tumoral. Méas especificamente, la concentracion media de boro esperada, obtenida por la
suma de los valores de los compuestos administrados en forma separada 14.5 ppm (GB-
10, 34.5 mg B/kg pc) + 59.9 ppm (BPA 31 mg B/kg pc, en infusion simulada), seria de
74.4ppm. Sin embargo, el valor real correspondiente a la administracion combinada fue
de 121.7 + 38.6 ppm (Tabla 13a y b). A pesar de los grandes desvios caracteristicos de
la heterogeneidad tumoral, se observé una llamativa mejoria en la incorporacion de boro
al tumor. La administracion de BPA, solo o combinado con GB-10, produjo un aumento
en los valores de concentracion de boro en cerebro y médula espinal comparado con una
dosis similar de GB-10 solo. Sin embargo, en todos los casos los valores de cerebro y
meédula espinal permanecieron muy por debajo de los valores en tumor. En particular,
en el caso de la administracion del GB-10 combinado con BPA como infusion simulada
(protocolo 3) las relaciones de concentraciones medias de boro fueron 9.3/1
(121.7/13.1) para Tumor / Cerebro y 12.8/1 (121.7/9.5) para Tumor / Médula Espinal
(tabla 13a).

Una vez evaluado el potencial terapéutico de los valores de biodistribucion que
resultaron de la administracion de GB-10 y la administracion combinada de GB-10 y
BPA, se eligieron los protocolos 3 (GB-10 (34.5 mg B/ kg) + BPA (31 mg B/ kg, 3 h
infusion)) y 4 (GB-10 (50 mg B/ kg)) para los estudios de BNCT y para el estudio de
homogeneidad en la incorporacion de boro en tumores heterogéneos (Tabla 13a y b). El
protocolo de BPA que se empled fue el utilizado por Kreimann y colaboradores en el

2001 (BPA (15.5 mg B/ kg)) (protocolo 5 de la Tabla 13b).
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413+ 11.1
n=4

42.7+8.7
n=9
49.5+9.7
n=4
41.9+6.9
n=4
38.5+£12.1
n=4
37.0+18.2
n=4
51.1+12.0
n=4
37.6 +10.9
n=4
19.3+6.4
n=4
56.4+17.9
n=4
27.6+7.1
n=4
46.1+16.9
n=4
75+23
n=4
12.6 £ 6.9
n=4

1.0/1

1.0/1

23.0+4.6
n=>5

59.7+15.2
n=21
459+ 154
n=>5
38.1+6.1
n=>5
50.6 £17.2
n=>5
293 +13.2
n=4
498+ 174
n=>5
352455
n=4
17.7+4.2
n=>5
40.9 +20.1
n=4
30.6+ 6.9
n=4
38.2+21.4
n=>5
13.3+34
n=>5
13.4+09
n=4

2.6/1

1.6/1

1.5 h infus, pre GB-
10: 7.8 +£2.9,n=3
Sacr. 47.9 + 13.3, n=3

121.7 £ 38.6
n=12
58.3+19.2
n=3
61.6+22.4
n=3
63.6+ 10.6
n=3
594 +3.1
n=3
69.2 4+ 13.0
n=3
52.0+ 8.0
n=3
27.1 £ 8.8
n=3
77.2+13.7
n=2
59.6 +29.1
n=3
53.6+17.4
n=3
13.1+0.97
n=3
95+2.0
n=3

2.5/1

2.0/1

Tabla 13a: Concentracion de boro (media + DS.) (ppm) en muestras de sangre y de tejido para los

diferentes protocolos de administracion como se indica.
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31.8+64
n=>5
319+214
n=11
343+ 16.9
n=4
21.6+7
n=>5
17.4+ 8.4
n=>5
26.2+10.5
n=>5
27.1+11.6
n=>5
18.4+11.7
n=>5
95+4.1
n=>5
279+ 11
n=4
19.1+83
n=>5
26.5+23.1
n=>5
14+1.1
n=>5
1.8+1.2
n=4

1.0/ 1

1.5/1

11.5+4.1
n=14
333+17.4
n=26
19.6 £5.8
n=_y§
144+49
n=12
18.2+8.9
n=7
14.2+83
n=7
13.0+43
n=>5
14.1 £6.9
n==~6
43+28
n=3
11.4+45
n=>5
129+ 6.3
n==6
62+2.6
n=3
6.1 £2.0
n=3
1.6+13
n=3

4.8/'1

2.4/1

18.7+5.6
n=3
14.5+8.3
n=25
27.3+20.5
n=4
25.20+9.2
n=4
18.2+10.7
n=4
20.0 +10.1
n=4
24.0+14.9
n=4
18.4+12.2
n=4
5.1£3.0
n=4
39.3+33.2
n=4
15.3+9.6
n=4
21.6+14.9
n=4
0.6 £0.6
n=3
39+£29
n=4

0.8/1

0.6/1

204 +£42
n=2_§8
64.3 £34.4
n=12
19.6 £ 5.9
n=>5
19+3.8
n=_§
18.7+5.1
n=>5
13.7+54
n=>5
242+ 124
n=>5
143+2.8
n=>5
11.0+£2.8
n=3
125+54
n=>5
14.8+5.5
n=>5
120+24
n=3
69+04
n=3
5.7+0.8
n=3

2.8/1

3.1/1

13.4+0.3
n=3
59.9+15.7
n=12
30.0 £ 8.8
n=3
33.7+8.2
n=3
50.7 £ 35.6
n=3
26+ 16.6
n=3
33.8+4.5
n=3
28.7+7.5
n=3
143+£23
n=3
17.3+0.6
n=3
202+1.9
n=3
16.1 £2.7
n=3
10.1+2.3
n=3
73+1.8
n=3

4.5/1

1.8/1

Tabla 13b: Concentracion de boro (media + DS.) (ppm) en muestras de sangre y de tejido para los

diferentes protocolos de administracion como se indica.
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5.  Estudio del grado de homogeneidad en la incorporacion de boro en tumores

heterogéneos

Los tres protocolos de administracion entregaron cantidades absolutas de boro
terapéuticamente utiles al tejido tumoral. Sin embargo, los valores de la media de
concentracion absoluta de boro en tumor fueron mas altos para el protocolo combinado
(GB-10 + BPA) (63.2 + 21.0 ppm) que para los protocolos de BPA (30.3 + 14.0 ppm) o
de GB-10 (18.1 £ 7.0) (Tabla 14). Las relaciones de concentraciéon media de boro de
Tumor / Tejido normal y de Tumor / Sangre revelaron que el BPA se incorpord
preferentemente en el tumor mientras que el GB-10 fue virtualmente no selectivo (Tabla
13). El protocolo de administracion combinada (GB-10 + BPA) exhibié un valor de

selectividad intermedio entre los protocolos de administracion de BPA y de GB-10.

El analisis estadistico de los valores de coeficiente de variacion (V: [D.S./media]
x 100) mostraron que el protocolo de administracion combinada (GB-10 + BPA)
entregd boro al tumor 3.3 veces mas homogéneamente (p< 0.05) que el BPA, y que el
protocolo de GB-10 depositdé boro en el tumor 1.8 veces mas homogéneamente (p<
0.05) que el protocolo de BPA. El grado de homogeneidad en la incorporacion de boro
en el tejido normal y tejido precanceroso fue similar para los tres protocolos de
administracion (p> 0.05). La distribucion de boro en estos tejidos histologicamente
homogéneos fue relativamente homogénea independientemente del compuesto borado y

el protocolo de administracion empleados (Tabla 14).

6. Estudios de BNCT in vivo con baja dosis de irradiacion

Respuesta tumoral

En la Tabla 15 se presenta la respuesta tumoral a BNCT mediado por GB-10
solo 0o combinado con BPA. Se clasificé el tamafio del tumor en el momento de la
irradiacion de acuerdo a tres rangos de tamafo tumoral definidos arbitrariamente, como
se describe en Materiales y Métodos, para evaluar una potencial respuesta diferencial en
relacion con el tamafio. En algunos casos se observo un aumento inicial en el volumen
tumoral seguido de una remision parcial o total. Esta respuesta inicial ocasional fue
reversible y se deberia a una reaccion inflamatoria y la induccién de edema en el tumor.

La mayoria de los casos de remision tumoral completa ocurrieron 14 dias post-BNCT.
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El control tumoral expresado como remision parcial mas completa fue de 75.5% para
BNCT-GB-10 (Tabla 15A) y 64.8% para BNCT-(GB-10 + BPA) (Tabla 15B). Un
ejemplo representativo de una remision tumoral parcial se ilustra en la Figura 16. En
este caso se observa una remision parcial 7 dias post-BNCT mediado por GB-10, donde
el volumen tumoral se reduce de 42mm3 a 11mm3 (tumor superior en la foto) y de

45mm3 a 35mm3 (tumor inferior en la foto).

[B]: 30.3 £ 14.0 ppm [B]: 18.1 £ 7.0 ppm [B]: 63.2 £21.0 ppm

(n=25) (n=15) (n=32)
V:36.0 +35.7 V:19.8+15.3 V:10.8+7.2
(n=13) (n=7) (n=20)

[B]: 16.5 £ 4.0 ppm [B]: 20.1 £ 14.6 ppm [B]: 40.7 £ 14.2 ppm
(n=13) (n=11) (n=12)
V:15.8+6.7 V:14514.0 V:109+6.6
(n=7) (n=7) (n=9)

[B]: 14.2 £ 3.5 ppm [B]: 15.9 £ 6.7 ppm [B]: 37.8 £ 17.8 ppm
(n=13) (n=12) (n=12)
V:13.3+43 V:16.5+8.9 V:11.5+4.0
(n=7) (n=7) (n=9)

[B]: 9.10 £ 4.3 ppm [B]: 21.8 £ 9.8 ppm [B]: 30.1 £ 13.6 ppm
(n=12) (n=12) (n=12)
2.1+1.0 1.3+£04 1.8+0.8
(n=12) (n=7) (n=11)
35+1.7 09103 2.1+0.6
(n=13) (n=7) (n=12)

Tabla 14: Concentracion de boro y grado de homogeneidad en la deposicion de boro para los diferentes
tejidos y protocolos de administracion. [B]: Concentracion de boro. V: Coeficiente de variacion. Los
valores estan expresados como media = DS. El nimero de muestras esta indicado entre paréntesis. En el
caso de los valores de V, las medias fueron calculadas para cada grupo de valores de V disponible para
cada tipo de tejido y protocolo.
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Figura 16: Ejemplo de remision tumoral parcial. En la foto de la izquierda se observan dos
tumores pre-BNCT y en la foto de la derecha se observa una remision parcial de ambos tumores
a los 7 dias post-BNCT.

Los valores mas altos de concentracion absoluta de boro en el tumor en el caso
del GB-10 + BPA (Tabla 13a) nos permitié reducir el tiempo efectivo de irradiacion a
17.3 minutos en comparacion con los 49.5 minutos para GB-10 solo y de esa forma
reducir la dosis de fondo. La dosis fisica resultante al tumor en el caso del BNCT-(GB-
10 + BPA) fue aproximadamente 19% menos que para BNCT-GB-10. Dado que el
control tumoral con BNCT-(GB-10 + BPA) fue 14% menos que con BNCT-GB-10, a
una dosis fisica 19% menor, podriamos asumir que dosis fisicas similares al tumor

inducirian valores similares de control tumoral.

Sin embargo la dosis fisica concomitante al tejido normal en el caso del BNCT-
(GB-10 + BPA) fue 60% menor que la dosis administrada al tejido normal en el caso
del BNCT-GB-10 y la dosis concomitante a tejido precanceroso en el caso del BNCT-
(GB-10 + BPA) fue el 50% de la dosis administrada al tejido precanceroso en el caso
del BNCT-GB-10. Esto permitiria potencialmente realizar una escalada de dosis de

irradiacion con el protocolo BNCT-(GB-10 + BPA).

La Tabla 15 muestra que el porcentaje de remision completa fue mayor para
tumores pequefios que para tumores medianos con ambos protocolos de irradiacion,
(BNCT-GB-10 y BNCT-(GB-10 + BPA)). Los tumores grandes solo mostraron

remision parcial.
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Solo uno de los 5 tumores sometidos al haz solo present6 una leve disminucion

en el tamafo. Los demas tumores continuaron creciendo.

A: GB-10 (50 mg B/kg pc) (Tiempo efectivo de irradiacion: 49.5 min.)

B: GB-10 (34.5 mg B/kg pc) + BPA (31 mg B/kg pc 3 h infusion) (Tiempo efectivo de irradiacion: 17.3
min.)

Tabla 15: Respuesta tumoral para cada protocolo. A: GB-10 (50 mg B/kg pc), B: GB-10 (34.5 mg B/kg
pc) + BPA (31 mg B/kg pc 3 h infusion).

7.  Respuesta del tejido precanceroso y normal

Este estudio revelé que ni BNCT-GB-10, ni BNCT-(GB-10 + BPA) indujeron
dafio radiotoxico a nivel macroscopico o histologico en el tejido normal. Las 10 bolsas
normales tratadas con BNCT-GB-10 y las 10 bolsas normales tratadas con BNCT-(GB-
10 + BPA) no se pudieron distinguir de las bolsas no tratadas, ni mediante inspeccion
visual, ni mediante el analisis histologico. No se detectaron alteraciones macroscopicas
ni histologicas en el tejido precanceroso con los protocolos de irradiacion empleados en
el presente estudio. Las 5 bolsas normales tratadas con el haz solo, no mostraron
alteraciones macroscopicas ni microscopicas durante el periodo experimental. La piel de

la mejilla expuesta a BNCT o al haz solo no presentd ningiin dafio en ninguno de los
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tiempos experimentales. Ninguno de los animales irradiados (BNCT o haz solo)
presentod signos de radiotoxicidad. No se observé ningun efecto significativo en el peso
corporal en ninguno de los animales experimentales. Los animales del grupo irradiacion

simulada (sham) no presentaron ningiin cambio.

