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Estudios de biodistribucion y eficacia terapéutica in vivo de la Terapia por
Captura Neutronica en Boro (BNCT) en modelos experimentales de cancer

Resumen

El desafio en las terapias oncoldgicas es desarrollar estrategias que dafien selectivamente
a las células malignas, minimizando el efecto en tejidos normales. La terapia por Captura
Neutrénica en Boro (BNCT) brindaria esta posibilidad. BNCT aplica la tecnologia nuclear al area
biomédica y es una modalidad de tratamiento binario que combina la administracion de
compuestos borados que se acumulan selectivamente en el tumor y la irradiacidon externa con
neutrones. El '°B interactia con neutrones de baja energia desencadenando una reaccién de
captura que da lugar a la formacién de una particula alfa (*He) y un nucleo de ’Li de alta
transferencia lineal de energia (LET), rango corto (5 a 10 micrometros) y alta eficacia bioldgica
relativa (RBE). Esta modalidad terapéutica permitiria asi dafar los tejidos tumorales sin producir
dafio significativo al tejido normal.

Nuestro grupo propuso y demostrd por primera vez la eficacia terapéutica de BNCT para el
tratamiento del cancer oral en un modelo experimental en la bolsa de la mejilla del hamster.
Nosotros analizamos distintos agentes portadores de boro y protocolos de administracion, como
asi también evaluamos nuevos protocolos de tratamiento y algunos aspectos del mecanismo de
accion de BNCT. El objetivo general de éste trabajo fue realizar estudios de biodistribucion de boro
empleando diferentes portadores y/o estrategias de administracion de compuestos borados en los
modelos experimentales de cancer oral en hamster, de metastasis colorrectal en higado o en
pulmodn de ratas BDIX y en pulmdn normal de oveja, para evaluar la potencial ventaja terapéutica
para BNCT de nuevos compuestos transportadores de boro y/o nuevas estrategias de
administracion. A partir de los estudios de biodistribucion en el modelo experimental de cancer
oral en hamster se seleccionaron dos de los protocolos con potencial terapéutico y se estudié la
eficacia terapéutica y la potencial radiotoxicidad de BNCT in vivo.

Los estudios de biodistribucion y farmacocinética con los distintos protocolos de
administracion de compuestos borados en los diferentes modelos experimentales in vivo
demostraron la incorporacion selectiva de boro al tumor en cantidades potencialmente
terapéuticas que no provocarian dafio significativo al tejido normal. Los resultados de los estudios
de BNCT in vivo realizados mostraron un aumento de la eficacia terapéutica de BNCT para el
tratamiento de cdncer oral sin radiotoxicidad aparente.

Palabras clave: Captura Neutrdnica en Boro; BNCT; modelos experimentales de cdncer in vivo;
estudios de biodistribucién de boro; estudios de eficacia terapéutica de BNCT.



In vivo studies of Boron Neutron Capture Therapy (BNCT) in experimental
cancer models: boron biodistribution and therapeutic efficacy

Abstract

The challenge of oncological treatments today is to develop strategies that will damage
tumor cells selectively, while preserving normal tissue. Boron Neutron Capture Therapy (BNCT)
would afford that possibility. BNCT applies nuclear technology to biomedicine and is a binary
treatment that combines the administration of boron carriers that are taken up preferentially by
neoplastic tissue and irradiation with a thermal/epithermal neutron beam. The high linear energy
transfer (LET) alpha particles and recoiling lithium-7 (’Li) nuclei emitted during the capture of a
thermal neutron by a boron-10 (*°B) nucleus have a high relative biological effectiveness (RBE).
Their short range in tissue (6-=10 pm) would limit the damage largely to cells containing '°B. In this
way, BNCT would target neoplastic tissue selectively, sparing normal tissue.

Our group proposed and demonstrated for the first time the therapeutic efficacy of BNCT
for the treatment of oral cancer in an experimental model in the hamster cheek pouch. We
assessed the therapeutic potential of different boron carriers and administration protocols, novel
treatment strategies and some aspects of the mechanisms involved in the effect of BNCT on tumor
and normal tissues. The general aim of the present study was to perform boron biodistribution
studies with different boron carriers and/or administration protocols in experimental models of
oral cancer in hamster, colorrectal cancer liver metastasis and diffuse lung metastasis in BDIX rats
and in a preclinical sheep model of healthy lung to evaluate the potential therapeutic advantage
for BNCT of new boron compounds and/or novel administration strategies for different tumor
types and localizations. Based on the biodistribution studies in the experimental model of oral
cancer in the hamster cheek pouch we selected two of the protocols with therapeutic potential for
evaluation in radiobiological BNCT studies. We studied the therapeutic efficacy and potential
radiotoxicity of these protocols in vivo.

The biodistribution and pharmacokinetic studies with the different administration
protocols employing different boron compounds in the various experimental models in vivo
evidenced the selective tumor uptake of therapeutically useful boron concentration levels that
would not cause significant damage to normal tissue in the treatment volume. The in vivo BNCT
studies showed improved therapeutic efficacy of BNCT for the treatment of oral cancer without
radiotoxicity.

Key words: Boron Neutron Capture Therapy; BNCT; in vivo models of cancer; boron biodistribution
studies, studies of the therapeutic efficacy of BNCT.
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Introduccion

1. Consideraciones generales sobre el cancer y las terapias actuales

1.1 Aspectos generales del cancer y sus terapias actuales

El cdncercomprende un grupo de enfermedades que comparten una serie de caracteristicas
comunes, principalmente fallas en la regulacion del crecimiento (Gémez y Alonso, 1° edicién
1998). A pesar de los afos de investigacion dedicados por la comunidad cientifica, no se ha
logrado aun una cura definitiva.

Las primeras evidencias de que el cadncer era una enfermedad genética se sitlan a principios
del siglo XX (1914), cuando Theodore Boveri concluyd, a partir de experimentos realizados en
erizos de mar, que las alteraciones del crecimiento y desarrollo relacionadas con el cancer en
especies animales podian deberse a anormalidades cromosdmicas (Gémez y Alonso, 1° edicién
1998). Un siglo después que Theodore Boveri presentara éste punto de vista conocido como
“Teoria de la Mutacién Somatica de la Carcinogénesis” (Somatic Mutation Theory, SMT), otros
grupos de cientificos como Soto y Sonnenschein, adhirieron a una teoria alternativa, denominada
“Teoria de la Organizacion del Campo Tisular” (Tissue Organization Field Theory of carcinogenesis
and metastasis, TOFT), la cual postula que el cancer es una enfermedad transmitida por el tejido y
que la proliferacion es el estado por defecto de todas las células (Soto y Sonnenschein, 2011,
2013). Aunque la SMT no ha sido comprobada fehacientemente, sigue siendo en la actualidad la
teoria prevalente del origen del cancer, que intenta explicar cémo surgen las neoplasias y como se
desarrollan los tumores (Soto y Sonnenschein, 2011).

Podemos entonces definir al cancer como una enfermedad multigénica y multicelular que
puede originarse en todos los tipos celulares y 6rganos con una etiologia multifactorial (Baskar et
al., 2012). En el cancer se producen cambios dindmicos en el genoma de las células, basados en
mutaciones que producen oncogenes y genes supresores de tumores, ya sea en células cancerosas
humanas y de animales (Hanahan yWeinberg, 2000). También podemos agregar que las
caracteristicas del cancer no sélo son el resultado de mutaciones oncogénicas, sino que ademas se
encuentran influenciadas por propiedades bioquimicas y biomecdanicas de las estructuras que
rodean al tumor (ej. matriz extracelular). Durante la progresion tumoral, los tumores se
desarrollan a partir de poblaciones de células heterogéneas que contienen diferentes mutaciones
oncogénicas, las cuales pueden interactuar con el microambiente tumoral de diferentes maneras
(Pickup et al., 2014).

Hace mads de 10 aios, los investigadores Hanahan y Weinberg, enumeraron seis alteraciones
esenciales en la fisiologia celular que colectivamente establecen el crecimiento maligno de un
tumor, a las cuales llamaron “Sefias de Identidad”. Estas son: autonomia en las sefiales de
crecimiento, insensibilidad a las sefales de inhibicion del crecimiento, evasién de la apoptosis,
potencial replicativo ilimitado y angiogénesis continua e invasién de tejidos y metdstasis (Hanahan
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yWeinberg, 2000). En el afio 2011, estos mismos autores plantearon agregar dos caracteristicas
mas, a las seis ya existentes: capacidad de reprogramar el metabolismo celular para favorecer la
proliferacién y capacidad de evadir el sistema inmune. En el mismo trabajo establecieron que la
mutacion, la inestabilidad gendmica, la promocion tumoral por parte de la inflamacién y la
constitucidon de un microambiente tumoral sonelementos decisivos para la adquisicidon de estas
“Sefas de Identidad” (Hanahan y Weinberg, 2011) (Fig. 1I).
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Fig.11. Alteraciones fisioldgicas en el crecimiento de un tumor maligno “Sefias de Identidad” (Hanahan y Weinberg,
2011).

Sin embargo, éste modelo de sefias que acepta la teoria SMT, fue criticado por
investigadores que suscriben a la teoria opositora TOFT por considerarla, entre otras cosas, poco
efectiva en el disefio de protocolos de tratamiento del cancer, ya que a pesar de los avances en la
reduccion de las tasas de mortalidad, persisten las disparidades en los resultados de los pacientes
(Soto y Sonnenschein, 2013).

La década pasada ha sido testigo de un gran salto en la comprension de los mecanismos
moleculares implicados en la patogénesis y progresion tumoral y diversas modalidades de
tratamiento para controlar esta enfermedad compleja (Baskar et al., 2012). Sin embargo, el cancer
también puede asumirse como una enfermedad ambiental, ya que en el 90 - 95% de los casos se
debe a modificaciones en el estilo de vida y factores ambientales; sélo el 5 - 10% de los canceres
se producen debido a una anormalidad heredada de la madre o del padre. Por lo tanto, el cancer
es considerado en gran medida una enfermedad prevenible (Baskar et al., 2012).

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) el cancer es la principal causa de muerte a
escala mundial. Se le atribuyen 8,2 millones de defunciones ocurridas en todo el mundo en el afo
2012.Los principales tipos de cancer son los siguientes: pulmonar, hepatico, gastrico, colorrectal,
mamario y esofagico (http://www.who.int).



La Argentina, segun el instituto Nacional del Cancer (INC), se encuentra dentro del rango de
paises con incidencia de cancer media-alta (172,3-242,9 x 100.000 habitantes) de acuerdo a las
estadisticas dela IARC (International Agency for Research of Cancer) en el afio 2012. El cancer de
mayor incidencia en mujeres es el de mama con una tasa de 71 casos por cada 100.000 mujeres,
seguido por los canceres masculinos de prdstata (44 cada 100.000 hombres) y pulmon (32,5 cada
100.000 hombres) (http://www.msal.gov.ar).

A pesar de la disminucién de las tasas de mortalidad relacionadas con el cancer en los paises
desarrollados, se prevé que el nimero de casos de cancer y muertes aumentara a mas del doble
en todo el mundo en los préximos 20 a 40 afios. El incremento previsto sera impulsado en gran
medida por el crecimiento y el envejecimiento de las poblaciones (Baskar et al., 2012).

En los ultimos afios se han logrado avances notables hacia la comprension de las
caracteristicas propuestas de desarrollo y tratamiento del cancer. Sin embargo, con su creciente
incidencia, el manejo clinico de ésta enfermedad sigue siendo un reto para el siglo XXI (Baskar et
al., 2012). En general, el tratamiento de la malignidad tumoral es complejo e implica a menudo un
enfoque multidisciplinario (Wong, 2014).

Los tratamientos de cancer existentes comprenden la cirugia y la radioterapia, la
guimioterapia, la terapia biolégica o inmunoterapia, la terapia hormonal y la terapia génica (una
forma de tratamiento que todavia se encuentra en fase de investigacion) (Chaveli-Lépez, 2014) las
cuales tienen por objetivo eliminar y/o bloquear la proliferacién de células cancerosas.

En la actualidad, la cirugia ha prosperado en el tratamiento de tumores y sigue siendo uno
de los métodos mas comunes para tratar los tumores sélidos primarios (Wong, 2014). En la
mayoria de los casos, el tratamiento se basa en la extirpacion quirdrgica combinada con
radioterapia convencional y/o quimioterapia, pero la extirpacion de un tumor no siempre permite
la remocion total de las células tumorales, las cuales en algunos casos, produciran los
denominados “focos de recidiva tumoral”.

La radioterapia es una modalidad no quirdrgica basada en radiacion ionizante, muy utilizada
en diversas aplicaciones clinicas. Para el tratamiento del cancer es altamente eficaz y se utiliza en
combinacién con la cirugia y la quimioterapia para destruir células cancerosas. Tiene por objetivo
reducir el volumen tumoral, lo cual implica que todos los tipos de células presentes dentro del
campo de irradiacién reciben la dosis de radiacion prescripta (Hellevik y Martinez-Zubiaurre,
2014). Pero, a pesar de que alrededor de la mitad de los pacientes con cancer en paises
desarrollados utilizan radioterapia como tratamiento en algun periodo de su enfermedad, su
potencial curativo se encuentra limitado por la radiorresistencia intrinseca de las células
cancerosas y por la toxicidad que ocurre en las células normales, ya que no siempre es factible
eliminar un tumor sin dafiar las células circundantes (Baskar et al., 2012). La radiorresistencia de
las células tumorales, también explicaria que, a pesar de la probada eficacia de la radioterapia,
muchos pacientes con cancer sufren recurrencias locales y/o diseminacién metastasica (Hellevik y
Martinez-Zubiaurre, 2014). Las reacciones adversas a la radioterapia en pacientes dependen del
volumen y el drea que estd siendo irradiado, de la dosis total suministrada, del fraccionamiento de
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la dosis aplicada, de la edad y condiciones clinicas del paciente y de los tratamientos asociados. Un
pequefio aumento en la dosis a tumor es suficiente para incrementar significativamente la
incidencia de complicaciones (Jhamy da Silva Freire, 2006).

La quimioterapia antineoplasica es otra de las estrategias mas utilizadas en el tratamiento
del céncer, ya sea sola o en combinacidon con otros tipos de tratamientos. Basandose en su
mecanismo de accién, los fdrmacos antitumorales que actuan en el ciclo celular pueden dividirse
en tres categorias: los bloqueadores de la sintesis de ADN (Acido Desoxirribonucleico), los que
provocan dafio al ADNy los que detienen la mitosis (Calderon et al., 2014). El principal
inconveniente de la quimioterapia es la falta de selectividad, ya que actla sobre las células
tumorales y también sobre las células normales con elevada tasa de multiplicacion, tales como
células de la médula dsea, del foliculo piloso y de la mucosa oral y gastrointestinal (Chaveli-Lépez,
2014) y ésta falta de selectividad de dafio provoca importantes efectos téxicos (Ruiz Esquide et al.,
2011). Los farmacos anticancerosos tienen farmacocinética y toxicidad variables en los distintos
pacientes y no siempre son claras las causas de ésta variabilidad.Sin embargo, con frecuencia las
mismas pueden relacionarse con diferencias interindividuales en el metabolismo de farmacos 6
con interacciones medicamentosas (Goodman y Gilman, 10° edicion 2007). También se puede
considerar que uno de los mecanismos de fracaso terapéutico de farmacos quimioterdpicos se
produce a través de un sistema denominado Resistencia a Multiples Farmacos (RMF), en el cuallas
células cancerosas pueden escapar del efecto toxico de los antineoplasicos mas cominmente
utilizados, a pesar de sus diferentes estructuras quimicas y distintos mecanismos de actividad
intracelular (Liu,2009).

En los ultimos afos, se han desarrollado nuevos sistemas de portadores de agentes
terapeuticos contra el cancer para mejorar la eficacia de entrega de las drogas antineoplasicas a
las células tumorales y minimizar los efectos secundarios sistémicos. En particular, podemos
nombrar a péptidos (ej.Bidwell, 2012), proteinas (Calderdn et al., 2014), lipoproteinas (ej. Sabnis y
Lacko, 2012), sistemas nanométricos que incluyen dendrimeros (ej. Gillies y Fréchet, 2005),
nanocristales (ej. Chithrani, 2010), emulsiones (ej. EIMeshad y Tadros, 2011), liposomas (ej. Arias,
2013), nanoparticulas lipidicas sélidas (ej. Doktorovova et al., 2014), micelas (ej. Jin et al., 2014),
nanoparticulas poliméricas (ej. Sadat Tabatabaei Mirakabad et al., 2014), nanovectores (Sakamoto
et al., 2007), particulas magnéticas (Martel, 2014), entre otros.

La inmunoterapia recientemente ha comenzado a mostrarse como un potencial tratamiento
para diversos tipos de cancer. En este caso, los virus oncoliticos solos o modificados por ingenieria
genética son los sistemas de entregaque pueden infectar y eliminar selectivamente a las células
tumorales. La identificacion de puntos de control inmunoldgicos sugieren que ésta estrategia de
terapia puede activar la inmunidad antitumoral sostenida y que con la coadministraciéon de un
agente terapéutico tradicional puede generar mayor resultado clinico para los pacientes con
cancer. Aunque en la actualidad existen diferentes ensayos clinicos con éste tipo de terapia (ej.
Suriano et al., 2013) los virus oncoliticos han tenido un éxito limitado como monoterapia para el
tratamiento del cancer debido a cuestiones en materia de seguridad (Bauzon y Hermiston, 2014).



La introducciéon de la hormonoterapia en el tratamiento del cancer se basa en la
observacidn clinica de que determinados tumores presentan un crecimiento hormonodependiente
y de que su desarrollo puede ser frenado mediante manipulaciones hormonales. Las ventajas de
ésta terapia incluyen menor toxicidad que la quimioterapia y la determinacion de receptores
hormonales en tejido tumoral, a partir de los cuales se seleccionan a los pacientes candidatos a
esta modalidad de tratamiento. Las principales limitaciones de la hormonoterapia son que es una
variante de tratamiento paliativo y que la respuesta suele ser tardia y frecuentemente va
precedida por una fase de exacerbacion. Los tres tejidos hormonodependientes por excelencia son
la mama, el endometrio y el tejido prostatico. La hormonoterapia tiene su principal indicacion en
los tumores que tienen su origen en estos tejidos(http://www.sefh.es)

La terapia génica se puede definir como el conjunto de técnicas que permiten vehiculizar
secuencias de ADNo de ARN (Acido Ribonucleico) al interior de células diana, con el objetivo de
modular la expresion de determinadas proteinas que se encuentran alteradas, revirtiendo asi el
trastorno bioldgico que ello produce. En funcion del tipo de célula diana, existen dos modalidades
de terapia génica: de células germinales y de células somaticas. La terapia génica requiere que se
transfieran eficientemente los genes clonados a células enfermas, de manera que los genes
introducidos sean expresados en cantidades adecuadas. Tras la transferencia génica, los genes
insertados se pueden llegar a integrar en los cromosomas de la célula, o bien quedar como
elementos genéticos extracromosdmicos (episomas). La terapia génica fue inicialmente concebida
como una forma de tratamiento de enfermedades genéticas causadas por mutacién de un sélo
gen (monogénicas), pero para el caso del tratamiento del cancer, no se trata de corregir un
defecto genético, sino de utilizar la manipulacion génica para dotar de una nueva propiedad a las
células, que permita aprovecharlas en algin aspecto de la patologia oncoldgica con fines
terapéuticos (http://www.sefh.es, Curiel et al., 2000).

En los ultimos afios se han realizado varios esfuerzos para desarrollar terapias para el
tratamiento del cdncer con el objetivo de dafar especifica y selectivamente las células tumorales,
preservando el tejido normal (Chaveli-Lopez, 2014). Dentro de ellas, podemos citar a las Terapias
Binarias, las cuales combinan dos componentesque, por separado, no causan dafio significativo,
pero sélo cuando ambas se encuentren juntas se obtendra un resultado terapéutico en el tumor
(Barth et al., 1990). Un ejemplo de éste tipo de terapia es la Terapia Fotodinamica (PDT)(Hong et
al., 2015).

BNCT o Terapia por Captura Neutrdnica en Boro es parte de la generacion de terapias
alternativas para el tratamiento del cancer que también puede ser descripta como una Terapia
Binaria. BNCT se basa en la reaccion de captura que se produce entre atomos de boro (primer
componente) transportados por un agente portador, que se depositan selectivamente en el tumor
y neutrones térmicos (segunda componente). Cuando el boro 10 y los neutrones térmicos
reaccionan entre si, generan particulas ionizantes, de corto alcance y letales para la célula. De esta
manera se dafiaria el tumor, preservando el tejido normal (Coderre y Morris, 1999). Si definimos a
la hadronterapia como el tipo de terapia que emplea hadrones (particulas pesadas cargadas:
protones e iones pesados) para el tratamiento de tumores, BNCT podria considerarse una
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hadronterpia no convencional, ya que los principales efectores del dafio tumoral son particulas de
radiacion ionizante.

Dado que BNCT es un tratamiento biolégicamente selectivo debido al uso de compuestos
borados que se acumulan preferencialmente en células cancerosas, tiene el potencial de destruir
células malignas que se encuentren dispersas en el parénquima del tejido sano (Miyatake et al.
2016).Esta caracteristica de BNCT permite un “targeting biolégico” en lugar de un “targeting
geométrico”, siendo una de las principales ventajas respecto de la radioterapia convencional.Esto
conviertea BNCT en una de las alternativas mas prometedoras, ya que no es necesario conocer a
priorila localizacién de las células tumorales para llevar a cabo su destruccion y pueden tratarse
metdstasis difusas, asi como tumores primarios difusos y otros tipos de tumores que son
inoperables por su localizacién anatdmica, y/o refractarios a los tratamientos convencionales
(Barth et al., 2012).

Resumiendo, podemos definir a BNCT como una aplicacidon de la tecnologia nuclear al area
biomédica cuyo objetivo es dafiar al tejido neoplasico, disminuyendo la toxicidad y los efectos
secundarios adversos en los tejidos sanos circundantes. BNCT es una terapia binaria, que puede
ser considerada como una hadronterapia no convencional, quese basa en la acumulacion selectiva
de compuestos portadores de °B en el tumory la subsiguiente irradiacion externa con neutrones
térmicos o epitérmicos.La reaccion de captura entre el neutrén térmico y un dtomo de '°B genera
particulas ionizantes de alta transferencia lineal de energia (Lineal Energy Transfer, LET) y corto
alcance en el tejido. De este modo, las particulas generadas provocan un dafio significativo en el
tumor, causando menor dafio al tejido circundante.

1.2 Aspectos generales sobre las radiaciones

Se denomina radiacion ionizante al agente fisico que forma iones, es decir, particulas
eléctricamente cargadas que depositan su energia en los tejidos que atraviesan. Las radiaciones
ionizantes se dividen en corpusculares o electromagnéticas. Las radiaciones corpusculares estan
representadas por electrones, protones y neutrones, mientras que las radiaciones
electromagnéticas, también llamadas fotones, comprenden los rayos X y los rayos gamma (Jhamy
da Silva Freire, 2006). Los rayos X y los rayos gamma son radiaciones escasamente ionizantes,
consideradas de bajo LET, compuestos de particulas de energia sin masa llamadas fotones. Los
rayos X son generados por un dispositivo que excita a los electrones (por ejemplo, tubos de rayos
catodicos y aceleradores lineales), mientras que los rayos gamma se originan enla desintegracién
de sustancias radiactivas, por ejemplo cobalto-60 (*°Co), radio-222 (**°Ra) y cesio-137 (**'Cs)
(Baskar et al., 2012).

La radiacion ionizante es un agente fisico que se utiliza para destruir eficazmente células
cancerosas de manera no especifica (Hellevik y Martinez-Zubiaurre, 2014). Los efectos bioldgicos
ocasionados por el recorrido de particulas cargadas a través de un tejido de células de mamifero,
se reconocen mediante las lesiones al ADNnuclear y las respuestas celulares que provocan (Kassis
y Adelstein, 2005).



La distribucién de las ionizaciones dentro del ADN y el tipo de lesiones generadas
dependeran de la naturaleza de la particula incidente y de su energia. Las particulas a producen
alta densidad de ionizacion a lo largo de una trayectoria lineal, mientras que las ionizaciones que
provocan las particulas B a lo largo de la trayectoria lineal son menos frecuentes. Los electrones de
baja energia (por ejemplo electrones Auger) generan grupos de alta densidad de ionizacion a lo
largo de un camino irregular (Kassis y Adelstein 2005). Las radiaciones sin carga, como los rayos
gamma o los neutrones, interactian con el medio bioldgico transfiriendo su energia a particulas
cargadas del mismo medio. Luego estas particulas cargadas, denominadas secundarias, ceden su
energia a la materia.

Existe un acuerdo general de que el blanco principal de los efectos bioldgicos de la radiacion
ionizante es el ADN (Kassis y Adelstein, 2005). Los dafios al ADN pueden ser doble o simple
cadena,y ocurren mediante dos efectos principales: efecto directode la radiacién,causado por
interaccion directa de la radiacion con el ADN y efecto indirectosobre el ADN, en el cual se
generan radicales libres, derivados de la ionizacidén del agua y estabilizados por el oxigeno, que
difunden a pocos nanémetros de distancia (Kassis y Adelstein, 2005;Jham y da Silva Freire, 2006;
Baskar et al., 2012) (Fig. 2I). Generalmente, los dafios doble cadena enel ADN tienen una baja tasa
de reparacion y son responsables de la muerte celular, tanto de células cancerosas como
normales.

Oxygen fixes damage:
R* + O, — RO,"— ROOH

H [Indirect action
OH*® H__\O

H/\

Direct action

Fig. 21 Efectos (directo o indirecto) del dafio al ADN por accién de la radiacidn ionizante en las células(Baskar et al.,
2012).

Las radiaciones ionizantes actuan sobre el ADNgenerando mutaciones genéticas,
aberraciones cromosomicas, pérdida de la capacidad reproductiva y muerte celular (Jham y da
Silva Freire, 2006; Lorimore et al., 2003).Estos efectos son convencionalmente atribuidos a un
cambio irreversible, resultante de la deposicién de energia de la radiacion ionizante en el ADN de
la célula irradiada, ya sea durante el procesamiento y reparacién enzimatica del dafio al ADN o
durante la replicacion del ADN. Por consiguiente, ha sido ampliamente aceptado que la mayoria de
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estos cambios tienen lugar inmediatamente después de la exposicién a la radiacion (Lorimore et
al.,, 2003). La radiacion también puede afectar y destruir otras biomoléculas como elARN vy
proteinas, las cuales influyen en la maquinaria de reparacion del dafio al ADN (Barth et al., 1990).

Las principales formas de muerte celular debido a la interaccidn con la radiacién ionizante
son la apoptosis y la catdstrofe mitdtica. Ademads, pueden ocurrir necrosis y autofagia, o la célula
puede entrar en estado de senescencia. El mecanismo preciso por el cual se induce uno u otro tipo
de muerte celular no ha podido ser dilucidado (Baskar et al., 2012).

Los efectos de la exposicion a la radiacion dependen del tipo de tejido expuesto (Hashibe
et al., 2005).Dado que el ADN se duplica durante el proceso de mitosis, las células con un alto
grado de actividad mitdtica son mas sensibles a la radiacion que las de bajo indice mitético (Jhamy
da Silva Freire, 2006). Por ejemplo, las células en proliferacion, como las del sistema
hematopoyético y las del epitelio intestinal, son las mas sensibles a la radiacion (Hashibe et al.,
2005).

Debido a los efectos de la radiacion ionizante sobre los tejidosdescriptos anteriormente,
ésta puede ser utilizada, entre otras aplicaciones, para destruir eficazmente células cancerosas de
manera no especifica (Hellevik y Martinez-Zubiaurre, 2014). La energia depositada por las
radiaciones ionizantes puede matar a las células cancerosas o causar cambios genéticos
qgueconlleven a la muerte celular (Baskar et al., 2012).

Los tumores malignos pueden ser considerados radiosensibles (leucemia, linfomas, tiomas,
seminomas), moderadamente radiosensibles (carcinomas de células basales o escamosas,
adenocarcinomas) o radioresistentes (liposarcoma, neurofibrosarcoma, osteosarcoma, tumor de
parétida y condrosarcoma). La radiosensibilidad o radiorresistencia en tumores esta determinada
por diferentes factores, entre ellos podemos citar los siguientes (Fritz-Niggli, 1995):

Radiorresistencia
a. Presencia de células hipdxicas: la ausencia de oxigeno significa menor efecto de la radiacion

b. Reoxigenacion:como consecuencia de la reduccion del tamafio tumoral y de mejor
suministro sanguineo al tumor, 6 migracion de células hipdxicas a regiones con mayor
contenido de oxigeno

c. Cinética celular: los tumores de crecimiento lento son mas radioresistentes

d. Proporcion de células en fases de crecimiento radioresistentes: en tumores
radioresistentes diferenciados la mayoria de las células se encuentran en fase Gg

Radiosensibilidad
a. Tamafio tumoral: cuanto mas pequefio es el tumor, mayor radiosensibilidad

b. Capacidad de reparacién: cuanto mayor es la capacidad de reparacién del tejido sano,
mayor sera la dosis que se puede administrar al tumor



c. Tiempo de duplicacién: los tumores no diferenciados radiosensibles poseen menor tiempo
de duplicacion celular

d. Estadios de diferenciacion: por ejemplo, los carcinomas no diferenciados son mas
radiosensibles

El primer uso clinico de la radiacidn para el tratamiento del cancer se registré a finales del
siglo XIX, poco después de que Roentgen describiera a los rayos X en 1895 (Baskar et al.,
2012).Desde ese momento, la terapia por radiacion se ha convertido en una especialidad médica
reconocida como Oncologia Radioldgica. Hoy en dia en la practica clinica, la mayoria de los
tratamientos radioterapéuticos son realizados mediante el uso de fotones (Jham y da Silva Freire,
2006).La dosis de radiacion ionizante que se administra habitualmente depende de factores tales
como la localizacion de la neoplasia, el tipo de malignidad, la sensibilidad de los tejidos normales
circundantes vy si la radiacién se utiliza como Unico tratamiento (Wong, 2014). Aproximadamente
un 50% de todos los pacientes con cancer reciben terapia por radiacion durante el curso de la
enfermedad, pero aunque en las ultimas décadas se ha avanzado en la entrega precisa de la
radiacion al sitio del tumor, no siempre es factible eliminar un tumor sin dafiar el tejido normal
circundante (Baskar et al, 2012).

Existen dos formas de administrar radiacién para el tratamiento del cancer denominadas
radioterapia externa o interna. La forma mas comun en el ambito clinico es la radiacion externa,
en la cual la radiacion de alta energia (fotones, protones o radiacion de particulas) es entregada
desde afuera del cuerpo hacia el lugar donde se encuentra el tumor. El tratamiento con
radioterapia externa administrada en un régimen fraccionado aumenta la ventaja de supervivencia
de los tejidos normales sobre las células cancerosas, en gran medida, porque las mismas poseen
una mejor reparacién del dafio sub-letal debido a la radiacion. El tejido canceroso prolifera mas
rapidamente en comparacién con las células normales, que lo hacen mds lentamente y, por lo
tanto, tienen mas tiempo para reparar los dafios antes del proceso de replicacion. Las
observaciones iniciales de los efectos de la radioterapia fraccionada en la década de 1920 se
basaron en la comparacién de diferentes esquemas de tratamiento basados en la dosis total, el
numero de fracciones y el tiempo de tratamiento global. Los regimenes actuales se basan en la
formula cuadratica lineal que considera los factores de dosis-tiempo para tumores individuales y
tejidos normales. Hoy en dia, un régimen tipico de radioterapia consiste en fracciones diarias
suministradas durante varias semanas (Baskar et al., 2012).

En el caso de radioterapia interna, la radiacién es entregada desde el interior del cuerpo por
medio de fuentes radiactivas selladas en catéteres o semillas, directamente en el sitio del tumor.
Esta modalidad, denominada braquiterapia, se utiliza en particular en el tratamiento de rutina de
neoplasias ginecoldgicas y de préstata (Baskar et al., 2012).

Dado que BNCT es una clase de radioterapia que utiliza radiacion ionizante para provocar
dafios selectivos al tejido neopldsico, podemos sefalar que la estrategia en la que se basa,

consistiria en que la radiacion causante de la muerte de las células cancerosas, se genera dentro
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del tumor mediante la reaccién de captura neutrdnica entre el °B y los neutrones térmicos, que
produce particulas del alto LET, siendo éstas los verdaderos efectores del dafio celular. Por lo
tanto, aunque el tratamiento de BNCT y la braquiterapia son consideradas modalidades de
radioterapia interna, se diferencian en el origen de la radiacidn ionizante.

2. Terapia por Captura Neutrdonica en Boro (BNCT)

En 1932 Sir James Chadwick descubrid los neutrones y tres afios después fue galardonado
con el Premio Nobel de Fisica. Al afo siguiente de esta distincién, en 1936, Gordon Locher
introdujo el concepto de terapia binaria para el tratamiento del cancer como: “en particular, existe
la posibilidad de introducir pequefias cantidades de fuertes absorbentes de neutrones en las
regiones donde se desea liberar energia de ionizacién (por ejemplo, mediante la administracion de
un compuesto soluble, no téxico de boro, litio, gadolinio u oro) en un cancer superficial, seguido
de bombardeo con neutrones lentos” (Salt et al., 2004). A partir de éste nuevo enfoque se
desarrollaron las terapias NCT (Neutron Capture Therapy), de las cuales BNCT (Boron Neutron
Capture Therapy) es la mas utilizada hoy en dia.

BNCTse basa en reacciones nucleares de captura y fision que se producen cuando un dtomo
de '°B (is6topo estable del boro, no radiactivo) es irradiado con neutrones de baja energia (0,025
Ev) (Barth et al., 2012). Este atomo de boro, adquiere un neutrén, desencadenando una reaccion
de captura que da lugar a la formacién de un dtomo de !B que se escinde o fisiona generando una
particula alfa (*He) y un nucleo de ’Li, ambas de alta transferencia lineal de energia (LET), que son
emitidas en direccionesopuestas (Coderre y Morris, 1999; Coderre et al., 2003). (Fig. 3I).

[+
E, = 1.47 MeV, §

Neutron y —ﬁlls MeV
' (94%)

s we) @ /s

105 ng
E,<05eV A
t=10"2sec.

E, = 0.84 MeV

Fig.3IReaccion de captura neutrdnica entre 10 y neutrones térmicos o epitérmicos (Byvaltsev et al., 2012).

La reaccién de captura neutrénica que ocurre en BNCT (['°B(n,a)’Li])tiene dos vias posibles
(Coderre et al.,2003):

a. °B+n[%Bp *Hep 'Li+2,3 MeV +7 (0,48 MeV) (94%)
b. °B+n[le} "Hes Li + 2,8 MeV (6%)
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En el 94% de los casos el 'Li queda en estado excitado y regresaa su estado fundamental tras
la emision de un rayo gamma (y), mientras queen el 6% restantees emitido en su estado
fundamental.

El LET es una medida de densidad de las ionizaciones producidas cuando una radiacion
interactia con el tejido (Coderre y Morris, 1999). A mayor LET habra mayor numero
deionizaciones y por lo tanto mayor dafo. Dentro de este contexto, las particulas dealto LET son
mas eficientes en producir dafio que la radiacién de bajo LET, como los rayos X o gamma usados
normalmente en radioterapia (Gabel et al., 1984; Baskar et al., 2012).Las particulas emitidaspor la
reaccién de captura tienen una trayectoria definida, independientemente del espesor de la
muestra.Dado que éstas particulas de alto LET recorren un camino corto en el tejido irradiado
(particula a:9 um vy litio: 5 um), comparable al didmetro celular,los efectos de las mismas se
encuentran limitados a las células que contengan boro (Barth et al., 2005).Dado que se emplean
compuestos portadores de '°B que se incorporan preferencialmente al tejido tumoral (ej. Coderre
y Morris, 1999), éstas reacciones de captura ocurrirdan mayormente en el tejido tumoral. Las
particulas de alto LET, generadas a partir de la reaccién de captura entre el'®B en el tejido
neoplasico y los neutrones térmicos, deben ser suficientes para causar undaio letal o esterilizar
las células donde se produce la reaccién. En las células normales, que contienen menor
concentracionde boro que las células tumorales, se produciran menos reacciones de captura.
Entonces, en teoria, es posible irradiar selectivamente un tumor y células tumorales infiltrantes
asociadas, con dosis Unicas de radiacion de alto LET, sin afectar significativamente el tejido normal
adyacente (Coderre et al., 2003)(Fig.4I).

7 ® 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Cancer cells
v @ Vi
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Fig. 4L.Esquema de la reaccién de captura delOB(n, a)’Lien un tejido. Se representa: (a) la captacién diferencial de 10g
en células cancerosas (verdes) vs células normales (marrones); (b) la irradiacién con neutrones de baja energia y las
reacciones de captura entre ellos y el 198 dentro de las células; (c) destruccion de las células cancerosas como resultado
de la reaccion de captura neutrdnica de boro (http://bnct.kek.jp/eng/target.html)

En todas las modalidades de terapia de radiacidon convencional, la sensibilidad de los tejidos
normales es el factor limitante que determina la dosis que puede ser entregada al tumor. Un
problema particular en la terapia del cdncer por radiacion es el tratamiento de las
micrometastasis. Esto se puede deber a que las mismas son demasiado pequefias para ser
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detectadas por técnicas de imagenes habituales 6 de medicina nuclear, y/o la enfermedad
micrometastasica es demasiado extensa y difusa y el tratamiento causa dafio inaceptable a los
tejidos normales. En este contexto, BNCT es una terapia que tiene el potencial de brindar solucidn
a estas limitaciones ya que las particulas de radiacion de alto LET dafan selectivamente al tumor
preservando al tejido normal y ademas la entrega de ésta radiacién puede producirse en células
individuales o sitios micrometastasicos (Coderre et al., 2003).

Como mencionamos anteriormente, hace 80 afios Locher introdujo el concepto de BNCT, y
lo definié como una modalidad de tratamiento binario que puede actuarselectivamente sobre un
tejido neoplasico (Miyatake et el., 2016). También por aquél entonces se precisé que la seccion
eficaz térmica (oy,), definida como una magnitud escalar de la probabilidad de un nucleo de
absorber o capturar neutrones térmicos, expresadaen unidades de barn, donde 1 barn = 10%cm?,
era independiente de la masa nuclear, pero estaba relacionada con la estructura del nucleo.
Inicialmente, se habian considerado para las terapias de captura neutrdnica (NCT) varios otros

| 235

nucleidos con secciones eficaces elevadas, tales como el °Li y el >**U.Sin embargo, ninguno de ellos

ha sido ampliamente investigado (Tabla 1I). Cuando el ién Li* es administrado con el objetivo de
ser incorporado en forma especifica a tumor, una de las principales desventajas es su facilidad de

| 235

dispersion a través del cuerpo, mientras que el “U es inadecuado debido a su toxicidad inherente

y radiactividad.

Reaccidn de Captura

Isétopo Gy, /barn , .
P w/ Neutrénica

H 5333 (n,p)
®Li 941 (n,a)
1%g 3838 (n,a)
Bed 20600 (n,y)
Bxe* 2720000 (ny)
Sm 40140 (n,y)
BlEy 9200 (ny)
6 60900 (n,y)
Y'Gd 255000 (ny)
i 561 (n,y)
¥yg 2150 (ny)
By 681 (n,f)
2py * 1380 (n,f)
22 Am* 8000 (n,f)

Tabla 11. Secciones eficaces de captura neutrdnica (oy,) aproximadas y tipos de reacciones de captura neutrénica para
isdtopos estables y radioactivos (*)(Salt et al., 2004).
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Otro aspecto a considerar en las terapias NCT son las oy, de los elementos mayoritarios
gue constituyen el cuerpo humano, tales como hidrégeno (H), oxigeno (O), carbono (C) y
nitrégeno (N) (Tabla 2I). Aunque las secciones eficaces para neutrones térmicos de éstos
elementos individuales son bastante insignificantes, la gran cantidad de estos 4&tomos en todos los
tejidos hace que este aspecto se convierta en un factor a tener en cuenta, cuando se consideran
las dosis de radiacién absorbidas por los tejidos sanos.

. % en tejidos
Is6topo oy, /barn ? )

mamiferos
*H 0,333 10,00
Yc 0,0035 18,00
" 1,83 3,00
**o 0,00019 65,00
“Na 0,43 0,11
Mg 0,0053 0,04
s 0,18 1,16
s 0,53 0,20
> 32,68 0,16
K 2,1 0,20
“ca 0,4 2,01
*°Fe 2,57 0,01

Tabla 2I. Secciones eficaces de captura neutrdnica (oy,) aproximadas de los atomos mayoritarios en los tejidos de
mamiferos.(Salt et al., 2004).

El 1B tiene unaseccidn eficaz de captura (c.) de3842,37barn (1 barn =102* cm?) para la
reaccion (n,a)con neutrones térmicos de 0,0253 eV (www-nds.iaea.org). Es un elemento no toxico,
no radiactivo, que luego de la reaccion de captura con neutrones térmicos genera un nucleo
excitado de "B, que se divide instantdneamente en particulas alfa y litio de alta transferencia
lineal de energia y corto alcance. Esto haceque el °B sea un isétopo altamente atractivo para el
tratamiento de células neoplasicas. Por éste motivo ha sido el nucleido deeleccion en el desarrollo
de la Terapia por Captura Neutrdnica, dando origen al tratamiento de BNCT (Salt et al., 2004).

Para que BNCT sea exitoso, es decir queproduzca dafio significativo en las células cancerosas
y dafielo menos posible a las células normales contiguas, debe existir un alto contenido de atomos
de '°B en las células neoplésicas (aproximadamente 20 pg '°B/g de tejido 6 20 ppm '°B) como asi
también un nimero suficiente de neutrones térmicos (aproximadamente 10’ neutrones/seg.cm?)
que al ser absorbidos por los 4tomos de boro desencadenaran la reaccién letal'®B(n,a)’Li (Barth et
al., 2005; Moss et al., 2014). La importancia de que el boro esté confinado preferencialmenteen
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las células tumorales se debe a que el haz de neutrones atraviesa todas las células en el volumen
de tratamiento ylas particulas alfa, generadas por la reaccién del °B con los neutrones térmicos,
tienen una alta eficacia bioldgica relativa (RBE). Se ha demostrado, mediante experimentos con
fuentes de particulas alfa isotdpicas planares, que el nimero de recorridos nucleares de particulas
alfa, requeridas para inducir una lesién letal en una célula, no es constante y varia entre 2 y 6. La
variacién puede atribuirse a las diferencias en el espesor de los nucleos de las diversas lineas
celulares. Para una exposicion en tejido con 10*? neutrones térmicos/cm?, se requiere la presencia
de alrededor de 10° 4tomos de '°B por célula tumoral para producir 2 6 3 eventos de captura de
neutrones en esa célula. Una fluencia de 10% neutrones térmicos/cm?®en presencia de una menor
concentracion de boro en tejido normal causa un efecto tolerable pero no despreciable(Coderre et
al., 2003).La dosis de fondo (irradiacidn sin administracién del compuesto borado) causa un efecto
similar en tejido tumoral y tejido normal. Por ello, se busca maximizar la componente boro de la
dosis y minimizar la dosis de fondo. Una alta concentracién de boro en tumor permite reducir el
tiempo de irradiacion, reduciendo la dosis de fondo (Coderre y Morris, 1999).

2.1 Radiobiologia de BNCT

La radiobiologia de BNCT es compleja debido al campo mixto de radiaciones dealto y bajo LET.
Sin embargo, gran parte de éstacomplejidad ha sido aclarada mediante la combinacion de la
experimentacion traslacional, pre-clinica y el aumento de la experiencia clinica (Coderre et al.,
2003).

La Terapia por Captura Neutrdnica en Boro (BNCT) produce una combinacion de
componentes de dosis de radiacion en los tejidos, con diferentes energias y LET caracteristicos
(Coderre et al., 2003; Hopewell et al., 2011). Dichas componentes pueden clasificarse en:

a) Componentes de dosis derivadas de la reaccion del '°B con los neutrones
térmicos(Componente Boro):

1. Particulas o de 1,47 MeV, rango 9 mm, LET: 196 KeV/m
Particulas de ’Litio de 0,84 MeV, rango 5 mm, LET: 162 KeV/m
Rayos yde 0,48 MeV (94% de las reacciones)

w N

b) Componentes de dosis derivadas de otras reacciones (Componente Fondo 6 Inespecifica):

1. Rayosyde 2,2 MeV, producidos por la captura de neutrones térmicos en el hidrégeno
presente en los tejidos, provenientes de la reaccién *H(n,y) *H

2. Protones de alto LET de 590 KeV, producidos por la captura de los neutrones térmicos en
nitrégeno, provenientes de la reaccién **N (n, p) *C
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3. Protones “recoil” o de retroceso (energia cinética > 10 KeV) generados por la colision de
neutrones rapidos del haz epitérmico con los nucleos de hidrégeno de los
tejidos,provenientes de la reaccién *H(n, n’) p

4. Componente vy del haz de neutrones.

Se asume que éstas diferentes componentes del campo mixto de irradiacidnactian de modo
totalmente independiente, aunque existe algunaevidencia de sinergismo (Hopewell et al., 2011).

La dosis de fondo inespecifica, generada por la inevitable interaccion de los neutrones con los
nucleos de diversos elementos del tejido, esta relacionada directamente con la duracién de la
exposicion en el reactor, y es independiente de la concentracion de boro. Debido a las
componentes de la dosis de fondo que dependeran de la fuente de neutrones que se emplee, la
dosis en el tumor y en tejido normal no aumenta directamente con la concentracién de boro. Por
lo tanto, para maximizar la ventaja terapéutica de BNCT, a igual relacién de concentracién de boro
en tumor/tejido normal y tumor/sangre, serd mas favorable tener mayores concentraciones
absolutas de boro en tumor. Esto permite disminuir el tiempo de exposicion al haz de neutrones,
obteniendo como resultado una reducciéon de la dosis inespecifica que afecta de manera similar al
tumor vy a los tejidos normales (Coderre et al., 1996).

La dosis total de BNCT en un tejido dado es la suma de las diferentes componentes
(Componente Boro+ Componente inespecifica), ycominmente se expresa como dosis absorbida
en unidades de radiacion llamadas Gray (Gy), definida como 1 Gy=Joule/Kg. Sin embargo, dado
que la proporcién de las componentes de dosis en BNCT depende de la fuente de neutrones, una
dosis absorbida total expresada en Gy no necesariamente es igual endos centros detratamiento
distintos. Por lo tanto, es necesarioespecificar cada una de las componentes de dosis por
separado, ya que el efecto bioldgico para una misma dosis dependerd del aporte proporcional de
cada una de ellas.

Con el fin de estimar el efecto de un tratamiento de BNCT, la dosis fisica debe ser convertida
a dosis bioldgica (Horiguchi et al., 2014). El Factor de Eficacia Bioldgica Relativa 6 RBE permite
expresar la dosis absorbida total de BNCT en unidades equivalentes a fotones 6 Gray equivalentes
(Gy-Eqg), denominada dosis total equivalente, y asi aplicar un factor de correccién a la dosis de
acuerdo a su eficacia bioldgica. Para el cdlculo de la “dosis equivalente a fotones”, clasicamente se
multiplicala dosis absorbida en Gy de cada una de las componentes de dosis por un RBE, que se
determina sobre la base de criterios clinicos o experimentales.La medida de RBE de un dado haz
de neutrones, puede serobtenida en ausencia de boro comparando la dosis neutrdnica con la
dosis derayos X suficiente para producir el mismo efecto bioldgico en un sistema dado (Coderre et
al., 2003). Lasdosis expresadas de esta manera equivalente, permiten: (1) comparar los efectos
deBNCT en diferentes animales 6 modelos biolégicos, para los cuales los efectos de la irradiacion
con fotones son conocidos y (2) el uso de Gy-Eqpermitiria comparar las dosis entregadas por
distintas instituciones en las que seaplica BNCT.

Los valores de RBE dependen principalmente de:
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a. Eltipo de tejido a ser irradiado: composicion quimica y radiosensibilidad
b. Neutrones de irradiacion: espectros de energias, alcance y LET
c. Dosis de irradiacion: tasa de dosis neutrdnica y componentes de dosis

d. Parametro elegido para la evaluaciéon del efecto bioldgico 6 “end point”: ej.
descamacion, dano vascular

Seria de gran utilidad establecer valores universales para el RBE de todos los componentes de
dosis en BNCT. Sin embargo, éste tema aun es controversial y a la vez muy interesante como
objeto de estudio para ampliar los conocimientos, ya que actualmente no todas las variaciones del
RBE son consideradas en la planificacion para tratamientos en BNCT (Horiguchi et al., 2014). Segun
las condiciones mencionadas existen diferentes formas de estimar valores de RBE (ej. Gabel et al.,
1984; Coderre et al., 1993; Morris et al., 1994; Coderre et al., 1995; Bond et al., 1995; Fukuda et
al., 1996; Santa Cruz et al., 2004; Gonzalez et al., 2012; Suzuki et al., 2013;Liu et al., 2014).Distintos
datos han sido aportados por diversos centros internacionales con respecto al comportamiento de
las diferentes componentes de la radiacién, que deberian tenerse en cuenta al momento de
concluir resultados. En éste contexto, se ha descripto el fendmeno denominado “supra-aditividad”
que se refiere al hecho de que existen evidencias de que los rayos vy en un ambiente de radiacién
de alto LET se comportancomo si fueran radiacién de alto LET en lugar de bajo LET (Morris et al.,
1996).

Las componentes de dosis con diferentes LET tienen distintos grados deeficacia bioldgica en
tumor y en tejidos normales. Dado que la eficacia terapéutica de BNCT estd
relacionadaprincipalmente con la acumulacién selectiva del transportador de boro dentro del
tumor, el corto alcance de las particulas producidas por la reaccion de capturahace que la
microdistribucién del boro en la célula tumoral seacritica para la eficacia bioldgica.la
microdistribucién del boro dentro de la célulaes uno de los factores mds importantes para estimar
la dosis absorbida dentro delnucleo (Kobayashi y Kanda, 1982).Debido a la variacién en la
localizacién dediferentes agentes de captura dentro de los tejidos, se considera mas apropiado el
uso del término Eficacia Bioldgica del Compuesto 6 CBE, el cual contempla al transportador de
boro utilizado.La forma de administracion del compuesto borado, el patron de distribucidon dentro
de la célula, la dosis administrada y también el volumendel nucleo en la poblacidn celular pueden
influir sobre la determinacién experimental del factor CBE. Los CBE son diferentes a los RBE, ya
gue estan influenciados basicamente por el tipo y la distribucion particular del compuesto borado
en las células y/o tejido, entre otros factores.Es importante que las condiciones experimentales
para la determinacién de los factores de CBE sean lo mas cercanas que sea posible a las
situaciones clinicas (Coderre et al., 1999).

El abordaje experimental para el calculo de los RBE y CBE deberia ser el siguiente:
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Para cada tejido, definir una variable bioldgica o parametro cuantificable que permita
evaluar la respuesta a la radiacion y determinar el nivel de respuesta que se usara, por
ejemplo 1% de sobrevida

Determinar la dosis necesaria para alcanzar la respuesta pre-establecida (por ejemplo
1% de sobrevida) para una radiacion de referencia

Determinar la dosis necesaria para alcanzar la respuesta pre-establecida solo para el
haz de neutrones

Determinar la dosis necesaria para alcanzar la respuesta pre-establecida para el haz de
neutrones en presencia del compuesto de boro

Una vez determinadas estas relaciones de dosis y respuesta, es posible estimar para las
condiciones experimentales establecidas:

a.

b.

C.

El RBE del haz de neutrones,

El RBE de los componentes de alto LET del haz (dosis por captura en nitrogeno de
neutrones térmicos + dosis de protones “recoil” generados por la interaccion elastica
del hidrégeno con los neutrones rapidos),

El CBE para un compuesto borado en particular (Coderre y Morris, 1999).

Podemos decir entonces que, para expresar las dosis entregadas al tumor y los tejidos
normales en Gy-Eq para tratamientos con BNCT, son necesarios los siguientes cdlculos:

a.

b.

Concentracioén de boro dentro del tumor y tejido normal

CBE para el compuesto particular en el tumor y todos los tejidos normales que se
encuentren dentro del campo de irradiacion

RBE de las componentes de alto LET propias del haz para tumor y tejido normal

Recientemente, Gonzalez y Santa Cruz propusieron un formalismo para el célculo de la dosis
isoefectiva (IsoE) como alternativa al tradicional calculo de dosis "equivalente a fotones o pesada".
En ese trabajo, el formalismo considera la reparacion de primer orden de las lesiones sub-letales

por medio del factor generalizado de Lea-Catcheside en el modelo lineal cuadratico modificado, y
también considera el sinergismo de las interacciones entre las diferentes radiaciones. La propuesta
parte de conocimientos bdsicos ampliamente aceptados, y se presenta como un enfoque mas
realista que esencialmente empleatoda la informacidn experimental disponible a partir de

experimentos bioldgicos, a la vez que se presenta como una alternativa de uso simple que puede

ser incluida en los sistemas de planificacion de tratamientos utilizados cominmente en BNCT
(Gonzélez y Santa Cruz, 2012).
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A pesarque la radiobiologia de BNCT ha sido y esta siendo estudiada, uno de los desafios que
persiste es el de estimar con precisidon la dosis de radiacién absorbida por el tumor y los tejidos
normalesdurante la irradiacién (Ono, 2016). Aln con la ultima tecnologia disponible (ej. Kobayashi
et al.,2016), es dificil seguir las concentraciones de '°B en los tumores durante la irradiacién con
neutrones, generando asi un problema en el cdlculo de la dosis de radiacién a tumor. Para
garantizar el efecto terapéutico con BNCT, los tumores deberian ser erradicados utilizando dosis
tolerables a los tejidos normales circundantes al tumor (Fukuda et al., 1999).

2.2 Biodistribucion de compuestos borados

2.2.1 Conceptos generales de Absorcion, Distribucion, Metabolismo y Excrecion de
compuestos (ADME)

La absorcidn, distribucion, metabolismo y excrecion (ADME) de un compuesto o farmaco
suponen su paso a través de las membranas celulares (Fig. 5I).Es indispensable conocer los
mecanismos por medio delos cuales los compuestos las atraviesan, asi como las
propiedadesfisicoquimicas de las moléculas y las membranas quemodifican esta transferencia,
para comprender la disposiciénde los compuestos en el organismo.
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sk SHARMAGO n ELIMINACION
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Fig. 5I. Interaccidn entre la absorcién, distribucién, fijacién, metabolismo y excrecién de un compuesto y sus

concentraciones en el sitio de acciéon (Goodman & Gilman, 12° edicién 2012).

Las caracteristicas del compuesto que permiten pronosticar su desplazamiento
ydisponibilidad en los sitios de accidén son su tamaio y formas moleculares, grado de ionizacidn,
solubilidad relativa en lipidosde sus variantes ionizada y no ionizada y su enlacecon las proteinas
séricas e histicas (tisulares). En la mayor parte de loscasos, el farmaco 6 compuesto debe atravesar
las membranas plasmaticasde varias células para alcanzar su sitio de accién. Si bienlas barreras
para el desplazamiento de los compuestos puedenser una sola capa de células (ej. epitelio
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intestinal) o varias capasde células y proteinas extracelulares adjuntas (ej. piel), lamembrana
plasmatica representa la barrera mas comun para la distribucion de loscompuestos (Goodman
yGilman, 12° edicion 2012).

Las drogas o compuestos atraviesanlas membranas ya sea por transporte pasivo o por
mecanismosque comprendenla participacion activa de ciertos componentes dela misma (Fig. 6I).
En el transporte pasivo, la molécula del farmaco penetrapor difusion siguiendo un gradiente de
concentracidon gracias asu solubilidad en la bicapa lipidica. Este tipo de transferencia es
directamente proporcional a la magnitud del gradiente de concentraciéna través de la membrana,
al coeficiente de reparto entrelipidos y agua del farmaco y a la superficiede la membrana quetiene
contacto con el farmaco. Cuanto mayor es el coeficiente dereparto, mayor serd la concentracion
del farmaco en la membranay mas rdpida su difusiéon. Una vez que se alcanza un estadode
equilibrio, la concentracién del farmaco libre es la misma enambos lados de la membrana, siempre
y cuando el fdrmaco no seaun electrolito. Para los compuestos idnicos, las concentracionesde
equilibrio dependendel gradiente electroquimico para el idny de las diferencias en el pH a través
de la membrana, que modificanel estado de ionizacién de la molécula de manera desigual
aamboslados de la membrana y que pueden atrapar el fdrmaco en un ladode la misma.La difusion
pasiva a través de la bicapa lipidica de la membrana celular es el mecanismo predominante en la
eliminaciénde casi todos losfarmacos, aunque también pueden intervenir de modo importante
mecanismos mediados por transportadores (Fig.61).

El transporte activo secaracteriza por la necesidad de energia, desplazamiento contra
ungradiente electroquimico, capacidad de saturacion, selectividade inhibicidncompetitiva por
compuestos transportados en formaconjunta (Fig.6I). La proteina de transporte Na'K™-ATPasa, es
un ejemplo importante de mecanismo de transporte activo. Enel transporte activo secundario se
utiliza la energia electroquimicaalmacenada en un gradiente para desplazar a otra molécula
encontra de un gradiente de concentracién. El término difusidn facilitada describe un método de
transporte a través de un portador en el que no existe aporte de energiay, por lo tanto, el
desplazamiento de la  sustancia implicadase realiza  siguiendo el gradiente
electroquimico(Goodman yGilman, 12° edicion 2012).

TRANSPORTE PASIVO TRANSPORTE ACTIVO
s N A ™
Transporte Difusién Difusion Transportadores
paracelular facilitada de farmacos
J v
s} "
o a \
o ® A8=-4
.
o
o B

Fig. 61. Diversas formas en las que un compuesto puede atravesar las membranas celulares (Goodman y Gilman,
129 edicion 2012).
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Como mencionamos anteriormente, las drogas deben atravesar multiples barreras
bioldgicas para alcanzar con éxito el sitio de accidn y asi lograr el objetivo para el cual fueron
disefiadas. Dentro de éstas barreras podemos mencionar a la barrera placentaria y a la
hematoenfalica (BHE). En el contexto de ésta tesis, sélo nos detendremos en la BHE.

La distribucion de farmacos en el sistema nerviosocentral, a partir de la sangre, es un
fendmeno peculiar. Una de las razones es que las células del endotelio de los capilaresencefalicos
muestran uniones estrechas continuas y, comoconsecuencia, la penetracidn de farmacos 6
compuestos al tejido encefalicodepende del transporte transcelular y no del paracelular. Las
células del endotelio capilarencefdlico y las células gliales pericapilares con sus caracteristicas
peculiares constituyen labarrera hematoencefdlica. Como consecuencia, la liposolubilidad de las
formas no ionizada y libre del compuesto constituye un factor determinante en su captacion por el
encéfalo, es decir, cuanto mas lipofilico sea, con mayor facilidad cruzardla BHE. Algunos farmacos
penetran en el SNC (Sistema Nervioso Central) gracias aciertos transportadoresque normalmente
participanen el transporte de nutrientes y compuestos endégenosdesde la sangre hasta el cerebro
(ej. glucoproteina P) (Goodman yGilman, 12° edicion 2012).

La biodisponibilidad es un concepto farmacocinético que alude a la fraccion del total de
droga administrada que esta disponible y la velocidad a la cual alcanza su diana, es decir el tejido
sobre el que debe actuar. Dado que ésta cuantificacidén es imposible de hacer, se considera que la
biodisponibilidad es equivalente a los niveles alcanzados en la circulacion sistémica. Por lo tanto,
se define a la biodisponibilidad como el porcentaje de compuesto que aparece en el plasma
(Godman y Gilman, 12° edicion 2012).

Las vias de administracion de compuestos son las rutas de entrada al organismo y es de
suma importancia conocer las ventajas y desventajas de cada una de ellas y evaluar cual es la mas
apropiadapara ser utilizada en una situacionparticular. La Tabla 31 muestra las vias de
administracion mas frecuentes. Aunque los desarrollos de medicamentos mas recientes se centran
en la administracion oral, la administracion intravenosa (iv) sigue siendo la ruta mas directa y
eficiente para entregar compuestos, ya que en la sangre venosa la biodisponibilidad es completay
rapida (Desai, 2012; Godman y Gilman, 12° edicién 2012).
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Via de
Administracion

Patrén de Absorcion

Ventajas

Desventajas

Intravenosa (iv)

Se evita la absorcion

Biodisponibilidad completa y
rapida. Se pueden administrar
grandes volumenes, sustancias
irritantes o mezclas complejas

Aumenta el riesgo de
efectos adversos. Debe
administrarse lentamente. No es
apropiado para soluciones poco
solubles o aceitosas

Subcutanea (sc)

Absorcion inmediata a
partir de una solucién
acuosa. Absorcién lenta y
sostenida a partir de
preparados de depdsito

Adecuada para suspensiones
poco solubles

No es adecuada para
volumenes grandes. Posible
dolor o necrosis cuando la
sustancia es irritante

Intramuscular
(im)

Absorcion inmediata a
partir de una solucién
acuosa. Absorcién lenta y
sostenida a partir de
preparados de depdsito

Adecuada para volimenes
moderados, vehiculos aceitosos y
sustancias irritantes. Adecuada
para autoadministracion

Prohibida durante el
tratamiento con anticogulantes

Intraperitoneal (ip)

Absorcion inmediata
debido a la abundante
vascularizacién en la
superficie en el peritoneo

Util en investigaciones en
modelos animales

Puede producir irritaciones,
perforacién de érganos,
infecciones, adherencias, no se
utiliza con frecuencia en seres
humanos

Oral

Absorcion variable

Comoda, segura y econdmica

Biodisponibilidad erratica e

incompleta

Tabla 3I. Caracteristicas, ventajas y desventajas de las vias de administracion mds frecuentes de compuestos
(Adaptacién de Goodman yGilman, 12° edicién 2012).

A pesar de existir diferentes estrategias de administracion de un compuesto, uno de los
desafios en el suministro de agentes terapéuticos es lograr la mejor entrega de farmacos a
tumores sdlidos. La dificultad en el caso de tumores sélidos se debe a varios factores. Entre ellos
podemos mencionar que la vasculatura tumoral no es simplemente una linea proveedora
denutrientes para los tumores, sino que gobierna la fisiopatologia de los tumoressélidos, es decir
su crecimiento, invasidn, metdstasis y respuesta a diferentes terapias (Fukumura y Jain, 2007).
Ademas, es ampliamente conocido que los vasos sanguineos tumorales son heterogéneos con
respecto a su organizacion, funcion y estructura (Nagy et al., 2009) y muy permeables. Mientras
que la vasculatura normal esta dispuesta en una jerarquia de arterias, arteriolas, capilares, vénulas
y venas con una arquitectura bien organizada, regulada y funcional, la vasculatura tumoral tiene
una distribucion muy poco uniforme y cadtica (Fukumura y Jain, 2007; Nagy et al., 2009). Los vasos
tumorales generalmente exhiben un curso serpenteante, ramificaciones irregulares y forman
anastomosis arteriovenosas. El flujo sanguineo a través de los tumores no sigue un camino
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constante y unidireccional (Nagy et al., 2009). Asimismo, la estructura de las paredes vasculares
también es anormal dentro de los tumores (Jain, 2005).Todas estas anormalidades contribuyen a
un flujo sanguineo heterogéneo, auna hipertensidn intersticial (elevada presidn hidrostatica fuera
de los vasossanguineos), hipoxia y acidosis, lo cual afiade barreras para la entrega del
compuesto(Jain, 2005; Duda et al., 2007, Desai, 2012).

Otro factor a considerar en la entrega de compuestos a tumores sélidos es la presencia de
una alta densidad de células tumorales y un estroma tumoral denso que puede obstaculizar aun
mas el movimiento de drogas dentro de los tumores. En particular,la presencia de colageno en la
matriz extracelular del tumor es un factor importantede limitacién en la penetracién del fadrmaco
en el intersticio del mismo. Aunque los tumores plantean estas barreras para la administracién de
farmacos, la patologia y los mecanismos bioldgicos naturales de los tumores, aln sin explorar,
dejan grandes oportunidades para optimizar el suministro de drogas en éste tipo de tumores
(Desai 2012).

Dentro de las vias de administracién, la inyeccién intratumoral es la mejor via de
administracion de compuestos para lesiones pobremente vascularizadas. En el caso de tumores
multiples o lesiones grandes, generalmente estd aceptado que las formas mas convenientes de
administracion son la inyeccion intravenosa (iv) e intra-arterial (ia), aunque ésta ultima se ha
demostrado que causa efectos adversos (Mevio et al., 2012).

Después de su absorcion o administracién en el torrente circulatoriogeneral, un
compuesto se distribuye en los liquidos intersticiale intracelular. Los elementos querigen la
rapidez de “llegada” y la posible cantidad del farmacoque se distribuye en los tejidos son el gasto
cardiaco,la corriente sanguinea regional, permeabilidad capilar y elvolumen histico. Con
excepcionescomo el encéfalo, la difusién del fadrmaco en el liquido intersticialse hace con gran
rapidez, por la naturaleza altamentepermeable de la membrana del endotelio capilar. Por tal
razon,la distribucién en los tejidos depende del coeficiente dereparto del fdrmaco entre la sangre
y el tejido particular. El factor determinante mdas importante en el coeficientede reparto
sangre/tejido es la union relativa del farmaco a las proteinas plasmaticas (ej. albumina,
glucoproteina acida a;) y macromoléculas histicas (ej. globulina) (Goodman yGilman, 12° edicidn
2012).

Los compuestos se eliminan del organismo sin cambios, mediante el proceso de excrecion,
o se transforman enmetabolitos. Los 6rganos excretores (excluido elpulmén) eliminan compuestos
polares con mayor eficaciaque sustancias de gran liposolubilidad. Por tal razén, los compuestos
liposolubles no se eliminan de manera facil, hastaque se metabolizan a compuestos mas polares.
Los rifiones son los érganos mds importantes paraexcretar compuestos y sus metabolitos. Otro
tipo de eliminacién de sustancias del organismo incluye: heces, sudoracién, leche materna o
eliminacion pulmonar (Goodman y Gilman, 12° edicion 2012). La biotransformacion o
metabolismo de compuestos, que principalmente ocurre en el higado, se refiere al conjunto de
reacciones quimicas del tipo enzimaticas y no enzimaticas, por medio de las cuales los tejidos
modifican la estructura quimica de los compuestos, generando metabolitos mds polares y por
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ende mas solubles y mas facilmente eliminables por orina. El metabolismo o biotransformacion de
compuestos, al igual que la absorcidon, distribucidon y excreciéon, se realizan a través de los
mecanismos normales del organismo, ya que no existen mecanismos especificos para cada uno de
los compuestos.

Por ultimo, podemos mencionar que el método corriente mas utilizado para la
caracterizacién farmacocinética de un compuesto consiste en representar al organismo como un
sistema de compartimentos, aun cuando frecuentemente éstos compartimentos no tengan
realidad anatémica o fisioldgica manifiesta. Existen varios modelos compartimentales, pero la
mayoria de los compuestos confieren al organismo las caracteristicas de un modelo bi-
compartimental. Cualquier representacién del organismo como modelo bi-compartimental tras
una inyeccién intravenosa (iv), dard por resultado una caida bi-exponencial de los niveles
plasmaticos en funcidén del tiempo. Existen tres tipos posibles de sistemas bi-compartimentales
(Fig. 7I), que se diferencian entre si por el hecho de que la eliminacion se realiza en el
compartimento central, en el compartimento periférico o en ambos. Basandose en datos
experimentales (concentracion plasmatica y/o eliminacion urinaria del compuesto) estos modelos
son matematicamente indistinguibles. En ausencia de informacion que indique lo contario,
normalmente se da por sentado que en los sistemas bi-compartimentales, la eliminacion del
compuesto solo se realiza en el compartimento central (Fig. 71 a) (Gibaldi y Perrier, 1982).

Compartimento o Compartimento
a. Central Periférico
(Sangre) (Tejidos)

b Compartimento 2 Compartimento
Central Periférico
(Sangre) (Tejidos)

Compartimento - Compartimento
C. Central Periférico
(Sangre) (Tejidos)

kqo kao

Fig. 71. Representaciéon esquemdtica de los tres tipos posibles de sistemas bi-compartimentales,
constituidos por un compartimento central y uno periférico. a. Eliminacion del compartimento central, b.
eliminacion del compartimento periférico y c. eliminacion de ambos compartimentos. (k;, y ky;: constantes de
velocidad de distribucién inter-compartimentales de primer orden; k;,. constante de velocidad de eliminacién de
primer orden aparente del compartimento central; k,,. constante de velocidad de eliminacidn de primer orden
aparente del compartimento periférico).
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En el contexto de los conceptos generales de ADME explicados previamente, en BNCT
resulta indispensable conocer el contenido de boro en los diferentes tejidos y sangre. Se debe
establecer si existe un contenido de &tomos de B en las células neoplasicas
(aproximadamente 20 pg '°B/g de tejido 6 20 ppm '°B) que garantice que ocurra un nimero
suficiente de reacciones'°B(n,0)’Lique produzca dafio significativo en las células cancerosas y
perjudigue lo menos posible a las células normales en el volumen de tratamiento. En el inciso
siguiente se realiza una descripcion de las caracteristicas, forma de realizacion e importancia
de los estudios de biodistribucién con compuestos borados para la terapia con BNCT.

2.2.2 Biodistribucion de compuestos borados para BNCT

Los estudios de biodistribucion con compuestos borados para BNCT nos brindan
informacidn acerca de:

a. Los valores absolutos de concentracion de B en los tejidos con relevancia clinica, como
sangre, tumor y tejidos limitantes de dosis.

b. El grado de selectividad en la incorporacion del compuesto borado al tejido tumoral
(Tumor/Tejido Normal, Tumor/Sangre).

c. La seleccion del tiempo post-administracion del compuesto borado al cual se realizaria
la irradiacién con neutrones para BNCT que maximiza la concentracion absoluta y
relativa de boro en tumor.

d. La determinacion de la componente boro de la dosis total de BNCT administrada,
establecida a partir de calculos dosimétricos en funcion de 1a[B].

En base a los estudios radiobioldgicos de BNCT realizados por nuestro grupo de trabajo en el
modelo de cancer oral en la bolsa de la mejilla del hamster empleando diferentes compuestos
borados (Kreimann et al., 2001b; Trivillin et al., 2004; Heber et al., 2004, 2006; Pozzi et al., 2009;
Garabalino et al., 2011), nosotros establecimos una guia para la seleccién de compuestos borados
y protocolos de administracién con potencialidad terapeutica, segun los siguientes criterios:

Sin manifestacién de toxicidad

a

b. Concentracion absoluta de boro en tumor > 20 ppm

c. Relacién de concentracién de boro Tumor/Tejido normal (T/N) > 1
d

Relacién de concentracién de boro Tumor/Sangre (T/S) > 1

La seleccidn de un protocolo con potencialidad terapéutica para BNCT, no sélo se basa en
los criterios anteriores, sino que también depende de la microdistribucion del compuesto borado
en tejido. Los estudios de microdistribucion nos brindan informacién acerca de la distribucion
espacial del boro en las distintas estructuras tisulares de tumores sdlidos o tejidos sanos. Dado el
corto alcance de las particulas de alto LET que constituyen la componente boro de la dosis, la
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microdistribucién del boro tiene gran relevancia terapéutica. La microdistribucién de boro puede
ser estudiada mediante la técnica de autorradiografia neutrdnica (ARN) (Portu et al., 2015).
En general, los estudios de biodistribucién in vivo que se realizan para estudiar el

comportamiento farmacocinético de un compuesto en un organismo involucran los siguientes
pasos:

a. Generacidn del modelo experimental de la patologia a estudiar

b. Preparacién de la solucién del compuesto

c. Administracion del compuesto a diferentes dosis y por distintas vias de administracion
d. Toma de muestra de tejidos relevantes a distintos tiempos post administracion

Medicién del compuesto o metabolito por medio de técnicas cuali o cuantitativas

f.  Andlisis de los resultados experimentales

La Fig.8Imuestra el esquema de estudios de biodistribucion realizados en los
modelosexperimentales utilizados en ésta tesis doctoral. Cada uno de los pasos involucrados en
los estudios de biodistribucion se encuentra detallado en Materiales y Métodos.

Distintas dosis de Toma de muestras

Generacion del Preparacion de la ” 5 :
paraci 10B/Kg y vias de [l de diferentes tejidos Ao
modelo soluciondel L by 2 Medicion de B
o administraciéndel y horarios post-
experimental compuesto borado . o
compuesto borado administracion de B
’Metéstasi’s Sangre, Tumor, Medicién
hepaticas de cancer - BPA - iv, ip, ip+iv .l tejido normal, tejido cuantitativa:
colorrectal en Ratas L .
BDIX limitante de dosis |CP-OES/ICP-MS
Metastasis o
pulmonares difusas | Mgdlqon
= de cancer = GB-10 = 6,0-46,5 mgmB/Kg == 3hs—72hs cualitativa:
colorrectal en Ratas| ARN
BDIX
_| Pulmén sano de u BSH
oveja
Cénceroralenla Liposomas MAC/
==| bolsa de la mejilla = Liposomas
del hamster MAC+TAC

Fig. 81. Representacidén esquematica de los pasos involucrados en los estudios de biodistribucién de boro en
diferentes modelos experimentales. Las dosis de 10B/Kg y tiempos post-administracion mostrados son valores
minimos y maximos utilizados en nuestros experimentos. BPA (borofenilalanina); GB-10 (decahidro decaborato de
sodio); BSH (borocaptato de sodio); iv (intravenoso); ip (intraperitoneal); ICP-OES (Espectrometria Optica por
Plasma Inductivo); ICP-MS (Espectrometria de Masa por Plasma Inductivo); ARN (Autorradiografia Neutrdnica).
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2.3 Clasificaciéon de compuestos borados

El boro (B) es un elemento no metdlico, el cual posee cinco protones en su nucleo junto con
cinco o seis neutrones, generando asi dos formas de isdtopos estables: '°B (con abundancia del
19,8%) y "B (con abundancia del 80,2 %), con un peso atémico promedio de 10,81 Da. En la
naturaleza el boro se presenta en forma de acido bérico (H3BO3) 6 boratos, principalmente borato
de sodio (Na,B;07.10H,0) también conocido como Bdrax (Farhat et al., 2013). El boro es el quinto
elemento de la tabla periddica, es un metaloide y, como su vecino el carbono (C), es propenso a
formar compuestos moleculares covalentes. El B y el C son los Unicos dos elementos capaces de
generar familias de compuestos quimicos uniéndose entre ellos, propiedad conocida como
concatenacion (Grimes 2004) o a otros elementos debido a sus estructuras electronicas
(Hawthorne y Lee, 2003; Das et al., 2013). A diferencia de las estructuras de anillos y cadenas que
forman los atomos de C, el B, debido a los 3 ultimos electrones de su capa de configuracidn
externa (CEE: 1s” 2s” 1p"), adopta diversas formas tipo clusters que dan lugar al desarrollo de una
amplia variedad de compuestos boranos poliédricos (Grimes 2004). Ademas, la quimica del boro
permite que sea incorporado en muchas estructuras diferentes debido a las uniones estables que
se producen entre los atomos de boro y otros elementos como el C, oxigeno (O) y nitrogeno (N) y
a su pequefio nimero atdomico que le permite reemplazar al C en muchas estructuras orgdnicas y
formar uniones covalentes con heteroatomos que pueden ser muy estables (Barth et al., 1990).

La mayoria de los reactivos de boro trivalente (B**) son electréfilos.Sin embargo, cuando un
atomo de boro trigonal acepta un par de electrones de una especie nucleofilica, adopta una
configuracién tetraédrica (sp®), y se completa la regla del octeto (Fig. 9I). Esta configuracion
favorece las aplicaciones bioldgicas del boro (Das et al., 2013).

Cherpical

/\.. Biological
B Nu _ C7 B applications
Q@

Electronic and *” %
energy sp?form Materials spform

Fig. 91. Modificaciones en la configuracion electrénicaexterna (CEE) del Boro. La configuracidn sp3 favorece las
aplicaciones bioldgicas del atomo de Boro (Das et al., 2013).

BNCT utiliza el isétopo de B-10 no sélo debido a sus caracteristicas quimicas sino también
a sus propiedades radioquimicas. Por ejemplo, su alta seccion eficaz de captura neutrénica (www-
nds.iaea.org) le brinda la ventaja de poseer alta probabilidad para la reacciéon de captura con
neutrones térmicos [°B(n,a)’Li], emitiendo particulas de alto LET ycorto alcance. De esta manera,
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se limita el efecto de la radiacion a aquellas células que incorporaron suficiente cantidad de '°B

(células tumorales), sin generar un dano significativo a las células normales circundantes.

Para que BNCT sea potencialmente exitoso, el compuesto transportador de Boro, debe

cumplir las siguientes caracteristicas:

1.

Presentar baja toxicidad sistémica, de modo que la dosis administrada sea bien
tolerada por animales y, eventualmente, pacientes (Barth et al., 2005).

Debe ser un portador eficiente y estable de atomos de boro. La eficiencia se refiere a
que pueda “portar” y “entregar” una gran cantidad de dtomos de boro.

La cantidad absoluta de &tomos de boro incorporada al tumor debe ser suficiente para
dar lugar a la cantidad necesaria de reacciones de captura con neutrones térmicos para
producir un dafio importante al tumor (se considera necesaria la incorporacion en
tumor de aproximadamente 10° 4tomos de '°B/célula 6 20 pg °B/g 6 20 ppm °B)
(Barth et al., 2005). Estos valores son orientativos y dependerdn, entre otros factores,
de la eficacia bioldgica de cada compuestoborado (CBE) y de las patologias a tratar.

La microlocalizacién del compuesto borado debe favorecer el dafio a los blancos sub-
celulares tumorales mas radiosensibles. El mayor efecto letal se lograria si la particula
de alto LET producida impactara en el ntcleo de la célula, particularmente en el ADN.
Por lo tanto, es deseable que los compuestos borados se acumulen dentro o cerca del
nucleo (Kobayashi et al., 1982; Gabel et al., 1987; Hartman et al., 1994). Otros
potenciales blancos subcelulares son la mitocondria, lisosomas, reticulo endoplasmico
y aparato de Golgi (Barth et al., 2005).

