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BNCT (Terapia de Captura Neutronica en Boro)

TERAPIA BINARIA

12 componente: acumulacion selectiva de _

portadores de 1°B en CELULAS TUMORALES

corio aleance
22 componente: irradiacidon con neutrones

(5-9 um =diametro célula),

térmicos en TEJIDOS NORMAL Y TUMORAL

alto LET (Transferencia Lineal de Energia)

(Dafo a la célula)

Asi, BNCT dafiaria las células
tumorales selectivamente,
preservando el fejido
normal.




El pulmoén es el sitio de metastasis mas frecuente
para muchos tipos de tumores y, para algunos
determinados tipos de cancer, es el Unico asiento
de lesiones metastasicas (metastasis en pulmoén por
sarcoma de Ewing, por sarcoma de Wilms vy
enfermedades Oligometastasicas).

Cuando las mismas son multiples, la reseccion
quirdrgica no es una opcion, y la mortalidad es del

100% a muy corto plazo.

A pesar de nuevas opciones de tratamientos
guimioterapicos, estos pacientes no tendrian una
alternativa terapéutica efectiva, resultando en un
tratamiento paliativo.




BNCT ha sido propuesto para el tratamiento de tumores difusos de pulmon no
resecables.

Ya que BNCT se basa en un targeting bioldgico y no en un targeting
conformacional o geométrico como ocurre con la radioterapia convencional,
resulta particularmente util para tratar metastasis difusas, micrometastasis y

focos infiltrantes no detectables.

Por otra parte se veria minimizado el efecto del movimiento del 6rgano en la
aplicacion in situ, que dificulta la aplicacion en las radioterapias convencionales.




El presente trabajo se enmarca dentro del proyecto multi-
institucional (CNEA, U. Maimoénides, Inst. A. Roffo y Fundacidén

Favaloro) que tiene como objetivo primordial estudiar la
factibilidad de aplicar BNCT ex—situ al tratamiento de pacientes con
metastasis multiples en ambos pulmones.

En el marco del Acuerdo Especifico entre CNEA y la U. Maimonides
(R.P. CNEA Nro. 136/2013), el proyecto se centra en la evaluacion
de factibilidad y radiotoxicidad de un protocolo novel de
irradiacion ex-situ en pulmon normal de oveja en colaboracion con
el CIDME de U. Maimonides, y en el estudio de eficacia terapéutica
en un modelo experimental de metastasis en pulmon en rata.



El objetivo del estudio en el
modelo de metastasis difusa de
cancer de colon en pulmon fue

evaluar la eficacia terapéutica
de BNCT en ratas, empleando
diferentes parametros como
indicadores de control tumoral,
y estudios de sobrevida.

Tesis de licenciatura de Ayelén Serrado de la carrera Ingenieria Biomédica de la Facultad
de ingenieria y Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Favaloro



Diagrama de estudio de BNCT in vivo

Inoculacion de células
singeneicas de cancer de
colon (DH/DK12/TRb) en

ratas BDIX por la vena
jugular

Parametros evaluados:
Peso corporal
Masa pulmonar
Histologia

Sup. con nédulos
metastasicos

Administracion de
compuestos
borados

Desarrollo de
metastasis en

pulmc'm i

Irradiacion en el
reactor RA-3
grupos -
experimentales Sacrificio del grupo
TO



3

| semanas S Y Sacrificio

Se inyectaron 3 x 10° células
de carcinoma de colon
(DHD/K12/TRb) iv. en la

vena jugular.

% area ocupada por % Superficie pulmonar
metastasis en cortes % Masa Pulmonar / ocupada por metastasis en
histoldgicos de l6bulos Masa corporal |6bulos fijados en solucidn

I pulmonares. I _ de Bouin I
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Se tomaron imagenes
digitales de los I6bulos y
mediante un software
procesador de imagenes
desarrollado ad hoc con
base en la plataforma
Matlab®, se analizd la
superficie ocupada por
metastasis.
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Se tomaron imagenes de
los cortes donde se midio
la superficie de los cortes
y las areas ocupadas por
metastasis mediante el
procesador de imagenes
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Grupos experimentales

1-Grupos controles

» Sacrificadas 3 semanas post inoculacién (pre-tratamiento).