8.  Analisis histologico

BNCT-GB-10

El andlisis por microscopia optica de los tumores tratados con BNCT-GB-10
mostr6 un marcado dafio en el estroma caracterizado por congestion, edema y
conspicuas hemorragias causadas por la ruptura de la pared de los vasos (Fig. 17A). En
el parénquima tumoral se observaron éareas de necrosis focal entre los cordones
tumorales viables (Fig. 17B). El tejido precanceroso alrededor del tumor no mostrd
dafio vascular ni alteraciones epiteliales significativas radioinducidas (Fig. 17C). La
bolsa normal tratada con BNCT-GB-10 no exhibi6 alteraciones en el epitelio o en el

tejido conectivo (Fig. 17D).

BNCT-(GB-10+BPA)

Los tumores tratados con BNCT-(GB-10 + BPA) mostraron un menor dafio
vascular. El dafio a las células tumorales fue mas marcado que en los tratados con
BNCT-GB-10. Se observaron areas de necrosis focal y vacuolizacidén celular entre
cordones tumorales viables. El tejido precanceroso alrededor del tumor no mostré dafio
vascular pero si presentd algunas alteraciones en las células epiteliales, como
vacuolizacion y dafio en la capa basal. La bolsa normal tratada con BNCT-(GB-10 +

BPA) no exhibi¢ alteraciones en el epitelio o en el tejido conectivo.

En ambos grupos se observaron extensas areas de necrosis tumoral. En general,
las conclusiones descriptas arriba fueron validas para todos los tiempos post-tratamiento

analizados.
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Figura 17: imagenes de microscopia optica (H & E, magnificacion 250x). (A) Tumor tratado con GB-10
a los 21 dias post-tratamiento, se puede observar la ruptura de la paded del vaso con los eritrocitos
saliendo del lumen, alrededor, parénquima tumoral con células dafiadas y viables. (B) Tumor tratado con
GB-10 30 dias post-tratamiento donde se observa areas de necrosis focal entre los cordones viables. (C)
Tejido precanceroso tratado con GB-10 a los 21 dias post-tratamiento, donde no se observa daflo en la
pared de los vasos sanguineos asi como tampoco ateraciones epiteliales radioinducidas significativas. (D)
Tejido normal tratado con GB-10 30 dias post-tratamiento donde se observa la ausencia de alteraciones en
el epitelio y en el tejido conectivo.

9. Estudios de BNCT in vivo con alta dosis de irradiacion

Respuesta tumoral

Habiendo demostrado la seguridad y el potencial terapéutico del BNCT con baja
dosis de irradiacion mediado por GB-10 solo y combinado con BPA, realizamos el
presente estudio para evaluar la respuesta del tejido tumoral, precanceroso y normal a
una dosis mayor de BNCT empleando los mismos protocolos de administracion de

compuestos borados con un tiempo de exposicidon mas prolongado al haz de neutrones.

La respuesta tumoral al BNCT mediado por GB-10 solo o combinado con BPA

se presenta en la Tabla 16 A y B. A fines comparativos, se han incluido datos sobre la
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respuesta tumoral al BNCT-BPA (Kreimann y col., 2001) (Tabla 16 C). La respuesta
tumoral se analiz6 para los tumores en su totalidad y clasificados por tamafio, segiin se
describe en Materiales y Métodos. Los datos de BNCT-BPA publicados previamente se
volvieron a analizar para discriminar la respuesta tumoral en relacion al tamafio tumoral
en el momento de la irradiacion segun los rangos de tamafio establecidos (chicos,

medianos y grandes).

En algunos casos se observé un aumento inicial en el volumen tumoral seguido
por remision parcial o completa. Esta respuesta ocasional inicial fue reversible y seria
consecuencia de reacciones inflamatorias e induccion de edema en el tumor. El control
tumoral expresado como remision parcial + completa, fue del 70.3% para BNCT-GB-10
(Tabla 16 A) y 92.8% para BNCT-(GB-10 + BPA) (Tabla 16 B). Un ejemplo
representativo de una remision tumoral completa y parcial se ilustra en la Figura 18. En
este caso, en un tumor de 3 mm’® pre-tratamiento (tumor superior de foto izquierda), se
observa una remision completa 7 dias post BNCT-(GB-10 + BPA) notandose una

pequeiia tlcera (flecha) en el sitio donde estaba el tumor.

. . . . 3 ., ..,
El tumor inferior (foto izquierda) con un volumen de 4 mm” sufri6 una remision

parcial llegando a un volumen de 0.5 mm”.

Figura 18: Ejemplo de remision completa y remision parcial. La diferencia en la inclinacion que se
observa en la foto se debe al posicionamiento de la bolsa y a la diferencia entre los angulos con los cuales
se tomaron ambas fotos.

Los valores absolutos mas altos de concentracion de boro en tumor en el caso de
(GB-10 + BPA) (Tabla 13a) permitieron reducir el tiempo de irradiacion efectivo a 34.6
minutos en comparacion con 74.5 minutos para GB-10 solo y reducir de esta forma la
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dosis de fondo asociada, con aproximadamente la misma dosis a tumor (Tabla 7,

Materiales y Métodos).

La relacion entre la dosis de irradiacion al tumor y la dosis de irradiacion al
tejido normal (tasa terapéutica) fue, como se esperaba, mayor para BNCT-(GB-10 +

BPA) que para BNCT-GB-10, es decir 1.6 vs. 1.2.

El BNCT-(GB-10 + BPA) indujo una remision tumoral completa total, es decir
sin discriminar por el tamafio tumoral, mayor que el BNCT-GB-10, o sea 65.5% vs.
40.7%. BNCT-GB-10 y BNCT-(GB-10 + BPA) indujeron una remisiéon completa en
tumores grandes del 25% y 33.3% respectivamente frente a ninguna remision completa
en tumores grandes tratados con BNCT-BPA. En el modelo de cancer oral de la bolsa
de la mejilla del hamster, clasicamente solo se dispone de un pequefio numero de
tumores grandes para su tratamiento y evaluacion (Tabla 16). A pesar del pequeiio

tamafio muestral, es clara la tendencia que presenta la respuesta de los tumores grandes.

Para ambos protocolos de BNCT (Tabla 16 A y B) la remision completa fue

mayor en los tumores pequefios que en los medianos y grandes.

En el caso del BNCT-GB-10, 13% de los tumores, presentd remision completa 1
dia post-BNCT y 31.3% de los tumores presentd remision completa 7 dias post-
tratamiento. Por lo tanto, la mayor parte de la remision completa que tuvo lugar a lo
largo de todo el periodo experimental (40.7% a los 30 dias) ocurri6 durante los primeros
7 dias post-tratamiento. En el caso del BNCT-(GB-10 + BPA) 5.5%, de los tumores
presentd remision completa 1 dia post-BNCT y 59.2% presentd remision completa 7
dias post-tratamiento. Por lo tanto, una vez mas la mayor parte de la remision completa
que tuvo lugar a lo largo de todo el periodo experimental (65.5% a los 30 dias) ocurrid

durante los primeros 7 dias post-tratamiento.

De los 15 tumores expuestos al haz solo durante 74.5 minutos el 26.7% presento
remision parcial y el 26.7% presentd remision completa. Los tumores restantes

progresaron.

Verénica A. Trivillin 75 Tesis de Doctorado



A: GB-10 (50 mg B/kg pc) (Tiempo efectivo de irradiacion: 74.5 min.)

29.6% 40.7% 70.3%
33.3% 33.3% 66.6%
37.5% 25.0% 62.5%
27.9% 41.9% 69.8%

B: GB-10 (34.5 mg B/kg pc) + BPA (31 mg B/kg pc 3 h infusion) (Tiempo efectivo de

irradiacion: 34.6 min)

27.3% 65.5% 92.8%
50.0% 25.0% 75.0%
66.7% 25.0% 91.7%
12.8% 82.1% 94.9%

C: BPA (15.5 mg B/kg pc, i.p. en bolo) (Kreimann y col., Cancer Research, 2001b)

13.0% 78.3% 91.3%
100% 0% 100%

Tabla 16: Respuesta tumoral para cada protocolo de tratamiento. A: GB-10 (50 mg B/kg
pc), B: GB-10 (34.5 mg B/kg pc) + BPA (31 mg B/kg pc 3 h infusion), C: BPA (15.5 mg
B/kg pe, i.p. en bolo).

10. Respuesta del tejido precanceroso y normal

En algunos casos el tejido precanceroso alrededor del tumor, tratado con los

Veroénica A. Trivillin 76 Tesis de Doctorado



mismos protocolos de BNCT (BNCT-GB-10 y BNCT-(GB-10+BPA)), mostr6 una

mucositis que luego remitio.

Las 10 bolsas normales tratadas con BNCT-GB-10 y las 10 bolsas normales
tratadas con BNCT-(GB-10 + BPA) fueron indistinguibles de las bolsas normales no

tratadas a nivel macroscopico e histologico (Fig. 19).

Las 5 bolsas normales tratadas con haz solo no mostraron alteraciones
macroscopicas ni microscopicas hasta 6 meses post-tratamiento. La piel de la mejilla
expuesta a BNCT (con los dos protocolos) o solo haz no exhibié ningin dafio en

ninguno de los tiempos experimentales.

Ninguno de los animales irradiados mostr6 signos de radiotoxicidad o
alteraciones en el peso corporal a causa de la irradiacion. Los animales de irradiacion

simulada (sham) no mostraron cambios respecto de los controles absolutos.

Figura 19: Se observa una bolsa normal a nivel macroscopico e histologico pre-BNCT
(Ay C)y 7 dias post-BNCT (B y D). Cy D: H & E, barra: 20 um.

11. Andlisis histoldgico

BNCT-GB-10
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El analisis por microscopia optica de los tumores tratados con BNCT-GB-10 que
presentaron remision parcial, y, por lo tanto, estaban disponibles para ser estudiados,
mostré areas de necrosis focal de tamafio variable en el parénquima tumoral entre

células tumorales viables (Fig. 20 izq.).

El estroma se caracterizé por una marcada hemorragia causada por la ruptura de
las paredes de los vasos sanguineos (Fig. 20 izq.), congestion y edema. El tejido
precanceroso alrededor del tumor no mostré dafio en los vasos sanguineos y tampoco

evidencio alteraciones radioinducidas significativas en las células epiteliales.

El tejido precanceroso dentro del volumen de tratamiento fue virtualmente
indistinguible del tejido precanceroso no tratado (Fig. 20 centro). La bolsa normal
tratada con BNCT-GB-10 no mostré ninguna alteracion en el tejido conectivo o en el
epitelio (Fig. 20 der.). En ninguno de los campos examinados del tejido precanceroso y

normal detectamos algin caso de vaso sanguineo dafiado o roto.

Figura 20: imagen de microscopia optica (H & E, magnificacion 250X) del estroma
del tumor (izquierda), tejido precanceroso (centro) y tejido normal (derecha) 21 dias
post-BNCT-GB-10. Panel izquierdo: CCE con areas de necrosis en el parénquima
(imagenes fantasma) entre nticleos viables. El estroma muestra un vaso sanguineo
con el caracteristico dafio endotelial (flecha) producto del BNCT-GB-10. Panel
central: tejido precanceroso con hiperplasia epitelial caracteristica y fibrosis
subepitelial. El BNCT no indujo alteraciones en el epitelio ni en el tejido conectivo
subyacente. Se observa el endotelio vascular intacto. Panel derecho: tejido normal
con el epitelio caracteristico de 2 o 3 capas de células y el tejido conectivo
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subyacente. El BNCT no indujo ningiin cambio en el epitelio ni en el tejido conectivo
subyacente. Se observa el endotelio vascular intacto.

Los patrones descriptos arriba fueron consistentes en todas las muestras de tejido

correspondientes a los distintos tiempos post-tratamiento evaluados.

BNCT-(GB-10 + BPA)

El andlisis por microscopia Optica de los tumores tratados con BNCT-(GB-10 +
BPA) que presentaron remision parcial, y, por lo tanto, estaban disponibles para su
estudio, también exhibieron areas de necrosis focal de distinto tamafio en el parénquima
tumoral junto con cordones tumorales viables. Sin embargo, el dafio a las células
tumorales, o sea, vacuolizacion y alteraciones de la capa basal, fue mas marcada que en
el caso de los tumores tratados con BNCT-GB-10. El dafio vascular y las hemorragias
fueron menos conspicuas que en el caso de los tumores tratados con BNCT-GB-10. Sin
embargo, el dafio vascular observado en el tejido tumoral fue un hallazgo consistente en
todos los campos evaluados con microscopia Optica. El tejido precanceroso alrededor
del tumor tratado con BNCT-(GB-10 + BPA) present6 una cierta vacuolizacidon y dafio
en la capa basal en células epiteliales pero ninglin dafio vascular. Las bolsas normales
tratadas con BNCT-(GB-10 + BPA) no presentaron ninguna alteracion ni en el tejido
conectivo ni en el epitelio. No se observd ningun dafio vascular en el tejido normal
tratado con BNCT-(GB-10 + BPA). Las observaciones mencionadas anteriormente son

validas para todos los tiempos post-tratamiento evaluados.
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DisCcusION

En el presente estudio se demostrd la efectividad de la terapia BNCT con dos
protocolos de administracién y dos compuestos borados con propiedades diferentes. Se
alcanzaron valores de control tumoral tanto con GB-10 como con GB-10+BPA
comparables con los valores de control tumoral obtenidos por este grupo con el BPA
(Kreimann et al., 2001b), compuesto que se usa a nivel mundial en la clinica (Barth et al.,
2005). También fue posible postular un nuevo paradigma en la radiobiologia del BNCT. El
fundamento tradicionalmente descrito para esta terapia es el requerimiento de la
acumulacién selectiva del compuesto borado en el tejido tumoral para lograr un efecto
terapéutico en tumor sin radiotoxicidad en el tejido normal. En este estudio demostramos
que es posible lograr un efecto selectivo en tumor con un compuesto borado que no se

acumula preferencialmente en tumor.