El compuesto borado debe poseer un clearance répido de la sangre y tejidos normales
y alta persistencia en tumor durante el tratamiento con BNCT (Barth et al., 2005).

La solubilidad en aguaes un factor importante para un agente transportador de boro
que se administra en forma sistémica. En el caso que sea necesario que el compuesto
atraviese la barrera hematoencefalica (tumores de cerebro o metastasis cerebrales), el
compuesto debe poseerla caracteristica quimica de lipofilia para que cruce la barrera
defectuosa entrecerebro y tumor (Barth et al., 2005).

El peso molecular del agente portador que contiene el boro tambiénes un factor

importante, ya que determina la tasa dedifusién tanto en tejidos normales como en el
tumor (Barth et al., 2005).

En la actualidad todavia no existe un Unico compuesto que cumpla con todos estos

requisitos (Barth et al., 2005). Sin embargo, diferentes grupos de investigacion trabajan en la

sintesis de nuevos compuestos borados, con el objetivo de mejorar la eficacia terapéutica de BNCT

mediante distintas estrategias quimicas, bioldgicas y farmacoldgicas (ej: Niziot et al., 2014; Achilli

et al., 2014; Goszczynski et al., 2015).Debido a que cada compuesto borado puede acumularse en

diferentes sub-poblaciones de células tumorales de manera distinta, el uso de la combinacién de
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multiples agentes de entrega de boro es probablemente una de las mejores opciones para
alcanzar no sélo diferentes sub-poblaciones de células tumorales sino también distintos sitios
subcelulares. Cuando se administran en forma combinada, los compuestos podrian ser utilizados
con dosis individuales menores, reduciendo la toxicidad sistémica y, al mismo tiempo, mejorando
los niveles de boro y la homogeneidad en el targeting de boro en tumor para optimizar el efecto
terapéutico (Barth et al., 2005).

Los primeros ensayos clinicos de BNCT para tratar tumores cerebrales, en la década de
1950 y comienzos de 1960, utilizaron acido bdrico (H3BOs;) y algunos de sus derivados
(b6raxNa,B,0,.10H,0) como agentes de entrega, pero éstos simples compuestos quimicos,
llamados de primera generacién, eran no selectivos, tenian pobres retenciones en las células
tumorales de glioblastoma multiforme y las relaciones de concentracion de boro en
tumor/cerebro eran bajas (Barth et al., 2005).

También por aquellos afios, otros tres compuestos de boro de bajo peso molecular
surgieron de varias investigaciones: el (L)-4-dihidroxi-borilfenilalanina, también llamado BPA
(Fig.10I, compuesto 1), basado en acido arilborénico; el mercaptoundecahidro-closo-
dodecaborato de sodio, denominado BSH (Fig.10I, compuesto 2), basado en un nuevo anién
borano poliédrico (Barth et al., 2005) y el decahidro-closo-borato de sodio llamado GB-10 (Fig.10I,
compuesto 3).Estos compuestos denominados de segunda generaciéon poseian baja toxicidad,
persistian mas tiempo dentro de los tumores en modelos animales (comparados con moléculas
similares) y tenian relaciones de concentracion de boro en tumor/cerebro y tumor/sangre
mayores o iguales a 1.

Los compuestos boradosdenominados de tercera generacion consisten principalmente de
un grupo de atomos de boro estable o cluster unido a través de un enlace hidroliticamente estable
a un arreglo molecular, tal como biomoléculas de bajo peso molecular, anticuerpos monoclonales
(mAb), liposomas o nanoparticulas, los cuales estan dirigidos al tumor. Losnuevos agentes de bajo
peso molecular de ésta generacion, disenados y sintetizados para la entrega de boro, pueden ser
clasificados en:

(a) Aminoacidos borados y boranos poliédricos: son derivados de BPA y otros aminoacidos
borados, tales como glicina (G), alanina (A), acido aspartico (D), tirosina (Y), cisteina (C) y
metionina (M), como asi también aminoacidos de origen no natural (ej. Kabalka et al., 2009). La
ventaja de los aminodcidos no naturales es que su capacidad para penetrar en el nucleo puede
reducir los requerimientos de dosis para BNCT y proporcionar una elevada relacién de
concentracion de boro Tumor/Tejido Normal. Sin embargo, la desventaja es que sélo proporciona
un unico atomo de boro por molécula (Luderer et al., 2015). Con respecto a los compuestos
boranos poliédricos, éstos se caracterizan por ser incorporados rdpidamente a moléculas
orgdnicas, poseer alto contenido de boro, ser estables quimica e hidroliticamente, ser hidréfobos y
en la mayoria de los casos tener carga negativa. Aunque éstos compuestos han mostrado poca
especificidad por el tumor se los considera buenos candidatos para ser encapsulados, por ejemplo
en liposomas (ej. Hawthorne et al., 1996). También se han estudiado compuestos borados en base
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a di-péptidos, los cuales han demostrado baja toxicidad y buenas propiedades de localizacion
tumoral (ej. Takagaki et al., 2001).

(b) Precursores bioquimicos y agentes de unién a ADN: se han sintetizado y evaluado en
estudios in vitro e in vivo varios precursores bioquimicos borados andlogos de acidos nucléicos,
incluyendo purinas, pirimidinas, nucledsidos y nucleétidos (ej. Fig. 10I, compuestos 4 y 5). El
mecanismo propuesto de captacidn para éstos compuestos se basa en la formacién de nucleétidos
intracelulares, lo cual aumentaria la retencién de éstos compuestos borados en los tumores (ej. Al-
Madhoun et al., 2004; Barth et al., 2004). Los precursores borados ensayados mostraron baja
toxicidad, captacidn selectiva en tumor y tasas significativas de fosforilacion en los nucledtidos.
Otra clase de agentes de entrega de boro debajo peso molecular son las moléculas de union al
ADN (ej. Tietze et al., 2002), tales como agentes alquilantes, intercaladores, moléculas de unién a
surcos del ADN (“groove binders”), y poliaminas (ej. Fig. 10I, compuesto 6). Una limitacién de
éstos compuestos es la frecuente presencia de toxicidad a nivel in vitro e in vivo, aunque
recientemente se han sintetizado nuevos compuestos de unién al ADN con baja citotoxicidad, que
no han sido evaluados biolégicamente (Barth, 2012).

(c) Porfirinas boradas y otras estructuras relacionadas: varios colorantes fluorescentes
borados, incluyendo acridinas, fenantridinas, porfirinas y derivados de ftalocianinas han sido
sintetizados y evaluados (ej.Evstigneeva et al., 2003; Smilowitz et al., 2013). Estos compuestos
poseen la ventaja de ser detectados facilmente y ser cuantificables por microscopia de
fluorescencia. Debido a sus estructuras aromaticas planas éstos compuestos tienen el potencial de
interactuar con el ADN de las células. Entre éstos macrociclos, las porfirinas boradas (ej. Fig.10],
compuesto 7) han motivado especial atencidén debido a que poseen baja toxicidad sistémica
(comparada con otros colorantes), sus procesos de sintesis son faciles (obteniéndose elevados
contenidos de boro > 44% en peso) y son altamente estables (ej. Fronczek et al., 2005). Las
porfirinas boradas tienen excelentes propiedades de incorporacion preferencial a tumor (ej.
Kreimann et al., 2003). No sélo se han propuesto para estas porfirinas aplicaciones como agente
de entrega de boro sino también como fotosensibilizador para la terapia fotodinamica de tumores
cerebrales (Asano et al., 2014).

(d) Otros compuestos borados de bajo peso molecular: se han sintetizado una gran
variedad decarbohidratos derivados de BSH y otras moléculas como glucosa, manosa, ribosa,
gulosa, fucosa, galactosa, maltosa (ej. Fig.10I, compuesto 8) y lactosa boradas, algunas de las
cuales han sido evaluadas en estudios in vitro e in vivo (ej. Marepally et al., 2013). Estos
compuestos son por lo general altamente solubles en agua, y como una posible consecuencia de
ello, han demostrado tener baja toxicidad y escasa incorporacién a las células tumorales. Se ha
sugerido que sus derivados hidrofilos de bajo peso molecular tienen poca capacidad para
atravesar las membranas celulares del tumor. Sin embargo, podrian acumularse selectivamente
dentro de la bicapa de la membrana glicerofosfolipida y en otras dreas del tumor, tales como la
vasculatura. Otras moléculas boradas de bajo peso molecular que se han disefiado y sintetizado,
son las de unidn a receptores, principalmente los antagonistas de hormonas esteroides, tales

como derivados de tamoxifeno, 17H-estradiol, colesterol y acido retinoico (ej. Valliant et al., 2002).
29



Las propiedades bioldgicas de estos agentes dependen de la densidad de los sitios receptores
especificos, aunque hasta la fecha se han reportado muy pocos datos bioldgicos. Otros
compuestos borados de bajo peso molecular desarrollados incluyen fosfatos, fosfonatos (ej. Fig.
10I, compuesto 9), fenilureas, tioureas, nitroimidazoles, aminas, benzamidas, isocianatos,
nicotinamidas, azuleno y derivados de decualinios (ej. Fig.10I, compuesto 10).
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Fig. 10I. Estructura quimica de distintos compuestos borados desarrollados para BNCT (Barth et al., 2005).

Dentro del grupo de compuestos borados denominados de tercera generacién existen,
ademads de los de bajo peso molecular descriptos anteriormente, los llamados agentes borados de
alto peso molecular. Estos pueden ser clasificados en:

(a) Anticuerpos monoclonales (Monoclonal antibodies: mAb) (Fig. 11I): los anticuerpos
monoclonales y sus fragmentos, que pueden reconocer un epitope asociado a tumores, son
de interés como agentes de entrega de boro (ej. Yang et al., 2009). Los anticuerpos
monoclonales borados son muy especificos pero poco eficientes, ya que pueden “cargar”
pocos atomos de boro (Barth et al., 1990). Respecto a la estabilidad, el compuesto en si
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podria ser especifico para el tumor, pero si es inestable cederia boro a todos aquellos
tejidos por los cuales circule. Los mAb borados administrados sistémicamente se incorporan
a cerebro y tumores cerebrales sélo en cantidades muy pequefias, debido a su rapida
eliminacion por el sistema reticuloendotelial y la barrera hematoencefalica (BHE), lo que
limita efectivamente su capacidad para cruzar las células endoteliales vasculares (Luderer et
al., 2015).

Fig. 111. Ejemplo de la estructura quimica de un anticuerpo monoclonal conjugado a un dendrimero poliaminoamida
borano (Luderer et al., 2015).

(b) Polimeros catidnicos (Fig. 12I): se han utilizado polimeros catidnicos borados para tratar
polipos de cancer de colon en un modelo experimental en ratas (Azab et al., 2005). Los
polimeros borados fueron administrados localmente por perfusidn directa de la solucién en
el lumen del colon dando lugar auna concentracion alta de boro en los pdlipos, mientras
que los niveles de boro detectados en sangre, ganglios linfaticos, rifidn, higado y bazo
fueron significativamente mas bajos. Los polimeros tienen multiples ventajas para ser
utilizados en BNCT: proporcionan alta carga de boro al tumor y tienenuna distribucion
sistémica no especifica menor cuando se administran directamente en el tracto intestinal.
La farmacocinética de un polimero puede ajustarse con precisidon segun la relacién de los
monomeros que lo componen. Ademas, los polimeros pueden estar enlazados a varios
grupos diana para ayudar a mejorar su selectividad (> T/TN). Las principales desventajas de
los polimeros son que la administracion sistémica puede llevar a la acumulacion de
losmismos en érganos filtrantesy que tienen baja penetracidn a través de la BHE, en el caso
de tratar gliomas (Luderer et al., 2015).
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Fig. 12I. Ejemplo de la estructura quimica de un polimero borado utilizado como potencial agente para BNCT. El co-
polimero contiene un esqueleto de acrilamida, un monémero borado acido y un monémero catiénico (Luderer. et al.,
2015).

(c) Péptidos penetrantes de membrana celular (cell-membrane penetrating peptide: CPP)
(Fig.13I): La ventaja de un CPP es que mejora la captacidn de agentes con un alto porcentaje
de boro en su composicion que tipicamente tienen una pobre acumulacion intracelular (e;j.
BSH).La incorporacion celular mejorada del Boro se atribuye en parte a la porcion rica en
arginina cargada positivamente del CPP (11 residuos de arginina) que promoveria la
acumulacién intracelular de BSH anidnico.Sin embargo, un CPP puede causar captacién
inespecifica en otros 6rganos, lo cual es indeseable durante la irradiacidn de neutrones.
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Fig. 13I. Ejemplo de la estructura quimica de un dendrimero con BSH unido a un péptido penetrante de membrana
celular (Luderer. et al., 2015).

(d) Liposomas: la nueva era de compuestos borados para BNCTse inicié en la década de 1990
cuando se propuso un nuevo enfoque de entrega deagentes con boro, diferentes al BPA y al
BSH, situados dentro de nucleos hidrofilicos de liposomas (Safronov, 2014).Los liposomas (Fig.
14I) son conocidos como vesiculas lipidicas esféricas que se forman a través de la acumulacién
de lipidos que interactuan entre si de una manera enérgicamente favorable y que pueden
encapsular un farmaco de interés (Luderer et al., 2015; Khodabandehloo et al., 2016). Los
liposomas son vesiculas que consisten en una o mas bicapas de fosfolipidos sintéticos o
naturalestales como esfingomielina, fosfatidilcolina o glicerofosfolipidos (Craparo et al., 2011;
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Mc Carthy et al., 2015; Khodabandehloo et al., 2016). Las propiedades fisicas y quimicas de un
liposoma, incluyendo su permeabilidad, densidad de carga e impedimento estérico,
dependeran de los fosfolipidos que lo constituyen (Khodabandehloo et al., 2016). Existen
liposomas pequefios unilamelares (< 100 nm), grandes unilamelares (> 100 nm) 6
multilamelares (> 500 nm) (Veszelka et al., 2015).La estructura de los liposomas es similar a las
membranas plasmaticas de las células. El uso de liposomas como sistemas de suministro de
farmacos presenta varias ventajas, incluyendo diversidad en la morfologia, composicion,
capacidad para encapsular y proteger muchos tipos de biomoléculas terapéuticas, ausencia de
induccion de respuesta inmunoldgica, bajo costo y caracteristicas de liberacion diferencial
(Tros de llarduya et al., 2010). Los liposomas pueden entregar grandes cantidades de agentes
toxicos a las células tumorales ya que se acumulan en la vasculatura dafiada de los tumores,
poseen rapida eliminacion de la sangre y una alta acumulacidon en higado (Coderre et al.,
2003). Incluso sin direccionamiento celularlos liposomas pueden mejorar la administracién de
farmacos y reducir la citotoxicidad de compuestos (ej. Doxorrubicina) (Wicki et al., 2015). Al
igual que las nanoparticulas, la superficie de los liposomas también puede modificarse para
incluir estructuras dianas (por ej. PEG, polietilenglicol) (Luderer et al., 2015).
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Fig. 141. Ejemplo de la estructura quimica de un liposoma no modificado (a) y positivamente cargado en la superficie
conteniendo moléculas de boro. (Luderer et al., 2015; Khodabandehloo et al., 2016).

Se cree que los liposomas se acumulan dentro de los tumores debido al efecto de
permeabilidad y retencion mejorada (Enhanced Permeability and Retention effect: EPR)
(Desai, 2012). La mayoria de los tumores sélidos tiene una arquitectura de vasos sanguineos
defectuosos, acoplada a una amplia produccidn de factores de permeabilidad vascular (Fang
et al., 2012; Maeda, 2015). Esta combinacidn contribuye al efecto EPR y facilita el transporte
de macromoléculas al tumor (Fig. 15I). Especificamente, las macromoléculas de mas de 40 kDa
puedensalir selectivamente de los vasos tumorales y quedan retenidas en el tejido tumoral
(Fang et al., 2012). La acumulacién intratumoral de liposomasdepende significativamente del
EPR. Dentro de los liposomas se han encapsulado distintos compuestos, por ejemplo cationes
carboranos lipofilicos deslocalizados que se acumulan selectivamente en las mitocondrias de
las células tumorales (Theodoropoulos et al., 2013).
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Fig. 15L.Administracion de farmacos mejorada para tumores sélidos usando nanoparticulas o macromoléculas:

efecto mejorado de permeabilidad y retenciéon (Enhanced Permeability and Retention effect: EPR). Después de la

administracion intravenosa, las nanoparticulas o liposomas se acumulan en los tumores a través de fugas y

permeabilizaciones en la vasculatura tumoral y fallas del sistema de drenaje linfatico (Desai, 2012).

También se ha investigado la eficacia de los liposomasen la administracion de compuestos
empleando composiciones liposomales variables, usandoformulaciones de lipidos catidnicos,
anidnicos y zwitteridnicos (Altieri et al., 2009). La encapsulacion liposémica de agentes para
BNCT ofrece varias ventajas potenciales ya que los liposomas son capaces de mejorar la
incorporacion absoluta y relativa de boro a tumor. Adicionalmente, los farmacos con baja
solubilidad en agua pueden ser mds adecuados para la administracion dentro de una
formulacién de liposomas. Sin embargo, los liposomas pueden tener un potencial clinico
limitado para los tumores cerebrales debido a restricciones de tamafio. Sélo los liposomas con
didametros inferiores a aproximadamente 40 nm son capaces de penetrar la BHE. En la
actualidad, existen veintiun farmacos basados en liposomas que estan siendo probados en
ensayos clinicos (Chang et al., 2012; Ming-Kung, 2012).

Nanoparticulas (NPs) (Fig. 16I): existe una amplia diversidad de nanoparticulas boradas, de las
cuales podemos mencionar las derivadas de polimeros (Sumitani et al.,, 2011; 2012),
nanoparticulas de silice mesoporosas (MSNs) (Lai et al., 2013), nanocompuestos magnéticos
(Zzhu et al., 2010), nanoparticulas de boro modificadas con dopamina (Gao et al., 2012),
nanoparticulas de carburo de boro (Mortensen et al., 2006), nanotubos de nitruro de boro
(BNNT) (Ciofani et al., 2009) y nanoparticulas de dextrano ricas en boro (Zhang et al., 2011),
entre otras. De forma similar a los liposomas, la ventaja de las NPs cargadas con boro es la
captacidn intracelular mejorada y la selectividad de incorporacién a los tumores. Sin embargo,
las NPs pueden tener un potencial clinico limitado para tumores cerebrales debido a que son
incapaces de penetrar adecuadamentela BHE y también pueden quedar atrapadas en érganos
filtrantes (Luderer et al., 2015). Una de las principales barreras que enfrenta el suministro de
farmacos con particulas como vehiculos de suministro de compuestos, tales como los
liposomas y NPs, es la captacion por el sistema reticuloendotelial (Reticuloendothelial System:
RES). La absorcién de particulas por el RES estd en parte mediada por el higado, el bazo y los
pulmones (Brannon-Peppas et al., 2004). El aumento de la hidrofobicidad de las particulas o el
tamafio se correlaciona a menudo con una mayor absorcidn por el RES. La eliminacién de las
particulas mediada por macréfagos (proceso conocido como opsonizacién) puede ser
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minimizado mediante la creacidon de particulas con una superficie hidréfila y un diametro
inferior a 100 nm (Brigger et al., 2002; Khodabandehloo et al., 2016).Por lo tanto, para
prolongar la circulacién de portadores in vivo y aumentar la probabilidad de éxito en Ila
entrega del compuesto al sitio diana, es necesario minimizar la opsonizacién. Esto es posible
mediante dos procedimientos, que incluyen el recubrimiento superficial de las NPs con
polimeros hidréfilos tales como PEG, y la construccién de portadores de polimeros de bloques
biodegradables con dominios hidrofilicos e hidréfobos (Khodabandehloo et al., 2016). En
cuanto al tamafio de las NPs, podemos decir que deben ser lo suficientemente grandes para
evitar que se produzcan fugas en los capilares sanguineos normales y por otro lado, deben ser
suficientemente pequefias para poder escapar de los macréfagos localizados en los RES
(Khodabandehloo et al., 2016).
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Fig. 161. Ejemplo de la estructura quimica de una nanoparticula con nucleo sélido (Veszelka et al., 2015).

Aunque en éste inciso de la introduccion de la presente tesis se intentd realizar un breve
resumen de los compuestos borados o sistemas transportadores de '°B para BNCT que existen
actualmente, se puede percibir que a pesar que el desarrollo de los primeros compuestos borados
comenzd hace unos 50 afios, aun es una tarea dificil que continda siendo de alta prioridad para
lograr una mayor eficacia de la terapia (Moss, 2014).Cabe destacar que en la actualidad, existe una
amplia variedad de compuestos borados sintetizados para BNCT que todavia no han sido
ensayados en estudios in vitro y/o in vivo (ej. Xiong et al., 2015). Dado que el potencial terapéutico
de un portador de '°B para BNCT solamente puede ser interpretado fehacientemente en estudios
radiobioldgicos de BNCT in vivo, uno de los grandes desafios es no sélo desarrollar agentes
borados, sino evaluar su potencial ventaja terapéutica y toxicidad mediante estudios en modelos
bioldgicos.

Hasta el presente, pocos compuestos de boro han sido aceptados para su uso en
tratamientos clinicos. Solo tres han sido aprobados por la Food and Drug Administration (FDA,
USA) bajo la categoria de IND (Investigational New Drug): el BPA (p-borofenilalanina), el GB-10
(decahidrodecaborato de sodio) y el BSH (borocaptato de sodio). Sin embargo, sélo el BPA y el BSH
son utilizados en ensayos clinicos. A continuacidn describiremos las propiedades fisicas, quimicas y
farmacéuticas de los compuestos borados utilizados en ésta tesis: BPA, GB-10, BSH y Liposomas
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MAC y MAC+TAC, como asi también haremos un breve resumen de los ensayos in vitro e in vivo
experimentales, preclinicos y clinicos, con dichos compuestos.

2.3.1 BPA (p-Boro fenilalanina)

El enantiéomero L-BPA 6 4 hidroxi-boril-fenilalanina (Fig.17I) se asemeja estructuralmente a
los aminodcidos L-fenilalanina (Phe) y L-Tirosina (Tyr), y se utiliza clinicamente debido a su mayor
acumulacion en células cancerosas en comparacién con el enantiomero D o la mezcla racémica
(Luderer et al., 2015). Su peso molecular es de 208,21 gr/mol.
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Fig. 171 Estructura quimica del BPA (CoHy,'°BNO,). (http://www.katchem.cz/)

El BPA es el compuesto borado mas estudiado, dada su capacidad de llevar cantidades
absolutas significativas de '°B al tumor con una buena relacién tumor/tejido normal y
tumor/sangre. El aminoacido p-borofenilalanina (BPA) fue sintetizado a fines de la década de 1950
con la posibilidad de ser usado en BNCT (Snyder et al., 1958).En esos afios los esfuerzos se
concentraban en encontrar compuestos que no atravesaran la barrera hematoencefalica (BHE)
intacta. Por eso, el BPA fue dejado de lado hasta que Mishima y colaboradores, aprovechando su
similitud con precursores de la melanina, iniciaron un programa de investigacion de BNCT en
melanoma. El BPA tiene la propiedad de formar complejos quimicos con monémeros de melanina
(Mishima et al., 2001), y el hecho que sea un aminoacido podria ser la causa de que alcance altos
niveles de persistencia en melanomas (Soloway et al., 1998).

Los primeros estudios de biodistribucion con BPA, en un modelo de melanoma en
hamster, mostraron relaciones de concentracién de boro de 10:1 (tumor: sangre) mientras que la
relacidon higado:sangre fue de 1:1. Luego de demostrar que el BPA no era téxico para el uso
humano, se investigd la farmacocinética del compuesto en pacientes con melanoma que se
sometian a cirugia. Nuevamente, se encontraron buenas relaciones en la captacién de 198 entre las
células de melanoma y las células normales, y comenzaron los ensayos clinicos en el Musashi
Institute of Technology de Tokio(Mishima et al., 2001).Fairchild, Glass, Coderre y Joel continuaron
los estudios de BPA para uso enBNCT en el Brookhaven National Laboratory, y mostraron que este
compuesto seacumulaba preferencialmente en tumores no melandmicos, como gliosarcoma de
rata, aunque atraviesa la barrera hematoencefdlica del cerebro normal (Coderre y Morris,
1999).Usando la experiencia de los quimicos japoneses, quienes descubrieron comosolubilizar el
BPA usando fructosa (Mori et al.,, 1989) se inici6 un ensayo clinicode BNCT para tratar
glioblastomas con BPA como agente de captura (Sweet,1997).
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Posteriormente, el BPA se utilizdé como portador de boro para el tratamiento del
glioblastoma multiforme (ej. Kageji et al., 2011; Koivunoro et al., 2015), cancer de cabeza de cuello
(ej. Kankaanranta et al., 2012, Haapaniemi et al., 2016; Wang et al., 2016) y metastasis
colorrectales en higado (Zonta et al., 2006). Nuevos estudios de biodistribuciéon en higado con
metdstasis colorrectales siguen apoyando la utilizacion del BPA como compuesto borado para
futuros ensayos clinicos (Cardoso et al., 2009). En cuanto a ensayos pre-clinicos, nuestro grupo
demostro el potencial terapéutico de BNCT mediado por BPA en tumores de cabeza y cuello, en
felinos domésticos con carcinomas de células escamosas espontaneos (Rao et al., 2004; Trivillin et
al., 2008).Ademas, evaluamos diversos protocolos de BNCT/BPA y su radiotoxicidad asociada en
tumores de la cavidad oral en el modelo experimental en hamsters (ej. Kreimann et al. 2001b,
Trivillin et al. 2006; Molinari et al. 2011, 2012).

Asi mismo, se realizaron diversos experimentos in vivo e in vitro para estudiar y aumentar
la captacion del BPA en las células tumorales (Wittig et al., 2000; Capuani et al., 2008) y analizar su
potencial utilizacion en otros tipos de tumores no ensayados sistematicamente a nivel clinico
como: osteosarcomas (Ferrari et al., 2009), tiroides (Perona et al., 2011), sarcoma de células claras
(Fujimoto et al., 2011), prostata (Yasui et al., 2012) y pulmén (Bortolussi et al., 2011).

En cuanto a las propiedades quimicas del BPA, éste compuesto presenta menor solubilidad
a valores de pH fisioldgicos pero ésta se incrementa significativamente a valores bajos o altos de
pH (Coderre et al 1990). Para que el BPA sea lo suficientemente soluble a pH fisioldgico, debe ser
administrado en forma de complejo con fructosa. Mori y colaboradores (1989) estudiaron la
formacion de complejos entre el BPA y algunos monosacdridos, analizando el comportamiento del
BPA en agua y determinando las constantes de disociacion y las diferentes especies en las
soluciones. Para ello, ensayaron la solubilidad del compuesto borado en mezclas con los diferentes
monosacaridos, variando el pH de cada soluciéon y observaron que con la fructosa el pH de
disolucion era el que poseia el valor mas bajo (pH=7,98), muy cercano al valor del pH fisiolégico de
la sangre (7,45%0,05). Por otro lado, analizaron la formacion de complejos, estudiando los
espectros de ''B-RMN (Resonancia Magnética Nuclear de boro-11) y UV (Espectros en Luz
Ultravioleta) de las mezclas y asi pudieron estimar las constantes de formacién de las mismas.
Estos resultados mostraron que el complejo BPA—Frutosa (1:1) presentaba la mayor constante de
formacion (k=2,43) a pH 7,4 y temperatura de 252 C. Por lo tanto, concluyeron que emplear las
condiciones éptimas de solubilidad y estabilidad del complejo BPA-Fructosa (1:1) es la forma mas
adecuada para administrar la solucion de manera endovenosa o intraperitoneal. Sin embargo, en
la sangre el complejo es hidrolizado espontdneamente en BPA vy fructosa (Kulvik et al., 2003).
Recientemente, estudios de estabilidad sobre el complejo BPA-fructosa demostraron que la
solucion puede ser utilizada para infusién en pacientes hastaal menos una semana luego de su
preparacion (Heikkinen et al., 2011).

Se conoce que existe un equilibrio entre la hidrofilicidad del BPA y su citotoxicidad debido

a que con el aumento de la solubilidad en agua hay una marcada disminucién de la citotoxicidad
en células de melanoma (Nemoto et al., 1995). Aunque el BPA hidréfilo aumenta la solubilidad en
agua mediante el complejo BPA-fructosa y permite su administracién por via intravenosa (iv), esto
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disminuye su capacidad de penetracion de la barrera hematoencefalica (BHE) intacta, a diferencia
de los compuestos liposolubles (Luderer et al., 2016).

Los valores de pH empleados en el proceso de solubilizaciéndel BPA para su
administracion intraperitoneal o endovenosa son mayormente los responsables de los efectos
adversos en los estudios de toxicidad realizados en animales, en los cuales se ha observado quela
LD50 (Dosis Letal 50) del BPA administrada en forma intraperitoneal es de 640 mg/kg a pH 1,0;
3000 mg/kg a pH 7,0 (Taniyama et al., 1989) y de 1520 mg/kg a pH 10,0 administrado en
formaendovenosa (Soloway et al., 1961, LaHann et al., 1993). La solubilidad del L-BPA a pH
fisiologico (7,4510,05) es de sdlo 1,6 g/, lo cual es muy bajo para su administracién en pacientes
por via endovenosa. A partir de la combinacion con fructosa (F), BPA-F demostré ser la formula
mas estable, obteniéndose una solubilidadaproximada de 100 g/l, permitiendo asi su
administracion en pacientes humanos (Kulvic et al., 2004, LaHannet al., 1999).

En cuanto a la toxicidad del BPA, se han realizado diferentes estudios en animales para su
evaluacién. En Japdn se estudiaron las toxicidades agudas y sub-agudas en ratas. Se aplicaron
inyecciones intraperitoneales y subcutaneas con altas dosis de BPA. De acuerdo a los resultados de
los estudios de la toxicidad aguda se determindé que la LD50 a pH 7,0 es de mas de 3000
mg/kg.Ademas los animales no mostraron diferencias significativas en la variacion de peso debido
a la administracion de altas dosis de BPA respecto al grupo control. En cuanto a los resultados de
la toxicidad sub-aguda, no se observaron diferencias en los parametros hematoldgicos estudiados
entre animales del grupo control y los animales tratados con bajas y medianas dosis (300 mg/kg vy
700 mg/kg respectivamente). Sin embargo, se observé una disminucién del nivel de hemoglobina,
acompaiada por un aumento en el recuento de reticulocitos y un aumento del peso del bazo a
altas dosis de BPA (1500 mg/kg). A partir de los resultados obtenidos en este trabajo y debido al
margen existente entre los niveles de dosis para alcanzar toxicidades agudas y sub-agudas vy las
dosis empleadas en BNCT, se considerd aceptable el uso de BPA en el tratamiento de melanomas
(Taniyama et al., 1989).

En otro estudio en Estados Unidos, se evalud la toxicidad aguda y crdnica en distintos
grupos de ratones y conejos administrando 525 y 1000 mg/kg para los estudios agudos, mientras
gue para los estudios crénicos se administré una dosis de BPA durante dos semanas, completando
una dosis total de 5000 mg/kg de BPA via oral. Se realizaron estudios histopatoldgicos de
diferentes tejidos como cerebro, corazén, bazo, higado, rifién, pulmén y colon, y ademds se
tomaron muestras de sangre. El reporte histopatoldgico no mostré alteraciones relacionadas con
la BPA en ningun tejido, mientras que los resultados de los analisis de sangre no mostraron
variaciones significativas respecto de los valoresencontrados en el grupo control (Coderre et al.,
1990).

También se han estudiado los efectos de altas dosis de BPA en la funcién de los
sistemascardiovascular y pulmonar de ratas, para la infusion endovenosa del complejo BPA-
fructosa. Se determind que la administracién endovenosa de BPA-F de hasta 3000 mg/kg es bien
tolerada cuando es administrada durante un periodo de infusion de 1h a ratas minimamente
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instrumentadas. La infusion de mas de 4000 mg/kg durante un periodo de 3 h resulté en muerte,
probablemente como resultado de una disminucion de la funcion cardiovascular inducida por la
BPA; se observaron arritmias y fallas cardiacas. Estos valores de dosis de BPA estan muy por
encima de los valores usuales empleados para estudios de biodistribucion o BNCT, e incluso
superan los valores de dosis empleados en los estudios toxicolégicosmencionados anteriormente.

El BPA fue aprobado para su uso por la Agencia de Alimentos y Medicamentos de los
EstadosUnidos (FDA), bajo IND # 46176 (IND, Investigational New Drug), en base a los estudios
pre-clinicosrealizados en el Laboratorio Nacional de Brookhaven (BNL, Brookhaven National
Laboratory) que incluyeron: la demostracién de la acumulacién selectiva en melanoma murino
(Coderre, 1987); el reporte de la aplicacion exitosa de BNCT en melanoma murino luego de la
administracion de BPA (Coderre,1988); y los reportes toxicoldgicos/histopatoldgicos en los cuales
la dosis alcanzada fue de hasta 5000mg/kg administrados en forma oral en ratones y conejos
(Coderre, 1990). También se incluyeron los resultados de los estudios realizados en Japdn en
animales y posteriormente en humanos (Coderre et al., 2003).

En Finlandia se realizaron estudios de toxicidad en ratas previo a la fase clinica en
humanos. Losanimales fueron infundidos con 2,8 g/kg de BPA, se midieron distintos parametros
como nivel de glucosa, colesterol, triglicéridos, albumina y a-, B-, y- globulina, ademas de niveles
de hemoglobina y leucocitos.No se observaron diferencias significativas entre el grupo control y el
grupo infundido con BPA-F. A partirde los resultados obtenidos, sumados a la experiencia previa
de otros grupos, se comenzaron los estudios clinicos en pacientes con tumores de cerebro (Kulvik
et al.,, 2003). En cuanto a las reacciones adversas en pacientes humanos, debidas a la
administracion de BPA,no se han observado efectos severos en los distintos ensayos clinicos
realizados.

Luego de los estudios de toxicidad realizados en animales por el grupo de Finlandia, se
realizaron estudios clinicos en pacientes con tumores de cerebro. Se administraron distintas
concentraciones deBPA-F por via endovenosa a pacientes con diferentes tumores cerebrales. Se
realizaron andlisis delaboratorio antes de las infusiones y los pacientes fueron monitoreados en
forma continua durante lasinfusiones y las posteriores cirugias. Se tomaron muestras de sangre
antes de la infusion y 48 h después de la misma, se estudiaron parametros como niveles de
leucocitos, hemoglobina, plaquetas, creatinina yproteina C-reactiva. Los resultados de los
examenes de laboratorio mostraron incrementos que fueron clinicamente no significativos y que
usualmente estan presentes en pacientes que son sometidos a una craneotomia. A pesar de la
pérdida de sangre sufrida durante la cirugia, los valores de eritrocitos yhemoglobina disminuyeron
sélo entre 11 y 19 %. Los examenes neuroldgicos luego de la operacion ylos resultados de los
monitoreos clinicos no revelaron efectos adversos clinicamente significativosatribuibles a la
infusion de BPA-F. Estos datos se consideraron suficientes para comenzar losensayos clinicos fase
[Il de BNCT en Finlandia (Kulvik et al., 2003).

En una serie de estudios clinicos en Suecia, se incluyeron 17 pacientes con glioblastoma
qgue solo habian sido tratados quirdrgicamente. Con el objetivo de aumentar la relacion de
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concentraciéndiferencial de '°B (tejido tumoral/tejido sano), los pacientes recibieron una infusion
via endovenosa de900 mg/kg de BPA-F durante 6 h. En algunos pacientes se observaron casos de
diarrea, dolor abdominaly cansancio, los cuales pudieron deberse a la concentracién de BPA-F
infundida y a los tiempos de infusidn; no se observaron toxicidades serias relacionadas a la
administracion de BPA-F (Capala et al.,2003).

Por otra parte, en Alemania, se han realizado estudios de biodistribucion con BPA-F como
parte de los ensayos clinicos para tratar metastasis hepdticas con BNCT. Tres pacientes fueron
infundidos con 100mg/kg de BPA-F durante 1 h y luego se tomaron muestras de tejido hepatico
sano y tumoral. En cuanto ala toxicidad no ocurrieron efectos adversos serios; se reportaron dolor,
nausea y debilidad, los cuales fueron atribuidos a la cirugia. Se registré un caso de coagulapatia y
un caso de infeccién en el sitio del catéter central con inflamacién y fiebre. Todos los eventos se
resolvieron dentrode las cuatro semanas posteriores. Con el nivel de dosis empleado en este
ensayo, no se registraroncasos de toxicidad luego de la infusidon del complejo BPA-F (Wittig et al.,
2008a).

Si bien no se han observado efectos adversos serios en los ensayos clinicos realizados
enhumanos, se plantea la existencia de dos criterios de exclusion de pacientes a ser tenidos en
cuenta en los protocolos de administraciéon de BPA-F: fenilcetonuria e intolerancia hereditaria a la
fructosa (HFI, hereditary fructose intolerance). La disociacion de la fenilalanina del BPA puede
resultar en altos nivelesde acumulacion de fenilalanina, pudiendo ser perjudicial en pacientes con
fenilcetonuria. Por otra parte, en pacientes con HFI la ingestidon de fructosa produce dolores
abdominales y nauseas, asociados con hipoglucemia y acidosis metabdlica. La acumulacién de
fructosa en pacientes con HFI puede resultar en dafio hepatico y renal, con dafios irreversibles
ante una ingestidn de sélo 30-40 g de fructosa. Lospacientes con fenilcetonuria y HFI forman parte
del criterio de exclusién en los protocolos de BNCTbasados en el uso de BPA-F (Laakso et al.,
2003).

En cuanto a la acumulacion selectiva del BPA en células tumorales, podria estar asociada al
sistema de transporte de aminoacidos del tipo L (LAT: L Aminoacid Transport), en particular por
LAT-1 y LAT-2. Los sistemas LAT-1 son una de las principales rutas a través de las cuales las células
tumorales incorporan aminoacidos ramificados o aromaticos. En cambio, los sistemas LAT-2 estan
presentes en células normales, preferencialmente en el rifidn, colon e intestino (Wongthai et al.,
2015). Una caracteristica notable de los sistemas L es su amplia selectividad de sustrato. Debido a
esta propiedad, el sistema L se considera un transportador de farmacos que transporta no sélo
aminodcidos naturales sino también farmacos relacionados con aminodcidos tales como L-dopa,
melfalan, hormonas tiroideas y gabapentina (Kim et al., 2002). Los sistemas LAT-1 y LAT-2 son
transportadores heterodiméricos, sodio-independientes localizados a nivel de la membrana
plasmatica en varios tejidos, que incluyen cerebro, placenta y tumores (del Amo et al., 2008). En
general son intercambiadores de aminodcidos con estequiometria 1:1, es decir transfieren un
aminodcido fuera de la célula y al mismo tiempo otro aminodcido es transportado dentro de la
misma (del Amo et al., 2008).
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El sistema LAT-1 transporta preferencialmente aminodacidos neutros grandes como
leucina, isoleucina, valina, tirosina, triptdéfano, metionina, histidina y fenilalanina, con gran
afinidad (del Amo et al., 2008). Por lo tanto, desde esta perspectiva, al ser el BPA un analogo de la
fenilalanina, su transporte a las células estaria vinculado a los sistemas LAT-1. Ademas, el
transportador LAT-1 ha sido asociado con el crecimiento, proliferacion y desarrollo de los tejidos y
se encuentra altamente expresado en tumores malignos y lineas celulares tumorales (Detta y
Cruickshank, 2009). Por consiguiente, en base a lo mencionado anteriormente, la incorporacion
preferencial del BPA a las células tumorales se deberia a una mayor necesidad o requerimiento de
aminoacidos debido a su mayor actividad metabdlica (Coderre y Morris, 1999).

Por otro lado, el hecho que los sistemas LAT-2 se expresan en las membranas de células
normales (principalmente en las membranas basolaterales del intestino y rifidn)(Wongthai et al.,
2015) y el BPA se transporta mayoritariamente por el sistema LAT-1 (Wittig et al., 2000),
contribuiria a la incorporacion preferencial de BPA a tumor.

Respecto de su micro-localizacidn, el BPA se distribuye uniformemente entre el nicleo y el
citoplasma, segln se determind por microscopia idnica luego de exponer las células al BPA in vitro
(Bennet et al., 1992; Bennet et al., 1994; Chandra et al.,, 1997) e in vivo en tejidos de ratas
inyectadas con BPA (Smith et al., 1996; Smith et al., 1997). También podemos mencionar que, en
estudios previos realizados de microdistribucion de BPA mediante la técnica de autorradiografia
neutronica, en el modelo de la bolsa de la mejilla del hamster (Portu et al., 2015), se observo que
la concentracién de BPA en los tumores orales era mayor que en tejido normal. Ademds de ésta
diferencia de concentracidén de B, se observé que dentro del tumor la distribucién de 198 era
heterogénea, de modo que existia mayor captacion en el parénquima tumoral comparado con el
estroma tumoral.

Actualmente, se encuentran en estudio, diferentes procedimientos orientados a potenciar
la incorporacion de BPA en las células malignas. Una estrategia es el pretratamiento de células con
un analogo del BPA, tal como el L-DOPA (L-3,4- Dihidroxifenilalanina) (Fig.18I).

HO
OH

NHo
HO

Fig. 18I. Estructura quimica de L-DOPA.

Como se menciond anteriormente el L-DOPA es estructuralmente similar al BPA, y ambas
moléculas pueden entrar a la célula a través de los transportadores de aminoacidos L (LAT). Por lo
tanto, el pre-tratamiento con un aminoacido especifico tal como L-DOPA puede mejorar la
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acumulacion subsiguiente de BPA a través del mecanismo de intercambio entre L-DOPA y BPA.
Este mecanismo ha sido validado en estudios in vitro e in vivo utilizando células de glioma C6. Por
ejemplo, el grupo de Capuani (2008) demostré que la precarga con L-DOPA indujo un aumento
masivo de la concentracion de BPA en células C6 de glioma in vitro. In vivo, el pre-tratamiento con
L-DOPA en gliomas en ratas condujo a un aumento significativo en la acumulaciénde BPA en tejido
tumoral,2,7 veces mas que el grupo tratado sélo con BPA. En cambio, no ocurrié lo mismo en
tejido normal ni en sangre (Capuani et al., 2009).

En cuanto a la “precarga” con L-tirosina, se demostré un aumento de la concentracién de
BPA en células de melanoma en ratén (Papaspyrou et al., 1994) asi como también en gliomas en
ratas (Wittig et al., 2000) y en células tumorales hepaticas y de colon (Iffland et al., 2011).

Otra estrategia utilizada para mejorar la acumulacion de boro a nivel del sistema nervioso
es la alteracion de la BHE por medio de un agente hiperosmotico, tal como el manitol. Se
demostré que las relaciones tumor/cerebro con la administracién de BPA y manitol llegaron a
valores de 7,5 (Barth y Soloway, 1997). Subsecuentemente, los estudios demostraron que la co-
administracion de BPA con manitol aumenté el tiempo de supervivencia promedio de las ratas
portadoras de gliomas tratadas con BNCT (Barth et al., 2000,2011). Sin embargo, la alteracion de la
BHE por la accidn del manitol tiene efectos no especificos y puede tener limitaciones ya que esta
técnica también puede favorecer la incorporacién de boro en el tejido cerebral sano (Barth et al.,
2011). Ademas de ésta estrategia, se ensayd otra alternativa enfocada a mejorar la captacion de
BPA porla BHEalrededor del tumor mediante la técnica de ultrasonido, la cual demostré que existe
una mejora significativa de la relacién de concentracion de boro tumor/cerebro en tumores
sonicados, lo cual favoreceria la eficacia de BNCT (Yang et al., 2012).

2.3.2 BSH (Mercaptoundecahidro-closo-dodecaborato de sodio 6Borocaptato de
sodio)

El mercaptoundecahidro-closo-dodecaborato de sodio, borocaptato de sodio o BSH
(Na,B;,H4;SH) pertenece al grupo de compuestos quimicos denominados ciclo carboranos (Fig.
19I). El BSH es un derivado de carborano anidnico, administrado bajo la forma de sal de sodio, que
fue sintetizado por primera vez en el ano 1964 por el Dr. Knoth W H. Su peso molecular es de
210,30 gr/mol (Knoth et al., 1964).

Una diferencia notable del BSH comparado con el otro compuesto borado utilizado
habitualmente en los ensayos clinicos (BPA), es la cantidad de dtomos de B por mol. El BSH
contiene 12 atomos de boro por molécula, mientras que el BPA contiene sélo uno. Por lo tanto, se
supone que dada una acumulacion molar igual de BSH y BPA, el BSH habra entregado una
concentracion 12 veces mayor de atomos de boro en comparacién con BPA, facilitando asi que se
alcancen los niveles concentracion de '°B requeridos para que BNCT sea eficaz ([*°B]> 20 ppm).
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Fig. 191 Estructura quimica del BSH o borocaptato de sodio (http://www.katchem.cz/)

Debido a su naturaleza anidnica, se cree que el BSH se acumula preferentemente en los
tumores cerebrales en comparacion con el parénquima de cerebro normal, debido a que es un
compuesto difusivo que no atraviesa la barrera hematoencefalica (BHE) intacta en el cerebro
normal, pero se acumula en los tumores debido a que los vasos sanguineos tumorales
intracraneales carecen de las propiedades funcionales de la BHE (Soloway et al., 1967).

Los primeros estudios de BNCT realizados en Japdn por el Dr. Hatanaka en 1967 con BSH
se asociaron al tratamiento de glioblastomas multiformes. Las dosis de BSH utilizadas en los
pacientes fueron entre 50-140 mg BSH/Kg (30-80 mg *°B/Kg) y en ellos observé que algunas veces
los niveles de boro en el cerebro normal no llegaban a ser detectables (Soloway et al., 1967), pero
los niveles de boro en tumor brindaban efectividad al tratamiento de ésta patologia cuando se
empleaba como portador de boro para BNCT (ej. Kageji et al., 2011). Luego de 12 hs de la
administracion del BSH se realizaron las irradiaciones y los resultados fueron interesantes. Excepto
un paciente que recibié altas dosis de radiacidn, en los demas pacientes no se observé necrosis en
cerebro normal debido altratamiento con BNCT. Luego del tratamiento tres pacientes
sobrevivieron mas de 10 afos, y hasta 1986 parecian haber sido curados (Hatanaka y Nakagawa,
1994).

Desde entonces, el BSH ha sido investigado ampliamente en ensayos in vitro e in vivo para
diferentes lineas celulares y en distintos modelos de diversas patologias neoplasicas (ej. Petterson
et al., 1992; Mehta et al., 1995; Ono et al., 1996; Yoshida et al., 2002; Chou et al, 2009; Lin et al.,
2012). Ademas, en un ensayo comparativo realizado en ratones, ratas, conejos y seres humanos
con BSH, se demostrd que los parametros farmacocinéticos obtenidos de los modelos
experimentales pueden ser utilizados para generar aproximaciones farmacocinéticas en seres
humanos (Metah y Lu, 1995).

Podemos mencionar que la biodistribuciéon de BSH en diversos modelos de cancer in vivo y
en ensayos clinicos alcanzaron en general, relaciones de concentracién de boro Tumor/Sangre de
0,9 40,4 a 1,2 £0,4;de Tumor/Tejido Normal de 0,7+0,1 a 3,6 + 0,6; y valores de concentracion de
boro en tumores de 0,7 a 84,2 ppm (ej. Neumann et al., 2003; Wittig et al., 2008b; Chou et al.,
2009), confirmando que no es un compuesto de alta selectividad en cuanto a su incorporacion a
tumor.
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Con el objetivo de mejorar la incorporacion selectiva a tumor del BSH se han ensayado una
gran variedad de estrategias que incluyen a modo de ejemplo, formulaciones de liposomas con
BSH en ratones (Mehta y Lu, 1996), inmunoliposomas con BSH para el tratamiento de céncer
pancreatico (Yanagie et al., 1997), combinacion de electroporacion y BSH para carcinomas de
células escamosas(SCC) en modelos murinos (Ono et al., 2000), administracion de BSH con lipiodol
en el modelo de cancer hepatico en ratas (Suzuki etal., 2004), combinacion de BSH con sulfoximina
butionina en el modelo de tumores subcutaneos en ratas (Yoshida et al., 2008), uso de gelatina
cationizada y BSH para tumores de higado en ratones (Fujii et al., 2011), entre otros. En la mayoria
de estos estudios se consiguid incrementar significativamente las concentraciones de B en tumor.
Sin embargo, a pesar de éstos resultados, la tarea de aumentar la incorporacion selectiva a tumor
del BSH continua en desarrollo.

Debido a que se conoce que el tejido tumoral estd compuesto de diversos tipos celulares,
uno de los objetivos de BNCT, en cuanto a la captacion de los compuestos borados, es alcanzar
una acumulacion selectiva de boro en el mayor nimero de células tumorales posibles,
garantizando de esa manera un dafio significativo a las células tumorales en comparacion a las
células normales, por parte de las particulas de alto LET (alfa y ’Li) generadas de la reaccién de
captura entre el 1By los neutrones térmicos. En éste contexto, se han realizado ensayos invitro, in
vivo y clinicos, combinando BSH + BPA. En estos trabajos, la hipétesis de trabajo fueque dado que
ambos compuestos poseen mecanismos de incorporacion distintos, la combinacion de ambos
favoreceria una mayor acumulacién de B en las diferentes poblaciones celulares de tumores
heterogéneos (ej. Kato et al., 2004; Yokoyama et al., 2006; Wittig et al., 2009). Algunos de estos
estudios arrojaron resultados significativos, tanto en el aumento de la concentracion de boro en
tumor, como asi también en las relaciones de concentracion de boro tumor/tejido normal,
comparados con la administracion de los compuestos BPA y BSH de manera separada.

Ademas de utilizarse para el tratamiento de glioblastoma multiforme, se intenté ampliar
su uso en la clinica a tumores de cabeza y cuello, combinado con la administracion de BPA (Kato et
al., 2004). A su vez, se realizaron diversos experimentos in vivo e in vitro para estudiar su potencial
utilizacion en otros tipos de tumores como melanoma (Carpano et al., 2015); mejorar su
selectividad para el tratamiento con BNCT del carcinoma hepatocelular (Yanagie et al., 2011),
tumores multiples en higado (Fujii et al., 2011), y células de glioma (Feng et al., 2009).

Con respecto a su microdistribucion, mediante ensayos de inmunohistoquimica, se
demostré que el BSH estaba localizado preferencialmente cerca de las membranas celulares,
membranas nucleares, dentro del nicleo y en los espacios intracelulares de células de gliomas de
pacientes (Neumann et al., 2002, 2003). Ademads, se demostré en un estudio realizado en la
mucosa oral de lengua en ratas Fisher, mediante la técnica de microscopia idnica, que el BSH se
acumulaba selectivamente en la ldmina propia de la mucosa oral en comparacién con el epitelio y
el muasculo, cuyos valores eran similares (Morris et al., 2000).

El BSH es un compuesto relativamente toxico y debido a su naturaleza idnica es muy
soluble en agua. Sin embargo, el intercambio del catidn sédico con algin catién organico, como el
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tetrametilamonio o tetrabutilamonio, hace que este compuesto sea soluble en disolventes
organicos menos polares. El grupo sulfhidrilo (SH) del BSH tiene un pK, de 13,4.Esto podria
explicar por qué el BSH se comporta como un acido débil. En presencia de una base, el BSH puede
formar derivados con carga positiva acumulada sobre el dtomo de azufre (B;,H1:S?) y esto hace
que el BSH y su ion muestren habilidades nucleofilicas. El BSH reacciona facilmente con haluros de
alquilo y cloruros de acido (Gabel, 1993) que permiten unirlo a muchos otros sistemas organicos y
ademas vincularlo a un gran nimero de agentes quimicos, aumentando asi sus capacidades de
localizacion tumorales.

El BSH en condiciones acidas y en presencia de oxigeno puede formar el dimero disulfuro 6
BSSB (color azul), que luego puede ser oxidado en presencia de oxigeno atmosférico, formando el
disulfuro oxidadoBS(O)SB (incoloro) (Fig. 20I). Para evitar esta reaccién no deseada, es necesario
Ilevar a cabo la sintesis yposterior preparacion de su solucién en ausencia de oxigeno y a pH acido
(Ratajski and Wielkopolska, 2005).
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Fig. 201 Formacidn de los dimeros de BSH — BSSB y BS(O)SB en condiciones dcidas y en presencia de oxigeno
atmosférico (Ratajski and Wielkopolska, 2005)
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A diferencia del BPA que utiliza un tipo de transporte activo para ingresar a las células
(Sistemas LAT), el BSH es un compuesto que emplea el mecanismo difusién simple (transporte
pasivo) para acumularse en las células (Kawabata et al., 2009). También se ha propuesto que la
acumulacién de aniones boranos, como el BSH, dentro de las células podria ser atribuido a la
posible interaccidén con fosfatidilcolina de las membranas celulares (Kageji et al., 1998) o por
formacion de enlaces nucleofilicos con proteinas de la sangre, como la seroalbimina (McVey et al.,
2008). En particular, se ha demostrado que el BSH se une a la albiumina de la sangre a través de

uniones idnicas, a diferencia del dimero BSSB que lo hace con uniones fuertes del tipo puente
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disulfuro (S-S), lo cual explicaria la mayor retencion de éste compuesto en sangre (Tang et al.,
1995).

A pesar de que los dimeros BSSB y sus formas oxidadas presentan hasta el doble de
captacion de boro en las células tumorales vs el ménomero BSH (ej. Slatkin et al., 1986; Joel et al.,
1989, Elhanati et al., 2001) varios trabajos han reportado acerca de su toxicidad, lo cual es un
factor limitante cuando es utilizado como portador de B en ensayos para BNCT. Slatkin y
colaboradores, estudiando la distribucion de BSH en un modelo de melanoma en ratones
observaron mediante la técnica de TLC (Thin Layer Chromatography: Cromatografia en Capa
Delgada) la presencia del dimero BSSB en la solucion de BSH luego que la misma habia sido
administrada por infusidon lenta. En el afio 1986, los mismos autores realizaron estudios de
biodistribucién y toxicidad con soluciones del mondmero BSH y del dimero BSSB, administradas
por infusién intraperitoneal durante 9 dias 6 en bolo en una sola aplicacién, con concentraciones
de B entre 147-240 mg'B/Kg. En éstos estudios observaron que el dimero habia producido
concentraciones de boro mas altas en los melanomas de ratén y mayor relacién de concentracion
de boro tumor/sangre que el monémero BSH, cuando ambas soluciones habian sido infundidas
intraperitonealmente durante 8-9 dias. Ademas fueron analizados los plasmas provenientes de las
sangres de las ratas.,Se observd que luego de la infusion lenta con el dimero de BSSB, la mayor
parte del boro estaba ligado a proteinas del plasma, en particular albimina y betaglobulinas.
También sugirieron que el dimero podria llegar a causar hepatotoxicidad, debido a que la
captacion del mismo en el higado era alrededor de 5 veces mayor que en los demas tejidos (Slatkin
et al., 1986).

Luego en el afio 1989, Marshall y colaboradores, estudiaron en ratones albinos la toxicidad
de soluciones de BSH y BSSB mediante infusidn intraperitoneal durante 14 dias. Ellos observaron
una severa disminucion del peso corporal (= 12%) de los ratones inyectados con la solucion de
BSSB, 3 dias después de haber comenzado la infusidn, pero a los 14 dias post-infusidn, al finalizar
los experimentos, el peso corporal de los animales se habia recuperado en un 99%, relativo al peso
corporal inicial. Al repetir el mismo ensayo con tiempos de seguimiento post-infusion mas
prolongados (77 dias post-infusion), observaron que la disminucion de peso ocurria antes de los 16
dias de haber comenzado la infusién con la solucién de BSSB y que a partir del dia 22 hasta el final
del experimento, los pesos de los animales fueron incrementdndose paulatinamente hasta
alcanzar valores superiores al peso inicial, aproximadamente un 39%. Por lo tanto, concluyeron
gue la variacion de peso corporal luego de la administracion de BSSB era transitoria. Ademas,
notaron que no hubo modificacion de la férmula leucocitaria ni de las concentraciones de
hemoglobina en la sangre, tanto con BSH como con BSSB. De manera contraria, apreciaron una
diferencia en la tasa de regeneracion hepatica cinco dias después de haber finalizado la infusion
en los ratones tratados con el dimero. Estos resultados fueron confirmados a través de los niveles
de ALT (alanina aminotransferasa) medidos en plasma, que indicaron mayor dafo hepatocelular
en los animales infundidos con BSSB (Marshall et al., 1989).

En estudios realizados en conejos en el afio 1993 (Janku et al., 1993) en Checoslovaquia
con BSH, se demostro la potencial nefrotoxicidad del compuesto. Se realizaron durante siete dias,
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dos inyecciones diarias de dos concentraciones distintas de BSH (25 6 50 mg/Kg) en bolo. Luego de
17 hs de haber finalizado la ultima administracién del compuesto borado, se realizaron estudios
bioquimicos de sangre y luego los animales fueron sacrificados para obtener muestras de
diferentes tejidos para ser analizadas histoldgicamente. Durante los dias de infusidn se observé un
aumento de la salivaciéon y mayor relajacién muscular, poco después de la administracién con BSH
50 mg/Kg, pero éstos sintomas desaparecian a los pocos minutos luego de la inyeccion. Con
respecto a la variacion de peso corporal, se observd que para ambas dosis de BSH existia una
disminucién del mismo comparado con el grupo control, pero ésta era mds evidente con la dosis
de 50 mg BSH/Kg, provocando una disminucion de los valores de peso corporal de hasta 14%. En
cuanto a los resultados de los analisis bioquimicos, no se advirtieron cambios enlos niveles de ALT,
bilirrubina, glucosa, colesterol y creatinina 7 dias después de la administracién con ambas dosis de
BSH ensayadas. En cambio, en los valores de Urea séricos se notaron aumentos entre los niveles
pre y post-tratamiento, para las dos dosis de BSH, que alcanzaron valores de 29% y 164%, para la
dosis de 25 y 50 mg BSH/Kg, respectivamente. Con respecto al hemograma, se observé que hubo
una disminucion de los gldbulos rojos para los dos tratamientos y un incremento de los glébulos
blancos, sélo para el caso de menor dosis de BSH. Los estudios histopatoldgicos revelaron cambios
sélo en rifidn y cerebro, para ambas dosis de BSH. También, en éste estudio se reportaron tres
casos de mortalidad: dos de ellos con la dosis de 25 mg/Kg y uno con la dosis 50 mg/Kg, todos 5
dias después de haber comenzado los ensayos. Los resultados de toxicidad a corto plazo en
conejos demostraron que el borocaptato de sodio no puede ser considerado un agente
completamente desprovisto de actividad en el tejido sano y que podria ser considerado
nefrotoxico.Como consecuencia de la nefrotoxicidad, éste compuesto podria inducir una anemia
aplasica, advirtiendo un posible riesgo en el tratamiento con BNCT mediado por BSH depacientes
con gliomas. Ademas, estos cambios en la funcidn renal estarian vinculados a deficiencias en la
funcién del sistema cardiovascular, segun lo describié La Hann y colaboradores en sus estudios
acerca de la toxicidad cardiovascular asociada a la administracién de BSH, el cual provocaria
hipertension arterial (LaHann et al., 1996).

2.3.3 GB-10 (Decahidrodecaborato de sodio)

El GB-10 (decahidrodecaborato de sodio, Na,'°BioH1o) (Fig. 21I) es un di-anién borado
poliédrico estable que contiene 10 4tomos de boro por molécula, siendo su peso molecular igual a
156,19 gr/mol.

e //E;“

Fig. 211 Estructura quimica del GB-10 o decahidro decaborato de sodio (http://www.katchem.cz/)
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EIGB-10 fue sintetizado por primera vez en 1959 por Hawthorne y andlogamente al BSH,
fue propuesto para el tratamiento de tumores de cerebro ya que no atraviesa la barrera
hematoencefalica (BHE) intacta.

Fue utilizado en el segundo grupo de ensayos clinicos de BNCT para el tratamiento de
gliomas en 1961 (Luderer et al., 2015). En éste caso, una solucion de GB-10 a una dosis de 30
mg/Kg (19 mg'°B/Kg) fue administrada a dos pacientes via intracarétida. Luego fueron irradiados,
previa realizacién de craneotomia, en el reactor MIT del Massachusetts General Hospital. Una vez
mas, los resultados de los estudios no fueron exitosos. Las autopsias de los pacientes revelaron
presencia de necrosis con lesiones cardiovasculares de diferentes tipos en el tejido cerebral. Estos
resultados fueron atribuidos a la presencia de altos niveles de boro durante la irradiacion y
concluyeron ademads que la eliminacion del compuesto de lasangre, antes de la irradiacion, era
esencial.

En 1967 Soloway encontré que la DL50 (Dosis letal 50) para GB-10 en ratones es de 1025
mg/Kg. Posteriormente, en el afio 1972, Asbury y colaboradores, reportaron los resultados de
toxicidad encontrados en el estudio de BNCT/GB-10 de 1961. Ellos observaron, en el tejido
cerebral de uno de los pacientes, la presencia de necrosis extensa por radiacién, mientras que en
el otro notaron tumores recurrentes. A nivel de vasos sanguineos, informaron que habian ocurrido
cambios distintivos en los mismos, y que a tiempos tempranos después de la radiacion, habia
presencia de lesiones agudas por necrosis en vasos sanguineos de distinto calibre. Estos resultados
fueron vinculados a la relacidon de concentracion de boro entre el tumor y la sangre, cuyo valor fue
de 0,79. Se propusoque la concentracion de boro en las paredes endoteliales de las células podria
contribuirdosis peligrosas de radiaciéncuando se irradia con neutrones (Asbury et al., 1972). De
igual manera, se podria sefialar que los resultados poco satisfactorios obtenidos en éstos estudios
de BNCT mediados por GB-10, podrian deberse al poco conocimiento sobre la biodistribucion del
compuesto que existia en ese entonces, entre otros factores.

Luego, se demostré que el compuesto GB-10 no era toxico en estudios de biodistribucion
en 15 pacientes voluntarios con glioblastoma multiforme y cdncer de células no pequefias de
pulmodn, realizados en la Universidad de Washington (Diaz et al., 2002). En éstos estudios se
realizaron infusiones con soluciones de GB-10 a una dosis de 51 mg'°B/Kg durante 10-20 minutos,
seguidas de infusiones continuas en las siguientes dos horas, con el objetivo de mantener durante
irradiaciones futuras, altas relaciones de concentracién de boro en sangre vs tumor. Los resultados
determinaron que el tiempo promedio de vida media del compuesto fue de 5,5 = 1,2 hs, con un
promedio de excrecion de los metabolitos en orina del 86%.

En base a los estudios realizados, los cuales no mostraron toxicidad aparente, el GB-10 fue
aprobado para su uso en estudios de biodistribucién por la Agencia de Alimentos y Medicamentos
de los EstadosUnidos (FDA), bajo IND # 56565 (IND, Investigational New Drug).

Si bien el GB-10 fue uno de los primeros compuestos borados ensayados en estudios
clinicos, debido a los resultados obtenidos, su uso fue dejado de lado y se continud la tarea de
experimentar con otros compuestos desarrollados para BNCT. Pero en los ultimos quince afios, se
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ha reanudado la investigacion de GB-10 en modelos animales.Se utilizé por primera vez en
estudios in vivo en perros con cancer de células no pequefias de pulman, tratados con BNCT/FNT
(BNCT enhanced Fast Neutron Therapy 6 terapia por neutrones rapidos potenciada por BNCT). La
concentracion media de boro en sangre, luego de 1 h de infusién con GB-10 a una dosis de 25
mg/Kg (16 mg'°B/Kg) en los tres perros fue de 177 + 35 ppm. En este trabajo se considerd que en
el tumor la concentraciéon de boro era similar a la de la sangre. Luego de realizadas las
irradiaciones, se obtuvieron resultados alentadores en términos terapéuticos, sin toxicidad
originada por el compuesto en si (Stelzer et al., 2001).

Por otro lado, nuestro grupo de trabajo realizd diversos estudios de toxicidad vy
biodistribucién con GB-10 y demostré ausencia de toxicidad y su potencial terapéutico empleado
en BNCT en tumores de la mucosa oral en hamsters, un tejido no protegido por la BHE (ej. Heber
et al. 2004, 2006; Trivillin et al., 2004, 2006). En cuanto a su biodistribucion, demostramos que se
acumula de forma homogénea en diferentes dreas del tumor. Esto seria una ventaja en cuanto a la
posibilidad de evitar focos refractarios a la terapia. Sin embargo, no se verificé la incorporacién
selectiva a tumor versus tejido normal y sangre. Estos hallazgos estarian correlacionados con su
propiedad difusiva (Heber et al., 2004).

También con el objetivo de aumentar la incorporacion selectiva del GB-10 a las células
tumorales, Masunaga y colaboradores (2006) realizaron estudios de biodistribucion in vivo e in
vitro utilizando liposomas con GB-10. Ellos concluyeron que, en términos de caracteristicas de
biodistribucién y efecto de destruccién de células tumorales en BNCT, los liposomas portadores de
GB-10 podrian ser considerados como promisorios vehiculos de °B para BNCT (Masunaga et al.,
2006).

Respecto de su micro-localizacién, en base a estudios previos realizados mediante la
técnica de autorradiografia neutrénica en el modelo de la bolsa de la mejilla del hamster se pudo
observar que la incorporacion del GB-10 en los tumores orales era menor en comparacion a los
tumores infundidos con BPA (Portu et al., 2015). También se observé que la distribucion cualitativa
de trazas en el tejido tumoral post-administracion de GB-10 era muy similar al tejido normal.
Ademds, dentro del tumor la distribucion de '°B era heterogénea (aunque en menor grado que el
BPA), de modo que existia mayor captacidn en el estroma tumoral comparado con el parénquima
tumoral.

Con respecto al éxito terapéutico, nuestros resultados de BNCT mediado por GB-10 en el
modelo de cancer oral en la bolsa de la mejilla del hdmster proponen un nuevo paradigma para
BNCT. A pesar de no observarse incorporacion selectiva de GB-10 en tejido tumoral, BNCT resulté
terapéuticamente efectivo, causando dafio a tumor y preservando el tejido normal. Demostramos,
a nivel histoldgico, que el control tumoral selectivo por BNCT mediado por GB-10 se deberia al
dafio selectivo en los vasos sanguineos tumorales aberrantes, versus los vasos en tejido normal.
Esta mayor radiosensibilidad de los vasos tumorales podria deberse a su estructura y funcidn
anormal (Trivillin et al., 2006).
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2.3.4 Liposomas MACy MAC+TAC

Los liposomas MAC vy los liposomas MAC+TAC fueron sintetizados por el grupo de
investigacion del International Institute of Nano and Molecular Medicine (I’NM?), de la
Universidad de Missouri, Columbia, EE.UU., liderado por el Dr. F. Hawthorne.

En el afio 1994 el grupo Hawthorne sintetizé un compuesto borano poliédrico soluble en
agua, a partir de boro no enriquecido al que denominaron TAC (Na; [ae-B,oH1;NH;]) (Fig. 13I). El
compuesto TAC es una sal sédica de un ion hidrofilico que posee 20 atomos de boro por mol. El
mismo fue encapsulado en liposomas unilamelares, compuestos de diestearoilfosfatidilcolina
/colesterol (1:1), con el objetivo de analizar su potencialidad como agente portador de boro para
la terapia BNCT (Feakes et al., 1994). Los ensayos de biodistribucion realizados en un modelo de
adenocarcinoma mamario en ratones BALB/c, presentaron una buena captacion y selectividad
tumoral con bajas dosis de administracion, logrando concentraciones de B en tumor entre 30-40
ppm vy relaciones de concentracidon de boro tumor/sangre de aproximadamente 5. Los autores
atribuyeron la mejora en la captacion de boro, a la oxidacion intracelular del compuesto TAC,
generando el ién [n-ByoH1s] °NH; sustituido, altamente susceptible al ataque nucleofilico de los
grupos amino (NH,) de las proteinas intracelulares. En otro experimento, el compuesto TAC fue
encapsulado en la membrana de liposomas preparados con 5% PEG (Polietilenglicol) y di-estearoil
fosfatidilcolina, debido a que la presencia de PEG genera estabilizacidn de los liposomas. Como era
de esperar, en los ensayos de biodistribucion in vivo, estos nuevos liposomas exhibieron un mayor
tiempo de circulacién sanguinea resultando en una acumulaciéon continua de boro en tumor
durante 48 horas y alcanzando valores maximos de boro en tumor de 47 ppm (Feakes et al., 1994).

Al aio siguiente, en 1995, sintetizaron el compuesto borado MAC (K [nido-7-CH3(CH;)15-
7,8-C,BgH41]) a partir de boro no enriquecido (Fig. 13I). El compuesto MAC es una sal anidnica
anfifilica de un nido carborano sustituido por un grupo alquilo, con 9 atomos de boro por mol. El
mismo fue encapsulado dentro de la membrana de liposomas unilamelarescompuestos de di-
estearoilfosfatidilcolina/colesterol (1:1) con el objetivo de aumentar el contenido de boro
aproximadamente en2-5% versus los liposomas TAC. Los ensayos de biodistribucion realizados en
el modelo de adenocarcinoma mamario en ratones BALB/c, con inyecciones de 5-10 mg B/Kg,
arrojaron concentraciones maximas de boro en tumor de 35 ppm y relaciones de concentracién de
boro tumor/sangre de alrededor de 8. Ademads, intentando aumentar la entrega de boro y debido
a que los liposomas compuestos de bicapas permiten encapsular en su interior soluciones
concentradas acuosas de compuestos borados hidrofilicos, Hawthorne y colaboradores
incorporaron dentro de los liposomas MAC, el compuesto borado previamente sintetizado TAC,
generando asi el liposoma MAC+TAC (Fig. 22I). Con ésta nueva formulacion de liposomas
realizaron estudios de biodistribucion en el mismo modelo de ratones utilizado previamente,
logrando valores de concentracién de boro en tumor de aproximadamente 50 ppm y relaciones de
concentracion de boro tumor/sangre de 6 (Feakes et al., 1995).
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Fig. 22IDiagrama representativo de la composicion de los liposomas MAC vy liposomas MAC+TAC y su posible
mecanismo de incorporacidn de boro a la célula (tomado de Hawthorne y Shelly, 1997).

Con el objetivo de extender la posible eficacia terapéutica de BNCT a otras patologias
diferentes a las neopldsicas, en 1998 el grupo de Hawthorne realizé estudios de biodistribucion
con los liposomas MAC+TAC en un modelo de artritis reumatoidea inducida por coldgeno en ratas
Louvain. La concentracidn tisular de boro se determiné mediante la técnica de ICP-OES después de
la administracién intravenosa de liposomas MAC+TAC con bajas dosis de boro (13-18 mg B/Kg). La
concentracion maxima de boro observada en el tejido sinovial artritico fue29 ppm y la mayor
relacidn de concentracidn de boro entre la sinovial artritica y la normal fue de 3. En un intento por
aumentar la selectividad en la incorporacidon a la membrana sinovial patoldgica y disminuir la
concentracidon sanguinea de boro, se modificé la ubicacién del compuesto TAC, creando un
liposoma nuevo MAC+TAC, donde ambos compuestos se encontraban incorporados dentro de la
membrana vesicular. Los resultados con ésta nueva formulacion mostraron una eliminacién de
boro en sangre mas rapida, pero también una menor acumulacién de boro en la membrana
sinovial (Watson Clark et al., 1998).

Finalmente, en el afio 2013, se realizaron los primeros ensayos de biodistribucion y
eficacia terapéutica de BNCT con liposomas MAC+TAC, enriquecidos en '°B, en el modelo de
adenocarcinoma mamario en ratones BALB/c (Kueffer et al., 2013). En los estudios de
biodistribucidn se ensayaron dos protocolos utilizando dosis de suspension MAC+TAC equivalentes
al7 mglOB/Kg, administradas en la vena de la cola de los ratones, en una sola dosis o en dos dosis,
con un intervalo de 24 hs entre si. Los resultados de concentracion de boro con la Unica
administracion de liposomas medidos entre 18 y 50 hs post administracion, demostraron que se
alcanzaban valores de concentracion de B en tumor de = 28 ppm, entre las 18 y 30 h. Sin embargo,
la mayor relacién de concentraciéon de boro tumor/sangre (2,76: 1) no se alcanzé hasta 48 h
después de la administracion, cuando la concentracion de '°B en el tumor era de sélo 18 ppm. Con
el protocolo de inyeccion doble, se obtuvieron mayores concentraciones maximas de boro en
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todos los tejidos en comparacion con una sola dosis, debido a la eliminacién mas lenta de los
liposomas con este protocolo de administracion. Esta eliminacion tardia del boro causé que los
niveles de boro en tumor alcanzaran un valor maximo 54 h después de la primera inyeccién. Las
concentraciones de boro en el higado y en el bazo también alcanzaron su punto maximo a las 54 h.
Por el contrario, los niveles de boro en sangre estaban disminuidos a las 48 h. A las 54 h, la
concentracién de boro en los tumores fue de 68 ppm y la relacidn de concentraciéon de boro
tumor/sangre fue de 1,9. Debido a que la eliminacion de boro en sangre ocurrié mas rapidamente
que la pérdida de boro en los tumores, la relacién tumor/sangre continué aumentando después de
las 54 h post primera administracidn, de tal forma que a las 72 y 96 hs, las relaciones fueron de 2,8
y 5,7, respectivamente. Por otro lado, las concentraciones de boro en tumor a las 72 y 96 h fueron
de 57 y 43 ppm, respectivamente.

Para los estudios de BNCT con liposomas MAC+TAC, se irradiaron ratones portadores de
tumores, 54 h después de la administracion de una uUnica dosis del compuesto, en el Reactor de
Investigacidon de la Universidad de Missouri, USA. Asumiendo una concentracién de 198 en tumor
de 60 ppm se administré una dosis absorbida de boro de 7,75 Gy. Se observo a los 14 dias post
irradiacion una supresiéon significativa del crecimiento tumoral en ratones tratados con
BNCT/MAC+TAC versus el control de animales no tratados (424% de aumento en el volumen
tumoral vs 1551% en controles no tratados). En el protocolo de doble dosis de administracién de
la suspension MAC+TAC, 14 dias después de la irradiacion se observd una disminucion del
crecimiento tumoral (aumento del volumen tumoral del 186% vs 1551%). Si bien estos resultados
distan mucho de un éxito terapéutico indican algun grado de respuesta tumoral inducido por BNCT
mediado por liposomas MAC-TAC, sin toxicidad en tejido normal.

Estos resultados sugieren que las nanoparticulas, como los liposomas MAC+TAC, pueden
ofrecer una alternativa para BNCT como portadores de boro.

2.4. Técnicas analiticas para la medicién de boro y sus isétopos
2.4.1 Técnicas y principios de funcionamiento

Un numero de técnicas analiticas, que van desde un sencillo método potenciométrico a un
método que requiere un reactor nuclear se han utilizado para la determinacién de Boro (B). La
evolucion de la metodologia para la valoracién de B en diferentes muestras ha seguido el curso del
avance en la tecnologia analitica instrumental (Sah y Brown, 1997).

La mayoria de los métodos anteriores utilizaban espectrofotometria, lo cual implicaba la
utilizacion de reacciones de formacién de color y, en forma limitada, reacciones fluorimétricas. La
invencion de la espectrometria de emision atdomica (AES) y de absorcion atdomica (AAS) inicid la era
atémica de los métodos de espectrometria de determinacion B. Sin embargo, la sensibilidad y la
precision de la determinacion de estos métodos estaban condicionadas por los efectos memoria y
por las interferencias (Sah y Brown, 1997).

52



La introduccion del plasma como fuente de ionizacion y el desarrollo de la espectrometria
de emision éptica por acoplamiento inductivo (ICP-OES) resulté en una mejora significativa en la
tecnologia para la determinacion de B. Los ICP-OES proveen mayor sensibilidad y capacidad de
deteccion para determinaciones de B de baja concentracidn, que las cuantificaciones por métodos
espectrofotométricos.

Los niveles de deteccion y, aun mas de precisién, mejoraroncomo resultado del
acoplamiento de un espectrometro de cuadrupolo de masas en un detector con plasma para
formar un nuevo instrumento, llamado Espectrémetro de Masas con fuente de Plasma
Inductivo(ICP-MS), el cual tiene la ventaja de poder determinar y cuantificar la abundancia de los
isdtopos de B (Sah y Brown, 1997).

Las técnicas para la deteccién y cuantificacién de boro y sus isétopos estables que se
utilizan actualmente se resumen en la Tabla4l.

Técnicas Principio de funcionamiento

ICP-OES La ionizacién de boro a iones B’ excitados
producen determinadas emisiones de longitudes de
onda, a partir de las cuales se determina la
presencia de Boro, independientemente de Ia
isotopia (isétopo *°B y isétopo ''B)

(Espectrometria de
Emision Optica por
Acoplamiento Inductivo)
Basadas en Plasma

ICP-MS Luego de la ionizacién de boro a iones B'
excitados, se puede medir la abundancia isotépica
(mB o] 11B) en funcién de la relacién masa/carga

(m/z)

(Espectrometria de
Masas con fuente de
Plasma Inductivo)

PTIMS Se produce la conversion de B a cationes

(Espectrometria de alcalinos (Na,BO," 6 Cs,B0O,") 6 metilicos y luego se
mide la abundancia isotépica (wB o] 11B) en funcion

Espectrometria de masa por ionizacion .
masa por ionizacién térmica positiva) de la relacién masa/carga (m/z)
térmica (TIMS:Thermal
lonization NTIMS Se produce la conversiéon de B a aniones

Mass Spectrometry) metaboratos (BO,) y luego se mide la abundancia
isotdpica (1°B o] 11B) en funcién de la relacién

masa/carga (m/z)

(Espectrometria de
masa por ionizacion
térmica negativa)

Se adicionan reactivos especificos para boro,

i que desarrollan un determinado color y a
Espectrofotometria . . . .
continuacion se miden las absorbancias alas

No basadas en longitudes de onda correspondientes

Plasma

Se bombardea la muestra con neutrones,
Nuclear produciendo particulas o y particulas y,midiendo
. L. 10

luego la abundancia isotépica del "B

Tabla 41. Principios de funcionamiento de técnicas analiticas actuales para la medicién de boro y sus isdtopos.
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Nosotros describiremos sélo las técnicas utilizadas en ésta tesis, que incluyen las
basadasen plasma (ICP-OES, ICP-MS) y no basadas en plasma (Nucleares: Autorradiografia
neutrdnica).