) Solo Haz
- Sin administracion de compuesto borado

« Irradiacion en Reactor Nuclear RA-3

» Sacrificadas 5 semanas post inoculacién y 2 post terapia.

» Sin administracion de compuesto borado

* Misma manipulacién sin irradiacién
- Sacrificadas 5 semanas post inoculacidn.

En todos los grupos las ratas BDIX estaban inoculadas con 3*10° células (DH/DK12/TRb).



Grupos experimentales
2-Grupos BNCT

BPA-BNCT

» Administracion de BPA (46.5 mg 1°B/Kg) iv.
» Irradiacion en Reactor Nuclear RA-3.
» Sacrificadas 5 semanas post inoculacién y 2 post terapia.

» Administracién de BPA (31 mg 1°B/Kg) + GB-10 (34,5 mg 1°B/Kg) iv.
» Irradiacién en Reactor Nuclear RA-3.
» Sacrificadas 5 semanas post inoculacién y 2 post terapia.

Comb-BNCT




Factibilidad de BNCT para metastasis pulmonares experimentales en el

Reactor Nuclear RA-3

En base a los protocolos de administracién potencialmente ttiles, se realizaron los calculos
dosimétricos para evaluar la factibilidad de tratamientos en el mismo modelo experimental,
utilizando el Reactor Nuclear RA-3. Para la irradiaciéon fue necesario disefiar y adecuar un
blindaje para proteger el cuerpo del animal mientras se expone el pulmoén a traves de una
apertura. Razetti y colaboradores disefiaron, caracterizaron y construyeron un apropiado
blindaje de neutrones térmicos de carbonato de litio 6.

Esquema de la columna térmica del RA-3

Posicidon de
irradiacidn

}//7/2/7//77///2277 ///////W/
Cc?lumna Shutter Blindaje
termica externo

Blindaje de Carbonato de Litio

Design of a neutron shield for the treatment of diffuse lung cancer in rats using BNCT . Agustina. Razetti!, Rubén O. Farias?3, Verdnica A.
Trivillin23, Emiliano C.C. Pozzi3, Paula Curotto3, Amanda E. Schwint?3, Sara J. Gonzélez?3 ICNCT 15



CONSIDERACIONES DOSIMETRICAS

Restricciones en Radioterapia clinica con fotones
Organo | Condicion |vol.critl  1fraccion |

T
| Tumor | Piel | Otros
11 st <t 1T T2 I S
i 9 L[ oo oo L LI

BPA (31 mg 1°B/Kg) ip
+
GB-10 (34.5 mg 1°B/Kg) i.v

Sangre 13.7 £ 2.3 (n=5) 31.9£5.9 (n=4)
Metastasis 22.9+7.2 (n=48) 32.8+8.7 (n=32)
Pulmon 12.2 +7.2 (n=9) 28.3+5.6 (n=6)

BPA
(46.5 mg 1°B /Kg) ip

Médula espinal 5.5+ 2.4 (n=8) 4.7 £ 2.0 (n=5)

Corazdn 14.9 £ 3.7 (n=4) 18.9 £ 3.0 (n=3)

Metéstasis / Pulmon
i

1
Metstasis / Sangre

Trivillin et al., ARl 2013



Prescripcion de dosis absorbida para los

diferentes protocolos.

Minima Media Méaxima Minima Media Maxima
Corazon 4,4 5,8 6,9 Corazon 8,8 11,6 13,8
Médula 1,0 1,9 3,3 Médula 2,0 3,9 6,6
Pulmoén 3,0 4.6 6,2 Pulmoén 6,1 9,1 12,4
Tumor (4,0 ) 6,3 9,0 Tumor  ( 8,0) 12,7 17,9

Minima Media Maxima Minima Media Maxima
Corazon 4,0 5,3 6,3 Corazo6n 8,0 10,7 12,7
Médula 0,8 1,6 2,6 Médula 1,6 3,1 51
Pulmén 3,7 5,9 8,3 Pulmén 7,3 11,8 16,7
Tumor (4,0 6,4 9,3 Tumor ( 80) 12,9 18,7
SN~—




Parametros evaluados como indicador de respuesta

Solo Haz BD
BPA-BNCT BD
Comb-BNCT BD
BNCT BD

Solo Haz AD
BPA-BNCT AD
Comb-BNCT AD
BNCT AD

tumoral
% Masa % Superficie
Pulmon/masa pulmonar con
corporal metastasis

(media £DS; N)