El presente estudio describe la biodistribucion del GB-10 en un modelo tumoral
experimental sin barrera hematoencefalica (BHE). El hecho que el GB-10 no atraviese la
BHE intacta se podria usar como ventaja para llegar selectivamente a tumores de cerebro
que tienen la BHE dafiada. En este sentido la captacion selectiva del GB-10 por el tumor en
relacion con el tejido normal podria depender en principio de una BHE intacta en el tejido
normal y una BHE patolégicamente permeable en el tejido tumoral. De acuerdo con el
paradigma tradicional, para que el BNCT sea terapeuticamente eficaz el compuesto borado
debe llegar selectivamente al tejido tumoral (Coderre JA y col., 1998). En este sentido el
GB-10 solo se podria seleccionar como portador de boro para BNCT en 6rganos protegidos
por la BHE. Para que el BNCT sea exitoso debemos minimizar la dosis al tejido normal y
maximizarla en el tejido tumoral. Las altas relaciones de concentracion media de boro entre
Tumor / Tejido Normal y Tumor / Sangre contribuyen a la eficacia terapéutica de BNCT.
Sin embargo, el BNCT no sera terapéuticamente efectivo si no se hace blanco en todas las
células tumorales, independientemente de su posicién en el tumor, su estado metabdlico y
su grado de viabilidad entre otras variables. Por lo tanto, la microlocalizacion y la
acumulacién diferencial del '°B son factores criticos para el resultado terapéutico del
BNCT (Smith DRy col., 2001).
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El BPA se incorpora selectivamente en el tejido tumoral con relacion al tejido
normal. Sin embargo, esta captacion dentro del tumor es heterogénea ya que se realiza a
través de un mecanismo activo que depende de la viabilidad de las células tumorales. La
captacion selectiva del BPA por las células tumorales se deberia a un incremento en la tasa
de transporte de aminodacidos a través de la membrana de la célula tumoral (Wittig Ay col.,
2000). Este fendmeno lleva a una distribucion heterogénea de boro en tumores
heterogéneos (Coderre JA y col., 1998, Kreimann EL y col., 2001, Patel H y col., 2000).
Las células deficientes en BPA sobrevivirian al BNCT y comprometerian el control
tumoral. El problema de la heterogeneidad seria més critico en tumores de gran tamafio y
explicaria la falta de control de tumores grandes tratados con BNCT-BPA. Por lo tanto, la
administracion combinada de compuestos borados con diferentes propiedades, podria
contribuir a hacer blanco en todas las células tumorales y lograr una ventaja terapéutica del
BNCT.

El analisis del grado de homogeneidad en la distribucion de boro en el tejido juega
un rol esencial en la optimizacion de los protocolos para lograr que la terapia por BNCT sea
exitosa. A diferencia del BPA, la naturaleza difusiva del GB-10 contribuye a una
distribucion homogénea de boro en un tejido tumoral heterogéneo. La captacion
homogénea en diferentes porciones del tumor explicaria parcialmente el control tumoral
alcanzado con BNCT-GB-10. Este fendmeno es similar al descripto previamente para
BNCT-BSH y BNCT-(BPA+BSH) donde la distribucién homogénea de *°B en las células
tumorales jugaria un rol esencial en el control tumoral con BNCT (Ono K y col., 1999;
Kato | y col., 2004). La gran homogeneidad en la distribucion de boro con los tres
protocolos de administracion (BPA, GB-10 y BPA+GB-10), tanto en el tejido precanceroso
como en el tejido normal, se deberia a la homogeneidad histolégica de estos tejidos que se
diferencia notoriamente de la heterogeneidad caracteristica de los tumores.

Dentro de este contexto y a pesar del hecho que a priori esperdbamos que la
acumulacion del GB-10 fuera solo marginalmente selectiva en 6rganos que no estan
protegidos por la BHE, estudiamos la biodistribucion y las propiedades del GB-10 en el
modelo de cancer bucal de la bolsa de la mejilla del hdmster. El objetivo fue determinar su

potencial como portador de boro para el tratamiento con BNCT en tumores de cabeza y
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cuello e investigar la biodistribucion en el tejido tumoral, precanceroso y normal de un
compuesto quimicamente no selectivo. El objetivo ulterior era estudiar el potencial
terapéutico de GB-10 administrado en forma conjunta con el BPA, combinando asi
compuestos borados con propiedades diferentes que pudieran contribuir a la distribucién
homogénea del boro en tumores heterogeneos. Ademas, el hecho que el GB-10 haya sido
propuesto como un agente para la terapia con neutrones rapidos potenciada por BNCT
(BNCT-enhanced Fast Neutron Therapy) (Stelzer KJ y col., 2001, Nigg DW y col., 2000)
para tumores profundos tales como el cancer de pulmén de células no pequefias, confiere
un valor particular a un estudio de biodistribucion de GB-10 en un modelo tumoral

experimental sin BHE.

Para que el BNCT sea efectivo, se estimo que las células tumorales deben contener
como minimo entre 15-30 pg “°B/g de tejido (ppm) para que la dosis de captura neutrénica
en boro en el tumor sea significativamente mayor que la dosis de irradiacion de fondo y
para que se produzcan suficientes reacciones de captura del neutrén térmico en el &tomo de
B con una fluencia estandar de neutrones para producir un efecto letal en la célula
tumoral. Este valor de contenido de boro corresponde a una concentracion atdmica de boro
de aproximadamente 10° 4tomos de *°B distribuida uniformemente en una célula tumoral
(Coderre JA 'y col., 1999, Fairchild RG y Bond VP., 1985). Relaciones de concentracion de
boro bajas entre Tejido Tumoral / Normal y entre Tejido Tumoral / Sangre no son
necesariamente un factor negativo para el uso de un compuesto como agente portador de
boro para BNCT. La tasa terapéutica (dosis de irradiacion al tumor en relacion con la dosis
de irradiacion al tejido normal) de BNCT mejora en la medida que se obtienen mejores
concentraciones absolutas de '°B tanto en el tumor como en el tejido normal. Esto se debe a
que es posible reducir la fluencia de neutrones (disminuyendo el tiempo de irradiacion) y
obtener la misma dosis fisica absoluta de boro con una dosis de fondo menor atribuible a
reacciones de captura en el *H y **N del tejido normal.

Los datos obtenidos del estudio de biodistribucion del GB-10 muestran que los
valores absolutos de boro en tumor se encuentran dentro de un rango terapéuticamente (util
a lo largo del periodo de observacion, entre 5-10 minutos y 6 hs. En particular, a las 3 hs.

post-administracion del compuesto la relacién de concentracién media de boro entre el

Veronica A. Trivillin 82 Tesis de Doctorado



tumor y el tejido normal fue méas favorable que en otros tiempos, probablemente debido a
una diferencia en el clearance entre el tejido tumoral y el normal. Esta potencial diferencia
en el clearance se podria aprovechar para obtener una acumulacion selectiva de boro en el
tumor. El intento de mejorar la selectividad administrando 2 dosis sucesivas de GB-10 no
fue efectivo en términos de captacion preferencial pero incremento la captacion absoluta.
En forma similar se ha informado que 2 dosis intragastricas secuenciales de BPA son
aditivas en cuanto a la acumulacion de boro en el tumor, en gliosarcoma intracerebral en
ratas, a pesar del hecho que no se incrementan las relaciones de concentracion de boro
Tumor / Tejido Normal y Tumor / Sangre (Coderre JA y col., 1991, Coderre JA y col.,
1992). Es mas efectivo tener altos niveles de *°B en el tumor a una relacion fija Tumor /
Tejido Normal debido a la posibilidad de disminuir la dosis de fondo reduciendo el tiempo
de irradiacion como fue mencionado previamente (Coderre JA'y col., 1999).

Siendo la médula espinal y el cerebro tejidos limitantes de dosis para diferentes
tipos de tumores, por ejemplo el glioblastoma, es ventajoso haber obtenido, con un
compuesto borado como el GB-10, valores de concentracion de boro consistentemente
bajos en ambos tejidos. Ciertos compuestos, tales como las porfirinas boradas, se acumulan
en el higado en cantidades que exceden por lejos el contenido de otros tejidos normales
(Kreimann EL y col., 2003). Aun si el compuesto no es hepatotdxico, esto es problematico
cuando el higado se encuentra dentro del volumen de tratamiento. Es una ventaja que el

GB-10 no se acumule mas en higado, bazo y pulmén que en otros tejidos normales.

El modelo de cancer oral en la bolsa de la mejilla del hdAmster nos permite estudiar
el comportamiento de la piel y de los tejidos orales. En pacientes, seria de suma
importancia evaluar, o al menos estimar, la captacion del boro en la mucosa oral y piel, mas
que extrapolarla del valor de sangre. El estudio de tejidos normales clinicamente relevantes,
potencialmente limitantes de dosis, en un modelo animal adecuado como el que se describe
aqui, puede contribuir a esclarecer y prevenir efectos colaterales en tejido normal
anteriormente impredecibles y establecer las condiciones para erradicar tumores dentro del

limite de tolerancia de los tejidos normales circundantes.

Los valores de boro en sangre disminuyeron progresivamente después de una Unica

dosis de GB-10. Diaz y colaboradores (Diaz A y col 2002) mostraron un efecto similar en
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humanos con una dosis de aproximadamente 30 mg °B/kg pc administrado
intravenosamente en pacientes. Obtuvieron valores de boro en sangre de aproximadamente
60 ppm a las 2 hs. post- administracién de GB-10, mientras que en nuestro estudio, con una
dosis de 50 mg °B/kg pc en hamster se obtuvieron aproximadamente 40 ppm de boro en
sangre a las 2 hs. post-administracion. Dentro de este contexto, es claro que los valores que
presentamos aqui no se pueden extrapolar directamente a pacientes. Dado que en pacientes
no se dispone de valores de concentracién de boro en tejidos, no se puede realizar un
estudio comparativo. Sin embargo, el presente estudio proporciona un amplio rango de
valores de biodistribucion para sangre, tumor y tejido precanceroso y tejidos normales que
podrian asemejarse a los valores de concentracion de boro en un contexto clinico. En el
estudio de biodistribucién de GB-10 de Diaz y colaboradores (Diaz A y col 2002) 5
pacientes recibieron una dosis seguida por una infusion i.v. continua de GB-10 durante dos
horas alcanzando una concentracion de boro estable en sangre de 100 ppm. Los valores
altos de B en sangre son potencialmente Utiles para aumentar las reacciones de captura si el
haz esta circunscripto casi exclusivamente a la zona de tumor. En éste estudio, en el modelo
de cancer bucal en el hdAmster, no se ha estudiado la aplicacion de una dosis seguida de una
infusién continua. Valores excesivamente altos de B en sangre pueden llevar a una
toxicidad inaceptable en el tejido normal expuesto al haz de neutrones en la terapia de
BNCT.

El hallazgo que el tejido precanceroso que rodea al tumor incorpora considerables
cantidades de B, justificaria el tratamiento de areas con “cancerizacion de campo”
alrededor del tumor (Slaughter P y col., 1953, Braakhuis BJM y col., 2003) con el objeto de
reducir el riesgo de desarrollar tumores adicionales en el area. Sin embargo, es necesario
explorar la naturaleza limitante de dosis de éste tejido en términos de efectos agudos. El
hecho que se pueda utilizar el modelo de cancer bucal en el hdmster para estudiar el efecto
del BNCT en el tejido precanceroso, como se demostrd en nuestro laboratorio (Kreimann
EL y col., 20012, Kreimann EL y col., 2001°), es una ventaja para el estudio de BNCT
respecto de otros modelos en los que se induce el desarrollo de tumores mediante el

implante de células tumorales en tejido sano.
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La captacion heterogénea por tejidos tumorales heterogéneos no permite hacer una
planificacién exacta del tratamiento. La discrepancia entre la dosis real y la esperada,
depende en gran medida de la diferencia que existe entre la concentracion de boro obtenida
y la estimada a partir de estudios previos. Una gran variabilidad de las concentraciones de
boro crea problemas adicionales en el analisis de las respuestas bioldgicas (Raaijmakers PJ
y col., 1995). El hecho que los tumores de la bolsa ocasionalmente sufren necrosis parcial
espontanea, nos permite explorar la correlacién entre la captacion de GB-10 y la viabilidad
en muestras seleccionadas de tumor con cantidades variables de tejido tumoral viable y
pequefias areas de necrosis. Previamente demostramos que Aareas tumorales
predominantemente viables tendian a incorporar mas BPA que éareas tumorales
predominantemente necréticas, es decir 36.9 + 17.5 ppm versus 25.2 + 18.5 ppm
respectivamente (Kreimann et al., 2001%). A pesar de la dispersion caracteristica en los
valores, la captacion promedio de boro en tejido tumoral predominantemente viable seria
aproximadamente 50% mayor que en tejido tumoral predominantemente necrotico. En el
presente estudio, mostramos que el GB-10 es incorporado homogéneamente a todas las
areas tumorales, independientemente de su grado de viabilidad. Es fundamental que el boro
llegue a todas las &reas de un tumor heterogéneo para lograr un control tumoral. En
pacientes en los cuales no se logra un control tumoral a largo plazo, a pesar de haber
recibido una dosis relativamente alta (40-55 Gy-eq), se podria atribuir cierto grado de
fracaso terapéutico a una distribucién no uniforme de *°B en las células tumorales (Chanana
D y col., 1999). Serdn necesarios estudios adicionales para evaluar el efecto de otras
variables, que no se han estudiado hasta el momento, como el grado de diferenciacion del

tumor y el grado de vascularizacion, sobre la incorporacion de boro en tumores viables.

