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. Por qué el boro?
Hay una gran cantidad de nucleidos que tienen mayor capacidad que otros

oara absorber neutrones térmicos, de energias menores a 0,0025 KeV. Esta

oropiedad es la seccion eficaz de captura neutronica (o). Como ejemplo

oodemos citar 3He, °Li, 9B, 1°/Gd, 3°Xe y 14Sm, entre oftros.

nuclide Cross section nuclide Cross section
capture value® capture value®

B 942 H 0.332

"B 3838 C 0.0037
2Cd 20,000 N 1.75
P Xe 2,720,000 O <0.0002
'“Sm 41,500 P 0.19
S1Eu 59,002 S 0.52
'S7Gd 240,000 Na 0.536
IHE 400 K 2.07

“Cross section capture values in barns.



. Por qué el boro?

> El 'OB no es radiactivo.

> Esta faciimente disponible (es casi el 20% del boro natural).

> Las particulas emitidas por la reaccidon de captura '9B(n, a) “Li son de alta
transferencia lineal de energia (LET).

> Sus trayectorias son de entre 5-9 um, (didmetro de una célula).

> El efecto de la irradiacidon se limita a las células tumorales que hayan

captado suficiente cantidad de '°B sin causar dano al tejido normal

Fig. | Schematic representation of T —
tumor destruction by BNCT.
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circundante.




El boro (B):

> Elemento quimico con nUmero atomico 5 en el grupo 13 y el periodo 2
de la tabla peridodica.

» Es un metaloide propenso a formar compuestos moleculares covalentes

similares a los que forma el carbono (C).

> El boro y el carbono son los Unicos dos elementos capaces de generar
familias de compuestos quimicos uniéndose a ellos mismos o a otros.

> La guimica del boro permite que sea incorporado en muchas estructuras

diferentes.

» Aungque es comun en forma de dacido bdrico en rocas, aguas

subterrdneas, aguas superficiales y plantas, no esta presente en el

cuerpo humano.



El boro (B):

> El boro natural existe en dos isotopos: 1°B y 1B en una proporcion de
aproximadamente 1: 4

> Solo el 0B es capaz de capturar neutrones térmicos.

> Se necesita 9B de alta pureza (1°B enriguecido) como materia prima
para fabricar los agentes de boro que se usan en BNCT.

> Actualmente, pocos paises son capaces de fabricar 1B enriquecido
clasificando By "B en compuestos de boro naturales vy
suministrdndoles en grandes cantidades.

> Los compuestos de boro de grado farmaceéeutico (GMP) se fabrican
utilizando este °B enriquecido en Japon, la Republica Checa y otros

DAISES.




La terapia por captura neutronica en boro (BNCT)

Primera etapa Segunda efapa

‘ Boron('®B)compound ~ Fission reaction ~

— Normal cell Thermal neutron ray ('n)
A L] 1 g)a
¥ L0,
IO 6
E' ¥ Cancer cell ‘:{J 0

http://www stella-chemifa.co.jp/english/business/medical/

v' Es necesaria la localizacion especifica del 19B en el tejido a destruir.
v El éxito de esta terapia dependeria de la habilidad del compuesto de boro utilizado para
concentrarse selectivamente en el fumor y de la dosis fisica total absorbida por las células

tumorales:.



Caracteristicas de los Compuestos borados

e Concentrarse selectivamente dentro de las células tumorales
(concentracion minima de 107 dtomos de '°B por célula o 20-35 ug
10B/g de tejido)

e Lograr vuna relacion en la concentracion entre el tumor y el tejido
normal/sangre igual o superior a 3.

e Poseer una cinética apropiada (deben ser eliminados répidamente de
la sangre vy los ftejidos normales pero persistir en el fumor durante |a
aplicacion de la terapia)

e No ser toxicos al alcanzar las concentraciones tumorales hecesarios.




Tipos de Compuestos borados: Tres generaciones

Primero
Generacion

Segundad

Generacion

e Acido bdrico vy sus derivados

*BPA (Borofenilalaninq)
*BSH (Borocaptato de sodio)

lercero
Generacion

e COmpuesto con boro unido
mediante un enlace estable a otro
compuesto dirigido a tumor




Primera Generacion:

Durante los primeros ensayos realizados en tumores cerebrales en los anos 50,
se utilizd acido borico y algunos de sus derivados como compuestos
oortadores del isdétopo necesario. Sin embargo estos compuestos simples
resultaron ser poco selectivos, tenion una retencion deficiente del tumor y

alcanzaban una relacion tumor/cerebro baja.

Borax (Na,B,0,*10H,0) Boric acid [B(OH);] Pentaborate (NaBsOg*4H,0)
H 2- f O 1-
; L & g
I O8O 0, ,0
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Segunda Generacion:

Enfrando ya en la década del 60 se sintetizaron dos nuevos compuestos:

el BPA v el BSH.