2.4.1.1 Técnicas basadas en plasmas

El plasma es un estado de la materia similar al gas. Se describe como una mezcla gaseosa
eléctricamente conductiva formada por cationes, aniones y electrones de carga neta cero (Farhat
et al., 2013). El argdn es el gas que se utiliza con mayor frecuencia para generar el plasma, pero
también se han utilizado otros gases o sus mezclas (Evans y Giglio, 1993). La mayoria de los
instrumentos comerciales de fuente de plasma utilizan argén para la ionizacién del analito.Sin
embargo, existen otros tipos de plasma, tal como plasma de corriente continua (DCP) (Brennan y
Svehla, 1989; Urasa, 1984), plasma de microondas inducido (MIP) (Evans y Caruso, 1993) y plasma
de descarga (PIB) (Sheppard y Caruso, 1994). Un ICP trabaja a altas temperaturas (8.000-10.000K),
y es una excelente fuente de ionizacion para las técnicas de espectrometria de emisién éptica (ICP-
OES) como asi también para la técnica de masa (ICP-MS) (Sah y Brown, 1997).

La técnica de plasma acoplado inductivamente (ICP) es la mas utilizada para el analisis de
boro. EI ICP es un tipo de fuente de plasma formado a partir de corrienteseléctricas originadas por
la induccion electromagnética en un gas rarificado, como el argdn (Farhat et al., 2013). En un ICP-
OES, las muestras se preparan para obtener un liquido que se introduce en el plasma del
instrumento a través de un nebulizador y una cdmara de nebulizacién(Fig. 231). El nebulizador es
el responsable de la aerosolizacién de la muestra en finas gotas. Puede ocurrir que aparezcan
gotas grandes de muestra que no pueden disociarse por la descarga de plasma y para ello existe
una camara de nebulizacién que sélo permite la entrada de pequefas gotas en la antorcha del
plasma (Farhat et al., 2013). La muestra, en forma de aerosol, es entonces transportada por el
argon a la antorcha del plasma, acoplado inductivamente por radiofrecuencia.En el plasma, debido
a las altas temperaturas, la muestra es desolvatada (remocion del solvente o del aerosol que
contiene la muestra, generando asi particulas microscopicas de sales), vaporizada
(descomposicion de las particulas de sal en un gas de moléculas individuales), atomizada
(disociaciéon en atomos individuales) y/o ionizada por el plasma,generandose los espectros de
emisidn atdmicos de lineas caracteristicas.

Este tipo de espectroscopia de emisidn detecta la radiacién electromagnética emitida de
atomos excitados e iones producidos por la fuente de plasma, donde la longitud de onda de la
radiacion emitida es caracteristica de un elemento. Los espectros son dispersados por la red de
difraccidn y el detector sensible a la luz se encarga de medir las intensidades de las lineas. La
informacion es  procesada por un sistema informatico adecuado (Adaptado
dehttp://www.eaglabs.com/mc/inductively-coupled-plasma-

spectroscopy.htmlyhttp://laboratoriotecnicasinstrumentales.es/analisis-qumicos/espectroscopa-

de-plasma-icp-oes).

La muestra es analizada en forma cuali o cuantitativa. Para el andlisis cualitativo, es
necesario detectar las longitudes de onda caracteristicas del elemento y, en general, deben leerse
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al menos tres lineas espectrales para garantizar que la emisidn observada no esté interferida por
la emisién de otros elementos presentes en la muestra. Para realizar el analisis cuantitativo, es
necesario realizar una curva de calibracién, relacionando la intensidad de la emision de luz de las
lineas espectrales con la concentracion del elemento, que es una funcién lineal creciente. Para
dicha curva se utilizan soluciones estandar de concentraciones conocidas y se mide la intensidad
de emisidon caracteristica de la sefial para el elemento en cuestion. Para determinar
cuantitativamente la concentracién de uno o varios elementos de una muestra incdgnita, las
intensidades encontradas se comparan con las intensidades del o los elementos de la curva de
calibracion (Adaptado de http://www.eaglabs.com/mc/inductively-coupled-plasma-
spectroscopy.html).En general para las mediciones de [B] en muestras de agua mediante la técnica

de ICP-OES se utilizan las longitudes de onda (6 lineas espectrales de medicion) de 182.52 nm,
249.678 nm y 249.773 nm y el limite de deteccién varia entre 0,005 a 0,01 mg/L (Kmiecik et al.,
2016).

En el método de ICP, la muestra digerida que contiene boro es atomizada, produciéndose
asi la conversién de los compuestos borados y otros boratos en boro elemental (B), e ionizada en
B*.Finalmente, se analiza a través de diferentes tipos de detectores. La utilizacién de ésta técnica
como método estandar para la medicidn de boro fue publicada en 1996, como método ISO 11885:
1996 (Farhat et al., 2013).
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Fig. 23IEsquema representativo del funcionamiento del ICP-OES. Cuando la energia del plasma incide sobre la
muestra a analizar, se excitan los elementos componentes de la misma (dtomos). Luego, los atomos excitados vuelven a
un nivel de baja energia y se emiten rayos espectrales que corresponden a una dada longitud de onda del fotén
generado. El tipo de elemento se determina en funcidn de la posicién de los rayos espectrales y el contenido de cada
elemento se determina en funcidn de la intensidad de los rayos (http://www.rohs-cmet.in/content/icp-oes).

El acoplamiento al ICP de un detector espectral de masas (MS), introducido por D.C.
Gregory en 1987, denominado Espectrémetro de Masas con fuente de Plasma Inductivo (ICP-MS),
revoluciond la determinacion de boro, ya que con el mismo se puede medir en forma simultanea
la concentracién de boro y la abundancia isotépica de una muestra (*°B 6 *'B), lo cual conduce a

limites de deteccion mas bajos y mayor sensibilidad (Fig. 241). En lugar de evaluar las emisiones de
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las longitudes de onda especifica de los iones excitados, como en el caso del ICP-OES, el método
de ICP-MS mide los iones excitados en funcidn de la relacion masa/carga (m/z).De ésta manera se
mide concentracion y abundancia isotépica (Farhat et al., 2013). El ICP-MS posee al menos un
cuadrupolo electromagnético (también puede ser hexapolo u octupolo) que cominmente actua
como un filtro de masas y permite que sélo una determinada relacién de masa/carga pase al
detector. Los iones que pasan a través de éste cuadrupolo son desviados a un detector de iones
gue convierte la energia idnica de los mismos en energia eléctrica, constituyendo asi la base para
la medicion de la concentraciéon del analito.

Las ventajas de ICP-MS sobre otros métodos se basan en la alta sensibilidad, medicidn de

g, 198) y Iimites de deteccién mas bajos (10° mg/l),

concentraciones de los isétopos de B (
comparada con otras técnicas analiticas convencionales, por ejemplo espectrometria atdmica o de

emision, fluorescencia de rayos x, etc. (Kmiecik et al., 2016).
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Fig. 241 Esquema representativo del funcionamiento del ICP-MS (http://www.chromedia.org)

A pesar de todas las ventajas mencionadas de ésta técnica de medicién de boro, las
principales desventajas de los métodos basados en plasma son: interferencias fisicas,
interferencias espectrales, interferencias de masa, efecto memoria, efecto matriz y contaminacién
externa de las muestras (Kmiecik et al., 2016).

Las interferencias fisicas estan asociadas a procesos fisicos que intervienen en el
transporte de la muestra al plasma, proceso de conversion y en el caso del ICP-MS, ademas
pueden ocurrir interferencias en la transmision de iones de la interfase del plasma al
espectrometro de masas. Las interferencias fisicas pueden ocurrir en la transferencia de la
muestra al nebulizador (viscosidad, presencia de particulas), en la formacién del aerosol y
transporte al plasma (tensidn superficial) y durante el proceso de atomizacién e ionizacion en el
plasma. Generalmente, las muestras con abundante carga orgdnica (ej. bioldgicas) que van a ser
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medidas mediante la técnica de ICP son transformadas a estado liquido, mediante diferentes
técnicas de digestion (microondas, bafios de agua, sonicadores, etc.), que incluyen el uso de
distintos acidos solos o combinados en diferentes concentraciones (acido sulfurico, acido nitrico,
acido percldrico, etc.) o acidos mas peroxidos (acido nitrico + perdxido de hidrégeno) (Sah y
Brown, 1997). Habitualmente no se utiliza 4cido fluorhidrico (HF) en soluciones metandlicas, ya
que genera disminucién de las emisiones de las sefales de las longitudes espectrales por el
reemplazo de la uniéon B-OCHj; por B-F y la formacion del complejo fluoruro de boro, volatil. El
proceso de digestién de las muestras es uno de los pasos determinantes de las mediciones de
analitos por las técnicas de ICP, ya que a pesar que las muestras son previamente digeridas y
diluidas antes de realizar las mediciones, podrian quedar en ellas particulas de diverso origen que
pueden perturbar la introduccion de la muestra al sistema de medicién, obstruyendo el
nebulizador de la cdmara de nebulizacion y de ésta forma generar mediciones errdneas o incluso
causar el apagado del equipo. En algunas ocasiones, para evitar éstos inconvenientes, se realizan
filtraciones de las muestras, previo a las mediciones. Para minimizar los efectos de las
interferencias fisicas se recomienda que la concentraciéon de acidos sea la misma para los
estandares, blancos y muestras. También un aspecto importante para compensar éstas
interferencias, es el uso de la técnica de estandar interno (STD), cuya hipodtesis se basa en que las
derivas relativas de sensibilidad son las mismas para el analito que para los patrones de la curva de
calibracién. La técnica del STD interno se realiza mediante el agregado en alicuotas de una
solucidon con uno o mas elementos de concentracidon conocida, tanto en las muestras como en la
curva de calibracidn y en los blancos. Los analitos del STD interno no deben estar presentes en la
matriz de las muestras. EIl método del STD interno se utiliza para corregir las derivas
instrumentales que pueden ocurrir a lo largo del proceso de medicion. Para el caso del ICP-OES,
nosotros utilizamos itrio (Y) y estroncio (Sr), ya que sus lineas espectrales no interfieren con las
lineas medidas para el Boro. Para el caso de las mediciones con ICP-MS se utiliza un analito con
caracteristicas de masa, potencial de ionizacion, estado de carga y concentracién, lo mas similar
posible al analito de interés (ej.’Be, °Li). En nuestro laboratorio utilizamos una solucién de 1 ppm
del isétopo °Li como STD.

En el caso de las interferencias espectrales, éstas ocurren sélo en las mediciones con ICP-
OES. Las longitudes de onda monitoreadas tipicamente para el analisis de boro en muestras
bioldgicas son 208.889 nm, 208.957 nm, 249.677 nm, y 249.773 nm, entre otras (Farhat et al.,
2013). La interferencia mds importante para éste analito es la presencia de hierro (Fe), debido a
gue algunas de sus longitudes de onda espectrales se encuentran cercanas a las boro (Kmiecik et
al., 2016). Por ejemplo, las lineas espectrales de Fe 249.782 nm y 249.653nm se superponen con
las de B 249.773 nm y 249.678 nm, respectivamente. La determinacion de B por la técnica de ICP-
OES esta afectada ademads por otros analitos, como cromo (Cr), silicio (Si), niquel (Ni), aluminio
(Al), vanadio (V), manganeso (Mn), titanio (Ti), molibdeno (Mo) y altas concentraciones de sodio
(Na) (Sah y Brown, 1997).

En el caso del ICP-MS, que no posee interferencias espectrales, las interferencias pueden
ser del tipo isobdricas, poliatémicas, de éxidos y de iones de doble carga.Las interferencias
isobaricas son causadas por isétopos de otros elementos o especies poliatémicas que tienen la
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misma masa/carga (m/z) nominal que el analito a estudiar. Para solucionar éste tipo de
interferencias se pueden llevar a cabo correcciones mediante un software adecuado, debido a que
los solapamientos isobaricos se predicen exactamente a partir de las tablas de abundancia de cada
isdtopo. Las interferencias del tipo poliatdmicas son mas dificiles de eliminar que las isobaricas.
Las especies poliatémicas se forman por interacciones entre las especies del plasma y las especies
de la matriz o de la atmésfera y se producen para valores de m/z < 82. Se pueden solucionar con el
uso del método de STD interno o midiendo blancos de muestra en la corrida de medicién.

El tipo de interferencia mas importante en ICP-MS corresponde a los éxidos e hidréxidos
que se forman a partir del propio analito, de los componentes de la matriz, del disolvente y los
gases del plasma.Casi todas estas especies forman iones MO* y MOH" y los picos de estas especies
se superponen con el pico de uno de los iones del analito.La formacién de los 6xidos depende de
variables experimentales como: la velocidad del flujo del inyector, la potencia de radiofrecuencia,
el espaciado del separador del muestreador,la composicion de los gases del plasma, la eliminacion
del oxigeno y la eficacia de la eliminacion del disolvente. La reduccion de la formacion de éxidos e
hidréxidos en plasmas es el centro de muchas de las investigaciones actuales.

Otra de las desventajas de la técnica de ICP es el efecto matriz.El efecto matriz produce
una reduccion en la sefial del analito, llegando a ser evidente a concentraciones superiores a 500-
1.000 pg/mL. Se minimiza utilizando disoluciones mas diluidas, alterando el procedimiento de
introduccién de la muestra, separando las especies que lo provocan, adicionando STD interno &
cambiando a uno mdas apropiado y en el caso del ICP-MS utilizando un STD interno
aproximadamente de la misma masa y potencial de ionizacién que el analito.

Por ultimo, podemos mencionar el efecto memoria. Este puede ocurrir cuando se miden
altas concentraciones de algunos analitos (B, Hg, Ag, Sb) y se producen debido a las contribuciones
de sefiales de analitos medidos previamente en la muestra. El efecto memoria puede ser el
resultado de la deposicion de la muestra en varios componentes del sistema de introduccién de
muestra, por ejemplo en las mangueras de la bomba peristdltica, en la cdmara de ionizacién y en
la antorcha. Este efecto puede ser minimizado de varias maneras: lavar entre mediciones con una
solucion adecuada (ej. acido nitrico, amoniaco, tritén), utilizar camaras de nebulizacion de
material inerte (ej. téflon o cuarzo), realizar esquemas de mantenimiento y limpieza del equipo,
utilizar agua de calidad miliQ, minimizar las contaminaciones externas de B mediante la utilizacién
de acidos provenientes de envases libres de borosilicato (ej. téflon 6 PVC), utilizar métodos
qguimicos de purificacién de acidos (método de sub-boiling) 6 tomar recaudos en la manipulacion
de los materiales utilizados en las mediciones.

Otras técnicas basadas en plasma incluyen Plasma de Corriente Continua (DCP), que es
menos sensible y requiere mayor mantenimiento en comparacién con ICP, Plasma de Microondas
(MIP) y Plasma de Descarga Luminiscente. Los equipos correspondientes se encuentran menos
disponibles comercialmente para andlisis elementales en general y no son utilizados para el
analisis de boro (Farhat et al., 2013).
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2.4.1.2Técnicas no basadas en plasmas

El andlisis de boro es de interés en la industria nuclear, donde se usa acido bérico en el
refrigerante primario para controlar la reaccién nuclear. Debido a las altas concentraciones de
boro que se emplean se pueden generar éxidos metadlicos que se depositan en las barras de
combustible. Con el fin de controlar la concentraciéon de boro, se desarrollaron varias técnicas
analiticas nucleares (TAN), que pueden ser empleadas en diversos sitios de los reactores, con una
preparacion minima de la muestra (Farhat et al., 2013).

En las TAN las muestras que contienen Bson bombardeadas con neutrones que causan la
produccidn de particulas a yparticulas y (una o ambas), las cuales son monitoreadas para hacer la
correlacién con la abundancia isotdpica del '°B estable (Farhat et al., 2013).

El analisis por activacion neutrdnica (AAN) se lleva a cabo colocando la muestra bajo un
flujo de neutrones térmicos (0,025 eV) y midiendo los productos de reaccion. Cuando la muestra
contiene isétopos de '°B, ocurre la reaccién de captura neutrdnica entre el boro y los neutrones,
generando atomos de ’Li, particulas a (2,31 MeV) y rayos y (478 keV).

Todos los métodos de determinacién de B basados en AAN miden los productos de
reaccion, ya sean particulas a 6 rayos y, y se denominan Radiografia o Autorradiografia de Captura
Neutrénica (ARN) 6 Andlisis por Activacion de rayos gamma o Prompt gamma, respectivamente.

Estas técnicas permiten determinar boro en muestras intactas, pero se requiere el acceso
a un reactor nuclear.

La distribucion y concentracion de dtomos de '°B en muestras de tejidos procedentes de
estudios de biodistribucién de compuestos borados para BNCT pueden determinarse a través de la
cuantificacién y el andlisis mediante la técnica de ARN (Portu et al., 2016). En la técnica de ARN las
muestras (generalmente bioldgicas) estan en contacto con un film detector colocado bajo un haz
de neutrones. Luego de la irradiacion, el film es tefiido, revelado y atacado quimicamente con KOH
o NaOH, para obtener la imagen microscépica de la distribuciéon de las trazas generadas en la
muestra que contenia '°B. Esta técnica permite conocer cuali y/o cuantitativamente la
concentracion de boro (ej. Molinari et al., 2012; Portu et al., 2015). Un aspecto a considerar de
ésta técnica, entre otras variables, es el espesor de las muestras. Generalmente se utiliza un
criostato para obtener muestras de 1- 10 micrones, con el objeto de evitar pérdidas en la
deteccion de trazas debido a la auto-absorcion de las particulas a, dentro de la misma muestra. A
pesar de ser una técnica de revelado destructivo, la principal ventaja de éste método es que
permite la medicion de la distribucion de boro en tejidos intactos (Sah y Brown, 1997).

Mas recientemente Portu y col. (2016) propusieron que la localizacién de atomos de boro
en la estructura celular de muestras biolégicas podria ser conocida con mayor precisién por la
visualizacion simultdnea de las trazas nucleares y la imagen de la muestra en el detector,
utilizando luz UV-C. La sensibilizacidon del detector por la irradiacion con luz UV C produce una
foto-degradacién del polimero del detector. Como consecuencia, se forma una huella del material
bioldgico, que reproduce los contornos celulares y nucleares, permitiendo asi la visualizacidn de la
microlocalizacion de B a nivel de estructura celular (Portu el al.,2016).
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Dado que un factor importante en BNCT es conocer la concentracion y distribucion de
boro en tumor, tejido normal y/o tejido limitante de dosis, cuyos valores son utilizados para la
planificacién de tratamientos, recientemente se desarrollaron técnicas para medir la
concentracion de boro 10 in vivo, en el tumor y tejido normal después de la administracion del
compuesto borado, permitiendo asi una mejor cuantificacidon de la dosis administrada. Dentro de
los métodos nucleares, un método capaz de cuantificar la captacién de boro in vivo es la
tomografia de emision de positrones (PET: Positron Emission Tomography) (ej. Kabalka et al.,
1997; Nariai et al., 2009; Shimosegawa et al., 2016). En consecuencia, la mejora en los ultimos
afios para seguir el comportamiento farmacoldgico y quimico del portador de boro utilizando PET
se ha convertido en un estimulo adicional para BNCT. El marcado de BPA con "F y el uso de PET
para evaluar el seguimiento in vivo del compuesto borado en un paciente y, ademas, la deteccién
de compuestos de boro por resonancia magnética nuclear (RMN), actualmente se encuentran
disponibles para su uso rutinario en la clinica. La técnica de *®FBPA-PET es utilizado como criterio
de seleccion de pacientes para llevar a cabo tratamientos con BNCT/BPA en Japdn (ej. Kobayashi
et al., 2016) y Finlandia (Kankaanrantaetal., 2012).

La incorporacion de agentes borados a tumores depende de varios factores: (a) del perfil
de concentracidén plasmatica del compuesto, que a su vez depende de la dosis y de la via de
administracion; (b) de la capacidad del agente portador de boro para atravesar membranas (ej.
barrera hematoencefilica); (d) del flujo sanguineo dentro del tumor y (e) de la lipofilicidad del
compuesto, en el caso de tumores cerebrales, que deben atravesar la barrera hematoencefalica.
En general, una alta concentracion sanguinea en estado estacionario maximizara la captacion de
boro en el tumor, mientras que una rapida eliminacién lo reducira, excepto en el caso de la
administracion intra-arterial de drogas (Barth et al., 2005).

A pesar que los estudios de biodistribucién contribuyen a la seleccién de potenciales
compuestos borados y protocolos de administracion que maximicen la dosis boro y minimicen la
dosis de fondo de la dosis total de BNCT, el real potencial terapéutico de un posible protocolo
debe ser evaluado en estudios de BNCT in vivo. En éste sentido, la investigacion traslacional en
modelos de animales adecuados ocupa un papel central.

3. Fuentes de neutrones

Para que el tratamiento BNCT sea efectivo, los neutrones deben ser entregados con las
siguientes caracteristicas: (Moss, 2014):

a. La energia necesaria para producir la reaccién de captura con el compuesto borado
b. Un alto flujo

¢. Con la menor presencia posible de "contaminantes" en el haz de radiacién

d. El haz neutrénico dirigido al lecho del tumor
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Los neutrones térmicos por si mismos no producen dafio significativo en la célulatumoral o
en el tejido normal, dado que su energia es insuficiente para ionizar loscomponentes del tejido.
Sélo cuando los neutrones térmicos se combinan con el '°B, se produce una dosis de radiacion que
provoca dafio celular significativo.

El flujo de neutrones necesario para la terapia de BNCT se encuentra en el orden
de10’n/cm’s. Hasta la fecha, este flujo ha sido generado mayormente a partir de reactores
nucleares por un proceso de fision (Burian et al., 1997). En la actualidad, los haces de neutrones
disponibles no son monoenergéticos y contienen una mezcla de radiaciones: neutrones térmicos,
epitérmicos, rapidos y rayos gamma. Los dos ultimos contribuyen a la dosis de radiacién de forma
no selectiva, por lo cual deberian ser minimizados. Cabe sefialar que la reaccién de captura en el
198 se produce con alta probabilidad con neutrones térmicos y, en menor medida, con neutrones
epitérmicos. 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 et al., 1960). Dichos neutrones, entonces, son
utiles si la terapia de BNCT se aplica a lesiones superficiales o poco profundas. En cambio, dado
que 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, pueden emplearse para el
tratamiento de tumores profundos.

Un requerimiento basico de BNCT es que la dosis entregada no exceda la tolerancia del
tejido normal. Esta restriccion 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 et al., 2005).Dentro de los requisitos que involucran al disefio de la fuente
de neutrones se ha sugerido que, para garantizar eléxito terapéutico de BNCT, las facilidades
deberian cumplir con las siguientes condiciones (Coderre et al., 2003; Harling, 2009):

a. Intensidad suficiente para entregar un campo de irradiacidon en pocosminutos y durante el
tiempo de distribucion 6ptimo del boro, tanto en tumor como en tejidos normales sensibles,
localizados en el campo de irradiacion

b. Adecuada penetracion de neutrones para irradiar tumores profundos conuna relacion
terapéutica significativamente superiora 1

c. Facilidad de configuracién para permitir la irradiacién de los pacientescon varios campos en
todos los sitios posibles del tumor

d. Colimacién y tamafo de apertura del haz variable
e. Sistemas de seguimiento y control de haces precisos, fiables yautomatizados

f. Sala de irradiacién eficientemente blindada con comunicacion audiovisual entre el paciente
y el cuerpo médico y con rapido acceso al paciente en todo momento

g. Instalaciones para examinar al paciente, infusiones de drogas, simulaciones de la
configuracién del haz y planificacién del tratamiento

Hoy en dia, existen sélo unos pocos centros nucleares de investigacién donde se llevan a
cabo ensayos clinicos y/o actividades de investigacion para BNCT para el tratamiento de diferentes
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entidades oncoldgicas (Moss, 2014). Entre ellos se encuentran los reactores:THOR y TRIGA CONV
en la Universidad Nacional Tsing Hua (Taiwan), KURRI y JRR-4 en la Universidad Nacional dela
Universidad de Kyoto (Japdn), TRIGA LENA-IT-005 (Italia) y RA-1, RA-3 y RA-6 en la Comision
Nacional de Energia Atdomica (Argentina). Sin embargo, se han propuesto nuevos disefios o estan
bajo construccion nuevos reactores, por ejemplo, el Reactor TRR en Irdn (Jarahi et al., 2016;
Bavarnegin et al., 2016).

Hace mas de dos décadas se propuso la utilizacion de aceleradores de particulas de baja
energia como fuente de neutrones para BNCT.Antes del 2012, todas las irradiaciones de ensayos
clinicos de BNCT eran llevados a cabo en reactores (Miyatake et al., 2016). Hoy en dia, existen una
amplia variedad de aceleradores (ciclotrones y sincrotones o Linacs) que han sido o estan siendo
considerados para aplicaciones terapéuticas de BNCT en diferentes paises como Japon (ej.
Tananaka et al., 2011; Kumada et al., 2014), Italia (Alikaniotis et al., 2016), Rusia (ej. Kononov et
al., 2004; Bayanov et al., 2009), Iran (Zolfaghari y Sedaghatizadeh, 2016) y Argentina (Kreiner et al.,
2016). Los aceleradores ofrecen las ventajas con respecto a los reactores. Pueden estar situados
en instituciones hospitalarias o especializadas y los procedimientos para su autorizacion,
instalacion y mantenimiento son mas sencillos que los de un reactor. Ademas, son mas compactos,
menos costosos, y pueden ser facilmente apagados (Miyatake et al., 2016). El haz de neutrones
producidos en un acelerador posee una intensidad de flujo, alrededor de un orden de magnitud
menor, en comparacion con las fuentes de neutrones de los reactores.Es muy probable que la
presencia de estas instalaciones sea decisiva para el futuro de BNCT en términos de una mejora
cualitativa en la capacidad de reunir datos clinicos y acumular experiencia en pacientes (Moss,
2014). En Japodn ya se encuentran en curso ensayos clinicos de BNCT empleando un acelerador.

4. Historia y antecedentes clinicos de BNCT

4.1 BNCT a nivel mundial

En los ultimos 60 ainos, 15 diferentes instalaciones de neutrones (todos reactores nucleares
de investigacion) y, posteriormente, un numero similar de grupos de BNCT, habitualmente
formados por equipos de médicos, fisicos médicos, fisicos nucleares, etc., de diferentes institutos
han participado en ensayos clinicos de BNCT en pacientes que sufren diversos tipos de cancer. La
mayoria de ellos se han realizado como ensayos clinicos de fase I, I/Il y Il (Moss, 2014). Cerca de
1000 pacientes han sido tratados con BNCT en todo el mundo. Los paises que han implementado,o
implementan actualmente, ensayos clinicos de BNCT comprenden a Estados Unidos, Japdn,
Finlandia, Suecia, Comunidad Europea, Republica Checa,ltalia, Taiwan, China y Argentina.

Aunque el potencial clinico de BNCT fue reconocido en la década de 1930, no fue hasta la
década de 1950, cuando se realizaron losprimeros estudios de biodistribucion para BCNT. Sweet y
Javid, estudiaron la distribucion del tetraborato de sodio 6 bérax (Na;B;0,.10H,0) en 58 pacientes
luego de realizar la biopsia o la reseccién de tumores cerebrales. Ellos observaron que la
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concentracion de boro en tumorera tres veces mayor que en el tejido del cerebro circundante
(Sweet y Javid, 1951).

Los primeros ensayos clinicos para glioblastoma multiforme fueron iniciados por Dr. Farr
en el “Brookhaven National Laboratory” (BNL), y por Dr. Sweet y Dr. Brownell en el
“Massachusetts General Hospital” utilizando el reactor del “Massachusetts Institute of
Technology” (MIT). Desde 1950 a 1952, Farr y Sweet trataron 10 pacientes con gliobalstoma
multiforme, con BNCT mediado por bérax. Luego de haber realizado la craniotomia y reseccién del
tumor (cuando fue posible), los pacientes fueron irradiados en el reactor del Brookhaven
Laboratory (BNL). Cincopacientes recibieron una unica dosis, y a los 5 restantes se les aplico
eltratamiento en 2 a 4 fracciones. Los pacientes sobrevivieron en un rango entre 43 a 186 dias
después de la irradiacion. Las autopsias realizadas en ocho de éstos pacientes revelaron efectos
agudos de radiacidn en cerebro y cuero cabelludo. En todos los casos se observé viabilidad en los
tumores post-tratamiento y en ninguno de ellos existié una prolongacion de la sobrevida
estadisticamente significativa o eficacia terapéutica (Sweet, 1997).

Entre 1959 y 1962 se traté un grupo adicional de 18 pacientes en el BNL utilizando bérax o
pentaborato de sodiocomo transportador de '°B, basandose en investigaciones llevadas a cabo por
Soloway (Soloway et al., 1998). Pero al igual que en el grupo anterior, no huboincremento en el
tiempo de sobrevida (Barth et al., 1990).Los resultados de estos primeros ensayos fueron
desalentadores, culminando por ende en el afio 1962.Posteriormente, el Dr. Slatkin analizé
cuidadosamente estos ensayos, atribuyendo los resultados negativos a una inadecuada
selectividad de incorporacién al tumor de los compuestos quimicos borados inorgdnicos que
fueron utilizados como agentes de transporte (borax y pentaborato de sodio); a una insuficiente
penetracion de los haces de neutrones térmicos en el tejido, y a las altas concentraciones de boro
en sangre que resultaron en un dano excesivo de la vasculatura normal del cerebro y del cuero
cabelludo (Barth et al., 2005).

Los ensayos clinicos fueron reanudados por el Dr. Hatanaka en Japén en el aifio 1967. El Dr.
Hatanaka, discipulo del Dr. Sweet, utilizé6 un haz de neutrones térmicos y el compuesto borado
BSH (borocaptato de sodio), desarrollado por el Dr. Soloway (en el Massachusetts General Hospital
de EE.UU.). El procedimiento se llevo a cabo en mas de 150 pacientes portadores de gliomas. La
primera etapa consistid en una cirugia citorreductora para reducir la masa tumoral, seguida de un
periodo de recuperacién. Luego se administré BSH mediante una infusion lenta. Primeramente, se
administro via intra-arterial cambiando posteriormente a la via intravenosa. Luego de la infusion,
se realizé la irradiacién con neutrones térmicos en uno u otro de los diferentes reactores
nucleares en Japdn. Los resultados fueron alentadores, obteniéndose un indice de sobrevida a 5
afios de un 58% de los pacientes portadores de glioma grado 3-4, con el tumor localizado a menos
de 6 cm de profundidad. Dado que los neutrones térmicos presentan una profundidad de
penetracidon limitada en tejido, se removidé la piel y la calota para realizar una irradiacién
intraoperatoria, previniendo el dafio por radiacion en cuero cabelludo y permitiendo el
tratamiento de tumores residuales ubicados a mayores profundidades (Barth et al., 2005). A pesar
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de los resultados alentadores conseguidos, dichas aplicaciones de BNCT no estaban dentro del
marco de ensayos clinicos controlados.

Los esfuerzos especificos de Hatanaka y colaboradores llevaron a considerar las
aplicaciones clinicas con BNCT en los Estados Unidos y Europa. Al mismo tiempo, en Japdn en el
afio 1987, el Dr. Mishima comenzd a tratar melanomas malignos superficiales utilizando p-
boronofenilalanina (BPA) (Mishima et al., 1989). Las caracteristicas superficiales del melanoma de
piel permitieron que estos tratamientos fueran llevados a cabo usando neutrones térmicos. Este
fue un suceso importante que marcé el comienzo del uso de BNCT para tumores fuera del sistema
nervioso central. Tanto BSH como BPA siguen siendo hoy en dia los Unicos compuestos borados
utilizados en ensayos clinicos para BNCT.

En Estados Unidos, BNCT comenzd a emerger en los afios 90 en Brookhaven (Chanana et
al., 1999) y Cambridge (Busse et al., 2003) y poco después comenzaron los primeros ensayos de
BNCT en Europa, en Petten (Sauerwein y Zurlo, 2002), Finlandia (Joensuu et al., 2003), Suecia
(Capala et al., 2003), y Republica Checa (Honova et al., 2004). BNCT también resurgio en Japdn
(Takagaki et al., 1997; Nakagawa et al., 2003), y posteriormente en Argentina (Gonzalez et al.,
2004) y Taiwan (Liuetal., 2004). Todos estos ensayos se realizaron dentro del marco de ensayos
clinicos controlados, utilizando BSH y BPA, en instalaciones de reactores nucleares de investigacion
usando predominantemente haces de neutrones epitérmicos, debido a que los mismos brindan
mejorpenetracidén de los neutrones en los tejidos. El uso de reactores nucleares, que son muy
costosos y no se encuentran en un ambiente hospitalario, desafortunadamente ha llevado a que
parte de estos programas de tratamientos con BNCT hayan sido interrumpidos.

Con respecto al continente europeo, a través de un consorcio de naciones, se comenzd
con un ensayo clinico de BNCT en el afio 1997. Las irradiaciones se realizaron en el reactor HFR de
Petten (Holanda), y ungrupo de la Republica Checa inicid otro protocolo en el afio 2000. Esos
estudioseuropeos, como la mayoria de los japoneses, fueron desarrollados para tratartumores de
cerebro usando BSH como agente de captura (Palmer et al.,, 2002). En Petten se trataron 26
pacientes hasta que el programa fuediscontinuado en 2004, mientras que el ensayo clinico
desarrollado en la Republica Checa llegd a tratar 5 pacientes antes de ser discontinuado. Ademas,
se llevaron acabo ensayos para el tratamiento de GBM con BPA como transportador de '°B.

En Suecia, se realizaron tratamientos para glioblastoma utilizando el haz epitérmico del
reactor AB de Studsvik para uso médico (Barth et al., 2005). Se administré una solucion de BPA
(900 mg/Kg) en infusiones de 6 hs. El aumento del tiempo de infusidn se basé en ensayos in vitro
gue demostraron que se necesitaban varias horas para cargar las células con BPA y que las
infusiones i.v. prolongadas aumentaban la concentracién absoluta de boro en tumor en el modelo
de gliosarcoma 9L en ratas, manteniendo alta la oferta en sangre (Joel et al., 1999). Al realizar esta
infusidn prolongada en 17 pacientes, ésta fue bien tolerada y la sobrevida media preliminar fue de
18 meses, tiempo significativamente mayor al obtenido en los ensayos realizados en BNL o
Harvard/MIT. Todos los pacientes fueron tratados en dos campos de irradiacion. Dado que los
pacientes suecos con glioblastoma multiforme que presentaron recidivas no fueron sujetos a otras
terapias paliativas, los datos de sobrevida no fueron influenciados por tratamientos subsecuentes
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(a diferencia de los pacientes de BNLy MIT), representando mas precisamente los efectos realesde
BNCT en el tumor. La corroboracién de una mejora en el tiempo de sobrevida media representa un
avance significativo, ya que BNCT no sdlo brindaria una mayor sobrevida sino también una mejor
calidad de vida, dado que implica una Unica aplicacion (a diferencia de los tratamientos
oncoldgicos convencionales) (Barth et al., 2005). En el afio 2008, nuevamente el grupo de Suecia,
publicé nuevos resultadosutilizando esta infusion prolongada de 900 mg/kg de BPA (Henriksson et
al., 2008), obteniendo resultados de eficacia terapéutica de BNCT comparables con la radioterapia
convencional, pero en ésta ocasion se observaron importantes efectos colaterales, no deseados.
Pinelli y Zonta et al. en Pavia, Italia, trataron un paciente que presentaba mas de 14
nodulos metastasicos en el parénquima del higado. El tamafio de los nddulos impedia su
extirpaciéon quirurgica y se decidid realizar BNCT ex situ, seguido de re-implante hepatico. El
procedimiento consistié en administrar, mediante infusién, BPA-fructosa (300 mg/kg) via vena
colica en una infusion de 2hs. Se tomaron muestras de sangre, tumor e higado normal para
determinar la concentracidén de boro y, una vez que se demostré mediante alfa espectrometria
gue el boro se localizaba selectivamente en las metastasis y en menor medidaen el higado normal,
se realizd una hepatectomia total. Luego, el higado fue transportado al reactor de la Universidad
de Pavia para ser irradiado por neutrones, seguido de una reimplantacion en el paciente. Por mas
de 2 afos, el paciente no tuvo evidencias clinicas o radiograficas de recidivas y sus niveles de
antigeno carcinoembrionario fueron bajos. Esto demostré la potencial capacidad de BNCT de
erradicar metastasis multicéntricas en un érgano sélido (Barth et al., 2005, Zonta et al., 2006). En
un segundo paciente se demostréd el efecto terapéutico de la técnica sobre los nddulos
metastdsicos de higado pero no se pudo realizar un seguimiento a largo plazo dado que el
paciente fallecid por causas clinicas no relacionadas con el tratamiento (Zonta et al., 2006)

El grupo de trabajo finlandés es el que ha hecho la mayor cantidad de irradiaciones en
pacientes en un Unico centro, mas que cualquier otro grupo en todo el mundo. El reactor que
utilizaron fue construido durante la década de 1990 en Espoo, Helsinki (Auterinen et al., 2001). La
primera irradiacidon de pacientes se llevé a cabo en mayo de 1999, casi dos afios después de la
primera irradiacion BNCT en Europa en Petten, en los Paises Bajos (Moss et al., 1992). Los
finlandeses han podido tratar pacientes en forma regular, casi semanalmente durante éstos afios
para diferentes patologias de cancer, como por ejemplo glioblastoma multiforme (Kankaanranta
et al., 2011) y tumores de cabeza y cuello (Kankaanranta et al., 2012) y cancer recurrente de
faringe con BPA como portador de boro (Haapaniemi et al., 2016).Los tratamientos fueron
lamentablemente interrumpidos en el afio 2012 por razones econdmicas y politicas.

La larga historia de BNCT en Japdn ha sido bien documentada, comenzando con el trabajo
pionero de Hatanaka, mas tarde con el trabajo de Mishima, y mas recientemente con los de
Nakagawa, Matsumura y otros (Moss, 2014). Sin embargo, el trabajo de Hatanaka fue criticado
porque no siempre se siguieron estrictos protocolos de ensayos clinicos. Recientemente, la
comunidad de BNCT en Japdén ha implementado los ensayos clinicos siguiendo los procedimientos
internacionales.

Debido a la gran infraestructura que posee Japdon en materia nuclear y a sus

investigaciones innovadoras, diversos grupos japoneses han ensayado BNCT en pacientes con
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diferentes tumores que no pertenecen al sistema nervioso. Entre ello, podemos mencionar:
cancer hepatico recurrente (Yanagie et al., 2014), cancer gastrointestinal recurrente (Yanagie et
al.,, 2014); cancer de pulmdn recurrente (Suzuki et al., 2012) y enfermedad de Paget extra
mamaria (Makino et al., 2012). En el reactor de investigacidn de la Universidad de Kyoto (KURR) se
han producido mas de 400 irradiaciones de BNCT, incluyendo pacientes con tumores de cerebroy
mas de 150 casos de pacientes con cancer de cabeza y cuello (ej. Kageji et al., 2014; Suzuki et al.,
2014; Miyake et al., 2016).

A pesar dela larga trayectoria de tratamientos clinicos de BNCT en Japdn, durante los
ultimos diez afos, las instalaciones con fuentes de neutrones gradualmente han estado cada vez
menos disponibles. Esto también ha sido exacerbado por el reciente incidente en la central nuclear
en Fukushima, en marzo del 2011. En ese mismo aio, se decidié que todos los reactores de
investigacion en Japon debian ser cerrados temporariamente para actualizar las medidas de
seguridad.

Entre 2010 y 2011, se realizaron 10 tratamientos de pacientes con cancer decabeza y
cuello en la Universidad Nacional de Hsinchu, Taiwan, utilizando BPAcomo agente transportador
de boro. Cada paciente recibid dos irradiaciones conun intervalo de 30 dias. Los resultados han
sido muy satisfactorios, el 30% tuvoremisién completa y el 40% remision parcial (Wang et al.,
2011).Recientemente, en el afo 2016, se realizd el tratamiento fraccionado de BNCT a 17
pacientes con cancer recurrente de laringe, utilizando BPA (400 mg/Kg) mediante infusion iv y
determinando la relacién tumor/tejido normal mediante la técnica de 8E_BPA/PET. Estos estudios
no sélo arrojaron resultados alentadores de control tumoral, sino que también se observé una
mejora en la calidad de vida (Wang et al., 2016).

Podemos finalizar destacando que, a pesar de las interrupciones ocurridas a lo largo de la
historia de los tratamientos con BNCT, en los ultimos afios se han logrado y se siguenlogrando
avances significativos en varios frentes que generan un mayor optimismo sobre el futuro de BNCT.

Dentro del contexto mundial, Argentina es uno de los paises que ha aportado
conocimientos en casi todos los aspectos involucrados en la terapia con BNCT. En el proximo inciso
se realizard un breve resumen del proyecto de BNCT en Argentina.

4.2 Proyecto de BNCT en la Comision Nacional de Energia Atdmica (CNEA)

En la Argentina, el proyecto BNCT se lleva a cabo en la Comisién Nacional deEnergia
Atémica (CNEA) con la colaboracidon de varias instituciones como ellnstituto de Oncologia Dr.
Angel Roffo, Universidad de Buenos Aires, Universidad de Maimoénides, entre otros. El proyecto
multidisciplinario de BNCT como terapia para tumores que desarrolla la CNEA esta orientado a
realizar aportes en el campo de la investigacidn y desarrollo tecnoldégico en el campo de la Salud y
las técnicas biomédicas, asi como también a acercar la tecnologia nuclear al drea de la salud.

El actual proyecto BNCT en Argentina es un excelente ejemplo de un programa de
investigacion fuertemente interactivo, contando con capacidad en practicamente todas las areas
especificas asociadas con la tecnologia para realizar BNCT, como ser: aceleradores, reactores,

66



aplicaciones clinicas, dosimetria computacional y planificacion de tratamientos, fisica médica,
microlocalizacion del boro, instrumentacion nuclear, quimica y radiobiologia. Las diferentes areas
se articulan a través de una coordinacidén general, formalmente establecida en el Departamento
Coordinacion BNCT, Gerencia de Quimica Nuclear y Ciencias de la Salud, perteneciente a la
Gerencia de Area de Aplicaciones de la Tecnologia Nuclear, CNEA y de un comité asesor,
representando a cada una de las dreas tematicas, cuyos miembros pertenecen a distintos sectores
de CNEA y de otras instituciones médicas. En el proyecto participan alrededor de 60 profesionales
de los tres Centros Atémicos de la CNEA (Constituyentes, Ezeiza y Bariloche).

Historicamente, el proyecto BNCT en Argentina comenzé en el afio 1999. En cuanto a sus
aspectos clinicos se inicié como un trabajo en colaboracion entre la CNEA vy el Instituto Médico
Angel H. Roffo. El proyecto contemplé el desarrollo de la tecnologia, de las facilidades, y de los
estudios cientificos y médicos para permitir la aplicacién del BNCT en seres humanos en nuestro
pais (Menendez et al., 2009). Considerando los estudios clinicos a nivel internacional con mayores
expectativas de éxito y menor riesgo de toxicidad en organos vitales, el primer caso que se
consider6 como blanco para tratamiento en Argentina fue el de melanoma maligno en
extremidades. Durante los afios 2003 al 2007, se comenzd con el tratamiento en fase I/1l de
pacientes con esta patologia en la facilidad de BNCT del reactor RA-6, Centro Atémico Bariloche,
demostrando la seguridad y eficacia del protocolo implementado. Se trataron 7 pacientes. Los
resultados obtenidos fueron comparables a los alcanzados con otras formas de radioterapia, pero
con una toxicidad mas baja y tolerable (Gonzalez et al., 2004).

Durante los aiflos 2008 al 2013, el reactor RA-6 fue convertido para el uso de combustibles
de uranio de bajo enriquecimiento, llevandose a cabo cambios mayores en el mismo, gracias a los
cuales opera hoy a una mayor potencia. Durante este periodo se mejoraron sustancialmente todas
las facilidades asociadas, incluyendo la sala de tratamiento de pacientes de BNCT. Luego de
realizar la caracterizacion experimental y computacional del nuevo haz de neutrones para
tratamiento, se elaboré y presentd toda la documentacién pertinente ante la Autoridad
Regulatoria Nuclear y se obtuvo la renovacién de la licencia de operacion para usos clinicos.
Recientemente, en el afio 2015, se reiniciaron los ensayos pre-clinicos en perros con tumores de
cabeza y cuelloespontdneos y ensayos clinicos de BNCT para melanoma de extremidades. Los
resultados de los ensayos pre-clinicos y clinicos de esta etapa se encuentran en evaluacion.

Ademas del melanoma, se vienen investigando a nivel experimental en el proyecto de
CNEA distintas patologias para las cuales BNCT se presenta como una opcién competitiva: cancer
de cabeza y cuello, recurrente o inoperable, cancer indiferenciado de tiroides, metastasis difusas
en pulmon e higado, sarcoma de Ewing, osteosarcoma, cancer de mama y cancer de pulmoén de
células no pequefias, entre otros. Nuestro grupo estd investigando a nivel experimental la
aplicacion de BNCT en artritis reumatoidea, cancer de cabeza y cuello y en metastasis difusas en
pulman e higado (ej. Schwint y Trivillin, 2015).
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Objetivos

1. Hipotesis y objetivos

BNCT se basa en la incorporacidn selectiva a tumor de compuestos borados, seguido de la
irradiacién con neutrones, permitiendo asi dafiar selectivamente las células malignas mientras que
se minimiza el efecto en tejidos normales. Los ensayos clinicos de BNCT realizados y/o en curso
para el tratamiento de Glioblastoma Multiforme y Melanoma, y mds recientemente, de cancer de
cabeza y cuello, en EE.UU., Europa, Argentina, Taiwan y Japon han demostrado una ventaja
terapéutica potencial para esta técnica. Si bien los resultados de los ensayos clinicos de BNCT para
distintas patologias arrojan resultados alentadores, se busca optimizar esta terapia para lograr
mayor eficacia terapéutica sin un costo en términos de toxicidad. En ese sentido, los estudios in
vivo en modelos animales adecuados contribuyen al conocimiento de la radiobiologia de BNCT y
permiten disefiar protocolos de tratamiento eficaces y seguros.

Nosotros propusimos y validamos el modelo experimental de cancer oral en la bolsa de la
mejilla del hamster para estudios de BNCT, demostrando, mediante ensayos de biodistribucion in
vivo, la incorporacion a tumor de los compuestos borados (aceptados para su uso en la clinica)
borofenilalanina (BPA), decahidrodecaborato de sodio (GB-10) 6 la combinacién de ambos (ej.
Kreimann et al., 2001a; Heber et al., 2004). Nuestros estudios previos sugieren la ventaja de usar
combinaciones de compuestos borados con distintas propiedades y mecanismos de incorporaciéon
y de emplear distintas estrategias de administracién para optimizar el “targeting” de boro en las
diferentes poblaciones tumorales y en consecuencia aumentar la eficacia terapéutica de BNCT.

En base a los resultados de los estudios de biodistribucion anteriores, nuestro grupo de
trabajo propuso lo que en ese momento era una nueva aplicaciéon de BNCT para cancer de cabeza
y cuello. Demostramos por primera vez la eficacia terapéutica de BNCT mediado por los
compuestos borados BPA, GB-10 y BPA+GB-10, para tratar el cdncer oral en un modelo
experimental en la bolsa de la mejilla del hdmster. Ademads llevamos a cabo multiples estudios
radiobioldgicos en este modelo tendientes a optimizar la eficacia terapéutica de BNCT sin exceder
la radiotolerancia del tejido precanceroso limitante de dosis y sin generar radiotoxicidad en el
tejido normal. Si bien los resultados en términos de eficacia terapéutica fueron muy buenos,
pueden ser optimizados. Asimismo, los ensayos clinicos de BNCT actualmente en curso
(Kankaanranta et al., 2012) presentan resultados terapéuticos alentadores, pero sub-éptimos

En un escenario clinico, la mucositis oral es un efecto frecuente durante la radioterapia
convencional o BNCT para tumores de cabeza y cuello (Sonis, 2004; Kankaanranta et al., 2012). En
este contexto, los protocolos de BNCT que minimizan la mucositis tendran mayor probabilidad de
entregar dosis terapéuticas al tumor sin exceder la tolerancia del tejido normal y precanceroso.

En este marco y sobre la base de los conocimientos de radiobiologia de BNCT obtenidos en
nuestros estudios previos y en los estudios de otros grupos (ej. Kato et al., 2004; Ono et al., 1999;
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Barth et al., 2005), buscamos optimizar la terapia de BNCT potenciando el control tumoral y
minimizando su radiotoxicidad. Para mejorar la eficacia terapéutica de BNCT y explorar su utilidad
para el tratamiento de otras patologias se deben realizar estudios de biodistribucion de boro y de
BNCT in vivo en modelos experimentales adecuados.

En el marco del mas reciente interés internacional de evaluar el potencial de BNCT para
tratar metastasis de cancer colorrectal en higado y metdstasis de cdncer colorrectal difusas en
pulmén nos propusimos realizar estudios de biodistribucién con compuestos borados en modelos
experimentales en rata y en un modelo de pulmén sano en ovinos, para estudiar la cinética de
distribucidon de compuestos borados en tejido tumoral y tejidos sanos. Asimismo nos propusimos
explorar distintas estrategias de administracién de compuestos borados en el modelo de cancer
oral en hamster con el objetivo de optimizar el targeting de boro en tumor. Se seleccionaron 2
protocolos aplicados en el modelo de cdncer oral para su evaluacién en estudios de BNCT in vivo.
Nuestro trabajo se basé en la hipdtesis que nuevas estrategias de administracién de compuestos
borados, o nuevos compuestos borados presentardn una mayor incorporacion absoluta y relativa
de boro a la célula tumoral y esto redundara en una mayor eficacia terapéutica de BNCT.

En cuanto a la elecciéon de compuestos borados se emplearon dos enfoques diferentes en
el marco de este trabajo de tesis: el uso de nuevas estrategias de administracion de compuestos
borados aprobados para su uso en pacientes (BPA, BSH y GB-10) para acortar la brecha entre la
investigacién y la clinica, y el uso de compuestos borados de ultima generacion (liposomas
MAC+TAC) para acompaniar el esfuerzo internacional orientado al desarrollo de un compuesto

I”

borado “idea

Por lo tanto, el objetivo general de la presente tesis fue aportar a los esfuerzos nacionales
e internacionales orientados a optimizar la eficacia terapéutica de BNCT y reducir su toxicidad en
tejidos limitantes de dosis para distintas patologias, mediante estudios de biodistribucion de
compuestos borados en distintos modelos in vivo y estudios radiobioldgicos in vivo.

Para ello se plantearon los siguientes objetivos particulares:

a. Realizar estudios de biodistribucion de boro empleando diferentes portadores de boro
y diversas estrategias de administracidn, en los modelos experimentales de cdncer oral
en hdmster, metdstasis colorrectales en higado de ratas BDIX, metdstasis colorrectales
difusas en pulmon de ratas BDIX y en pulmdn sano de ovinos, para evaluar la potencial
ventaja terapéutica de dichos compuestos borados y estrategias de administracion
para distintas patologias. Se evalud la incorporacion absoluta y relativa de boro en
tumor y en tejidos sanos.

La hipdtesis de trabajo es que el grado de selectividad en la incorporacién de boro a
tumor aumentara la ventaja terapéutica de BNCT y que es necesaria una
concentracion absoluta de boro en tumor de aproximadamente 20 ppm para que
ocurra una cantidad suficiente de reacciones de captura de neutrones térmicos en
boro que resulte letal para la célula. Asimismo, una concentracién alta de boro en
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tumor permitira reducir los tiempos de irradiacion, reduciendo concomitantemente la
dosis de fondo que afecta uniformemente al tumor y al tejido normal. El contenido de
boro en los tejidos sanos condicionara su tolerancia a la terapia. Asi, la evaluacién de
nuevos protocolos de administracion de compuestos borados contribuiria a la
optimizaciéon de BNCT. Ademas, los valores de contenido de boro son necesarios para
los cdlculos dosimétricos que permiten disefiar los protocolos de irradiaciéon con
neutrones para BNCT.

b. Evaluar la eficacia terapéutica y potencial radiotoxicidad de nuevos protocolos de
BNCT para el tratamiento de cdncer de cabeza y cuello, empleando dos de los
protocolos con potencial terapéutico seleccionados en el inciso a, realizando
irradiaciones en el Reactor Nuclear RA-3 en el modelo experimental de cdncer oral en
la bolsa de la mejilla del hamster. Teniendo en cuenta los conocimientos de la
radiobiologia de BNCT adquiridos, se buscara optimizar el control tumoral y reducir la
radiotoxicidad en tejido precanceroso y tejido normal.

La hipdtesis de trabajo se basa en que los tratamientos de BNCT in vivo son
indispensables para establecer la eficacia de un determinado protocolo. Si bien los
valores de concentracion de boro son indicativos de potencial terapéutico, multiples
variables radiobioldgicas condicionan la respuesta de los tejidos tumorales y los tejidos
que limitan la dosis que se puede administrar al tumor.

A continuacion se realizard una breve resefia de los tipos de cdncer y modelos
experimentales utilizados en ésta tesis doctoral. Asimismo, se abordardn en mds detalle cada uno
de los objetivos particulares.

2. Breve reseiia de los tipos de cancer, modelos experimentales utilizados y
objetivos particulares de ésta tesis

Este trabajo doctoral se basa en estudios de biosdistribucién de boro para BNCT a nivel
experimental in vivo utilizando modelos de metastasis colorrectal en higado de ratas, metastasis
colorrectal difusas en pulman de ratas, cancer oral en la bolsa de la mejilla del hamster y modelo
pre-clinico de pulmén sano en ovinos. Ademas estd orientado a evaluar la eficacia terapéutica de
la Terapia por Captura Neutrdénica en Boro (BNCT) para el tratamiento de cancer de cabeza y
cuello, con dos protocolos seleccionados de los estudios de biodistribucién previos en el modelo
de céncer oral en hamster. A continuacion se abordan aspectos generales de estos casos de cancer
de particular interés para esta tesis, los modelos in vivo utilizados y los objetivos particulares
abordados en cada caso.
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2.1 Cancer colorrectal

En mas del 80-90% de los casos de cancer colorrectal (CCR) se produce primero un pdlipo
(un crecimiento anormal de las células de la pared interna del intestino grueso) denominado
adenoma, que puede crecer lentamente durante mas de 10 afios, y si no se detecta y extirpa a
tiempo puede transformarse en un cancer colorrectal. EI CCR es una de las llamadas
enfermedades occidentalizadas y la segunda causa principal de muerte por cancer en todo el
mundo. Sobre la base de estudios epidemioldgicos y cientificos mundiales, la evidencia sugiere
que el riesgo de cancer colorrectal se ha incrementado debido al consumo de carne procesada y
no procesada (pobre en contenido de fibras) y a la composicion de alimentos que afecta el
metabolismo microbiano del colon (O'Keefe, 2016). El CCR es el tercer carcinoma epitelial mas
comun, el cual comienza con el desarrollo de una lesidn precancerosa temprana hasta alcanzar la
fase de neoplasia maligna, debido a mutaciones acumulativas y metilaciones aberrantes de
algunos genes (Sameer y Nissar, 2016).

Al igual que muchos otros tipos de cancer, el CCR se produce en mas del 90% de los casos
en personas mayores de 50 afios, razon por la cual el envejecimiento que se observa en la
poblacién representa un factor primordial a tener en cuenta para analizar las estrategias de
control de la enfermedad en los préoximos afios (Curado et al., 2007).

Segun estimaciones de la IARC (International Agency for Research of Cancer), en Argentina
el CCR causé en el afio 2014, 7.327 muertes, el 12% del total de muertes por tumores malignos,
ubicandose en el segundo lugar luego del cancer de pulmén con 9.340 muertes (15,3%) y
precediendo al cancer de mama que produjo 5.700 defunciones (9,3%).Segun sexo, el CCR es el
tercero en incidencia en los hombres (luego del cancer de prostata y de pulmédn) alcanzando el
13% de los tumores malignos y el segundo en cantidad de casos en mujeres (detras del cancer de
mama), representando el 11% de los canceres. La tasa de mortalidad ajustada para el quinquenio
2007-2011 fue 15 x 100.000 habitantes para hombres y 8,9 x 100.000 para mujeres.

2.1.1Metastasis hepaticas de cancer colorrectal

El higado es el sitio metastasico mds comun del cancer colorrectal (Adam et al., 2009),
probablemente debido a la propagacién del tumor a través del sistema portal (Weiss et al., 1986).
Entre el 20 y el 25% de los pacientes presentan metdstasis hepdticas de cancer colorrectal (MHCC)
clinicamente detectables en el diagndstico inicial y aproximadamente el 50% de los pacientes
desarrollan MHCC durante el curso de la enfermedad (De Greef et al., 2016).

Contrariamente a otras localizaciones a distancia, las metastasis hepdticas son
consideradas una enfermedad locoregional, ya que un tratamiento local puede mejorar la
sobrevida global en este grupo de pacientes (Cardoso et al., 2009). La reseccién de las MHCC, a
veces en combinacion con otras modalidades de tratamiento local, como la ablacién por
radiofrecuencia, se ha convertido en el tratamiento estandar, ofreciendo una potencial cura, a
pesar de la falta de pruebas procedentes de ensayos controlados aleatorios (De Greef et al., 2016).
Las metastasis en higado no tratadas tienen un mal prondstico, con tasas medias de supervivencia
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de menos de 8 meses (Garden et al., 2006). Sélo una minoria de los pacientes (10%-20%) con
MHCC son considerados elegibles para la reseccion y datos recientes sugieren que alrededor de
uno de cada tres pacientes sometidos a reseccion quirdrgica, seguiran vivos a los 5 afios desde el
diagndstico. Alrededor del 85% de los pacientes tienen enfermedad hepdtica considerada
irresecable (De Greef et al.,, 2016). Para éste tipo de pacientes la quimioterapia es la terapia
elegida, ya sea como tratamiento paliativo, como intento de convertir los ndédulos tumorales en
quirdrgicos, o como una estrategia neoadjuvante (Zendel et al., 2014).

A pesar de los estudios realizados hasta ahora para controlar ésta enfermedad,
actualmentela reseccion quirdrgica de las MHCC es la Unica estrategia potencialmente curativa.
Por lo tanto, las terapias dirigidas capaces de destruir selectivamente las células tumorales
preservando el tejido normal podrian mejorar la eficacia y reducir la toxicidad. En éste contexto, se
ha propuesto a la Terapia por Captura Neutrdnica en Boro (BNCT) como potencial tratamiento de
casos de metastasis hepaticas derivadas de cancer colorrectal, multiples, bilobares, irresecables, y
resistentes a quimioterapia (Zonta et al., 2006; Suzuki et al., 2007; Altieri et al., 2004; Wittig et al.,
2008a; Cardoso et al., 2009). Considerando a BNCT una técnica basada en un direccionamiento
biolégico y no geométrico (como ocurre en el caso de la radioterapia convencional),
potencialmente permitiria daiar selectivamente las células tumorales infiltrantes en el tejido sano
en general, y las micrometastasis en particular, un desafio en las terapias oncoldgicas actuales
(Cardoso et al., 2007).

La aplicacién de BNCT para el tratamiento de metdastasis hepdaticas multifocales fue
propuesta por primera vez por un grupo de investigadores de la Universidad de Pavia, Italia, a
través del proyecto TAOrMINA (Project for Advanced Treatment of Organs by Means of Neutron
Irradiation and Autotrasplant or TAOrMINA project) (Zonta et al.,, 2006; Pinelli, 2001). Este
proyecto se basé en la idea novel de aplicar BNCT a un drgano aislado o ex-situ, el cual, luego del
tratamiento, seria reimplantado de acuerdo a un procedimiento de autotransplante. Hasta ese
momento todos los tratamientos se habian realizado in-situ, irradiando con neutrones la zona del
paciente a tratar.

La irradiacién del higado aislado plantea la posibilidad del tratamiento de todos los
tumores independientemente de sus posiciones, formas y tamanfios, dado que potencialmente se
puede alcanzar una irradiacion homogénea en todo el volumen irradiado. De esta forma se
lograria maximizar la dosis entregada al volumen tumoral, siendo el Unico érgano limitante
dedosis el higado sano. Ademas, la técnica de autotransplante evita los efectos de rechazo
existentes en el trasplante habitual, ya que el paciente recibe su propio higado tratado.

En la Argentina, desde el afio 2004, en base al trabajo realizado en la Universidad de Pavia,
se desarrollé un proyecto multidisciplinario con la finalidad de realizar los estudios que permitan
llevar adelante tratamientos clinicos con BNCT ex-situ, en pacientes con metdstasis en higado
derivadas de carcinoma de colon, que se presenten multifocales, irresecables, bilobares y
resistentes a quimioterapia, y cuya Unica opcidn terapéutica sea un tratamiento paliativo. A
diferencia del proyecto italiano, donde se planted la irradiacion de la totalidad del higado, el
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proyecto local contemplé irradiar solamente una parte del Iébulo izquierdo. Esta nueva propuesta,
basada en la reseccién parcial del higado, planteé una exposicion del paciente a un riesgo menor
versus la reseccion total, ya que no involucraria una fase an-hepatica (ausencia de higado), y
permitiria que la funcionalidad hepatica post-operatoria no dependiera exclusivamente de la
integridad de los segmentos tratados con BNCT. Asumiendo una diseminacién metastasica en todo
el higado, la técnica propuesta involucraria: 1) la administracién del compuesto borado, 2) la
extirpacion de una porcién del |6bulo izquierdo (segmentos Il y Ill) en el tiempo preestablecido
post-administracion del compuesto borado, 3) el transporte de la porcién de higado extirpada al
reactor para su posterior irradiacién con neutrones vy, finalmente, 4) la reimplantacion de la
porcién del higado tratado con BNCT en el mismo paciente. Luego de un tiempo de espera se
provocaria una atrofia parcial en el I6bulo derecho del higado, induciendo la regeneracion de los
segmentos tratados con BNCT, de manera de producir una masa suficiente de higado sano para
permitir la reseccién de la porcion restante de higado enferma. Sin embargo, esta propuesta
presenta algunas restricciones/objeciones. Por un lado plantea una intervencion quirdrgica mas
compleja. A su vez presenta la particularidad de exponer al paciente a un periodo en el que
conviven: la enfermedad sin tratamiento en una porcion del higado junto con la seccidn de higado
tratado, mientras se aplica un estimulo de regeneracion hepatica (se desconoce si esta induccion
de la regeneracion hepatica podria ser un estimulo de crecimiento para las células cancerosas que
no fueron tratadas). Estas objeciones llevaron a que otro grupo de médicos argentinos se
interesara por el tratamiento del higado completo, con algunas variantes técnicas, en la linea
original de trabajo planteada por los investigadores italianos.Ambas técnicas de autotrasplante
(irradiacion de higado parcial o total) involucran la perfusidon del érgano con una solucion de
preservacion, por ejemplo solucion de Wisconsin (W), al igual que en un procedimiento estandar
de transplante, que sirve también para mantener al érgano en hipotermia durante la irradiacion
con neutrones (Crawley y Gadan,2007).

2.1.2 Antecedentes de estudios experimentales y clinicos de biodistribucién de boro
para metastasis hepaticas de cancer colorrectal

A nivel experimental otros grupos realizaron estudios de biodistribucion de boro en
modelos animales con tumores de diferente etiologia en higado. Por ejemplo, se reportaron
estudios de biodistribucién de °B en el modelo de metastasis hepaticas de cancer de colon en
ratas BDIX inducido por inoculacion via esplénica de células DH/DK12/TRb, donde se observaron
concentraciones de '°B en tumor e higado, 2 hs post administracion de BPA 300 mg/Kg, de 30,1y
5,8 ppm, respectivamente (Pinelli et al., 2001). Por su parte, Roveda y colaboradores (2004)
utilizando el mismo modelo experimental en ratas BDIX y con la misma dosis de BPA (300 mg/Kg)
realizaron un estudio cinético de biodistribucién B, en tejido hepatico y metastasis de cancer de
c6lon, tomando muestras a 1,2,4,6,8,10 y 12 hs post administracion del compuesto borado,
mediante la técnica de alfa espectrometria. Los resultados mostraron una captacidn selectiva de B
en las metastasis en todos los tiempos analizados. En particular, entre las 2 y 4 hs post
administracion del BPA, los valores de concentracién de las metéastasis fueron maximas,
alcanzando relaciones de Metdastasis/Higado (M/H) en el orden de 4:1-6:1. Los estudios de
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autorradiografia neutrénica mostraron una incorporacion preferencial de BPA a células tumorales
viables versus higado (Roveda et al., 2004).

Suzuki y colaboradores (2004) estudiaron la administracién via arteria hepatica de otro
compuesto borado. En este caso se trataba de una emulsiéon de BSH vy lipiodol (75 mg BSH/kg)/
lipiodol (0,3 ml /kg). El lipiodol es un éster etil iodinado, derivado del acido graso de las semillas de
amapola, que contiene 38 % en peso de iodina. Se utiliza en muchas aplicaciones medicinales,
entre ellas como material de contraste radioldgico para hepatocarcinomas celulares y ademas
como vehiculo de drogas anticancerosas o radioisotépos para el tratamiento del cancer (Liao et al.,
2010). Utilizando un modelo de tumor de higado de rata, desarrollado por inyecciéon directa de
células Walker 256 en el parénquima hepatico, lograron valores de concentracién de B y
relaciones Tumor/Higado (T/H) que resultarian terapéuticamente dtiles (= 200 ppm °B en el
tumor y T/H de 15, seis horas post-administracion del compuesto).

En principio, considerando como alternativa clinica el tratamiento ex—situ de higado
parcial propuesto en el proyecto de BNCT en Argentina, nuestro grupo estudié la potencial
radiotoxicidad de BNCT en higado en términos de una posible inhibicion de su capacidad
regenerativa post-BNCT (Cardoso et al.,, 2007). En ese trabajo se evalud el efecto de dosis
terapéuticas de BPA (15,5 6 31 mg'°B/Kg), GB-10 (50 mg'°B/Kg) y BPA+ GB-10 (34,5 mg'°B/Kg y 31
mg'°B/Kg, respectivamente) y la aplicacion de BNCT mediado por estos compuestos borados,
sobre la regeneracién del higado sano y la funcién hepatica sana en el modelo de ratas Wistar
usando la hepatectomia parcial como estimulo regenerativo. Los resultados mostraron valores de
concentracion de boro en sangre aproximadamente entre 6 y 12 ppm para los protocolos de BPA,
13 ppm para el de GB-10 y 22 ppm para BPA+GB-10. Los valores de concentracién de boro en
higado normal estuvieron alrededor de 8 ppm para la menor dosis de BPA ensayada y para el
protocolo con GB-10, mientras que para la dosis mayor de BPA y para la combinacién BPA+GB-10,
los resultados fueron de 18 y 25 ppm, respectivamente. Las relaciones de concentracién de boro
entre la sangre y el higado normal estuvieron dentro del intervalo 0,7-1,5. Luego de la irradiacion
no se observd pérdida de la capacidad regenerativa en los hepatocitos del higado normal, con los
protocolos de administracién de los compuestos borados evaluados. A partir de éstos resultados,
se especuld sobre la posibilidad de usar técnicas novedosas para el tratamiento de metastasis
hepaticas colorrectales no resecables.

Afos después, Liao y colaboradores (2010) realizaron estudios de biodistribucién en ratas
Fisher 344 portadoras de tumores hepaticos de células GP7TB, utilizando un derivado del acido
fenilbdrico atrapado en lipiodol.La concentracién de boro en sangre, tumor, higado, rifién y
pulmdn a los tiempos 1, 2, 4 y 24 hs post administracién via intra-tumoral del compuesto borado
fue medida por la técnica ICP-MS. Los resultados mostraron que a las 2 hs post administracion del

compuesto se alcanzaria la concentracion maxima de B y la mayor selectividad T/H (= 2,90).

Recientemente, en el afio 2013, Lin y colaboradoresrealizaron estudios de biodistribucion
con acido boérico (AB) como portador de %8, en un modelo de carcinoma hepatocelular,
empleando ratas Sprague-Dawley y la linea celular de hepatocarcinoma N1S1,inoculada
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directamente en el I6bulo hepatico de los animales. Las muestras para la medicién de B en sangre,
tumor, higado normal y otros tejidos fueron tomadas 0,5, 1, 2 y 4 hs post administracién iv del AB
(25 mg'°B/Kg) en la vena de la cola. Los resultados del estudio farmacocinético de la concentracién
de B en sangre, indicaron que el AB se metabolizd segun una curva exponencial doble (modelo bi-
compartimental), con una fase de distribucién rapida yotra fase de excrecion lenta. Pese a que uno
no esperaria que el AB se incorpore preferencialmente a tumor, los autores demostraron cierto
grado de selectividad (luego de 30 minutos de la administracién del compuesto), siendo los
valores de las relaciones de concentraciéon de boro T/H y T/S de 1,4 y 1,2, respectivamente. La
concentracién de boro, dentro del intervalo de tiempo entre 1 y 2 hs post administracion de AB,
en sangre, tumor e higado normal fueron similares (aproximadamente 20 ppm) y las relaciones
T/Hy T/S fueron 1.

Con respecto a los ensayos clinicos, el primero de ellos se realizd en el marco de BNCT ex
situ para el tratamiento de metadstasis hepaticas difusas de adenocarcinoma en el reactor de la
Universidad de Pavia en el afio 2002. Se utilizé BPA en una dosis de 300 mg/Kg (15.5 mg “°B/kg)
como infusidn y se obtuvieron por medio de la técnica de alfa-espectrometria, valores de las
concentraciones de Ben tumore higado de 47 £ 2 ppm y 8 = 1 ppm, respectivamente, similares a
los obtenidos en el modelo de ratas (Pinelli et al., 2001; Zonta et al., 2006). Luego en el aiio 2008,
Wittig y colaboradores realizaron estudios de biodistribucidn de boro, en el marco del EORTC Trial
11001, para tratar pacientes con metdstasis hepaticas de cancer de colon con BNCT. Utilizaron
BPA (dosis 5,1 mg "°B/Kg) y BSH (dosis 28 mg '°B/Kg).Los resultados medidos por la técnica de
prompt gamma, mostraron una incorporacion de boro media en tumor para BSH de 23 + 2 ppm y
una relacién de concentracién de boro en las metdstasis hepaticas versus el higado de 1,1+ 0,1,
revelando que la incorporacién de BSH a tumor no fue selectiva. La relacién T/H para BPA fue
mayor a la de BSH (1,5 £ 0,2) y la concentracion absoluta media de B en tumorfue de 12 a 16 ppm.
Aunque estos valores mostraron cierta selectividad de incorporacion de boro a tumor, los autores
plantearon la necesidad de llevar a cabo mayor cantidad de ensayos de biodistribucién con el
objetivo de obtener mas informacion acerca de los valores de concentracion de boro para ésta
patologia (Wttig et al., 2008a).

A nivel clinico, en el afio 2009, Cardoso y colaboradores en nuestro pais, realizaron
estudios de biodistribucién de boro en pacientes con metastasis hepaticas de cancer de colon, en
el marco del proyecto de BNCT ex situ. Los estudios de biodistribucion se realizaron con BPA y las
dosis utilizadas fueron de 5,2 mg'®B/Kg y 15,5mg'°B/Kg. Las muestras de sangre, higado y
metastasis se obtuvieron después de finalizada la infusién (80-90 min) y fueron medidas por la
técnica de ICP-OES. Los resultados de concentracion de boro en sangre, higado y metastasis de los
estudios de biodistribucion con la menor dosis de BPA (5,2 mg'°B/Kg) se encontraron en el
intervalo de 3,4 - 5,9 ppm, 4,2 - 6,2 ppm y 8,0 y-12,0 ppm, respectivamente. Las relaciones
Metastasis/Higado (M/H) estuvieron entre 2,0 - 2,9. Para la dosis de BPA mayor (15,5mg'°B/Kg),
los valores de concentracidn de B en sangre e higado fueron de aproximadamente 13 ppmy en las
metastasis de 23 ppm, siendo las relaciones M/S y M/H de aproximadamente 1,8 (Cardoso et al.,
2009). También se realizaron ensayos de perfusion en higado y metastasis con resultados
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preliminares que demostraron una disminucién considerable de la concentracion de boro luego de
la perfusion con la solucidén de preservacion. Los valores de concentracién de B aproximados en
higado y metastasis post-perfusion en el caso de BPA (5,2 mg'°B/Kg) fueron de 3,4 y 7,8 ppm,
respectivamente. Resultados similares se obtuvieron con la dosis de BPA de 15,5mg*°B/Kg ( [B]=11
ppm en higado y 13 ppm en metastasis). Estos hallazgos establecieron la importancia de
considerar el proceso de perfusion del 6rgano, en el contexto de BNCT ex situ, en la planificacion
del tratamiento clinico (Cardoso et al., 2009).

Por ultimo, podemos mencionar los resultados de los estudios de biodistribucion
realizados en Alemania (Schmitz et al., 2011) con BPA 200 mg/Kg (10,3 mg '°B/Kg) mediante
infusién iv durante 2 hs, en pacientes con metdstasis hepaticas de carcinoma colorrectal, cuyas
muestras fueron medidas por analisis de activacion por prompt gamma. En ésta ocasion también
fueron analizadas las concentraciones de boro en higado luego de una perfusién con solucién HTK
(solucién para lavado peritoneal). Los resultados de las curvas farmacocinéticas en sangre fueron
similares y revelaron concentraciones de boro al finalizar la infusion, entre 15 y 25 ppm. Con
respecto a las concentraciones de boro en las metdstasis, las mismas se encontraron dentro del
intervalo entre 8 y 12 ppm, presentandorelaciones T/S entre 1,7 y 2,6. Cuando se compararon los
resultados post y pre infusidn ([B] Post/[B]Pre) con la solucion de lavado HTK de las muestras de
higado, las relaciones fueron de aproximadamente 0,70; es decir, cerca de un 30% del boro no fue
retenido en el érgano luego de la perfusion.

Podemos resumir los ensayos clinicos de biodistribuciéon de boro en metastasis hepaticas
de carcinoma colorrectal, mencionados en ésta tesis, mediante la Tabla 1H a,b.

Tiempo de 10 10 10 Técnica de
Tabla 1H [BSH] ["B] en ["Blen | [ B]len ..
10 toma de . 3 M/H | M/S | medicién de
(a) (Dosis “B) metastasis higado sangre
muestra B
Essen,
Alemania 50 mg BSH/Kg . Prompt
. 10 120 min 23 ppm 21 ppm 25 ppm 1,1 0,9
(Wittig et (28 mg “"B/Kg) gamma
al., 2008a)

Tabla 1H a. Resultados de los estudios de biodistribucién en ensayos clinicos con BSH en metdstasis hepaticas
de céncer de colon (Adaptacion de Schmitz, et al., 2011).
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Tabla1H (b)

Pavia, Italia
(Pinelli et al., 2001;
Zonta et al., 2006)

Essen, Alemania
(et al., 2008a)

Buenos Aires, Argentina
(Cardoso et al., 2009)

Mainz, Alemania
(Schmitz et al.,
2011)

Dosis BPA
(Dosis 10B)

300 mg BPA/Kg
(15,5 mg °B/Kg)

100 mg BPA/Kg
(5,2 mg "°B/Kg)

100 mg BPA/Kg
(5,2 mg '°B/Kg)
300 mg BPA/Kg

(15,5 mg “°B/Kg)

200 mg BPA/Kg
(10,3 mg °B/Kg)

Tiempo de toma de

0 min 120 min 80-90 min 0 min
muestra
0 10 ppm (dosis menor BPA)
[7"B] en metastasis 47 ppm 14 ppm 10 ppm
23 ppm (dosis mayor BPA)
5 ppm (dosis menor BPA)
[*°B] en higado 8 ppm 9 ppm 13 ppm
13 ppm (dosis mayor BPA)
5 ppm (dosis menor BPA)
[*°B] en sangre --- 20 ppm 20 ppm
13 ppm (dosis mayor BPA)
2,5 (dosis menor BPA)
M/H 6,0 1,6 0,8
1,8 (dosis mayor BPA
2,0 (dosis menor BPA)
Mm/s 0,7 2,0
1,8 (dosis mayor BPA)
Perfusion No No Si Si
[1°B] en higado 3,4 ppm (dosis menor BPA)
. 9 ppm
perfundido 11 ppm (dosis mayor BPA)
[1°B] en metastasis 7,8 ppm (dosis menor BPA)
perfundidas 13 ppm (dosis mayor BPA)
[B]Higado Post perf/ 1,2 (dosis menor BPA) 07

[B] Higado Pre perf

0,85 (dosis mayor BPA)

[B]Met.Post perf/
[B]Met. Pre perf

0,8 (dosis menor BPA)

0,6 (dosis mayor BPA)

Técnica de medicion
de B

Alfa espectrometria

Prompt gamma

ICP-OES

Prompt gamma

Tabla 1H b. Resultados de los estudios de biodistribucion en ensayos clinicos con BPA en metdstasis hepaticas

de céncer de colon (Adaptacion de Schmitz, et al., 2011).
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Los trabajos resumidos aqui resaltan la relevancia de llevar a cabo estudios en modelos de
tumores en higado a nivel experimental, que contribuyan a evaluar nuevas estrategias de
tratamiento y a la comprensién de la radiobiologia del BNCT. Este tipo de estudio contribuye a la
toma de decision sobre el potencial del BNCT para el tratamiento de metastasis hepaticas, y para
la optimizacidn del disefio de protocolos clinicos seguros y terapéuticamente Utiles.