El estudio de la administracion combinada de GB-10 y BPA busca explorar la
posibilidad de combinar propiedades diferenciales de diferentes compuestos borados para
hacer blanco en todas las poblaciones tumorales e incrementar la potencial eficacia
terapéutica de BNCT. La administracion combinada de estos dos compuestos buscd
aprovechar la captacion selectiva del BPA por el tejido tumoral y la distribucion
homogénea del GB-10 en las diferentes areas tumorales. El estudio de homogeneidad en la
distribucion de boro, en el cual se determind la concentracion de boro en diferentes

muestras de tejido de un mismo tumor, demostrd que con el protocolo de administracion
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combinada (BPA+GB-10) se alcanzé la deposicion mas homogénea de boro en las
diferentes areas tumorales. Ademas se obtuvieron los mejores valores absolutos de boro y
la mejor relacién Tumor / Tejido Normal con este mismo protocolo, administrando una
dosis de GB-10 en combinacion con una similinfusion de BPA. En otros modelos se ha
demostrado que tiempos de infusion iv. mas prolongados son mas efectivos en entregar
boro selectivamente al tejido tumoral (Joel D y col., 1999). En un protocolo clinico, la
administracion combinada de GB-10 y una infusion iv. de BPA podria mejorar la ventaja
terapéutica del BNCT logrando la incorporacion de boro a todas las areas tumorales. De
esta manera se reduciria la probabilidad de recurrencia y mejoraria las relaciones de
concentracion de boro Tumor / Tejido Normal. Asimismo, se podrian administrar dosis
altas de irradiacion al tumor reduciendo el riesgo de radiotoxicidad al tejido normal.
Todavia resta aclarar qué mecanismos participan en este aparente efecto sinérgico entre el
GB-10 y una infusién de BPA en relacion con la captacién de boro por el tumor. Una
posible explicacion seria que la induccidn de un potencial aumento en la permeabilidad de
los vasos sanguineos del tumor por uno de los agentes borados, podria favorecer la

incorporacion del otro.

Los elevados valores de concentracién de boro obtenidos con GB-10 en sangre y
tejidos en éste modelo y los valores consistentemente bajos en cerebro y médula espinal,
sugeririan que el GB-10 seria un compuesto Util para la terapia con neutrones rapidos
potenciada por BNCT (BNCT-enhanced Fast Neutron Therapy) en ciertas patologias, como
por ejemplo el cancer de pulmon de células no pequefias. En particular los tumores en que
los neutrones rapidos presentan una ventaja terapéutica parecen ser aquellos que facilmente
reparan el dafio causado por la irradiacion convencional de baja transferencia lineal de
energia (bajo LET). Los efectos colaterales en tejido normal impiden seguir escalando la
dosis de neutrones (Joel D y col., 1999). Es necesario incrementar la dosis de irradiacion a
las células tumorales sin incrementar la dosis a las células del tejido normal. Una forma de

lograr esto es combinando BNCT con la terapia de neutrones rapidos (FNT).

La selectividad marginal de la captacion del GB-10 en los tumores de la bolsa de la
mejilla del hdmster hace que a priori no sea un compuesto atractivo para probar por si solo

en BNCT in vivo en tumores experimentales de érganos que no estan protegidos por la
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BHE. Sin embargo, la deposicion homogénea de boro en poblaciones tumorales
heterogéneas confiere al GB-10 una potencial ventaja terapéutica que consideramos valioso
analizar. En base a valores de CBE aproximados de 3.8 para el BPA (Coderre y Morris ,
1999) y de 1 para el GB-10 (David Nigg, Comunicacion personal) en otro modelos
tumorales, esperabamos que la eficacia terapéutica del BNCT-BPA fuera aproximadamente
3 0 4 veces mayor que la del BNCT-GB-10. Sin embargo, en el estudio de BNCT in vivo
con baja dosis de irradiacion, el BNCT-BPA fue solo 1.2-2.8 veces més efectivo que el
BNCT-GB-10 (Kreimann EL y col., 2001b), de acuerdo con el end-point estudiado en este
modelo. Estos datos son sorprendentes dado que el GB-10, un compuesto no selectivo,
produjo un significativo control tumoral en un tejido que no esta protegido por la BHE y no
causO alteraciones radioinducidas en tejido normal y precanceroso. En el estudio previo
realizado en nuestro laboratorio con BNCT-BPA se demostrdé un notable control tumoral
sin dafio al tejido normal. Sin embargo, la terapia con este compuesto causo una mucositis
reversible en el tejido precanceroso que no permitiria escalar la dosis de irradiacion. El
efecto del BNCT-BPA ocurriria via un dafio directo a las células y no via alteraciones
vasculares (Kreimann EL y col., 2001b). No se observé mucositis en el tejido precanceroso
tratado con BNCT-GB-10 y BNCT-(GB-10+BPA) con los tiempos de irradiacion de 49.5
minutos y 17.3 minutos, respectivamente, correspondientes al estudio con baja dosis de
irradiacion. Los presentes hallazgos histologicos sugeririan que el significativo control
tumoral alcanzado con BNCT-GB-10, sin dafio al tejido normal o precanceroso, se deberia
a un efecto diferencial sobre los vasos del tumor. El andlisis histoldgico del tejido tratado
con BNCT-GB-10 mostré un dafo significativo en los vasos del tumor y virtualmente
ningln dafio en los vasos subyacentes al epitelio de la bolsa normal o al epitelio
precanceroso. El dafio a las células tumorales y por lo tanto el control tumoral serian en
parte el resultado de una mala oxigenacién resultante del dafio a los vasos tumorales.
Claramente hay una diferencia en la radiosensibilidad de los vasos tumorales respecto de
los vasos del tejido normal y precanceroso. Desde el punto de vista puramente fisico el
CBE del GB-10 podria ser mayor en los vasos tumorales que en los vasos del tejido normal.
La distribucion de dosis en los vasos tumorales podria ser mas cercana a la distribucion de
equilibrio de particulas cargadas que en el caso de los vasos del tejido normal, donde existe

un gradiente de concentracion de boro entre el interior del vaso, la ldmina propia de las
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células endoteliales y el tejido circundante. Esto ocurriria porque los vasos tumorales tienen
normalmente un diametro mayor que los vasos en el tejido normal. Por lo tanto, el efecto
radiobiologico observado seria mayor en los vasos tumorales. La diferente
radiosensibilidad de los vasos tumorales respecto de la de los del tejido normal vy
precanceroso, también se podria explicar desde el punto de vista bioldgico. Los vasos del
tumor son estructural y funcionalmente anormales. En comparacién con los vasos
normales, la vasculatura tumoral es desorganizada y los vasos son tortuosos y dilatados. En
cuanto a su ultraestructura los vasos tumorales también estan alterados, sus paredes tienen
numerosos orificios (endotelio fenestrado, vesiculas y orificios transcelulares endoteliales),
uniones interendoteliales ensanchadas y membrana basal discontinua o ausente. Por estos
motivos los vasos tumorales son mas permeables (Carmeliet y Jain, 2000). Dentro de este
contexto los vasos tumorales pueden ser méas sensibles al BNCT-GB-10 que los vasos del
tejido normal y precanceroso. Por lo tanto, el efecto del GB-10 no se deberia a una
captacion selectiva de éste por el tumor, sino a un efecto diferencial sobre los vasos. Como
se ha descripto para el compuesto difusivo BSH (Ono y col., 1999) en un estudio de BNCT
en SCCVII en ratones, el dafio vascular y la distribucion homogénea del °B en células
tumorales jugarian un rol definitorio en la cura tumoral al igual que en BNCT-GB-10.

Para llegar a las diferentes subpoblaciones de células tumorales (por ejemplo Barth
y col., 2003) seria conveniente combinar varios compuestos borados. Dado que los
mecanismos de captacion tumoral y celular del GB-10 y del BPA son diferentes, resultaba
atractivo combinar estos compuestos. Los resultados obtenidos con bajas dosis de
irradiacion indicaron que dosis fisicas al tumor similares entregadas por BNCT-GB-10 y
BNCT-(GB-10+BPA) resultaron en valores de control tumoral similares. Sin embargo, la
dosis de irradiacion a los tejidos normal y precanceroso que resultd de la administracion
combinada de estos compuestos borados fue aproximadamente 50-60% menor que la dosis
entregada por el BNCT-GB-10, lo que permitiria escalar la dosis duplicando el tiempo de
irradiacién con el protocolo BNCT-(GB-10+BPA). Cabe mencionar que el tiempo de
irradiacion correspondiente al protocolo BNCT-(GB-10+BPA) fue aproximadamente 3
veces menor que el tiempo de irradiacion correspondiente a BNCT-GB-10 dado que la
concentracion de boro en el tumor con (GB-10+BPA) fue 3-4 veces mayor que la

determinada para el GB-10 (121.7+38.6 ppm vs. 31.9+21.4 ppm respectivamente).
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Ademas, la ausencia de mucositis, en ambos protocolos, tanto en el tejido normal como en
el precanceroso, tejidos limitantes de dosis, justificaria la escalada de dosis. Nuestros
hallazgos histoldgicos sugieren que en el caso del BNCT-(GB-10+BPA) el control tumoral
seria el resultado del efecto directo sobre las células tumorales, posiblemente via reacciones
de captura neutronica mediada por el BPA (Kreimann y col., 2001b) y del efecto indirecto
sobre las células tumorales como consecuencia del dafio vascular, posiblemente via

reacciones de captura neutrénica mediadas por el GB-10 en los vasos tumorales.

El hecho que el tejido precanceroso alrededor del tumor incorpora cantidades
significativas de boro justificaria el tratamiento de areas con cancerizacion de campo
alrededor del tumor para reducir el riesgo de desarrollo de tumores adicionales en el area.
Se han disefiado estudios (actualmente en curso) para explorar la dosis 6ptima tolerada
necesaria para prevenir el desarrollo de nuevos tumores a partir del tejido precanceroso y

alcanzar el control de los tumores existentes en el momento de realizar la terapia.

Habiendo demostrado la seguridad de los protocolos de BNCT-GB-10 y BNCT-
(GB-10+BPA) con una dosis baja de irradiacion, escalamos el tiempo de exposicion en un
50% en el caso del BNCT-GB-10, incrementando la dosis fisica al tumor de 5.28+0.41 Gy
a 7.92+2.52 Gy y escalamos el tiempo de exposicion en un 100% en el caso del BNCT-
(GB-10+BPA), incrementando la dosis fisica al tumor de 4.26+0.39 Gy a 8.52+2.61 Gy
para determinar la eficacia terapéutica de estos protocolos y los efectos radiobiologicos
sobre el tejido precanceroso y normal. Como hemos mencionado previamente los altos
valores de captacion de boro en el tumor cuando se administran en forma combinada el
BPA y el GB-10, permiten entregar dosis de irradiacion similares en el tumor con tiempos
de exposicion mas cortos, es decir 34.6 minutos para el protocolo BNCT-(GB-10+BPA)
comparado con 74.5 minutos para el protocolo BNCT-GB-10. Esto nos permite reducir la
dosis de fondo en BNCT-(GB-10+BPA) vy, en consecuencia, entregar dosis mayores al

tumor a la vez que se disminuye la dosis al tejido precanceroso y normal.

Ambos protocolos de tratamiento han sido terapéuticamente muy efectivos y
aparentemente inocuos para el tejido normal. A pesar del hecho que las dosis fisicas al
tumor fueron similares, la respuesta tumoral fue mayor con el BNCT-(GB-10+BPA) que
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con BNCT-GB-10, o sea 92.8% comparado con 70.3%. La remision tumoral completa total
también fue mayor para BNCT-(GB-10+BPA) (65.5%), que para BNCT-GB-10 (40.7%).

Con la escalada de dosis del protocolo BNCT-GB-10 no se logré mejorar el control
tumoral total (remisién completa + parcial), que permanecio alrededor de 70% igual que
con la dosis baja. Sin embargo, se observé una tendencia favorable en la eficacia
terapéutica respecto de los tumores grandes. Con la dosis baja de irradiacion no se observé
remision completa de tumores grandes y solo 6.7% de remisién completa en tumores
medianos, mientras que, con la dosis alta se observo remision completa en 33.3% de los
tumores grandes y 25.0% de los tumores medianos. Los valores de remision completa total
ascendieron de 28.1% a 40.7% al aumentar la dosis de irradiacion. Por lo tanto el
tratamiento con la dosis alta de irradiacién indujo un control tumoral similar pero con una

componente significativamente mayor de remisién completa.

La escalada de dosis del protocolo de BNCT-(GB-10+BPA) permitidé mejorar el
control tumoral total de 64.8% (dosis baja de irradiacion) a 92.8%. Se observé una mejora
notoria en los porcentajes de remision completa. La remision completa total aumentd de
22.2% (dosis baja de irradiacion) a 65.5% al aumentar la dosis de irradiacion, el valor de
remision completa para los tumores grandes ascendié de 0% a 25%, el valor para los
tumores medianos ascendid de 8.3% a 25.0% y el valor para tumores pequefios ascendio de
35.5% a 82.1%. Mientras que en el BNCT-BPA no se observé ningun caso de remision

completa en los tumores grandes.