Esta segunda generacion de compuestos se caracterizo por tener baja

toxicidad, una mayor permanencia en los tumores en comparacion A

otras moléculas relacionadas y una relacion en la concentracion entre el

tumor y el tejido normal/sangre mayor a 1.




Tercera Generacion:

Consisten principalmente en un compuesto borado unido mediante un

enlace estable a una molécula dirigida al tumor.

Oncotropic
organicinolecule

Structure of oncotropic "B molecules
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Tercera Generacion:

1- Compuestos de bajo peso molecular que simulan precursores quimicos \
requeridos para el crecimiento y la proliferacion tumoral. El pequeno tamano
les permite atravesar la membrana celular mdas faciimente y ser retenidos

infracelularmente.

Dentro de los compuestos de bajo peso molecular podemos encontrar

aminodcidos naturales y artificiales borados y péptidos pequenos.

2- Compuestos borados analogos de precursores de dcidos nucleicos,
incluyendo purinas, pirimidinas, nucleosidos y nucleotidos que han sido

sintetizados y evaluados en células y modelos animales.



Tercera Generacion:

3- Compuestos relacionados con ligandos del ADN, como compuestos
borados alquilantes, poliaminas y oligonucleodtidos antisentido. Todos estos

flienen la ventaja de localizarse vy ser retenidos intranuclearmente.

4- Carbohidratos derivados del BSH y otros compuestos que confienen
moleculas como glucosa, manosa, ribosa, galactosa, maltosa y lactosaq,

algunos de ellos evaluados en estudios in vitro e in vivo.



Tercera Generacion:

5- Porfirinas boradas y moléculas relacionadas gue han sido sintetizadas vy
evaluadas demostrando ser facilmente detectables y cuantificables con
microscopia de fluorescencia. Las porfirinas demostraron tambien tener
excelentes propiedades de localizacion en el tumor. La 2,4-bis-(a,R-dihidroxietil)-
deutero-porfirina IX (BOPP) es una porfirina que posee 40 atomos de 9B por
molécula y ha sido ampliamente estudiada para la aplicacion de BNCT a

tumores de cerebro y ftumores de tiroides.




Rolf F. Barth et al. Clin Cancer Res 2005:11:3987-4

Tercera Generacion:

v GB-10 se ha mostrado prometedor en
modelos animales, como el nucledsido
derivado h-5-o-carboranil-2Vdesoxiuridina
(D-CDU) y N5-20H.

v El  compuesto 6, un derivado de
frimetoxiindol, ha mostrado promesa in vitro.

v H2DCP, un derivado de porfirina, se mostrd
como tumor-selectivo.

v El derivado de maltosa (compuesto 8) ha
mostrado baja citotoxicidad y la captacion
de células tumorales in vitro.

v Compuesto de bifosfonato (?9) fiene lo
capacidad de dirigirse a fumores.

v El dequadlinium derivado dequalinium-B
(DEQ-B; compuesto 10) ha mostrado ser

__prometedorenestudiosinvitro.

10: DEQ-B /
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EXPERT REVIEW

Advancements in Tumor Targeting Strategies for Boron Neutron
Capture Therapy
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Compuesto

portador de Ventajas Desventajas
boro
Citotoxicidad minima, Bajo porcentaje de composicion de B, relacion T/N
BPA experiencia en ensayos clinicos, generalmente <4, corta vida media del andlogo de
membrana permeable. fructosa
Alto porce.ntcu.e de composmlo’n.de boro, La carga neta dificulta la difusion de la membrana
BSH experiencia en ensayos clinicos, celular.

baja absorcion en el tejido cerebral normal.

la relacion T/N suele ser <4.

Andlogos de
nucleosidos y
carbohidratos

La acumulacion intranuclear (incorporacion de
ADN) puede reducir los requisitos de
dosificacion para un BNCT efectivo.

La timidina quinasa-1 humana depende del ciclo
celular; por lo tanto, la respuesta al fratamiento
puede ser dependiente de la célula.

Aminoadacidos no

La penetracion del nicleo aumenta la
probabilidad de dano en el ADN (puede
reducir los requisitos de dosificacion).

Solo 1 dtomo de boro por molécula.

naturales .
Relaciones T/N >4.
Niveles de boro determinados por
espectrofotometria. Agente soluble en agua, : :
. . , o ir . : Los niveles de boro intfracelular no alcanzan un
Porfirinas minimamente citotoxico, de doble modalidad.

Alto porcentaje de composicion de boro.

umbral de 20 ppm para un BNCT efectivo




Compuesto
portador de boro

Ventajas

Desventajas

Conjugados
dendrimeros-
anticuerpos

Posibilidad de una alta selectividad T/N basada
en la expresion del epitope tumoral.

La absorcion de tejido cerebral y tumoral esta
limitada por BHE

Polimeros
cationicos

Ofrece una carga Util alta de boro. La relacion
de polimero se puede ajustar para un peffil
farmacocinético ideal.