2.1.3 Modelo experimental de metastasis hepaticas de cancer colorrectal en ratas
BDIX

Un hipotético modelo animal ideal para el estudio de metdstasis hepaticas de origen
colorrectal debe imitar todos los aspectos morfoldgicos, de alteraciones bioquimicas y del
comportamiento bioldgico de la enfermedad en humanos (Kobaek-Larsen et al., 2000), a la vez
gue debe ser practico, predecible, y dptimo en términos de las consideraciones éticas (De Jong et
al., 2009). Desde el punto de vista técnico, Jong y colaboradores (2009) describen los aspectos que
deberia cumplir un modelo ideal de metastasis hepaticas de carcinoma de cancer de colon:

a- Las células tumorales deben ser vitales y tener potencial metastasico.

b- Las células tumorales deben alcanzar e invadir el parénquima del higado y
subsecuentemente establecerse y crecer como nddulos tumorales.

c- El modelo debe ser eficiente (una alta proporcion de los animales utilizados deben exhibir
las caracteristicas requeridas).

d- El modelo debe ser reproducible.
e- Elmodelo debe ser practico.

Aunque, hasta el momento no se cuenta con un modelo que satisfaga todas las
condiciones anteriormente descriptas, la eleccién de un modelo experimental para éstos estudios,
involucra compromisos y decisiones segun las caracteristicas y necesidades experimentales de
acuerdo al objetivo planteado (De Jong et al., 2009).

En ésta tesis se selecciond el modelo basado en la inoculacion de células singeneicas de
carcinoma de colon DHDK12/TRb en ratas BDIX, el mismo utilizado por el grupo dedicado a
estudios de BNCT en Pavia, Italia (Nano et al., 2004; Roveda et al., 2004), pero modificando el
método de implantacién de las células derivadas de cancer de colon. La DHDK12/TRb es una linea
celular de carcinoma de colon establecida, originalmente aislada de ratas BDIX con carcinoma de
colon inducido quimicamente con 1,2-dimetilhidralazina (Caruso et al., 1993; Maggiori et al.,
2012). Por lo tanto, la asociacién entre la linea celular DHD/K12 y las ratas BDIX es bioldgicamente
compatible, siendo un modelo in vivo descripto y estudiado mds extensamente en los Ultimos afios
(Maggiori et al., 2012). Un aspecto relevante para destacar, es que el modelo involucra animales
inmunocompetentes. Asi, representa mejor el estado inmunoldgico de los pacientes con cancer
colorrectal que desarrollan metastasis, dado que el sistema inmune juega un rol clave en la
respuesta a la enfermedad (De Jong et al., 2009; Maggiori et al., 2012). A su vez, los animales
inmuno-deficientes muestran un estado de salud menos estable (De Jong et al., 2009).
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Para llevar a cabo los estudios de biodistribucion para metastasis hepdaticas de cancer
colorrectal en ésta tesis se utilizé el modelo de carcinoma de colon en ratas BDIX mediante el
método de implantacion sub-capsular de las células DHDK12/TRben el higado. Luego, se realizd un
estudio piloto para determinar las condiciones experimentales Optimas para obtener nddulos
hepdticos sub-capsulares medibles, bien localizados, sin diseminaciéon pulmonar o peritoneal y
vascularizacién adecuada (Pozzi et al., 2009).

2.1.4 Objetivo particular de ésta tesis referido al modelo de metastasis hepaticas de
cancer colorrectal

En un contexto clinico, para que exista una ventaja terapéutica en el tratamiento de
tumores en higado, la reaccién de captura neutrdnica en boro debe causar mds dafo en el tumor
gue en los tejidos sanos en el volumen de tratamiento. En el caso de tratamiento ex-situel tejido
sano a considerar serd el higado. En el caso de un tratamiento in-situlos tejidos a considerar
serdnlos que se encuentren en el camino del haz. Dado que en cualquier situacién de tratamiento
clinico (ex-situ o in-situ), el higado sano y el tumor se irradian simultdaneamente, la ganancia
terapéutica dependera fundamentalmente de una respuesta diferencial asociada con el
compuesto borado que se utilice, ya sea por un alto factor de acumulacién (tumor/higado), una
microdistribucién particular u otros mecanismos asociados con un dafio preferencial (p/ej. el
posible efecto selectivo mencionado sobre los vasos aberrantes del tumor).

Desde el punto de vista de la investigacion aplicada, estudios en un modelo experimental
de metastasis hepatica pueden contribuir al entendimiento de la radiobiologia de BNCT en esta
patologia, y a respaldar y mejorar el disefio de protocolos clinicos para hacerlos terapéuticamente
mas Utiles y mas seguros. A pesar que se han realizado estudios aislados de biodistribucién de
boro en diferentes modelos experimentales in vivo de cdncer de colon, estudios de biodistribucion
sistematicos serian de gran relevancia.

Por lo tanto, uno de los objetivos de esta tesis fue evaluar mediante estudios de
biodistribuciéon sistematicos, diferentes protocolos de administracién de compuestos borados en
el modelo de metastasis hepaticas de cancer de colon en ratas BDIX. Se emplearon los compuestos
borados aprobados para su uso en humanos como BPA, GB-10 y BPA+GB-10 a distintas dosis y
administrados por diferentes vias, con el fin de contribuir al conocimiento de protocolos
potencialmente utiles para realizar ensayos de eficacia terapéutica y radiotoxicidad con BNCT.

2.2 Cancer depulmén

El cancer de pulmdn es uno de los mas frecuentes a nivel mundial. En la Argentina la
incidencia del cancer de pulmdn es de 10.296 casos (9,8%). Estos datos lo ubican en el cuarto lugar
en ambos sexos. El cancer de pulmon afecta sobre todo a personas entre 60 y 65 afios. Menos del
15% de los casos se dan en personas menores de 30 afios. Sin distincion de sexos, es el cancer que
mas mortalidad genera. Si se diferencia por sexo la mortalidad por este cancer se encuentra en
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primer lugar para varones y en tercer lugar para las mujeres (luego de mama y colorrectal)
(http://www.msal.gov.ar/inc/index.php/acerca-del-cancer/estadisticas).

El cancer de pulmdn suele originarse a partir de células epiteliales y puede derivar en
metastasis e infiltracion a otros sitios del cuerpo. Existen dos grandes clasificaciones para el cancer
de pulmodn: de células no pequefias (Non Small Cell Lung Cancer, NSCLC) y de células pequenas
(Small Cell Lung Cancer, SCLC), donde los tumores de células no pequeiias representan mas del
85% de los casos diagnosticados (Zhou et al., 2016).

Los tratamientos actualesconsisten en cirugia-quimioterapia-radioterapia administrados
ya sea en forma secuencial o concomitante.Su efectividad varia en funcion del estadio en que se
encuentre la enfermedad, pudiendo, en estadios tempranos, alcanzar una sobrevida a 5 afios de
hasta 70% de los casos cuando la reseccion quirdrgica (tumorectomia) es posible. Sin embargo,
esta sobrevida se ve disminuida drasticamente en estadios avanzados de la enfermedad
(compromiso regional y/o metastasis distante) donde la sobrevida a 5 afios llega a ser menor al
2%. El control moderado a pobre de la enfermedad plantea la necesidad de desarrollar nuevas
modalidades de tratamiento y hace a los pacientes con NSCLC candidatos a los mismos.

Por otro lado, cabe mencionar que en los casos de cancer de pulmdn en jévenes (menores
de 15 afios) los tumores primarios de pulmon resultan infrecuentes, siendo predominantes las
lesiones de mediastino y pared toracica. Las neoplasias mas frecuentes en pulmén son las
metdstasis de tumores sélidos extra-craneanos segun el Hospital de Nifios de la Plata, Argentina
(Ucar et al., 2012). El parénquima pulmonar es la localizacién predominante de las metastasis de la
mayoria de los tumores sdlidos. Al momento del diagnéstico, 15 a 20% de los rabdomiosarcomas,
osteosarcomas y sarcomas de Ewing y 10% de los tumores de Wilms y hepatoblastomas presentan
nédulos pulmonares. Ademas, 30 a 40% de los nifios con osteosarcoma desarrollan neoplasias
pulmonares durante la evolucion de su enfermedad.

El tratamiento de estas neoplasias es dependiente del tipo de tumor sélido y del centro de
tratamiento. La escision quirdrgica de las metastasis (metastasectomia) para el osteosarcoma
logra una sobrevida a 3 afios del 45% de los casos, pudiendo prolongarse hasta 20 afos si se
realizan metastasectomias periddicas. En cuanto al tratamiento del resto de las metastasis, la
combinacién de radioterapia y quimioterapia son los protocolos predominantes, con una
sobrevida a 5 afios inferior al 60%. Sin embargo, la sobrevida alcanzada esta asociada con
complicaciones pulmonares leves (29%) a severas (7%) que no permiten alcanzar mayores dosis de
irradiacién en tumor y asi mejorar el control tumoral (Bolling et al., 2008).

2.2.1 Metastasis difusas pulmonares

La enfermedad pulmonar metastasica sigue siendo una de las principales causas de
muerte. La distribucidn de las metastasis depende de la histologia y de la localizacion del tumor
primario, existiendo una tendencia de muchos tumores malignos a metastatizar preferentemente
en los pulmones. El camino mds frecuente para la metastatizacion pulmonar es la diseminacion
hematdgena y embolizacidn tumoral, siendo mucho menos comun la via linfatica.El cancer de
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colon disemina por via linfatica, hematégena y por implantacién. La diseminacion linfatica se
realiza a través de tres redes: las intramurales o epicdlicas, las intermedias y las extramurales
(mesentéricas superior e inferior). Desde el higado puede producirse metdstasis a otros lugares
como el pulmdn. Las metastasis pulmonares en ausencia de lesiones en otras localizaciones
ocurren en una minoria de pacientes (1-2%).Las metastasis colorrectales en el pulmén suelen ser
pocas en numero y de lento crecimiento, siendo posible realizar la metastasectomia en bastantes
ocasiones, aun cuando las indicaciones de la reseccidon no estan bien definidas. El lugar mas
frecuente de recidiva tras la metastasectomia pulmonar es el pulmén, con un beneficio en la
supervivencia similar al repetir la intervencién.Los pacientes con metdstasis hepaticas y pulmon
sincrénicas resecables son raros y aun cuando se consigue una reseccién completa, tienen peor
prondstico (Jimenez, 1° Edicion 2005).

La mayoria de las metdstasis suelen ser bilaterales, periféricas, sub-pleurales y de
predominio basal (siguiendo la distribucion del flujo sanguineo), no causando sintomas hasta que
la enfermedad estd muy avanzada y descubriéndose frecuentemente en el seguimiento de
pacientes asintomdticos.En una persona sin antecedentes oncolégicos, la probabilidad de que un
nédulo pulmonar Unico sea una metdstasis es del 1%, pero cuando ha existido una neoplasia
previa esta probabilidad se eleva a un 81%. Sin embargo esto depende del tipo de tumor y asi, a
grandes rasgos, podemos decir que si el tumor primario es un carcinoma epidermoide de cabeza y
cuello, un carcinoma de mama, de préstata o gastrico, la probabilidad de que se trate de un
segundo tumor es mayor. Pero si el antecedente es de un cancer colorrectal o genitourinario, la
probabilidad se equilibra; y si previamente el diagnostico era de un melanoma o sarcoma, la
primera posibilidad a descartar es una metastasis (Jimenez, 1° Edicién 2005). La incidencia de
canceres multiples de pulmén oscila entre el 1y el 7%. Por lo tanto, el diagndstico diferencial de
los nédulos pulmonares es importante, ya que a menudo suele ser dificil determinar en casos de
tumores pulmonares multiples sincrénicos si el origen de los mismos se debe a cdnceres
multicéntricos de pulmdn diferenciado, canceres de pulmdn con metastasis intrapulmonares o
metastasis pulmonares a partir de canceres primarios de otros érganos (Nakazato et al., 2008).

La alta incidencia del cancer de pulmdn en la sociedad, en combinacion con la necesidad
de desarrollo de nuevas modalidades de tratamiento para maximizar el control tumoral y la
sobrevida de los pacientes, ha resultado en la busqueda de nuevas modalidades de tratamientos
mas selectivos con estrategias menos toxicas, especialmente debido a la marcada
radiosensibilidad del pulmén sano. Los tratamientos actuales como la cirugia, la radio y la
guimioterapia no han logrado mejorar satisfactoriamente la supervivencia de los pacientes y el
prondstico general sigue siendo pobre. Dentro de este contexto, se ha propuesto la terapia de
captura neutrdnica en boro (BNCT) para el tratamiento de tumores difusos, no resecables en el
pulmdn, debido a que es una modalidad terapéutica de targeting “biolégico” y no conformacional,
que daia al tejido tumoral minimizando el dafio a tejido normal y de ésta manera permitiria tratar
células infiltrantes en tejido sano que no son localizables geométricamente.

En el tratamiento in-situ de metastasis difusas en pulmén, uno de los principales érganos
de riesgo es el pulmén normal. De esta forma, muchas veces es el érgano que limita el tratamiento
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y en consecuencia, es el tejido sobre el que se realiza la prescripcion de dosis. La irradiacion in-situ
del volumen pulmonar, ya sea en forma parcial en el caso de tumores localizados o completa para
las metdstasis difusas, conlleva la exposicion no deseada de los drganos sanos presentes en la
cavidad toracica. Por tal motivo, tal como fue propuesto y aplicado anteriormente para metastasis
multifocales de higado en humanos (Pinelli et a., 2001; Zonta et al., 2006), se ha propuesto el
tratamiento BNCT ex—situ del pulmdn. La irradiacidn del pulmdn aislado permitiria el tratamiento
de todos los tumores independientemente de sus posiciones, formas y tamafios, logrando de esta
forma maximizar la dosis entregada al volumen tumoral. Ademas, la técnica de autotransplante
permite evitar los efectos de rechazo existentes en el trasplante habitual, ya que el paciente recibe
su propio pulmoén tratado. El tratamiento del pulmdn con BNCT ex—situ, al igual que en el caso del
higado, comprende la irradiacion extracorpdrea del érgano, seguida de la reimplantacion. Una vez
gue se explanta el drgano, se perfunde con solucidn de preservacion para garantizar una adecuada
reperfusion sanguinea y funcionalidad del érgano a la hora del re-implante. Por éste motivo, es
indispensable conocer si existe variacion de la concentracion de boro antes y después de la
perfusion del érgano.

En nuestro pais se esta desarrollando desde el afio 2009 un proyecto multi-institucional,
liderado por la CNEA, que involucra diferentes instituciones universitarias y clinicas (Universidad
Maimonides, Instituto A. Roffo y Fundacién Favaloro). El objetivo general de este proyecto es
generar los conocimientos necesarios para la aplicacién de BNCT ex—situ al tratamiento de cancer
de pulmdn metastasico difuso. En este marco se anidan dos lineas de trabajo que exploran los
aspectos pre-clinicos y clinicos relacionados con el tratamiento.Los aspectos relativos a la técnica
quirargica, biodistribucién de BPA y toxicidad en pulmdn normal se estudiaron en el modelo pre-
clinico de pulmén sano en oveja. Los estudios en animales grandes permiten, entre otras
caracteristicas, el uso del equipamiento y técnicas que serian aplicables al paciente humano,
contribuyendo de esta forma a una traslacidn de los resultados obtenidos en el modelo pre-clinico
de forma casi directa a la aplicacidn clinica. En ésta tesis, se estudiaron los aspectos vinculados a la
cinética de BPA en pulmdn vy al efecto de la perfusidn sobre la biodistribucién de boro en pulmén
sano de oveja. Los aspectos relativos a biodistribucion de boro en tumor y tejido normal se
realizaron en un modelo experimental de metdstasis pulmonares difusas de cancer de colon en
ratas BDIX ya que no se cuenta en la actualidad con un modelo de metastasis en pulmén en animal
grande inmunocompetente.

2.2.2 Antecedentes de estudios experimentales y clinicos de biodistribucién de boro
para metastasis difusas pulmonares

A nivel experimental, Suzuki y colaboradores (2007) realizaron estudios de biodistribucién
de boro y eficacia de BNCT en ratones C3H/He implantados con células SCCVII en la cavidad
toracica, utilizando BPA a una dosis de 26 mg'°B/kg. Luego de una hora de la administracion del
compuesto borado, midieron la concentracion de boro en tumor y pulmén normal, mediante la
técnica de prompt gamma. Obtuvieron resultados de [B] de 27 y 21 ppm, para tumor y pulmdn
normal respectivamente y los estudios de eficacia de BNCT resultaron alentadores.
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Bortolussi y colaboradores de la Universidad de Pavia (Italia), en el afio 2011 desarrollaron
un modelo de metastasis difusa de cancer de colon en pulmdn de rata, en el cual llevaron a cabo
estudios de cinética con el compuesto borado BPA a una dosis de 15,5 mglOB/Kg con
administracion iv e ip. Las concentraciones de B en tumor y pulmoén fueron medidas por a-
espectrometria, a intervalos de 1, 2, 4, 6 y 8 hs post administracidon del BPA. La concentracion de
boro en pulmén normal disminuyd en funcién del tiempo (12 ppm y 5 ppm a 1 y 8 hs post
administracion del BPA, respectivamente), mientras que la concentracion de boro en el tumor
permanecio casi constante, durante todo el intervalo de tiempo ensayado (1 -8 hs). La relacion de
la concentracidn de boro en el tumor versus pulmén normal fue mayor a 3, 4 h después de la
administracion de BPA, considerando la captacion de boro sdélo en células tumorales viables. Los
estudios con autorradiografia neutrdnica (ARN) revelaron una mayor densidad de trazas y por
ende mayor concentracién de B en las metastasis en comparacién con el pulmon.

Por ultimo, podemos mencionar al grupo de Andoh y colaboradores (2015) que realizaron
estudios de cinética de biodistribucién de boro en mestastasis pulmonares de sarcoma de células
claras en ratones nude BALB/CA, con BPA 465 mg/Kg (24 mg '°B/kg iv). Los resultados de la
concentracion de boro en tumor, pulmén y sangre, una hora después de la administracion del
compuesto borado, medidos por la técnica de ICP-OES, fueron aproximadamente 51 ppm, 5 ppmy
10 ppm, respectivamente. De éstos resultados se obtuvieron relaciones de concentracion de boro
T/Sy T/P de =5y 10, respectivamente (Andoh et al., 2015).

En la actualidad, no existen datos de cinética de compuestos borados en pulmén sano y
metastasis difusas en pulmén en humanos debido a que la medicion de concentracion de boro es
generalmente invasiva y compromete la integridad de los érganos o tejidos en cuestién. En 2012,
el grupo de Andoh y colaboradores realizé la re-irradiacién de un paciente previamente tratado
con BNCT. En éste caso, se administré por infusidn intravenosa durante 2 hs una solucion de BPA
200 mg/Kg (10,3 mglOB/Kg) y antes de realizar el tratamiento de BNCT, se comprobd, mediante un
estudio de F-BPA PET, la acumulacion selectiva de BPA en el tumor con una relacién de
concentracion de boro en tumor vs sangre (T/S) de 3,1.

2.2.3 Modelo experimental de metastasis difusas pulmonares de cancer de célon en
ratas BDIX

En ésta tesis se selecciond el modelo basado en la inoculacion de células singeneicas de
carcinoma de colon DHDK12/TRb en ratas BDIX (Bortolussi et al., 2011), realizando modificaciones
con el objetivo de optimizar los estudios de biodistribucidn. Se realizaron estudios piloto variando
la cantidad de células derivadas de cancer de colon inoculadas en la vena yugular y el tiempo de
desarrollo de las mismas, de tal forma que se obtuviera una masa adecuada de metdastasis difusas
en pulmén, para los estudios de biodistribucion. Al igual que en el modelo de metastasis hepaticas
colorrectales, descripto anteriormente, éste modelo involucra animales inmunocompetentes (de
Jong et al., 2009; Maggiori et al., 2012).

Para llevar a cabo los estudios de biodistribucion de boro en ésta tesis se utilizé el modelo

de metastasis difusas en pulmén de carcinoma de colon en ratas BDIX mediante el método de
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inoculacion de células DHDK12/TRb por la vena yugular. Asimismo, se realizé un estudio piloto
para determinar las condiciones experimentales dptimas para obtener abundantes metastasis
vascularizadas en pulmén, preservando zonas de pulmdn sano para su evaluacion.

2.2.4 Modelo pre-clinico de pulmén sano en ovinos

El proyecto BNCT ex—situ para el tratamiento de pacientes con metastasis multiples en
ambos pulmones, considera como hipdtesis de trabajo que el pulmén ovino es un modelo
adecuado del pulmén humano. Las similitudes anatémicas y fisioldgicas entre ambos pulmones,
como asi también las de los patrones de reparacién y regeneracion, fueron discutidos y reportados
extensamente en la literatura (McMillen, 2001). Asimismo, el modelo ovino como modelo de
enfermedades respiratorias ha sido ampliamente aplicado para el estudio de las enfermedades y
tratamientos (ej. Prat et al., 2015).

En la actualidad no se dispone de un modelo de metdastasis pulmonar en animal grande
inmunocompetente. En este contexto, y dentro del marco del proyecto multi-institucional que
lleva a cabo la CNEA en colaboracidon con la Universidad Maimodnides, Instituto A. Roffo y
Fundacion Favaloro, que tiene como objetivo primordial estudiar la factibilidad de aplicar BNCT
ex—situal tratamiento de pacientes con metdstasis multiples en ambos pulmones, sin invasién del
volumen extra-pulmonar, realizamos estudios de biodistribucion con BPA en pulmén sano en el
modelo ovino.Parte de los resultados de éstos estudios de biodistribucion fueron incluidos en el
trabajo de la tesis doctoral de Farias R. (2015), y ya han sido publicados (Farias y Garabalino et al.,
2015).

En nuestro trabajo previo (Farias y Garabalino et al., 2015), con el objetivo de conocer la
biodistribucién del compuesto borado BPA y el efecto de la perfusion del érgano sobre la
biodistribucién de BPA, realizamos en el modelo ovino tres estudios de cinética de captacién de
boro con dos pulmones izquierdos y un pulmén derecho in-vivo (es decir, sin explante de pulmdn
ni perfusidon con solucidon de preservacion), y dos estudios de perfusion en el pulmén (uno en
pulman derecho y otro en pulmadn izquierdo), mediando el explante y perfusion de los mismos.
Para los estudios de captacién de boro en las ovejas se utilizaron 3 animales sanos a los que se les
administré por via intravenosa (iv) una solucion de BPA 0,14 M. La administracidn del compuesto
borado en todos los casos se realizé mediante una bomba de infusidn durante 45 minutos en
animales previamente sedados, a un flujo tal que se obtuviera una dosis final de 350 mg BPA/kg (>
99% '°B), equivalente a 18 mg '°B/kg. La eleccién de la dosis de BPA y su tasa de administracion se
basd en los estandares de los protocolos clinicos nacionales e internacionales que utilizan este
compuesto para el tratamiento de melanoma, glioblastoma, mesotelioma y metastasis en pulmon
con BNCT. La misma dosis se utiliza, ademas, en el modelo experimental de metastasis difusas de
cancer colorrectal en pulmén en ratas BDIX.

Los estudios de cinética se realizaron con una duraciéon de cinco horas a partir del
comienzo de la infusién. A lo largo de todo el procedimiento se tomaron muestras de sangre, piel,
pulmén y musculo siguiendo el esquema de la Fig. 1H.Los valores de concentracién de boro en
sangre y demas tejidos fueron medidos por la técnica de ICP-OES 6 ICP-MS.
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Fig. 1HEsquema del protocolo de cinética de biodistribucion del compuesto borado BPA utilizado en el modelo pre-
clinico de oveja. Se detallan los tejidos que fueron muestreados y los intervalos de tiempo en que se realizé cada
extraccion. La duracién del procedimiento fue de 5 h (300 min) a partir del inicio de infusidn (IDI) del compuesto borado.
A los 45 minutos se alcanza el fin de la infusion (FDI).

Los resultados de las concentraciones de B en sangre revelaron que la forma de las curvas
fue muy similar para todos los animales, siendo la tendencia relativa entre los distintos tejidos la
misma en los tres casos. Asi, aproximadamente 1 h post fin de infusidn, la concentracién de boro
en piel fue levemente superior a la concentracién en el pulmén, y ambas fueron mayores que la
concentracidon observada en sangre.La concentracion de boro en la sangre alcanzd su valor
maximo al final de la infusién con valores entre 38 y 46 ppm, y luego comenzd a decrecer
exhibiendo el comportamiento bi-exponencial esperado.

La mdxima concentracidn de boro en el pulmdn se alcanzé aproximadamente 50 minutos
luego de fin de infusidn (FDI), con un valor absoluto de 21,8+0,4 ppm para todos los animales.
Cabe mencionar que tampoco se encontraron diferencias en la incorporacién de boro entre el
pulmodn derecho y el izquierdo, en ninguno de los tiempos post administracion ensayados.

El valor absoluto de concentracién de boro en sangre para el modelo animal 60 minutos
luego del fin de infusién fue de 18,9+0,6 ppm, similar a los valores de concentracién de boro
promedio reportados en humanos cercanos a 20 ppm (Farias et al., 2014), para la misma dosis de
BPA y el mismo tiempo. Por otra parte, las relaciones de concentracién de boro pulmdén/sangre y
piel/sangre se mantuvieron practicamente constantes hasta 80 minutos post fin de infusién,
alcanzando valores de 1,3+0,1 y 1,9+0,1, respectivamente. Estos resultados sugirieron que el
modelo animal se ajusta al humano segln estudios previos realizados en pacientes usando una
dosis de 350 mg BPA/kg (Busse et al., 2003; Fukuda et al., 2003; Liberman et al., 2004).

Ochenta minutos luego del FDI, la concentracion de boro en sangre, pulmén y piel
comenzo a decrecer lenta y progresivamente. Los parametros del modelo obtenidos para el perfil
de concentracién de boro en sangre fueron k;,=0,022 min™, k,;=0,012 min™, k; ¢=0,0068 min™"y
kq=0,0247 Kg/Kg, valores que se encuentran dentro de los parametros promedio (+ 10) reportados
por Kiger y colaboradores(2001) para 10 pacientes tratados con BNCT a los que se les administroé la
misma dosis de BPA que la considerada en los estudios con oveja.

En éstos estudios previos también analizamos si el procedimiento de perfusion del 6rgano
alteraba las concentraciones de boro en el pulmdn. Para ello realizamos el explante y perfusion del
pulmén de oveja y calculamos un factor de retencion (fz), definido como la relacién entre las
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concentraciones de B en el tejido de pulmdén normal post perfusion versus pre-perfusion. El
resultado del f; fue de 0,46 + 0,14, confirmando que la perfusién arterial del érgano con las
soluciones que aseguran las condiciones de preservacion genera, de forma inevitable, una
disminucién en la concentracion de boro. Asimismo, se observd que la distribuciéon de boro
remanente es no homogénea en el érgano explantado. Sin embargo, el hecho de que el valor
esperado del factor de retencidén con un intervalo de confianza del 68% fue igual a 0,46+0,14
sugeriria que un amplio porcentaje del volumen pulmonar retiene alrededor de la mitad de la
concentracién de boro alcanzada pre-perfusion.

Pudimos concluir que los resultados obtenidos sugieren que el modelo pre-clinico en
animal grande seria un sustituto adecuado para inferir la cinética y captacién del compuesto BPA
en humanos.

2.2.5 Objetivos particulares de ésta tesis referidos al modelo de metastasis difusas
pulmonares de cancer de colon en rata y al modelo pre-clinico de pulmén sano en ovinos

Se conoce que una de las maneras mas eficientes de optimizarBNCT es mejorar la entrega
de portadores de boro a los tumores, aumentando asi el contenido absoluto de boro yla captacion
selectiva de boro en tumor. En este contexto, el objetivo del estudio en el modelo de metastasis
pulmonares difusas de carcinoma de colon en ratas BDIX fue realizar estudios de biodistribucién
de borocon diferentes protocolos que involucraron a BPA y GB-10, administrados solos o
encombinacién, en distintas dosis y empleando distintas vias de administracién. Estos resultados
son de gran utilidad, ya que son necesarios para realizar los calculos de dosis correspondientes y
evaluar la factibilidad de ensayar la eficacia y radiotoxicidad de BNCT en el reactor nuclear RA-3
(Centro Atomico de Ezeiza, Comisidén Nacional de Energia Atémica).

Como mencionamos anteriormente, debido a la falta de modelos experimentales de
mestastasis pulmonar en animales grandes inmunocompetentes, los resultados obtenidos en
pulmdn sano del modelo ovino pueden complementarse con los estudios de biodistribucién en el
modelo experimental de metastasis difusas de cancer colon en pulmén en ratas BDIX.

En el modelo pre-clinico de pulmaén sano ovino realizamos estudios adicionales de cinética
de BPA y un estudio de perfusién en ambos pulmones, mediando el explante y perfusion de los
mismos. Estos estudios complementan los anteriores y se centran sobre el andlisis del efecto de la
perfusion sobre la retencién de BPA en pulmén sano y en posibles diferencias entre ambos
pulmones debidas a las diferencias en la arquitectura vascular y la anatomia.

2.3 Cancer de cabeza y cuello

La cabeza es una de las partes mds complejas del cuerpo humano y por lo tanto son de
suma relevancia los tumores que se desarrollan en esta regién. Los tumores malignos de cabezay
cuello crecen en la mucosa del tracto aero-digestivo en diferentes sitios como la cavidad oral,
faringe, laringe, cavidad nasal, senos paranasales, como asi también en glandulas salivales,
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tiroides, paratiroides, huesos, tejidos blandos, estructuras neurales-vasculares y piel (Syrjdanen,
2005; Heroiu et al., 2013).

El cancer de cabeza y cuello es una enfermedad mortal que se ha evidenciado desde el
origen de la raza humana y aun sigue siendo un reto encontrar un tratamiento eficaz y adecuado.
La enfermedad es mucho mas comun en paises menos desarrollados, donde se produce a una tasa
del 35-45%, siendo éste numero dos veces mayor en los grupos desfavorecidos en comparacion
con los paises econémicamente desarrollados. Anualmente se diagnostican unos 650.000 nuevos
casos de canceres de cabeza y cuello en el mundo, con una proporcion de 3:1 entre hombres y
mujeres. La mayoria se diagnostican en etapas avanzadas (etapa lll 6 IV) y es mas probable que en
ellos hayan ocurrido invasién a huesos adyacentes o metdastasis a ganglios linfaticos regionales
(Supsavhad et al., 2016). El nimero de muertes debido a ésta enfermedad es de alrededor de
350.000 anualmente. En los hombres, el cdncer de cabeza y cuello es el cuarto tipo de cdncer mas
comun, mientras que en las mujeres es la novena causa de muerte (Heroiu et al., 2013).

El habito de fumar, el uso del alcohol, el mascado de la nuez de betel y la infeccion por
HPV (human papilomavirus o virus de papiloma humano) son algunos de los principales factores
de riesgo. Inclusive, el habito de fumar y el consumo de alcohol podrian tener efectos sinérgicos
(Jemal et al., 2011). A pesar que éste tipo de cancer ocurre generalmente en pacientes mayores, la
incidencia del mismo en personas jévenes ha aumentado y estaria relacionada con el HPV
(Supsavhad et al., 2016).

Mds del 90% de los canceres de cabeza y cuello son tumores de células escamosas (SCC:
squamous cell carcinoma), la mayoria de los cuales se encuentran en la cavidad oral y laringe
(aproximadamente 60- 70%). El 10% restante son adenocarcinomas de origen salival, melanomas,
tumores de tejidos blandos y linfomas (Heroiu et al., 2013). La tasa de supervivencia a 5 afios de
los pacientes con SCC en estadios tempranos (I-Il) se encuentra alrededor del 80 %, mientras que
en estadios tardios (llI-1V) es de aproximadamente 50% y el prondstico para pacientes con
enfermedad recurrente, invasién 6sea o metdastasis es deficiente (Borutto y Szabo, 2014,
Supsavhad et al., 2016).

Los pacientes que presentaron durante su vida un cdncer de cabeza y cuello y que fueron
tratados por ello, tienen un alto riesgo de desarrollar multiples cdnceres. En la mayoria de los
casos, los segundos tumores primarios después de un cancer de cabeza y cuello también se
desarrollan a este nivel, debido a la persistente influencia carcinogénica sobre la mucosa del tracto
aero-digestivo superior, conocido como “cancerizacion de campo”, incluso después de finalizada la
exposicién a factores carcinégenos, o debido a tratamientos de quimioterapia y radioterapia,
susceptibilidad genética, deficiencia inmunoldgica y supervivencia prolongada después de algunos
tumores primarios (Heroiu et al., 2013).

El tratamiento de los cdnceres de cabeza y cuello es complejo y requiere un enfoque
multidisciplinario que incluye médicos oncdlogos, radidlogos, cirujanos de cabeza y cuello,
fonoaudidlogos, trabajadores sociales, psicélogos, cirujanos plasticos y/o reconstructivos y
odontodlogos. El tratamiento con un sélo tipo de modalidad, cirugia o radioterapia, se recomienda
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generalmente para el 40% de pacientes que presentan la enfermedad en etapa | ¢ Il. Cada una de
las dos modalidades da como resultado una supervivencia similar con tasas de curacion que
oscilan entre el 60% y el 90%. La eleccién entre las modalidades de tratamiento depende del sitio
del tumor, la extension de la enfermedad, la preferencia del paciente, las co-morbilidades, la
experiencia del equipo multidisciplinario, el equipo disponible, etc. Con los afios, hubo avances
significativos en las técnicas quirurgicas y de radiaciéon que han reducido los efectos téxicos sin
comprometer el resultado. Ademas, recientemente se han ensayado diferentes estrategias
bioldgicas para pacientes con cancer de cabeza y el cuello que incluyen farmacos que atacan
factores de crecimiento y sus receptores, transduccidén, control del ciclo celular, sintesis de
prostaglandinas, hipoxia y angiogénesis, entre otros (Vermorken y Specenier, 2010). Para el 60%
de los pacientes que presentan una enfermedad localmente avanzada en el momento del
diagnostico, generalmente se recomienda la terapia combinada. En los pacientes con enfermedad
irresecable el tratamiento estandar actual es el tratamiento concomitante con quimio-radiacién
(Vermorken y Specenier, 2010). Pero, lamentablemente, cuando los tumores recurrentes de
cabeza y cuello son irresecables, la enfermedad es fatal, con un tiempo de vida media de pocos
meses. Estos tumores son radio-quimio resistentes y muestran un extenso crecimiento,
necesitando de grandes cirugias con amplios margenes. Para evitar discapacidades severas en
estructuras y funciones oro-faciales, es necesario explorar nuevos tratamientos.

2.3.1 Cancer oral

El carcinoma de células escamosas (SCC) es el cancer mds comun de cabeza y cuello, cuya
incidencia ha aumentado en los ultimos afios en la cavidad oral y orofaringea. Si bien los canceres
de cabeza y cuello se relacionan con el consumo de alcohol y tabaco, los canceres de la cavidad
oral probablemente también estarian vinculados a la prevalencia del HPV (Denson et al., 2016).

El desarrollo de multiples lesiones malignas en la cavidad oral puede ser explicado por un
proceso denominado "cancerizacion de campo", que ocurre a nivel aero-digestivo cuando la
mucosa es expuesta a diferentes tipos de carcindgenos, que actian constantemente y durante un
largo tiempo (Heroiu et al., 2013). Este término fue descripto por primera vez, a principios 1953,
cuando Slaughter y Southwick estudiaron los diferentes tipos de cancer de la cavidad oral. Los
autores sugirieron varios criterios para describir el término cancerizacién de campo, que incluian:
(a) el cancer oral se desarrolla en multiples areas que presentan cambios precancerosos a nivel
celular; (b) el tumor esta rodeado de tejido anormal; (c) el cancer oral se compone de varias
lesiones independientes, que a veces confluyen y (d) la persistencia del tejido anormal después de
la cirugia puede explicar la aparicidon de recidivas y multiples canceres. Los drganos en los que el
fendmeno de cancerizacién de campo puede ocurrir asociado al cancer de células escamosas son
la cavidad oral, orofaringe y laringe, pulmon, eséfago, vulva, cérvix, colon, mama, vejiga y piel
(Heroiu et al., 2013).

El cancer oral es el décimo cancer mas comun en el mundo, representando el 3-5% de
todas las neoplasias malignas. Alrededor del 90% de los canceres orales son carcinomas de células
escamosas que surgen del epitelio oral. La mayoria de ellos (67% a 77%) no son diagnosticados
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hasta que alcanzaron al menos la etapa Il (> 2 cm) (Sarode et al., 2013). El carcinoma de células
escamosas es considerado como la etapa final de un proceso de multiples pasos que comprenden
la evolucién desde la histologia normal a hiperplasia, displasia leve, displasia moderada, displasia
grave, carcinoma in situ y carcinoma invasivo. En todas éstos pasos aparecen alteraciones
cromosoémicas particulares que pueden estar asociadas con distintas etapas de progresién tumoral
(Vermorken y Specenier, 2010).

Una gran variedad de lesiones crénicas pueden ser relacionadas con cdnceres en la
cavidad oral. La leucoplasia oral se define como un parche mucoso blanco que no puede ser
clasificado clinicamente o patoldgicamente como cualquier otra lesién. La leucoplasia se
caracteriza por la proliferacién epitelial con cantidades variables de displasia y /o hiperqueratosis y
representa un proceso reactivo a los dafios producidos por carcinégenos (ej. tabaco) y puede
retroceder espontdneamente, permanecer sin cambios durante largos periodos de tiempo, o
evolucionar a cancer a una tasa del 5%. Otras lesiones con potencialidad maligna que ocurren en
la cavidad oral incluyen la eritroplasia y el liquen plano. Similar a la leucoplasia, la eritoplasia se
define como una mancha roja ardiente que no puede ser caracterizada clinicamente o a nivel de
anatomia patoldgica como cualquier otra lesidon definible. El riesgo de transformacion de la
eritroplasia en cdncer es mas elevado en comparacion con otras lesiones premalignas en la
cavidad oral y con frecuencia revela areas de carcinoma in situ o displasia de alto grado. La tasa de
progresidn a cdncer invasor por éste tipo de lesidn es alta, llegando al 50%. Por otro lado, el liquen
plano es una enfermedad crénica oral inflamatoria que suele presentarse con placas blancas,
ulceracion o placas hiperqueratésicas gruesas. El riesgo de malignidad y transformacién es
sustancialmente menor en comparacién con la leucoplasia y la eritoplasia, teniendo una tasa
variable del 0,5% a 2% (Borutto y Szabo, 2014).

El cdncer oral estd asociado con una severa morbilidad y menos del 50% de sobrevida a
largo plazo a pesar de los avances en su tratamiento (cirugia, radiaciéon, quimioterapia). Los
principales factores responsables de esta supervivencia limitada son las metastasis a ganglio
linfatico regional y las recidivas (Tanaka y Ishigamori, 2011). En este contexto, la deteccién
temprana y prevencion del cancer oral y lesiones potencialmente malignas resultan de gran
relevancia clinica.

Las lesiones de la mucosa oral en pacientes con cancer de cabeza y cuello causadas por los
efectos de las terapias antineoplasicas clasicas (radio y quimioterapia) sonuna toxicidad comun
(Jensen y Peterson, 2014). Muchos pacientes con cancer de cabeza y cuello son sometidos a altas
dosis de radioterapia en grandes areas incluyendo la cavidad oral, maxilar, mandibula y glandulas
salivales. Por lo tanto, las terapias antineoplasicas pueden asociarse a reacciones adversas. Estas
reacciones pueden ser agudas (ocurren durante o en las semanas inmediatamente después del
tratamiento) o crdnicas (dentro de los lapsos de meses o afios después de la radioterapia). La
gravedad de las complicaciones orales agudas dependera del grado de inclusién de estas
estructuras en el volumen de tratamiento (Jahm y da Silva Freire, 2006).
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Entre éstas reacciones adversas, se encuentra la mucositis, definida como un efecto
colateral muy doloroso causado por una reaccion inflamatoria de la mucosa oral (Jahm y da Silva
Freire, 2006). La mucositis oral (MO) es una toxicidad universal de la terapia por quimio-radiacion
para el tratamiento de cancer de la cavidad oral, orofaringe y laringe, cuya incidencia continta en
crecimiento. La mucositis oral aguda (MOA) ocurre en casi el 75% de estos pacientes y estd entre
los efectos secundarios mas debilitantes y dolorosos relacionados con el tratamiento (Elting et
al.,2007). La MOA se asocia con un mayor uso de opioides, pérdida de peso, dependencia de la
alimentacién e hidratacién suplementaria, interrupciones en el tratamiento, visitas no planificadas
o visitas a salas de emergencias y hospitalizaciones frecuentes que generan altos costos
econdémicos (Kudrimoti et al., 2016). En los pacientes inmunosuprimidos, la infeccion secundaria
de las lesiones de mucositis oral puede conducir a bacteriemia, fungemia y sepsis. Ademas, puede
ocurrir una morbilidad significativa asociada con la mucositis, que dard lugar a reducciones de
dosis, retrasos y/o interrupciones de los tratamientos antineoplasicos, que a su vez pueden afectar
negativamente a la supervivencia del paciente (Jensen y Peterson, 2014).

Estudios recientes han indicado que los mecanismos fundamentales implicados en la
patogénesis de la mucositis son mucho mas complejos que el dafio directo al epitelio solo. Se cree
que los principios involucrados en el proceso de mucositis inducida por radiaciéon y/o
guimioterapia son similares. El siguiente modelo intenta explicar la complejidad de la patogénesis
de la mucositis en 5 etapas (Fig. 2H):

Phases Il & Il
Messaging_ Phase‘lV
Normal Phase | Signaling, Ulceration Phase V
Epithelium Initiation & Amplification (Mucositis) Healing

Chemotherapy

Submucosa Basal Cell Blood Vessel Inflammatory Fibroblast
Cell

Epithelial Layer

Fig. 2HModelo patobioldgico de cinco etapas de la mucositis oral (Lalla et al., 2008, tomado de Sonis, 2004).

Etapa 1. Iniciacién de la lesion tisular: la radiacién y/o quimioterapia inducen un dafio
celular que provoca la muerte de las células epiteliales basales. También se cree que la generacion
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de especies reactivas de oxigeno (ROS) por radiacién o quimioterapia ejercen un papel en el inicio
de la lesién de la mucosa. Estas pequefias moléculas altamente reactivas son subproductos del
metabolismo del oxigeno y pueden causar dafio celular significativo.

Etapa 2. Aumento de la inflamacidon mediante la generacion de sefiales provenientes de
mensajeros: ademas de causar la muerte celular directa, los radicales libres activan a moléculas de
segundos mensajeros que transmiten sefiales de los receptores en la superficie celular al interior
de la célula. Esto conduce a la regulacidn positiva de citoquinas pro-inflamatorias, lesién de tejido
y muerte celular.

Etapa 3. Sefializacion y amplificacién: la regulacion de las citoquinas pro-inflamatorias,
como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), producido principalmente por los macréfagos,
causa lesiones a las células de la mucosa y también activa vias moleculares que amplifican la lesion
de la mucosa.

Etapa 4. Ulceracion e inflamacion: existe un infiltrado de células inflamatorias significativo
asociado con las ulceraciones de la mucosa, basado en parte en subproductos metabdlicos de la
colonizacion de la microflora oral. La produccion de citoquinas pro-inflamatorias también se
encuentra sobre regulada debido a esta infeccion secundaria.

Etapa 5. Curacidn: esta fase se caracteriza por la proliferacién epitelial, asi como también
por la diferenciacion celular y tisular, restaurando la integridad del epitelio.

A lo largo del tiempo se han utilizado una gran variedad de escalas para registrar la
extensidn y severidad de la mucositis oral en la practica clinica y la investigacion. La clasificacion
de la mucositis mas utilizada en investigacién es la propuesta por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) con una escala que combina el aspecto clinico de la mucosa con la capacidad de
ingerir alimentos. (Tabla 2H). En cuanto a la clinica, la mas utilizada es la escala que forma parte
del manual “Common Toxicity Criteria for Adverse Events” dellnstituto Nacional del Cancer de los
Estados Unidos. Esta clasificacion enfatiza los sintomas del paciente, la capacidad de mantener la
ingesta oral y la necesidad de implementarterapias (Ruiz Esquide et al., 2011).

Grado de L.
. Descripcion
mucositis
0 Ausencia de Mucositis
1 Eritema y dolor, sin Ulceras
2 Eritema y ulceracion: pacientes que pueden comer sélidos
3 Eritema y ulceracion: pacientes que requieren dieta liquida
4 Eritema y ulceracion: pacientes incapaces de alimentarse

Tabla 2H. Escala de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para la clasificacién de la mucositis oral en pacientes.
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Con el objetivo de estudiar los mecanismos de la mucositis inducida por radiacion en la
bolsa de la mejilla del hamster sin cancerizar, Sonis y colaboradores (2000) publicaron una escala
de mucositis que comprende cinco grados:

Grado 0= Bolsa completamente sana. Sin erosion ni vasodilatacion.
Grado 1= Eritema, sin evidencia de erosion mucosa.
Grado 2= Eritema severo, vasodilatacidn y erosidn superficial.

Grado 3= Formacion de ulceras en uno o mas lugares, pero sin afectar mas del 25% del area
superficial de la bolsa. Eritema severo y vasodilatacion.

Grado 4= Ulcera coalescente de aproximadamente 50% del area superficial de labolsa.

Grado 5= Ulceracion casi completa de la mucosa de la bolsa. Perdida deflexibilidad.

En base a ésta clasificacion para evaluar la mucositis en la bolsa del hamster y la
clasificacion utilizada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)para mucositis oral en
humanos, nuestro grupo determind una escala semi-cuantitativa para la evaluacion de la
severidad de mucositis en el tejido precanceroso alrededor del tumor en la bolsa de la mejilla del
hamster en nuestros estudios de BNCT (Monti Hughes et al.,2011). Esta escala comprende los
siguientes grados:

Grado 0: apariencia normal, sin erosién ni vasodilatacion.

Grado 1: eritema y/o edema y/o vasodilatacion, sin evidencia de erosion mucosa.

Grado 2: eritema y/o edema severo, vasodilatacion y/o erosion superficial.

Grado 3: eritema y/o edema severo, vasodilatacion y formacion de ulceras <2 mm en didmetro.

Grado 4: eritema y/o edema severo, vasodilatacién, formacién de ulceras 22 mm y<4 mm en
diametro y/o dreas de necrosis <4 mm en diametro.

Grado 5: eritema y/o edema severo, vasodilatacion, formacién de ulceras de >4 mm y/o areas
de necrosis 24 mm en diametro.

2.3.2 Antecedentes de estudios experimentales, pre-clinicos y clinicos de
biodistribucién de boro y eficacia terapéutica de BNCT para cancer oral

A nivel experimental podemos comenzar citando algunos estudios realizados sobre la
mucosa oral sana en lengua de ratas. En el afio 1999, Coderre y colaboradores, evaluaron los
efectos de BNCT sobre la mucosa oral sana en lengua, utilizando ratas Fischer 344. Estos estudios
estaban orientados a analizar potenciales efectos téxicos asociados al tratamiento de tumores de
cerebro en los cuales el cerebro y la mucosa oral podrian limitar la dosis que se puede administrar
a tumor. Los estudios de biodistribucién con BPA ip a una dosis de 36,2 mg *°B/Kg con mediciones
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de concentracion de boro realizadas con las técnicas de prompt gamma o ICP-OES, arrojaron
valores de [B] en lengua, paladar y mucosa oral de alrededor 22 ppm. Una respuesta llamativa
luego de la irradiacion con una dosis de 4,2 20,1 Gy realizada 3 hs después de la administracion del
compuesto borado, fueron cambios en los pesos corporales de los animales que se consideraron
indicadores del dafio por radiacién en lengua y cavidad oral. Las reacciones agudas se evidenciaron
6 dias después de la irradiacién, caracterizadas por eritema, edema y ulceracion. Estos estudios
destacaron la importancia de la alta sensibilidad de la mucosa oral a la radiacién. La mucosa oral
podria ser un tejido limitante de dosis, también en ensayos clinicos para el tratamiento con
BNCT/BPA de canceres de cabeza y cuello.

En éste mismo modelo, Morris y colaboradores (2000) realizaron, entre otros estudios,
ensayos de microlocalizacién de boro post administracién de BSH (30 mg'°B/Kg) ip 6 BPA (36,2
mg'°B/Kg) ip, mediante la técnica de microscopia iénica. Ellos observaron en la mucosa oral que
existian diferencias de [B] en las distintas estructuras histolégicas de las muestras. Para ambos
compuestos borados la lamina propia de la mucosa fue la de mayor concentracién de boro, con
respecto al epitelio, musculo y paredes de vasos sanguineos. Ademds, notaron que
particularmente con BPA los valores de concentracion de boro en el epitelio, musculo y paredes de
vasos sanguineos fueron mas elevados que con la administracién de BSH. Cuando realizaron
estudios de CBE, en éstas mismas condiciones, comprobaron que la mucosa de la lengua de las
ratas era menos sensible a BNCT mediado por BSH que a BNCT mediado por BPA. Esta diferencia
fue atribuida al perfil de microdistribucién de '°B estudiado previamente.

Los primeros esfuerzos en nuestro laboratorio estuvieron dirigidos a explorar una nueva
potencial aplicacién de BNCT: el tratamiento del cancer de cabeza y cuello. Para ello, utilizamos el
modelo de cancer oral de la bolsa de la mejilla del hamster. Nuestro laboratorio propuso y valido,
por primera vez, el uso de éste modelo para estudios de BNCT (Kreimann et al., 2001a), siendo los
mismos los precursores de los ensayos clinicos de BNCT para tumores de cabeza y cuello en Japdn
(Ej., Kato et al., 2004; Suzuki et al., 2014; Liu et al., 2015; Wang et al., 2016) y en Finlandia
(Kankaanranta et al., 2007, 2012; Haapaniemi et al., 2016).

Para evaluar, por primera vez, el potencial uso de BNCT en el control de tumores de la
mucosa oral en la bolsa de la mejilla del hamster, se empleé BPA como compuesto borado,
aceptado para su uso en la clinica para melanoma y tumores de cerebro. Se realizaron estudios de
biodistribuciéon inyectando 300, 600 y 1200 mg BPA/kg (15,5 mg'°B/Kg, 31 mg'°B/Kg y 62
mgloB/Kg, respectivamente) obteniéndose valores de concentracion de boro en tumor
terapéuticamente Uutiles ([B]> 20 ppm) y relaciones de concentracién de boro tumor/bolsa normal
(T/BN) y tumor/sangre (T/S) favorables ( > 1), 3,5 hs post administracion del compuesto borado
(Kreimann et al., 2001a).

Seguidamente, evaluamos la respuesta a BNCT de los tumores en la bolsa de la mejilla del
hamster, mediante la administracion de BPA 300 y 600 mg BPA/kg ip. En base al trabajo anterior
de biodistribucién (Kreimann et al., 2001a), se considerd una concentracién de boro de 30 ppm en
tumor y de 10 ppm en tejido normal para realizar los cdlculos dosimétricos necesarios para BNCT.
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Los animales fueron irradiados a las 3,5hs post administracion del BPA con un haz de neutrones
epitérmico termalizado en el reactor RA-6 del Centro Atdomico Bariloche (CAB). Los resultados de
control tumoral evidenciaron un 78% de remisiones completas y un 13% adicional de remisiones
parciales, sin presencia de danos significativos a los tejidos normales (Kreimann et al., 2001b).

Luego, en el afio 2003, se realizaron ensayos de biodistribucion con un compuesto borado
alternativo, una porfirina denominada CuTCPH, la cual poseia 48 atomos de boro por mol
(Kreimann et al., 2003). Este compuesto fue administrado intraperitonealmente en una uUnica dosis
o en protocolo multidosis. Con el protocolo de administracién simple se obtuvieron valores
favorables de [B] tumoral ( = 21 ppm), 24 hs post administracién de la porfirina borada, con
relaciones de concentracion de boro T/BN y T/S de 7,6 y 2,4, respectivamente. En cambio, en el
caso del protocolo multidosis en todos los tiempos ensayados post administracion (1,2,3 y 4 dias)
las concentraciones de boro en el tumor se encontraron dentro del rango 50-76 ppm,
obteniéndose relaciones de concentracion de boro T/BN (6 a 12) y T/S (1,4 a 235), las cuales
excedian los requerimientos para lograr tratamientos exitosos con BNCT.

Continuando los estudios de biodistribucidn y eficacia terapéutica de BNCT con compuestos
aprobados para su uso en la clinica, decidimos en el afio 2004 realizar estudios de cinética de
biodistribucién con GB-10 en el modelo de cancer oral en hamsters (Heber et al., 2004). En éstos
ensayos se administré por via intrayugular en bolo GB-10 a una dosis de 50 mg'°B/kg,
observandose que a las 3 hs post-administraciéon del compuesto, se obtenian concentraciones
absolutas de boro en tumor favorables y relaciones de concentracion de boro T/BNy T/Sde 1,5y
1,0, respectivamente. Dado que el valor de T/BN de éste protocolo, indicaba una mayor tasa de
eliminaciéon del compuesto del tejido normal versus el tumor, decidimos estudiar protocolos
multidosis, administrando una segunda dosis de GB-10 (50 mg'°B/kg), 3 hs post la primera
administracidn y recolectando las muestras 1 6 2 hs postsegunda administracidon del compuesto
borado. Los resultados con ésta estrategia de protocolo multidosis no fueron relevantes con
respecto al aumento de la selectividad de incorporacién a tumor, ya que los valores de
concentracion de boro T/BN estuvieron en el intervalo de 0,9-1,0. Luego, en éste mismo trabajo,
siguiendo el objetivo de aumentar la selectividad de la incorporacién de boro a tumor y sabiendo
que existen diferentes mecanismos de incorporacién a las células de los compuestos borados
(transporte activo, difusion, etc.), se llevaron a cabo estudios de biodistribucion combinando GB-
10 y BPA, con diferentes protocolos, variando las formas de administracion (iv en bolo, ip como
simil-infusién) y las concentraciones de ambos compuestos (15,5 mg °B/Kg — 65,5mg '°B/Kg).
Como resultado, se observd que aumentaba la concentracién de boro en el tumor y se conseguian
relaciones de concentraciéon de boro T/BN y T/S de 2,0 y 2,5 respectivamente, cuando se empleaba
uno de los protocolos combinados de GB-10 + BPA.

En base a los resultados de los estudios de biodistribucién con GB-10 y/o BPA (Kreimann et
al., 2001 a; Heber et al., 2004), se evaluaron las respuestas tumorales y la potencial toxicidad de
BNCT in vivo en el modelo de cancer oral en la bolsa de la mejilla del hamster, irradiando en el
Reactor RA-6 del Centro Atomico Bariloche (CAB). En ese trabajo se demostré un importante
control tumoral, obteniéndose, para los distintos protocolos, altos porcentajes de remisiones
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completas y parciales. Ademas de los resultados de control tumoral, se pudo destacar un aspecto
interesante en relacion al analisis histoldgico de los de tumores tratados con BNCT mediado por
GB-10, los cuales revelaron un marcado dafio en el estroma tumoral (edema, hemorragias),
resultado de la rotura de los vasos sanguineos tumorales aberrantes. Sin embargo, éste dafio no se
observé en los vasos sanguineos del tejido precanceroso ni el tejido normal. En el caso de la
combinacién de compuestos borados (BPA+GB-10) el efecto del dafio en las paredes de los vasos
tumorales fue menor, comparado con BNCT/GB-10, pero se observé mayor dafio en las células
tumorales (Trivillin et al., 2004).

En base a los trabajos descriptos, y dada la importancia del “targeting” homogéneo en las
distintas poblaciones celulares de los tumores para lograr el éxito terapéutico en BNCT (debido a
gue se conoce que si los grupos de células tumorales contienen cantidades insuficientes de boro,
éstas seran refractarias al tratamiento y podrian ser una potencial causa de recurrencia) se
evaluaron potenciales diferencias de homogeneidad en la distribucion de boro con tres de los
protocolos establecidos y descriptos anteriormente con GB-10 y BPA+GB-10 (Heber et al., 2006).
En éste trabajo se demostré que la administracion combinada de GB-10 y BPA mejora
significativamente la homogeneidad en la distribucion de boro en tumor (Heber et al., 2006).
Asimismo, se evalud la respuesta tumoral a BNCT mediado por cada uno de estos protocolos,
empleando dosis mas altas de radiacion en el RA-6 (aproximadamente 50% mayor) (Trivillin et al.,
2006) comparadas con el trabajo anterior (Trivillin et al., 2004), ya que no se habian observado
efectos radiotdxicos importantes en el tejido limitante de dosis (tejido precanceroso). En ésta
ocasion, se demostré que BNCT mediado por la combinacién de compuestos borados indujo un
93% de control tumoral (remision completa + remision parcial), frente al protocolo mediado por
GB-10 que indujo un 70% de control tumoral. El Unico efecto radiotéxico que se observo, y que
resulta importante destacar, fue una mucositisreversible en tejido precanceroso en los tres
protocolos ensayados. En cambio, no se observaron efectos radiotdxicos en mucosa normal.

Estos dos trabajos (Trivillin et al., 2004, 2006) describen un nuevo paradigma en BNCT. La
hipdtesis clasica de BNCT plantea que el dafio selectivo en las células tumorales se basa en la
acumulacion selectiva de boro dentro de las mismas. Nosotros pudimos demostrar, en base a
estudios histoldgicos, que existiria un efecto selectivo de BNCT/GB-10 sobre los vasos sanguineos
aberrantes del tumor, preservando los vasos sanguineos de los tejidos precanceroso y normal, a
pesar que se sabe que el GB-10 no posee una incorporacion selectiva a tumor. El efecto selectivo
sobre los vasos sanguineos angiogénicos del tumor se deberia a su mayor radiosensibilidad, dada
por su estructura y funcién alteradas (Carmeliet y Jain, 2000), y redundaria en un dafo selectivo al
tumor, a pesar que el compuesto borado GB-10 no se acumula selectivamente en tumores de la
mucosa oral (Trivillin et al., 2006).

En el afio 2004, Kato y colaboradores demostraron en estudios de biodistribucién con BPA ¢

BSH, en el modelo de carcinoma de células escamosas (SSC) en ratones nude, que el BPA se
incorporaba mds selectivamente a SCC oral humano en comparacién con los tejidos orales
normales, y que tanto el BPA extracelular como el intracelular contribuian al efecto de destruccién
celular mediante BNCT. Por lo tanto el BPA podria ser un util portador de boro para BNCT en el
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tratamiento de SCC oral avanzado. Estos datos coincidian con los obtenidos previamente en
nuestro laboratorio en el modelo de cancer oral en la bolsa del hamster (Kreimann et al., 2001a,b).

Dado que la mucositis es limitante de dosis en BNCT para tumores de cabeza y cuello (ej.
Kankaanranta et al., 2012), los protocolos de BNCT que minimicen la mucositis y optimicen el
control tumoral tendran mayor probabilidad de entregar dosis terapéuticas al tumor sin exceder la
tolerancia del resto de los tejidos.En este sentido, propusimos BNCT secuencial, es decir, una
aplicacion de BNCT/BPA seguido de una aplicacién de BNCT/GB-10, con un intervalo de 24 hs 6 48
hs (Molinari et al., 2011).Demostramos que esta estrategia aumenta el control tumoral sin
exacerbar la mucositis. Este trabajo generd importantes aportes sobre el rol del “re-targeting” de
células que podrian haber sido refractarias en la primera aplicacion y de la homogeneidad en el
“targeting” de boro en la respuesta terapéutica.

Se sabe que la vasculatura aberrante de los tumores (ej. Jain 2005) compromete la llegada
de drogas. En este contexto nosotros propusimos la técnica de normalizacion temporaria de vasos
sanguineos tumorales previo a BNCT para optimizar la llegada y distribucion de los compuestos
borados a tumor. Para ello desarrollamos una técnica de normalizacion de vasos sanguineos
aberrantes en el modelo de cancer oral de hamster con la administracidén de Talidomida (Molinari
et al., 2012) y demostramos su marcado efecto en la eficacia terapéutica de BNCT mediado por
BPA en este modelo (Molinari et al., 2012, Molinari et al., 2015). Esta estrategia terapéutica tiene
un gran potencial que ameritaria su estudio en un escenario clinico.

En forma paralela, nos interesé estudiar el potencial efecto inhibitorio de BNCT en el
desarrollo de segundos tumores primarios a partir de tejido precanceroso. Empleando el modelo
clasico de carcinogénesis en la bolsa de la mejilla del hamster, pudimos demostrar un efecto
inhibitorio a corto plazo sin exceder la radiotolerancia del tejido precanceroso y sin radiotoxicidad
en el tejido normal (Heber et al.,, 2007). El modelo de carcinogénesis empleado se adecua a
estudios de control tumoral pero no permite el estudio a largo plazo del tejido precanceroso. Por
ello, se vio la necesidad de desarrollar un modelo de tejido precanceroso (mas recientemente
llamado tejido con alteraciones potencialmente malignas é PMD por sus siglas en inglés) en la
bolsa de la mejilla del hamster que permitiera un seguimiento a largo plazo. Para ello se evaluaron
diferentes protocolos de carcinogénesis y se selecciond el que garantizara el desarrollo de tumores
pero que por su menor agresividad permitiera seguir a los animales durante 8 meses post-BNCT
(Heber et al., 2010). Empleando este modelo experimental de tejido precanceroso, se demostré el
potencial inhibitorio de una unica aplicacion de BNCT mediada por BPA y BPA + GB-10 en el
desarrollo de tumores a partir de tejido precanceroso a largo plazo, sin radiotoxicidad enel tejido
normal y sin exceder la radiotolerancia del tejido precanceroso (Monti Hughes et al., 2009). Mas
recientemente se estudiaron diferentes aspectos radiobiolégicos de protocolos de doble
administracion de BNCT (Monti Hughes et al.,, 2011; Monti Hughes et al., 2013) y se verifico la
posibilidad de reducir la mucositis en el tejido precanceroso limitante de dosis (Monti Hughes et
al., 2015a), un aspecto de gran relevancia clinica (Kankaanranta et al., 2012). Asimismo,
contribuimos al conocimiento de la radiobiologia de BNCT en el modelo de precancer oral en
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hamster disefiado para estudios en tejido con cancerizacién de campo (Monti Hughes et al.,
2015b).

Extendimos nuestros estudios a un ambito preclinico y estudiamos la factibilidad de
BNCT/BPA para tratar tumores espontaneos de células escamosas (SCC) en felinos domésticos
(Rao et al., 2004; Trivillin et al., 2008). Estos tumores espontaneos son de particular interés ya que
son de la misma estirpe que los inducidos en forma experimental en la bolsa de la mejilla del
hamster. Las irradiaciones con neutrones a baja dosis se realizaron en el Reactor Nuclear RA-1
(Centro Atémico Constituyentes) que no permite blindar el cuerpo del animal (Rao et al., 2004) y
las irradiaciones amayores dosis se realizaron en el Reactor Nuclear RA-6 (Centro Atdmico
Bariloche) en el cual si se puede blindar el cuerpo del animal (Trivillin et al., 2008). Debido a la
salida de operacién del RA-6, por modificaciones técnicas y cambio de combustible, después del
estudio de Trivillin y colaboradores (2008) no fue posible continuar los estudios en felinos. El RA-6
en su nueva configuracion pudo ser empleado a fines de 2014 para estudios experimentales y fue
re-licenciado en junio del corriente afio para ensayos clinicos. Al afio siguiente, en el 2015, se re
iniciaron los estudios pre-clinicos, pero ésta vez en pacientes caninos domésticos con tumores
espontaneos de cabeza y cuello, utilizando BPA con 2 irradiaciones fraccionadas con un intervalo
de 21 dias. Hasta la actualidad, hemos tratado dos perros con SCC nasal con resultados muy
alentadores. Estos estudios contindan con el objetivo de ampliar los conocimientos de la
radiobiologia de BNCT de cancer de cabeza y cuello con vistas a estudiar la factibilidad de encarar
ensayos clinicos en humanos en un futuro.

A nivel clinico, en el aiflo 2004, Kato y colaboradores trataron con BNCT a los primeros 6
pacientes con cancer de cabeza y cuello en el mundo, los cuales fueron casos de recidivas luego de
los tratamientos estandar.Todos los pacientes recibieron una combinacién de BSH y BPA como
agentesborados, y fueron irradiados en el reactor KURR, de la Universidad de Kyoto, conun haz de
neutrones epitérmicos. Tres pacientes tenian carcinomas de célulasescamosas (SCC), dos
sarcomas y uno cancer de parétida. Los resultados fueronfavorables en 5 de los 6 casos tratados, y
todos los pacientes presentaron efectos adversos muy leves (Kato et al., 2004). Entre 2001 y 2007,
Kato y colaboradores trataron 26 pacientes mas (19 SCC, 4 carcinomas de glandula salival y
3sarcomas). La tasa de respuesta al BNCT fue del 85%, y el 23 % de los pacientessobrevivié por 30-
35 meses (Kato et al., 2010).

Entre 2003 y 2007, 20 pacientes mas fueron tratados por otro grupo deinvestigadores en
Japon. Tres de ellos tenian tumores primarios, no recidivas. Esteprotocolo se realizé con BPA como
Unico transportador de boro, y revelé unresultado alentador. El 90% de los pacientes mostré
control tumoral, yparticularmente, el 55% manifesté remisién completa (Aihara et al,
2010).Ademas, no se observaron reacciones severas o cronicas en el tejido normal de ningun
paciente. Teruhito Aihara y colaboradores reportaron que BNCTincrementa la probabilidad de
control local, pero que la principal causa de muerte siguesiendo la aparicidn de metastasis
distantes y por tal motivo no se ve incrementadasignificativamente la tasa de sobrevida luego del
tratamiento (Aihara et al.,2010).
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En el afio 2009, se llevaron a cabo estudios de biodistribucidon con BPA y BSH en pacientes
con diferentes tumores sdlidos, dentro del marco del ensayo clinico 11001, realizado en Alemania.
(Wittig et al., 2009). En este trabajo se demostrd que para 3 pacientes con cancer de cabeza y
cuello (SCC en boca, senos nasales y amigdalas), el BPA se acumulaba en los tumores en
proporciones de 4:1 con respecto a la sangre. En cambio, con BSH ésta proporcién era 1:1. En el
caso de la piel y la mucosa los valores de concentracién de boro, para ambos compuestos, eran
relevantes y por lo tanto podrian implicar riesgo de radiotoxicidad.

También en el afio 2009, Kimura y colaboradores reportaron el éxito terapéutico de BNCT
en 6 casos de cancer oral recurrente y metdstasis en nédulos linfaticoscervicales. A pesar que
BNCT no proporciond una cura completa, aumentd la calidad devida de los pacientes sin causar
efectos adversos severos (Kimura et al., 2009).La boca tiene una variedad de funciones, tales como
comer y hablar, que se venafectadas facilmente con la progresién de los tumores bucales, y que
empeoranaln mas la calidad de vida cuando se le suma el dolor. Este grupo japonésobservo
ademds que BNCT no sélo es efectivo en reducir el volumen tumoral, sino tambiénen controlar el
dolor y disminuir los sangrados, contribuyendo a un aumento en lacalidad de vida del paciente
(Kimura et al., 2009a). También éste mismo grupo, reporto elresultado del primer paciente con un
adenocarcinoma quistico en el labio superior,sin ningln tipo de tratamiento previo, al que se le
aplicé BNCT en dos fracciones.Un afio después de la segunda aplicacion de BNCT, el paciente podia
usar ladentadura, comer facilmente y el dolor habia disminuido, ademas de haberobtenido una
reduccion del 86% en la masa tumoral (Kimura et al., 2009b).

En el afio 2014, los pacientes tratados por el grupo de Suzuki y colaboradores con BNCT
entre el 2001 y el 2007 en el centro KURRI (Kyoto University Research Reactor institute) de Japon,
fueron evaluados para conocer la existencia de recurrencias o nuevos tumores. De los 87
pacientes con diversos tumores de cancer de cabeza y cuello, 62 poseian recurrencias (79%) y 13
sufrian de la presencia de nuevos tumores (21%). Del total de éstos pacientes, el 50% presentaba
carcinomas de células escamosas. A los 62 pacientes, se les volvio a realizar BNCT, con BPA o BSH,
con 2, 3 6 5 fracciones de irradiaciones (dependiendo del caso) y se obtuvo un control tumoral
(CT) de 58%. En particular, se observé que la mayor parte del control tumoral se lograba en los
casos de recurrencias (CT= 61%) en comparacion con los pacientes que presentaban tumores
nuevos (CT=39%). Los autores concluyeron que se obtuvieron, para el caso de pacientes con
cancer de cabeza y cuello, avanzado o recurrente, tratados con BNCT tasas de morbilidad y
mortalidad aceptablemente bajas.

Desde 2003 y hasta la actualidad, se llevaron a cabo o se estan llevando a cabo
diversosprotocolos clinicos de BNCT para el tratamiento de tumores de cabeza y cuello conBPA en
Finlandia, Japdn y Taiwan, ya sea como terapia Unica o en combinacion con drogasconcomitantes,
para canceres recurrentes. Un primer ensayo sobre 12 pacientesrevel que el 83% respondié al
tratamiento con BNCT vy los efectos secundarios relacionados a laterapia fueron aceptables
(Kankaanranta et al., 2007). Basandose en esosprimeros resultados, el grupo de la Universidad de
Helsinki, amplié el estudio a 30pacientes mas (29 carcinomas y 1 sarcoma) y tratd 25 fuera del
protocolo. Lamayoria de los pacientes respondié al tratamiento o tuvo una estabilizacién de

98



laenfermedad por varios meses. Sin embargo, a pesar que algunas respuestas perduraron, la
progresion del cancer es frecuente luego de BNCT (Kankaanranta et al.,, 2012). Leena
Kankaanranta y colaboradores han reportadoresultados superiores cuando se aplica BNCT como
tratamiento de primera linea a tumores de cabeza y cuello (Kankaanranta et al,
2012).Recientemente, Haapaniemi y colaboradores (2016) reportaron tratamientos de BNCT/BPA
en el reactor FiR1 de Finlandia, en 8 pacientes con SCC de laringe recurrente 6 con diagndstico
reciente de cancer laringeo. Algunos de ellos recibieron un solo tratamiento de BNCT y 3 pacientes
recibieron dos tratamientos. Se observé un control tumoral (CT) en 6 de los 8 pacientes (CT=75%)
de los cuales 2 correspondian a remisiones completas (25%) y 4 a remisiones parciales (50 %). Los
efectos secundarios mas comunes fueron estomatitis, fatiga y dolor en la cavidad oral, pero en
ninguna oportunidad se observd radiotoxicidad potencialmente mortal o grado 4.

Entre 2010 y 2011, se realizaron 10 tratamientos de pacientes con cancer decabeza y
cuello en la Universidad Nacional de Hsinchu, Taiwan, utilizando BPAcomo agente transportador
de boro. Para la estimacién de la relacién de concentracion de boro Tumor/Tejido normal,
utilizaron la técnica de ®F-BPA/PET. Cada paciente recibié dos irradiaciones conun intervalo de 30
dias. Los resultados fueron muy satisfactorios, obteniéndose 30% de remisiones completas y 40%
de remisiones parciales (Wang et al., 2011).

Por ultimo, podemos mencionar los ensayos clinicos de Wang y colaboradores (2016)
realizados en Taiwan. El grupo de trabajo de Wang realiz6 tratamientos de BNCT/BPA fraccionados
en 2 aplicaciones, con intervalo de 28 dias, en 17 pacientes diagnosticados entre los aifios 2010-
2013, con distintos tumores de cabeza y cuello con diferentes histologias, luego de recibir
radiacion convencional. En 14 de ellos, se realizd un segundo tratamiento con BNCT. Los
resultados mostraron que hubo 35 % de remisiones completas. En cuanto a la radiotoxicidad, la
incidencia de mucositis fue similar a la observada en radioterapia (29%), pero en ninguno de los
casos se alcanzaron toxicidades agudas grado 4.

2.3.3 Modelo de cancer oral en la bolsa de la mejilla del hamster

Es claro que ningun modelo animal reproduce exactamente las caracteristicas del cancer
humano. Asi y todo, existe consenso en que recurrir a los modelos animales es el preludio
inevitable para entender el desarrollo de las neoplasias y ensayar la eficacia de los nuevos
enfoques terapéuticos.

Actualmente se emplean tres tipos de modelos de cancer oral en investigacion basica y
aplicada. El primero consiste en tumores espontaneos, como los carcinomas de células escamosas
auriculares en ovejas. El segundo corresponde a tumores inducidos por la topicacién con
carcindgenos quimicos, como la induccidon con 4-nitroquinolina-1-oxido en ratén o rata o el
carcinoma oral en la bolsa de la mejilla del hamster, inducido por 9,10-dimetil-1,2-benzantraceno
(DMBA) (Monti Hughes et al., 2012). El tercer modelo resulta de la inoculacién de células de linea
de cancer de cabeza y cuello humano en ratones inmunodeprimidos, dando origen a tumores

xeno-transplantados subcutdneos y ortotépicos (Chen y Lin, 2010). El uso de modelos animales
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inducidos por carcindégenosresulta necesario dado que los agentes quimicos parecen ser el factor
etioldgico dominante en varias areas de la cabeza y cuello incluyendo la cavidad oral (Vairaktaris
et al., 2008).

Uno de los mejores modelos caracterizado y aceptado mundialmente para el estudio del
carcinoma oral de células escamosas, es el modelo de cancer oral de la bolsa de la mejilla del
hamster sirio dorado (Mesocricetus auratus), dado que recapitula los eventos secuenciales
principales involucrados en el desarrollo del cancer y precancer oral humano (Vairaktaris et al.,
2008; Cheny Lin, 2010).

Anatémicamente, las bolsas bilaterales (una de cada lado de la boca) se encuentran
debajo de los musculos de la mejilla, abiertas hacia el interior de la boca, extendiéndose hacia
atrds de la cavidad oral, no mas atrds de la faringe. Histolégicamente, estan compuestas por una
capa de células escamosas delgada (3-4 capas) con una leve queratinizacidn, un tejido conectivo
subyacente y capa muscular. La bolsa de la mejilla del hamster es anatémicamente similar a un
“bolsillo” en el espesor de cada mejilla. Resulta de facil acceso, permitiendo asi su topicacion con
diferentes sustancias tales como los carcindgenos quimicos, sin necesidad de anestesiar el animal.
Asimismo, las bolsas pueden ser evertidas y extendidas facilmente para ser irradiadas localmente
y realizar el seguimiento macroscépico del comportamiento de los tejidos. A su vez, se pueden
correlacionar los pardmetros macroscépicos de evaluacidn con estudios histopatolégicos de tomas
de biopsias o de muestras de tejido obtenidas luego del sacrificio del animal.

La cancerizacion en la bolsa de la mejilla del hamster generalmente se lleva a cabo por
multiples aplicaciones semanales de DMBA al 0,5% en aceite mineral. Mediante esta modalidad se
utiliza al DMBA como carcinégeno completo (es decir como iniciador y promotor). Sin embargo,
las etapas de la carcinogénesis (iniciacion, promocion y progresion) no estan bien definidas en este
modelo (Slaga y Gimenez Conti, 1992). Este modo de carcinogénesis, provee un modelo de
tumores rodeado por tejido con alteraciones potencialmente malignas o tejido precanceroso,
permitiendo el estudio de efectos terapéuticos y toxicos en el mismo.

Las mayores ventajas de este modelo son la similitud que existe entre la mucosa oral de la
bolsa del hamster y la mucosa oral humana queratinizada, la ausencia de tumores espontaneos, la
susceptibilidad a productos de sintesis tales como las hormonas, micronutrientes, entre otros
(Vairaktaris et al., 2008). A su vez, permite el estudio del tejido con lesiones potencialmente
malignas alrededor del tumor (tejido precanceroso), tejido con alta relevancia clinica dado el
fendmeno de la cancerizacion de campo, a diferencia de aquellos modelos de implantacion de
células malignas en tejido normal (Trivillin et al., 2006; Monti Hughes et al., 2011). La localizacién
de los tumores que se desarrollan en la bolsa correlaciona con la de los fumadores de tabaco, asi
como también con el lugar donde la nuez de betel se mantiene por horas prolongadas (Nagini et
al., 2009). A nivel molecular, el carcinoma oral de células escamosas en humanos y en hamsters
también se correlacionan, caracterizandose por un aumento en la proliferacion celular y reduccion
en la apoptosis (Nagini et al., 2009).
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En cuanto a las desventajas del modelo, resulta importante destacar la necesidad de labor
intensiva y extensa respecto al manejo del animal y el carcinégeno. De acuerdo con el protocolo
experimental estdndar, el animal necesita recibir el tratamiento con DMBA varias veces, al menos
36 a 42 veces, para inducir el desarrollo tumoral (Monti Hughes et al., 2013). Este tratamiento con
el carcindgeno podria causar desérdenes hepaticos como el aumento en la oxidacion de lipidos y
proteinas, asociado a deficiencias en los mecanismos de defensa antioxidante, contribuyendo al
desmejoramiento del animal (Letchoumy et al., 2006). Ademas, las alteraciones cromosdmicas de
los carcinomas de la bolsa de la mejilla del hamster aparentan ser diferentes a las de los
carcinomas de células escamosas de la mucosa oral humana. Por ultimo, la mayoria de los
investigadores concuerdan que los carcinomas inducidos en el modelo de cancer de la bolsa de la
mejilla del hdmster usualmente no producen metdstasis en los ganglios linfaticos cervicales, y las
metastasis lejanas aun son mas improbables, no resultando Util para el estudio de metastasis
locoregionales o distantes (Chen y Lin, 2010).

Si bien el modelo animal ideal seria aquél en elque el cdncer ocurre espontdneamente, los
carcinomas de células escamosas orales espontdneos son muy poco frecuentes en animales
domésticos y de laboratorio (Chen y Lin, 2010). Por esta razdn, la induccion artificial es esencial
para la investigacién del cancer oral.