La dosis fisica total de los protocolos de BNCT de alta dosis oscil6 entre 7.9+2.5 y
8.5+2.6 Gy. EIl Unico informe en la literatura sobre el efecto terapéutico de irradiacion X
local sobre tumores de la bolsa de la mejilla del hamster totalmente desarrollados reveld
gue una dosis Unica de 20 Gy de rayos X causé un efecto terapéutico parcial pero indujo
efectos colaterales inaceptables, 0 sea necrosis extensiva de la bolsa e inflamacién en todos
los casos y muerte espontanea a diferentes tiempos post- irradiacion (hasta 39 dias) en un
namero significativo (aunque no especificado) de animales (Horn Y y col., 1971). Si se
usan estimaciones de la efectividad bioldgica relativa (RBE) para neutrones rapidos y
protones inducidos (3.2) y factores de efectividad biol6gicas del compuesto (CBE) para el

GB-10 y el BPA administrados solos y en combinacion (1.4-3.8) basados en estudios
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previos en este modelo (Kreimann EL y col., 2001b) para calcular una dosis estimada en
unidades equivalentes de fotones, la dosis estimada total al tumor se aproxima a la dosis de
rayos X citada. Las dosis totales estimadas de BNCT en unidades equivalentes de fotones
que hemos usado son similares a las dosis usadas recientemente en un ensayo clinico de
BNCT de carcinoma de células escamosas humano (12-20.7 Gy-eq) (Kato I y col., 2004).
La alta efectividad bioldgica relativa de la componente de alto LET de BNCT y la
capacidad de BNCT de hacer blanco bioldgicamente en las células tumorales serian en
gran medida responsables de la ventaja terapéutica de la técnica. Los signos de eficacia
terapéutica observados en algunos tumores tratados con haz solo estuvieron asociados a
una extensiva progresion en otros tumores y a un deterioro en la alimentacion. Estos
hallazgos sugeririan que la componente de dosis boro seria la causa principal de la marcada
eficacia terapéutica que hemos observado.

La gran variabilidad y heterogeneidad en las concentraciones de boro en muestras
de tejido tumoral es un problema general en dosimetria de BNCT. Hasta ahora no existe
una metodologia no invasiva “on line” para estimar la concentracion de boro durante el
BNCT. Los andlisis de muestras de tumor tomadas quirirgicamente han mostrado una
considerable variacion en las concentraciones medias de boro, aun en multiples muestras de
pacientes individuales, que en gran medida se deberian a la diversidad biologica entre
células patoldgicas, un flujo de sangre variable dentro del tumor y variabilidad entre
organismo y organismo (Coderre JA y col., 1998; Gibson CR y col., 2003). De hecho, las
relaciones de concentracion de boro entre Tumor / Tejido Normal para carcinoma de
células escamosas humano tratado con BNCT en un ensayo clinico reciente oscilaron entre
1.8y 4.4 (Kato | y col., 2004). Por lo tanto los calculos de dosis de irradiacién al tumor se
basan en multiples supuestos relacionados con la biodistribucion de boro que puede variar
de paciente en paciente asi como dentro de diferentes regiones del tumor y entre células
tumorales. Los calculos de dosis se tornan ain mas complicados cuando se usan
combinaciones de compuestos. Es imposible saber la verdadera biodistribucion de cada
droga o evaluar efectos sinérgicos o antagonicos en el momento de irradiar. En cambio las
concentraciones de boro en tejido normal son mucho més predecibles y uniformes. Por lo
tanto es seguro y confiable basar los calculos de dosis en la tolerancia al tejido normal

(Barth RF y col., 2005). Dentro de este contexto, hay una considerable e inevitable
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incerteza en los célculos de dosis al tumor (Tablas 6 y 7) que complica el analisis
comparativo de la eficacia terapéutica de los diferentes protocolos. A pesar de estas
incertezas, los presentes datos sugieren fuertemente que la combinacién de compuestos

borados usada es ventajosa y reduce la dosis de fondo al tejido normal y precanceroso.

La eficacia terapéutica del BNCT utilizando solo BPA en este modelo tumoral
también fue alta (Kreimann EL y col., 2001b). Sin embargo, a pesar del hecho que los
valores de remision completa fueron altos, o sea 78.3%, no se observé remision completa
en tumores grandes. Ademas, no seria posible escalar la dosis fisica mas alld de
aproximadamente 5 Gy al tumor en el protocolo de BPA debido a la mucositis reversible
observada en el tejido precanceroso alrededor del tumor (Kreimann EL y col., 2001b). Por
lo tanto, se podria buscar mejorar potencialmente el éxito terapéutico administrando el BPA
combinado con otro compuesto borado tal como el GB-10 como en este estudio. Esta
estrategia tenderia a compensar la entrega heterogénea de boro a distintas zonas del tumor
con el BPA (Kreimann EL y col., 2001a).

El hecho que el modelo de cancer oral de la bolsa de la mejilla del hdmster se
asemeja mucho al céncer oral humano espontdneo es una ventaja dado que permite
aproximarse a un contexto clinico de “la vida real”. Sin embargo, como se ha descripto
previamente, los end points usados para evaluar la respuesta al BNCT tienen ciertas
limitaciones. A pesar de estas limitaciones presentamos una clara evidencia de eficacia
terapéutica sin signos de radiotoxicidad. Dentro de este contexto, este estudio proporciona
datos sobre un modelo clinicamente relevante y por lo tanto inevitablemente complejo que
permite realizar una extrapolacion cautelosa a un escenario clinico. EI modelo de cancer
oral en hamster permite incorporar mayor grado de complejidad al estudio, dando lugar a
un analisis mas completo del que permiten los end points empleados usualmente en
estudios de BNCT en modelos de tumor implantado en tejido normal tal como un
incremento en el tiempo de sobrevida de unos pocos dias (Yang W y col., 1997) y una

disminucion en el crecimiento tumoral (Dagrosa MA y col., 2003).

El rol del GB-10 parece fundamental en el proceso de induccion de la remision
completa de tumores grandes. El dafio a los vasos podria ser esencial en el control de

tumores grandes que serian mas dificiles de tratar “célula por célula”. Para la terapia
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fotodinamica también se han descripto aspectos similares asociados con la heterogeneidad
del microambiente tumoral y la distribucién no homogénea del compuesto en las células
tumorales y se han observado ventajas con un protocolo dual con efecto celular y vascular
(Chen By col., 2005).

El BNCT-GB-10 parece inducir la muerte de las células tumorales principalmente
por un dafio a la célula endotelial produciendo isquemia en el tejido tumoral en forma
similar a lo descripto para la terapia fotodinamica (Fingar VH, 1996; Pogue BW vy col.,
2001). Podemos concluir que el GB-10, un compuesto borado que no llega selectivamente a
las células tumorales en la bolsa de la mejilla del hamster, presenta efectos selectivos sobre
el tumor sin dafar al tejido normal. Este hallazgo contradice al paradigma tradicional del
BNCT (Morris GM vy col., 2005) que atribuye a la captacion selectiva de boro en el tumor
el dafio selectivo de este tejido. Los hallazgos histoldgicos que se han descripto aqui
explicarian las remisiones tumorales alcanzadas con BNCT-GB-10 sin dafio al tejido

normal y precanceroso en términos de un efecto diferencial sobre los vasos tumorales.
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CONCLUSIONES

Podemos concluir que el uso combinado de GB-10 y BPA como agentes portadores
de boro en BNCT podria mejorar la potencial eficacia terapéutica del BNCT. A pesar del
hecho que la captacion del GB-10 por tumores que no estan protegidos por la BHE es solo
marginalmente selectiva, la distribucion homogénea del GB-10 en diferentes areas del
tumor y los elevados valores absolutos de boro en tumor, hacen que éste compuesto sea

terapéuticamente Util para el tratamiento de tumores de cabeza y cuello con BNCT.

La administracion combinada de GB-10 y BPA permite alcanzar una mayor
homogeneidad en la distribucion de boro en las diferentes areas tumorales dado que estos
compuestos borados tienen diferentes propiedades y mecanismos de captacion. La
distribucion homogénea del boro en tumores heterogéneos contribuiria a lograr un efecto
terapéutico en todas las poblaciones de células tumorales evitando que queden areas

refractarias al tratamiento.

El GB-10, administrado individualmente, es un compuesto borado terapéuticamente
util para BNCT de cancer oral. A pesar que no se incorpora selectivamente en las células
tumorales en los estudios de BNCT in vivo descriptos aqui casi sorprendentemente induce
el control tumoral selectivo a la vez que protege al tejido normal. Esto ocurriria via una
accion selectiva sobre los vasos tumorales. EI BNCT mediado por la administracion
combinada de GB-10 y BPA llevaria a una reduccion de la dosis al tejido normal y
permitiria por lo tanto escalar significativamente la dosis al tumor sin exceder la tolerancia

al tejido normal.

Con los protocolos de alta dosis de irradiacion mediados por GB-10 y (GB-
10+BPA) se escalo 1.5-1.7 veces la dosis al tumor respecto de la dosis utilizada en BNCT-
BPA. En este Gltimo protocolo no fue posible escalar la dosis debido a una severa (aunque
reversible) mucositis observada en el tejido precanceroso alrededor del tumor tratado. La
mucositis oral es un efecto colateral frecuente durante la radioterapia convencional de
tumores de cabeza y cuello avanzados y seria una potencial limitante de dosis para BNCT

de tumores de cerebro o de cabeza y cuello (Coderre JA y col., 1999). Dentro de este
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contexto, los protocolos de BNCT que minimizan la mucositis entregarian dosis

terapéuticas al tumor sin exceder la tolerancia del tejido normal y precanceroso.

El GB-10 y el BPA podrian combinar el dafio vascular y celular respectivamente,
optimizando la eficacia terapéutica de BNCT. EI BNCT con la administracion combinada
de GB-10 y BPA, logra un mejor control tumoral probablemente a través de un efecto
directo sobre las células tumorales, posiblemente por reacciones de captura mediadas por el
BPA, y un efecto indirecto en las células tumorales como consecuencia del dafio vascular,

posiblemente debido a reacciones de captura mediadas por el GB-10.

El hecho que el GB-10 demostro ser un compuesto borado terapéuticamente Util por
si solo a pesar de ser incapaz de entregar selectivamente boro a las células tumorales
desafia el paradigma ortodoxo de la radiobiologia del BNCT y abre el camino a futuros
estudios de optimizacidn que podrian mejorar la ventaja terapéutica del BNCT, explorando
no solo la entrega selectiva de boro al tumor, sino el efecto selectivo del boro distribuido
homogéneamente en tumor y tejido normal, un concepto que no ha sido considerado dentro

de la complejidad de la radiobiologia del BNCT.
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EsTuDI10 PRELIMINAR DE BNCT EN CANCER DE CABEZA Y CUELLO
ESPONTANEO EN PACIENTES FELINOS: UN ACERCAMIENTO PRECLINICO.

INTRODUCCION

Habiendo demostrado que el BNCT indujo un control tumoral en carcinomas de
celulas escamosas (CCE) experimentales de la mucosa de la bolsa de la mejilla del
hamster sin dafio al tejido normal, exploramos, dentro de un contexto preclinico, la
factibilidad y seguridad del tratamiento de tumores de cabeza y cuello espontaneos en
pacientes felinos terminales, enfocando especialmente en CCE, tumores del mismo tipo

que los que inducimos experimentalmente en hamster.

El CCE es un tumor comun que involucra la piel y representa aproximadamente
15% de los tumores cutaneos en gatos. Los CCEs se encuentran generalmente en piel no
pigmentada o levemente pigmentada y en el gato se ubican preferentemente en areas
con poco pelo del plano nasal, parpados y pabellon de la oreja. Los CCEs pueden ser
localmente muy invasivos y raramente producen metéstasis. Antes de que el CCE
progrese a un estadio invasivo generalmente se observa que la enfermedad transcurre
durante un tiempo prolongado a través de los siguientes estadios: costra y eritema,
erosiones superficiales y Ulceras (carcinoma in situ) y finalmente lesiones
profundamente invasivas y erosivas. Se han aplicado muchas modalidades terapéuticas
al CCE de la piel facial en gatos. Las mas comunes son cirugias y criocirugias. La
radioterapia y la terapia fotodindmica se usan con eficacia variable. La quimioterapia
presenta una escasa eficacia consistente. Los resultados generalmente son buenos para
la mayoria de las modalidades si los tumores se tratan en un estadio precoz. Sin
embargo, a medida que progresa la carcinogénesis el grado de invasion local puede ser
bastante severo e impide lograr el éxito terapéutico. Los tumores en estadios mas

avanzados responden escasamente a todas las modalidades terapéuticas.

El objetivo de este trabajo fue realizar estudios de biodistribucion con BPA y
estudiar la factibilidad y seguridad del BNCT-BPA para el tratamiento en pacientes
felinos terminales con tumores de cabeza y cuello enfocando especialmente en CCE
espontaneo del plano nasal con dosis bajas de irradiacion, empleando el haz térmico del
reactor nuclear RA-1, ubicado en el Centro Atémico Constituyentes en la ciudad de

Buenos Aiires, y con una dosis mas alta de irradiacion, blindando el cuerpo del animal,
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empleando el haz epitérmico termalizado del reactor nuclear RA-6, ubicado en el

Centro Atémico Bariloche en la ciudad de San Carlos de Bariloche.

Estos estudios se realizaron en pacientes felinos sin opcién a un tratamiento
estandar debido al grado de invasion local del tumor o que fueron refractarios a los

tratamientos estandares.