0,40 £ 0,05 N=12
0,79 = 0,38 N=10
1,87 £ 0,91 N=13
1,48 + 0,64 N=5
0,56 = 0,11 N=5
0,75+ 0,30 N=5
0,65 + 0,24 N=10
2,12 + 1,19 N=6
0,80 +£ 0,16 N=5
0,75+ 0,25 N=4
0,78 £ 0,19 N=9

BD: baja dosis; AD: alta dosis; NA: no aplica

(media zDS; N)

NA
35,3 + 30,7 N=18
49,6 + 31,3 N=19
54,7 + 30,8 N=3
21,3+ 31,2 N=5
40,5 + 36,9 N=5
30,9 £ 35,1 N=10
45,1 + 31,3 N=9
35,8 + 28,8 N=8
29,5 + 27,6 N=7
32,9 + 28,2 N=15

% Areas
metastasica en
corte histologico
de pulmén
(UELIEEDN)
NA
15,5+ 17,5 N=15
32,5+21,0N=18
45,0 £ 27,6 N=4
6,4 +9,1 N=5
13,9 + 16,3 N=5
10,2 + 13,1 N=10
25,4 + 23,5 N=9
6,9 + 8,9 N=8
9,6 + 11,7 N=7
8,2 + 10,0 N=15
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Evaluacion de la supervivencia

Animales tratados con alta dosis (dosis minima a tumor 8 Gy)

Se sacrificaron los animales cuando la saturacion de oxigeno en sangre era <70 %

(BPA+GB-10)-BNCT [N=8]
SOLO HAZ [N=6]
- BPA-BNCT [N=7]
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20 30 40 50 | 80 90
Tiempo post-tratamiento (dias)

Estudios preliminares de supervivencia se observa que 5/6 animales Sham habian

muerto a los 37 dias, mientras que 8/9 animales BNCT sobrevivieron 50 dias




Conclusion

¢ BNCT induce control parcial de las metastasis
pulmonares experimentales, sin toxicidad asociada.

¢ Este efecto puede ser evaluado mediante parametros
complementarios y consistentes con diferente grado de
sensibilidad.

¢ El uso de varios parametros complementarios
contribuye a robustecer la evaluacion del efecto y a
estudiarlo de forma mas integral.

¢ Los estudios de sobrevida mostraron una duplicacion
del tiempo de sobrevida sin muertes en el grupo para
BNCT (6-7 semanas) vs. Sham (3 semanas).




Efecto Abscopal con la Terapia por Captura
Neutronica en Boro (BNCT).

» Se ha demostrado que la radioterapia localizada estandar induce
efectos abscopal en varios tipos de cancer.

» El efecto Abscopal inhibiria el crecimiento del tumor en un sitio
distante al volumen de tratamiento.

» Los mecanismos bioldgicos involucrados en este efecto no se
entienden completamente, pero podrian estar mediados por
mecanismos inmunologicos.

» El hecho que los efectos beneficiosos de la radiacién puedan
extenderse mas alla de citotoxicidad directa para las células
tumorales podria ser utilizado ventajosamente en la terapia

-
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inoculacién subcutanea en el
flanco posterior derecho

DHD/K12/TRb
Células singenéicas
de cancer de Colon

Ratas BDIX

Evaluacién del volumen
tumoral

3 Semanas post-
inoculacion

Seguimiento
por 5 semanas

Posicién de
Irradiacion

Insercién
T de Muestra
N T
%\l Blindaje para
Neutrones de
carbonato de Litio

Blindaje

Blindaje
externo

Columna
Térmica

inoculacién subcutanea en el flanco
posterior izquierdo
2 semanas

> ;,\h : post-BNCT.

1x108
DHD/K12/TRb
Células singenéicas
de cancer de Colon

Ratas BDIX




Respuesta tumoral de pata derecha (Post/Pre)

23.85

0.29 1.55 Una respuesta positiva a
T S BNCT (volumen
BNCT-Resp. BNCT C tumoral post/pre <1) en
la pata
derecha tratada indujo
Volumen tumoral de pata izquierda (mm3) un efecto abscopal en el
tumor de la

271 254 pata izquierda.







= El presente estudio, aunque preliminar y realizado en un modelo
animal simple, proporciona evidencia que la respuesta de un tumor a
BNCT es capaz de inducir un efecto abscopal por si solo.