2.3.4 Electroporacion/Electroquimioterapia

Dado que una de las estrategias evaluadas en ésta tesis para contribuir a la optimizacion
de la incorporacién de B a las células tumorales en el modelo de cancer oral en la bolsa de la
mejilla del hamster es la Electroporacion (EP), a continuacién se realizara una breve resefia de los
principios, aplicaciones y ensayos previos de ésta técnica de origen fisico.

La electroporacion reversible o simplemente electroporacién (EP) consiste en la
permeabilizacidon temporaria de la membrana celular a través de la formacién de poros de apenas
unos nandmetros de diametro. Estos poros, o defectos temporarios de lamembrana, se forman
tras la aplicacién de pulsos eléctricos muy cortos, del orden de los microsegundos de duracioén,
administrados a través de los electrodos de electroporacidoncolocados alrededor del tejido a tratar
(Cemazar y Kotnik, 2012).

La EP se ha convertido en una técnica muy importante en medicina molecular. Seutiliza
para introducir al citosol macromoléculas como genes (Gene Electrotransfer - GET) o agentes
antineoplasicos (Electroquimioterapia - ECT) que normalmente no son capacesde atravesar la
membrana celular. La aplicacién de pulsos eléctricos sobre el tejido a tratar genera un campo
eléctricode intensidad variable. Dependiendo del tipo de tratamiento basado en
electroporacionque quiera realizarse, las caracteristicas de estos pulsos variaran desde lograr la
permeabilizacion hasta la ruptura de la membrana celular (Fig. 3H). El denominador comunes que
el tejido debe quedar completamente cubierto por un campo eléctrico suficiente para lograr la
permeabilizacion de la membrana celular. Si el nimero de pulsos essuficiente (entre 80 y 100) la

membrana celular no puede volver a cerrarse por lo que se produce una destruccidén del tejido
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tratado. Este procedimiento se llama electroporacionirreversible (Irreversible Electroporation —
IRE).
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Fig. 3H Representacion de diferentes grados de permeabilizacién de la membrana celular luego de la aplicacion de
un campo eléctrico, el cual puede generar la fusion celular, la insercidén de proteinas en una membrana, la entrada de
moléculas pequefias y/o grandes y hasta la ruptura de la membrana celular.

Dentro de los tratamientos basados en electroporacién reversible podemos destacar la
Electroquimioterapia (ECT). La ECT es especialmente efectiva con la utilizacién de ciertas drogas
antitumoralesque tienen una elevada citotoxicidad intrinseca pero reducida permeabilidad a
través de lamembrana plasmatica, como es el caso de la bleomicina (Mir, 2006) o el cisplatino
(Serza et al., 2000). La ECT se utiliza para favorecer la penetracion de una droga citotdxica al
interior de una célula tumoral y asi tratar de solucionar uno de los problemas detransporte de
drogas que sufre este tipo de tratamiento.

La ECT fue validada para su uso en ensayos clinicos en seres humanos desde el afio 2006, y
desde entonces se ha convertido en una practica habitual en la Comunidad Europea. En la
actualidad, la ECT se utiliza clinicamente como terapia paliativa o citorreductora de nddulos
tumorales cutaneos y subcutaneos de diferentes tipos de tumores benignos o malignos (Marty et
al., 2006; Campana et al., 2009). También la ECT se ha comenzado a utilizar para el tratamiento de
melanomas (Gimbel et al., 2008), cancer de mama (Azavedo et al., 1991), y cdncer de cabeza y
cuello (Mevio et al., 2012; Domanico et al., 2015). En particular, para carcinoma de células
escamosas (SCC) se han realizado ensayos pre-clinicos en gatos con EP+Bleomicina (ej. Tozon et
al., 2014, 2016) y ensayos clinicos en pacientes con EP+ radioquimioterapia (ej. Domanico et al.,
2015) con resultados alentadores.

Una ECT tipica en seres humanos consiste en un tren de 8 pulsos cuadrados de
granamplitud (alrededor de 1000 V/cm) y de muy corta duracién (alrededor de 100 ps),
entregados a una frecuencia de 1 Hz. El tratamiento se lleva a cabo del siguiente modo, en funcion

del tipo, tamafio y nimero de nddulos a tratar: en primer lugar se administra el farmaco
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antitumoral por via intravenosa, peri o intratumoral. Luego se inserta el/los electrodo/s en el
nodulo tumoral y se aplican los pulsos eléctricos. Finalmente, se repite esta secuencia
sucesivamente en los distintos nédulos a tratar.El dispositivo que se utiliza en la aplicacion de la
ECT consta de una fuente de energia eléctrica (electroporador) conectada a un conjunto de
electrodos o sondas, capaz de generar pulsos eléctricos cuadrados muy cortos y de muy alto
potencial.

Dentro de las variables a considerar para el tratamiento por ECT podemos mencionar:
ubicacién y volumen del tumor, carga eléctrica a aplicar (intensidad de corriente y tiempo de
aplicacion), disefio de los electrodos (cantidad, forma, ubicacidn y disposicién espacial), tipo de
terapia (anddica, catédica o ambas), cantidad de aplicaciones y posible aplicacién combinada con
otras terapias.

El principal efecto bioldgico de la ECT es la permeabilizacion transiente de la célula tratada
a través de la formacién de poros transitorios en la membrana plasmatica. Esto logra aumentar
significativamente la entrada de la droga a la célula permitiendo que alcance en mayor
concentracidn los sitios blanco intracelulares. Sin embargo, ademas de este efecto principal, esta
técnica tiene efectos a nivel vascular e inmunoldégico que contribuyen a la eficacia del tratamiento
(Sersa y Miklavcic, 2008; Mir y Orlowski, 1999).

La principal desventaja de la ECT es su incapacidad de ofrecer tratamiento a las metastasis,
guedando constituido como un tratamiento local y paliativo. El tratamiento de tumores profundos
mediante ECT constituye un desafio mundial y una carrera en la que se encuentran varios centros
de investigacion en el mundo.

A nivel experimental en el afio 1994, Ceberg y colaboradores, basandose en
investigaciones previas (ej. Salford et al., 1993) estudiaron la influencia de electropermeabilizacién
in vivosobre la incorporaciéon de dos compuestos borados (BSH y BOPP, Porfirina borada)para
BNCT en un modelo de glioma RG-2 en ratas Fisher 344. Los resultados revelaron un aumento
significativo de 2 a 10 veces en la captacion de boro en el tejido tumoral tratado con EP+BOPP o
EP+BSH versus el tejido normal no tratado de ratas con gliomas. Concluyeron entonces que la
electropermeabilizacion podria ofrecer una interesante posibilidad para aumentar Ia
incorporacion de ciertos compuestos borados en BNCT.

Posteriormente, se realizaron varios ensayos in vitro, utilizando diferentes cultivos
celulares, combinando la EP seguida de la aplicacién de BNCT, con resultados alentadores. El
empleo de BSH o Acido Bérico (BA) en lineas celulares de tumor SCCVII (Carcinoma de células
escamosas de ratén), B16F1 (melanoma de ratdon) y MCF7 (carcinoma de células demama
humanas) permitieron observar un incremento de la efectividad de BNCT + EP, debido al aumento
en la captacion de B de las células que fueron electroporadas (Ono etal., 1998; Cemazar et al.,
2000). En particular, el aumento inducido por EP de la eficacia terapéutica de BNCT mediada por
BSH, se deberia a la presencia de boro en el espacio intersticial deltejido tumoral y no dentro de
las células tumorales (Ono et al., 2000).
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A nivel in vivo, se realizaron estudios cinéticos de biodistribucion de boro en
ratonesC57BI/6 con tumores desarrollados a partir de la implantacion de células de
melanoma(B16F1) y en ratones C3H/He con carcinoma de células escamosas (SCCVII), utilizando
BSH como agente portador de boro mas EP (Cemazar et al., 2000; Ono et al.,2000). Los resultados
mostraron una acumulacién prolongada y selectiva del compuestoborado en el tumor y un mayor
clearance en tumores electroporadosversus los tumores no electroporados (Cemazar et al., 2000;
Ono et al., 2000).

Por ultimo, podemos citar el ensayo a nivel ex vivorealizado en ratones C3H/Heportadores
de tumores SCCVII, en el cual se evalud el efecto letal sobre las célulastumorales mediante el
ensayo de formacidn de colonias, luego de que las mismas fueran extraidas de tumores irradiados,
previamente tratados con BSH+EP. Las células de lostumores explantados e irradiados mostraron
un aumento en la radiosensibilidad, probablemente debido al incremento en la concentracién de
boro de las células neoplasicas que fueron electroporadas (Ono et al., 2000).

A pesar de los ensayos de biodistribucidn y eficacia terapéutica de BNCT realizados con la
combinacién de EP y BNCT mediado por algiin compuesto borado, al presente no existen estudios
de radiotoxicidad y eficiencia de BNCT en modelos experimentales con seguimiento in vivo.

2.3.5 Objetivos particulares de ésta tesisreferidos al modelo de cancer oral en la
bolsa de la mejilla del hamster

Estudios previos realizados por nuestro laboratorio permitieron establecer valores de
concentracion de boro en tumor, sangre y tejidos normales potencialmente utiles para la
aplicacion de BNCT mediado por los compuestos boradosborofenilalanina (BPA),
decahidrodecaborato de sodio (GB-10) o la administracion combinada de ambos BPA+GB-10 para
el tratamiento de tumores de la bolsa de la mejilla delhamster con buena eficacia terapéutica, sin
radiotoxicidaden el tejido normal y sin exceder la radiotolerancia deltejido precanceroso, limitante
de dosis. Si bien los resultados en términos de eficacia terapéutica de estos protocolos fueron muy
buenos, pueden ser optimizados. En éste contexto y dado que multiples estudios han demostrado
que la biodistribucién de los compuestos borados en tumor, en cuanto a la concentracién absoluta
y relativa de '°B, su retencién, homogeneidad de targeting y microdistribucién, condicionan la
eficacia terapéutica de BNCT (ej. Hopewell et al., 2011), resulta de particular interés optimizar la
biodistribucién de compuestos borados. En particular, los estudios de biodistribucion con
compuestos borados autorizados para su uso en humanos acortarian la brecha entre la
investigacion y la potencial aplicacién clinica de BNCT (ej BSH, BPA y GB-10). Asimismo, la
evaluacidn de compuestos borados desarrollados de ultima generacion (ej. Liposomas borados) 6
la combinacién de estrategias de técnicas de origenes diversos (e]. origen fisico: electroporacion)
podrian contribuir a la optimizacién de BNCT para distintas patologias. Dentro de éste escenario,
el primer objetivo del presente trabajo en el modelo de cédncer oral en la bolsa de la mejilla del
hamster fue realizar estudios de cinética de biodistribucion con BSH (Borocaptato de sodio),
liposomas MAC y liposomas MAC+TAC, como asi también estudios de biodistribucion con la
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combinacién de BSH+BPA y con GB-10 + electroporacion, considerando diferentes estrategias para
lograr una mayor relacion de concentracion de boro tumor/tejido normal y una mayor
concentracién absoluta de boro en tumor y de esa manera incrementar la eficacia terapéutica de
BNCT.

El hecho de que mercapto undecahidro-closo-dodecaborato de sodio(BSH) esta siendo
investigando clinicamente como portador independiente de boropara el tratamiento con BNCT de
tumores cerebrales (ej. Nakagawa et al., 2009) y en combinacion con BPA para neoplasias
recurrentes de cabeza y cuello (ej Kato et al., 2009) hace que sea un compuesto borado
particularmente interesante para ser explorado en el modelo de cancer oral en hamsters y de ésta
manera contribuir a ampliar los conocimientos radiobiolégicos de BNCT.

Por otro lado, realizamos por primera vez, estudios de biodistribucién de boro en el
modelo de cancer oral de la bolsa de la mejilla del hamster empleando los liposomas MAC vy
MAC+TAC como portadores de boro, buscando contribuir a la optimizacion de la incorporacién de
compuestos borados para BNCT.

Ademas, evaluamos si la técnica de electroporacion puede actuar como un sistema de
administracion de farmacos no especifico para mejorar la incorporacion del compuesto borado
GB-10 (aprobado para su uso en humanos) en carcinomas de células escamosas del modelo
experimental de cancer oral en la bolsa de la mejilla del hamster.

Aunque los antecedentes de ensayos clinicos de BNCT para cancer de cabeza y cuello (ej
Haapaniemi et al., 2016) muestran resultados terapéuticos alentadores, éstos siguen siendo sub-
Optimos. En este marco y sobre la base de los conocimientos de radiobiologia de BNCT obtenidos
en nuestros estudios previos (ej. Trivillin et al., 2006; Molinari et al., 2012), en los estudios de
otros grupos (ej. Kato et al., 2004; Ono et al., 1999; Barth et al.,, 2005) y en los estudios de
biodistribucion realizados en ésta tesis en el modelo de cancer oral, realizamos estudios de BNCT
in vivo. Por primera vez, en el modelo de cdncer oral en la bolsa de la mejilla del hamster,
realizamos estudios radiobioldgicos para evaluar el potencial efecto terapéutico y/o toxico de dos
nuevos protocolos de BNCT empleando liposomas MAC+TAC y GB-10+electroporacion, con
seguimiento in vivo.
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Materiales y Métodos

1. Desarrollo de nédulos hepaticos en el modelo experimental de metastasis
hepaticas de cancer colorrectal en ratas BDIX

1.1 Cultivo de células DH/DK12/TRb

Las células singeneicas de cancer de colon DH/DK12/TRb (ECACC, Reino Unido), fueron
replicadas y mantenidas en un medio de cultivo compuesto por 50% de DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle's Medium, Invitrogen) y 50% de F-10 (Ham’s F-10 Nutrient Mixture, Invitrogen),
con el agregado de suero fetal bovino (PBS) al 10% (Foetal Calf Serum Irradiated — PAA
Laboratories GMBH (Austria)). Una vez que los cultivos alcanzaron un 80-90% de confluencia, el
medio de cultivo fue descartado y las células fueron: lavadas 3 veces con PBS, desprendidas con
el agregado de Tripsina + EDTA, suspendidas en medio F10-DMEM con suero y concentradas por
centrifugacion. El pellet de células obtenido se re-suspendié en medio F10-DMEM sin suero y se
contabilizé el numero de células vivas por exclusion con solucion de Trypan blue en camara de
Neubauer.

1.2 Método de inoculacion sub-capsularde células DH/DK12/TRb en higado de ratas

El modelo experimental de metastasis hepaticas utilizado fue una adaptacién de Roveda et
al. (2004). Se emplearon ratas BDIX (Charles River Lab., MA, EE.UU.) de ambos sexos, de 170 a 300
gr de peso corporal, mantenidas en jaulas individuales con alimento y agua a libre demanda, en
una habitacion con ciclos de luz-oscuridad de 12 hs.

Por medio de la técnica de laparotomia, se realizaron 3 indculos en el higado de las ratas
bajo anestesia con ketamina (36,5 mg/kg pc) -xilacina (5,4 mg/kg pc). Las inoculaciones se
efectuaron en distintos |6bulos hepaticos, para producir tres nédulos tumorales por animal: [6bulo
lateral derecho, I6bulo medio y I6bulo lateral izquierdo (Fig.1 M&M).

Lobulo Medio  #——=—

Lébulo Lateral
Lobulo Lateral |zquierdo

Derecho g

N S5 » Lobulo Caudado

Vena porta e )
hepatica ¢ —./ [— Ducto Biliar

Fig.1 M&MVista de la superficie dorsal del higado de una rata (Extraido de Waynforth y Flecknell, 1992).
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Por cada uno de los indculos subcapsulares se administraron 5x10° células singeneicas de
cancer de colon DHD/K12/TRb en 10 pl de F10-DMEM. Para ello se introdujo una jeringa tipo
Hamilton con aguja de 22-gauge previamente esterilizada en alcohol 70% v/v en agua destilada,
penetrando cerca del extremo derecho del Iébulo, recorriendo superficialmente el parénquima
hepatico de derecha a izquierda aproximadamente un centimetro y llegando, con una localizacién
lo mds sub-capsular posible, al punto del implante. Con la aguja ubicada en la posicién deseada, se
procedid a descargar el volumen de células, observando en la superficie del higado, donde se
encontraba el extremo de la aguja, un ndédulo pequefio de color claro del tamafio de una lenteja
(Fig. 2M&M). Antes de retirar la aguja, se realizé presion con un hisopo de algoddn en el borde del
nodulo de células, justo en el final del recorrido de la aguja para evitar que las células se desplacen
por el canal generado en la capsula hepatica al ingresar la aguja. Manteniendo ésta presion se
retird lentamente la aguja y se ejercié presién con otro hisopo en el lugar donde se introdujo la
aguja hasta contener el posible sangrado (aproximadamente entre 30 y 60 segundos).

Fig. 2M&MProcedimiento de inoculacién de células DH/DK12/TRb en el I6bulo lateral izquierdo del higado de
ratas BDIX. Con la aguja ubicada en la posicién deseada, se procede a descargar el volumen de células.

Catorce dias después de la inoculacién de las células singeneicas, se desarrollaron en los tres
I6bulos hepaticos nddulos Unicos, visibles, superficiales y mensurables sin diseminacion peritoneal
ni pulmonar (Pozzi et al., 2009) (Fig.3M&M).

Fig. 3 M&M a. Imagen del Iébulo lateral izquierdo de una rata BDIX, 2 semanas luego de la inoculacién sub-
capsular de las células DH/DK12/TRb. En el centro del I6bulo se puede observar un tnico nédulo tumoral (circulo
verde), ubicado superficialmente, que puede ser palpado. b: el mismo nédulo luego de ser disecado.
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Una vez desarrollados los nédulos hepaticos, los animales se utilizaron para estudios de
biodistribucién con diferentes compuestos borados.

Todos los protocolos experimentales se llevaron a cabo en estricto cumplimiento de “La
Guia de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio” publicada por el “Committee for the Update
of the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, Institute for Laboratory Animal Research,
Division on Earth and Life Studies, National Research Council of the National Academies” de
Estados Unidos (http://grants.nih.gov/grants/olaw/Guide-for-the-care-and-use-of-laboratory-
animals.pdf). A partir de la creacion del CICUAL de CNEA (Resolucidn 424/2011) y su subsiguiente
reglamentacidn institucional durante el periodo 2011 a 2015, se obtuvo la Aprobacidn institucional
de los protocolos experimentales empleados en esta tesis (Aprobacion CICUAL-CNEA 01/2015).

2. Desarrollo de metastasis difusas pulmonares en el modelo experimental de
metastasis pulmonar de cancer colorrectal en ratas BDIX

2.1 Cultivo de células DH/DK12/TRb

El cultivo de las células DH/DK12/TRb se realiz6 como fue descripto anteriormente en el
inciso 1.1 de Materiales y Métodos.

2.2 Método de inoculacién intra-yugular de células DH/DK12/TRb para inducir
metdstasis difusas en pulmén en ratas BDIX

El modelo experimental de metastasis pulmonares utilizado fue una adaptacién de
Bortolussi et al. (2011). Se emplearon ratas BDIX (Charles River Lab., MA, EE.UU.) de ambos
sexos, de 170 a 300 gr de peso corporal, mantenidas en jaulas de 2 6 3 animales con alimento
y agua a libre demanda, en una habitacidn con ciclos de luz-oscuridad de 12 hs.

Bajo anestesia con ketamina (36,5 mg/kg pc) —xilacina (5,4 mg/kg pc) y utilizando una
aguja de calibre 27G x %” se inyectaron en la vena yugular de las ratas 3x10° células
DHD/K12/TRb en 0,5 ml de medio de cultivo F10-DMEM. La seleccidn de ésta concentracidn
de células garantiza el crecimiento aceptable, reproducible y controlado de las células
tumorales para generar metastasis difusas en los l6bulos pulmonares de ratas (Trivillin et al.,
2014). Cuatro semanas después de la inoculacion de las células singeneicas, se obtuvo en
todos los |6bulos pulmonares el desarrollo de metastasis difusas macroscopicamente visibles,
preservando al mismo tiempo suficiente tejido pulmonar sano para su posterior evaluacién
(Fig. 4 M&M).
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Fig. 4AM&M.Procedimiento de inoculacién de células DH/DK12/TRben la vena yugular de ratas BDIX: a. Células
DHD/K12/TRb en cultivo; b. Con la aguja ubicada en la posicidn deseada, se procede a descargar el volumen de
células; c. Imagen de los l6bulos pulmonares de una rata BDIX, 4 semanas luego de la inoculacidn intra-yugular de
las células DH/DK12/TRb.Se puede observar las metastasis difusas macroscépicas (color amarillo-blanquecino) en
los Iébulos fijados en solucion de Bouin y las zonas de tejido pulmonar sano (color ocre).

Una vez que se desarrollaron las metastasis difusas pulmonares, los animales se
utilizaron para estudios de biodistribucion con diferentes compuestos borados.

Todos los protocolos experimentales se llevaron a cabo en estricto cumplimiento de “La
Guia de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio” publicada por el “Committee for the Update
of the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, Institute for Laboratory Animal Research,
Division on Earth and Life Studies, National Research Council of the National Academies” de
Estados Unidos (http://grants.nih.gov/grants/olaw/Guide-for-the-care-and-use-of-laboratory-
animals.pdf). A partir de la creacion del CICUAL de CNEA (Resolucidn 424/2011) y su subsiguiente
reglamentacidn institucional durante el periodo 2011 a 2015, se obtuvo la Aprobacion institucional
de los protocolos experimentales empleados en esta tesis (Aprobacién CICUAL-CNEA 01/2015).

3. Evaluacion y optimizacion del procedimiento quirurgico en el modelo
ovino

La practica quirurgica asociada a la técnica de autotrasplante pulmonar que permitiria
realizar BNCT ex-situ de pulmon es sumamente compleja y excede el objetivo de esta tesis, por lo
que esta seccién se centrard en describir los puntos generales del procedimiento quirurgico
realizado en el modelo ovino.

Durante los afios 2012-2014 se realizaron 8 procedimientos quirurgicos de autotrasplante
en modelo de pulmén de oveja, para establecer un protocolo seguro y reproducible de explante-
reimplante del érgano. El tiempo requerido para realizar la escision completa del pulmén se
redujo, a lo largo de las diferentes practicas, de valores iniciales de 160 minutos a un promedio de
80130 minutos en las Ultimas 3 practicas realizadas.

Durante el periodo que denominamos “puesta a punto” del procedimiento quirurgico, la
anestesia se ajusto para permitir la ventilacidn unilateral del ovino y el reimplante subsecuente del
organo explantado. Una parte fundamental en el procedimiento de autotransplante es lograr que
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el drgano explantado sea reimplantado de manera satisfactoria en el mismo animal. Con este
objetivo se evalud, durante la etapa de puesta a punto, una serie de anastomosis para extender
venas, arterias y el bronquio del érgano y facilitar la reconexién del pulmdn en el ovino.

A partir de las 8 practicas quirurgicas, se determind el conjunto de anastomosis necesario
para un procedimiento quirurgico exitoso. Las optimizaciones realizadas en el procedimiento de
autotrasplante permitieron reducir el tiempo necesario para escindir el 6rgano, dejando las venas,
arterias y el bronquio pulmonar de la mayor longitud posible en el animal. En cuanto al
reimplante, las anastomosis de las extensiones permiten reducir el tiempo necesario para la
reconexion del érgano, lo que conlleva una menor exposicion por parte del equipo quirurgico al
pulmon irradiado, y facilita el procedimiento, aumentando las probabilidades de éxito asociadas.

4. Induccion de tumores exofiticos en el modelo de cancer oral en la bolsa de
la mejilla del hamster

El modelo de cancer oral de la bolsa de la mejilla del hdamster se obtuvo sometiendo
hamsteres Syrian (Mesocricetus auratus) jovenes (6-8 semanas de edad) a un protocolo de
carcinogénesis quimica. El carcindgeno quimico completo dimetil-1,2- benzantraceno (DMBA) se
aplicé al 0,5% en aceite mineral, mediante topicaciones locales de aproximadamente 0,1 ml en la
bolsa de la mejilla derecha del animal 2 veces por semana durante 12 semanas, segun una
modificacién del protocolo estandar de carcinogénesis (Shklar, 1979). Las topicaciones se
realizaron con una jeringa hipodérmica descartable sin aguja y sin necesidad de anestesiar los
animales (Fig. 5aM&M). Una semana después de finalizado el protocolo de induccion de tumores
con DMBA, los hamsteres fueron anestesiados periddicamente con ketamina (70 mg/kg pc)-
xilacina (10,5 mg/kg pc) intraperitoneal (ip) y se examinaron las bolsas tratadas con el fin de
monitorear el desarrollo tumoral. Una vez que los tumores exofiticos desarrollaron un volumen
superior a Imm?, los animales fueron utilizados para los distintos estudios (Fig.5cM&M).

Antes de cada ensayo de biodistribucion o eficacia de BNCT in vivo, se calculé el volumen
tumoral midiéndole a cada uno, con un calibre digital, los tres didmetros ortogonales (d). Se
calculd el volumen tumoral expresado en mm?® como d; x d, x ds, de acuerdo a trabajos previos
(Kreimann et al., 2001b; Trivillin et al., 2006). Arbitrariamente se establecieron 2 grupos de
volumen tumoral: chicos (v <10 mm?) y medianos y grandes (v >100 mm?), para evaluar las
condiciones apropiadas para un protocolo dado (ej. Electroporacion) y/o una potencial respuesta
diferencial de los tumores a la terapia en funcidn de su volumen en el momento de la irradiacion.
Para facilitar el seguimiento se fotografié y se realizé un diagrama de cada bolsa con la ubicacién
de todos los tumores.

Los animales fueron mantenidos en cajas con tapa de alambre, con cama de viruta de
pino, en grupos de no mas de 5 animales del mismo sexo. El alimento balanceado en forma de
pellets y el agua fueron entregados ad libitum. Los animales fueron mantenidos con ciclos de
luz/oscuridad de 12 horas.
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Todos los protocolos experimentales se Illevaron a cabo en estricto cumplimiento de “La
Guia de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio” publicada por el “Committee for the Update
of the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, Institute for Laboratory Animal Research,
Division on Earth and Life Studies, National Research Council of the National Academies” de
Estados Unidos (http://grants.nih.gov/grants/olaw/Guide-for-the-care-and-use-of-laboratory-
animals.pdf). A partir de la creacién del CICUAL de CNEA (Resolucion 424/2011) y su subsiguiente
reglamentacidn institucional durante el periodo 2011 a 2015, se obtuvo la Aprobacidn institucional
de los protocolos experimentales empleados en esta tesis (Aprobacion CICUAL-CNEA 01/2015).

Fig. 5SM&M. (a) Topicacion de un hamster con DMBA en aceite mineral con jeringa hipodérmica sin aguja. (b)
Exposicién de la bolsa normal. (c) Exposicién de la bolsa cancerizada exhibiendo un tumor rodeado de tejido
premaligno.

5. Preparacion de las soluciones de compuestos borados

5.1 Soluciones de BPA (p-borofenilalanina)

Las soluciones 0,14 My 0,42 M de BPA-fructosa se prepararon el mismo dia a ser utilizadas
con agua mili Q, p-borofenilalanina (BPA, L- enantiémero, >98 % enriquecida en '°B de Boron
Biologicals, Inc. Raleigh, NC) y D (-) fructosa, calidad USP (AppliChem). Se comenzé pesando los
solutos en balanza electrdnica (Ohaus, sensibilidad 0,0001 gr). El p-BPA fue colocado en un vaso de
precipitados y se agregd agua mili Q hasta alcanzar el 65% del volumen final a preparar. Luego, las
soluciones se llevaron a pH 10 con NaOH 10 M y NaOH 1 M (para el ajuste fino) en constante
agitacion (Fig.6M&M), mediante el uso de un agitador magnético. Una vez alcanzado el valor de
pH, se les agregd fructosa en una relacion molar 1:1 con el BPA, para formar el complejo BPA-
fructosa y asi aumentar la solubilidad del BPA. Este complejo disminuye el pH, por lo que
nuevamente se llevd a pH 10 para que todos los sdlidos se solubilizaran. Las soluciones se agitaron
durante 20 minutos. Finalmente, el pH fue ajustado a valores fisiolégicos de 7,4+ 0,05 con HCI 6 N
y 0,6 N (para el ajuste fino), también bajo agitacion. Las soluciones obtenidas resultaron
transparentes (Yoshino, 1989; LaHann, 1993) y se esterilizaron por el método de filtracion
utilizando un filtro-jeringa de tamafio de poro de 0,22 um. Las soluciones se conservaron a 42C, en
oscuridad, hasta su utilizacién.
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Fig. 6M&M. Procedimiento de preparacion de las soluciones de BPA-f 0,14 M y 0,42 M para los ensayos de
biodistribucion en los diferentes modelos experimentales.

5.2 Soluciones de GB-10 (Decahidrodecaborato de sodio)

Para preparar el decahidrodecaborato de sodio (Na,'ByoH10) se empled una solucién de
GB-10 (generosamente proporcionado por Neutron Therapies LLC, San Diego, CA a través del Dr.
David Nigg de Idaho National Laboratory), isotépicamente enriquecido en un 99% en '°B. La
solucién madre de 100 mg °B/ml (1M GB-10) se diluyé 1:10 en agua destilada, obteniéndose una
concentracion final de 10 mg 18 /ml, equivalente a una solucién de concentracion 0,1M GB-10.
Una vez finalizada la preparacion de la solucion la misma fue almacenada a 42C hasta su
utilizacion.

5.3 Soluciones de BSH (Borocaptato de sodio)

Las soluciones de BSH se prepararon bajo condiciones andxicas para impedir la formacion
de dimeros toxicos (BSSB, BS(O)SB) inducidos por la presencia de O, durante la elaboracién de la
misma (Fig. 7M&M). Para ello, se empled N, como gas inerte y se controld la concentracion de O,
por medio de indicadores de anaerobiosis (Oxoid BROO55B- sensibilidad = 0,1 ppm de O,).

Para llevar a cabo la preparacidon de las soluciones de BSH en condiciones andxicas,
nosotros disefiamos y elaboramos una bolsa de guantes para anaerobiosis (Fig. 7&M), la cual fue
insuflada con N, (Ultra puro, Grado 5.0) y purgada 3 veces antes de comenzar la preparacion de las
soluciones. Se utilizé BSH (Katchem LTD, Cat.1921, Pureza 99,23 %) y suero fisioldgico. Las
soluciones de concentracién final de 0,084 M fueron llevadas a pH 7,0 con NaOH 0,1 M,
burbujeadas con N, y conservadas en un frasco libre de O, a 42C en heladera y a resguardo de la
luz, por un maximo de 12 hs antes de su utilizacién. Una vez utilizado el BSH en polvo, el mismo
fue almacenado dentro de una bolsa con gas inerte (N,) desarrollada ad hoc para evitar
oxidaciones (Fig. 7cM&M).
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Fig. 7M&M. a. Preparacion de la solucién de BSH en bolsa de guantes para anaerobiosis purgada previamente
con gas inerte (N,); b.Detalle de la foto a. donde se observa la manipulacidn de los elementos necesarios en la
elaboracidn de la solucién; c. Una vez utilizado el polvo de BSH, el mismo se conserva en una atmdsfera inerte con
N,.

Nosotros estudiamos si las condiciones y el procedimiento de la preparacion de las
soluciones de BSH eran las adecuadas para garantizar la menor cantidad posible de dimeros de
BSH, como el BSSB y BS(O)SB. Por medio de la técnica de HPLC (Cromatografia Liquidade Alta
Presidn) se estudid la presencia oausencia de los dimeros en una solucionde BSH. Para ello se
prepararon solucionesde BSH, BSSB (dimero) y BSSOB (dimerooxidado) de distintas
concentraciones, lascuales fueron analizadas por medio deHPLC con diferentes longitudes de
onda.

A su vez, por medio de unespectrofotémetro se hicieron espectros debarrido utilizando las
distintas solucionesantes mencionadas, incluyendo el buffer decorrida de las muestras usado en
HPLC, para determinar los picos de absorcion (A).

En la técnica de HPLCse empled el equipo HPLC —Konic500 - con detector UV a 220 nm
(LinearUVIS 204) y una columna de 250 x 4,6 mm,empaquetada con particulas de 5 pm
deoctadecilsilano (C-18 BeckmanUIltrasphere). La fase movil fue unasoluciéon de Metanol:H,0
50:50 con 5mmol/l de Sulfato de tetrabutil amonio(Fluka Lot. 1387977) ajustado a pH 8.0
conHidroxido de tetrabutil amonio (Fluka Lot.1478435). El flujo fue de 1 ml/min. Seensayaron tres
longitudes de ondadistintas: 200, 205 y 215 nm. Los patronesde los éxidos de BSH fueron donados
porel Dr. William Bauer de Idaho NationalLaboratory (INL - USA). Lasconcentraciones de las
solucionesensayadas fueron: BSH 140 ppm, BSH1553 ppm, BSSB 1094 ppm y BSSOB2080 ppm.

Para el espectro de barrido se usé unEspectrofotémetro UV (Shimadzu UV-1603)y las
muestras fueron analizadas en elrango 190 nm - 250 nm. Se corrieron elbuffer de corrida del HPLC
(fase movil) ylas soluciones de BSH, BSSB y BS(O)SB.

5.4 Liposomas MAC y liposomas MAC+TAC

El trabajo con liposomas borados fue realizado en colaboracién con el grupo de
investigacion del International Institute of Nano and Molecular Medicine (I’NM?), de la
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Universidad de Missouri, Columbia EEUU. Los liposomas se prepararon de forma analoga a los
descriptos en Feakes et al. (1995). Se utilizaron dos tipos de liposomas: MAC y MAC+TAC
(Fig.8M&M).

En forma resumida, los liposomas MAC (con un valor promedio de didmetro de vesicula
de d,=61 = 6 nm, determinado mediante la técnica de Dispersién Dindmica de Luz o DLS, por sus
siglas en inglés de “Dynamic Light Scattering”) se elaboraron a partir de una mezcla de lipidos de
distearoilfosfadilcolina (DSPC), colesterol y el compuesto borado K[nido-7-CH;(CH;)15-7,8-C,BoH44]
en relacién 3:3:1. El compuesto borado fue incorporado en la bicapa lipidica de los liposomas
MAC, mientras que en el interior fue encapsulada una solucién tampdén de PBS hipertdnica
(fosfato 10 mM/KCl 2,7 mM/NaCl 350 mM, pH 7,4).

Los liposomas MAC+TAC con un valor promedio de didmetro de vesicula de d,= 83 =8 nm
(determinado mediante la técnica DLS) se prepararon con una mezcla de lipidos de DSPC,
colesterol y compuesto borado K [nido-7-CH5(CH,)15-7,8-C,BgH14] en relacion 1:1:0,6. Al igual que
en el caso de los liposomas MAC, el compuesto borado fue incorporado en la bicapa lipidica de los
liposomas. La diferencia entre los liposomas MAC+TAC y la formulacién de los liposomas
anteriores, se encuentra en que los MAC-TAC encapsulan una solucidn acuosa concentrada (200
mM) de otro compuesto borado Na; [ae-B,,H,;NH3] (TAC).

6. Estudios de Biodistribucion

6.1 Estudios de Biodistribucion en el modelo de metastasis hepaticas con BPA, GB-10
y BPA+GB-10

Se utilizaron 70 ratas BDIX en los estudios de biodistribuciéon en el modelo de metdstasis
hepdticas. Se ensayaron 11 protocolos de administracion de compuestos borados utilizando
soluciones de dos concentraciones distintas de BPA (0,14 M y 0,42 M), y una de GB-10 (0,1 M)
para las administraciones de BPA, GB-10 y BPA+GB-10, como portadores de boro. Las dosis finales
de concentracién de boro utilizadas en los protocolos fueron de: 15,5 mg'°B/Kg pc; 31,0 mg'°B/Kg
pc; 46,5 mg'°B/Kg pc; 50,0 mg'°B/Kg pc y 65,5 — 66,5 mg'°B/Kg pc y las vias de administracién
ensayadas fueron: ip; iv; ip+iv (mitad del volumen de inyeccién administrado por cada una de las
vias); iv split (dos administraciones intravenosas con mitad del volumen cada una y un intervalo de
15 minutos entre si).

En los casos de protocolos con administracién iv, se les inyecté en la vena yugular el
compuesto borado correspondiente, utilizando una aguja de calibre 27G x %”, bajo anestesia
previa con ketamina (36,5 mg/kg pc) —xilacina (5,4 mg/kg pc).

El volumen de inyeccién asociado a la dosis de 31,0 mg 10B/kg pc fue de 2,06 ml/100 gr pc,
es decir aproximadamente 4 ml de BPA 0,14 M, considerando una rata “promedio” de 200g de pc.
En un estudio piloto inicial, se intentd suministrar el volumen total mediante inyeccidn intravenosa
(iv), simulando la ruta de administraciéon que se utiliza normalmente en el tratamiento de
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pacientes humanos. Sin embargo, el gran volumen inyectado en bolo fue pobremente tolerado
por los animales. Por lo tanto, para los experimentos, se optd por inyectar mediante las vias ip,
iv+ip é iv split, como se describié anteriormente. Lo mismo ocurrié con el volumen de inyeccién
asociado a la dosis de 46,5 mg °B/kg pc y por tal motivo se utilizd una solucién de BPA 0,42 M
(concentracidn tres veces superior a la de BPA 0,14 M).

En la Tabla 1 M&M se detallan los protocolos de administracién evaluados con BPA, GB-10
y BPA+GB-10 en el modelo de metastasis hepaticas en ratas BDIX.

BPA GB-10

-]

§ Sol. [M] Dosis Dosis B Viade | Sol.[M] Dosis GB-  Dosis B Via de Dosis de
‘é BPA admin. 10 admin. B Total
e admin.
1 0,14 300 15,5 ip - - - 15,5
2 0,14 300 15,5 iv === == === == 15,5
3 0,14 600 31,0 ip - - - 31,0
4 0,14 600 31,0 ip+iv == === == === 31,0
5 0,42 600 31,0 iv split --- --- --- 31,0
6 0,42 900 46,5 ip 46,5
7 0,42 900 46,5 ip+iv - - - 46,5
8 0,1 78 50,0 iv 50,0
9 0,14 300 15,5 iv 0,1 78 50,0 iv 65,5
10 0,42 600 31,0 ip 0,1 54 34,5 iv 65,5
11 0,42 900 46,5 ip 0,1 31 20,0 iv 66,5

Tabla 1M&M.Protocolos ensayados en el modelo de metdstasis hepaticas en ratas BDIX con BPA, GB-10 y BPA+GB-10
(las dosis de B, dosis de BPA, dosis de GB-10 y dosis de B total estan expresadas en mg/Kg pc).

Segln el esquema de estudios de biodistribucion detallado en el inciso 2.2.2 de la
Introduccién de ésta tesis, luego de la administracion los compuestos borados se llevd a cabo la
toma de muestras de sangre y tejidos para su posterior determinacién de concentracién de Boro
por las técnicas de ICP-OES o ICP-MS. Los tiempos post administracién de los compuestos borados
fueron seleccionados en base a estudios previos realizados por nuestro grupo de trabajo en el
modelo de cancer oral en la bolsa de la mejilla del hamster (Heber et al. 2004; Kreimann et al.
20013; Trivillin et al. 2006; Pozzi et al. 2009). Para el caso de los protocolos con BPA o GB-10, el
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tiempo de adquisicion de las muestras bioldgicas fue de 3 hs post administracion del compuesto
borado. Una vez transcurridos dichos tiempos, se tomaron muestras de sangre de la vena cava
inferior, bajo anestesia con ketamina (36,5 mg /kg) —xilacina (5,4 mg/kg pc). Luego, los animales se
sacrificaron por sobredosis de anestesia inmediatamente antes del muestreo de tejidos. En cada
una de las ratas se tomaron muestras de tumor, higado sano, bazo, rifién, estdmago, intestino,
piel, pulmdn, lengua, médula espinal y liquido intraperitoneal.

6.2 Estudios de Biodistribucion en el modelo de metdastasis pulmonares difusas con
BPA, GB-10 y BPA+ GB-10

Se utilizaron entre 3 y 5 ratas BDIX por protocolo para los estudios de biodistribucion en el
modelo de metdstasis pulmonares. Se ensayaron 5 protocolos utilizando soluciones de dos
concentraciones distintas de BPA (0,14 M y 0,42 M), y una de GB-10 (0,1 M) para las
administraciones con BPA, GB10 y BPA+GB-10, como portadores de boro. A continuacién, en la

Tabla 2 M&M se detallan los protocolos ensayados:

BPA GB-10

o

5]

<1 Sol. [M] Dosis BPA DosisB  Viade Sol. [M] Dosis DosisB  Viade Dosis de B

=

g admin. GB-10 admin. Total

admin.

1 0,14 350 18,0 ip - --- --- --- 18,0
2 0,42 900 46,5 Ip 46,5
3 - - - 0,1 78 50,0 iv 50,0
4 0,42 600 31,0 ip 0,1 54 34,5 iv 65,5
5 0,42 900 46,5 ip 0,1 31 20,0 iv 66,5

Tabla 2M&M.Protocolos ensayados en el modelo de metdstasis pulmonares difusas en ratas BDIX con BPA, GB-10 y
BPA+GB10. (Las unidades de las dosis de B, dosis de BPA, dosis de GB-10 y dosis final de B estan expresadas en mg/Kg

pc).

Al igual que en el caso de los estudios de biodistribucion en metdstasis hepaticas en ratas
BDIX, en los casos de protocolos con administracion iv, se les inyectd en la vena yugular el GB-10,
utilizando una aguja de calibre 27G x %", bajo anestesia previa con ketamina (140 mg/kg pc) —
xilacina (21 mg/kg pc).

El tiempo de adquisicién de las muestras bioldgicas fue de 3 hs post administracién del
compuesto borado (BPA y/6 GB-10). Una vez transcurrido el tiempo, se tomaron muestras de
sangre de la vena cava inferior, bajo anestesia con ketamina (36,5 mg /kg pc) —xilacina (5,4 mg/kg
pc). Luego, los animales se sacrificaron por sobredosis de anestesia inmediatamente antes del
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muestreo de tejidos. En cada una de las ratas se tomaron muestras de drganos o tejidos dentro del
volumen de tratamiento (metastasis, pulmon, piel, musculo costal, diafragma, xifoides, corazodn,
timo, médula espinal) y muestras de érganos de referencia (higado, rifién, bazo, estomago e
intestino) para medicidn de la concentracién de boro mediante la técnica de ICP-OES.

A fin de contribuir a la evaluacién de las metastasis pulmonares dentro del contexto de
BNCT ex-situ(detallado en el inciso 2.2.2 de los Objetivos), el cual se basa en la técnica de
autotransplante que implica la perfusion de drganos con una solucion de preservacion, también se
realizd un estudio de biodistribucién complementario para evaluar el efecto potencial de la
perfusidn sobre la concentracién de boro en las metastasis y tejido pulmonar en el modelo de
metastasis difusas de cancer de colon en pulmon de rata.Para ello, se utilizaron 3 ratas BDIX con
metdstasis pulmonares a las cuales se les administré el compuesto borado (BPA 46,5 mg'°B/Kg iv)
y tres horas después se inicio la perfusion del érgano. Cinco minutos antes de iniciar la perfusion
del pulmén, se administraron 1000 u de heparina ip (Veinfar, Argentina), para evitar la formacion
de coagulos. Luego, quirdrgicamente se abrié la cavidad toracica y se clamped la aorta superior.
Posteriormente, se clamped la aorta inferior y se colocé un abocat, mediante el cual se hizo pasar
la solucion de preservacion (solucion fisioldgica o Ringer a 4 2C) por la arteria. A continuacion se
realizd un corte en la auricula izquierda, permitiendo de éste modo el drenaje de la solucién de
preservacion, una vez que la misma atravesd el pulmoén. La perfusion se realizé durante 10
minutos a un flujo de 100 gotas/min. Las muestras de metastasis y pulmén fueron procesadas para
su posterior medicién de contenido de boro por la técnica de ICP-OES. Con esos datos se calculd la
relacion de concentracién de Boro Metastasis/Pulmén para el pulmén perfundido y no perfundido.

6.3 Estudios de Biodistribuciéon en pulmén sano de oveja con BPA

El tratamiento del pulmdén con BNCT ex—situ comprende la irradiacidn extracorpdrea del
drgano, seguida de la reimplantacion. Una vez que se explanta el érgano, se perfunde con solucion
de preservacion para garantizar una adecuada reperfusion sanguinea y funcionalidad del érgano a
la hora del re-implante. En estudios previos realizamos el explante y perfusién del pulmén de
oveja para evaluar si éste procedimiento altera las concentraciones de B en el tejido de pulmdn
normal post perfusién comparado con la concentracién de boro en el pulmén pre-perfusién.
Teniendo en cuenta los datos obtenidos en los estudios de biodistribucién previos y con el
objetivo de ampliar los conocimientos en el modelo pulmonar ovino realizamos un cuarto estudio
de perfusidn del érgano, pero ésta vez utilizando los dos pulmones: 2 hs post administracion del
BPA se explantd y perfundié el pulmdn izquierdo y 3 hs post administracién del BPA se realizo el
mismo procedimiento con el pulmdn derecho. En este caso, se utilizé una oveja sana de peso
aproximado 40 kg a la que se le administré por via intravenosa (iv) una solucién de BPA-fructosa
0,14 M mediante la técnica descripta anteriormente.

Antes de proceder a la perfusion del 6rgano, se tomaron muestras de diferentes zonas del
pulmdncon el fin de evaluar la concentracion de boro: extraccion de pulmén pre explante,
extracciéon de pulmén explantado pre perfusidon y una vez finalizada la perfusion del érgano con
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solucion de preservacion se tomaron diversas muestras sobre todo el volumen pulmonar para
determinar la concentracion y la distribucién espacial resultante de boro. La determinacién de la
concentracidon de boro en condiciones de explante del 6rgano se realizd considerando una
probable pérdida parcial del compuesto borado debido a los procedimientos de perfusion con
solucién de preservacién y conservacion del pulmon.

El porcentaje de boro retenido en el érgano luego de los procesos de escisién, lavado y
perfusion se calculd a partir del factor de retencidn (fR) de boro:

fR=[Bp¢]/[Bpi

donde [Bpi] es la concentracion de boro previa-perfusion y [Bpy] es el valor inmediatamente
posterior a finalizada la infusidn.

Al finalizar las experiencias de estudios de cinética y/o explante y perfusién pulmonar, se
tomaron muestras de corazon, diafragma, eséfago, higado y rifién.

Todas las muestras obtenidas de los estudios de biodistribucidén se procesaron por medio
de una digestidn 4cida para la posterior medicién para determinar la concentracion de boro por la
técnica de Espectroscopia de Emisién Optica por Plasma Inductivo (ICP-OES) o por Espectroscopia
por Plasma Inductivo de Masa (ICP-MS).

6.4  Estudios de Biodistribucion en el modelo de cancer oral en con BSH y BSH+BPA

Previamente a la realizacion de los estudios de biodistribucion con BSH, se estudio la
toxicidad de éste compuesto en el modelo de cancer oral de la bolsa de la mejilla del hamster.
Para ello, se ensayaron cuatro grupos experimentales con animales sanos o cancerizados, con o sin
administracion del compuesto borado (Tabla 3M&M). La evaluacién de la toxicidad se realizd
siguiendo el peso corporal y los signos clinicos de los animales (aspecto general, pelaje, movilidad,
sintomas neuroldgicos, presencia de diarrea, etc.) durante 28 dias, entre dos y tres veces por
semana. Pasado éste lapso de tiempo, los animales fueron sacrificados por sobredosis de
anestesia con Ketamina (140 mg/kg pc)-Xilacina (21 mg/kg pc). El analisis estadistico de los datos
de toxicidad con BSH 50 mg'°B/Kg iv en el modelo de céncer oral en hamster se realizd
empleando el test exacto de Fisher. La significancia estadistica se definié para un p <0,05.

1. Hamsters cancerizados con 2. Hamsters sin cancerizar con
BSH 50 mg'°B/Kg iv (n=5) BSH 50 mg'°B/Kg iv (n=3)

3. Hamsters sin cancerizar sin 4. Hamsters cancerizados  sin
BSH 50 mg'°B/Kg iv (n=5) BSH 50 mg'°B/Kg iv (n=5)

Tabla 3M&M. Grupos experimentales utilizados en el ensayo de toxicidad con BSH 50 mglOB/kg en el modelo de
cancer oral en la bolsa de la mejilla del hamster (n=ntimero de hamsters)
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Para el estudio de cinética de biodistribucion con BSH en el modelo de cancer oral en la
bolsa de la mejilla del hamster se ensayaron nueve tiempos diferentes post-administracion (3, 4, 5,
6, 7, 8, 9,10 y 12 hs) de una solucién de BSH 0,084 M equivalente a 50 mg "°B/Kg pc por via iv
(preparada segun el inciso 5.2 de Materiales y Métodos), con el objetivo de realizar una curva
cinética y determinar el mejor tiempo post inyeccidn de dicho compuesto para realizar la
irradiacién con neutrones. Se busca que la concentracién absoluta de B en tumor sea
terapéuticamente Util y la relativa al tejido normal sea la mayor posible. Se realizaron estudios de
biodistribuciéon en un total de 42 hamsters. Los protocolos de administracién se muestran en la

Tabla AM&M.

1. BSH 50 mg 2. BSH 50 mg 3. BSH 50 mg
%8 /Kg pc (iv) '°B/Kg pc (iv) 1%8/Kg pc (iv)
3 hs(n=5) 4 hs(n=5) 5 hs(n=5)

4. BSH 50 mg 5. BSH 50 mg 6. BSH 50 mg
%8 /Kg pc (iv) '%B/Kg pc (iv) 1%8/Kg pc (iv)
6 hs(n=5) 7 hs (n=5) 8 hs (n=4)

7. BSH 50 mg 8. BSH 50 mg 9. BSH 50 mg
%8 /Kg pc (iv) '%B/Kg pc (iv) 1%8/Kg pc (iv)
9 hs (n=5) 10 hs (n=3) 12 hs (n=5)

Tabla 4M&M. Grupos experimentales ensayados con BSH 0,084 M en el modelo de céncer oral en la bolsa de la
mejilla del hamster (n=ndmero de hamsters)

Las muestras de tumor, tejido precanceroso, tejidos normales (bolsa normal, paladar,
parétida, lengua, higado, bazo, rifién, pulman, piel, médula espinal y cerebro) y sangre fueron
procesadas por medio de digestion acida para medir la concentracién de boro por la técnica de
ICP-OES o ICPMS. Se evaluaron las concentraciones de B en tejidos y sangre y las relaciones de
contenido de boro [Tumor/Bolsa Normal] y [Tumor/Sangre] correspondientes a cada uno de los
protocolos.

El comportamiento promedio de la concentracion de boro proveniente del BSH en la
sangre, tejido precanceroso y en la bolsa normal de la mejilla del hamster, se graficaron en funcion
del tiempo utilizando el modelo de dos compartimentos segin Notari y De Young 1975. El
compartimiento central representa la sangre y el compartimento periférico esta correlacionado
alternativamente con cada uno de los tejidos considerados (Fig. 5M&M). Se asumié que no hubo
interaccion entre los diferentes tejidos. Suponiendo que el perfil de eliminacién farmacocinético
del compuesto en la sangre esta representado adecuadamente por un decaimiento bi-exponencial

119



(Shibata et al. 2003), se utilizé el modelo de constantes de velocidad para determinar las
constantes ki, ky1 v kig que regulan el intercambio de BSH entre ambos compartimentos. Los
cuatro parametros del modelo farmacocinético en sangre se calcularon primero por ajuste de una
curva bi-exponencial con todos los datos recogidos utilizando el método no lineal de cuadrados
minimos. Basandonos en el perfil de concentracién en la sangre, se obtuvieron los valores de las
constantes de velocidad para tumor, tejido precanceroso y bolsa normal utilizando todos los datos
medidos para cada tejido y el mismo método no lineal de minimizacidn. La concentracion de boro
en sangre inmediatamente después de la inyeccidn (T0) se estimd en base a la dosis administrada
de BSH y el volumen de sangre de cada uno de los animales se calculé a partir del peso corporal
(Lee y Blaufox, 1985).

Compartimento Compartimento

Central Periférico
(Sangre) (Tejidos)

Fig. 5 M&MDiagrama de modelo de dos compartimentos para el estudio de farmacocinética con BSH. El fdrmaco se
administra como una inyeccidn en bolo intravenosa en el compartimiento central (sangre). El intercambio de BSH entre
los compartimentos central y periférico se rige por las constantes de velocidad de primer orden ki, y ky; (constantes de
transferencia del compuesto) y k;, (constantes de eliminacién del compuesto).

En el caso de los estudios de biodistribucién con BSH+BPA en el modelo de cancer oral en
al bolsa de la mejilla del hamster, se ensayaron 3 protocolos de administracion con una solucion
de BSH 0,084 Mvia iv y BPA 0,14 M 6 0,42 M via ip, con una dosis final de *°Boro administrada
entre 65,5 -66,5 mglOB/Kg. Se realizaron estudios de biodistribucion en un total de 11 hamsters,
administrando el BSH 1 hora antes que el BPA. Los protocolos de administracion se muestran en la
Tabla 5 M&M.

Basandonos en estudios anteriores (por ejemplo, Kreimann et al., 2001a; Garabalino et al.,
2010), los animales fueron sacrificados 4h después de la administracion del BSH y 3h después de la
administracidon de BPA. Las muestras de sangre, tumor, tejido precanceroso, bolsa normal, piel,
médula espinal, cerebro, higado, rifidén y pulmdn se procesaron para determinar la concentracién
promedio absoluta de boro por las técnicas de ICP-OES e ICP-MS.
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BSH BPA

2

8

] Sol.[M] Dosis BSH  Dosis B Via de Sol. [M] Dosis BPA  Dosis B Via de Dosis de B Total
g admin. admin. admin.

1 0,084 88,0 50,0 iv 0,14 300 15,5 Ip 65,5

2 0,084 61,0 34,5 Iv 0,14 600 31,0 Ip 65,5

3 0,084 35,0 20,0 iv 0,42 900 46,5 ip 66,5

Tabla 5M&M.Protocolos ensayados en el modelo de cancer oral en la bolsa de la mejilla del hdmster con BSH+BPA
(las unidades de las dosis de B, dosis de BSH, dosis de BPA y dosis final de B estdn expresadas en mg/Kg pc).

6.5 Estudios de Biodistribucion en el modelo de cancer oral con liposomas MAC y
liposomas MAC+TAC

Previamente a los estudios de biodistribucién, para estudiar la posible toxicidad de los
liposomas MAC+TAC en el modelo de cancer oral de la bolsa de la mejilla del hamster, se
realizaron ensayos con 16 animales cancerizados. Se probaron cinco lotes de liposomas en
distintas condiciones. La dosis de Boro administrada fue de 18 mg B/Kg, ya sea 'B 6 '°B segun el
lote, administrados intravenosamente en bolo o mediante una infusién con jeringa (“syringe
infusion”). El tiempo post-administracién seleccionado fue de 48 hs ya que seria el 6ptimo para
realizar las irradiaciones con neutrones. Los liposomas fueron administrados a temperatura
ambiente o inmediatamente después de haber sacado el frasco de la heladera. En algunos casos el
frasco fue agitado antes de la inyeccion. Los grupos experimentales se muestran en la Tabla 6
M&M. Cuando no se aclara la temperatura de administracion, debe entenderse que la solucién de
liposomas no estaba a temperatura ambiente. Las condiciones ensayadas se basan en estudios
piloto previos que sugirieron que parametros tales como temperatura, agitacion y afiejamiento de
la formulacion de liposomas podrian tener un impacto sobre la toxicidad sistémica.
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Liposomas MAC+TAC
@ § Tiempo post
S © Isétopo Vias de T2
= Fabricacién  Agitacion n
deB Admin. Amb.
(meses)
1 1 11 iv bolo 8 No No 2
2 1 11 iv bolo 5 No No 2
3 1 10 ivbolo 1 Si No 6
Syringe
3 1 10 . 1 Si No 6
inf.
4 1 10 iv bolo 1 Si No 2
Syringe
4 2 10 . 1 Si No 2
inf.
4 1 10 iv bolo 2 Si Si 3
4 2 10 iv bolo 2 No No 3
5 1 11 iv bolo 1 Si No 6

Tabla 6M&M. Ensayos de toxicidad en el modelo de cancer oral en la bolsa de la mejilla del hamster con liposomas
MAC+TAC con dosis de 18 mg B/Kg (n: nimero de hamsters)

Los estudios de toxicidad con liposomas MAC+TAC en el modelo de cancer oral se
realizaron utilizando Hamsters Syrian con tumores inducidos en la bolsa de la mejilla derecha,
dejando la bolsa contralateral como tejido control (no cancerizado). La solucién de liposomas fue
inyectada bajo anestesia de ketamina (140 mg/kg)/xilacina (21 mg/kg), por via intravenosa (iv) en
la vena yugular expuesta quirdrgicamente 6 con la técnica Syringe infusion, para la cual se utiliza
un kit de catéter epicutaneo para vena cava pediatrico modificado. Los flujos de las infusiones
fueron de 0,08 ml/min a 0,12 ml/min. La evaluacion de la toxicidad se realizé siguiendo el peso
corporal y los signos clinicos de los animales (aspecto general, pelaje, movilidad, sintomas
neuroldgicos, presencia de diarrea, signos de gangrena, etc.) durante 24 hs, 48 hs y 28 dias, entre
dos y tres veces por semana. Pasado éste lapso de tiempo, los animales fueron sacrificados.

Para los estudios de biodistribucidn se utilizaron liposomas MAC y liposomas MAC+TAC
preparados con B natural (19,9% '°By 80,1% 'B).

Se utilizaron dos lotes de liposomas MAC con concentraciones estadisticamente similares:

868 + 45 y 904 + 75 ug B/ml. En el caso de los liposomas MAC+TAC sdlo se utilizéd un lote de
concentracion 1293 + 71 ug B/ml. Las soluciones de liposomas se almacenaron a 4°C, al resguardo
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de la luz, por un maximo de 4 meses.Las suspensiones de liposomas se administraron a
temperatura ambiente por via intravenosa (iv) mediante inyecciones en bolo en la vena yugular
quirargicamente expuesta en hamsters de 120-170 g de peso corporal, anestesiados con una
mezcla de ketamina (70 mg/kg pc) -xilacina (10,5 mg/kg pc) ip.Luego se procedié a suturar la piel.
El procedimiento se llevd a cabo de acuerdo con una técnica de desarrollada previamente por
nuestro grupo (Schwint et al.,, 1984). Si el volumen de inyeccidn superaba 1 ml, entonces se
administraron 2 inyecciones secuenciales, separadas entre si por 5 minutos, debido a que los
voliumenes mayores a 1,5 ml administrados como una Unica inyeccién iv en bolo, no eran bien
tolerados por los animales.

Los liposomas MAC se administraron a una dosis de 6 mg B/kg de peso corporal
(aproximadamente 0,69 ml/100 g pc), y los liposomas MAC+TAC a una dosis de 18 mg B/kg pc
(aproximadamente 1,39 ml/100 g pc).

Se realizaron estudios cinéticos de biodistribucidén con los liposmas MAC en grupos de 5-6
hamsters a diferentes tiempos post-administracion del compuesto borado: 16 h, 30h y 48 h. Para
el caso de los liposomas MAC+TAC, utilizando grupos de 5 animales, los tiempos post-
administracién ensayados fueron: 16 h, 30 h ,48 h, 54 h y 72 h. Estos tiempos fueron seleccionados
en base a un estudio previo en el modelo experimental de adenocarcinoma mamario en ratones
BALB/c (Feakes et al. 1995). Dichos tiempos fueron considerablemente mas largos que los
intervalos de 3-4 h caracteristicamente utilizados para compuestos portadores de boro de bajo
peso molecular, no encapsulados (tales como el BPA y el GB-10).Como se ha mencionado
anteriormente en el caso de los liposomas, el transporte via la circulacion dentro del tumor, se ve
favorecido por la neovasculatura tumoral (Watson-Clark et al.,, 1998). Ademas, el efecto de
permeabilidad y retencién en los tumores, conocido como EPR (Matsumura yMaeda, 1986),
mejoraria y alargaria el tiempo de circulacién de un farmaco encapsulado y por lo tanto, permitiria
una lenta acumulacidn y una mayor concentracion de boro en el tumor. El hecho de que las drogas
encapsuladas circularian por periodos mas largos de tiempo y por lo tanto, se entregarian mas
lentamente y en consecuencia se retendrian mayor tiempo que los farmacos libres, explica la
seleccion de tiempos mas prolongados posteriores a la administracion de los liposomas.

Luego de cada uno de los tiempos pre-establecidos en cada uno de los protocolos con
liposomas MAC ¢ liposomas MAC+TAC, se tomaron muestras de sangre de la vena yugular
expuesta quirdrgicamente bajo anestesia de ketamina (140 mg/kg pc) -xilacina (21 mg/kg pc). Los
animales fueron sacrificados por sobredosis de anestesia inmediatamente antes de la toma de
muestras de tejido. Se tomaron muestras de tumor, tejido precanceroso, tejido normal de la bolsa,
bazo, higado y rifidn de cada animal.Todas las muestras fueron preparadas para medir la
concentracién de boro por la técnica de ICP-MS.

6.6 Estudios de Biodistribucion en el modelo de cancer oral con GB-10 +
Electroporacion (EP)
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La soluciéon del compuesto borado GB-10 fue administrada por via intravenosa (iv) en la
vena yugular a una dosis de 50 mg'°B/kg pc, bajo anestesia con ketamina (140 mg/kg p.c)/xilacina
(21 mg/kg p.c) (Fig.6M&M) para los protocolos con EP y el control sin EP.

Fig.6M&M. La fotografia muestra la administracion del GB-10 por via iv a una dosis de 50 mgloB/kg pc en el modelo
de céncer oral en la bolsa de la mejilla del hamster.

La Electroporacién se realizé utilizando un electroporador (BTX ECM 830 Harvard
Apparatus) segun la secuencia de pulsos tipica para ECT (1000 v/cm, 8 pulsos de 100 ps). La
corriente eléctrica fue medida mediante una sonda de 1 ohm y un osciloscopio digital (InfiniiVision
DSO-X 2012A-SGM, Agilent Technologies, USA) (Fig. 7M&M).

Fig.7M&M. Electroporador utilizado para los ensayos de EP en la bolsa de la mejilla del hamster.

Se emplearon dos tamanos de electrodos distintos, del tipo placas paralelas, de acuerdo al
tamafio de los tumores previamente clasificados segin el volumen tumoral en dos grupos
denominados: chicos (volumen < 10 mm®) (Fig.13 aM&M) y medianos y grandes (volumen > 10
mm?) (Fig.8b M&M). El volumen tumoral se determiné utilizando un calibre digital, midiendo los
tres didmetros ortogonales, expresando el resultado como volumen tumoral en mm>.
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Fig.8M&M.Electrodos del tipo placa paralelas utilizados en el procedimiento de EP en tumores medianos y grandes
cuyo volumen tumoral > 10 mms(a) y tumores chicos con volumen tumoral <10 mms(b).

En estudios previos realizados por nuestro grupo de trabajo pudimos establecer las
condiciones éptimas de EP in vivo en el modelo de cancer oral en hamster (Garabalino y Olaiz, et
al., AATN 2014). Un andlisis retrospectivo de las condiciones de EP indicd que los ensayos se
realizaron en un rango de conductividad comprendido entre 0,0055-0,055 S/cm. El anélisis
detallado de los datos de respuesta tumoral y la conductividad tumoral durante la EP nos permitié
calcular un indice de EP efectiva (IEPE), con el cual pudimos determinar la corriente denominada
“Limite” (en [A]: Amperes), necesaria en cada pulso para que la EP sea efectiva para un volumen
tumoral establecido. Dado que la relacién entre la corriente limite (1) y el volumen tumoral indica
si la corriente aplicada al tumor fue suficiente o no para lograr una EP efectiva, pudimos evaluar si
era necesario volver a aplicar el tratamiento.

Utilizando el compuesto borado GB-10 y variando el momento de aplicacion de la EP con
respecto a la administracién de dicho compuesto (tardia: 2.50 hs. post administracion del
compuesto borado y temprana: 10 min. post administracion del compuesto borado), se evaluaron
los siguientes protocolos y control para los estudios de biodistribucién en tumores de la bolsa de
la mejilla del hamster (Fig.9 M&M):

(P1B) Protocolo de biodistribucion con GB-10/EP tardia: GB-10, 50 mg "°B/kg (iv) (t=0 min) — EP
(t=2:50 hs) — sacrificio y toma de muestras (t=3 hs)

(P2B) Protocolo de biodistribucién con GB-10/EP temprana: GB-10, 50 mg “°B/kg iv (t=0 min) -
EP (t=10 min) — sacrificio y toma de muestras (t=3 hs)

(P3B) Control de biodistribucién con GB-10 sin EP: GB-10, 50 mg '°B/kg iv (t=0 min) — sacrificio y
toma de muestras (t=3 hs).

125
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EP Temprana
O O o (P2B)
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Fig.9M&MProtocolos de biodistribucién ensayados con GB-10 con o sin EP en el modelo de cancer oral en hamster

Se emplearon entre 3 y 5 hamsters por cada protocolo ensayado.

Luego de administrar la solucidon de GB-10 y aplicar la EP segun los protocolos descriptos
anteriormente, los animales fueron eutanasiados por decapitacidn bajo sobredosis de anestesia de
ketamina (140 mg/kg pc) y xilacina (21 mg/kg pc), 3 hs después de la administracion del GB-10. De
esta forma se obtuvieron muestras de sangre, tumor, tejido precanceroso y tejido de bolsa de la
mejilla normal, para medir la concentracion de boro por medio de la técnica de ICP-OES 6 ICP-MS.

El andlisis estadistico de los valores de concentraciéon media de B, relaciones
Tumor/Sangre (T/S) y Tumor/Bolsa Normal (T/BN) con sus desviaciones estandar correspondientes
a los protocolos con EP+GB-10 versus el control GB-10 sin EP, fue realizado mediante el test t no
apareado, computando el valor de “p” y estableciendo un nivel de significancia en p<0,05.

Medicion de concentracion de boro en sangre y tejidos

7.1 Procesado de las muestras para mediciéon de la concentracion de boro por ICP-
OES

En todos los casos de estudios de biodistribucidon se tomaron muestras de tumor y tejidos
normales entre 20 y 50 mg y muestras de sangre entera de alrededor de 300 mg.
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Estudios pilotos demostraron que la utilizacién de acidos con bajo contenido de boro 6 con
procesos previos de sub-boiling y el empleo de agua de calidad mili Q (18,2 ohm) disminuye las
fuentes externas de boro contribuyendo a la precisién de las mediciones y una reduccién en su
desvio estandar. Por lo tanto, se empled Acido Sulfirico (H,SO,4) Ultrapure p.a. de bajo contenido
de boro en envase plastico (J.T.Baker) y Acido Nitrico (HNO;) 65 % p.a. (Merck) sub-boiling,
suministrado por el Dr. Claudio Devida del Laboratorio del ICP-MS del CAE.

Las digestiones se realizaron utilizando 0,25 ml de una solucién de H,SO4:HNO; 1:1 para las
muestras de tumor, tejido precanceroso y tejidos normales y 1,25 ml para las muestras de sangre
a 1009C durante 1 h en un bafio térmico de agua (Vicking Modelo Dubnoff) (Fig. 10 a.M&M). Una
vez que alcanzaron temperatura ambiente y para mejorar la digestion, las muestras fueron
sonicadas durante 90 minutos (Ultrasonic cleaner-Testlab) (Fig.10 b M&M). Al alcanzar
temperatura ambiente nuevamente se adicionaron 0,20 ml de una solucién acuosa de Y 0,5 ppm +
Sr 25 ppm (estandares internos) y 0,55 ml de una solucién acuosa de Triton 5% v/v para las
muestras de tumor y tejidos normales. Para las muestras de sangre se utilizaron 1 ml de Y 0,5 ppm
+ Sr 25 ppm y 2,75 ml de Tritén 5% v/v. De igual manera se prepararon blancos de muestras
utilizando las mismas soluciones.

Fig. 10 M&M a. Bafio térmico de agua, b. Sonicador. Ambos equipos fueron utilizados en el procesamiento de las
muestras tomadas en los estudios de biodistribucidn en los diferentes modelos experimentales, para la medicién de
concentracion de B.

7.2 Valoracion de la concentracién de boro por ICP-OES

Las mediciones de boro se realizaron en un equipo ICP-OES, Optima 3100 XL, UV, axial,
para espectroscopia de Emisién Optica Acoplada por Plasma Inductivo (Perkin- Elmer) (Fig.
11IM&M).

Para las mediciones en el ICP-OES se prepararon 7 soluciones patrén para la curva de
calibracién utilizando H3BOs, enriquecido en '°B (Glyconix Corp. >99 % pureza). Estas incluyeron
blanco con Y 0,5 ppm + Sr 25 ppm, blanco sin Y ni Sr, solucién de 0,05 ppm, 0,1 ppm, 0,2 ppm, 0,5
ppm y 1 ppm de '°B. Las lineas consideradas para la medicién de B fueron 208.889 y 249.677 nm
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Fig. 11 M&M Espectrémetro Optico de Emisién por Plasma Inductivo (ICP-OES) (Centro Atémico
Constituyentes, CNEA).

7.3 Procesado de las muestras para medicion de la concentracién de boro por ICP-MS

Al igual que para el procesado de las muestras para la medicion de boro por ICP-OES, se
tomaron muestras de tumor y tejidos normales entre 20 y 50 mg y muestras de sangre entera de
alrededor de 300 mg. La calidad de los acidos y agua fueron las mismas que para el ICP-OES.

Las muestras fueron digeridas utilizando 0,25 ml de una solucién de H,SO4:HNO; 1:1 para
las muestras de tumor, tejido precanceroso, tejidos normales y sangre, a 1002C durante 1 h en un
bafio térmico de agua. Luego se llevaron a un volumen final de 10 ml con agua calidad Mili Q y de
éstas soluciones se tomaron alicuotas, de acuerdo a la concentracion de boro estimada para cada
tipo de tejido, agregando 0,25 ml de °Li 1 ppm como estandar interno y llevando a un volumen
final de 10 ml.

7.4 Valoracion de la concentracién de boro por ICP-MS

Las mediciones de boro se realizaron en un equipo ICP-MS (Perkin Elmer, Elam DRC Il) para
espectroscopia de Emision Atdmica por Plasma Inductivo de Masa (Fig. 12M&M).

Fig. 12 M&M Espectrémetro Optico de Emisién Atdmica por Plasma Inductivo de Masa (ICP-MS) (Centro
Atdmico Ezeiza, CNEA).
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Para las mediciones en el ICP-MS se prepararon 5 soluciones patron para la curva de
calibracién utilizando H;BO; enriquecido en B é B natural (Glyconix Corp. >99 % pureza),
dependiendo de que la medicién fuera de muestras con compuestos borados enriquecidos en *°B
o con B natural. Estas incluyeron un blanco con °Li 1 ppm y soluciones de 20 ppb, 10 ppb, 5 ppb, y
2,5 ppb de °B 6 B natural.

7.5 Autorradiografia Neutronica Cualitativa de boro

A fin de contribuir al estudio de la factibilidad de mejorar el targeting de boro en el
modelo de cancer oral en hamster mediante la técnica de electroporacién, se busco explorar los
cambios potenciales en la microdistribucién de boro que no pueden serdetectadas por mediciones
globales por ICP. En colaboracion con el grupo de Imagenologia perteneciente al Proyecto
Institucional de BNCT dentro de la CNEA, se estudioé la microdistribucién de B-10 en las diferentes
estructuras tisulares de los tumores y tejido precanceroso del modelo de cancer oral en hamster,
mediante la autorradiografia neutrdnica (ARN) cualitativa.

Para ello setomaron muestras de tumor y tejido precanceroso de los mismos hamsters
utilizados en los estudios de biodistribucién de GB-10 con o sin EP, mencionados en el inciso 6.6 de
Materiales y Métodos. Todas las muestras fueron crio-preservadas a -160°C en nitrégeno liquido,
hasta el dia de su procesamiento. Luego, de éstas muestras se obtuvieron cortes por congelacién
mediante un criostato Lipshaw USA, o un criostato Thermo ShandonCryotome E (Fig. 13 M&M),
logrando cortes de alrededor de 10 um y 30-50 um de espesor consecutivamente.

Fig. 13 M&M Cridstato utilizado para realizar los ensayos para ARN en el modelo de cancer oral en la bolsa
de la mejilla del hamster (Centro Atomico Constituyentes CNEA).

Los mas delgados se depositaron sobre portaobjetos para realizar unanalisis histoldgico,
tras una tincion estandar de hematoxilina/eosina. Las muestras masgruesas se montaron sobre
folias detectoras de trazas nucleares (Lexan™ de 250 um deespesor o CR39 de 1 mm de espesor).

Las secciones montadas sobre el SSNTD (detectores de trazas nucleares de estado sélido) se
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colocaron sobre una plancha de Lexan junto conel resto de las muestras y se cubrieron con otra
folia detectora. Este segundo detector protege el material bioldgico y sirve como copia de
resguardo de la imdagen Autorradiografica (Fig.14 M&M).

Las muestras para ARN fueron irradiadas con neutrones en la facilidad de columna térmica
del reactor nuclear RA-3 (CNEA) (Miller et al., 2009), con fluencias de 10*n/cm?. Antes de procesar
guimicamente las folias de Lexan, los cortes de tejido fueroncoloreados con hematoxilina y eosina,
observados y fotografiados en un microscopio éptico (Olympus DP70) con bajo aumento (1,25x o
2,5x), con el objeto de obtener imagenes de la totalidad del corte. El dafio generado en los
detectores fueamplificado mediante un ataque quimico con solucion alcohdlica de KOH, durante 4
min. Las muestras se re-exploraron, obteniendo las imagenes autorradiograficas correspondientes.

108(n, )7L

trazas ll*l !\ l % zieectq‘.‘)n ’ - — H&E ©
latentes R \ »
NTI NTD NTD

D

Fig. 14 M&M Esquemageneral del proceso de formacién de una imagenautorradiografica para el andlisis cualtitativo
de B por ARN. (a)Detectorde trazas nucleares (NTD) en contacto con una seccidn de tejido. Irradiacién con neutrones
térmicos y formacién de trazas latentes. (b)Coloracionde la seccidon de tejido con hematoxilina-eosina para su
observacién por microscopia dptica. (c)Trazas visibles por microscopia éptica luego de procesar el NTD con una solucién
de ataque quimico adecuada.

8. Estudios de BNCT in vivo en el modelo de cancer oral

8.1 Ensayos de BNCT/MAC+TAC

Para los estudios de BNCT in vivo se utilizaron liposomas MAC+TAC enriquecidos al 99,9 %
de °B.

La suspension de liposomas MAC-TAC con un diametro promedio de83 nm se administréa
temperatura ambiente por via iv a una dosis de 18 mg '°B/Kg pc. Las dosis y los tiempos post
administracion utilizados para las irradiaciones con neutrones fueron seleccionadas en base a los
resultados obtenidos de los estudios de biodistribucion realizados en ésta tesis. La Tabla 7
M&Mmuestra un ejemplo representativo de las componentes de radiacién para prescripciones de
5-Gy de dosis absorbidas en el tejido precanceroso. Para los calculos de las dosis se utilizaron los
valores de concentracién de B obtenidos en los estudios de biodistribucion en el modelo de cancer
oral en hamster, reportados en la presente tesis.
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Dosis (Gy) Dosis Absorbida (Gy)
Protones
Protocolo Tejido [B] ppm Fotones y inducidos Boro Fondo Total
(14N)
Tumor 66,6 £ 16,1 0,9x0,1 0,8x0,2 19+6 1,7%0,2 21t6
BNCT Tej. 11,3+6,2 0,9+0,1 0,8+0,2 3+2 1,7+0,2 5+2
precanc.
MAC-TAC
Bolsa 7,0x5,0 0,9x0,1 0,8x0,2 2+2 1,7%0,2 4+2
Normal
Tumor,
Sélo Haz tej. precanc., --- 0,9 10,1 0,8 10,2 --- 1,7 0,2 1,7%0,2
bolsa normal

Tabla 7M&M.E| valor medio de la fluencia de neutrones térmicos en la posicion de irradiacion fue de 3,9 x 10" + 8 x
10" n/cm? y el tiempo de irradiacidn varié entre 8-9 min. Los valores se presentan como media + SD.

Todas las irradiaciones fueron realizadas en una fuente de neutrones construida para
aplicaciones biomédicas en BNCT por la Comisidn Nacional de Energia Atémica en la facilidad del
Reactor Nuclear de investigacion y produccion RA-3 situado en el Centro Atémico Ezeiza, provincia
de Buenos Aires (Miller et al., 2009).

Los animales fueron irradiados 48 h post administracién de liposomas MAC-TAC bajo
anestesia por via ip de ketamina (140 mg/kg pc)/xilacina (21 mg/kg pc), utilizando un blindaje para
neutrones de °Li,CO; (95% 6Li) especialmente disefiado para las irradiaciones del modelo de
cancer oral en hamster que permite exponer la bolsa de la mejilla del hamster y proteger el resto
del cuerpo del animal (Pozzi et al.,, 2009). El flujo de neutrones térmicos fue de
aproximadamente7,7 x 10° n/cm’s® en el centro de la posicidn de irradiacién. La tasa de dosis de
rayos gamma en aire en el lugar de irradiacién fue de 6,5 + 0,5 Gy/h.

Se realizaron una serie de experimentos preliminares para establecer el intervalo de dosis
de radiacién dptimo. Para ello, se administrd a un grupo de 6 hamsters con un total de 45 tumores
la suspension de liposomas MAC+TAC via iv y 48 hs después se irradiaron los animales con
prescripciones de dosis absorbidas a tejido precanceroso de 3,5 Gy, 6 Gy y 7Gy (2 animales por
grupo).

Habiendo determinado que a 3,5 Gy no se observo radiotoxicidad, mientras que con 6 Gy y
7 Gy la toxicidad fue severa, los experimentos posteriores se realizaron a 5 Gy a tejido
precanceroso. La correspondiente dosis absorbida para tumor fue de 21 Gy.