MATERIALES Y METODOS
1. Pacientes Felinos

Se establecieron los siguientes criterios de inclusién: un diagndstico clinico e
histopatoldgico de cancer de cabeza y cuello y una evaluacion clinica del caso

indicando que las terapias estdndares no eran una opcion valida de tratamiento.

En el primer estudio de BNCT con baja dosis de irradiacion en el RA-1 se
incluyeron tres gatos con cancer de cabeza y cuello terminal y en el estudio con una
dosis mas alta de irradiacion en el RA-6, donde se blindd el cuerpo del animal, se

incluyeron otros tres gatos con CCE avanzado de plano nasal.

Siempre que fue posible se realizaron analisis bioquimicos de sangre para
determinar mejor el estado clinico del animal. La evaluacién de los tumores se realizo
por inspeccion visual, ya que no fue posible realizar una tomografia computada para
animales. Los duefios de los gatos firmaron un consentimiento informado. El estudio se
llevdo a cabo en cumplimiento con las regulaciones locales e institucionales de
proteccion de animales. Cuando fue posible se realiz6 un estudio de biodistribucién

previo al tratamiento con BNCT.
Paciente 1 (Negrita):

Hembra adulta de edad desconocida, con un peso aproximado de 5.5 kg., con un
tumor muy agresivo, localmente invasor en la zona de la ceja. El diagnostico
histopatolégico fue neurofibroma/neurinoma con algunas éreas fibrosas y zonas muy
vascularizadas, con un tiempo de evolucién de aproximadamente 2 afios. La gata ya
habia sufrido 3 cirugias y ablacion de un ojo y el tumor habia vuelto a recidivar (Fig. 3

A). Las terapias estandares ya no eran una opcion véalida de tratamiento.
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Paciente 2 (Buffy):

Hembra adulta de 13 afios de edad, con un peso aproximado de 5.5 kg., en
estadio terminal con una lesion ulcerativa, invasiva y sangrante en la zona nasal con
diagnéstico de CCE semidiferenciado grado 2-3 con sectores con muchas atipias
nucleares y sin zonas de necrosis tumoral, con un tiempo de evolucion aproximado de 1
afio y medio (Fig. 4 Ay C). La gata presentaba muy mal estado general con astenia,
dificultad respiratoria y anorexia. Se realizo directamente el tratamiento del tumor por
BNCT-BPA, ya que el estado clinico de la gata no permitia hacer un estudio de
biodistribucién previo. En el momento previo a realizar el estudio de BNCT in vivo se
tomaron muestras de tumor, tejido normal y sangre para tener algunos datos de
biodistribucion de BPA.

Paciente 3 (Minnie):

Hembra adulta de 12 afios de edad, con un peso aproximado de 5 kg., con una
lesion ulcerativa, invasiva y sangrante en la zona nasal (Fig. 5 A) con diagnostico de
CCE indiferenciado infiltrante con muchas atipias y mitosis (Fig. 5 C), con un tiempo
de evolucién aproximado de 5 afios desde la deteccion de la primera lesion. La gata

recibio 2 ciclos de quimioterapia 9 meses antes con un escaso control tumoral.
Paciente 4 (Rulito):

Macho adulto de edad desconocida, demasiado delgado para su tamafio con un
peso aproximado de 4 kg. y falta de apetito. Se observé una gran masa tumoral
localmente invasiva en el area de la nariz, con diagnostico histopatolégico de CCE
semi-diferenciado (Fig. 6 A). El tumor mostraba un crecimiento activo con numerosas
figuras mitdticas, escaso estroma y abundante parénquima (Fig. 6 C). Los analisis de
laboratorio arrojaron valores dentro de los rangos de referencia excepto un bajo valor de

hematocrito de 22% (valor de referencia 35-55%).
Paciente 5 (Mario):

Macho adulto de edad desconocida, con un peso aproximado de 7 kg. La
inspeccion visual mostro un tumor mediano en el area de la nariz, con diagnostico
histopatoldgico de CCE semi-diferenciado grado 2-3 (Fig. 7 A 'y C). Los analisis de

laboratorio arrojaron valores dentro de los rangos de referencia.
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Paciente 6 (Michi):

Hembra de 14 afios de edad con un peso aproximado de 5,5 kg. La inspeccion
visual mostro un tumor mediano en el area de la nariz, con diagnostico histopatolégico
de CCE indiferenciado (Fig. 8 A y C). Los andlisis de laboratorio arrojaron valores
dentro de los rangos de referencia. Los valores de urea en sangre fueron de 55mg/dl,

levemente mayor que los valores de referencia (14.00-40.00 mg/dl).

2. Estudio de biodistribucion con BPA

Se administr6 una solucion 0.14M de L-BPA-fructosa (>98% de 10B
enriquecido) por via intravenosa durante aproximadamente 15-20 min. en una dosis de
300 mg/kg de peso corporal. Se tomaron muestras de sangre (de 0.2 ml por duplicado)
antes de la infusion, al finalizar la infusién y 30 min., 1, 2 y 3 hs. después de finalizada
la infusion bajo leve anestesia de Ketamina-Xilazina. Los animales se anestesiaron con
Ketamina-Xilazina 3 hs. después de finalizada la infusion. El cirujano tomo6 una o méas
(cuando fue posible) muestras del tumor, una muestra de mucosa labial y/o una muestra
de piel del dorso y en un caso (paciente 2) una muestra de pabellon de oreja infiltrado
con tumor. En el caso del paciente 1 también se tomé una muestra de saliva y 2
muestras de orina. En el caso del paciente 4 se sacé una gran porcién de tumor por
criocirugia para facilitar la respiracion. Todas las muestras se pesaron inmediatamente.
Las muestras de tejido se guardaron a —70 °C y las muestras de sangre a —4 °C hasta
procesarlas. El andlisis de boro se realizd por espectroscopia de emisién Optica con
plasma inductivo (ICP-OES). Las muestras de tejido (<50mg) se digirieron a
temperatura ambiente durante toda la noche en 0.2 ml de una mezcla 1:1 de &cido
sulfarico y nitrico concentrados. Una vez completado el proceso de digestion se
agregaron 0.6 ml de una solucion de detergente Triton X-100 al 5% en agua y 0.2 ml de
Ytrio-Estroncio como estandar interno y se obtuvo una solucién clara para el analisis
por ICP-OES (Coderre JA'y col., 1998).

Las muestras de sangre (200-300ul) se digirieron a temperatura ambiente
durante toda la noche con 1 ml de una mezcla 1:1 de acido sulfdrico y nitrico
concentrados. Una vez completado el proceso de digestion se agregaron 3 ml de una
solucion de detergente Triton X-100 al 5% en agua y 1 ml de Ytrio-Estroncio como

estandar interno. Un mililitro de la solucion resultante se midio por ICP-OES.
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Los valores obtenidos en el ICP-OES fueron corregidos por la masa de la

muestra.

3. BNCT invivo

Habiendo demostrado una captacion selectiva de boro en el tumor, dentro de
rangos de valores absolutos terapéuticamente Utiles en carcinoma de células escamosas
experimental procedimos a realizar BNCT aproximadamente 1-5 semanas despues del

estudio de biodistribucion.

Los primeros tres pacientes (Negrita, Buffy y Minnie) se irradiaron con el haz
térmico del Reactor RA-1 del Centro Atomico Constituyentes de la Ciudad de Buenos
Aires, con un flujo de aproximadamente 3 x 10® n/cm?s en el 4rea del tumor de acuerdo
con los datos preliminares de mediciones realizadas con Nigg DW y col. (ANES 2004).
La configuracion geométrica actual no involucra un blindaje del cuerpo. Se construyd
un dispositivo “ad hoc” para trasladar los animales a la salida del haz a través de la
columna térmica (Fig. 1). Los animales se inyectaron por via intravenosa con BPA
durante aproximadamente 15-20 min. con una dosis de 300 mg/kg pc como se describe
en el estudio de biodistribucion. Los animales se irradiaron bajo anestesia con
Ketamina-Xilazina, 3 hs. post-administracion de BPA. Las irradiaciones duraron 10
min. resultando en una fluencia aproximada de neutrones térmicos de 1.8 x 10** n/cm?®y
una dosis gamma total de 0.28+0.06 Gy en el area del tumor. El paciente 3 se tratd una

segunda vez con BNCT, 7.5 meses después del primer tratamiento.

Los tres altimos animales (Rulito, Mario y Michi) se transportaron en avion a la
ciudad de San Carlos de Bariloche (1200 km al SE de Bs.As.), para ser irradiados con el
haz de neutrones epitérmico termalizado del Reactor Nuclear RA-6 (Calzetta O y col.,
2002). Este haz provee un adecuado espectro de neutrones para BNCT de tumores
considerablemente superficiales. Ademas, la facilidad nos permite exponer el area del

tumor (e inevitablemente parte de la cabeza) y blindar el resto del cuerpo.
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Figura 1: Dispositivo “ad hoc” para trasladar los animales a la salida del haz en el RA-1.
Se encuentra posicionado el paciente 1 (Negrita).

Los animales se inyectaron por via intravenosa con BPA durante
aproximadamente 15-20 min. con una dosis de 300 mg/kg pc como se describe en el
estudio de biodistribucion. Los animales se irradiaron bajo anestesia con Ketamina-
Xilazina, 3 hs. post-administracion de BPA. El area nasal e inevitablemente la cabeza se
coloco en el puerto del haz de 15 cm de diametro (Fig. 2). El resto del cuerpo quedo
blindado por el plomo y polietileno borado que delimitan el haz. El flujo promedio de
los neutrones térmicos para el tumor y los tejidos sanos en la posicion de irradiacion fue
3.4+0.3x10% n/cm?®s. La irradiacién duré 40 min. resultando en una fluencia aproximada
de neutrones térmicos de 8.2 x 10™* n/cm?.

Figura 2: Posicionamiento en el puerto del haz de 15 cm de didmetro en el RA-6.
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Las Tablas 1 y 3 presentan las dosis fisicas absorbidas estimadas de las
diferentes componentes de irradiacion para los diferentes animales tratados en el RA-1y
RA-6 respectivamente. La dosis boro se calculé en ambos casos teniendo en cuenta el
contenido de boro en el tumor y en el tejido normal obtenidos de los estudios de
biodistribucién. Las Tablas 2 y 4 muestran las dosis fisicas absorbidas totales para los

diferentes animales tratados en el RA-1 y RA-6 respectivamente.

0.70+0.14 0.13+0.03 0.13+0.01 0.08 + 0.006
0.70+0.14 0.13+0.03 0.24 +0.02 0.06 + 0.005

_ 0.70 +0.14 0.13+0.03 0.11+0.01 0.07 +0.006
[2BNCT = 0.70+0.14 0.13+0.03 0.15+0.01 0.09 + 0.007
Tabla 1: Dosis fisica absorbida para los pacientes felinos tratados en el RA-1.

~ Pacientefelino/Dosis ~ Tejido Tumoral (Gy) ~ TejidoNormal (Gy)
Paciente 1 (Negrita) 0.96 +0.18 0.91+0.17
Paciente2 (Buffy) 1.07£0.19 0.90 +0.15

1BNCT 0.94+0.18 0.90+0.18
2°BNCT 0.98+0.18 0.92+0.18

Tabla 2: Dosis fisica total absorbida para los pacientes felinos tratados en el RA-1.

0.60 + 0.07 2.40+0.12 2.54+0.35 1.31+0.08 0.25+0.01

- 0.60 + 0.07 2.40+0.12 1.85 + 0.09 1.08 + 0.05 0.25 + 0.01
- 0.60 + 0.07 2.40+0.12 1.16 + 0.10 0.95 + 0.05 0.25 + 0.01

Tabla 3: Dosis fisica absorbida para los pacientes felinos tratados en el RA-6.

- Paciente felino/Dosis ~ Tejido Tumoral ~ TejidoNormal
Paciente 4 (Rulito) 5.79 +0.39 456 +0.16
Paciente 5 (Mario) 5.10+0.17 433+0.15
Paciente 6 (Michi) 4.41+0.18 4.20 +0.15

Tabla 4: Dosis fisica total absorbida para los pacientes felinos tratados en el RA-6.

Tomando como factores de peso para cada componente de dosis un valor de
efectividad bioldgica relativa (RBE) de 3.2 para neutrones rapidos, protones inducidos y
dosis de neutrones de fondo, un factor de efectividad bioldgica del compuesto (CBE) de
3.8 para la componente de dosis de irradiacion de boro (BPA) en el tumor, un factor

CBE de 2.5 para la componente de dosis de irradiacién de boro (BPA) en el tejido
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normal y un valor de RBE de 1 para fotones (Coderre and Morris, 1999; IAEA-
TECDOC-1233), la dosis total en tumor se estimo en los animales tratados en el RA-1
con una dosis baja de irradiacion (10 min. de irradiacion) en 2.85 Gy-Eq para el
paciente 1 (Negrita), 3.26 Gy-Eq para el paciente 2 (Buffy) y 2.78 Gy-eq /ler BNCT y
2.91 Gy-Eq/ 2° BNCT para el paciente 3 (Minnie), y en los animales tratados en el RA-
6 con mayor dosis (40 min. de irradiacion) en 14.8 Gy-Eq para el paciente 4 (Rulito),
12.2 Gy-Eq para el paciente 5 (Mario) y 9.5 Gy-Eq para el paciente 6 (Michi). La dosis
total al tejido normal se estimé en 2.56 Gy-Eq para el paciente 1 (Negrita), 2.50 Gy-Eq
para el paciente 2 (Buffy), 2.53 Gy-Eq / ler BNCT y 2.58 Gy-Eq / 2° BNCT para el
paciente 3 (Minnie) para los tres pacientes tratados en el RA-1. La dosis total al tejido
normal para los animales tratados en el RA-6 se estimo en 8.4 Gy-Eq para el paciente 4
(Rulito), 7.8 Gy-Eq para el paciente 5 (Mario) y 7.5 Gy-Eq para el paciente 6 (Michi).
Cabe destacar que no se conoce el factor CBE real para CCE del plano nasal felino. Sin
embargo, algunos valores relevante de la literatura para estimar los CBE en tejido
normal oscilan entre 2.4 en piel de hamster (Hiratsuka y col.,1991), 2.5 en piel humana
(Coderre and Morris, 1999), 3.2 en piel de rata y 2.5 en mucosa de rata (IAEA-
TECDOC-1233). Es importante resaltar que las dosis mencionadas son solo
estimaciones. El uso de aproximaciones de los valores de RBE y CBE y el hecho que
las concentraciones de boro se extrapolan de estudios de biodistribucion previos, porque
hasta la fecha no se dispone de una metodologia en tiempo real no invasiva para estimar

la concentracion de boro durante el BNCT, impide un calculo de dosis exacto.