= Los efectos abscopal se observaron exclusivamente entre ratas que
también mostraron una respuesta local a BNCT.

Se postula que tras la muerte de células tumorales se activa el sistema
inmune que a través de los ganglios linfaticos conduciria al rechazo de
los tumores primarios o metastasicos.

En general para aumentar éste efecto se combina con terapias
inmunoldgicas

! Estudiar BNCT + BCG como terapia
inmunoldgica



CAPTURA NEUTRONICA EN BORO COMO TERAPIA PARA
ARTRITIS REUMATOIDEA (BNCS)

+»*Se exploran nuevas aplicaciones de BNCT como el tratamiento de artritis
reumatoidea (AR), buscando dafar selectivamente la membrana sinovial
patologica.

s La aplicacién de BNCT al tratamiento de la artritis (BNCS: Boron Neutron
Capture Synovectomy)) se ha explorado previamente con otros compuestos
borados

**En estudios previos de biodistribucion de los compuestos borados BPA y
GB-10 administrados por via intra-articular (ia) en un modelo de artritis
inducida por antigeno en conejos hembras New Zealand (AlA) demostramos
la incorporacion de [B] terapéuticas a la membrana sinovial patoldgica.




Modelo de Artritis Inducida por Antigeno (AIA) en conejos

12 2° OVA OVA
immunization immunization intra-articular intra-articular
Day 1 15 13 35

Immunization: ovoalbumin (OVA) (1 mg/ml; 1:1 complete Freund’s adjuvant (AFC)) intra-dermal .

OVA Intra-articular: OVA (1 mg/ml) intra-articular.



Esquema de Tratamiento




In vivo BNCS (Boron Neutron Capture Synovectomy)

' ;!L'ACTOTT R
_ENRICO FERMI

15 min. post-
administration

A
GB-10 Sodium Intra-articular (ia) -,
decahydrodecaborate administration NN
Irradiations at the

thermal column of

RA-1 Nuclear
Reactor

The administration protocols and boron
concentration values were taken from our previous
biodistribution study

Tissue GB-10 10mg °B/ml (5mg °B) BPA 0.14M (0.7mg 1°B) ia;

ia; 30 min. post 13-17 min. post
Blood 63.2 £ 5.5 N=2 0.5+ 0.03 N=2
Synovium  928.4 + 1180.7 N=4 159.0 £ 65.0 N=4
Cartilage  669.5 £ 204.7 N=4 127.8 N=1
Tendon 771.8 £1317.6 N=4 15.7 + 15.1 N=3
Muscle 8.1+28N=4 1.7+ 09 N=3
Skin 151.9 £ 158.2 N=4 25+ 1.2N=3

*Taken from Trivillin et al. 2014



Reactor Nuclear RA-1

v'Dispositivo disefiado ad hoc para transportar el

conejo a la posicion de irradiacidon con poleas.

v" Los animales fueron colocados boca arriba,
con sus patas traseras hacia el nucleo del

Reactor.

v'La configuracion geométrica no implica




Estudios de RMN de articulaciones femorotibiorotuliana de AIA-BNCT,

revelo en el 100% de los casos imagenes similares a las de grupo

control sin AlIA (C), sin necrosis y sin derrame peri-articular.

Untreated AIA AlA joints treated Normal
joint with BNCS joint

MRI score based on the following end-points: degree of hydroarthrosis in the joint space (0: none, 1: slight,

2: moderate, 3: severe); alterations in the subchondral bone (hyperintensity scored from 0 to 3), and
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Untreated AlA joint AlA joints treated with BNCS Normal joint

El estudio histolégico de membranas sinoviales obtenidas post-mortem (3
observadores independientes, 50 campos/muestra) mostré en 70 a 100% de los
campos de AIA-BNCT caracteristicas histologicas similares a las de C (sin
hiperplasia de sinoviotelio, escaso o nulo infiltrado linfoplasmocitario,
angiogénesis conservada). En 3/6 conejos se observaron algunas zonas con



CONCLUSION

Dos meses post-tratamiento se evaluaron clinica, bioquimica e
imagenoldgicamente. Los animales tratados (AIA-BNCS) no
presentaron tumefaccion, ni dolor frente a la palpacién en las
articulaciones.




verotrivillin@gmail.com