El protocolo de BNCT/MAC+TAC Unico tratamiento involucré a un total de 25 hamsters
portadores de 102 tumores.
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El protocolo BNCT/MAC-TAC como Unico tratamiento indujobuen control tumoral con
escasa radiotoxicidad en el tejido precanceroso. En este marco se decidid explorar la eficacia
terapéutica y potencial toxicidad de una doble aplicacion de BNCT/MAC+TAC con el objetivo de
inducir una respuesta tumoral sostenida sin exceder la radiotolerancia del tejido precanceroso.
Sobre la base de resultados previos en el modelo experimental de precancer en la bolsa de la
mejilla del hamster con doble aplicacion de BNCT mediado por GB-10 y/o BPA (con un intervalo de
6 semanas entre aplicaciones) (Monti Hughes et al., 2011), se realizaron dobles aplicaciones de
BNCT/MAC+TAC. En estos protocolos se ensayé una segunda aplicacién de BNCT/MAC+TAC a
diferentes intervalos posteriores a la primera aplicacion de BNCT/MAC+TAC (4, 6 y 8 semanas),
con distintos tiempos de seguimiento in vivo respecto de la primera aplicacion de BNCT,
empleando 5 hamsters con 27 tumores, 4 hamsters con 19 tumores y 6 hamsters con 16 tumores,
respectivamente.Todos los protocolos ensayados con liposomas MAC+TAC se muestran en la Fig.
15M&M.

Ademas se incluyeron los siguientes grupos control:

a. Solo Haz, para evaluar el efecto de la dosis de fondo (sin administracion de los liposomas
MAC+TAC, irradiando con la misma fluencia de neutrones empleada para el grupo de 5 Gy
a tejido precanceroso): 6 hamsters con un total de 36 tumores.

b. Sham, para evaluar el crecimiento de los tumores sin tratamiento: 12 hamsters no
tratados con un total de 77 tumores.

c. El control con Doble tratamiento Sélo haz no se pudo realizar debido al crecimiento
excesivo de los tumores en los animales.

132



1° BNCT (5 Gy) Sacrificio

BNCT-MAC+TAC
DMBA: 12 semanas 4 semanas Unico (P1L)

I

1° BNCT (5 Gy) 2° BNCT (5 Gy) Sacrificio
DMBA: 12 semanas 4 semanas 6 semanas BNCT-MAC+TAC
Doble 4+6 (P2L)
1° BNCT (5 Gy) 2° BNCT (5 Gy) Sacrificio
DMEBA : 12 semanas 6 semanas 4 semanas BNCT-MAC+TAC
d Doble 6+4 (P3L)
1° BNCT (5 Gy) 2° BNCT (5 Gy) Sacrificio
BNCT-MAC+TAC
DMBA : 12 semanas 8 semanas 8 semanas
Doble 8+8 (P4L)

Fig.15 M&MProtocolos ensayados para evaluar la eficacia terapéutica de BNCT in vivo con liposomas MAC+TAC en el
modelo de céncer oral en hamsters. En el caso de las dobles aplicaciones se indica primero el intervalo entre ambas

y luego el tiempo de seguimiento post-segunda aplicacion de BNCT (ej. BNCT-MAC+TAC Doble 8+8).

8.2 Ensayos de BNCT/GB-10+EP

Para evaluar la eficacia terapéutica de BNCT/GB-10 con o sin EP in vivo se usaronlos
siguientes protocolos y controles (Fig. 16M&M a,b):
(P1) Protocolo BNCT GB-10/EP tardia: GB-10, 50 mg *°B/kg pc (iv) (t=0 min) — EP (t=2:50 hs)
- irradiacion (t=3 hs) (n= 5 hamsters con 23 tumores).
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(P2) Protocolo BNCT GB-10/EP temprana: GB-10, 50 mg '°B/kg pc iv (t=0 min) - EP (t=10
min) - irradiacién (t=3 hs) (n=9 hamsters con 46 tumores).

(P3) Control BNCT GB-10 sin EP: GB-10, 50 mg "°B/kg pc iv (t=0 min) - irradiacién (t=3 hs)
(n=5 hamsters con 33 tumores).

(P4) Control Sélo EP: EP (t=0 min) (n=5 hamsters con 38 tumores).

(P5) Control Sélo Haz: irradiacion sin administracion del compuesto borado (n=6 hamsters
con 50 tumores).

(P6) Control EP tardia + Sélo Haz: EP (t=0 min) — Irradiacion (t=10 min) (n=5 hamsters con
16 tumores).

(P7) Control EP temprana + Sdélo Haz: EP (t=0 min) — Irradiacion (t=2:50 hs) (n=5hamsters
con 32 tumores).

Todas las irradiaciones fueron realizadas en la facilidad del Reactor Nuclear de
investigacion y produccion RA-3 situado en el CentroAtomico Ezeiza, provincia de Buenos Aires
(Miller et al., 2009). Al igual que en los estudios de BNCT con Liposomas MAC+TAC para proteger
el cuerpo del animal del flujo de neutrones térmicos, se empled unblindaje que permite exponer la
bolsa de la mejilla del hamster a ser irradiada (Pozzi et al., 2009).

Los animales fueron anestesiados con ketamina/xilacina para luego realizar las
irradiaciones con una fluencia de 1,9 x 10"2n/cm? para todos los protocolos y controles realizados
en este estudio.

GB-10 EP Irrad
@ P1:BNCT/GB-10+
® ® EP Tardia
GB-10 EpP Irrad
P2:BNCT/GB-10+
® L - EP Temprana
GB-10 Irrad
P3:Control
() ) BNCT/GB-10

Sin EP

Fig.16M&M a . Protocolos ensayados para evaluar la eficacia terapéutica de BNCT in vivo con GB-10 con o sin EP en

el modelo de céncer oral en hamster.
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@ P4: Control Solo EP
Irrad.
® P5: Control Sélo Haz
EP Irrad
&) P6: Control EP tardia+
® Sélo Haz
10 min
EP Irrad
P7: Control EP
L o temprana+
Sélo Haz

Fig.16 M&Mb.Protocolos control ensayados para evaluar la eficacia terapéutica de BNCT in vivo con GB-10 con o sin EP

en el modelo de cancer oral en hamster.

Seguimiento in vivo post tratamiento con BNCT en el modelo de cancer oral en
hamster

9.1 Estado general de los animales y cinética del desarrollo tumoral

Se estudio la respuesta al tratamiento y la potencial toxicidad evaluando los signosclinicos
de los animales y su peso corporal, el volumen tumoral y la mucositis en el tejido precanceroso a
los 7, 14, 21 y 28 dias post-irradiacion, para el caso de los ensayos de BNCT/GB-10 + EP. En los
ensayos de BNCT con Liposomas MAC+TAC los controles se realizaron semanalmente hasta las 4,
10y 16 semanas post primera aplicacién de BNCT segun el protocolo ensayado.

Antes de cada irradiacion se calculd el volumen tumoral segun lo explicado en elinciso 4 de
Materiales y Métodos. Se discrimind la respuesta en funcion del volumen tumoralpre-tratamiento
para evaluar una potencial respuesta diferencial de los tumores a laterapia en funcién de su
volumen en el momento de la irradiacién. En el caso de irradiaciones con protocolos de BNCT/GB-
10+EPy BNCT/GB-10 se agruparon los tumores en 2 categorias: chicos: volumen <10 mm?;
medianos y grandes: volumen = 10 mm>. En el caso de los estudios de BNCT-MAC+TAC se
agruparon los tumores en 3 categorias: chicos: volumen <10mm?®; medianos: volumen 10-100mm?

y grandes: volumen 2100 mm?®.

La respuesta tumoral fue evaluada por inspeccion visual ymedicion con calibre de los 3
didmetros ortogonales de cada tumor (d). Se calculé el volumen tumoral expresado en mm? como
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d; x d, x d3, de acuerdo a trabajos previos (Kreimann et al., 2001; Trivillin et al., 2006). Se realizd
undiagrama de cada bolsa con la ubicacion de todos los tumores, y se tomaron imagenes
fotograficas.

La respuesta tumoral se clasificd como remisién completa (RC), remision parcial (RP), sin
respuesta (SR) y control tumoral (CT). La remisién completa (RC) fue definidacomo la desaparicién
del tumor segun la inspeccidn visual y la ausencia de evidencia detumor en el analisis histoldgico
cuando fue posible evaluarlo. La remision parcial (RP) fuedefinida como una reduccién en el
tamafio tumoral respecto al volumen inicial antes deltratamiento. El control tumoral (CT) se
establecié como la suma de la remision parcial y la remision completa (CT= RC+RP). Los casos SR se
definieron como crecimiento tumoral y falta de efecto terapéutico (aunque la tasa de crecimiento
fuera menor a los tumores notratados).

9.2 Evaluacion de la mucositis

La evaluacion del grado de mucositis en el tejido precanceroso alrededor deltumor se
realizd segun la escala semi-cuantitativa descripta anteriormente en ésta tesis en Introduccién
Inciso 9.2.

Nosotros consideramos a los Grados 0-2 como mucositisleve, al Grado 3 como mucositis
moderada y a los Grados 4-5 como mucositis severa. La asignacién delgrado de mucositis de las
bolsas se baso en la caracteristica macroscopica mas severaobservada en la bolsa durante los dias
de seguimiento correspondientes a cada protocolo. Ese grado de mucositis sedenomind Mucositis
Mdxima. También se evalud el grado de Mucositis Final cuando, una vez finalizado el seguimiento,
los animales fueron eutanasiados bajo anestesia con ketamina (140 mg/kg pc)-xilacina (21 mg/kg
pc).

Todos los protocolos experimentales se llevaron a cabo en estricto cumplimiento de “La
Guia de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio” publicada por el “Committee for the Update
of the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, Institute for Laboratory Animal Research,
Division on Earth and Life Studies, National Research Council of the National Academies” de
Estados Unidos (http://grants.nih.gov/grants/olaw/Guide-for-the-care-and-use-of-laboratory-
animals.pdf). A partir de la creacion del CICUAL de CNEA (Resolucidn 424/2011) y su subsiguiente
reglamentacidn institucional durante el periodo 2011 a 2015, se obtuvo la Aprobacidn institucional
de los protocolos experimentales empleados en esta tesis (Aprobacion CICUAL-CNEA 01/2015).

9.3 Anadlisis Estadistico de los resultados de los ensayos de biodistribucion y eficacia
terapéutica de BNCT in vivoen el modelo de cancer oral en hamster

El analisis estadistico de los valores de concentracion media de B, relaciones T/S yT/BN con
sus desviaciones estandar correspondientes de los protocolos con EP+GB-10versus el control GB-
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10 sin EP, fueron analizados mediante el test t no apareado. La significancia estadistica se definid
para un p <£0,05.

El andlisis estadistico de los datos de control tumoral, se realiz6 empleando el test exacto
de Fisher. La significancia estadistica se definié para un p <0,05.
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Resultados

1. Estudios de Biodistribucién con compuestos borados

1.1 Estudios de Biodistribuciénen el modelo de metdstasis hepaticas en ratas BDIX
con BPA, GB-10 y BPA+GB-10

No se observaron signos de toxicidad con los protocolos de administracién ensayados en
ninguno de los animales empleados para los estudios de biodistribucion con los compuestos
borados BPA y/o GB-10, de acuerdo con estudios previos de nuestro laboratorio en otros modelos
(ej. Heber et al 2004; Trivillin et al 2006; Cardoso et al. 2007; Pozzi et al. 2009). Cabe destacar que
los intentos de aumentar el volumen de inyeccidn intravenosa, mas alla de los valores maximos
ensayados en el presente estudio (aproximadamente 1,1 ml iv administrado concomitantemente
con aproximadamente 1,1 ml ip) no fueron bien tolerados por los animales. Por otra parte, la
solubilidad limitada del BPA restringe la preparacion de concentraciones mas altas de soluciones
de BPA-fructosa, las cuales permitirian reducir el volumen de inyeccién. Las Tablas 1R y 2R
muestran los resultados de la concentracidon de boro promedio absoluta ([B]) expresados en ppm
medidos por ICP-OES, de los diferentes tejidos y las relaciones de concentracién de boro
Tumor/Sangre (T/S) y Tumor/Higado Normal (T/HN), para los protocolos con compuestos borados
individuales BPA 6 GB-10 (Tabla 1R) y protocolos de administracion con compuestos borados
combinados BPA+GB-10 (Tabla 2R).

Basandonos en los lineamientos elaborados por nuestro grupo de trabajo para la seleccion
de protocolos de administracidon con potencialidad terapéutica (inciso 2.2.2 de la Introduccidn)
gue establecen que los protocolos no debe presentar toxicidad; [B] en tumor debe ser > 20 ppm y
las relaciones de concentracion de B Tumor/Sangre y Tumor/Tejido Normal deben ser > 1, los
protocolos de biodistribucion 3, 6 y 7 (Fig. 1R) con la administracién del compuesto borado BPA y
los protocolos 9, 10 y 11 (Fig. 2R) con la combinacién de los compuestos BPA+GB-10, tendrian
potencial utilidad terapéutica. Aunque el valor de concentracion de boro en tumor del protocolo 9
(19,4 ppm) es levemente menor al limite establecido ([B]> 20 ppm) segun estudios previos (ej.
Trivillin et al., 2006), fue incluido dentro de los protocolos potencialmente Utiles para realizar
estudios radiobioldgicos in vivo, debido a que si consideramos los valores de desviacidn estandar
(x 6,6 ppm), la concentracién promedio absoluta de boro en tumor se encontraria dentro del
intervalo 12,8 - 26,0 ppm, siendo el valor maximo superior a 20 ppm. Ademas, el hecho de que
este protocolo consiste en la administracion combinada de dos compuestos borados que poseen
estrategias de incorporacidén al tejido tumoral distintas, podria ofrecer una potencial ventaja
respecto a la entrega de boro, confiriendo asi mayor homogeneidad en la distribucion de boro en
las diferentes poblaciones de células tumorales (Heber et al., 2006).
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Protocolo 1 2 3 4 5 6 7 8
BPA BPA BPA BPA BPA BPA BPA GB-10
15,5 15,5 31,0 31,0 31,0 46,5 46,5 50,0
mg'’B/Kg  mg'’B/Kg mg'’B/kg  mg'°B/Kg mg'’B/Kg mg’B/Kg  mg'B/Kg  mg'B/kg
ip iv ip ip+iv iv split ip ip+iv iv
Sangre 7,011 6,3t1,0 11,4+1,2 11,0t 2,6 9,8+1,8 16,5t3,1 15,0+£3,8 15,8+ 2,9
(n=5) (n=6) (n=5) (n=5) (n=6) (n=10) (n=8) (n=5)
Tumor 13,6+3,1 10,2t1,6 21,8+7,0 18,3t38,3 155+2,7 385+10,0 31,5t104 7,115
(n=23) (n=16) (n=12) (n=19) (n=14) (n=15) (n=25) (n=15)
Higado 10,7+7,1 6,2+1,4 11,2+1,9 13,6+4,8 10,0+ 3,1 15,1+6,5 17,4+5,2 48+1,3
Normal (n=6) (n=6) (n=5) (n=5) (n=6) (n=10) (n=8) (n=5)
Rifin 236*+53 253+46 451+103 809%+27,0 355%+90 69,0+32,1 91,1+223 19,1t4,2
(n=6) (n=6) (n=5) (n=5) (n=6) (n=10) (n=8) (n=5)
A 14,2+1,9 11,9+2,8 15,1+8,2 20,7 £5,1 50+2,3
Intestino 4,8 (n=1) 12,5 (n=2)
(n=3) (n=5) (n=10) (n=7) (n=5)
. 13,7+1,5 109+2,0 18,7+11,0 24,2t10,3 56109
Estomago 5,0 (n=1) 13,0 (n=2)
(n=3) (n=5) (n=10) (n=8) (n=5)
Bazo 10,8+ 2,6 9,1+2,2 17,6 £2,9 16,1+ 7,6 10,4+2,0 20,1+8,6 26,0t6,1 8,7+1,8
(n=5) (n=6) (n=5) (n=5) (n=5) (n=10) (n=7) (n=5)
Pulmén 58+1,9 6,3t1,6 10,3+1,6 9,1+5,1 7,0+2,5 12,2+7,2 15,6 t5,4 103t2,4
(n=5) (n=6) (n=5) (n=5) (n=4) (n=9) (n=8) (n=5)
) 7,2+19 21,6+15,3 16,6+t10,9 7,5t2,1 15,8+9,8 15,7t5,2 15,4+6,5
Piel 10,3 (n=2)
(n=5) (n=5) (n=4) (n=4) (n=9) (n=6) (n=4)
T 9,4+2,8 8,5t1,9 14,7+ 2,5 14,8+ 6,7 11,2+2,2 17,8+10,8 19,6 £ 8,3 7,0t1,6
(n=5) (n=6) (n=5) (n=5) (n=5) (n=9) (n=8) (n=5)
3,3+0,8 2,3+0,9 8,0+5,8 8,2+6,4 2,0+0,7 55+2,4 6,4+1,0
Medula 0,6 (n=1)
(n=5) (n=3) (n=4) (n=4) (n=4) (n=8) (n=5)
1/s 2,0£0,5 1,6+0,3 2,0+0,7 2,0+0,4 1,5+0,2 1,9+04 2,1+0,5 0,5%+0,1
(n=23) (n=16) (n=12) (n=19) (n=14) (n=15) (n=25) (n=15)
T/HN 2,0£0,5 1,6+0,3 1,9+0,7 1,4+£0,3 1,9t04 2,3+0,9 1,8+0,3 1,5+0,3
(n=23) (n=16) (n=12) (n=19) (n=14) (n=15) (n=25) (n=15)

Tabla 1R. Protocolos de Administracién con compuestos borados individuales (BPA 6 GB-10) ensayados en el modelo
de metastasis hepaticas en ratas BDIX.Las concentraciones de B de las muestras de sangre y tejidos para los distintos

protocolos estan expresadas en ppm (media *+ D.E.). Por cada animal se midieron: 12 muestras de higado normal, 2
muestras de rifién, 2 muestras de sangre y 1 muestra de cada uno de los tejidos restantes. El nimero de muestras

medidas por tumor dependié del tamafio del mismo. Cada animal tenia unnumero variable de tumores. Las relaciones
de concentracién de boro Tumor/Sangre (T/S) y Tumor/Higado Normal (T/HN) se calcularon para cada tumor teniendo

en cuenta el valor medio de las muestras correspondientes a ese tumor particular, y el valor promedio del higado

normal o sangrecorrespondiente a la rata que portaba dicho tumor. Los resultados estan expresados como media + D.E.

de las relaciones para cada uno de los tumores. (n: indica el niUmero de ratas o tumores).
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Protocolo 9 10 11
BPA 15,5 mg'°B/Kg iv BPA 31,0 mg'’B/Kg ip BPA 46,5 mg'°B/Kg ip
+ + +

Sangre
Tumor
Higado Normal
Rifién
Intestino
Estomago
Bazo
Pulmén
Piel
Lengua
Medula
T/S
T/HN

GB-10 50,0 mg'°B/Kg iv
23,9+ 7,4 (n=6)
19,4 + 6,6 (n=13)
12,5+ 3,5 (n=6)
53,7 + 14,0 (n=6)
12,8+ 3,9 (n=4)
15,6 +3,7 (n=3)
16,5 + 3,4 (n=6)
17,1%5,5 (n=5)
25,8+ 16,0 (n=4)
15,7 + 2,6 (n=6)

3,0+ 1,0 (n=5)
0,9+0,4 (n=13)
1,7+0,8 (n=13)

GB-10 34,5 mg'°B/Kg iv
27,6+9,7 (n=6)
35,1+9,2 (n=23)
26,1+ 13,8 (n=6)

126,5 + 25,0 (n=6)
16,4+ 7,4 (n=3)
20,7 £4,8 (n=3)
31,6+9,9 (n=6)
28,3+ 5,6 (n=6)
28,7+ 13,1 (n=6)
27,0+ 9,6 (n=6)

4,7+2,0 (n=5)
1,3 +0,3 (n=23)
1,4 10,5 (n=23)

GB-10 20,0 mg'°B/Kg iv
20,4+ 8,6 (n=7)
33,2+ 13,4 (n=17)
25,0+ 9,8 (n=7)
125,9 + 38,7 (n=7)
24,8+5,9 (n=7)
27,0 £ 8,4 (n=7)
28,6+ 9,4 (n=7)
20,8+ 5,3 (n=6)
31,1+ 17,0 (n=6)
25,3+ 8,8 (n=7)
6,6+ 3,1 (n=4)
1,6 + 0,9 (n=17)
1,4+0,2 (n=17)

Tabla 2R. Protocolos de Administracion con compuestos borados combinados (BPA+GB-10) ensayados en el modelo
de metastasis hepaticas en ratas BDIX.Las concentraciones de B de las muestras de sangre y tejidos para los distintos

protocolos estan expresadas en ppm (media * D.E.). Por cada animal se midieron: 12 muestras de higado normal, 2
muestras de rifidn, 2 muestras de sangre y 1 muestra por cada uno de los tejidos restantes. El nimero de muestras
medidas por tumor dependié del tamafio del mismo. Cada animal tenia unnimero variable de tumores. Las relaciones
de concentracién de boro Tumor/Sangre (T/S) y Tumor/Higado Normal (T/HN) se calcularon para cada tumor teniendo
en cuenta el valor medio de las muestras correspondientes a ese tumor particular, y el valor promedio del higado

normal o sangrecorrespondiente a la rata que portaba dicho tumor. Los resultados estan expresados como media + D.E.

de las relaciones para cada uno de los tumores. (n: indica el nimero de ratas o tumores).

60

ppm 10

B Sangre

EPA 31,0 mg 10B/kg ip

B Tumor

BPA4G S mg 10B/kg ip

BHigado Normal

EPA 46,5 mg 10B/kg ip +iv

Fig. 1R. Valores de concentracidn absoluta de boro en sangre, tumor e higado normal (ppm: mediatD.E.) para los
protocolos potencialmente Gtiles con administracion de BPA en el modelo de metastasis hepaticas en ratas BDIX
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BSangre Tumor BHigado Normal

ppm 10g

BPA155mg 10B&y iv + B-10,500myg  BPA310mg 10Bkgin +GBI0345my  BPA46.5mg 10Bky ip+  GB-10,20 mg
1087k iv 10B/ky iv 1087k iv

Fig. 2R. Valores de concentracién absoluta de boro en sangre, tumor e higado normal (ppm: mediatD.E.) para los
protocolos potencialmente Gtiles con administracion de BPA+GB-10 en el modelo de metastasis hepaticas en ratas BDIX

Los altos valores de concentracién de B en rifion obtenidos en todos los protocolos
ensayados (debido a la eliminacién renal de los compuestos borados) y la proximidad anatdomica
que presentan el higado y los rifiones en la cavidad peritoneal, sugirieron la necesidad de proteger
los rifiones durante la irradiacién. Los protocolos que implicaron la administracién intraperitoneal
de compuestos borados produjeron la presencia de exceso de liquido con B residual en la cavidad
peritoneal, en el momento del muestreo. El volumen de este liquido fue variable y dificil de
muestrear de forma fiable. La concentracion de boro absoluta en el liquido intraperitoneal fue
extremadamente variable (aproximadamente entre 10 a 150 ppm). Debido a la amplia variabilidad
en el volumen del liquido intraperitoneal, el muestreo no fiable y el hecho de que no se observé
una correlacion entre el contenido de boro en la muestra medida y el valor de concentracion de B
en el tumor, los valores de concentracion de boro en el liquido intraperitoneal sélo se emplearon
como evidencia de la presencia de boro residual en la cavidad peritoneal. Este hallazgo evidencio
la conveniencia de lavar la cavidad peritoneal para eliminar el boro residual antes de las
irradiaciones y asi evitar posibles dafios adicionales a los tejidos normales que se encuentran
dentro del peritoneo. Dentro de éste contexto, se prestd particular atencidn al intestino. A pesar
de que éste exhibid una captacion relativamente baja de boro para todos protocolos (Tablas 1R y
2R), las reacciones de captura neutrdnica que ocurren en los atomos de boro residuales en la
cavidad peritoneal son especialmente peligrosos para la capa uUnica de células individuales que
posee el intestino. Cabe sefialar que la relevancia clinica del contenido de boro en cada uno de los
tejidos normales dependera del blanco de tratamiento y de la configuracion de irradiacion, lo cual
debe ser considerado dentro de cada contexto particular. Por ello, ademas de conocer los valores
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de concentracion de boro en tumor, los datos de biodistribucion de boro en los tejidos normales
son de utilidad para evaluar la viabilidad de BNCT en diferentes patologias y localizaciones.

1.1.1 Discusion

El presente estudio muestra la biodistribucién de dos portadores de boro para BNCT, BPA
y GB-10, ambos aceptados para su uso en seres humanos, en un modelo experimental de
metastasis hepaticas en ratas BDIX. El objetivo de éste estudio fue optimizar la entrega de
compuestos borados al tumor con el uso de diferentes niveles de dosis, vias de administracion y
combinaciones de distintos compuestos borados.

Una de las estrategias mas eficaces para optimizar BNCT es maximizar la entrega de boro
al tumor. Por el contrario, el incremento de la exposicidn a los neutrones, genera un aumento de
la dosis de fondo no especifica que reciben los tejidos normales y el tejido tumoral por igual, sin
originar beneficios, en términos de ventaja terapéutica en tumor. Sin embargo, la captacion
preferencial del compuesto borado por el tejido tumoral, puede no ser tan esencial para el éxito
de BNCT, como clasicamente estad descripto en la literatura (Coderre et al. 1998). Estudios previos
demostraron que en el caso de BNCT mediado por el compuesto borado GB-10 (quimicamente no
selectivo), la letalidad al tumor seria el resultado del dafo selectivo a los vasos sanguineos
aberrantes de tumor, en lugar de la captacion selectiva del B en las células tumorales (Trivillin et
al. 2006). Por lo tanto, cuando se requiere establecer el potencial clinico de un posible protocolo
de administracidn, se prestara especial atencion al contenido de boro absoluto del tumor.

El efecto bioldgico de BNCT dependera de los factores de eficacia bioldgica relativa (RBE)
de las componentes de dosis de irradiacion de alto LET y de las componentes de dosis de bajo LET,
del tejido en estudio y del parametro de evaluacion. Asimismo, la microdistribuciéon de diferentes
compuestos borados determinara la eficacia bioldgica relativa de un compuesto borado. Como se
definié en el inciso 2.1 de la Introduccidn, los factores de RBE para la componente de dosis boro
de la reaccién de captura °B (n, a) ’Li se denominan factores de eficacia bioldgica del compuesto
(CBE) (Morris et al. 1994). Dentro de este contexto, los factores de RBE y CBE para las diferentes
componentes de dosis de BNCT le daran al valor de la concentracion de boro un significado
especial, en términos de efectos biologicos. De esta forma, aunque los protocolos de
administracion de compuestos borados para BNCT se basan en los resultados de biodistribucién y
en conocimientos radiobioldgicos anteriores, el potencial terapéutico de un compuesto portador
de '°B solamente puede ser interpretado fehacientemente en estudios radiobiolégicos de BNCT in
vivo.

La administracion combinada de dos portadores de boro con diferentes propiedades
ymecanismos de captacién, contribuiria a una distribucion de boro mas homogénea en tumores
heterogéneos (Heber et al. 2006). Por esta razdn, los protocolos ensayados en el presente estudio
que implicaron la administracién combinada de BPA y GB-10 son interesantes para los estudios de
BNCT in vivo, ya que BNCT mediado por BPA+GB-10 combinaria mecanismos de accién tanto
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celulares como vasculares, los cuales estarian dirigidos a provocar dafio tumoral por vias
complementarias (Trivillin et al. 2006).

Sobre la base de los lineamientos que establecimos para determinar el potencial
terapéutico de un posible protocolo de administracion de compuesto borado (inciso 2.3 de la
Introduccién), seis de los protocolosensayados indicaron que podrian ser potencialmente Utiles
para estudios de BNCT in vivo. Ademas, uno de los protocolos (Protocolo 2: BPA 15,5 mg'°B/kg iv)
fue previamente ensayado por otro grupo (Roveda et al. 2004.) en el mismo modelo experimental,
determinando los valores de concentracién de boro en tumor e higado normal por una técnica
diferente de medicién de boro (espectrometria alfa), en lugar de la técnica de ICP-OES utilizada en
ésta tesis. Los valores de concentracion de boro en higado normal estuvieron dentro del rango
reportado en el presente estudio. Sin embargo, se encontraron diferencias en los valores de
concentraciéon de boro en tumor. El hecho de que los valores de concentracién de boro en el
tumor fueron mas altos que los valores informados en ésta tesis, podria atribuirse a la diferencia
de las técnicas de medicion del boro, ya que en el estudio de Roveda et al. (2004), los valores de
concentracidn de boro en tumor se corrigieronsegun la presencia de células tumorales no viables y
estroma en las muestras, originando asi un valor de concentracién de boro en tumor mayor que
los valores reportados en ésta tesis.

Se realizaron los cdlculos de dosis de los protocolos seleccionados para evaluar la
viabilidad de la realizacion de estudios de BNCT in vivoen el modelo de metastasis hepaticas en
ratas BDIX en la facilidad térmica del RA-3, caracterizado previamente (Miller et al. 2009; Pozzi et
al. 2009). A partir de éstos célculos se concluyd que seria necesario utilizar un blindaje construido
de carbonato de litio (enriquecido al 95% en °Li, absorbente de neutrones térmicos) para proteger
el cuerpo del animal mientras se expone el higado al flujo de neutrones, a través de una ventana o
apertura colimada en la tapa (Fig.3R).

Fig. 3R.Imagenes del blindaje de neutrones de ®Li,C0O5desarrollado para la irradiacion del higado en el modelo
experimental de metastasis hepaticas en ratas BDIX. En el interior se coloca una camilla de acrilico que sirve para

posicionar al animal de forma reproducible. (Pozzi et al., 2009).
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Sobre la base de un flujo de neutrones en campo libre de 2,22 x10° n/cm?s en la ubicacién
del higado y una tasa de dosis gamma en aire de 7,4 Gy/h enel sitio de irradiacion, los protocolos
de administracién de los compuestosborados seleccionados entregarian, en un rango de tiempo
de exposicion de 27-42 minutos, una dosis fisica minima absorbida total (sin corregir por los
valores de RBE y CBE), de 14 Gy al tumor y una dosis absorbida total maxima de 11 Gy al higado
normal. Dado el alto contenido de boro en los rifiones y su proximidad al higado, el protocolo de
tratamiento podria incluir el uso de lenglietas de acrilico para distanciar artificialmente los rifiones
de la abertura del colimador durante la irradiacidn. La dosis absorbida total del rifidn posicionado
dentro del blindaje, para el mismo rango de tiempo de exposicion, no excederia los 13,5 Gy. Estos
rangos de dosis absorbidasestandentrodel intervalo de dosis terapéuticamente util reportado para
las metdstasis hepaticas (Zonta et al. 2006) y el intervalo de dosis segura reportado para el higado
y el rifidn normal (Cardoso et al. 2007; Zonta et al. 2006).

Otro d6rgano de importancia que debe ser considerado en la terapia con BNCT dentro del
volumen de irradiacion en el modelo de metastasis hepaticas en ratas BDIX es el intestino, ya que
la colitis por radiacién es un efecto adverso potencial agudo que debe ser controlado con atencién
(Suzuki et al., 2012).Por lo tanto, se sugiere el lavado de la cavidad peritoneal con solucién
fisioldgica, para eliminar el boro residual antes de las irradiaciones y asi evitar posibles dafios
adicionales a los tejidos normales que se encuentran dentro del peritoneo, por ejemplo los
intestinos.

1.1.2 Conclusion

En el presente estudio se identificaron, segun los resultados de biodistribucién de boro,
seis protocolos de administracion de compuestos borados potencialmente utiles para el
tratamiento con BNCT en el modelo experimental de metdstasis hepaticas en ratas BDIX.

Ademas, los valores de concentracién absoluta media de boro en los tejidos normales
estudiados, podrian ser utilizados en los célculos de dosis para estimar la viabilidad y/o eficacia
terapéutica de BNCT en otros tipos tumorales y localizaciones, analizando los tejidos limitantes de
dosis correspondientes en cada caso.
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1.2 Estudios de Biodistribucion en el modelo de metastasis pulmonares difusas en
ratas BDIX con BPA, GB-10 y BPA + GB-10

No se observaron efectos tdxicos con ninguno de los protocolos de administracion de boro
ensayados en el modelo de metastasis pulmonares difusas en ratas BDIX. La Tabla 3R muestra los
resultados de la concentracion de boro media absoluta ([B]) expresada en ppm medida por ICP-
OES, de los diferentes tejidos y las relaciones de concentracion de B Metéstasis/Pulmon (M/P) y
Metastasis/Sangre (M/S), para los protocolos con compuestos borados individuales BPA 6 GB-10y
protocolos de administracion con compuestos borados combinados BPA+GB-10.

Los cinco protocolos estudiados mostraron captacion de boro preferencial por el tejido
tumoral respecto del pulmén normal (M/P: 1,2-1,9).

Los valores de [B] en el tumor para los protocolos 2 (BPA, 46,5 mg *°B/kg, ip), 4 (BPA, 46,5
mg '°B kg, ip + GB-10, 20,0 mg "°B/kg, iv) y 5 (BPA, 31 mg '°B/kg, ip + GB-10, 34,5 mg "°B/kg, iv)
variaron entre 23 y 76 ppm. Los valores de concentracidon de boro en tumor para los protocolos 1
(BPA, 18,0 mg °B/kg, ip) y 3 (GB-10, 50,0 mg '°B/kg, iv) mostraron valores de concentracién de
boro sub-éptimos ([B]<20 ppm) de aproximadamente 13 ppm.

Los valores de concentracion de boro en sangre correspondientes a los protocolos que
incluyeron GB-10 fueron iguales o mayores que los valores de concentracion de boro en tumor.

Para todos los protocolos, la concentracién de boro en los tejidos sanos dentro del
volumen de tratamiento para BNCT de pulmon in situ (ej. pulmdn, médula espinal, piel, corazon,
timo, diafragma y musculos intercostales), fueron en general iguales o menores que los valores de
concentracion de boro en tumor.
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Protocolo 1 2 3 4 5
BPA BPA
e . e 31,0 mgioB/Kg ip 46,5 mg:OB/Kg ip
10 . 10, . 10 .
18,0 mg B/Kgiv 46,5mg B/Kgip 50,0 mg B/Kgiv GB-10 GB.10
34,5mg'°B/Kgiv. 20,0 mg'°B/Kg iv
Sangre 6,11 2,4 (n=5) 13,7 £ 2,3 (n=5) 26,8 + 14,2 (n=6) 31,9+5,9 (n=4) 77,6 £14,7 (n=4)
Metastasis (M) 12,0+ 2,3 (n=17) 22,9+ 7,2 (n=48) 12,8+ 4,1 (n=5) 32,8 £ 8,7 (n=32) 75,7 £11,4 (n=18)
Pulmén (P) nd 12,2+7,2 (n=9) 10,3+ 2,4 (n=5) 28,3+5,6 (n=6) 20,8 £ 5,3 (n=6)
Pulmoén (PMS) 8,1+ 3,6 (n=5) nd 17,4+ 4,7 (n=12) nd 63,8+ 8,1 (n=4
Piel 5,9%1,7 (n=5) 18,51 7,9 (n=4) 16,1+ 8,7 (n=5) 17,4 3,9 (n=3) 45,0+ 11,2 (n=4)
Musculo Costal 10,8+ 2,3 (n=5) 25,0+ 2,6 (n=4) 19,5+ 1,1 (n=3) 35,5+5,8 (n=4)
Diafragma 9,5+ 2,0 (n=5) 25,9+ 7,7 (n=4) 4,8+2,2 (n=4) 34,2 +5,3 (n=3) 47,2+ 7,6 (n=4)
Xifoides 6,8+ 2,2 (n=5) e 9,8+ 3,7 (n=5) 22,0 (n=1) 40,0+ 11,1 (n=4)
Corazoén 6,8+ 2,6 (n=5) 14,9 £ 3,7 (n=4) 7,2%1,4 (n=5) 18,9+ 3,0 (n=3) 36,4 £ 8,9 (n=4)
Timo 7,5+1,7 (n=5) 19,2 +4,7 (n=4) 49+1,7 (n=5) 20,7 £ 6,0 (n=3) 24,5+ 3,9 (n=4)
Médula espinal 4,3+1,8 (n=5) 5,5+ 2,4 (n=8) 1,6 +0,8 (n=5) 4,7 +2,0 (n=5) 14,7 £ 4,2 (n=3)

Higado 7,5+3,6(n=5)  151+6,5(n=10)  7,2+2,8 (n=5) 21,8+45(n=3)  52,0+11,0 (n=4)
Rifi6n 21,4+6,3(n=5) 69,0+£32,1(n=10) 23,7+7,6(n=5) 126,5+25,0(n=6) 158,6+32,3 (n=4)
Bazo 6,022 (n=4)  20,1%8,6(n=10)  8,7+1,8 (n=5) 31,6+9,9 (n=6) 53,5+ 16,8 (n=4)
Intestino 7,5+23(n=5)  151+8,2(n=10)  5,0%2,3 (n=5) 16,4+7,4 (n=3) 39,1+ 10,6 (n=4)
Estémago 9,6+3,7(n=5) 18,7+11,0(n=10)  5,6+0,9 (n=5) 20,7+4,8(n=3)  43,9+13,3 (n=4)
M/P 1,7£0,4(n=33)  1,9+0,6(n=48)  1,2%0,4(n=20)  1,2%0,3 (n=32) 3,6%0,5 (n=18)
M/S 2,240,5(n=33) 1,7+0,4(n=48)  0,6+0,2(n=20)  1,0£0,3 (n=32) 0,8+0,1 (n=18)

Tabla 3R. Protocolos de Administracion con compuestos borados solos (BPA 6 GB-10) y protocolos combinados
(BPA+GB-10), ensayados en el modelo de metastasis pulmonares difusas en ratas BDIX.Las concentraciones de B de las
muestras de sangre y tejidos para los distintos protocolos estdn expresadas en ppm (media * D.E.). Las relaciones de
concentracion de boro Metastasis/Sangre (M/S) se calcularon para cada conjunto de metdéstasis teniendo en cuenta el
valor medio de las muestras correspondientes a ese conjunto en particular, y el valor medio de sangrecorrespondiente a
la rata que portaba dichas metdéstasis. En el caso de la relacién de concentracién de boro Metastasis/Pulmén se uso el
valor de pulmén sano tomado de estudios previos de nuestro grupo (Garabalino et al.,, 2011) ya que el pulmén
“mayormente sano” (PMS) tomado de las ratas con metastasis difusas de pulmén podria tener focos metastasicos no
visibles, dando lugar a una gran dispersion en los datos. Los resultados estan expresados como media % D.E. (n: indica el
numero de ratas o metastasis; nd: no disponible).

A partir de éstos resultados, los protocolos 2, 4 y 5 se seleccionaron como protocolos de
administracion con potencialidad terapéutica, ya que tienen altos valores absolutos de
concentracion de boro en metastasis (>20ppm) y relaciones de concentracién de boro Tumor/
tejido normal >1. Estos protocolos serian candidatos para realizar evaluaciones radiobioldgicasen
estudios de BNCTin vivo.

Con respecto a la evaluacion de las concentraciones de B considerando la posibilidad de la
técnica de BNCT ex situ, la Tabla 4R muestra los valores de concentracion de boro para las
muestras de pulmon y metastasis perfundidas, en comparacion con los valores para las muestras
correspondientes de tejido no perfundido, expresadas en ppm * D.E.La perfusidon indujo una
reduccion estadisticamente significativa (test t de Student < 0,0006) en la concentracion de boro
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en las metastasis y el tejido pulmonar, lo cual implicé un aumento en la relacién de concentracion
de boro metastasis/pulmén (M/P) de 1,9 a 3,0.

Protocolo 1 2

BPA
46,5 mg'°B/Kg iv
c/Perfusién Local

BPA
46,5 mg'°B/Kg ip

Sangre 13,7+ 2,3 (n=5) 11,7+ 1,9 (n=3)
Metastasis (M) 22,9+ 7,2 (n=48)(*) 11,2 £ 2,3 (n=23)(*)
Pulmén (P) 12,2 +£7,2 (n=9)(*) 3,7+ 3,1 (n=15)(*)
m/P 1,9+ 0,6 (n=48) 3,0 £0,6 (n=23)

Tabla 4R. Protocolos de administracion con BPA con o sin perfusidn local.Las concentraciones de B de las muestras
de sangre y tejidos estan expresadas en ppm (media = D.E.). Las relaciones de concentracion de boro Metdstasis/Pulmdn
(M/P) se calcularon para cada conjunto de metastasis teniendo en cuenta el valor medio de concentracidn de boro de
las muestras correspondientes a ese conjunto en particular, y el valor medio de pulmdn correspondiente a la rata que
portaba dichas metastasis. Los resultados estan expresados como media + D.E., de las relaciones para cada una de las
metastasis. (n: indica el nUmero de ratas o metastasis). (*) Test t Student p <0,0006.

1.2.1 Discusion

Tanto el GB-10 como el BPA estan aprobados para su uso en seres humanos por la Food
and Drug Administration (F.D.A.) y por lo tanto son particularmente interesantes para su
evaluacion en modelos experimentales (ej., Molinari et al, 2011; Kankaanranta et al, 2012). Hasta
la fecha sélo se ha utilizado al BPA como portador Unico de boro para BNCT en metastasis
pulmonares difusas. Dentro de la propagacién caracteristica en los valores de concentracion de
boro, los resultados reportados en el presente estudio para el protocolo 1 (BPA 18 mg B/kg iv) se
encontraron dentro del rango de valores publicados previamente para BPA, suponiendo una
correccion lineal, para las diferentes dosis de boro administradas (Suzuki et al., 2007; Bortolussi et
al, 2011).Debido a nuestravasta experiencia con GB-10 en el modelo del hamster, su probada
eficacia terapéutica en tumor con escaso efecto en tejido normal (sobre la base de un efecto
selectivo sobre los vasos sanguineos tumorales aberrantes en lugar de una captacion tumoral
selectiva), su falta de toxicidad a dosis altas y la facilidad de manipuleo del compuesto (por
ejemplo, Trivillin et al., 2006)) nos llevd a realizar los presentes experimentos con GB-10, BPA y
BPA+GB-10. Dada la similitud en el mecanismo de incorporacién de BSH y GB-10 a las células
(mediante el mecanismo de difusién), la larga trayectoria en ensayos clinicos en seres humanos de
BSH (ej. Yamamoto et al., 2008) y los resultados obtenidos en el presente estudio, seria
importante llevar a cabo en un futuro, estudios de biodistribucion y eficacia terapéutica de BNCT
con GB-10 en ensayos clinicos.

Teniendo en cuenta que las estrategias actuales de tratamiento para diferentes patologias
de cancer no han logrado mejorar la supervivencia como se esperaba, BNCT surge como una
modalidad de tratamiento digna de evaluacién. En la radioterapia convencional externa, es dificil
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administrar dosis curativas a las células malignas pulmonares sin causar neumonitis por radiacion
en el pulmdn sano (Suzuki et al., 2007). En ésta situacion, BNCT puede ofrecer un gradiente de
dosis entre las células tumorales y normales, ya que los &tomos de'®B se acumulan
preferentemente en las células tumorales. Por otra parte, el hecho de que BNCT se basa en un
targeting bioldgico, en lugar de geométrico, lo hace ideal para el tratamiento de micrometastasis
indetectables e infiltracion de células tumorales (ej. Bortolussi et al., 2011; Pozzi et al., 2012).
Ademas, con eltratamiento de BNCT no es necesario realizar ajustes debido a los movimientos
respiratorios habituales del paciente (Bortolussi et al., 2011).

Si se trataran con BNCT una gran cantidad dediseminaciones metastdsicaspulmonares de
células grandes, acopladas a un control tumor significativo después de realizar BNCT, se debe
considerar la potencial toxicidad en términos de reacciones inflamatorias agudas potencialmente
inducidas en los pulmones por los restos de células muertas y productos de degradacién
asociados. Dentro de este contexto, la neumonitis por radiacion podria ser mas grave de lo
previsto en base a la dosis administrada (Bakeine et al., 2009). Este fendmeno se observo en los
pacientes con metastasis hepdticas tratados con BNCT ex situ (Zonta et al., 2006) y debe ser
considerada dentro de las complejidades de la prescripcion de dosis en BNCT. Sin embargo, esta
cuestidon no ha sido abordada en profundidad hasta la fecha.

Sobre la base de los datos de biodistribucién que demostraron ser potencialmente utiles,
se evalud la viabilidad de realizar tratamientos de BNCT in vivo en el modelo experimental de
metastasis pulmonares en ratas BDIX, en la facilidad térmica del RA-3 (Miller et al., 2009). Se
determind que para realizar las irradiaciones era necesario disefiar, construir y caracterizar un
dispositivo de proteccién (blindaje) adecuado, construido a partir de °LiCO;, para proteger el
cuerpo del animal durante la exposicién de neutrones de la zona del pulmdn, a través de una
abertura colimada (Razetti et al., 2014). Los calculos dosimétricos se basaron en los datos de
biodistribucion del protocolo 2 (BPA a 46,5 mg °B/kg, ip) y los datos de flujo de neutrones
térmicos para el dispositivo de proteccidn fueron tomados del trabajo de Bortolussi et al., 2011.
Las restricciones de dosis impuestas al pulmén sano fueron que la dosis maxima sea menor al8.6
Gy, la dosis media menor a 9.1 Gy,, y que menos del 30% del volumen pulmonar reciba 9,1 Gy,,.
Las restricciones de dosis también se impusieron a los drganos mds sensibles expuestos a través
de la abertura colimada, es decir, el corazén (dosis maxima < 10.4 Gy,,) y la médula espinal (dosis
maxima < 13 Gy,,). Las restricciones de dosis adoptadas por los érganos de riesgo se tomaron del
informe QUANTEC para la terapia de fotones convencional (Bentzen et al., 2010) y, cuando fue
necesario, se tradujeron las dosis de fracciones individuales y las relaciones alfa/beta utilizando el
modelo LQ.

Las dosis se calcularon empleando valores de factores de RBE y CBE para BPA previamente
informados: CBE de 1,4 para pulmon (Kiger et al., 2008), CBE de 3,8 para el tumor (Coderre et al.,
1993), CBE de 2,5 para piel (Gonzalez et al., 2004), y un factor de RBE para neutrones de 3 para
todos los tejidos (Kiger et al., 2008). Sobre la base de estas consideraciones dosimétricas y un
tiempo medio de irradiacién de 20 minutos, el pulmdn recibiria una dosis media de 6,7 + 1,7 Gy, y
una dosis maxima de 9,5 *+ 2,6 Gy, y el volumen de planificacion de tratamiento (teniendo en
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cuenta todo el pulmén como metastasis) recibiria una dosis media de 18,6 *+ 4,6 Gy,, y una dosis
maxima de 27,7 £7,1 Gy,. Dentro de este contexto, el tratamiento con BNCT en la facilidad
térmica del RA-3 para metastasis pulmonares experimentales, seria factible y potencialmente
terapéutico sin exceder la radiotolerancia en el pulmén sano.

La técnica de BNCT ex-situ, la cual se basa en la irradiacion extracorpérea y autotrasplante,
permite optimizar la distribucion de dosis (Zonta et al., 2006; Wortmann y Knorr, 2012), mereceria
mayor cantidad de estudios. Dentro de este contexto, los datos de biodistribucion obtenidos en
los 6rganos perfundidos sugieren una posible reduccion en la concentracién de boro y deben
tenerse en cuenta al realizar los calculos de dosis para los tratamientos con BNCT ex-situde
metastasis pulmonares difusas.

1.2.2 Conclusion

El presente estudio mostrd el potencial valor terapéutico de diferentes protocolos de
administracion de compuestos borados (BPA, GB-10 y BPA+GB-10) en el modelo de metdastasis
pulmonares difusas en ratas BDIX. Tres de los cinco protocolos evaluados presentaronuna
captacién de boro en metastasis preferencial respecto del tejido normal (M/P) y de la sangre
(M/S) y los resultados de valores absolutos de concentracion de boro en tumorestuvieron dentro
del rango potencialmente terapéutico ( [B]> 20 ppm), permitiendo considerarsu evaluacion
radiobioldgica en estudios de BNCT in vivo.

De igual manera, para evaluar la homogeneidad de captacion y localizacion del boro y para
establecer la correlacién espacial entre el contenido de boro y la invasion tumoral en muestras de
pulman (ej. Bortolussi et al., 2011) seria beneficioso realizar estudios de microdistribucion de boro
complementarios por la técnica de autorradiografia neutrdnica.

Con respecto al ensayo de perfusion, en un dérgano pequefio,la técnica implica ciertas
restricciones que pueden causar que el érgano sufra un exceso de retencidéndel liquido,
aumentando artificialmente la reduccidn post-perfusidon de la concentracién de boro medida. Por
lo tanto, los resultados obtenidos en el presente estudio no son concluyentes, pero si sugieren que
existirian posibles cambios en la concentracidn de boro en los érganos perfundidos, los cuales
deben tenerse en cuenta al realizar los calculos de dosis para los tratamientos que impliquen el
tratamiento con BNCTex-situy que por lo tanto requieran la perfusion del 6rgano explantado con
soluciéon de preservacion para mantener su funcionalidad hasta el momento en que se reimplante
post-BNCT.
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1.3 Estudios de Biodistribucion en el modelo de pulmén sano de oveja

La Fig. 4R muestra los resultados del estudio de cinética de captacién de boro para sangre
de la oveja 4 ajustados siguiendo el modelo de cinética abierto de dos compartimentos usado para
humanos y reportado en Kiger et al. (2001). La concentracién de boro en la sangre alcanzé un
valor maximo al final de la infusion de 49,5 + 7,8 ug/gy a los 65 minutos luego de fin de infusion el
valor fue de 16,9+ 0,2 ug/g. Luego comenzdé a decrecer exhibiendo el comportamiento bi-

exponencial esperado.
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Fig. 4R. Perfil de concentracion de boro medido en funcién de tiempo junto con el ajuste correspondiente para
sangre de la oveja 4. Se muestran los errores experimentales de +8% y las bandas de confianza del 95%.

Los parametros del modelo obtenidos para el perfil de concentraciéon de boro en sangre
fueron k;= 0,22 min-1 (constante de equilibrio 1), k,= 0,012 min-1 (constante de equilibrio 2), ks=
0,0068 min-1 (constante de eliminacién) y Vd= 0,00247 Kg/Kg (volumen de distribucion),
encontrandose éstos valores dentro de los pardmetros promedio (+ 1c) reportados por Kiger et.
al(2000).

Por otro lado, segin lo mencionado en el inciso 6.4 de la Introduccidon de ésta tesis,
realizamos la experiencia de perfusién de pulmén en ovejas, para evaluar la concentracién
absoluta de boro en ese 6rgano luego de los procesos de escisidn, lavado y perfusiéon requeridos
en el procedimiento de irradiacion ex—situ. Previo a la realizacién del explante, lavado y perfusion
de cada pulmdn, se tomaron 6 muestras de cada uno delos pulmones (izquierdo a las 2 h y
derecho a las 3 hs post administracién del BPA) de la oveja 4 con el objetivo de evaluar la
captacion de boro pre-explante sin perfusion (Tabla 5R).
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Oveja 4

Pulmén izquierdo

Media 27,1
D.E. 2,7
n 6

Pulmén derecho

24,1

2,1

Tabla 5R. Resultados de la concentracion de B de los pulmones izquierdo y derecho antes de realizar el
procedimiento de explante del 6rgano (D.E.: desviacion estandar; n: nimero de muestras).

Luego de llevarse a cabo el procedimiento de lavado y perfusién de los pulmones, se
sacaron muestras de diferentes sitios de cada drgano y se midieron las concentraciones de B por la

técnica de ICP-OES (Tabla 6R).

Oveja 4
Pulmon izquierdo Pulmoén derecho
post explante, lavado y perfusion post explante, lavado y perfusion
(ppm) (ppm)

Muestra 1 14,5 13,6
Muestra 2 8,4 11,8
Muestra 3 8,3 16,2
Muestra 4 6,7 13,9
Muestra 5 7,4 16,3
Muestra 6 6,0 12,4
Muestra 7 8,5 13,4
Muestra 8 13,6 15,1
Muestra 9 8,8 13,0
Muestra 10 10,0 12,7
Muestra 11 11,3 13,5
Muestra 12 8,2 14,3
Muestra 13 10,4 12,5
Muestra 14 5,7

Muestra 15 11,1

Muestra 16 7,7

Media £ D.E 9,2+2,5 13,7+1,4

(n) (n=16) (n=13)

Tabla 6R. Resultados de la concentracion de B de los pulmones izquierdo y derecho de la oveja 4 en ppmluego de
realizar el procedimiento de explante, lavado y perfusién del dérgano (D.E.: desviacién estdndar; n: nimero de

muestras).
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Estos valores de concentracion de B de los pulmones explantados y perfundidos de la
oveja 4, fueron comparados con los obtenidos en los ensayos de perfusion realizados
anteriormente en las ovejas 2 y 3 (Farias y Garabalino et al.,, 2015). La Fig. 5R presenta los
resultados de las mediciones de las muestras obtenidas en cada pulmén perfundido, y las franjas
correspondientes al valor medio de la concentracidn de boro (£8%) para los pulmones (derecho e
izquierdo) de la oveja 4 y los pulmones de las ovejas 2 y 3.
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Fig.5R Comparacidn de la concentracidn de boro en los pulmones (izquierdo y/o derecho) de las ovejas 2, 3 y 4. Cada
punto representa el valor medio de la concentracidon de boro en cada una de las muestras del pulmdn explantado y
perfundido, con el error asociado (+8%), de la oveja 2 (verde), 3 (rojo) y 4 (azul y celeste).

Se observo que en mas del 95% del total de las muestras medidas (n de muestras de
ovejas 2y 3 = 128; n de muestras de oveja 4 = 29; n total de muestras de las ovejas 2,3 y 4 = 157),
la concentracion de boro de los cuatro pulmones perfundidos de las tres ovejas, se encuentran
dentro del intervalo * 2c.

La concentracién de B en los pulmones perfundidos es similar a los ensayos anteriores
(Farias y Garabalino et al. 2015) donde también se muestra que la captacion de BPA es uniforme
en ambos pulmones. En este contexto, calculamos el porcentaje de boro retenido en cada uno de
los pulmones de la oveja 4luego de los procesos de escisidn, lavado y perfusidon, expresandolos
comoFactor de Retencion (segun el inciso 6.3 de Materiales y Métodos), obteniéndose los valores
de 0,34+ 0,10, para pulmén izquierdo y 0,57 + 0,08 para pulmdn derecho.

La Fig. 6R muestra las distribuciones empiricas de los factores de retencion de BPA de los
pulmones de las ovejas 2,3 y 4 por separado y de los cuatro I6bulos pulmonares de las 3 ovejas
juntas (considerando las 157 muestras tomadas) luego del procedimiento de perfusion, ajustadas
adecuadamente a partir de distribuciones log-normales.
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Fig.6R Funciones de densidad de probabilidad de los factores de retencién a partir de los datos empiricos de los
pulmones perfundidos de la oveja 2 (Ov2: verde), 3 (Ov3: rojo) y 4 (Ov4 4: celeste y Ov4 ;,4: azul) y del conjunto de las
157 muestras tomadas de los 4 pulmones perfundidos (Ovs: negro).

De éstos resultados se puede inferir que la perfusién arterial del érgano con las soluciones
gue aseguran las condiciones de preservacion generaria, de forma inevitable, una distribucién de
boro remanente no homogénea en el érgano explantado. También se observé que el valor de
factor de retencidén (fz) de todas las muestras de pulmon perfundidas fue de 0,46 + 0,15, lo cual
sugiere que un amplio porcentaje del volumen pulmonar retiene alrededor de la mitad de la
concentracién de boro alcanzada pre-perfusion.

1.3.1 Discusion

Se pudo determinar que los resultados de los valores de k en sangre para la oveja 4 se
encontraron dentro de los parametros promedio (+ 10) reportados previamente por nuestro
grupo de trabajo (Farias y Garabalino et al., 2015) y por Kiger et al. (2001) para 10 pacientes
tratados por BNCT a los que se le administré la misma dosis de BPA que la considerada en los
estudios en oveja.

La concentracion de boro en sangre para el modelo animal, 60 minutos luego del fin de
infusion, fue de 16,9 + 0,2 pg/g. Este valor fue muy similar a los valores de concentracién media de
boro en sangre reportados en humanos, cercanos a 20 ug/g (Farias y Garabalino et al., 2015), para
la misma dosis de BPA y el mismo tiempo post-administracién. Estos resultados sugieren que el
modelo animal se ajusta al humano. Por lo tanto, se sugiere que el modelo pre-clinico en animal
grande seria un sustituto adecuado para inferir la cinética y captacidn de compuestos borados en
humanos.

Los resultados de los perfiles de concentracion de boro en pulmén medidos en el trabajo
previo de Farias y Garabalino et al., 2015; sugieren fuertemente que la distribucién de BPA es

153



espacialmente homogénea en dicho 6rgano. El hecho de que la relacion Pulmén/Sangre (P/S)
permanezca casi constante en el momento en que comienza la fase de liberacién lenta, permitiria
que la concentracidn sanguinea de boro se use como una cuantificacion indirectade Ia
concentracion de boro estimada en el pulmdn sano explantado.Estas relaciones serian muy
valiosas en un escenario clinico debido a la complejidad ya veces la imposibilidad de medir la
concentraciéon de boro en pulmon durante el tratamiento. Cabe destacar que los estudios de
biodistribucién se realizaron utilizando ambos pulmones, haciendo que los resultados sean
igualmente validos para el pulmdn izquierdo y derecho.

El modelo animal preclinico propuesto para éste ensayo también permitié el estudio del
pulmén explantado. Se esperaba que la concentracion de boro disminuyera como resultado de la
aplicacion del protocolo de conservacidon, mediante perfusion, requerido para preservar la funcion
del pulmén tratado para ser reimplantado. En éste trabajo se obtuvo la distribucion del factor de
retencién de boro después de la perfusion de drganos para cuatro pulmones sanos provenientes
de tres ovejas.El valor del factor de retencidén que resulta del andlisis de los 4 pulmones sanos
explantados de las ovejas y los datos de pulmdén perfundido en el modelo de metastasis
pulmonares difusas en ratas BDIX mostrados en Resultados de ésta tesis (inciso 1.2) indican que la
perfusidn genera una pérdida de mas del 50% del boro incorporado. Los factores de retencién
obtenidos en el modelo animal pequefio para pulmdn sano y tumor fueron de 0,33 £+ 0,31y 0,49 +
0,18, respectivamente. En este modelo, la pérdida del compuesto borado en el pulmdn sano
pareceria ser superior a la pérdida que ocasiona la perfusidén en tumor, aunque ésta diferencia no
alcanzo significancia estadistica. Cabe aclarar que, debido a las complicaciones técnicas asociadas
con la perfusion del pulmon en el modelo de animal pequenio, es posible que el érgano retenga un
exceso de fluidos, disminuyendo en forma artificial la concentracién de boro en el tejido sano.

Los estudios de biodistribucion de BPA realizados con ovejas adultas normales mostraron
que la cinética del boro en sangre, pulmdén y piel representaria adecuadamente el
comportamiento y la captacién absoluta del boro esperada en tejidos humanos, proporcionando
asi valores que pueden ser usados en calculos dosimétricos (Farias y Garabalino et al, 2015). El
estudio de la cinética del boro en un Unico animal grande por muestreos sucesivos proporciona un
perfil cinético "verdaderamente in vivo", al contrario de lo que ocurre en el caso de los estudios de
biodistribucién realizados en animales pequefios, donde el perfil cinético se reconstruye a partir
de los datos correspondientes de diferentes grupos de animales eutanasiados en diferentes
momentos.

1.3.2 Conclusion
Este trabajo aborda los requisitos preclinicos y la viabilidad de BNCT para el tratamiento
de tumores pulmonares difusos considerando un nuevo procedimiento de irradiacion ex situ. Las

nuevas ideas derivadas de este trabajo eran inexistentes hasta la fecha y son absolutamente
necesarias para iniciar el estudio de radiotolerancia de pulmon sano utilizando BNCT.
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Los resultados presentados en éste trabajo refuerzan la hipédtesis segun la cual el modelo
pre-clinico en animal grande seria un sustituto adecuado para inferir la cinética y captacion del
compuesto en humanos y asi poder determinar una dosimetria precisa y segura para los pacientes.
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1.4 Estudio de Biodistribucion en el modelo de cancer oral en hamster con BSH

Los resultados de la variacion en el peso corporal durante el estudio de toxicidad conBSH
en el modelo de cédncer oral de la bolsa de la mejilla del hamster, se muestran en la Fig. 7R.
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Fig.7R Resultados de la variacién en el peso corporal durante el ensayo de toxicidad del BSH en el modelo de cancer
oral en hamster. Variacion del peso corporal durante un periodo de 28 dias con o sin administracion de BSH 50 mglOB/Kg
iv en animales sanos o cancerizados con DMBA.

Se pudo observar que los animales sanos (no cancerizados) inyectados o no con el
compuesto borado, aumentaron de peso de forma gradual en un porcentaje que varié entre 6,8 y
22 % a lo largo de un periodo de 28 dias. En cambio, en el caso de los animales cancerizados a los
cuales no se les administrd BSH, se pudo notar una disminucién del peso corporal de entre 1,6 y
2,4 %. Una diferencia aun mas notoria se observd en los hamsters cancerizados inyectados con la
solucién de BSH. En éste grupo las disminuciones del peso corporal estuvieron alrededor del 10 %
a los 7 dias post-administracién de BSH. Ademds, podemos mencionar que no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de hamsters cancerizados con BSH
comparado con los grupos de cancerizados sin BSH y normales sin BSH. Sin embargo, se observé
que, en el grupo de hamsters cancerizados que recibieron la dosis de BSH 50 mg'°B/Kg iv, la
disminucién de peso fue estadisticamente significativa vs los animales sanos sin la administracion
de BSH a los 7, 14, 21 y 28 dias (p= 0,0455, p= 0,0259, p= 0.0176 y p= 0,0251, respectivamente).
Ademas se encontrd una variacion de peso corporal a los 14 dias entre el grupo de hamsters
cancerizados sin BSH y normales sin BSH (p=0,0249). Entre los grupos de hamsters normales con o
sin administracion de BSH, no se notaron diferencias de peso significativas. A pesar que al final del
periodo de 28 dias los animales cancerizados con BSH no recuperaron el peso perdido, no se
observaron cambios en los signos clinicos y demas aspectos considerados en la evaluacién de
toxicidad (aspecto general, pelaje, movilidad, sintomas neuroldgicos, presencia de diarrea, etc.).
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Frente a éstos resultados y paradilucidar el contenido de BSH ydimeros en las soluciones
de BSH nos contactamos con la firma proveedora del compuesto borado (Katchem Ltd.- Republica
Checa) en el 14th International Congress on Neutron Capture Therapy. El Dr. Otomar Kriz
gentilmente se llevé una muestra de nuestro BSH en polvo y la analizé por medio de la técnica de
HPLC en las condiciones empleadas por el proveedor para estudios de control de calidad. Los
resultados fueron: pureza de BSH 98,3 %, contenido de BSSB 1,3 % y contenido de BS(O)SB 0,4 %.

En base a estos resultados y estudios clinicos y experimentales en otras patologias (por
ejemplo Gibson et al., 2003), se decidié utilizar el BSH 0,084 M a una dosis de BSH 50 mg'°B/Kg
para los estudios de biodistribucidn subsiguientes.

No se observaron efectos téxicos con ninguno de los protocolos de administracion
analizados en los estudios de biodistribucién conBSH 50 mg'°B/Kg iv realizados en el modelo de
cancer oral en la bolsa de la mejilla del hamster. La Tabla 7R muestra los resultados del estudio
cinético de la concentracion de boro media absoluta ([B]) en la sangre y los diferentes tejidos,
expresados en ppm como media + D.E, medida por las técnicas de ICP-OES & ICP-MS. La Tabla 8R
muestra las relaciones de concentracion de boro Tumor/Bolsa Normal (T/BN) y Tumor/Sangre
(T/S), correspondientes a los diferentes tiempos ensayados con BSH a una dosis de 50 mg '°B/Kg.
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Protocolo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
BSH 50 mg “°B/Kg iv
Tiempo
post 3 hs 4 hs 5 hs 6 hs 7 hs 8 hs 9 hs 10 hs 12 hs
adminis.
sangre (S) 62,5+24,8 60,8+ 17,0 37,1+5,4 82,6+ 15,5 23,4+9,3 56,3+ 19,0 31,1+10,5 66,7 +10,1 14,4 +£9,0
(n=5) (n=5) (n=5) (n=6) (n=5) (n=4) (n=5) (n=3) (n=5)
Tumor (T) 30,1+ 15,0 26,0t 8,6 24,3+9,3 342+7,1 23,7+14,0 28,3+6,4 24,1+7,9 34,717,2 92+24
(n=19) (n=33) (n=17) (n=18) (n=15) (n=13) (n=27) (n=7) (n=19)
N?)‘::\aal 27,2+11,2 21,4+6,9 21,3+6,4 30,9t6,4 17,1+10,1 21,7+4,6 17,559 27,2132 53*24
(BN) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=4) (n=5) (n=3) (n=5)
Precan. 34,7t12,4 30,4+8,5 26,5+8,3 39,5+10,8 18,9+ 10,5 25,1+7,2 21,4+7,7 29,9+2,9 59+2,7
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=4) (n=5) (n=3) (n=5)
Carrillo 23,7+12,3 21,4+9,4 16,8 5,7 37,1+26,1 13,784 16,3*5,1 223+2,4 19,5+5,0 42+1,8
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=4) (n=5) (n=3) (n=5)
paladar 40,2+18,4 33,2+12,2 24,3+5,5 49,4+ 8,6 18,0+9,0 22,1+5,7 28,2+5,8 44,1 £15,4 84+24
(n=4) (n=5) (n=5) (n=3) (n=5) (n=4) (n=5) (n=3) (n=5)
parétida 11,3£5,1 19,1+17,8 10,8 £3,6 21,9+11,6 8,6t3,3 10,0£3,9 79t1,6 10,6 £0,8 2,6+0,9
(n=5) (n=5) (n=5) (n=4) (n=4) (n=3) (n=5) (n=3) (n=5)
e 29,0+ 15,1 19,4+11,9 20,4+4,9 33,2%6,0 17,6 +11,0 21,3%+6,2 15,7+8,6 21,0+2,8 49+1,4
(n=4) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=4) (n=5) (n=3) (n=5)
Higado 143,1+80,2 171,3t76,7 945%31,2 214,1+86,4 51,1+33,8 77,5+25,1 76,8 36,0 93,3138,0 13,5+6,3
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=4) (n=5) (n=3) (n=5)
Bazo 23,8+ 10,5 20,3+10,9 18,5+ 8,4 28,416,0 11,6+5,1 22,8+3,2 14,4 +5,3 46,6 £ 2,5 4,1+0,9
(n=5) (n=4) (n=5) (n=4) (n=5) (n=4) (n=5) (n=3) (n=5)
Rifi6N 91,0+ 36,8 100,7t30,6 112,7t616 93,7+354 43,7 £25,1 43,7 £12,5 65,0+ 24,9 84,5122,9 18,6 6,4
(n=5) (n=4) (n=5) (n=5) (n=5) (n=4) (n=5) (n=3) (n=5)
Pulmén 60,9t 28,4 26,8+16,4 255+1,2 40,7 £18,3 92+3,5 26,6 £ 6,5 28,1+11,0 32,6+9,5 84+2,1
(n=4) (n=4) (n=5) (n=4) (n=4) (n=4) (n=5) (n=3) (n=5)
Piel 32,8+7,1 18,6 £ 8,6 25,9+9,1 26,2+ 15,3 22,6 £16,1 24,4+5,3 17,4£5,0 23,8+4,7 57%+3,4
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=8) (n=5) (n=3) (n=5)
Médula 1,1+0,8 56*3,9 41+1,8 5524 2,2t1,6 1,7t0,4 44112 2,0+0,2 0,7%0,2
espinal (n=4) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=4) (n=5) (n=3) (n=5)
Cerebro 1,3+1,0 2,2t1,8 1,4+0,5 45122 09+0,4 1,3+0,5 2,3t0,8 09+04 0,5%0,2
(n=4) (n=4) (n=5) (n=5) (n=4) (n=4) (n=5) (n=3) (n=5)

Tabla 7R. Protocolos del estudio de biodistribucién con BSH 50 mgloB/Kg ensayados en el modelo de cédncer oral en

la bolsa de la mejilla del hamster.Las concentraciones de B de las muestras de sangre y tejidos para los distintos

protocolos estan expresadas en ppm (media = D.E.). (n: indica el nimero de hamsters o tumores).
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Protocolo 1 2 3 4 5 6 7 8 9

BSH 50 mg “°B/Kg iv

Tiempo

. 3 hs 4 hs 5 hs 6 hs 7 hs 8 hs 9hs 10hs 12hs
post adminis.
T/BN 1,3+0,4 1,4+0,4 1,3+0,4 1,1+0,2 1,8+0,3 1,3+0,2 1,4+0,4 1,3+0,2 1,8+ 0,6
(n=19) (n=33) (n=17) (n=18) (n=15) (n=13) (n=27) (n=7) (n=19)
/s 06+0,2 04t01 06*+0,2 04+0,1 1,0£0,2 06*+0,2 08+0,2 0,5t01 0,6+0,4

(n=19) (n=33) (n=17) (n=18) (n=15) (n=13) (n=27) (n=7) (n=19)

Tabla 8R. Relaciones de concentracion de boro Tumor/Bolsa Normal (T/BN) y Tumor/Sangre (T/S) calculadas para
cada tumor, teniendo en cuenta la concentracidon de B en ese tumor y el valor medio de la bolsa normal o sangre
correspondiente al hamster que portaba dichos tumores. Los resultados estan expresados en ppm como media + D.E.,
de las relaciones para cada uno de los tumores. (n: indica el nimero de tumores).

La concentracion de boro en el tumor alcanzé un valor maximo de aproximadamente 24-
35 ppm, entre 3y 10 h después de la administracién de BSH 50 mg'°B/Kg. Se observé una gran
dispersién en los valores de concentracion absoluta de boro en tumor. La relacién T/BN oscild
entre 1,1y 1,8 entre las 3 y 12 hs post administracién del BSH.

Los valores de concentracidn de boro absoluta en tejido precanceroso se encontraron, en
general, en el mismo intervalo que los valores de tejido normal de la bolsa y los tumores, en cada
uno de los tiempos ensayados. Los valores de concentracion de boro en sangre fueron
consistentemente mds altos que los valores de concentracidon de boro en la bolsa normal, tejido
precanceroso y tejido tumoral. En los casos en que los valores de concentracién de boro en
muestras de sangre y tejidos se cotejaron por ICP-MS, no se encontraron diferencias significativas
con los valores obtenidos por ICP-OES.

El comportamiento promedio de la concentracién de boro en sangre, tejido precanceroso
y bolsa normal del estudio de biodistribucién con BSH 50 mg'°B/Kg en el modelo de cancer oral en
la bolsa de la mejilla del hamster se obtuvo ajustando los datos a un modelo cerrado de dos
compartimentos. Se calcularon para cada uno de los ajustes los valores estadisticos de R-cuadrado
(R%): 0,997 para sangre; 0,774 para bolsa normal; 0,775 para tejido precanceroso y 0,744 para
tumor, mostrando que el modelo de dos compartimentos explica al menos el 74% de la variacidn
de los datos sobre el valor medio (Fig. 8R). Cabe destacar que, a pesar de las oscilaciones que se
observan en la Tabla 8R en la concentracion media de boro en sangre, el modelo muestra una
tendencia de decrecimiento de las concentraciones de boro con el tiempo.
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Fig.8R. Concentracién media de °B+D.E. de los diferentes tiempos ensayados para sangre, bolsa normal, tejido
precanceroso y tumor, ajustados segun el modelo de dos compartimentos. El ajuste se realizé con todos los valores
individuales para cada tejido. Los perfiles de concentracidn de boro estan representados en funcién del tiempodespués
de la administracion de BSH 50 mglOB/Kg. La linea punteada en el valor constante de 20 ppm indica el valor minimo de
concentracion de boro en el tumor considerado terapéuticamentedtil. (Obtenido de Garabalino et al., 2013)

La Fig. 9R se construyo sobre la base de las curvas ajustadas de la Fig. 8R y el objetivo fue
determinar el "mejor" escenario de irradiacién que optimiza el intervalo entre la administracion
de BSH y la irradiacion con neutrones, en el reactor nuclear RA-3 (Miller et al., 2009). De acuerdo
con estudios previos de las dosis toleradas en el tejido precanceroso limitante de dosis en el
modelo de cancer oral en hamster (ej. Kreimann et al 2001b; Trivillin et al., 2006), se establecié la
dosis de 5 Gy como la dosis total absorbida limite para el tejido precanceroso. La Fig. 9R muestra
la dosis total absorbida para diferentes tiempos de inicio del tratamiento (intervalo de tiempo
entre la administracién de BSH y la irradiacién), la contribucion de la componente de dosis de boro
y la componente de dosis del sélo haz, y los tiempos de irradiacion correspondientes.

Teniendo en cuenta la restriccion de dosis de 5 Gy para tejido precanceroso como asi
también el requisito de que la concentracion de boro en tumor debe ser > 20 ppm y que el
intervalo de tiempo en el cual se haria la irradiacion debe ser tal que la dosis de irradiacion en
tumor sea mayor que la dosis en el tejido precanceroso, el intervalo dptimo entre la
administracion del BSH vy la irradiacion con neutrones oscilaria entre 7 y 11 h (420 y 660 min). El
tiempo de irradiacién para alcanzar una dosis terapéutica seria de entre 5 y 6 min. Debido a las
oscilaciones en los valores aparentes de concentracion de boro en sangre, ésta no fue utilizada
como una restriccidn para determinar el intervalo dptimo de irradiacion. Sin embargo, el intervalo
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entre 7 y 11 h post administracion del BSH se superpone con los valores de boro en sangre dentro
del rango mas bajo.
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Fig.9R. Representacién de la dosis total absorbida en tumor (linea sélida de color gris oscuro), entejido precanceroso
(lineanegra sdlida en 5 Gy) y en bolsa normal (linea sélida de color gris claro) para diferentes tiempos (post-
administracion de BSH) de inicio de irradiaciéon. También se muestra la contribucién de la componente de dosis de boro
en el tumor (linea oscura gris discontinua), tejido precanceroso (linea negra discontinua) y en bolsa normal (linea gris
clara discontinua) y la contribucién de la componente de dosis de sélo haz para todos los tejidos (linea gris oscura con
puntos de trazas). El tiempo de irradiacidon se representa en funcidn del tiempo de inicio (linea negra punteado)
(Obtenido de Garabalino et al., 2013).

Los elevados valores de concentracion absoluta media de boro en rifién (ej. 112,7 + 61,6
ppm)e higado (ej.214,1 + 86,4 ppm)sugieren la necesidad de proteger estos dorganos si se
encontrarandentro del volumen de tratamiento.

1.4.1 Discusion

Se conoce que el rifidn es el principal érgano excretor de BSH del cuerpo (Sweet et al.,
1986).Esto se pudo comprobar ya que la concentracion residual de boro en el rifidn supero varias
veces a los encontrados en otros érganos (Janku et al., 1993). Ademds el BSH produciria un efecto
directo sobre el nefrén del rifién y por éste motivo, se producirian disturbios en la funcién renal y
cardiovascular (LaHann et al., 1996) y una anemia asociada con la administracion como una
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consecuencia secundaria de un déficit de eritropoyetina, derivado del dafio de los sitios de
produccion de la misma situados en las células peritubulares del rifidn (Janku et al., 1993).

En estudios previos pre-clinicos realizados con BSH en conejos (Janku et al., 1993) se
detectaron severas lesiones nefrdticas luego de inyecciones diarias repetidas de BSH con dosis de
25 y 50 mg/Kg. Luego a través de las mediciones del clearance de insulina y el volumen de orina
excretado se observé que una administracion de dosis simple de BSH (como las sugeridas para
estudios clinicos), podia inducir cambios en la funcidén renal reversibles en rifiones de ratas sanas
(Horn et al., 1997). Estos resultados sugirieron que la presencia del grupo dianidnico sulfhidrilo
(SH') fuertemente nucleofilico del BSH es responsable de los efectos diuréticos y de la reduccidn
de la tasa glomerular de filtracidn. Sin embargo, se sospechd que estos efectos podrian deberse a
algunas impurezas presentes en la solucién de BSH (1,1 % de BSSB). Con el fin dilucidar si la
presencia del grupo SH™ o de las impurezas en la solucion de BSH eran las responsables de los
efectos nefrotéxicos, Horn y colaboradores repitieron los experimentos en ratas utilizando polvo
de BSH, cuyo proveedor (Centronic Ltd., Inglaterra), garantizaba la presencia de menos del 0,5%
de dimeros. Ellos encontraron que las alteraciones de la funcidn renal serian independientes del
origen del borocaptato, asi como del contenido de sus productos oxidados en la preparacion.
Aunque no se puede excluir un efecto directo de BSH sobre el nefrén, parece que los cambios en
la funcidn renal en la rata estan mediados, al menos en parte, por alteraciones en la funcién del
sistema cardiovascular, como describié LaHann et al. (1996). Segun estos autores, la elevacion
inicial de la presion arterial debido a un efecto inotrdpico positivo en el corazén y un aumento
masivo de la resistencia periférica, que resulta en una redistribucion significativa del flujo
sanguineo periférico, es seguida por hipotension. Por otra parte, seria dificil conectar los cambios
observados de la funcidon renal a nivel molecular con la estructura de la "jaula de borohidruro" en
si. Sin embargo, es mas probable que la presencia del grupo dianidénicoSH™ altamente nucledfilo
sea responsable de los efectos descritos por la reaccidn con sitios de macromoléculas bioldgicas
deficientes en electrones, a saber proteinas (ej. Nakagawa y Nagai, 1976 a,b,c ;Zhu-Tang et al.,
1995). Dicha vision puede estar respaldada por la toxicidad varias veces mayor del borocaptato en
comparacién con la toxicidad del anién simple de dodecaburohidrato B;,H;, (Soloway et al., 1967).