4. Seguimiento

En todos los casos se realiz6 periddicamente el seguimiento de la evolucion del
tumor y del estado clinico de los animales. En un tiempo representativo se tomd una
biopsia del area del tumor post-BNCT. Se realizaron autopsias de los pacientes después
de la eutanasia. Se evaluaron efectos radiotdxicos en términos de signos clinicos, tales
como presencia de sindrome gastrointestinal, sintomas de compromiso neuroldgico tales
como convulsiones, ataxia y falta de coordinacion, trastornos del comportamiento,
pérdida regional del pelo y congestion periférica y hallazgos de la autopsia compatibles
con toxicidad radioinducida tal como ulceraciones intestinales y gastricas, ascitis,

depdsitos grasos en higado y edema de pulmon.
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RESULTADOS
1. Estudio de biodistribucién de BPA

La Tabla 5 muestra los valores de boro de diferentes muestras de tejido y sangre
tomadas en diferentes tiempos post-administracion del BPA, para cada uno de los
pacientes tratados en el RA-1 (pacientes 1 a 3). La Tabla 6 muestra los valores de boro
de diferentes muestras de tejido y sangre tomadas en diferentes tiempos post-
administracion del BPA para los tres pacientes tratados en el RA-6 (pacientes 4 a 6). En
cada caso se tomd la cantidad de muestras que fue compatible con la préctica clinica.
Por lo tanto faltan los datos de algunos tiempos y tejidos. En todos los casos los valores
pre-infusion estuvieron por debajo del limite de deteccién. En todos los pacientes los
valores de boro absolutos en el tumor se encuentran dentro de un rango
terapéuticamente util (Tablas 5 y 6). Sin embargo, particularmente en el caso del
paciente 6 los valores se encuentran dentro del rango inferior compatible con el

potencial terapéutico.

Para los pacientes tratados en el RA-1 (Tabla 5), las relaciones de boro en
Tumor / Sangre fueron 2.7/1 (paciente 1), 4.3/1 (paciente 2) y 2.3/1 (paciente 3 seccion
A) y 2.6/1 (paciente 3 seccion C). Las relaciones de boro en Tumor / Sangre para los
animales tratados en el RA-6 (Tabla 6) fueron 2.6/1 (paciente 4), 2.8/1 (paciente 5) y
1.6/1 (paciente 6). En la Tabla 5 se muestran también las relaciones de boro Tumor /
Mucosa Labial Normal (1.6/1 paciente 1, 1.5/1 y 1.4/1 paciente 3 secciones Ay C
respectivamente). En el caso del paciente 2 no se pudo calcular esta relacion ya que no
se pudo tomar una muestra de tejido normal. Para los animales tratados en el RA-6 las
relaciones de boro Tumor / Mucosa Labial Normal fueron 1.9/1, 1.7/1 y 1.2/1 para los
pacientes 4, 5y 6 respectivamente. Se empled la mucosa labial para calcular la relacién
Tumor /Tejido Normal porque se encuentra dentro del volumen tratado y se expuso
virtualmente a la misma fluencia de neutrones térmicos que el tejido tumoral. La piel
normal del dorso en el RA-6 se encuentra blindada y fuera del haz y por lo tanto se

expondria a una menor fluencia de neutrones térmicos.
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- 32.2 40.3 55.4
05hs. 16.4 19.5 20.2
1hs. 16.6 20.4 14.1 13.6
9.7+0.4
- 12.8 111 (n=4) 9.5
12.6£1.0
- 7.9 9.2 7.9 (n=2) 9.2
. 35.4 (pabellon de
1.8'3 (piel por oreja infiltrado con
encima del tumor) tumor)
16.0+4.3
‘Tumor/Sangre 2711 43/1 2311 2.6/1
N 11 Lan

Tabla 5: Concentracion de boro (ppm) en muestras de sangre y tejido a diferentes tiempos
post-administracion de BPA en una dosis de 300 mg/kg en los diferentes pacientes felinos
tratados en el RA-1. A: 2 semanas antes del 1* BNCT. B: el dia del 1* BNCT. C: 2
semanas antes del 2° BNCT.

44.0+2.3 (n=2)

19.8 +0.6 (n=2)
14.9+0.2 (n=2)
10.5+0.1 (n=2)
10.3+0.4 (n=2)

26.6 £ 3.4 (n=15)

9.2 (n=1)

13.7£0.4 (n=2)
26/1
19/1

41.6 £ 6.4 (n=4)

143+ 15 (n=4)
8.8+0.1 (n=2)
6.6+ 0.6 (N=2)
6.9+ 1.1 (n=4)
19.4 (n=1)

16.9+2.9 (n=2)
11.3+0.1 (n=2)

28/1
17/1

45.9 + 8.4 (n=4)

17.5+4.8 (n=3)
11.2 +2.1 (n=4)
75+0.7 (n=2)
7.7+1.1 (n=4)
12.2+£0.9 (n=3)

8.3 (n=1)
10.0 (n=1)
16/1
12/1

Tabla 6: Concentracion de boro (ppm) en muestras de sangre y tejido a diferentes tiempos
post-administracion de BPA en una dosis de 300 mg/kg en los diferentes pacientes felinos
tratados en el RA-6
En el caso del paciente 3 (Minnie), el gato para el cual existen tres grupos de
datos observamos una reproducibilidad razonable de los datos antes del tratamiento y en
el dia del tratamiento aunque no fue posible ajustar todas las muestras y los tiempos

(Tabla 5 Ay B). Los datos de biodistribucion obtenidos a los 7 meses y medio del 1%
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tratamiento de BNCT fueron levemente mas altos que los del primer grupo de datos
(Tabla 5 A y C). Sin embargo, las relaciones de boro Tumor / Sangre permanecieron
constantes. En el paciente 1 (Negrita) se tomaron muestras de saliva donde la
concentracion de boro estaba por debajo del limite de deteccion. También se tomaron
muestras de orina a la 0.5 hs. y 3 hs. post-administracion del BPA donde se observa un
aumento en la concentracion debido a la excrecién por via renal del compuesto borado

(182.5 ppm y 368.8 ppm respectivamente).

Los valores de boro absolutos y relativos justificaron realizar BNCT en los seis
€asos.

2. BNCT in vivo

Paciente 1 (Negrita): El gato no present6 ningln efecto radiotoxico evaluado de
acuerdo a lo descripto en materiales y métodos. En este caso a los 20 dias post-BNCT se
observo una reduccion de la masa tumoral del 12%, seguido por una detencién en el
crecimiento tumoral (Fig. 3 B). Un mes post-BNCT el analisis histopatologico de una
biopsia tomada del &rea del tumor mostr6 zonas de necrosis junto con areas viables (Fig.
3 D). Las imégenes de microscopia Optica de la zona del tumor pre-BNCT solo mostro
nucleos viables y proliferativos Fig. 3 C). El animal se eutanasio 5 meses post-BNCT
debido a un desmejoramiento general. La necropsia no mostro lesiones atribuibles a
toxicidad radioinducida.

Figura 3: Paciente 1 (A) Vista macroscépica del area del tumor pre-BNCT. (B) Vista
macroscoépica del area del tumor 20 dias post-BNCT. (C) Microscopia optica representativa
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pre-BNCT (H & E, magnificacion 400x). (D) Microscopia ptica representativa 1 mes post-
BNCT (H & E, magnificacion 400x).

Paciente 2 (Buffy): Antes del BNCT se observo una lesion correspondiente a un
tumor sangrante y proliferativo, cubierta por una costra que se desprendia
periédicamente sin llegar a una epitelizacion (Fig. 4 A). El gato presentd dificultades
respiratorias y falta de apetito. Post-BNCT el gato no presentd ningun efecto
radiotoxico evaluado de acuerdo a lo descripto en materiales y métodos. Veinticuatro
horas post-BNCT el area tumoral present6 una costra. Una semana post-BNCT mejord
el estado clinico del gato en términos de movilidad, apetito y respiracion. Diecisiete dias
post-BNCT el control tumoral permiti6 la formacion de epitelio sano en el area tumoral
(Fig. 4 B). Un mes y medio post-BNCT la biopsia del &rea del tumor mostré zonas de
necrosis junto con areas viables (Fig. 4 D) que contrastaban con las imégenes de
microscopia Optica pre-BNCT que solo evidenciaban nucleos viables y proliferativos
(Fig. 4 C). El animal se eutanasi6 2 meses y medio post-BNCT debido a un
desmejoramiento general. La necropsia no mostré lesiones atribuibles a toxicidad
radioinducida.

Figura 4: Paciente 2 (A) Vista macroscépica del area del tumor pre-BNCT. (B) Vista
macroscopica del area del tumor 17 dias post-BNCT. (C) Microscopia optica representativa
pre-BNCT (H & E, magnificacién 400x). (D) Microscopia 6ptica representativa 1.5 meses
post-BNCT (H & E, magnificacion 100x).

Paciente 3 (Minnie): El gato no presentd ningun efecto radiotdxico evaluado de

acuerdo a lo descripto en materiales y métodos después del primer tratamiento con

Verénica A. Trivillin 107 Tesis de Doctorado



BNCT. A lo largo del primer mes post-1° BNCT el seguimiento macroscopico reveld un
control tumoral parcial en términos de una detencion del crecimiento y desarrollo de
areas de necrosis (Fig. 5 B). Las observaciones macroscépicas se correlacionaron con
biopsias tomadas 8 y 33 dias post-1° BNCT que mostraron areas de necrosis rodeadas
por cordones tumorales viables (Fig. 5 D). Tres meses post-BNCT el gato presentaba
buenas condiciones clinicas evaluadas en términos de movilidad, apetito y confort
general. Sin embargo, el control tumoral se detuvo. En ese momento se aplico un ciclo
de quimioterapia pero el tumor no respondio. Siete meses post-BNCT realizamos un
segundo estudio de biodistribucion de acuerdo con lo descripto previamente. Decidimos
realizar un segundo tratamiento con BNCT 7.5 meses después del primer tratamiento
dado que los valores de concentracion de boro eran potencialmente terapéuticos (Tabla
5), no existia otra opcion terapéutica para el animal y la respuesta observada del primer
BNCT era muy alentadora. Dos dias después del segundo tratamiento con BNCT el
animal presentd un desmejoramiento clinico. Se administraron esteroides. El gato
recuperé su movilidad y apetito y el tumor presenté areas macroscopicamente
necroticas 4 dias post-2° BNCT. Veinte dias post-2° BNCT el gato empezo a trepar
arboles. En este momento una radiografia de los pulmones no mostré lesiones
radioinducidas. El unico cambio atribuible a radiotoxicidad fue la pérdida de pelo en el
area alrededor del tumor. Cuarenta dias post-2° BNCT el tumor presentd mayor
cantidad de areas macroscopicamente necréticas que pre-2° BNCT a nivel macroscopico
(Fig. 5 E, F) y a nivel microscépico (Fig. 5 G, H). El control tumoral fue solo parcial y
dos meses después del segundo tratamiento con BNCT se detectd clinicamente una
marcada invasion tumoral en los nodos linfaticos del cuello. En el periodo posterior al
primer tratamiento con BNCT, los analisis de laboratorio indicaron una leve anemia y
desordenes renales que ya existian antes del tratamiento. Antes del segundo tratamiento
con BNCT la anemia empeord pero respondié a una terapia con hierro. El animal se
eutanasio dos meses después del segundo tratamiento con BNCT y 9.5 meses después
del primer tratamiento dado que ya no se observé control tumoral, anticipandose a un
futuro desmejoramiento clinico del animal producto de una extensa invasion tumoral.
La necropsia mostré metastasis pulmonares y no revel6 lesiones atribuibles a toxicidad

radioinducida.
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Figura 5: Paciente 3 (A) Vista macroscopica del area del tumor pre-1°BNCT. (B) Vista
macroscopica del area del tumor 8 dias post-1°BNCT. (C) Microscopia optica
representativa pre-1°BNCT (H & E, magnificacion 400x). (D) Microscopia oOptica
representativa 8 dias post-1°BNCT. (H & E, magnificacion 400x). (E) Vista macroscopica
del area del tumor pre-2°BNCT y 7.5 meses después del 1° tratamiento. (F) Vista
macroscopica del area del tumor 40 dias post-2°BNCT. (G) Microscopia optica
representativa pre-2°BNCT (H & E, magnificacion 400x). (H) Microscopia Optica
representativa 40 dias post-2°BNCT. (H & E, magnificacion 400x).

Paciente 4 (Rulito): El gato no presentd ningun efecto radiotoxico evaluado de
acuerdo a lo descripto en materiales y métodos excepto areas de alopecia en el volumen
del tratamiento. A lo largo del primer mes post-BNCT el seguimiento macroscépico
periddico reveld control tumoral parcial en términos de una detencion del crecimiento
tumoral seguida por una significativa reduccién en el volumen tumoral y el desarrollo
de areas de necrosis (Fig. 6 B). El estado clinico del gato mejor6 en términos de
movilidad, apetito y respiracion. El andlisis histopatoldgico de una biopsia tomada del
area del tumor un mes post-BNCT mostr6 focos necréticos junto con cordones
tumorales viables (Fig. 6 D). Se observaron imagenes de dafio radioinducido en el
tumor, o sea células hipercromaticas, vacuolizacién citoplasmatica y nacleos bizarros.
Sin embargo, a partir de un mes post-BNCT el tumor siguié creciendo, exhibiendo una
reaccion inflamatoria local. El animal se eutanasio 2 meses y 5 dias post-BNCT debido
a un desmejoramiento general. La necropsia no mostré diseminacion metastasica. No se
observaron lesiones en el tejido normal atribuibles a toxicidad radioinducida. El analisis
histopatolégico del area del tumor de la necropsia revel6 la presencia de nucleos
viables, algunas figuras mitéticas y figuras apoptoticas y signos de dafio radioinducido

tales como nucleos bizarros e hipercromaticos.
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Figura 6: Paciente 4 (A) Vista macroscépica del area del tumor pre-BNCT. (B) Vista
macroscopica del area del tumor 30 dias post-BNCT. (C) Microscopia optica representativa
pre-BNCT (H & E, magnificacion 400x). (D) Microscopia 6ptica representativa 1 mes post-
BNCT (H & E, magnificacion 400x).

Paciente 5 (Mario): El gato no presentd ningun efecto radiotoxico evaluado de
acuerdo a lo descripto en materiales y métodos excepto areas de alopecia en el volumen
del tratamiento y mucositis reversible y babeo aproximadamente 9 dias post-BNCT. Los
sintomas clinicos asociados a la mucositis revirtieron aproximadamente 15 dias post-
BNCT. A lo largo del primer mes post-BNCT el seguimiento macroscdpico periddico
reveld control tumoral parcial en términos de una detencion del crecimiento tumoral. El
estado clinico del animal se mantuvo constante, con un moderado aumento del apetito.
Veinte dias post-BNCT se observaron areas de epitelio normal revistiendo el area del
tumor (Fig. 7 B). El crecimiento de epitelio normal indica que hay un cierto grado de
control tumoral. EI anélisis histopatolégico de una biopsia tomada del area tumoral 3
meses post-BNCT mostré nucleos viables en la periferia del tumor, iméagenes fantasmas
en el centro del tumor y signos de dafio radioinducidos tal como nucleos bizarros e
hipercrométicos (Fig. 7 D). Cinco meses post-BNCT el tumor continud creciendo y el
animal se eutanasié debido a un desmejoramiento general. Lamentablemente los duefios

no autorizaron realizar la necropsia.
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Figura 7: Paciente 5 (A) Vista macroscépica del area del tumor pre-BNCT. (B) Vista
macroscoépica del area del tumor 20 dias post-BNCT. (C) Microscopia optica representativa
pre-BNCT (H & E, magnificacion 400x). (D) Microscopia optica representativa 3 meses
post-BNCT (H & E, magnificacion 400x).

Paciente 6 (Michi): EIl gato no present6 ningun efecto radiotdxico evaluado de
acuerdo a lo descripto en materiales y métodos excepto areas de alopecia en el volumen
del tratamiento y mucositis reversible y babeo aproximadamente 9 dias post-BNCT. Los
sintomas clinicos asociados a la mucositis revirtieron aproximadamente 15 dias post-
BNCT. A lo largo del primer mes post-BNCT el seguimiento macroscdpico periédico
revel6 control tumoral parcial en términos de una detencién del crecimiento tumoral. El
estado clinico del animal mejoré en términos de actividad y apetito. Veintidos dias post-
BNCT se observaron areas de epitelio normal revistiendo el area del tumor (Fig. 8 B).
El crecimiento de epitelio normal indica que hay un cierto grado de control tumoral. El
analisis histopatoldgico de una biopsia tomada del area tumoral 1 mes post-BNCT
mostré focos necroticos, dafio celular y vacuolizacion citoplasmética (Fig. 8 D). La
lesion se revistio parcialmente con epitelio normal. Dos meses y medio post-BNCT se
observé sangrado del tumor. EI tumor comenzé a crecer nuevamente aproximadamente
a los 4 meses y medio post-BNCT. Se observé un crecimiento tumoral progresivo y un
desmejoramiento clinico. El animal se eutanasié 7 meses y medio post-BNCT. La
necropsia no mostrd diseminacion metastasica. No se observaron lesiones en el tejido
normal atribuibles a toxicidad radioinducidas. El analisis histopatoldgico del area del
tumor de la necropsia revel6 la presencia de nucleos viables, focos necréticos y signos

de dafo radioinducido tales como ndcleos bizarros e hipercromaticos.
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Figura 8: Paciente 6 (A) Vista macroscépica del area del tumor pre-BNCT. (B) Vista
macroscoépica del area del tumor 22 dias post-BNCT. (C) Microscopia optica representativa
pre-BNCT (H & E, magnificacion 400x). (D) Microscopia 6ptica representativa 1 mes post-
BNCT (H & E, magnificacion 400x).

DiscusiON

Este fue el primer estudio de BNCT en cancer de cabeza y cuello espontaneo en

felinos domésticos en el mundo.

El estudio mostré que el BPA entrega cantidades terapéuticamente Utiles de boro
a los tumores de cabeza y cuello espontaneos en felinos domésticos en forma similar a
lo demostrado en céncer oral en hdmster con el mismo compuesto borado (Kreimann
EL y col., 2001%). Sin embargo el valor absoluto de boro en tumor fue particularmente
bajo en el caso de la paciente 6 (Michi). Como ya mencionamos previamente el BPA se
transporta a través de la membrana celular por medio de un sistema de transporte activo
de aminoacidos L (Wittig A., 2000). Por lo tanto, la incorporacion de BPA depende del
estado metabdlico y de la viabilidad de las células (Coderre JA y col., 1998; Kreimann
EL y col., 2001%), lo que lleva a una biodistribucion heterogénea de boro dentro de
tumores heterogéneos y redunda en variaciones considerables en el contenido de boro
entre tumores (Kreimann EL y col., 2001%). Dentro de este contexto no es sorprendente
que diferentes tumores incorporen diferentes cantidades de boro utilizando como
compuesto borado el BPA. Seria interesante estudiar como influyen aspectos tales como

la diferenciacion tumoral sobre la captacion de BPA.
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Aqui mostramos que es factible tratar carcinomas de cabeza y cuello
espontaneos en pacientes felinos con BNCT, tanto con el haz térmico del reactor RA-1
como con el haz epitérmico termalizado del reactor RA-6, alcanzando un efecto
terapéutico sin un dafio significativo a los tejidos normales. Los pacientes 2 a 6
resultaron de especial interés por tratarse de tumores del mismo tipo que el que
inducimos experimentalmente en la bolsa de la mejilla del hdmster. Cabe mencionar que
se observo una mucositis reversible en los pacientes 5y 6 (pero no en el paciente 4) que
se habian tratado en el RA-6. El desarrollo de mucositis reversible una o dos semanas
post-BNCT mediado por BPA ya habia sido reportado previamente por nuestro grupo
en el modelo de cancer oral de la bolsa de la mejilla del hdmster (Kreimann EL vy col.,
2001b). Los tres animales tratados en el RA-6 (pacientes 4 a 6) recibieron dosis de
irradiacion estimadas similares en tejido normal (7.5-8.4 Gy-Eq.) lo que revela que la
diferencia en la respuesta del tejido normal no se podria atribuir a una diferencia en la
dosis de irradiacion. Diferencias potenciales y a veces inesperadas en la
radiosensibilidad entre animales requiere ser cauteloso en no llegar a la méaxima
tolerancia del tejido normal. Hasta el momento no es posible determinar la
concentracion de boro “on line” en forma no invasiva en el tejido durante el BNCT. En
consecuencia la componente de dosis de irradiacion boro solo se puede estimar en base

a estudios de biodistribucién previos que impiden célculos dosimétricos exactos.

Dado que la fluencia térmica en el RA-1 fue baja (10 min. de irradiacion) y
teniendo en cuenta que se exponia el cuerpo entero del animal, sin blindaje, el principal
“end point” que quisimos determinar fue la seguridad. En este sentido no se observaron
efectos radiotoxicos como se pudo evaluar en términos de sintomas clinicos,
observacién macroscopica, analisis de laboratorio y estudios histopatoldgicos del
material de autopsia. Fue sorprendente que con dosis fisicas al tumor de alrededor de 1
Gy, fue posible alcanzar un control tumoral parcial en términos de disminucion del
crecimiento y necrosis parcial. Dentro de este contexto podriamos especular que este
efecto sobre el tumor se deberia a la diferente composicion de neutrones rapidos en el
RA-1 en comparacion con la composicion del RA-6 (ANESS, 2004; Calzetta O y
col.,2002), ya que se sabe que los CCE son especialmente sensibles a los neutrones
rapidos (Mardynskii y col., 1997). A pesar que ambos reactores tienen un flujo de
neutrones rapidos similar y un 15-20 % de neutrones rapidos como componente del haz,

cabe destacar que de acuerdo con una caracterizacion preliminar del RA-1 habria una
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proporcion de neutrones rapidos de muy alta energia (méas de 1.33 MeV) que estaria

aportando un mayor efecto sobre el tumor.

El hecho que el BNCT mejoro6 la condicion clinica de los animales y prolong6 su
sobrevida més alla de su condicion terminal en el momento de incluirlos en el estudio
fue claramente un logro. Sin embargo, el pequefio nimero de muestras, solo nos permite
interpretar este hallazgo como una tendencia. También fue posible demostrar dentro de
estas condiciones la posibilidad de realizar dos tratamientos de BNCT con baja dosis,

separados entre si 7.5 meses, sin efectos radiotdxicos significativos sobre el animal.

En todos los casos hemos podido demostrar que el BNCT mediado por BPA es
capaz de inducir un control tumoral parcial en términos de una detencion del
crecimiento tumoral y una significativa reduccion en el volumen tumoral, el desarrollo
de focos necréticos y la induccion de dafio celular en el tejido tumoral sin
radiotoxicidad significativa en el tejido normal. El control tumoral fue claramente méas
marcado en los pacientes 2 y 4 que en los otros gatos. Esta diferencia podria estar
asociada al mayor contenido de boro en el tumor en estos pacientes, ambos con CCE
muy avanzados. Si estudios futuros confirman que tumores menos avanzados
incorporan bajas cantidades de boro al administrar BPA, entonces el BNCT-BPA podria
no ser una opcion adecuada para CCE en un estadio temprano. También seria
importante, estudiar la biodistribucién de combinaciones de compuestos con diferentes
mecanismos de incorporacion para lograr mayores concentraciones absolutas de boro en

el tumor asi como también una distribucion mas homogénea.

El paciente 4 (Rulito) presentd una marcada reduccion en el volumen tumoral
después de lo cual el tumor siguid creciendo, por lo cual no se vio una remision
completa del tumor. Este hallazgo se podria atribuir al hecho que la dosis de irradiacion
en profundidad fue insuficiente en este tumor muy grande. Esto coincide con lo
observado por Kato y colaboradores (2004), que realizaron 2 y hasta 3 aplicaciones de
BNCT en tumores de cabeza y cuello recurrentes debido a una insuficiente dosis en

profundidad en tumores grandes.

Verénica A. Trivillin 114 Tesis de Doctorado



CONCLUSIONES

De este estudio podemos concluir que el BNCT mediado por BPA es capaz de
inducir un control tumoral parcial en tumores de cabeza y cuello espontaneos en
pacientes felinos sin significativa radiotoxicidad en el tejido normal. Sin embargo,
indudablemente seria necesario incrementar la eficacia terapéutica del BNCT. El
presente estudio sugiere que es necesario optimizar el tratamiento en términos de
incrementar la dosis de irradiacion en profundidad en tumores grandes y mejorar la
llegada de boro al tumor. La dosis de irradiacion en profundidad se podria mejorar
aplicando mas de un tratamiento de BNCT (Kato y col., 2004), o0 mejorando el flujo de
neutrones térmicos en profundidad (Nievaart y col., 2006). El éxito del BNCT se basa
en minimizar la dosis al tejido normal y maximizar la dosis al tejido tumoral. Sin
embargo, para que el BNCT sea terapéuticamente 6ptimo, debe actuar en todas las
poblaciones tumorales dentro de un tumor heterogéneo. En este sentido, se ha postulado
(por ejemplo Ono y col.,, 1999) que la administracion combinada de diferentes
compuestos borados con diferentes propiedades y mecanismos de captacion
complementarios pueden incrementar el efecto terapéutico del BNCT. Dentro de este
contexto, reportamos un notable/marcado control tumoral sin aparente radiotoxicidad en
tejido normal en el modelo de céncer oral de la bolsa de la mejilla del hamster con
BNCT mediado por BPA+GB-10, administrados en forma combinada. Se justifican
estudios futuros para evaluar la potencial eficacia en un escenario preclinico de este
protocolo de llegada de modo dual a nivel celular (componente de dosis de irradiacion
de boro del BPA) y a nivel vascular (componente de dosis de irradiacion de boro del

GB-10), que ha sido muy efectivo en nuestro modelo experimental de CCE.
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