Por otro lado, los estudios de Marshall y colaboradores (1989) mostraron que una
disminucién del peso corporal en ratas con gliomas inyectadas con el dimero BSSB (dosis 490
mg/Kg), de hasta el 16 %, podria ser atribuida a efectos hepatotdxicos reversibles en los primeros
dias post administracion del dimero BSSB. En base a éstos antecedentes y los anteriormente
mencionados, nosotros podemos considerar que los resultados de los estudios de toxicidad
realizados con la soluciéon de BSH (98,3 % BSH, 1,3 % BSSB y 0,4% BS(O)SB)) en éste trabajo
coincidirian parcialmente con los de Marshall y colaboradores (1989). En nuestro caso la dosis
administrada de BSSB, en base a su % en la solucion de BSH, seria de 0,65 mg/Kg. En estos niveles
de dosis de BSSB no se observaron sintomas de toxicidad en los animales durante los 28 dias de
seguimiento.

Con respecto a la conservacion del BSH, el proveedor del mismo (Katchem Spol S.R.0.)
especifica que mientras el BSH se encuentre en forma sdlida, es estable por al menos 16 meses, si
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es almacenado protegido de la luz y el oxigeno a temperatura ambiente. Los primeros productos
de oxidacion son el dimero BSSB (NasB;;H1:SSB1,Hi1]) y el sulféoxido BS(O)SB
(Na,[B1,H11S(0)SB1,H11]), que aparecen 4 dias después de haber preparado la solucion para su
administracién. Por lo tanto, las soluciones de BSH pueden ser almacenadas a temperatura
ambiente, sélo por unos pocos dias. Por éste motivo, ellos realizaron ensayos para estudiar si se
podria evitar la formacidn del dimero y sus éxidos. Para ello, prepararonsoluciones de BSH (con
ningun contenido de dimero u éxido, medido por la técnica de cromatografia liquida de alta
performance, HPLC) usando agua estéril (filtrada con filtro de porosidad 0,22 um), y viales donde
se colocarian las soluciones, previamente burbujeados con gas nitrogeno (N,), para desplazar las
moléculas de oxigeno que estuvieran presentes. Una vez colocados un tapdn de goma y uno de
aluminio en los viales, las soluciones de BSH fueron almacenadas a temperatura ambiente o en
freezer a -22° durante 6 meses, en camaras en ausencia de oxigeno. Ellos demostraron mediante
ensayos de HPLC que durante éste lapso de tiempo, no se detectd la presencia del sulféxido
BS(O)SB en las soluciones almacenadas a baja temperatura, pero existia un 2,0% de dimero BSSB,
unos minutos después de haber roto el septum del vial, donde la solucién tuvo acceso al oxigeno
del aire. En cambio, en las soluciones almacenadas a temperatura ambiente se reportd la
presencia de 2,9 % del dimero BSSB, sdlo a cinco dias de su almacenamiento. Por otro lado, la
presencia de altos contenidos de BSSB en la solucidén fresca, confirma el peligro de oxidaciones
cataliticas en presencia de algunos metales. Ellos concluyeron que a pesar de los recaudos en la
conservacion y preparacion de las muestras de BSH, siempre existia una probabilidad de que se
formen dimeros y éxidos de dimero.

Debido a éstos resultados y que al principio de nuestros experimentos el polvo de BSH,
una vez preparadas las soluciones en condiciones andxicas (descripto en Materiales y Métodos),
era conservado en la heladera a 4°C, sin ninguna proteccién frente a la presencia de oxigeno,
decidimos que nos resultaria de gran utilidad determinar la posible presencia de dimeros y éxido
de BSH. Nosotros intentamos realizar estudios de HPLC para determinar el contenido de BSSB o
BS(O)SB de las soluciones utilizadas en ésta tesis, pero fracasamos debido a que no se pudieron
realizar en las mismas condiciones que especificaba el proveedor por falta de equipamiento y
reactivos. Por lo tanto, como mencionamos anteriormente, el proveedor determind, a pedido
nuestro, mediante HPLC, la pureza del polvo de BSH y el contenido de impurezas (98,3 %BSH, 1,3
% BSSB y 0,4 % BS(O)SB) concluyendo que a pesar que existia la presencia de dimero ésta se
encontraba en su limite maximo permitido de 1,1 % (Gabel , 1993). Debido a todas las razones
expuestas decidimos, una vez realizadas las soluciones, guardar el polvo de BSH en un atmdsfera
libre de oxigéno. Para ello, insuflamos un globo con nitrégeno gaseoso (N,) y dentro de él
colocamos el BSH. Ademas, las soluciones de BSH utilizadas en los estudios de biodistribucién en el
modelo de cancer oral en la bolsa de la mejilla del hamster, se prepararon y se administraron
antes de doce horas de transcurrida su elaboracion.

Los valores de concentracion de boro en tumor obtenidos en el estudio de biodistribucion
con borocaptato de sodio, empleado como Unico portador de boro,entre las 3 hs y 10 hs post
administracién del mismo, a una dosis de 50 mg °B/kg (88 mg BSH/kg) en el modelo de cancer
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oral del hamster, seencontraron dentro del rango observado en los estudios clinicos (Bendel et al.
2010) y se determind que se hallan dentro de un rango terapéuticamente util para realizar
estudios de BNCT in vivoen el reactor nuclear RA-3 (Pozzi et al., 2009). Los valores absolutos de
concentracion de boro en tumor se asemejan a los reportados previamente para GB-10 y BPA en
este modelo, pero los tiempos de retencion fueron mas largos (Heber et al., 2004). Como se ha
descrito anteriormente para otros compuestos de boro en diferentes modelos experimentales y
en diferentes tipos de tumores en pacientes (ej. Heber et al. 2004; Cardoso et al. 2009), la
dispersion de los valores de concentraciéon de boro en tumor entre los animales individuales
fuegrande. No se observé una captacion preferencial del tumor en ninguno de los tiempos
ensayados. Sin embargo, esto no implica necesariamente que el compuesto no deba ser elegido
como un portador de boro Unicopara tratamientos con BNCT. Posiblemente, podria actuar
selectivamente en el tumor a través de dafio selectivoen los vasos sanguineos aberrantes de
tumor,de manera similar al compuesto borado GB-10 (Trivillin et al., 2006). Los elevados valores
de concentracién de boro en sangre obtenidos en el presente trabajo podrian implicar un riesgo
potencial de dafio vascular (Wittig et al., 2009). No obstante, la concentracion de boro alta en
sangre podria contribuir a un dafio selectivo a tumor ya que favoreceria el dafio selectivo a nivel
estructural y funcional de los vasos sanguineos tumorales alterados, preservando al mismo tiempo
los vasos sanguineos del tejido normal y del tejido precanceroso, como fuera descrito
anteriormente en los estudios de BNCT mediado por GB-10 (Trivillin et al., 2006).

A pesar del gran uso del BSH en ensayos in vivo y clinicos, se conoce muy poco acerca de
los mecanismos por los cuales, éste compuesto se acumula en las células tumorales (Kageji et al.,
1998). Kageji y colaboradores, en el afio 2002, elaboraron una hipdtesis acerca de la captacion del
BSH en células del sistema nervioso. Ellos propusieron que el BSH ingresaba a las células tumorales
de glioma a través de la BHE dafada e interactuaba con las membranas celulares formandose un
complejo entre el BSH y las fosfatidilcolinas de las membranas. Luego, éste complejo ingresaba al
citoplasma y podia atravesar eventualmente la membrana nuclear. De ésta manera, el boro es
retenido dentro del nucleo y citoplasma de las células tumorales y gradualmente es eliminado, lo
cual explicaria la presencia de boro en éstas células en tiempos relativamente largos
(aproximadamente 48 hs).

Si bien en el presente trabajo se observé que el BSH no se incorpord preferencialmente a
los tumores exofiticos de la bolsa de la mejilla del hamster, esto coincide con lo observado en
estudios previos por otros grupos (ej. Obayashi et al., 2004). La naturaleza difusiva de BSH
contribuiria a una distribucién mas homogénea de boro en tumor (Ono et al., 1999; Obayashi et
al., 2004), siendo ésta una cuestidon fundamental para la eficacia terapéutica de BNCT. Ademas, el
BSH se incorporaria a las células quiescentes que caracteristicamente son refractarias a la
incorporacion de BPA (Ono et al., 1996).

Las similitudes entre los valores de concentracién de boro para BSH del presente trabajo y
los obtenidos con GB-10 (Heber et al. 2004) en éste mismo modelo experimental de cancer oral,
en términos de niveles de incorporacion al tumor y la falta de selectividad, puede atribuirse al
mecanismo similar de incorporacién por difusidn pasiva descrito para ambos compuestos borados
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(Heber et al., 2004; Yoshida et al., 2002). Sin embargo, no deberian descartarse la existencia de
mecanismos alternativos de captacion de boro (Neumann et al., 2002).

Si bien la dispersidon caracteristicade los valores de concentracion de boro ha sido
ampliamente reportada para diferentes compuestos de boro y en diferentes tipos de tumores
(ej.Trivillin et al., 2006), las oscilaciones en los valores medios de boro en funcion del tiempo
observadas en el presente estudio de cinética con BSH (en particular para la sangre y también en
otros tejidos como el higado) fueron inesperados. Dado que es imposible tomar muestras
secuenciales del mismo animal experimental durante un periodo de 12 hs, las mediciones
realizadas en funcién del tiempo en distintos lotes de animales tienen cierto grado de incerteza. El
conocimiento disponible a la fecha no nos brinda una explicacién de las oscilaciones observadas, si
fueran reales y se produjeran en los animales individuales a lo largo del tiempo.Los efectos
beneficiosos (Trivillin et al., 2006) o perjudiciales de los valores altos de concentracidn de boro en
sangre solo pueden ser determinados en estudios de BNCT in vivo.

Debido al alto contenido de boro en el rifidon y en el higado, debe prestarse especial
atencién a la proteccion de estos 6rganos durante la irradiacién con neutrones. Sin embargo,
suponiendo que estos niveles de concentracién del compuesto no son quimicamente téxicos en si
mismos, estos valores no serian una preocupacion para el tratamiento de tumores de cancer de
cabeza y cuello, ya que el rifién y el higado no se encontrarian dentro del volumen de tratamiento.
En particular, en el caso del modelo de cancer oral en la bolsa de la mejilla del hamster, el cuerpo
del animal esta protegido por un blindaje de neutrones durante la irradiacion con el haz de
neutrones mientras que se expone la bolsa con tumores (ej. Molinari et al., 2011).

Los valores de concentracion de boro de BSH en sangre, tumor y tejidos normales
obtenidos en el presente estudio tienden a ser mas altos con tiempos de retencién mas
prolongados que los reportados para otros modelos experimentales con niveles de dosis similares
(ej. Wittig et al, 2009; Obayashi et al., 2004; Ichikawa et al., 2009; Yoshida et al., 2008). Sin
embargo, son similares a los valores de concentracidén de boro en pacientes con gliomas luego de
la infusién iv de BSH (50 mg °B/Kg) (Goodman et al., 2000). Estas diferencias en los valores de
concentracion de boro se pueden atribuir al modelo experimental empleado y a diferencias en el
protocolo de administracion (en bolo vs infusidn). Las variaciones también podrian deberse al
hecho de que el método utilizado para determinar las concentraciones de boro utilizado en la
presente tesis, no puede distinguir entre las concentraciones que derivan del farmaco original
(BSH) y las de los metabolitos de compuestos borados y / o productos de oxidacion (ej. BSSB) que
podrian haberse formado en el animal in vivo (Gibson et al., 2003). Ademas, podria también
contribuir a éste efecto el hecho de que la retencion del dimero BSSB es significativamente mas
larga, que la del mondmero de BSH (Elhanati et al., 2001). Por supuesto, otras fuentes de variacidn
no pueden ser descartadas en éste contexto.

1.4.2 Conclusion

En éste estudio de biodistribucion con BSH (50 mg'°B/Kg) se obtuvieron concentraciones
de boro terapéuticamente utiles para el tratamiento con BNCTen el modelo experimental de
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cancer oral. Los presentes datos de biodistribucidn sugieren al BSH como potencial portador Unico
de boro para el tratamiento de tumores de cancer de cabeza y cuello con BNCT. Ademas se pudo
establecer la viabilidad del tratamiento con BNCT-BSH en la facilidad térmica del Reactor Nuclear
RA-3 para el modelo experimental de cancer oral.

El conocimiento de los valores de concentracién de boro en érganos como rifién, higado,
bazo, pulmdén, médula espinal y cerebro contribuyen a evaluar el riesgo potencial de
toxicidadasociado a BNCT en tejidos normales, para el tratamiento de otros tumores en sitios
distintos de los de cancer de cabeza y cuello.
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1.5 Estudios de Biodistribucion en el modelo de cancer oral en hamster con BSH+BPA

La Tabla 9R muestra los valores absolutos de concentracion de boro para sangre y tejidos
obtenidos del estudio de biodistribucion con BSH+BPA en el modelo de cancer oral en la bolsa de
la mejilla del hamster. Teniendo en cuenta los tejidos que serian clinicamente mas relevantes en el
caso de cancer de cabeza y cuello, la concentracién media de boro se encontré dentro del mismo
rango de valores para los 3 protocolos ensayados (BSH 50,0 mg'°B/Kg iv + BPA 15,5 mg'°B/Kg ip;
BSH 34,5 mg'°B/Kg iv + BPA 31,0 mg'°B/Kg ip; BSH 20,0 mg'°B/Kg iv + BPA 46,5 mg'°B/Kg ip),tanto
en el tumor (70-85 ppm) como en el tejido precanceroso (47-68 ppm), y bolsa normal (43-66
ppm). Los valores de la concentracion de boro en médula espinal y cerebro fueron igualmente
bajos para los 3 protocolos, con valores medios que oscilaron entre 6y 11 ppm.

Con respecto a la captacion preferencial de boro del tumor vs el tejido normal de la bolsa
(T/BN), para los 3 protocolos, se obtuvieron relaciones que oscilaban entre 1,5 y 2. No se
encontraron diferencias en la concentracién de boro en el tejido precanceroso entre los
protocolos ensayados con BSH+BPA. Donde si hubo diferencias de captacion de boro entre los
distintos protocolos fue en la sangre: protocolo 1 (80,0 = 11,0 ppm), protocolo 2 (122,1 + 34,5
ppm) y protocolo 3 (42,7 9,1 ppm).

Protocolo 1 2 3

BSH 50,0 mg°B/Kg iv BSH 34,5 mg °B/Kg iv BSH 20,0 mg™°B/Kg iv
+ + +
BPA 15,5 mg'°B/Kg ip BPA 31,0 mg'B/Kg ip BPA 46,5 mg'°B/Kg ip

Sangre (S) 80,4 £ 10,7 (n=5) 122,14 34,5 (n=3) 42,7+9,1 (n=3)
Tumor (T) 71,0+ 38,3 (n=21) 85,2 + 15,0 (n=14) 85,2 + 20,4 (n=3)
Bolsa Normal (BN) 41,1+6,8 (n=5) 66,2 + 20,2 (n=3) 43,3 14,5 (n=3)
Precan. 58,9+ 11,6 (n=5) 68,2+ 12,1 (n=3) 46,6 +7,7 (n=3)
Médula Espinal 8,2+2,0(n=5) 9,2+4,0 (n=3) 8,912,0(n=3)
Cerebro 5,8+ 1,6 (n=5) 9,5+ 3,3 (n=3) 11,3+ 1,5 (n=3)
Piel 43,1+12,2 (n=5) 60,3 = 8,7 (n=3) 48,3+9,4 (n=3)
Higado 258,7 £15,3 (n=4) 274,3 + 33,6 (n=3) 55,5+ 12,9 (n=3)
Rifion 116,1+ 18,4 (n=4) 205,9 (n=2) 86,5 (n=2)
Pulmén 41,6 + 8,2 (n=5) 53,0+ 12,6 (n=3) 26,0+ 9,8 (n=3)
T/BN 1,7%0,8 (n=21) 1,5%0,5 (n=14) 2,0£0,5 (n=3)
T/S 0,9+0,5 (n=21) 0,8+ 0,3 (n=14) 2,1+0,8 (n=3)

Tabla 9R. Protocolos de administracion de BSH+BPA ensayados en el modelo de cancer oral en la bolsa de la mejilla
del hamster.Las concentraciones de B de las muestras de sangre y tejidos para los distintos protocolos estan expresadas
en ppm (media = D.E.). Las relaciones de concentracion de boro Tumor/Bolsa Normal (T/BN) y Tumor/Sangre (T/S) se
calcularon para cada tumor en particular teniendo en cuenta el valor medio de las muestras correspondientes a ese
tumor, y el valor medio de bolsa normal o sangrecorrespondiente al hamster que portaba dichos tumores. Los
resultados estdn expresados en valores de media + D.E., de las relaciones para cada uno de los tumores. (n: indica el
numero de hamsters o tumores).
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1.5.1 Discusion

Basandonos en estudios de BNCT previos realizados por nuestro grupo de trabajo en el
modelo de cancer oral de bolsa de la mejilla del hamster empleando los compuestos BPA y GB-10
(Kreimann et al., 2001b; Pozzi et al.,, 2009; Trivillin et al., 2004; 2006), definimos pautas para
establecer el valor terapéutico potencial de los protocolos de administracion evaluados (inciso
2.2.2 de la Introduccion). Se sabe que si la concentracion absoluta de boro en tumor es alta, se
podran realizar irradiaciones de tiempos mas cortos, logrando una reduccidén concomitante en la
dosis de fondo (Coderre y Morris, 1999) que afecta en forma similar al tumor y los tejidos
normales que se encuentran dentro del volumen de tratamiento. El grado de selectividad de
incorporacion del compuesto borado a tumor es decir la relacién de concentracion de boro T/BN,
fue similar para los tres protocolos en los tiempos post-administracion estudiados.

Se sabe que el BPA se incorpora selectivamente a tumor en el modelo de cancer oral de la
bolsa de la mejilla del hamster, aunque lo hace de forma heterogénea (Kreimann et al., 20013;
Heber et al., 2006). Dentro de este contexto, la co-administracion de BPA y BSH seria una opcidn
acertada para mejorar la captacién selectiva de boro en el tumor y optimizar la homogeneidad en
la distribucién (Ono et al., 1996; Obayashi et al., 2004; Wittig et al., 2009). Por ejemplo, Yokoyama
en el afio 2006, reportd que existia mayor acumulacion de B en gliomas en ratas cuando se
administraba en forma conjunta BSH (100 mg/Kg) y BPA (500 mg/Kg), alcanzando valores de
concentracion de B en tumor suficientemente altos, manteniendo un nivel seguro de
concentracion de boro en cerebro y sangre. Ademas, la coadministracion de BPA y BSH mostro una
relacion de concentracién de boro Tumor/Tejido Normal mayor que con la administracién de BPA
solo. Curiosamente, la coadministraciéon de BSH y BPA proporciond una concentracion de boro
relativamente mas alta de lo esperado, tanto en el tejido tumoral como en la sangre, es decir, la
concentracion de boro obtenida por la coadministracién produjo niveles mas altos que la que
corresponderia a la mera suma de cada compuesto administrado separadamente. Aunque estos
resultados son consistentes con los ensayos realizados en el modelo de glioma en ratas por el
grupo de Barth y colaboradores (Barth et al., 1996), todavia no se ha determinado el mecanismo
de éste fendmeno. Ademas no se ha resuelto si se el efecto del aumento de captacion de boro por
la coadministracién sélo se produce en modelos experimentales de roedores o si se aplica también
a los modelos humanos.

Por otro lado, se conoce que otra caracteristica de la captacion de boro en el tumor que
condiciona el resultado terapéutico de BNCT es la microlocalizaciéon de '°B en los tejidos (Santa
Cruz y Zamenhof, 2004; Smith et al., 2001). Nosotros estimamos que podrian existir diferencias
potenciales entre los tres protocolos con BSH+BPA ensayados en términos de eficacia terapéutica
y/o radiotoxicidad debido a las diferencias en la homogeneidad y microdistribucién de boro que
no pueden ser evidenciadas por las técnicas de medicion de boro con ICP-OES. Ademas, la
combinacién de compuestos borados con mecanismos de incorporacién diferentes, generarian
distintos factores de eficacia bioldgica del compuesto (CBE) que afectarian posiblemente la
respuesta de los tejidos a BNCT (Coderre y Morris, 1999).
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El papel radiobioldgico de las diferencias en los valores de boro en la sangre aun no se ha
determinado. Aunque los valores altos de concentracion de boro en sangre observados en este
trabajo implicarian un riesgo potencial de dafio vascular (Wittig et al., 2009), podrian potenciar el
dafio selectivo, a nivel estructural y funcional, de los vasos sanguineos tumorales alterados,
mientras se preservarian los vasos sanguineos del tejido normal y del tejido precanceroso.

1.5.2 Conclusion

Podemos concluir que los tres protocolos de administracién de BSH+BPA ensayados en el
presente estudio con una dosis de boro total entre 65,5 — 66,5 mg'°B/Kg, proporcionaron un
contenido de boro similar en el tumor para todos los casos, y serian potencialmente terapéuticos
para ser utilizados en BNCT.

Dados los resultados alentadores obtenidos en los estudios de eficacia terapéutica de
BNCT en el modelo de cancer oral en hamster con GB-10 como portador Unico de boro vy la
combinacién de BPA+GB-10, administrados en forma conjunta, sin radiotoxicidad asociada al
tejido precanceroso y al tejido normal (Trivillin et al. 2006), los resultados de biodistribucion con
BSH+BPA del presente estudio, ameritan realizar estudios de BNCT in vivo.
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1.6 Estudio de Biodistribucion en el modelo de cancer oral con liposomas MAC y
liposomas MAC+TAC

Las proporciones de animales con signos de toxicidad correspondientes a los diferentes
lotes de liposomas MAC+TAC administrados en bolo o con la técnica Syringe infusion, empleados
en el ensayo de toxicidad se muestran en la Tabla 10R.

Lote 4
Lote 4 . Lote 4 Lote 5
Lote 3 Lote 3 inf . . .
Lote Lote bolo Lote 4 bolo Frasco 1 Sin agit. c/agit.
bolo Inf Frasco . K
1 2 . . Frasco 1 agit. 30 dias antes Frasco 2, Q
¢/ agit. c/agit . 1
c/agit. . T2 Amb. Amb.
c/agit.
+ 2 1 2 3 1 1 0 0 1
- 0 1 4 3 1 1 3 3 5
Tox 2/2 1/2 2/6 3/6 1/2 1/2 0/3 0/3 1/6

Tabla 10R. Resultados de los ensayos de toxicidad con liposomas MAC+TAC. (+: con signos de toxicidad; - : sin signos de
toxicidad; Tox: relacidén entre animales con toxicidad/animales sin toxicidad)

Los signos de toxicidad clinicos fueron: muerte subita inmediatamente post-inyeccion del
compuesto, aumento de la temperatura corporal, dificultad en la inyeccién por obstruccién de la
vena, coloracién azul-grisacea alrededor de la herida o en la boca (Fig. 10R), contraccion
involuntaria de la pata derecha (del mismo lado que se administra el compuesto) y evidencia de
dolor, permanencia de rigidez en la extremidad contraida; a partir de las 24 hs post administracion
de los liposomas se notd la presencia de necrosis en bolsa cancerizada y en la zona de la herida
por exposicion de la vena yugular para realizar la inyeccién, inicio del proceso de gangrenaen patas
y/é manos (Fig. 10R), y mal estado general del animal.

La observacidn de los sintomas descriptos en el parrafo anterior fue errdtica, es decir no
todos los animales presentaron todos los sintomas. Los resultados de los estudios realizados con
los Lotes 1,2 y 3 se obtuvieron con la solucién de los liposomas frios, recién sacados de la heladera
y los porcentajes de toxicidad oscilaron entre 33 % y 100%. Se pudo observar que del Lote 4 con
administracion en bolo 6 infusién de la solucion de liposomas frios del Frasco 1 agitados, hubo un
50% de casos con sintomas de toxicidad. Al contrario, con el mismo lote pero con la solucién
agitada 30 dias antes y fria 6 con la solucidn sin agitar y a temperatura ambiente, no se observé
toxicidad. Con respecto al Lote 5, donde los liposomas fueron agitados y administrados a
temperatura ambiente, el porcentaje de toxicidad disminuyd al 16,6 %. Los animales que no
mostraron signos de toxicidad fueron estudiados por 28 dias y luego sacrificados.
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Fig. 10R Algunos signos de toxicidad presentados por la administracién de liposomas MAC+TAC en el modelo
de céncer oral en la bolsa de la mejilla del hdmster. Derecha: coloracién azul —grisacea alrededor de la boca; izquierda;
inicio del proceso de gangrena en patas y/6 manos.

En base a los resultados obtenidos de los diferentes lotes de liposomas MAC+TAC vy las
diversas formas de administracion ensayadas, como asi también cambios en la temperatura y
condiciones de ausencia o presencia de agitacion de la solucion, se decidid que la administracion
de los liposomas se realizaria con la solucidn a temperatura ambiente y agitacién minima. En esas
condiciones no se observaron signos de toxicidad post-inyeccion del compuesto en el transcurso
de los estudios subsiguientes.

Los resultados de los estudios de biodistribucion con los liposomas MAC se muestran en la
Tabla 11R. Aunque el grado de selectividad en la incorporacion a tumor frente al tejido normal de
la bolsa fue notablemente elevado, alcanzando relaciones minimas de concentracién de boro T/BN
=12,2 £ 5,8, la concentracién absoluta media de boro en el tumor fue sub-6ptima, con valores que
oscilaron entre 15-18 ppmaproximadamente. No se observé selectividad en la incorporacién de
boro a tumor respecto de sangre para el tiempo post administracién de 16 hs. con liposomas MAC
(T/S16 1s. = 0,6 £ 0,3). Sin embargo, los datos sugieren una mejoria en las relaciones T/S en los
protocolos de tiempo mayores (T/S 3ghs= 0,9 20,3 y T/S 451s.= 1,3 £0,6).

Con respecto a los 6rganos que generalmente realizan el metabolismo y eliminacién de los
compuestos (higado y rifidn) no se observd una acumulacién importante de boro
(aproximadamente entre 4-10 ppm). Lo mismo sucedié en el bazo (10-15 ppm).
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Liposomas MAC (6 mg B/Kg iv)

Protocolo 1 2 3
16 hs. 30 hs. 48 hs.

Sangre (S) 29,1+ 8,8 (n=5) 17,7t 7,7 (n=6) 14,5+ 5,1 (n=5)

Tumor (T) 15,2+ 7,5 (n=14) 14,6+ 3,0 (n=16) 18,4+ 4,1 (n=10)
Bolsa Normal (BN) 1,7 0,9 (n=5) 1,4+ 0,6 (n=6) 1,4%0,5 (n=5)
Precan. 5,8t 2,9 (n=5) 6,9t 3,1 (n=6) 4,81 2,0 (n=5)

Bazo 14,9+ 8,5 (n=5) 12,61+ 6,2 (n=6) 10,6+ 2,1 (n=5)
Higado 10,8+ 4,8 (n=5) 6,61 2,0 (n=6) 4,11 0,7 (n=5)
Rifién 8,4t 2,4 (n=5) 4,8+ 0,7 (n=6) 4,7+ 1,0(n=5)

T/BN 14,6+ 11,1 (n=14) 12,2+ 5,8 (n=16) 14,0+ 7,1 (n=10)

T/S 0,6t 0,1 (n=14) 0,91 0,3 (n=16) 1,3+ 0,6 (n=10)

Tabla 11R. Protocolos de biodistribucion con liposomas MAC. Los datos se consignan para los diferentes tiempos
post administracion en el modelo de cancer oral en la bolsa de la mejilla del hamster.Las concentraciones de B de las
muestras de sangre y tejidos para los distintos protocolos estan expresadas en ppm (media = D.E.). Las relaciones de
concentracion de boro Tumor/Bolsa Normal (T/BN) y Tumor/Sangre (T/S) se calcularon para cada tumor en
particular teniendo en cuenta el valor medio de las muestras correspondientes a ese tumor, y el valor medio de
bolsa normal o sangrecorrespondiente al hamster que portaba dichos tumores. Los resultados estan expresados
como media * D.E. de las relaciones para cada uno de los tumores. (n: indica el nimero de hamsters o tumores).

Los resultados de biodistribucién con los liposomas MAC+TAC se presentan en la Tabla 12R
y en la Fig. 11R. En los tiempos post administracién de 16, 30, 48 y 54 hs. las concentraciones
absolutas de boro en tumor fueron de aproximadamente 40-70 ppm. A las 72 hs. después de la
administracion de liposomas MAC+TAC, los valores de concentraciéon de boro en tumor
disminuyeron considerablemente hasta = 20 ppm. Las relaciones de concentracién de boro
Tumor/Bolsa Normal (T/BN) fueron marcadamente elevadas, con relaciones que oscilaron entre
8:1y 27:1. Los valores absolutos de concentracidn de boro en los tejidos normales de la bolsa se
encontraron dentro del intervalo 1,9 a 8,1 ppm. Los valores de concentracién de boro en tejido
precanceroso se hallaron entre 4,5 y 15,1 ppm, situandose por encima de los valores de tejido de
bolsa normal.

Las relaciones de concentracion de boro Tumor/Sangre (T/S) fueron inferiores a las
relaciones T/BN, pero mostraron una incorporacion selectiva a tumor, particularmente a las 48, 54
y 72 hs. cuando las mismas fluctuaron entre 1,9:1 y 3:1 (Tabla 12R). Aunque la selectividad en la
incorporacion a tumor fue mayor a las 72 hs, en ese tiempo los valores absolutos de concentracién
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de boro en tumor apenas alcanzaron el umbral de 20 ppm, establecido como requerimiento de
utilidad terapéutica (Garabalino et al., 2011). Con respecto a los érganos en los cuales ocurre el
metabolismo y eliminacion de los compuestos, no se observd una acumulacién relevante de boro
en el higado ni en el rifién a las 48 y 54 hs. post administracion de los liposomas MAC+TAC
(aproximadamente entre 16-30 ppm). En cambio, se notd una acumulacion moderada en el bazo a
las 48 hs. post administracion (= 69 ppm).

Los datos de biodistribucion obtenidos en el presente estudio indican que los valores de
concentracion de boro absolutos y relativos son potencialmente terapéuticos, en particular con los
liposomas MAC+TAC (Fig. 12R).

Liposomas MAC+TAC (18 mg B/Kg iv)

Protocolo 1 2 3 4
16 hs. 30 hs. 48 hs. 54 hs. 72 hs.
Sangre (S) 122,2+ 30,8 (n=5) 49,1+ 18,4 (n=5) 34,1 5,9 (n=5) 18,2+ 7,7 (n=5) 6,71 1,7 (n=5)
Tumor (T) 71,5t 34,8 (n=18) 48,4+ 19,1 (n=12) 66,6+ 16,1 (n=11) 43,9+ 17,6 (n=10) 20,1+ 10,8 (n=17)
Bolsa
Normal (BN) 81£1,2 (n=5) 6,91 6,1 (n=5) 7,0+5,5 (n=5) 1,91 1,2 (n=5) 2,24 2,2 (n=5)
Precan. 15,1+ 4,3 (n=5) 11,7+ 6,0 (n=5) 11,3+ 6,2 (n=5) 9,6+ 2,2 (n=5) 4,5+ 2,4 (n=5)
Bazo 106,6% 39,2 (n=5) 73,61 55,2 (n=5) 69,3+ 10,6 (n=5) 26,1+ 7,9 (n=5) 15,0+ 7,7 (n=5)
Higado 81,91+ 20,9 (n=5) 37,6+ 9,7 (n=5) 31,3t 7,5 (n=5) 19,71 1,8 (n=5) 16,71 7,5 (n=5)
Rifién 30,0+ 4,9 (n=5) 24,5+ 1,6 (n=6) 23,1+ 1,9(n=5) 16,3+ 3,8 (n=5) 10,6+ 4,2(n=5)
T/BN 8,8+ 3,4 (n=18) 12,4+ 8,1 (n=12) 12,9+ 6,8 (n=11) 27,7+ 10,9 (n=10) 26,8+ 34,9 (n=17)
T/S 0,5t 0,1 (n=18) 1,1+ 0,4 (n=12) 1,9+0,5 (n=11) 2,8t 2,1 (n=10) 3,0+ 0,9 (n=17)

Tabla 12R. Protocolos de biodistribucion con liposomas MAC+TAC. Los datos se consignan para los diferentes
tiempos post administracién en el modelo de cancer oral en la bolsa de la mejilla del hamster.Las concentraciones de B
de las muestras de sangre y tejidos para los distintos protocolos estan expresadas en ppm (media & D.E.). Las relaciones
Tumor/Bolsa Normal (T/BN) y Tumor/Sangre (T/S) se calcularon para cada tumor en particular teniendo en cuenta el
valor medio de las muestras correspondientes a ese tumor, y el valor medio de bolsa normal o sangrecorrespondiente al
hamster que portaba dichos tumores. Los resultados estan expresados en ppm como media  D.E., de las relaciones para
cada uno de los tumores. (n: indica el nUmero de hamsters o tumores).
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Fig.11R Estudio en funcién del tiempo de la biodistribucidn con liposomas MAC+TAC a las 16, 30, 48, 54 y 72 hs. post
administracién. La concentracion de boro (media * D.E.) para sangre y demds tejidos estan graficados segun los
resultados de la Tabla 10R.
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Fig. 12RValores de concentracién de boro (media + D.E.) en los tejidos clinicamente mas relevantes para el modelo
experimental de céncer oral en la bolsa de la mejilla del hamster, para los protocolos con potencialidad terapéutica para
BNCT (48 y 54 hs.) con liposomasMAC+TAC.
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1.6.1 Discusion

Los estudios de toxicidad realizados con los liposomas MAC+TAC en el modelo de cancer oral
en hamsters revelaron que es importante determinar las condiciones de administracion. La
temperatura y la agitaciéon de las soluciones de liposomas podrian estar vinculadas a las
propiedades quimicas y fisicas. Si la agitacién se realiza en forma enérgica podria ocurrir que las
membranas lipidicas de los liposomas se rompieran y se unieran con otros liposomas en igual
situacién (generando liposomas de mayor didmetro) 6 liberando el compuesto TAC. En cuanto a la
temperatura, al ser los liposomas de naturaleza lipidica, el aumento de la temperatura (sea por
suministro de calor o por aumento de la misma generada por la energia cinética de las particulas
durante la agitacién) o disminucion de la misma, provoca cambios fisico-quimicos en la solucion.
En base a éstas observaciones, nosotros propusimos que los signos de toxicidad observados en los
animales inyectados con liposomas MAC+TAC, podrian estar vinculados a la formacién de trombos
venosos, provocados por la administracion de la solucion de liposomas a temperatura no
ambiente, de modo que se formarian agregados de los mismos en el sitio de inyeccion o en sitios
cercanos, provocando los efectos de necrosis en los animales. Otro fendmeno que podria ocurrir
es la liberacion del compuesto TAC, por exceso de agitacion, el cual podria tener efectos toxicos
per se. Por lo tanto, se determind que los liposomas deberian ser suministrados a temperatura
ambiente y con agitacién minima.

En relacion a la toxicidad de los liposomas, podemos mencionar que el grupo de Hawthorne,
estudiando la biosdistribucién con liposomas DAC-16 en ratones BALB/c portadores de tumores
EMT6 observaron un 100 % de mortalidad 24 6 48 post administracién iv en la cola de los ratones,
con dosis de solucién de liposomas de 6 a 30 mg B/Kg (Li et al., 2006). Ellos atribuyeron éstos
resultados a las altas concentraciones del i6n potasio (K*) utilizado en lugar de sodio (Na*) para el
desarrollo del compuesto DAC-16. Pero nuevamente observaron 100% de mortalidad en los
ratones 24-48 hs post administracién de los liposomas DAC-16 con sodio. Para dilucidar éste
problema, inyectaron a los ratones una suspension de liposomas vacios (sin compuesto DAC-16) y
encontraron que ninguno de los ratones luego de 48 hs de administracion presentaba efectos de
toxicidad. Aunque los resultados de biodistribucidén con liposomas DAC-16 eran favorables, su uso
se discontinud debido a su elevada toxicidad. Por lo tanto, el tema de la toxicidad con liposomas
en modelos animales es una dificultad que debe ser considerada.

En el presente estudio se describié por primera vez, la biodistribucion in vivo de boro
entregada por liposomas MAC y liposomas MAC+TAC en el modelo experimental de cancer oral en
la bolsa de la mejilla de hamster. En particular, mediante la administracién intravenosa con
liposomas MAC+TAC, se pudo suministrar de forma selectiva cantidades potencialmente
terapéuticas de boro a los tumores de hamsters, conrelaciones de concentracién de boro tumor /
tejido de bolsa normal (T/BN) y tumor/ sangre (T/S) que serian potencialmente Utiles para el
tratamiento de tumores con BNCT en el periodo de tiempo comprendido entre las 48-54 hs. post-
administracién de los liposomas MAC+TAC. Los elevados valores de concentracién de boro en
tumor alas 16 y 30 hs. post administracion de liposomas MAC+TAC, estuvieron asociados con altos
valores de concentracién de boro en sangre, lo cual podria plantear cierta preocupacién en
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términos de la existencia de una potencial radiotoxicidad. A pesar que la relacién T/BN con el
protocolo de 72 hs. post administracién de liposomas MAC+TAC fue similar al protocolo de 54 hs.
post administracion (T/BN = 27:1), la concentracién absoluta de boro en tumor del protocolo de
54 hs. fue el doble de la observada 72 hs. post administracién (44 ppm vs 20 ppm), lo cual es una
ventaja terapéutica para BNCT, ya que garantiza que ocurran las suficientes reacciones de captura
entre el By los neutrones, generando asi los verdaderos efectores de alto LET (particulas o ,’Li) del
dafio celular.

El contenido de boro en el tejido precanceroso enel modelo de cancer oral de la bolsa de
la mejilla del hamster de gran relevancia para el tratamiento con BNCT ya que el tejido
precanceroso es el tejido limitante de dosis. La mucositis que se desarrolla en el tejido
precanceroso como efecto radiotéxico limita la dosis que puede administrarse a tumor (ej,
Molinari et al., 2011). En un escenario clinico, la mucositis oral confluente es un efecto secundario
frecuente y limitante de la dosis durante la radioterapia convencional para tumores avanzados de
cabeza y cuello (Coderre y Morris, 1999; Sonis et al., 2004). En este contexto, el bajo contenido de
boro entregado por los liposomas MAC y MAC+TAC al tejido precanceroso (Tablas 9R, 10R, Fig.
9R), entre 4-15 ppm, seria un beneficio, en términos de una posible reduccion de la mucositis.
Ademas, el hecho de que los valores de concentracién de boro en el tejido precanceroso son, en
general, mas altos que los valores en bolsanormal, brindaria una ventaja terapéutica. Permitiria
inducir con BNCT un efecto terapéutico en tejido precanceroso mediante la inhibicion del
desarrollo tumoral en este tejido, sin provocar dafio significativo al tejido de la bolsa normal
(Heber et al., 2007; Monti Hughes et al., 2009).

La incorporacion de K[nido-7-CH3(CH,)15-7,8-C,BgH11] v las especies hidrofilas Nas[ae-
B,gH17NH;] dentro de los liposomas mejoraron las concentraciones maximas de boro en tumor. Los
liposomas MAC+TAC presentarian ventajas, en términos de concentracion absoluta de boro en
tumor, sobre otros compuestos de boro tales como el BPA y el GB-10 que se han utilizado como
portadores de boro Unicos en el modelo de cancer oral de la bolsa la mejilla del hamster(Kreimann
et al.,, 2001a; Heber et al., 2004). Los valores maximos de concentraciéon de boro en tumor
obtenidos con MAC+TAC son aproximadamente 20-30% mas altos que los obtenidos con los
protocolos de administracion de BPA o GB-10 que a su vez dieron como resultado tasas de control
tumoral del 70-90%, siendo el Control tumoral = Remisién Completa + Remision Parcial. (ej.
Kreimann et al., 2001b; Trivillin et al., 2006). Ademas, la selectividad en la incorporacién a tumor
vs la bolsa normal (T/BN) con los liposomas MAC+TAC fue mayor que la reportada para BPA y GB-
10 en este modelo (Kreimann et al., 2001a; Heber et al., 2004), dando lugara una relacion
tumor/tejido sano con mayor potencial terapéutico. En el caso de los liposomas MAC+TAC, los
tiempos de retencién de boro en los tumores son considerablemente mas largos comparados con
los de BPA y GB-10. Esto permitiria que el tumor mantenga los valores terapéuticos de boro
durante un periodo de 48-54 hs (en comparacion con 3-4 hs para BPA y GB-10), mientras que
proporcionaria una oportunidad para que las concentraciones de boro en otros tejidos,
particularmente sangre, disminuyan. Esta caracteristica podria brindar una ventaja en cuanto a la
logistica de la irradiacion. La mayor retencién de boro en tumor se atribuye a la susceptibilidad del
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compuesto TAC (Nas[ae-ByoHi;NHs]l)de sufrir la oxidacion intracelular seguida del ataque
nucleofilico y reaccion con restos de proteinas intracelulares (Feakes et al., 1994).

Los valores elevados de concentracidn absoluta de boro en tumor, su captacién selectiva y
los tiempos de retencién prolongados, sugieren que los protocolos de administracién estudiados
con MAC+TAC tendrian potencial terapéutico. En éste sentido se ha estudiado la incorporacion
dentro de liposomas de BSH o GB-10 en modelos experimentales en ratones y no se han logrado
concentraciones de boro en tumor potencialmente terapéuticas (Shelly et al., 1992). Sin embargo,
como se ha indicado anteriormente, la eficacia radiobiolégica debe serdeterminada con estudios
de BNCTin vivo.

Tal como se ha descrito anteriormente para otros compuestos borados, en diferentes
modelos experimentales y en ensayos clinicos (ej, Heber et al., 2006; Cardoso et al., 2009), la
dispersion en los valores de concentracién absoluta de boro en tumor reportados en éste trabajo
fue grande. Este tema es de gran preocupacion para la comunidad de BNCT (ej Ono et al., 1999;
Trivillin et al., 2006) y se ha propuesto que ésta heterogeneidad se deberia en gran medida a
caracteristicas tales como la diversidad bioldgica entre células patoldgicas y la variacion del flujo
sanguineo dentro del tumor (Coderre et al., 1998; Gibson et al., 2003).

Las relaciones de concentracidon de boro entre el tumor y el tejido normal, para el caso de
un ensayo clinico para el tratamiento de carcinoma de células escamosas con BNCT-BPA, variaron
de 1,8 a 4,4 (Kato et al., 2004). En este contexto, la elevada concentracidén absoluta de boro en
tumor y las altas relaciones T/BN con los liposomas MAC+TAC del presente estudio, serian
particularmente utiles dado que el valor mas bajo dentro de la amplia gama de valores obtenidos,
seria potencialmente til para BNCT.

Para examinar la factibilidad de realizar estudios de BNCT in vivo en la facilidad térmica del
reactor RA-3 (Miller et al., 2009; Pozzi et al., 2009),se realizaron célculos de dosis empleando los
valores de boro correspondientes a los protocolos con mayor potencial terapéutico (MAC-TAC, 48
y 54 hs. post-administracion). Estos cdlculos tuvieron en cuenta el uso de un blindaje de carbonato
de litio (enriquecido al 95% en °Li), desarrollado y construido ad hoc para proteger de neutrones
térmicos el cuerpo del animal mientras que la bolsa con los tumores queda fuera del blindaje,
expuesta a la nube de neutrones. Para los cdlculos se tomd un flujo de neutrones térmicos de
aproximadamente 8,2 x 10°n/cm’s' en la posicidon mas externa de la bolsa expuesta y en la
posicién central se asumié un flujo de 7,0 x 10°n/cm?s®. Estos valores son aproximadamente un
25% mds bajos que el flujo no perturbado medido en el lugar. En gran parte la depresién del flujo
podria deberse al efecto del blindaje utilizado. El flujo de neutrones térmicos en todas las
ubicaciones dentro de la estructura del blindaje es al menos 20 veces menor que el flujo en la
bolsa expuesta. La tasa de dosis de rayos gamma en aire en la ubicacién de irradiacion es de
6,5%0,5 Gy/h. En base a estos valores, BNCT mediado por los liposomas MAC-TAC (48 y 54 hs. post-
administracion) podria entregar al tumor un total de dosis absorbida de 7,5 Gy (sin corregir con los
valores de RBE y CBE) en un intervalo de tiempo de exposicion de 3-4,5 min. La dosis total
absorbida asociada al tejido de la bolsa normal expuesta seria de aproximadamente 0,6-1,9 Gy,
mientras que la dosis total absorbida asociada al tejido precanceroso que rodea a los tumores
seria de aproximadamente 1,5-2,6 Gy. De acuerdo a estudios previos de BNCT en el modelo de
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cancer oral de bolsa de la mejilla de hamster empleando diferentes portadores de boro (Pozzi et
al., 2009), estos rangos de dosis absorbidas estarian en consonancia con dosis terapéuticamente
utiles en términos de respuesta tumoral y toxicidad. En particular, la dosis absorbida al tejido
precanceroso, limitante de dosis, esta muy por debajo de la dosis absorbida maxima de 5 Gy que
se prescribe rutinariamente a éste tejido en este modelo, cuando se utiliza BPA como portador de
boro. Ademas, en el caso de BNCT mediado por GB-10, el tejido precanceroso tolera dosis
absorbidas de aproximadamente 8 Gy. En un ensayo clinico de BNCT para cancer de cabeza y
cuello recurrente, se empled la dosis absorbida en la membrana mucosa como el factor limitante
de la dosis y se limité a 6 Gy o menos para cada uno de los dos tratamientos BNCT administrados
(Kankaanranta et al., 2012. En este sentido, seria posible administrar dosis absorbidas a tumor por
encima de los 7.5 Gy calculados, sin exceder la tolerancia del tejido precanceroso que limita la
dosis.

Por ultimo, observamos que los valores de contenido absoluto de boro en el bazo con la
administracion de liposomas MAC+TAC fueron mas elevados que los de higado y rifidén. Sin
embargo, suponiendo que los niveles del compuesto en el bazo no fueran quimicamente toxicos
en si mismos, esto no generaria una preocupacion para el tratamiento de tumores de cancer de
cabeza y cuello, ya que el bazo no se encontraria dentro del volumen de tratamiento. En
particular, en el caso del modelo de cancer oral en la bolsa de la mejilla del hamster, el cuerpo del
animal esta protegido mientras la bolsa que porta tumores se expone al haz de neutrones como se
ha descrito anteriormente (ej. Molinari et al., 2011).

Los liposomas MAC dieron lugar a relaciones altas de concentracién de boro entre tumory
tejido normal (T/BN entre 12,2 y 14,6), pero el contenido absoluto de boro en tumor fue sub-
optimo ([B] entre 14,6 — 18,4 ppm). A pesar de éstos resultados, se podria plantear la posibilidad
de realizar estudios futuros para evaluar los potenciales beneficios y la toxicidad de liposomas
MAC con la administracidon de una dosis mayor a la ensayada en el presente trabajo. En estudios
previos en ratones BALB/c con tumores EMT6 (Feakes et al., 1995), el compuesto MAC fue
empleado como Unico portador de boro con el mismo nivel de dosis utilizado en ésta tesis, dando
lugar a concentraciones insuficientes de boro en el tumor. Por lo tanto, se podria combinar la
administracion de liposomas MAC con otro compuesto borado para aumentar la concentracién de
boro en tumor y, por consiguiente, la ventaja terapéutica de BNCT.

1.6.2 Conclusion

Los resultados del presente estudio sugieren el potencial terapéutico de los liposomas
portadores de boro en términos de valores de biodistribucion. Quedaria por determinar el valor
terapéutico de la microdistribucion de este compuesto.

En particular, los liposomas MAC+TAC administrados por via intravenosa a una dosis de 18
mg B/kg pc seria un protocolo particularmente atractivo para realizar estudios de eficacia
terapéutica y radiotoxicidad a las 48 y 54 hs. después de la administracion.
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1.7 Estudios de Biodistribucion en el modelo de cancer oral en hamster con GB-10 y
Electroporacién

La Tabla 13R muestra los valores de [B] en ppm medidos por ICP-OES para sangre, tumor,
bolsa normal ytejido precanceroso y las relaciones de concentracion de boro Tumor/Sangre (T/S) y
Tumor/Bolsa normal (T/BN) para los tres protocolos ensayados con GB-10 (50 mg “°B/Kg iv), con y
sin Electroporacion (EP) (P1B, P2B y P3B), 3 hs. post-administracién de GB-10. Los datos obtenidos
fueron analizados con el Test t no apareado. En los dos protocolos de EP ensayados,EP Tardia+GB-
10 (P1B) y EP Temprana+GB-10 (P2B), se observé un aumentoestadisticamente significativo en la
captacion de B en tumor vs el control sélo GB-10 (P3B)(p=0,0368 y p <0,0001, respectivamente).
Respecto de los resultados de las relaciones T/S,el protocolo P1B (0,5+0,2) no mostré un aumento
significativo (p=1,00) comparado con elcontrol sin EP P3B (0,5+0,2). Lo mismo ocurrié en cuanto a
las relaciones T/BN, ya que sélose encontraron diferencias significativas (p< 0,0001) entre el
protocolo P2B (2,3+0,8) y elcontrol P3B (1,0+0,4). Por el contrario, el protocoloP1B (0,9+0,4)no
mostré una incorporacion selectiva a tumor del compuesto GB-10 con EP tardia, al igual que en el
caso de GB-10 sin EP(p=0,4959). Estos resultados sugieren que la EP Temprana mejoraria la
incorporacion absoluta y relativa del compuesto borado al tumor.

P1B P2B P3B
GB-10+ EP tardia GB-10 + EP temprana Sélo GB-10
Sangre (S) 26,5+ 8,7 (n=3) 21,7+ 10,7 (n=4) 16,7+ 3,4 (n=5)
Tumor (T) 11,9+ 4,6 (n=10) 20,2+ 9,6 (n=15)(*) 9,5t 2,4 (n=31)
Bolsa Normal

(BN) 12,7+ 2,4 (n=3) 10,0+ 4,6 (n=4) 11,4+ 2,5 (n=5)

Tejido
12,9+ 4,2 (n=3) 8,9+ 1,1 (n=4) 12,4+ 1,4 (n=5)

Precanceroso

T/BN 0,9% 0,4 (n=10) 2,3+ 0,8 (n=15) (*) 1,0+ 0,4 (n=31)
T/S 0,51 0,2 (n=10) 1,3+ 0,4 (n=15(*) 0,5t 0,1 (n=31)

Tabla 13R. Protocolos de biodistribucion con GB-10 50 mg 10B/Kg ivcon y sin EP en el modelo de cancer oral en
la bolsa de la mejilla del hamster.Las concentraciones de B de las muestras de sangre y tejidos para los distintos
protocolos estdn expresadas en ppm (media £ D.E.). Las relaciones Tumor/Bolsa Normal (T/BN) y Tumor/Sangre (T/S) se
calcularon para cada tumor en particular, teniendo en cuenta el valor medio de las muestras correspondientes a ese
tumor, y el valor medio de bolsa normal o sangrecorrespondiente al hamster que portaba dichos tumores. Los
resultados correspondientes a las relaciones estan expresados como valores de media + D.E., de las relaciones para cada
uno de los tumores. (n: indica el nimero de hamsters o tumores). (*) Test t No apareado p <0,0001.
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A fin de contribuir al estudio de la factibilidad de mejorar el targeting de boro en el
modelo de cdncer oral en hamster mediante la técnica de electroporacion, se busco explorar
posibles cambios en la microdistribucién de boro inducidos por la electroporacién. Dichas
variaciones no pueden ser detectadas por mediciones globales, como por ejemplo la técnica de
ICP-OES. Se utilizé la técnica de ARN para analizarla microdistribucién cualitativa de °B en
muestras de las bolsas de los hamsters correspondientes a los protocolos de GB-10 con vy sin EP.
Los resultados de este estudio se muestran en la Fig. 13R. Las diferencias de concentracion pueden
visualizarse en la imagenautorradiogrdfica a través de las variaciones en los niveles de grises. Un
analisis de la microdistribucién cualitativa del compuesto permitié inferir que en el protocolo GB-
10+EP tardia (P1B) no se observaron diferencias en la densidad de trazas de boro global, pero si
una sugerente menor captacion deboro entumores respecto de los correspondientes alprotocolo
GB-10 sin EP (P3B). A pesar de esta disminucion en la captacion, la distribuciénde boro en el tumor
fue homogénea, con un leve incremento de la captacion en el estroma (E) respecto del
parénquima (P). Por el contrario, el tumor del protocolo GB-10+EP temprana (P2B) presentd una
captacion global cualitativa de '°B notablemente mayor que la observada con los otros protocolos
de GB-10 sin EP (P3B) y con EP tardia (P1B). Ademas, en la imagen autorradiograficade éste caso
se observd que las regiones correspondientes al parénquima tumoral presentaron niveles de
grises mayores que en el estroma, indicando una acumulacidnpreferencial del compuesto en las
regiones de parénquima tumoral, tal como se reporté previamente en animales infundidos con
BPA, un compuesto de acumulacion selectiva entumor (Portu et al., 2015).

GB-10 + EP temprana GB-10 + EP tardia

Fig.13RImdgenes histoldgicas coloreadas con H&E (panel superior) y autorradiograficas (panel inferior) de tumor y
tejido precanceroso de la bolsa de la mejilla del hdamster proveniente de los protocolos GB-10 sin EP, GB-10 + EP
temprana y GB-10 + EP tardia. P: parénquima, Es: estroma, C: tejido conectivo, E: epitelio, M: musculo. Magnificacién
original: 1,25x.
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Por su parte, las imagenes autorradiograficas de tejido precanceroso del protocolo GB-
10+EP tardia, al igual que en el caso de Sélo GB-10, mostraron mayor densidad de trazas en la
region correspondiente al tejido conectivo (C) que en el epitelio (E) y el musculo (M), cuyas
distribuciones fueron similares entre si (Fig. 13R).

El andlisis autorradiografico cualitativo del tejido precanceroso para el protocolo de GB-
10+EP temprana revelé una gran variabilidad en los resultados de la distribucién del GB-10, tanto
en el tejido conectivo como en el musculo, mostrando variaciones de mayor captacion del tejido
conectivo o del musculo (Fig. 14R). En todos los casos, el epitelio fue la estructura que menor
captacidn presentd.

GB-10 + EP temprana

Fig.14R Imdgenes histoldgicas coloreadas con H&E (panel superior) y autorradiograficas (panel inferior) de tumor y
tejido precanceroso de la bolsa de la mejilla del hdmster proveniente del protocolo GB-10 + EP temprana, donde se
muestra la variabilidad de trazas en las estructuras del tejido precanceroso (a) el tejido conectivo muestra mayor
captacion de boro con respecto al musculo y (b) el tejido conectivo presenta menor densidad de trazas que el musculo.
P: parénquima, Es: estroma, C: tejido conectivo, E: epitelio, M: muisculo. Magnificacién original: 1,25x.

1.7.1 Discusion

Estudios previos de biodistribucion in vivo e in vitro con diferentes compuestos borados
combinados con EP, demostraron que la EP puede mejorar el targeting de boro en diversas células
tumorales. En estos estudios se observd un aumento en la incorporacién selectiva y retencién de B
en los tumoreselectroporados versus tumores sin EP, aumentando la relacién de concentracién de
boro Tumor/Sangre (Cemazar et al., 2000; Ono et al., 2000).En el presente trabajo se realizé por
primera vez un estudio de biodistribucién in vivo con el compuestoGB-10 combinado con EP, en el
modelo de cancer oral en la bolsa de la mejilla del hamster. Los resultados mostraron que es

posible suministrar selectivamente cantidades potencialmente terapéuticas de boro a los
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carcinomas de células escamosas de hamster, mediante la administracién iv de GB-10 y la
aplicacion de EP. Por lo tanto, podemos concluir que se lograron concentraciones absolutas
yrelativas de boro en el tumor que serian compatibles con el tratamiento de BNCT.

Debido a la variedad de poblaciones celulares dentro de un tumor heterogéneo seha
postulado que la administracion combinada de diferentes compuestos borados, condistintas
propiedades y mecanismos de captacién complementarios, puede mejorar la eficacia terapéutica
de BNCT, optimizando el targeting de boro en tumor (Ono et al., 1999; Trivillin et al., 2006; Heber
et al., 2006). Enestudios previos hemos comprobado la eficacia terapéutica de BNCT mediado por
la administracion combinada de GB-10 y BPA. Los resultados delpresente estudio brindan
evidencia de otra estrategia para mejorar el targeting de boro en tumor. En particular, la
combinacién de la técnica de EP temprana con el compuesto GB-10 mejoraria eltargeting de boro
en los tumoresrespectodel control de sélo GB-10. De este modo, la EP podria actuar como un
sistema de administracién de farmacosno especifico para mejorar la incorporacién del compuesto
borado GB-10 en tumores de la bolsa del hamster.

Se sabe que cuando se emplea la EP para favorecer la accién de una droga
quimioterapéutica (electroquimioterapia o ECT), ésta debe ser aplicada cuando el agente
guimioterapéutico esta presente en una concentracién apropiada en los tejidos. En nuestro caso
decidimos ensayar 2 tiempos distintos de aplicacion de EP, un protocolo de EP temprana en el cual
se espera una concentracion alta de boro en sangre en el momento de la EP y otro de EP tardia en
la cual se espera una concentracion menor de boro en sangre pero mayor acumulacién en tumor.
La eleccién de estos dos momentos diferentes de EP respecto de la administraciéon del GB-10, se
realizo con el objetivo de estudiar si uno de ellos favorecia la incorporacion del compuesto borado
a las células tumorales permeabilizadas por la EP. En la literatura, muchos autores han
demostrado que en patologias de cancer de cabeza y cuello la ventana de tiempo para realizar la
ECT es entre 8-28 minutos después la administracion intravenosa de bleomicina (Mevio et al.,
2012). Coincidentemente, en nuestros tratamientos, los mejores resultados de biodistribucion de
198 en eltumor se obtuvieron con el protocolo de EP temprana (10 min post administracién de GB-
10). Por otro lado, una caracteristica importante de la ECT es el efecto denominado'vascular lock",
gue se describe como la capacidad de la técnica de EP para inducircambios vasculares provocando
la disminucion del flujo sanguineo en el area de tratamiento. El fendmeno se produce debido a la
presencia de la vasculaturadesorganizada e inmadura, tipica de los vasos tumorales, y al efecto
reflejo de vasoconstriccion mediado por el sistema simpatico que aparece después de la ECT.
Estoprovoca menor lavado del compuesto administrado, el cual se mantiene por mastiempo en las
areas electroporadas. De este modo, el tratamiento puede ser maseficaz debido a la persistencia
prolongada del fdrmaco en la zona del tumor.

En lo referente a la distribucién del compuesto borado dentro de las estructuras celulares
en el tumor, se demostrd previamente con la técnica de autorradiografia neutrénica (Portu et al.,
2015) que en el protocolo con GB-10 sin EP, la relacion de concentraciones entre el estroma vy el
parénquima tumoral (E/P) es 1,5. En el presente estudio, los tumores con EP tardia presentarian
una distribucion mas homogénea, con un leve aumento en la captacion de boro en el estroma (E)
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respecto del parénquima (P). Por el contrario, en el caso del protocolo de GB-10+EP temprana, la
microdistribucidn seria contraria a la esperada para el compuesto. Es decir que, al menos en
algunas regiones, habria mayor acumulacién en parénquima vs estroma, loque favoreceria la
eficacia terapéutica de BNCT mediada por el compuesto borado GB-10. Estos resultados de
microdistribucién son muy similares a los encontrados en estudios de ARN para éste mismo
modelo, luego de la administracién de BPA (Fig. 15R).

En trabajos previos (Portu et al, 2015), se demostrd que en la bolsa de la mejilla del
hamster se produce una acumulacién no selectiva en diferentes areas 6 regiones de tumor, tejido
precanceroso y tejido normal con GB-10. La distribucion de BPA seria mas heterogénea que la
distribucidon de GB-10, debido a los mecanismos de transporte activos del BPA, que permitiria la
localizacién preferencial de B en las células neoplasicas (Wittig et al., 2000) metabdlicamente mas
activas. Al igualque lo observado previamente en las imagenes autorradiograficas en tumores de
animalesinfundidos con BPA, la combinacion de EP temprana+GB-10 presenta una acumulacion
preferencial del compuesto en las regiones activas del tumor, lo cual podria mejorar la eficacia
terapéutica de BNCT, luego del tratamiento con BNCT/GB-10 + EP temprana.

GB-10 + EP temprana

Fig.15RImdgenes histoldgicas coloreadas con H&E (panel superior) y autorradiograficas (panel inferior) de tumor y
tejido precanceroso de la bolsa de la mejilla del hamster proveniente de los protocolos BPA y GB-10 + EP temprana. P:

parénquima, Es: estroma, C: tejido conectivo, E: epitelio, M: musculo. Magnificacion original: 1,25x.

Con respecto al tejido precanceroso, en trabajos previos realizados con animales del
mismo modelo experimental infundidos con GB-10, las imagenes autorradiograficas revelaron una
mayor acumulacion de trazas en el tejido conectivo (C) en relacién al muasculo (M) 6 el epitelio
(Ep), donde los valores fueron menores y semejantes entre si. En éste trabajo se encontrd que en
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el protocolo con GB-10+EP tardia se mantuvo la misma distribucion cualitativa de B en el tejido
precanceroso que en el protocolo sélo GB-10.

En el caso de estudios previos de ARN realizados con BPA en el modelo de cancer oral en la
bolsa de la mejilla del hamster, las imagenes autorradiograficas mostraron que en el tejido
precanceroso existid mayor densidad de trazas de B en el epitelio (Ep) en comparacion con valores
semejantes entre si y menores en el tejido conectivo y el musculo (Portu et al.,, 2015). Las
imagenes obtenidas del tejido precanceroso del protocolo GB-10+EP temprana revelaron que el
epitelio fue el de menor captacion de B comparado con el tejido conectivo y el musculo. Ademas
se observd una amplia variabilidad en la relacion de densidad de trazas entre el tejido conectivo y
el musculo, ya que en algunos casos dicha relacién favorecia al musculo y en otros al tejido
conectivo (Fig.14R). Dado que nosotros propusimos que la electroporacidn actuaria sélo en el
tumor y en el entorno inmediato, parte del trabajo futuro consistiria en confirmar estas
diferencias de acumulacién de boro en el tejido precanceroso para el protocolo GB-10+EP
temprana en un mayor nimero de casos y cuantificar la concentracidn de boro en lasdiferentes
estructuras tisulares.

1.7.2 Conclusion

Los resultados de éste estudio evidenciaron que la optimizacion en la biodistribucién y
microdistribucién cualitativa del boro mediante la EP temprana podria ser una herramienta para
mejorar la eficacia terapéutica de BNCT/GB-10 in vivo en la facilidad térmica del RA-3 en el modelo
de cdéncer oral en al bolsa de la mejilla del hamster, empleando compuestos borados aprobados
para su uso en humanos, sin evidencia de radiotoxicidad asociada.
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2. Estudios de eficacia terapéutica y radiotoxicidad de BNCT in vivo en el modelo
de cancer oral en la bolsa de la mejilla del hamster

2.1 Estudios de BNCT in vivo en el modelo de cancer oral con liposomas MAC+TAC

La Tabla 14Rmuestra los resultados obtenidos de la serie de experimentos preliminares
que se utilizaron para establecer el intervalo de dosis de radiacién éptimo, 4 semanas post
tratamiento con BNCT mediado por liposomas MAC+TAC (18 mg B/Kg iv).

Dosis 3,5 Gy 4Gy 5 Gy 6 Gy 7 Gy Sélo Haz SHAM
Remisidon Parcial(RP) 62% 28% 37% 24% 45% 14% 16%
Remisién Completa 14% 0%
8% 42% 33% 65% 28%
(RC)
Sin Respuesta(SR) 31% 23% 29% 11% 28% 72% 84%
Control Tumoral
70% 70% 70% 89% 73% 28% 16% (*)
(CT=RP+RC)
n Tumores 17 57 102 17 11 36 77
n hamsters 2 4 25 2 2 6 12
Mucositis Maxima 1 2 2 4 5 1 1

Tabla 14R. Resultados de los estudios preliminares de la respuesta tumoral 4 semanas post tratamiento con
BNCT/MAC+TAC a diferentes dosis absorbidas a tejido precanceroso. (*) Reduccién espontdnea del volumen tumoral.

El estudio preliminar a 3,5 Gy mostré un grado de mucositis leve en el tejido precanceroso
(grado 1) y un Control Tumoral (CT=RP+RC) del 70%. En el caso de 6 y 7 Gy a tejido precanceroso
se obtuvieron grados de mucositis severa en el tejido precanceroso (grado 4 y grado 5 con pérdida
de tejido, respectivamente), cuyo pico maximo se alcanzé a las 2 semanas post-BNCT. En el tejido
de la bolsa restante disponible para la evaluacidn, el CT fue de 89% y 73% para 6 y 7 Gy a tejido
precancerosorespectivamente. En el protocolo de control SHAM (cancerizado, no tratado), sélo el
16% de los tumores experimenté una reduccion espontanea en el volumen tumoral (sélo RP) y no
hubo remisiones completas (RC). El control tumoral (CT) para la dosis de 5 Gy a tejido
precanceroso, 4 semanas post tratamiento con BNCT/MAC+TAC fue del 70 %, del cual el 33%
correspondié a RC. Los resultados de éstos estudios preliminares de BNCT con diversas dosis de
irradiacién de neutrones nos llevaron a realizar los tratamientos subsiguientesde BNCT con una
dosis de 5 Gy a tejido precanceroso para evitar efectos de mucositis severa en el tejido
precanceroso. Los tratamientos con ésta dosis de irradiacién causaron sélo mucositis de grado
leve (maximo de grado 2) en tejido precanceroso. El tejido normal no desarrollé mucositis con
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ninguno de los protocolos ensayados. La dosis de 5 Gy a tejido precanceroso corresponde a una
dosis de irradiacion de 21 Gy al tejido tumoral.

Los resultados de los estudios de biodistribucion con liposomas MAC+TAC (48 hs.)
mostrados en ésta tesis (Resultados 1.5) mostraron valoresde concentracién de boro absoluta en
tumor de 66,6 + 16,1 ppmy relaciones de concentracién de boro tumor/tejido precanceroso (T/Pr)
de aproximadamente 6: 1. Estos datos convirtieron a los liposomas MAC+TAC en portadores de
boro extremadamente atractivos para realizar estudios radiobioldgicos de eficacia terapéutica y
radiotoxicidad de BNCT in vivo. Se pudo administrar una dosis de radiacion absorbida de 5 Gy al
tejido precanceroso limitante de la dosis (4 Gy al tejido normal), con una dosis de radiacion
absorbida asociada en tumor de 21 Gy. Ademas, debido al alto contenido absoluto de boro en el
tejido tumoral, la componente de radiacidn de boro de la dosis total en tumor fue del 90% (Tabla
15R). Esto es claramente una ventaja ya que maximiza la componente de boro selectivaen tumor
de la dosis total.

Dosis Absorbida (Gy)
Protones
) . Fotones . . Componente
Tratamiento Tejido [B] ppm inducidos .
v(Gy) (“*N) (Gy) B (Gy) Dosis Dosis Total
Fondo Total
Tumor 66,6 1,6 0,910,1 0,810,2 1916 1,7£0,2 21+6
Tejido
ERSI . 11,3 16,2 0,910,1 0,810,2 312 1,7£0,2 5+2
Precanceroso
MAC+TAC
Bolsa
7,0%5,5 0,9+0,1 0,810,2 212 1,7£0,2 4+2
Normal
Tumor,
, tejido
Sélo Haz 0,910,1 0,810,2 1,7+0,2 1,7+0,2
precanceroso
y normal

Tabla 15R. El valor medio del flujo de neutrones en la posicién de irradiacion fue de 7,7 x 10° + 8 x 10M n/cm2 syel
tiempo de irradiacidn varié entre 8-9 min. Los valores se presentan como media * D.E.

La Tabla 16R muestra los resultados de las dobles aplicaciones de BNCT/MAC+TAC a
diferentes intervalos (4, 6 y 8 semanas) posteriores al primer tratamiento con BNCT, con distintos
tiempos de seguimiento in vivo respecto de la primera aplicacion de BNCT/MAC+TAC. Ambas
aplicaciones se realizaron a una dosis de 5 Gy a tejido precanceroso, con la administracién de la
dosis completa de MAC-TAC en cada aplicacidn.

Los tratamientos con doble aplicacion de BNCT/MAC+TAC que se realizaron con intervalos
de 4 (P1L), 6 (P2L) y 8 (P3L) semanas entre tratamientos, con distintos tiempos de seguimiento
respecto a la segunda aplicacion de BNCT, produjeron resultados de CT de 71%, 79% y 88%,
respectivamente. Estos CT estuvieron asociados a tasas de RC del 52%, 37% y 50%,
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respectivamente, siendo todos éstos valores mas altos, comparados con el protocolo de Unico
tratamiento BNCT/MAC+TAC (P1L) cuyo resultado fue de 33%. En el caso del grupo de Sdlo
Haz(SH), la tasa de CT 4 semanas después del tratamiento, fue de sélo el 28%, del cual el 14%
correspondié a RC.

El aumento del control tumoral (CT) obtenido con el protocolo BNCT/MAC+TAC aplicacion
Unica fue estadisticamente significativo respecto del grupo Sélo Haz (SH) (p= 0,0001).

La mucositis en el tejido precanceroso con los protocolos de doble tratamiento con BNCT
fue leve y no superé el grado 2.

BNCT BNCT BNCT BNCT
MAC+TAC MAC+TAC MAC+TAC MAC+TAC ,
. Sélo Haz SHAM
Unico Doble Doble Doble
(4+6) (6+4) (8+8)
Dosis P1L P2L P3L P4L SH SHAM
Remision Parcial
37% 19% 42% 38% 14% 16%
(RP)
Remisién Completa
33% 52% 37% 50% 14% 0%
(RC)
Sin Respuesta
i 29% 30% 21% 13% 72% 84%
(SR)
Control Tumoral
70% 71% 79% 88% 28% 16% (*)
(CT=RP+RC)
n Tumores 102 27 19 16 36 77
n hamsters 25 5 4 6 6 12
Mucositis Maxima en
2 2 2 1 1 1

tejido precanceroso

Tabla 16R. Resultados de respuesta tumoral correspondiente a las dobles aplicaciones de BNCT/MAC+TAC en el
ultimo tiempo de seguimiento, respecto de la primera aplicaciéon de BNCT/MAC+TAC. (P2L: segunda aplicacién de BNCT
4 semanas posteriores a la primera, con seguimiento de 6 semanas post segundo BNCT; P3L: segunda aplicaciéon de
BNCT 6 semanas posteriores a la primera con seguimiento de 4 semanas post segundo BNCT y P4L: segunda aplicacion
de BNCT 8 semanasposteriores a la primera, con seguimiento de 8 semanas post segundo BNCT).(*) Reduccion
espontanea del volumen tumoral.

La Tabla 17R muestra los resultados de la respuesta tumoral a las 4 semanas post
tratamiento con Unica o doble aplicacién de BNCT/MAC+TAC, discriminando el volumen de los
tumores pre-tratamiento. En el caso de las dobles aplicaciones se consignan los resultados de
respuesta tumoral 4 semanas post-segunda aplicacién de BNCT. Se observd que para todos los
protocolos ensayados, la incidencia de RC fue mayor para los tumores chicos (< 10 mm?).La
escasez relativa de los tumores grandes (> 100 mm®) en el modelo de cancer oral en la bolsa de Ia
mejilla del hamster impidid el andlisis estadistico de este grupo particular de tumores en la mayor
parte de los casos. Podemos mencionar que sélo en el caso del protocolo P4L, con doble aplicacién
de BNCT/MAC+H+TAC, se observaron RC en tumores grandes (33%), mientras que con los otros
protocolos dobles, las RC en los tumores grandes fueron 0%. Estos resultados no pueden ser
considerados concluyentes ni admiten un analisis estadistico, debido al escaso tamafo muestral
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(n=1 para el protocolo P2L y n=0 para el protocolo P3L) de éste tamafio tumoral. En el caso del
protocolo P1L de BNCT/MAC+TAC Unica aplicacidn, a pesar que tampoco se obtuvieron RC en los
tumores grandes, el tamafio muestral de los mismos (n=9) alcanzé para establecer que la tasa de
RC de los tumores chicos de éste protocolo fue significativamente mayor que en los tumores
grandes (p = 0,0082). En el protocolo Sélo Haz (SH) sélo se observaron RC en los tumores chicos
(21%).

BNCT BNCT BNCT BNCT
MAC+TAC Unico MAC+TAC Doble MAC+TAC Doble MAC+TAC Doble Sélo Haz
(4+6) (6+4) (8+8)
P1L P2L P3L P4L SH
C M G C M G C M G C M G C M G
Remisién Parcial 18% 60% 63% | 6%  38% 100% | 27%  75% 17%  57% 67% 8% 27% 0%
(RP)
Remision Completa | 48% 19% 0% | 61% 38% 0% 55%  13% 67% 29%  33% 21% 0% 0%
(RC)
Sin Respuesta 34%  21%  37% | 33%  24% 0% 18%  12% 16%  14% 0% 71%  73%  100%
(SR)
Control Tumoral 66% 79% 63% | 67% 76% 100% | 82% 88% - 84% 86% 100% 29% 27% 0%
(CT=RP+RC)
n 56 37 9 18 8 1 11 8 6 7 3 24 11 1

Tabla 17R. Resultadosde la respuesta tumoral de los tratamientos con Unica (P1L) o doble aplicacién de BNCT/MAC+TAC
(P2L: segunda aplicacién de BNCT 4 semanas posteriores a la primera, con seguimiento de 6 semanas post segundo
BNCT; P3L: segunda aplicacién de BNCT 6 semanas posteriores a la primera con seguimiento de 4 semanas post segundo
BNCT y P4L: segunda aplicacion de BNCT 8 semanasposteriores a la primera, con seguimiento de 8 semanas post
segundo BNCT) y Sélo Haz (SH) discriminando el volumen de los tumores pre-tratamiento, a las 4 semanas post
tratamiento.

La Fig. 16R muestra graficamente la respuesta tumoral para los protocolos mas
representativos de BNCT/MAC+TAC, mientras que la Fig. 17R ilustra, un ejemplo del aspecto
macroscépico de una bolsa portadora de tumor antes y después del tratamiento con
BNCT/MAC+TAC Unico a 5Gy con Remisiones Completas (RC) y Remision Parcial (RP) de
carcinomas exofiticos de células escamosas en el modelo de cédncer oral en la bolsa de la mejilla
del hdmster.
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Fig. 16R Histograma de porcentajes de la respuesta tumoral, sin discriminar el volumen tumoralpre-
tratamiento, correspondientes a los protocolos mas representativos (basados en los resultados de la Tabla
14R) (CT: Control Tumoral; RC: Remision Completa)




Fig. 17R Ejemplo representativo de una bolsa de hamster portadora de tumores pre tratamiento (izquierda) y 14 dias
post tratamiento (derecha) con 5 Gy de dosis absorbida a tejido precanceroso. El tumor 1 (1,3 mm’) y el tumor 2 (7
mm3) sufrieron remisiones completas, mientras que el tumor 3 (17,9 mm3) presentd remision parcial, de forma que el
volumen final fue de 6,6 mm® (RP=63%). El tejido precancerosoque rodea al tumor exhibié mucositis grado 1 antes y
después del tratamiento.

2.1.1 Discusion

En éste estudio de eficacia terapéutica de BNCT utilizando liposomas MAC+TAC no se
observé radiotoxicidad en el tejido normal en ninguno de los protocolosensayados. En general, los
valores de peso corporal de los animales oscilaron ligeramente durante el periodo post-
tratamiento evaluado. En ocasiones fue necesario sacrificar a los animales como resultado de uno
o mas de los siguientes factores, todos ellos no relacionados con una toxicidad potencial inducida
por BNCT: crecimiento excesivo de tumores tratados que no respondieron, crecimiento excesivo
de tumores nuevos que se desarrollaron a partir de tejido precanceroso y declinacién general
causada por trastornos hepdticos y digestivos generados por el carcindgeno dimetil-1,2-
benzantraceno (DMBA) (Eveson et al., 1981). Los animales que se siguieron durante periodos mas
largos desarrollaron con frecuencia adenocarcinomas mamarios sub-cutdneos en la regidn
abdominal, posiblemente relacionados con el tratamiento con DMBA (Moon et al., 1976). En esos
casos, los adenocarcinomas fueron extirpados quirdrgicamente, permitiendo que el seguimiento
de los animales continuara.

En nuestros estudios anteriores de control tumoral, utilizando otros agentes borados en el
modelo de cancer oral en al bolsa de la mejilla del hamster, establecimos el periodo de
seguimiento de 4 semanas después de un tratamiento con BNCT o después del segundo
tratamiento en el caso de protocolos que involucraron doble BNCT (Trivillin et al., 2006; Molinari
et al., 2011). En este trabajo, por primera vez, fue posible extender el periodo de seguimiento a 16
semanas en el caso de protocolos de tratamiento con BNCT, principalmente como consecuencia
de un buen resultado terapéutico, es decir, un buen control del tumor, una mucositis leve y escaso
desarrollo de tumores nuevos.

En los resultados mostrados en la Tabla 19R, que comparan las respuestas tumorales en el
ultimo tiempo evaluado para los protocolos con uno o dos tratamientos de BNCT/MAC+TAC, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativasen el CT. Esto implicaria que los protocolos
condoble tratamiento sostienen una tasa de CT del 70-88% durante un periodo de 10-16 semanas
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después del primer tratamiento con BNCT/MAC+TAC. Este periodo de tiempo constituye alrededor
de un 13% de la vida de un hamster saludable. Si fuera posible una extrapolacion directa, éste
corresponderia a un periodo clinicamente significativo de ~ 10 afios en un ser humano.

Con respecto al desarrollo de tumores nuevos (es decir, tumores que no se encontraban
presentes al final del protocolo de carcinogénesis) a partir del tejido precanceroso, el 100% de los
animales del grupo SHAM mostraron tumores nuevos a las 4 semanas de seguimiento (Heber et
al., 2010). En el caso del protocolo de tratamiento BNCT/MAC+TAC Unico, el 64% de los hamsters a
las 4 semanas de seguimiento desarrollaron nuevos tumores, mientras que aproximadamente el
75-80% de los hamsters de los protocolos con doble tratamiento BNCT/MAC+TAC (en el tiempo de
seguimiento mas largo en cada caso) desarrollaron nuevos tumores. Esto implicaria que los
protocolos que involucran dos tratamientos con BNCT/MAC+TAC tendrian un efecto inhibitorio
parcial en el desarrollo de nuevos tumores. Aunque previamente se demostro el éxito terapéutico
de BNCT mediado por BPA en el modelo de cancer oral de la bolsa de la mejilla del hamster (Heber
et el., 2006; Kreimann et al., 2001b), sin duda nos enfrentamos al reto actual de optimizar esta
técnica mediante el uso de enfoques que también podrian ser utiles en otros modelos
experimentales y, eventualmente, en un escenario clinico. En el caso del cancer de cabezay cuello,
una estrategia terapéutica seria exitosa si se lograra una amplia respuesta tumoral asociada a un
minimo desarrollo de mucositis en el tejido precanceroso y una inhibicion en el desarrollo de
nuevos tumores a partir de tejido precanceroso. En este contexto, los protocolos de tratamiento
de BNCT mediados por los liposomas MAC-TAC ensayados en esta tesis, indujeron una respuesta
tumoral > 70% con mucositis extremadamente leve (grado 1-2) en el tejido precanceroso y
ninguna toxicidad en el tejido normal. Ademas, estos protocolos inhibieron parcialmente el
desarrollo de nuevos tumores a partir de tejido precanceroso. Con estos resultados pudimos
demostrar por primera vez que la combinacion de buena respuesta tumoral, mucositis aceptable e
inhibicidn parcial del desarrollo de nuevos tumores, permite un periodo de seguimiento mas largo
(hasta 16 semanas) mas alld del periodo de tiempo previamente establecido (4 semanas) en el
modelo de cancer oral en al bolsa de la mejilla del hamster. El tratamiento repetido con
BNCT/MAC+TAC produjo una respuesta tumoral sostenida de 70-88% (37-56% de RC) y un efecto
inhibidor parcial sobre el desarrollo de nuevos tumores en el tejido precanceroso hasta 16
semanas después del primer tratamiento de BNCT.

Nuestra hipotesis de trabajo fue que el tratamiento repetido con BNCT/MAC+TAC seria
una estrategia que minimizaria la mucositis en el tejido precanceroso limitante de dosis. También
buscamos elegir un intervalo que minimice la repoblacidn de células tumorales, lo cual se conoce
gue pone en peligro la respuesta terapéutica. Basandose en el hecho conocido de que la mucositis
es un proceso de multiples etapas iniciado por lesiones de la mucosa, asociados a un aumento de
la produccién de citoquinas inflamatorias, que causan dafio directo a la mucosa e inician ciclos de
retroalimentacién positiva (Mais, 2006), el intervalo entre los dos tratamientos, permitiria la
disminucidn parcial del proceso inflamatorio antes de que se administre la segunda dosis, evitando
asi el aumento de la mucositis. En cuanto a la eficacia terapéutica, se sabe que el alargamiento del
tiempo de tratamiento global en la radioterapia convencional (es decir, tratamientos con bajo LET)

reduce la toxicidad a costa de la disminucion de la probabilidad del control tumoral (Dérr et al.,
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2005). Sin embargo, en el caso de BNCT que implica una combinacién de componentes de
radiacion de alto y bajo LET, un tratamiento repetitivo permitiria el re-direccionamiento de boro
haciapoblaciones celulares que fueron refractarias a la primera aplicacién y posteriormente
proliferaron (Molinari et al., 2011; Monti Hughes et al., 2013). Dentro de los periodos de tiempo
entre aplicaciones evaluados (intervalos de 4, 6 y 8 semanas entre aplicaciones), los datos del
presente estudio no revelaron diferencias estadisticamente significativas en la respuesta tumoral
atribuibles a las diferencias entre los intervalos. Esto proporciona cierta flexibilidad en la seleccion
del mejor momento para realizar la segunda aplicacion de BNCT, en terapiaspersonalizadas (Kato
et al.,, 2004). Sin embargo, es cierto que algunos pacientes podrian estar en condiciones
demasiado fragiles para beneficiarse de un doble protocolo de aplicacidn. Los tres intervalos de
tiempos ensayados entre las dos aplicaciones de BNCT (4, 6 y 8 semanas) posiblemente impedirian
el aumento de la mucositis después del segundo tratamiento y minimizarian de manera similar la
repoblacion celular. Se sabe que la inflamacidon asociada con la mucositis puede inducir la
promocién tumoral, activando lesiones premalignas (Grivennikov et al., 2006; Pérez et al., 2005) y
ademas es una de las caracteristicas del cancer, que actua en cualquier etapa de la tumorogénesis
(Multhoffy Radons, 2012). En este contexto, el hecho de que el tratamiento con BNCT/MAC+TAC
pueda administrarse sin aumentar la mucositis, no sélo es importante en términos de prevencién
de toxicidad, sino también en términos de inhibicion del desarrollo de nuevos tumores. El
desarrollo de nuevos tumores en el tejido precanceroso modelaria el desarrollo de segundos
tumores primarios en la mucosa oral cancerizada (Monti Hughes et al., 2013) y, por lo tanto,
puede considerarse un pardmetro que afectaria el resultado terapéutico a mediano y largo plazo
en carcinomas de células escamosas en el modelo experimental de cancer oral en la bolsa de la
mejilla del hamster.

2.1.2 Conclusion

Podemos concluir que, en el modelo de cédncer oral de bolsa de mejilla de hamster, BNCT
mediado por los liposomas MAC+TAC pudo lograr un control tumoral sostenido y robusto durante
un periodo de seguimiento prolongado de 16 semanas. Al final del mismo,sélo un 13% de los
tumores mostraron crecimiento, mientras que en los animales no tratados (SHAM) y en animales
con tratamiento Sélo Haz (SH), a las 4 semanas post-tratamiento el 84% y 72% respectivamente de
los tumores continuaron creciendo. El control tumoral con BNCT/MAC+TAC estuvo asociado aun
grado de mucositis leve en el tejido precanceroso, con un efecto inhibidor parcial sobre el
desarrollo de nuevos tumores, sin toxicidad en tejido normal.
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2.2 Estudios de BNCT in vivo en el modelo de cancer oral con GB-10+Electroporacion

Los resultados de los estudios de biodistribucién con GB-10+EP temprana mostrados en
ésta tesis (Resultados 1.6) revelaron valoresde concentracion de boro absoluta en tumor de 20,2 +
9,6 ppmy relaciones de concentracion de tumor/tejido precanceroso (T/Pr) de 2,3:1. En base a
estos datos la dosis de radiacién absorbida al tejido precanceroso limitante de dosis fue de 2,1 Gy,
al tejido normal de 2,2 Gy y la dosis de radiacion absorbida asociada en tumor fue de 3,7 Gy.

Los resultados de respuesta tumoral a los 28 dias post-tratamiento con BNCT/GB-10 con o
sin Electroporacion (EP) se muestran en las Tablas 18R y 19R. En la Tabla 18R los resultados del
control tumoral estan presentados sin discriminar por volumen tumoral en el momento de la
irradiacidén, mientrasque en la Tabla 19R se observan los resultados discriminando por volumen
tumoral en el momento de irradiacidon segun una escala arbitraria (C: chicos <10 mm?® M+G:
medianos y grandes>10 mm?®). La discriminacién por volumen tumoral se realizé para explorar la
potencial influencia del mismo en la respuesta final de los tumores tratados con BNCT.
Larespuesta tumoral se expresé como Remision Completa (RC), Remisién Parcial (RP) o Control
Tumoral (CT: RC + RP).

BNCT/ BNCT/ Control EP Control EP
Control Control Control ,
GB-10+EP GB-10+EP j tardia + temprana+
3 BNCT/GB-10 Solo EP Sélo Haz
tardia temprana Solo Haz Solo Haz
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7
Remision Parcial
(RP) 40% 46% 42% 26% 18% 31% 28%
Remision Completa
30% 46% 6% 8% 0% 19% 10%
(RC)
Sin Respuesta
(SR) 30% 8% 52% 66% 82% 50% 62%
Control Tumoral
70% 92% 48% 33% 18% 50% 38%
(CT=RP+RC)
n Tumores 23 46 33 38 50 16 32

Tabla 18R. Tabla de porcentajes de Respuesta Tumoral de distintos protocolos de EP combinada con BNCT/GB-10 y
protocolos control, RP: Remisidn Parcial; RC: Remision Completa; SR: Sin Respuesta; CT: Control Tumoral (CT: RP+RC); n:
numero de tumores.
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BNCT/ BNCT/ Control Control

Control Control Control i
GB-10+ GB-10+ i j EP tardia + EP temprana +
i BNCT/GB-10 Sélo EP Sélo Haz ; ,
EP tardia EP temprana Sélo Haz Sélo Haz
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7
C M+G C M+G C M+G C M+G C M+G C M+G C M+G
Remisién
i 33% 45% 23%  75% 33% 50% 18% 33% 18% 17% 0% 56% 14% 50%
Parcial(RP)
Remision
50% 9% 65% 20% 7% 6% 18% 0% 0% 0% 43% 0% 18% 0%
Completa(RC)
Sin Respuesta
(SR) 17% 46% 12% 5% 60% 44% 64% 67% 82% 83% 57% 44% 68% 50%
Control
Tumoral 83% 54% 88% 95% 40% 56% 36% 33% 18% 17% 43% 56% 32% 50%
(CT=RP+RC)
n 12 11 26 20 15 18 17 21 38 12 7 9 |22 10

Tabla 19R. Tabla de porcentajes de Respuesta Tumoral de distintos protocolos de EP combinada con BNCT/GB-10
yprotocolos control, discriminando por volumen tumoral inicial. RP: Remisidn Parcial; RC: Remisién Completa; SR:
SinRespuesta; CT: Control Tumoral (CT: RP+RC); n: nimero de tumores; C: tumores chicos (volumen <10mm3); M+G:
tumoresmedianos y grandes (volumen > 10mm?).

Considerando la respuesta sin discriminar por volumen tumoral pre-tratamiento (Tabla
20R), el CT deBNCT/GB-10(P3) fue de 48%. Los valores de CT de ambos grupos tratados con
BNCT/GB-10 + EP (P1 y P2) fueron mayores que el valor de BNCT/GB-10. En el caso de BNCT/GB-
10+ EP tardia (P1) el CT fue del 70%, pero a pesar de la diferencia con BNCT/GB-10 sin EP, ésta no
alcanzé significancia estadistica. Sin embargo, el CT del protocolo BNCT/GB-10+EP temprana fue
del 92% vy la diferencia con el control BNCT/GB-10 fue altamente significativa (p<0,0001). El
andlisis de las remisiones completas (RC), mostré que el valor del protocolo P1(RC=30%) fue
significativamente mayor que el valor de 6% de BNCT/GB-10 (p=0,0244).Asimismo, el valor de RC
de 46% de BNCT/GB-10+EP temprana (P2) fue significativamentemayor que el valor de 6% del
control BNCT/GB-10 sin EP (p=0,0001).

Comparando cada protocolo BNCT/GB-10+EP (P1 y P2) con su correspondiente protocolo
de EP+ Sélo Haz (P6 y P7 respectivamente) para evaluar el efecto de la radiacidn de fondo, se
observo que si bien el CT de BNCT/GB-10+EP tardia (P1) de 70% fue mayor que el CT de 50% de EP
tardia + Solo Haz (P6), esta diferencia no alcanzé significancia estadistica. Sin embargo, en el caso
de BNCT/GB-10+EP temprana (P2), el CT de 92% fue significativamente mayor que el CT de 38% de

EP temprana+Sélo Haz (P7) (p<0,0001). En cuanto a las remisiones completas (RC), el valor de 30%
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de BNCT/GB-10 EP tardia no fue significativamente mayor que el valor de RC de 19% del control EP
tardia + Sélo Haz. Sin embargo, el valor de RC de 46% de BNCT/GB10+EP temprana fue
significativamente mayor que el valor de RC de 10% del control EP temprana+ Sélo Haz (p=0,0027).

Se compararon los protocolos de BNCT/GB-10+EP (P1 y P2) con el protocolo de Sélo EP
(P4) paraevaluar el aporte a la respuesta de la EP sola, como Unico tratamiento. EI CT de 70% en
elcaso de BNCT/GB-10+EP tardia y el CT de 92 % en el caso de BNCT/GB-10 +EP temprana (P2)
fueron significativamente mayores que el CT de 33% del grupo Sélo EP (p=0,0093 yp<0,0001,
respectivamente). En cuanto a las remisiones completas (RC), el valor de 30% del P1 fue
significativamente mas alto que el de 8% del protocolo Sélo EP(p=0,0324). Asimismo, el valor de
46% del P2 fue significativamente mds alto que el de 8% de Sélo EP (p=0,0002).

Los valores de CT del grupo SHAM (cancerizado sin tratar) de 16% representan
lasremisiones parciales espontaneas del modelo de cancer oral. El valor de 18% de
CTcorrespondiente a Soélo Haz fue similar, indicando que la radiacion de fondo a la fluencia
neutrénica empleada no tiene un efecto significativo sobre la respuesta tumoral. Ningunode los
dos grupos (Sham y Sélo Haz) mostré casos de remisiones completas.

Considerando los valores de respuesta tumoral discriminando por volumen tumoralen el
momento de la irradiacion (Tabla 21R), se observarondiferencias cuando se consideraron los
tumores chicos (C) o los tumores medianos + grandes (M+G). El valor de CT paratumores chicos de
83% de EP BNCT/GB-10+EP tardia fue significativamente mayor que elcorrespondiente valor de CT
de 40% para BNCT/GB-10 (p=0,0473). Sin embargo, para éstos mismos protocolos los valores de
CT fueron similares en el caso de tumoresmedianos + grandes (M+G). En el caso de BNCT/GB-
10+EP temprana, el valor de CT de 88% paratumores chicos fue significativamente mayor que el
correspondiente valor de 40% para BNCT/GB-10 (p=0,0030). Un efecto similar se observo para los
tumores medianos +grandes (95% vs 56%, p=0,0067). En el caso de las remisiones completas (RC)
de tumoreschicos, la EP aumenté el control tumoral significativamente de 7% para BNCT/GB-10 a
50%para BNCT/GB-10+ EP tardia (p=0,0237)y a 65% para BNCT/GB-10+ EP temprana (p=0,0003).

Se compard cada protocolo BNCT/GB-10+EP (P1 y P2) con su correspondiente protocolo de
EP+Sélo Haz (P6 y P7) para evaluar el efecto de la radiacion de fondo en la respuesta tumoral
discriminando porvolumen tumoral en el momento de la irradiacién. En el caso de BNCT/GB-10+EP
tardia, elCT de los tumores chicos de 83% fue mayor que el correspondiente valor de 43% de EP
tardia+ Sélo Haz (P6). Sin embargo, esta diferencia no alcanzo significancia estadistica. En elcaso
de los tumores medianos + grandes los valores fueron similares (54% vs 56%). Para el protocolo
BNCT/GB-10+EP temprana (P2), el CT fue significativamente mayor comparado conEP temprana+
Sélo Haz (P7), tanto para los tumores chicos (88% vs 32%, p<0,0001) como paralos medianos +
grandes (95% vs 50%, p= 0,0088). En cuanto a las remisiones completas (RC)en tumores chicos, los
valores de BNCT/GB-10+EP tardia fueron similares a los del correspondiente grupo EP tardia + Sélo
Haz (50% vs 43%). Sin embargo, en las RC detumores chicos de BNCT/GB-10+ EP temprana, el valor
de 65% fue significativamentemayor que el correspondiente valor de 18% de EP tardia + Sdlo Haz
(p=0,0014).
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Discriminando por volumen tumoral, se compararon los protocolos de BNCT/GB-10+EP (P1
y P2) con el protocolo de Sdélo EP (P4) para evaluar el aporte a la respuesta de la EP como
Unicotratamiento. En el caso del protocolo del protocolo P1, el CT fue mayor que para Sélo EP,
tanto para los tumores chicos (83% vs 36%) como para los medianos + grandes(54% vs 33%). Sin
embargo, esta diferencia solamente alcanzé significancia estadisticapara los tumores chicos
(p=0,0216). En el caso del protocolo P2, elCT fue significativamente mayor que para Sélo EP tanto
para los tumores chicos (88% vs36%, p=0,0006) como para los medianos + grandes (95% vs 33%,
0,0001). En cuanto a las remisiones completas (RC) de tumores chicos, el valor de 50% para
BNCT/GB-10+ EP tardia fue mayor que el valor de 18% para Sélo EP, pero esta diferencia no
alcanzo significancia estadistica. En el caso del protocolo P2, el valor de RC de tumores chicos
de65% fue significativamente mayor que el correspondiente valor de 18% para Sélo EP (p=0,0042).

La Tabla 20Rmuestra el grado de mucositis maxima alcanzada en el tejidoprecanceroso
limitante de dosis y el grado de mucositis en el Ultimo tiempo analizado (28 dias post-
tratamiento). Los grados 0, 1 y 2 se consideran mucositis leve, el grado 3 seconsidera mucositis
moderada y los grados 4 y 5 se consideran mucositis severa. Seconsidera que la mucositis severa
es un efecto no deseado que limita la dosis que sepuede administrar a tumor. Asimismo, lo
deseable es que la mucositis sea reversible y queno exceda un grado leve a los 28 dias de
seguimiento.

BNCT/ BNCT/ Control EP  Control EP
Control Control  Control )
GB-10+EP GB-10+EP i i tardia + temprana +
) BNCT/GB-10  S6loEP  Sélo Haz J ,
tardia temprana Sélo Haz Sélo Haz
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7
G0-G2 100% 89% 100% 100% 100% 100% 80%
Mucositis
Maxima en tejido G3 0% 11% 0% 0% 0% 0% 0%
precanceroso
G4-G5 0% 0% 0% 0% 0% 0% 20%
G0-G2 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Mucositis 28
dias en tejido G3 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
precanceroso
G4-G5 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
n 5 9 5 5 6 5 5

Tabla 20R. Tabla de porcentajes de Mucositis (radiotoxicidad) de distintos protocolos de EP combinada con
BNCT/GB-10 y protocolos control, clasificada en Mucositis Maxima (alcanzada en algin momento post-tratamiento) y
Mucositis 28 dias (al final del periodo de seguimiento), ambas post-irradiacion (n: nimero de hamsters; GO-G2:mucositis
leve, G3: mucositis moderada y G4-G5: mucositis severa).
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Ninguno de los protocolos ensayados indujo mucositis severa en tejidoprecanceroso. En
todos los casos, la mucositis en tejido precanceroso revirtié a un grado menor o igual a G2 a los 28
dias de seguimiento post irradiacién. Se destaca el hecho que BNCT/GB-10+EP (P1y P2) no induce
mucositis severa en tejido precanceroso. Este hallazgo tiene gran relevancia clinica ya que el
aumento en eficacia terapéutica logrado con BNCT/GB-10+EP vs BNCT/GB-10 no estd asociado a
un efecto téxico indeseable.

La Fig. 18Ra ilustra un ejemplo del aspecto macroscépico de una bolsa portadora de tumor
antes, durante los controles y al finalizar el seguimiento post BNCT/GB-10+EP temprana, en el
modelo experimental de cdncer oral en la bolsa de la mejilla del hamster. En la Fig. 18Rb se
pueden observar remisiones completas y parciales de tumores exofiticos rodeados de tejido
precanceroso en el modelo experimental de cancer oral en la bolsa de la mejilla del hamster.

Pre-tratamiento 7 dias post 14 dias post 21 dias post- 28 dias post-
tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento

Fig. 18R a.lmdgenes macroscépicas de la bolsa de la mejilla del hdmster en todos los tiemposdonde se realizé el
seguimiento de la respuesta tumoral y de mucositis en tejido precanceroso (pre-tratamiento, 7, 14, 21 y 28 dias) post-
BNCT/GB-10+EP temprana.

Tumor 3 Tumor 3
(67.11 mm®) (6.69 mm®)
Tumor 2 <4
(27.52 mm°) (OT;ngr 23)
. mm
Tejido
precanceroso
(G1)
Tumor 1
(15.84 mm®) Tejido
precanceroso
(Go)

Fig. 18R b. Imagen macroscopica de la bolsa de la mejilla del hdamster cancerizada con DMBA. (Izquierda) Pre-
tratamiento, con tumores (T1, T2 y T3) rodeados de tejido precanceroso con mucositis Grado 1. (Derecha) 28 dias post
Protocolo BNCT/GB-10+EP temprana (P2), exhibiendo RC del T1 y RP de los T2 y T3, rodeados de tejido precanceroso
con grado 0 de mucositis.
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2.2.1 Discusion

En este trabajo se comprobd por primera vez que la técnica de electroporacion aumenta la
eficacia terapéutica de BNCT mediado por GB-10 en el modelo de cancer oral en la bolsa de la
mejilla del hamster, con seguimiento in vivo. Los valores de CT (RC+RP) en general de los dos
protocolos de BNCT/GB-10+EP a los dos tiempos ensayados para la aplicacion de la EP (tempranay
tardia respecto de la administracion del compuesto borado GB-10), fueron mayores que el control
tumoral de BNCT/GB-10. Pero cabe destacar que con BNCT/GB-10+EP temprana el controltumoral
fue de 92%, significativamente mayor que el control tumoral con BNCT/GB-10 de 48%(p<0,0001).
Sin embargo, en el caso de BNCT/GB-10+ EP tardia, si bien el control tumoral fue mayor que con
BNCT-GB-10, la diferencia no fue estadisticamente significativa (70%vs 48%, p=0,1708).El leve
efecto de control tumoral inducido por la EPsola (no relacionado con la administracién de un
compuesto borado), aumentaria elefecto de la radiacion de fondo. Sin embargo, el control tumoral
inducido por los protocolos que combinan radiacion de fondo con EP es significativamente menor
que el CT que se logra con BNCT/GB-10+EP.

En particular, se observd un aumento de las RC de los tumores chicos,tanto con el
protocolo BNCT/GB-10+EP temprana (65%)como el de BNCT/GB-10+EP tardia (50%), en
comparacién con el protocolo BNCT/GB-10 (7%). Pero con el protocolo EP temprana, adiferencia
del protocolo con EP tardia, también se observé un aumento significativo vs los controles Sélo EP
(18%) y EP temprana +Sdlo Haz (18%). Para el caso del CT en los tumores medianos ygrandes, el
protocolo BNCT/GB-10+EP tardia no aumentd significativamente la respuesta vs los controles
BNCT/GB-10, Sélo EP y EP tardia + EP. Por el contrario, con elprotocolo BNCT/GB-10+EP temprana
se observaron aumentos significativos del CT detumores medianos y grandes (95%) respecto de
los controles BNCT/GB-10 (56%), Sélo EP (33%) y EP temprana+ Sélo Haz (50%). Estos resultados
indican que, si bien ambosprotocolos que incluyen electroporacion aumentan la eficacia
terapéutica, la electroporacion temprana (10 minutos post-administracion intravenosa del
compuesto) resultaria mas beneficiosa. Este hallazgo podria deberse a una mayor disponibilidad
deboro (GB-10) en sangre 10 minutos post-administracion de GB-10 que a las 2 hs 50 minutos
post-administracion. Estudios previos de farmacocinética de GB-10 en el modelo experimental de
cancer oral en la bolsa de la mejilla del hamster, muestran que la concentracion de boro en sangre
a los 10 minutos post-administracidénintravenosa es aproximadamente 4 veces mayor que a las 3
horas post-administracion (Heber et al., 2004).

Si comparamos los resultados obtenidos de eficacia terapéutica de BNCT/GB-10+EP
temprana en el modelo de céncer oral en hamster, con trabajos previosrealizados por nuestro
laboratorio con BNCT/BPA en el mismo reactor (RA-3) con igual fluencia neutrénica (1,9 x
10"n/cm?) (Molinari et al., 2012) podemos observar diferenciasen las respuestas tumorales. EI CT
general (sin discriminar por volumen tumoral) aumenté del 67 % (BNCT/BPA) al 92% (BNCT/GB-
10+EP temprana). En particular, el CT para los tumores chicos con BNCT/BPA vs BNCT/GB-10+EP
temprana muestra un leve aumento del67% al 88%. La mayor diferencia se encuentra en el
aumento del CT de los tumoresmedianos y grandes con BNCT/GB-10+EP temprana (95%) en
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comparacién al tratamiento.BNCT/BPA (61%). Las remisiones completas de los tumores chicos
aumentaron del 49% con BNCT/BPA al 65% con BNCT/GB-10+EP temprana. Este aumento en
eficacia terapéutica de BNCT/GB-10+EP temprana vs BNCT/BPA se asocié a una ventajosa
reduccién en lamucositis en el tejido precanceroso del 80% Grado 3-4 con BNCT/BPA al 11% Grado
3 con BNCT/GB-10+EP temprana.

Otra técnica utilizada con similar estrategia a la EP es la sonoporacidn. A diferencia dela EP
que se basa en el uso de campos eléctricos, la sonoporacidén es un método fisico queemplea una
fuente externa de energia de ultrasonido para inducir por ejemplo, latransferencia de genes a las
células. En base a esta técnica se realizaron estudios in vivoenratones nude con tumores de la
linea SAS (SCC) para evaluar la captacién de agentesborados (BPA o BSH) y la eficacia terapéutica
de BNCT (mediado por BPA o mediado por BSH) combinada con sonoporacién. En relacion a los
estudios de cinética de distribucionde los compuestos borados, los resultados mostraron que en el
caso de BSH los tumoressonoporados incrementaron significativamente la captaciéon de boro
versus los tumores control sin sonoporacion. Sin embargo, en el caso de BPA, la sonoporacion no
indujodiferencia significativa en la concentracion de boro en tumor. Los estudios de eficacia de
BNCT + Sonoporacion in vivomostraron que, luego de un mes de seguimiento, elcrecimiento de los
tumores fue suprimido cuando se aplicé BNCT mediado por BPA y sonoporacion (Yamatomo et al.,
2013).

Podemos concluir a partir de estos resultados, que la EP temprana aumenta la eficacia
terapéutica de BNCT/GB-10, incrementando la respuesta tumoral tanto en tumores chicos como
en tumores medianos y grandes, sin mucositis severa en tejido precanceroso. Estos hallazgos
podrian atribuirse parcialmente a los resultados obtenidos en los estudios debiodistribucion con
GB-10+EP temprana realizados en esta tesis (Resultados 1.6). En ellos, se observéd un aumento
significativo en la captacion de B en tumor con el protocolo GB-10+EP temprana vs el protocolo
GB-10 sin EP. Ademads, estos resultados coinciden con los obtenidos por la técnica de
autorradiografia neutrénica mostrados (Resultados 1.6). Una mayor densidad de trazas en la zona
de tumor con el protocolo GB-10+EP temprana vs el protocolo GB-10 indica una variacion a nivel
cualitativo en la microdistribucion de boro en tumor inducida por EP. Al igualque lo observado
previamente en las imagenes autorradiograficas en tumores de animalesinfundidos con BPA, la
combinacién de GB-10+EP temprana presenta una acumulacionpreferencial del compuesto en las
regiones activas del tumor, lo cual explicaria el aumentode las respuestas tumorales luego del
tratamiento con BNCT/GB-10+EP temprana.

2.2.2 Conclusion

Los resultados de éste estudio evidenciaron que BNCT mediada por GB-10 in vivo
combinada con EP podria ser una herramienta para mejorar la eficacia terapéutica de BNCT, sin
mucositis severa en el tejido limitante de dosis (tejido precanceroso). En particular, éste efecto es
mas evidente con el protocolo BNCT/GB-10+EP temprana, donde no sélo se obtuvieron resultados
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beneficiosos de control tumoral de tumores chicos, sino también en el caso de los de volumen
mediano y grande.
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Discusion general

En este trabajo de tesis se abordaron estudios de biodistribucidon de boro en diferentes
modelos experimentales de cancer in vivo para estudiar la potencialidad de distintos compuestos
borados y estrategias de administracidén para el tratamiento con BNCT de: metdstasis hepaticas de
cancer de célon, metdsatasis difusas de cancer de célon en pulmdn y cancer oral. También se
realizaron estudios de biodistribucion de boro en un modelo de pulmdn sano en oveja para
evaluar la radiotoxicidad del érgano sano y ademas explorar la posibilidad de tratamiento con la
modalidad de BNCT ex situ. Por ultimo, se realizaron estudios radiobioldgicos de eficacia
terapéutica y radiotoxicidad de BNCT a nivel experimental para el tratamiento de cancer oral con
dos de los protocolos ensayados previamente en los estudios de biodistribucion.

El cdncer se considera una de las principales causas de muerte a nivel mundial y la
incidencia de esta enfermedad seguramente seguira creciendo en funcién del creciente aumento
de la expectativa de vida. El conocimiento actual sobre la complejidad del desarrollo del cancer y
su origen multifactorial demuestran la imposibilidad de basarse en un Unico tratamiento vy
justifican el avance en el desarrollo de nuevas estrategias, orientadas principalmente a resolver los
casos que no responden a las terapias estandar, disminuir la toxicidad del tratamiento, mejorar la
calidad de vida del paciente y evitar cirugias mutilantes.

La radioterapia es uno de los principales métodos de tratamiento que en los Ultimos afios
se ha perfeccionado con el avance de nuevas tecnologias, principalmente con el desarrollo de
mejores equipos y sistemas que permiten el suministro mas exacto y preciso de la dosis de
radiacion ionizante que se prescribe. Estos avances tecnolégicos también permiten que hoy exista
un gran avance en la aplicacion de tratamientos con iones y particulas cargadas, aprovechando el
beneficio del uso de la radiacidn de alto LET.

La Terapia por Captura Neutrdnica en Boro (BNCT), es una modalidad terapéutica binaria
dentro de la radioterapia, que combina el direccionamiento bioquimico del agente terapéutico al
tumor (compuesto borado) y la irradiacidn con neutrones, dando lugar a la aplicacién de radiacién
de alto LET preferencialmente en el tumor, preservando los tejidos normales. Asimismo, debido al
direccionamiento bioquimico del compuesto borado a las células tumorales, BNCT permite el
tratamiento de micrometastasis y células infiltrantes no identificables por estudios de imagenes. El
estudio y aplicacion de BNCT requiere del dominio de diversas areas de conocimiento, y Argentina
se encuentra entre uno de los pocos paises con un proyecto que cuenta con recursos humanos en
todas ellas.

Una de estas disciplinas es la radiobiologia, que contribuye al desarrollo de la radioterapia
aportando una base conceptual, identificando los mecanismos y procesos involucrados en la
respuesta de los tumores y tejidos normales a la radiacion, y promoviendo el desarrollo de nuevas
estrategias de tratamiento. Este trabajo de tesis se encuadra dentro de este contexto, con el
objetivo especifico de promover el desarrollo de la radiobiologia en el marco de las necesidades
del proyecto de BNCT de Argentina, contribuir al conocimiento de la radiobiologia de BNCT para
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optimizar su eficacia terapéutica para distintas patologias y articular los estudios experimentales
con la clinica.

A nivel internacional se observa un creciente interés en profundizar las investigaciones
sobre la necesidad de desarrollar agentes de entrega de boro mas selectivos y eficaces como asi
también métodos para proporcionar estimaciones semi-cuantitativas del contenido de boro
tumoral antes de los tratamientos de BNCT, mejorando asi la implementacién clinica. En
particular, se reconoce la necesidad de ensayos clinicos aleatorios que demuestren la eficacia
terapéutica de BNCT (Barth et al., 2005). Si estas cuestiones se abordaran adecuadamente,
entonces BNCT podria ser considerado para el tratamiento,no sélo de enfermedades neoplasicas,
sino también para otras enfermedades de diversa etiologia, como la artritis reumatoidea (Trivillin
et al, 2016).

A fin de comprender y controlar la accion terapéutica de los farmacos en el cuerpo
humano, se debe conocer en qué medida el fdrmaco alcanzard su sitio de accién y cuando ocurrira
esto. La absorcidn, distribucion, metabolismo (biotransformacion) y eliminacién de los farmacos
son procesos de farmacocinética. La comprensién y utilizacién de los principios farmacocinéticos
pueden incrementar la probabilidad de éxito terapéutico y reducir la aparicién de efectos
farmacolégicos adversos en el cuerpo. En éste contexto, realizar estudios de biodistribuciéon de
boro en modelos experimentales contribuye no sélo a incrementar los conocimientos de la
radiobiologia de BNCT, sino también a ampliar las experiencias de estudios con compuestos sin
accion farmacolégica per se, como lo son los compuestos borados utilizados en éste trabajo.

Es claro que ninglin modelo animal es perfectamente aplicable a cualquier tipo de cancer
humano. Asi y todo, existe consenso en que recurrir a los modelos animales es el preludio
inevitable para entender el desarrollo de las neoplasias y ensayar la eficacia de los nuevos
enfoques terapéuticos. Ademds de los modelos de cancer inducidos quimicamente, en la
actualidad se estan utilizando otros que incluyen: tumores transplantados, animales transgénicos
y modelos de co-carcinogenicidad. En éste trabajo nosotros utilizamos, para los estudios de
biodistribucion y/o eficacia terapéutica y radiotoxicidad de BNCT, el modelo de céncer oral
inducido quimicamente con un carcindgeno quimico en la bolsa de la mejilla del hamster, el
modelo de metastasis hepaticas de cancer de célon inducido por el método de inoculacion sub-
capsular de células tumorales singeneicas y el modelo de metastasis pulmonares difusas de cancer
de célon por el método de inyeccion iv de células tumorales singeneicas. En cuanto al modelo pre-
clinico de pulmdén sano en oveja, éste nos permitié estudiar el comportamiento del pulmodn
explantado para una posible aplicacién de BNCT ex situ, en un modelo de animal grande.

Los resultados de los estudios de biodistribucién determinan la concentracion absoluta de
boro en tumor, sangre, tejidos sanos. Estos valores son utilizados para evaluar los tejidos
limitantes de dosis; las vias dptimas de un compuesto borado o de la combinaciéon de compuestos
borados; para determinar la selectividad en la incorporacién de boro a tumor mediante la relacién
de concentracion de boro tumor/tejido normal 6 tumor/sangre, para determinar el tiempo post-
administracion del compuesto borado que optimice la concentracién absoluta y relativa de boro
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en tumor y por ultimo para realizar los calculos de dosis necesarios para los ensayos in vivo. En
este marco, los estudios de biodistribucién son fundamentales para determinar los protocolos con
valor potencial para ser ensayados en estudios de BNCT in vivo.

Los requisitos para que BNCT sea exitoso incluyen: la acumulacién selectiva en el tumor de
un portador de °B no tdxico en relacion con los tejidos sanos limitantes de dosis en el volumen de
tratamiento, una concentracién de '°B absoluta suficientemente alta en el tejido tumoral para
generar las suficientes reacciones de °B(n,a)’Li y que la incorporacién de B seahomogéneaen
todas las poblaciones de células tumorales para evitar asi la existencia de células tumorales
potencialmente refractarias que perjudiquen el control tumoral (ej. Coderre y Morris, 1999; Heber
et al., 2006; Trivillin et al., 2006; Garabalino et al., 2011). Se conoce que para que BNCT sea
efectivo, las células tumorales deben contener al menos 20 ppm (20 ug *°B/g) para que la dosis de
captura neutrdnica en boro en el tumor sea significativamente mayor que la dosis de radiacién de
fondo y para que se produzcan suficientes reacciones de captura entre los neutrones térmicos y
los 4tomos de '°B (con una fluencia estandar de neutrones) para producir un efecto letal en las
células tumorales. Este valor de concentracion de boro corresponde a aproximadamente 10°
atomos de °B, distribuidos uniformemente en una célula tumoral (Fairchild y Bond, 1985; Coderre
y Morris, 1999). En éste contexto, también podemos mencionar que no soélo es importante
conocer el contenido absoluto y la distribucién del B, sino que ademas la microdistribucion de
boro en el tumor y en los tejidos sanos condicionan la eficacia terapedtica y/o radiotoxicidad de
BNCT. Por lo tanto, es importante conocer la concentraciéon de boro en las células tumorales,
tejidos sanos y tejidos limitantes de dosis, utilizando técnicas de medicion de boro lo mas precisas
y adecuadas a cada caso. En éste sentido, actualmente es dificil elegir un método adecuado para la
medicion de boro, dado que cada uno posee ventajas y desventajas caracteristicas. En este trabajo
de tesis nosotros utilizamos dos de las técnicas, basadas en plasma, para determinar las
concentraciones absolutas de boro en muestras de tumor, sangre y demds tejidos: ICP-OES e ICP-
MS. En los ultimos afos, se han desarrollado nuevas generaciones de instrumentos para la
aplicacion de métodos espectrofotométricos alternativos de plasma y de masas de alta resolucion,
para la medicién de varios elementos, entre ellos el B.A pesar de las mejoras que se han llevado a
cabo en estos instrumentos, que aumentaron la precisién y redujeron el nivel de deteccién en la
determinacion de B (Farhat et al., 2013), todavia hay algunos problemas que deben ser mejorados.

Una de estas cuestiones es que el boro tiende a adherirse al sistema de introduccion de
muestra en los instrumentos y, por lo tanto, eleva el fondo, afectando las determinaciones
posteriores. Este fendmeno, llamado "efecto de memoria" es un problema importante en la
determinacion de la concentracidn de B, especialmente en muestras de baja concentracion
medidas luego de una muestra con alto contenido de B. Se han realizado esfuerzos para tratar de
corregir éste efecto, los cuales incluyen: medir sélo muestras diluidas de boro y aumentar el
tiempo de lavado (Ward et al., 1990), realizar lavados entre muestras con NaF (fluoruro de
sodio)(ej. Evans y Krahenbuhl, 1994), medir frecuentemente muestras de referencia para asi
corregir valores anteriores o posteriores a la medicién (Kucharkowski et al., 1996) y usar en forma
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directa el nebulizador-inyector (DIN) (Vaughan y Claassen, 1996). El uso de DIN puede ser el
método mas eficaz en la actualidad, pero su costo puede ser prohibitivo para muchos laboratorios.

La memoria del instrumento puede tener graves consecuencias para la determinacion de
las relaciones isotdpicas de elementos cuando existe una amplia variacion en la composicién
isotopica de las muestras. Ademas, la determinacion de la relacién isétopica del B por ICP-MS
también puede verse afectada por la naturaleza y el origen de la muestra (Bassett, 1990;
Vanderpool et al., 1994), por los pardametros del instrumento (Gregoire, 1990), y la matriz donde
esta incluida la muestra (Gregoire, 1987, 1990). Por ultimo, los instrumentos son sélo el medio
para lograr buenos resultados analiticos. La destreza en la preparacién y manipulacién de la
muestra por parte del analista, como asi también los métodos empleados para la determinacién
de B cumplen roles significativos en la exactitud y precision analitica de los resultados (Sah y
Brown, 1997).

Una propuesta que podria ser considerada para dilucidar las diferencias en la captacién de
boro en muestras bioldgicas, generadas a partir de la administracion de la combinacién de dos
compuestos borados con mecanismos de incorporacidn distintos (ej: BPA+GB-10, BPA+BSH), seria
realizar estudios de biodistribucion en modelos adecuados utilizando uno de los compuestos
enriquecidos en '°B y el otro compuesto sintetizado a partir de boro natural (19,9 % '°B y 80,1%
!'B), para luego medir las concentraciones isotdpicas mediante la técnica de ICP-MS. Teniendo en
cuenta la proporcidn isotdpica de boro de cada compuesto administrado y mediante los calculos
correspondientes, se podrian discriminar las proporciones de incorporacion de cada uno de los
compuestos borados en el tejido analizado.

Con respecto a la determinacién cualitativa de la microdistribuciéon de boro mediante la
técnica de autorradiografia neutrénica, utilizada en éste trabajo de tesis, a pesar de requerir la
disponibilidad de un reactor nuclear para su ejecucion, de ser una técnica de revelado destructivo
y tener ciertas limitaciones con respecto a la resolucién de las imdagenes de las trazas en tejidos
bioldgicos (Molinari et al., 2015), la principal ventaja de éste método es que permite la medicién
de la distribucién de boro en tejidos intactos (Sah y Brown, 1997).

Los modelos en animales pequefios son importantes para los estudios de enfermedades
humanas, en particular en la comprensién de los mecanismos basicos, el desarrollo de potenciales
terapias y la investigacion de la seguridad de nuevos farmacos (Ko et al., 2016). En este sentido, los
estudios de biodistribucién de boro en modelos experimentales adecuados son fundamentales
para evaluar la viabilidad de la posible aplicacion de BNCT para un determinado tumor in situ y
seleccionar los protocolos de BNCT in vivo potencialmente dutiles. El uso de modelos
experimentales permite la evaluacion de nuevos protocolos que aun no son susceptibles de
evaluacion a nivel clinico, pero que podrian resultar prometedores. También los estudios de
biodistribucidn son esenciales para el disefio de protocolos de tratamientos que son meritorios de
evaluacion. Sin embargo, no se puede determinar a prioricuantos estudios de BNCT in vivo deben
llevarse a cabo para evaluar el verdadero éxito de un protocolo de administracion en particular.

Los estudios de biodistribucidon de boro son esenciales para diseiar y planificar protocolos
pre-clinicos y, en ultima instancia, clinicos. En particular, se pueden identificar compuestos de

boro potencialmente utiles y protocolos de administracion y elegir el tiempo 6ptimo después de la
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administracion del portador de boro para realizar la irradiacion de neutrones, tratando de
maximizar los niveles de boro en tumor mientras se minimizan los niveles de boro en tejidos sanos
y sangre. Los célculos de dosis se basan en los valores de contenido de boro en sangre, tumor y
tejido normal obtenidos a partir de estudios de biodistribucion realizados previamente (ej.Heber
et al., 2004). En este sentido, la gran variabilidad y heterogeneidad en las concentraciones de boro
en las muestras tumorales es un problema general en la dosimetria de BNCT. Los analisis de los
tejidos tumorales, tomados quirdrgicamente, han mostrado una considerable variabilidad en las
concentraciones medias de boro, aun en multiples muestras de pacientes individuales.En gran
medida estas variaciones se deberian a la diversidad bioldgica entre células patoldgicas, un flujo
de sangre variable del tumor y variabilidad inter-organismos (Coderre et al., 1998; Gibson et al.,
2003). Los calculos de dosis se tornan aun mas complicados cuando se usan combinaciones de
compuestos borados. Es imposible saber la verdadera biodistribuciéon de cada droga o evaluar
efectos sinérgicos o antagdnicos en el momento de la irradiacién. En cambio, en los tejidos sanos
las concentraciones de boro son mas predecibles y uniformes. Por lo tanto, es seguro y confiable
basar los calculos de dosis en la tolerancia del tejido normal (Barth et al.,, 2005) o del tejido
limitante de dosis.

En el caso de la irradiacidon de pacientes, se pueden tomar muestras de sangre justo antes
e incluso durante la irradiacién para inferir la concentracion de boro en el tejido, asumiendo las
relaciones tumor/sangre establecidas en estudios de biodistribucién realizados previamente
(Gonzalez et al. 2004). Pero se conoce que la obtencion de una respuesta terapéutica maxima,
ocurre cuando las irradiaciones se llevan a cabo durante el pico de relaciéon Tumor/Tejido Normal.
En este sentido, recientemente se han evaluado modalidades de determinacién de concentracion
de B in vivo que contribuirian a lograr este objetivo. La técnica de andlisis de imagen con °F-
BPA/PET (ej. Kobayashi et al., 2016) permite la deteccién del compuesto borado de forma no
invasiva en tiempo real.

En el caso especifico de los modelos experimentales, los calculos de dosis se basan en los
valores medios obtenidos de los estudios de biodistribucion en conjuntos separados de animales
sacrificados a distintos tiempos post-administracion (Kreimann et al., 2001a). En este sentido, es
importante tener en cuenta que se han descripto variaciones intra-tumorales, intra-tejidos e inter-
sujetos en los valores globales de contenido de boro (ej. Heber et al.,, 2004, 2006). Estas
variaciones deben tenerse en cuenta para el calculo de la dosis y la prescripcion de la dosis, para
evitar exceder la radiotolerancia de los tejidos sanos o limitantes de dosis dentro del volumen de
tratamiento.

Como mencionamos anteriormente, la mejor manera de maximizar la componente de boro
de la dosis de BNCT es optimizar el “targeting” de boro a las distintas poblaciones tumorales.
Basado en estudios radiobiolégicos de BNCT previos en el modelo de cancer oral en la bolsa de
mejilla de hamster (ej., Kreimann et al., 2001b, Trivillin et al., 2006, Molinari et al., 2011),
definimos algunos de los requerimientos para establecer el potencial valor terapéutico de los
portadores de boro, los protocolos de administracidn y los tiempos posteriores a la administracidn
(Garabalino et al., 2011). Tres de los cuatro compuestos borados evaluados en esta tesis (BPA, BSH

y GB-10) son los Unicos compuestos aprobados para su uso en seres humanos. Se ha dedicado
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mucho esfuerzo a la busqueda del compuesto de '°B "ideal" que potencialmente reemplazaria a
los tres compuestos "imperfectos" actualmente autorizados. Hasta la fecha, ninglin otro
compuesto de '°B ha llegado a la etapa de evaluacién en un estudio clinico de biodistribucién. Si se
identifica un nuevo portador de '°B como prometedor, a partir de estudios de cultivos celulares,
todavia enfrenta muchos obstdculos: estudios de biodistribucion en modelos tumorales
apropiados y la evaluacidn de la toxicidad antes de los estudios BNCT in vivo experimentales. La
extrapolacion de datos experimentales a estudios clinicos de biodistribucion es costosa, no
beneficia directamente a los participantes y debe cumplir con los estrictos requisitos de las
agencias reguladoras., Tipicamente, en EE.UU. por ejemplo, de 10.000 compuestos medicinales
generales que sedesarrollan, solamente 5 llegan a ser testeados en ensayos clinicos y solamente
unofinalmente es aprobado por FDA. El proceso desde la “mesada” hasta llegar “a la cama del
paciente” generalmente lleva 10 afios y cuesta mas de 1.000 millones de doélares (Paul et al.,
2010).La optimizacién de la administracion de los compuestos de °B actualmente autorizados
para su uso en seres humanos es una excelente estrategia a corto y medio plazo y el conocimiento
adquirido por medio de estudios también sera aplicable a compuestos de °B potencialmente “mas
perfectos”. Asimismo, el uso de compuestos aprobados para su uso en pacientes acorta la brecha
entre la investigacion y la aplicacidn clinica.

En el presente trabajo se utilizaron compuestos borados que clasicamente fueron
desarrollados para el tratamiento de cancer de cerebro, el BSH y el GB-10, ya que no atraviesan la
barrera hematoencefalica (BHE) intacta del cerebro sano. En ésta ocasion se realizaron estudios de
biodistribucién en modelos tumorales experimentales en tejidos sin la proteccion de la BHE, como
los modelos de metastasis hepaticas y difusas pulmonares de cancer de cdlon en ratas BDIX
utilizando GB-10, BPA y BPA+GB-10 y en cancer oral en hamsters, usando GB-10, BSH y BPA+BSH.
Seidentificaron protocolos con potencialidad terapéutica basados en la administracion de un
compuesto borado (GB-10, BPA 6 BSH) o con la combinacion de ellos (BPA+GB-10 6 BPA+BSH) en
los diferentes modelos experimentales.

La incorporacién a las células, tanto del BSH como el GB-10, ocurriria a través del
mecanismo de difusién pasiva. El hecho de que estos compuestos no atraviesan la BHE intacta se
podria utilizar como ventaja para llegar selectivamente a tumores de cerebro que poseen la BHE
dafiada. En éste sentido, la captacion selectiva del BSH y GB-10 en los tumores en relacién con el
tejido normal, podria depender en principio de una BHE intacta en el tejido normal y una BHE
patoldogicamente permeable en el tejido tumoral. La caracteristica quimica de lipofilia de éstos
compuestos es clave para que atraviesen la BHEdafadaalrededor del tumor. Por lo tanto, los
compuestos anfifilicos, que poseen un adecuado equilibrio entre hidrofilia y lipofilia, son de
interés primordial porque darian lugar a concentraciones diferenciales de boro entre el tumor vy el
cerebro normal mas favorables (Barth et al., 2005).

Por otro lado, se conoce que la administracién de compuestos borados para el tratamiento
de tumores extracraneales, como el cancer de cabeza y cuello e higado, presenta un conjunto de
problemas, incluyendo la captacion inespecifica y la retencidén en tejidos normales adyacentes
(Barth et al., 2005). De acuerdo con el paradigma tradicional, para que BNCT sea terapéuticamente
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eficaz, el compuesto borado debe llegar selectivamente al tejido tumoral (Coderre at el., 1998). En
este contexto, los compuestos borados GB-10 y BSH, sélo podrian ser seleccionados como
portadores de boro para BNCT en dérganos protegidos por la BHE. Pero ya reportamos evidencia de
un nuevo paradigma en BNCT: el efecto selectivo sobre tumor de BNCT mediado por GB-10, un
compuesto borado que no se deposita selectivamente en el tejido tumoral pero que induce un
dafio selectivo sobre el tejido tumoral, probablemente via un dafo selectivo sobre los vasos
sanguineos tumorales, preservando el tejido normal (Trivillin et al., 2004, 2006). Ademas, el hecho
que el GB-10 ha sido propuesto como agente portador de boro para el tratamiento de BNCT con
neutrones rapidos (BNCT-enhanced Fast Neutron Therapy) (Stelzer et al., 2001; Nigg et al., 2000)
en tumores profundos tales como el cancer de pulmén de células no pequefias, confiere un valor
particular al estudio de biodistribucién con GB-10 en modelos experimentales sin BHE, como los
modelos de metastasis hepaticas y pulmonares difusas de cancer de cdlon en ratas y el modelo de
cancer oral en hamsters. Por su lado, el hecho que el BSH esta siendo investigado clinicamente
como portador Unico de boro para BNCT en tumores cerebrales (ej. Nakagawa et al., 2009) y en
combinacién con BPA en tumores recurrentes de cabeza y cuello (ej. Kato et al., 2009), hace que
sea un compuesto particularmente interesante para explorar. Basandonos en la hipdtesis que el
BSH se comportaria de manera similar al GB-10, realizamos estudios de biodistribucién con BSH
como portador Unico de boro en el modelo de cancer oral en la bolsa de la mejilla del hamster
(Garabalino et al., 2011), obteniendo valores de concentracién de boro en tumor y relaciones
Tumor/Tejido Normal y Tumor/Sangre potencialmente Utiles para realizar estudios de eficacia
terapéutica de BNCT in vivo.La importancia radiobiolédgica de los valores de concentracién de boro
en sangre correspondiente a los protocolos de administracién que incluyen BSH, solamente
podran ser evaluados en estudios de BNCT propiamente dicho. Existe la posibilidad de que el BSH,
al igual que el GB-10, pueda causar algun tipo de riesgo en términos de dafio vascular, pero
también podria conferir una ventaja terapéutica en cuanto al dafo selectivo de los vasos
sanguineos tumorales aberrantes, como lo descripto anteriormente para BNCT/GB-10 en el
modelo de cancer oral en la bolsa de la mejilla del hamster (Trivillin et al., 2006). Ademas, los
valores de eficacia bioldgica relativa (RBE) y eficacia bioldgica de compuestos (CBE) considerados
para cada reactor, cada protocolo de administracion del compuesto borado, cada tejido y cada
parametro de evaluacion, condicionaran el resultado y deberian ser evaluados en experimentos
adecuadamente disefiados (Hopewell et al., 2011 ).

Por otro lado, se sabe que el BPA se incorpora selectivamente en el tejido tumoral en
relacion al tejido normal. Sin embargo, ésta captacidn dentro del tumor es heterogénea ya que se
realiza a través mecanismos activos (sistemas LAT) y ademas depende del incremento en la tasa de
actividad metabdlica tumoral (Coderre y Morris, 1999; Detta y Cruickshank, 2009). Este fendmeno
lleva a una distribucion heterogénea de boro en tumores heterogéneos (Coderre at al., 1998;
Kreimann et al.,, 2001a; Morris et al., 2000). Por lo tanto, las células deficientes en BPA
sobreviviran al tratamiento con BNCT y de esta forma se veria comprometido el control tumoral.
Dentro de éste contexto, se ha postulado que la administracion combinada de diferentes
compuestos de boro con distintas propiedades y mecanismos de captacidn complementarios
puede mejorar la ventaja terapéutica de BNCT (ej. Ono et al, 1999. Trivillin et al., 2006). Hemos
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demostrado anteriormente que la administracién combinada de BPA y GB-10 en el modelo de
cancer oral en la bolsa de la mejilla del hamster, contribuye a la incorporacion homogénea de boro
en tumores heterogéneos (Heber et al., 2006). Este es, sin duda, un beneficio para BNCT, ya que
minimiza la existencia de poblaciones de células tumorales que son refractarias al tratamiento. Por
lo tanto, los protocolos que implican la administracién combinada de BPA+GB-10 6 BPA+BHS
supondrian una ventaja terapéutica potencial.

El trabajo realizado en esta tesis con respecto a los estudios de biodistribucion en el
modelo de pulmén sano de oveja con explante del drgano complementan los trabajos previos
realizados de biodistribucion con BPA para la evaluacién de BNCT en un escenario ex situ (Farias y
Garabalino et al.,, 2015). Los estudios de cinética previos aportaron informacion sobre el
comportamiento de la concentracion del compuesto borado en pulmdn, sangre, musculo y piel de
un mismo individuo. En funcion de los resultados observados, concluimos que el modelo pre-
clinico en animal grande seria un sustituto adecuado para inferir la cinética y captacién del
compuesto en humanos. El modelo pre-clinico propuesto nos permitié estudiar el
comportamiento del pulmdn explantado. Los estudios de captacion de boro durante el periodo de
explante pulmonar fueron cuantificados a partir de un factor de retencién de boro. Si bien la
reduccion de la concentracion de boro en el drgano debido a la infusion de la solucién de lavado y
las técnicas de preservacion era esperable, los resultados obtenidos sugieren que el
procedimiento propuesto es repetible con un factor de retencién esperado de 0,46%0,15. La
informacion generada en ésta tesis en conjunto con lo generado en la tesis de Farias (2015),
podria ser aplicada para estimar una dosimetria realista de un tratamiento clinico, a partir de un
pulmén humano, considerando la facilidad central de columna térmica del reactor RA-3. De ésta
manera, seria razonable suponer que la estrategia de irradiacion ex—situ seria factible de realizarse
y altamente promisoria, con capacidad de contribuir al tratamiento de tumores pulmonares
localizados o difusos no tratables mediante las técnicas convencionales comunmente utilizadas,
incrementando asi no sélo la sobrevida general esperada sino también, e igualmente importante,
la calidad de vida del paciente.

Es cierto que las implicancias de los valores absolutos de contenido de boro, en términos
de efecto bioldgico, sélo pueden determinarse con estudios radiobiolégicos BNCT in vivo. Sin
embargo, se sugiere el potencial terapéutico de los diferentes protocolos de administracion y
compuestos de boro descritos aqui basandose en los datos de biodistribucién y estudios
radiobioldgicos previos en el modelo de cancer oral de bolsa de hamster (ej. Kreimann et al.,
2001b, Trivillin et al., 2004; Pozzi et al., 2009, Monti Hughes et al., 2009, Molinari et al., 2011). Se
sabe que el efecto biolégico de BNCT depende de los factores de efectividad bioldgica relativa
(RBE) de los componentes de dosis de alto LET de BNCT principalmente. Los fenémenos de micro
distribucion del boro determinan el factor RBE para cada portador de boro en un tejido particular,
conocido como el factor de efectividad bioldgica (CBE) (Morris et al., 1994) de un portador
particular de boro en un tejido particular. De esta manera, los estudios de biodistribucién sirven
como guia para establecer los portadores de boro y protocolos que serian merecedores de
evaluacion radiobioldgica.
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El desarrollo de agentes borados para BNCT ha avanzado considerablemente desde los
estudios iniciales que utilizaban acido bérico como portador de boro hasta los actuales en base a
la nanotecnologia. Aunque el BPA, BSH y GB-10 son agentes aprobados para su uso en la clinica
para BNCT, sus modestas relaciones Tumor/Tejido Normal (T/N) fomentan el desarrollo de
agentes borados mas selectivos. La mejora en la relacion T/N no sélo indica que un agente borado
es mas selectivo en cuanto a su incorporacion a tumor, sino que es considerado un factor critico
para reducir al minimo el dafio al tejido normal o limitante de dosis y por consiguiente aumentar la
supervivencia del paciente, minimizando los efectos secundarios de BNCT. Dentro de las
estrategias presentadas que se pueden utilizar para mejorar la biodistribucién y la eficacia de
BNCT nosotros ensayamos por primera vez en el modelo de cancer oral en la bolsa de la mejilla del
hamster la administracién de liposomas MAC y liposomas MAC+TAC, acompafando el esfuerzo
internacional de desarrollo y evaluacion de compuestos borados nuevos. En el marco del
desarrollo de nuevas estrategias empleando compuestos borados aprobados para su uso en
pacientes, evaluamos la combinacion de GB-10+electroporacién en estudios de biodsitribucion,
obteniendo resultados potencialmente Utiles para realizar ensayos de eficacia terapéutica y
radiotoxicidad de BNCT in vivo.

Los liposomas generados por el autoensamblaje de fosfolipidos se han popularizado como
sistemas de administracion de farmacos (Wang et al., 2016). Estas vesiculas formadas por bicapas
lipidicas poseen biocompatibilidad sin inmunogenicidad, ademads de tener alta eficiencia de
encapsulacion de compuestos hidrofilicos en el nucleo acuoso central de los liposomas vy
compuestos hidrofobos dentro de la bicapa de la membrana, como en el caso de los liposomas
MAC o liposomas MAC+TAC. Los liposomas evaluados como potenciales agentes para BNCT han
demostrado incrementos en la concentracion de boro en los tumores y elevado clearance en
tejidos normales, logrando relaciones Tumor/Tejido normal muy favorables. Recientemente, se
han desarrollado agentes para BNCT con alto contenido de boro, tales como compuestos
carboranos, que se cargan en vehiculos nanoportadores para aumentar su acumulacién tumoral a
través del efecto EPR (Enhanced Permeability and Retention effect). La carga de boro y el tiempo
de circulacién sanguinea de los sistemas de administracién son los dos factores cruciales que
afectan el nivel de boro en el tumor y la eficacia terapéutica. Se han desarrollado diferentes
métodos para incorporar portadores de boro para BNCT, modificando superficialmente las
nanoparticulas para optimizar los dos factores, lo que mejoraria significativamente la acumulacién
de boro en tumores y la efectividad de BNCT (Wang et al., 2016).

Como mencionamos anteriormente, en éste trabajo de tesis se realizd por primera vez un
estudio de biodistribucién con GB-10 + Electroporacién (EP) en el modelo de cancer oral en la
bolsa de la mejilla del hamster. Mediante ensayos previos de biodistribucién realizados in vivo e in
vitro con diferentes compuestos borados combinados con EP, otros autores demostraron que la
EP puede mejorar la acumulacién selectiva de boro en diversas células tumorales versus tumores
sin EP (Cemazar et al., 2000; Ono et al., 2000). Los resultados obtenidos en ésta tesis mostraron
gue es posible suministrar selectivamente cantidades potencialmente terapéuticas de boro a los
Carcinomas de Células Escamosas (CCE) de hamsters mediante la administracion iv de GB-10 y la

aplicaciéon de EP, logrando concentraciones absolutas y relativas de boro en el tumor que serian
208



compatibles con el tratamiento de BNCT. Aunque clasicamente la electroquimioterapia (ECT) se
utiliza en oncologia para facilitar la incorporacion en las células tumorales de agentes
antitumorales con escasa permeabilidad y ademas alta toxicidad intrinseca (ej. bleomicina), en
ésta ocasidn nosotros demostramos que la EP puede actuar como un sistema no especifico de
administracién de compuestos, aumentando asi la concentracion de '°B en CCE en la bolsa de la
mejilla del hamster, optimizando su microdistribuciéon.Dentro de las estructuras celulares en el
tumor, se demostrd con la técnica de autorradiografia neutrdnica (Portu et al., 2015) que en los
protocolos con GB-10 sin EP, la relacién de concentraciones entre el estroma y el parénquima
tumoral (E/P) es 1,5. De acuerdo a éstos resultados y a los obtenidos en el presente estudio
podriamos suponer que dicha relacién podria variar en el caso de BNCT mediada por GB-10 in vivo
combinada con EP, favoreciendo la eficacia terapéutica de BNCT.

Es casi un axioma universalmente aceptado en la investigacidn del cancer que un gran
numero de ratones y ratas han sido curados por una amplia gama de terapias experimentales,
pero con frecuencia la extrapolacidn a la practica clinica ha sido decepcionante. Sin embargo, la
importancia de disefiar y seleccionar los modelos animales mas adecuados para investigar la
variedad cada vez mayor de enfermedades con nuevos enfoques terapéuticos experimentales,
nunca ha sido superior. Esta consideracidn se aplica aln mas a las técnicas mas complejas que a
las pruebas mas tradicionales de nuevas terapias farmacéuticas o bioldgicas (Santos Silva et al.,
2015).

Por otro la lado, aunque la utilidad real de un portador de boro y protocolo de
administracidn en particular sélo puede determinarse mediante estudios radiobioldgicos in vivo de
BNCT, nuestros estudios anteriores en el modelo de cancer oral en la bolsa de la mejilla del
hamster sugieren que los protocolos que cumplen ciertos requisitos son potencialmente
terapéuticos v justifican la evaluacion radiobioldgica correspondiente. Por ello, en base a dos de
los protocolos ensayados de biodistribucion en el modelo de cancer oral en hamster, llevamos a
cabo por primera vez estudios de eficacia terapéutica y radiotocixidad con liposomas MAC+TAC y
GB-10+electroporacion, con seguimiento in vivo.

Los resultados de eficacia terapéutica de BNCT mediado por liposomas MAC+TAC en el
modelo de cancer oral de la bolsa de la mejilla del hamster permitieron demostrar que se puede
lograr control tumorales aceptable y sostenido a lo largo de un periodo de seguimiento de 4 meses
asociado a escasa o nula radiotoxicidad en el tejido precanceroso, limitante de dosis.

Se conoce que en el modelo de cancer oral en la bolsa de la mejilla del hamster, el tejido
precanceroso es el tejido que limita la dosisy que el escalado de la dosis estd limitada por la
mucositis en este tejido (ej. Molinari et al., 2012). En un escenario clinico, la mucositis oral
confluente es un efecto secundario frecuente, limitante de la dosis durante la radioterapia
convencional para los tumores de cabeza y cuello avanzados (Coderre y Morris, 1999; Sonis et al.,
2004). Dentro de este contexto, el contenido de boro en el tejido precanceroso es de particular
importancia y debe ser evaluado en términos de radiotoxicidad en estudios de BNCTin vivo.
Ademas, el hecho de que los valores de concentracién de boro en tejido precanceroso son, en
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general, algo mas altos que los valores del tejido de la bolsa normal, podria potencialmente
generar un efecto terapéutico en el tejido precanceroso, en términos de inhibicién del desarrollo
de tumores, sin dafio significativo al tejido de la bolsa normal (Heber et al. 2007; Monti Hughes et
al., 2009). Incluso cuando el tejido precanceroso y el tejido de la bolsa normal, no difieren en
términos de los valores absolutos de concentracion de boro, la microlocalizacién preferencial (no
detectable por mediciones por ICP-OES) de boro en focos precancerosos con mayor riesgo de
transformacion maligna, favoreceria un efecto preferencial en estas areas (Monti Hughes et al.,
2009, 2011).

Por lo tanto, disefiar protocolos de compuestos borados que no presenten radiotoxicidad
como efecto secundario en los ensayos de eficacia terapéutica de BNCT permite aumentar la dosis
a tumor, aumentando el control tumoral y evitando posibles recidivas y efectos toxicos
indeseables en los pacientes con cancer de cabeza y cuello.

Por otro lado, la Electroquimioterapia (ECT) hasta la fecha, se utiliza para el tratamiento
clinico de melanomas, sarcomas y otros tipos de cancer de piel y tumores malignos subcutaneos
(Mir, 2006; Marty et al., 2006). En cuanto al cancer de cabeza y el cuello, este procedimiento esta
indicado sélo en tumores primarios localmente avanzados que no son candidatos a la terapia
estandar, metdstasis cutdneas, recurrencias locales y tumores secundarios de la regién anterior de
la cavidad oral (lengua, labios y paladar) (ej. Fumanti et al., 2011). Pero la limitacién de esta
técnica proviene del hecho de que no es posible tratar todos los tipos de tumores: hasta el
momento, los electrodos pueden alcanzar sélo la capa subcutdnea o, como maximo, mediante
agujas largas, tejido conectivo y musculo. Obviamente, el uso de la ECT como tratamiento neo-
adyuvante, adyuvante o paliativo en pacientes con tumores de cabeza y cuello requiere estudios
adicionales. En éste contexto, la combinacion de las estrategias radiobioldgicas de BNCT junto con
el conocimiento de tecnologias fisicas, médicas y bioldgicas de la ECT, son la base para el
desarrollo de nuevos tratamientos contra el cancer el cancer de cabeza y cuello (Domanico et al.,
2015). Los resultados obtenidos de los tratamientos realizados en el modelo de cancer oral en
hamster mediante la combinacion de BNCT/GB-10+EP (en particular, con EP temprana, es decir, la
EP realizada casi inmediatamente luego de la administracion del compuesto borado) resultaron en
un aumento de la eficacia terapéutica de BNCT, no sélo en cuanto a las remisiones completas de
los tumores chicos (volumen < 10 mm?®) sino también en términos de un efecto significativo en el
control tumoral de los tumores medianos y grandes (> 10 mm?®), sin presentar radiotoxicidad
asociada en tejido precanceroso.

A pesar de los tratamientos modernos y los ultimos equipos médicos, el progreso en
cuanto a la tasa de supervivencia de los pacientes con cancer de cabeza y cuello no tuvo un
crecimiento significativo. Esto se debe, por un lado, al alto riesgo de recurrencia en estos
pacientes y, por otro lado, a las metdstasis frecuentes y al desarrollo de segundos tumores
primarios, especialmente en el tracto respiratorio y digestivo superior (Burotto y Szabo, 2014). Es
importante diferenciar entre recurrencia y segundo tumor primario. El riesgo de recaida en los tres
primeros anos después del tratamiento de carcinoma de células escamosas de los tractos digestivo
y respiratorio superiores es mucho mayor que el riesgo de un segundo cancer. Después del tercer
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afio, el desarrollo de segundos tumores primarios es una de las causas mas importantes de
morbilidad y mortalidad en éstos pacientes (Heroiu et al., 2013).

Ademas, si bien la prevencion de la enfermedad invasiva es una estrategia atractiva para
reducir la morbilidad y la mortalidad de éste conjunto de neoplasias, hasta el momento no se ha
demostrado de manera concluyente que un Unico agente sea capaz de prevenir cualquier
neoplasia aerodigestiva superior (Heroiu et al., 2013). También podemos mencionar como efecto
de ésta lamentable enfermedad el dolor que provocan las lesiones del cancer oral. El dolor
asociado al cancer es una consecuencia devastadora del propio cancer y desafortunadamente una
secuela del tratamiento del cancer. Los pacientes con dolor asociado al cancer necesitan un
equipo compasivo y multidisciplinario para su manejo. La calidad de vida en pacientes con cancer
de cabeza y cuello disminuye drasticamente ya que debido al dolor presentan complicaciones en
los actos bdsicos de comer, hablar, deglutir y respirar. A veces, debido al mismo dolor, se debe
realizar una reduccion de dosis en la terapia, afectando de esta manera su tratamiento vy
prondstico de supervivencia. Las modalidades preventivas deben ser implementadas cuando el
dolor orofacial esta presente como resultado de la terapia del cdncer.Por lo tanto, en los casos de
radiacion o procedimiento quirdrgico, un protocolo de fisioterapia antes y después de los
procedimientos es imprescindible para mantener una apertura bucal funcional. El tamafio del
tumor generalmente no esta correlacionado con la severidad del dolor. El dolor relacionado con el
cancer en la region orofacial puede ser un sintoma de un tumor local o un tumor distante y puede
presentar las mismas caracteristicas en ambos casos. Pero dado que a veces el dolor puede ser el
Unico sintoma de cancer y en algunos casos puede ser el primer sintoma o sintoma de etapas
posteriores, es necesario subrayar que el dolor en si no debe ser utilizado como Unico criterio de
diagndstico para el cancer oral (Romero-Reyes y Salvemini, 2016).

Dentro de la problematica del dolor producido en los pacientes con cancer oral, podemos
mencionar a la mucositis oral (MO) generada post tratamiento con radiacién. La MO, incluida la
mucositis oral severa (MOS), es una caracteristica comun de muchos otros regimenes de
tratamiento, distintos de la radiacion, para canceres de cabeza y cuello.Sin embargo,
generalmente ocurren con menor frecuencia y duracion en el caso de terapias no radiantes (Elting
et al., 2008). Actualmente no existen farmacos aprobados por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA) para mejorar la MOS en pacientes con carcinoma de células escamosas de
cabeza y cuello (Kudrimoti et al., 2016). La Unica terapia aprobada para la mucositis oral en
cualquier contexto es la utilizacion de la droga palifermina (Nguyen et al., 2015; Lucchese et al.,
2016), un factor de crecimiento tisular que esta aprobado para uso en pacientes con neoplasias
malignas hematoldgicas que reciben tratamiento mielotdxico que requiere soporte de células
madre hematopoyéticas. Sin embargo, la palifermina estd asociada con un riesgo potencial de
estimulacién de la proliferacion de tumores sélidos (McDonnell y Lenz, 2007) vy, por lo tanto, se
utiliza sélo en cdnceres hematoldgicos. También se han evaluado otros enfoques, como la
fonobiomodulacion, entre los que se incluyen los pacientes con cancer de cabeza y de cuello
(Fekrazad y Chiniforush, 2014), aunque también se han planteado algunas preocupaciones sobre
el posible impacto negativo en el control de tumores (Sonis et al., 2016). A medida que la
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complejidad bioldgica de MO se ha vuelto mas clara, se han acumulado datos preclinicos y clinicos
sobre el rol que jugaria una respuesta inmune innata exagerada como un evento de inicio clave
que contribuiria a su patogénesis (Sonis et al., 2004).

Actualmente, los objetivos de los tratamientos en pacientes con enfermedad irresecable
de cancer de cabeza y cuello son principalmente el control de sintomas y la prevencion de nuevos
sintomas relacionados con el cancer, la mejora en la calidad de vida y si es evaluable, la respuesta
tumoral, la estabilizacién de la enfermedad o ambos (control de la enfermedad combinada) v,
ademas, la prolongacién de la supervivencia global y la supervivencia libre de progresién. Por
desgracia, la correlacion entre la disminucidn objetiva del tumor y el beneficio subjetivo (control
de los sintomas y la calidad de vida) no se ha estudiado adecuadamente, lo que subraya la
importancia de las pruebas clinicas en estos pacientes (Vermorken y Specenier, 2010).

Con respecto a las diferentes fases de los ensayos clinicos, es habitual, después de estudios
preclinicos exitosos, que un nuevo tratamiento se evalle primero por su seguridad y eficacia. A
menudo, los ensayos clinicos que involucran nuevos farmacos se clasifican en tres fases
constitutivas (Sauerwein y Zurlo, 2002). El proceso se desarrolla a través de las tres fases, y si
alcanza el éxito esperado, un fdrmaco serd aprobado por la autoridad reguladora nacional
apropiada para uso en la poblacion general. Sin embargo, debido a la naturaleza binaria de BNCT,
estas fases de prueba necesitan ser adaptadas para considerar las necesidades especificas en
BNCT. Un ensayo clinico de fase 0 puede investigar la farmacocinética de un nuevo farmaco en
pequefias dosis sub-terapéuticas. Para BNCT, el compuesto tiene que ensayarse adicionalmente
para la captacidn selectiva en esta entidad tumoral seleccionada, en el sentido de confirmar si la
concentracion '°B es adecuada tanto para el tumor, como asi también para los tejidos normales o
limitantes de dosis. Esto por si solo no elimina la necesidad de un ensayo estandar de fase | que
evalue la toxicidad de la combinacién del farmaco y la irradiacion, ya que los efectos bioldgicos
combinados de una distribucidn heterogénea de °B y una irradiacién que contiene componentes
de bajo y alto LET, sélo pueden ser investigados en los ensayos que involucran la irradiacion
(Wittig et al., 2009). Posteriormente, en un ensayo de fase |, la tolerancia y la seguridad de la
combinacién del nuevo compuesto con la irradiacion de neutrones requieren una evaluacion
adicional. Dicho ensayo también debe incluir una investigacién de dosis creciente, ya sea la dosis
del farmaco y/o la dosis de irradiacion. Un ensayo de fase |l determinaria entonces la eficacia del
tratamiento con BNCT a dosis terapéuticas del fdrmaco y una dosis de irradiacion terapéutica con
respecto al efecto anti-tumoral. Ademds, para conseguir una dosificacién 6ptima (en relacién al
farmaco y la irradiacidn), también se deberia establecer una variable adicional que se relaciona
con el tiempo, de tal forma que éste tendria que establecerse como parte especificamente
disefiada del estudio en esta fase (Moss, 2014).

En cuanto a los ensayos de fase lll, que a menudo involucran ensayos multicéntricos
controlados y aleatorios, son los que determinan definitivamente la respuesta terapéutica del
nuevo tratamiento en comparacion con el tratamiento actual estandar, en un gran grupo de
pacientes. En cuanto a BNCT, los ensayos clinicos de ésta fase todavia no han llegado a nivel
mundial. De hecho, debido al nimero de pacientes, duracion y dificultades relativas a las
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instalaciones para el tratamiento, un ensayo de fase Ill en BNCT se considera extremadamente
costoso en recursos y tiempo. Por lo tanto, los ensayos para BNCT se realizan en numero
relativamente pequefio de centros disponibles.Seria necesario contribuir a resolver las cuestiones
relativas a la distribucién de *°B como asi también a la prescripcién y planificacién del tratamiento.
Por consiguiente, es evidente que llevar a cabo actualmente ensayos clinicos fase Ill para BNCT es
practicamente imposible. El desarrollo de instalaciones hospitalarias basadas en aceleradores es
un paso decisivo en el desarrollo de las aplicaciones clinicas de BNCT (Moss, 2014).

Aunque en la actualidad se hayan cerrado los proyectos de BNCT en los Estados Unidos y
Europa, se siguen llevando a cabo ensayos clinicos de BNCT en otras partes del mundo,
particularmente en Japodn, Taiwan y Argentina. A lo largo de los afios de estudios de BNCT, sdlo
unos pocos centros han realizado ensayos clinicos reconocidos. En otros centros, especialmente
en Japon, se han llevado a cabo estudios clinicos fuera del marco de ensayos clinicos reconocidos.
En los ultimos afios se han producido resultados alentadores de ensayos clinicos que se han
llevado a cabo en Finlandia, Japdn y Taiwan (Moss, 2014).

Si en un futuro, la terapia con BNCT alcanza una aceptacidon general como tratamiento
oncoldgico de rutina, la demanda de facilidades de irradiacion epitérmicas se veria incrementada
significativamente. Para ello, seria necesario considerar modificaciones en los reactores
existentes, disefiar nuevos reactores especificos para BNCT y fuentes basadas en aceleradores,
como asi también contemplar el desarrollo de multi-centros con instalaciones adecuadas para
llevar a cabo ensayos clinicos a gran escala. Se presume que en la proxima década las fuentes de
neutrones basadas en reactores seran remplazadas por las tecnologias de aceleradores para los
ensayos clinicos de BNCT (Miyatake et al. 2016).

Por ultimo, podemos destacar que los estudios de biodistribucion de boro y eficacia terapéutica
realizados en ésta tesisen modelos experimentales intentan contribuir al conocimiento de la
radiobiologia de BNCT y por lo tanto permitirian disefiar protocolos de tratamiento eficaces y
seguros, que en un futuro podrian ser aplicados a nuevos compuestos borados para distintas
patologias.
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Conclusion general

Podemos concluir que los estudios de biodistribucién con diferentes compuestos borados
y diversas estrategias de administraciéon en distintos modelos experimentales y pre-clinicos
realizados en esta tesis demostraron que fue posible entregar boro en forma selectiva y en
cantidades potencialmente terapéuticas a tumor, con relaciones de concentracién de boro Tumor/
Tejido Normal y Tumor/Sangre que serian compatibles con tratamientos exitosos de BNCT. Estos
resultados de biodistribucion de boro son de suma relevancia a la hora de realizar una
planificacidn terapéutica para BNCT.

También mediante ensayos de eficacia terapéutica y radiotoxicidad en el modelo de
cancer oral en hamster, demostramos que BNCT genera una respuesta tumoral con importantes
remisiones completas y parciales y en algunos casos respuestas sostenidas por tiempos
prolongados, sin generar radiotoxicidad en tejido normal y sin exceder la radiotolerancia del tejido
precanceroso limitante de dosis.

En esta tesis se demostro el valor terapéutico de protocolos nuevos de administracion de
compuestos borados usando compuestos borados aprobados para su uso en pacientes vy
compuestos borados de ultima generacion. Dos de esos protocolos fueron ensayados en estudios
de BNCT in vivo demostrando su eficacia terapéutica a nivel experimental para el tratamiento de
cabeza y cuello. Estos estudios aportan al conocimiento de la radiobiologia de BNCT,
contribuyendo a la optimizacién de BNCT para distintas patologias y al disefio de protocolos
clinicos eficaces y seguros.
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