El tamano grande del polimero puede conducir a
una acumulacion indeseable en otros organos.

Péptidos que

Mejora la absorcion de agentes con un alto

Puede causar absorcion inespecifica en otros

peneiran la . oz , :

porcentaje de composicion de boro pero una organos, lo cual es indeseable durante la
membrana A . . :  ar

celular acumulacion intracelular deficiente. irradiacion de neutrones.
Vehiculo estable, minimamente citotoxico :
. s . : , Los liposomas> 40 nm probablemente no penetren
: Relacion de captacion superior al BPA solo; los , . .

Liposomas la BHE. Los macrofagos pueden eliminar

compuestos insolubles pueden encapsularse
para el fransporte.

liposomas> 100 nm.

Nanoparticulas

Sintesis facil, NP estables. Se pueden usar
fracciones direccionales. Incorporacion versatil
de agentes de boro.

La distribucion sistémica de las NP aumenta la
muerte celular fuera del objetivo durante el BNCT.
Algunas NPs son demasiado grandes para cruzar

la BHE.




Compuestos borados aprobados en la clinica: BPA yBSH

= Ambos han demostrado ser no-toxicos en el rango de dosis empleado

(12-90 ug/g de peso para BPA y 20-120 ug/g de peso para BSH).
= Estos compuestos enriquecidos en 9B se han utilizado clinicamente en
Japon, Estados Unidos, Europa y Argentina.

= Aungue no son ideales, ha sido establecida su seguridad después de su

adminisiracion IV.



Compuestos borados aprobados en la clinica:

-
AN SH
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©:BH BSH
> sin selectividad/especificidad, pero mayor > sin selectividad / especificidad.
necesidad de AA.( Excepto en melanoma) > lipofilico / cruza BBB.
> baja carga de B: se necesitan altos niveles » muy alta carga de boro.
del compuesto en sangre. > permeabilidad mejorada y efecto
> baja toxicidad. de retencion.
» acoplamiento a fructosa/manitol para > los protocolos estan bien
aumentar la solubilidad. establecidos.
> absorcion regulada principalmente a fravés » capacidad para acoplarse
del fransportador de aminoacidos LAT-1. quimicamente.

» conjugados con carbohidratos.



Mecanismos de incorporacion celular de Compuestos borados:

AB,BSH,GB-10 y BPA

Dra. Marcela Garabalino

Divisidon Patologia de la Radiacion, Departamento de Radiobiologia

GAATEN, CAC, Comision Nacional de Energia Atomica (CNEA)



Mecanismos de incorporacion celular de compuestos borados
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Difusion

4 5

v'No requiere ningln gasto energético por parte de la célula
v'Consiste en la difusion de una sustancia a través de una membrana a
favor de su gradiente de concentracion.

N /

Fluido extracelular

Bicapa de

Iipidos 1. ;!.’v ‘ '.‘l ! 1" “! '." i Q) \I‘ l,1 ¥ {
u‘ ‘,' . " Y )
(membrana ':l :] ) |l]. }I !“ I‘l |"| }l " I‘| I A

plasmatica)

Citoplasma

Tiempo

En el proceso de difusidn, una sustancia tiende a moverse de una zona de
alta concentracion a un area de baja concentracion hasta que esta sea
igual a lo largo de un tiempo



Difusion

El proceso de DIFUSION es directamente proporcional:
v’ Magnitud del gradiente de concentracion a través de la membrana
v' Coeficiente de Reparto del compuesto

v Superficie de la membrana

I

I

v

A mayor diferencia de concentracion entre las regiones:

DIFUSION MAS RAPIDA




Difusion
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v'Las cc estables dependen del gradiente electroquimico para el idon

v' Diferencias de pH a través de la membrana
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Difusion

Bl Sangre

M Tumor

AB GB-10 BSH

Ejemplo de Estudio de Biodistribucion de B realizado en el modelo experimental de cancer oral
en la bolsa de la mejilla del hamster con AB, GB-10 y BSH a una dosis de 50 mg'°B/Kg iv de
muestras de sangre obtenidas 3 hs post la administracion del compuesto borado
correspondiente medidos por la técnica de ICP expresados en ppm 1°B (Heber et. al 2004;
Garabalino et al., 2013, 2016)



Transporte activo

4 v’ Es el transporte de una molécula a través de una membrana o
en contra gradiente

N v'Requiere gasto energético por parte de la célula (Ej. ATP) -

Se clasifica en:

v’ Transporte primario activo: utiliza directamente una fuente de energia quimica (ej.,
ATP)

v’ Transporte secundario activo (cotransporte): utiliza un gradiente electroquimico
como fuente de energia proveniente de un transportador activo primario




Transporte activo secundario

Las dos moléculas transportadas pueden:
v'moverse en la misma direccidon: simportador

v'0 en direcciones opuestas: antiportador.

Simportador Antiportador
A B A




Transporte activo secundario

Sistema de transporte de aa del tipo L
(LAT: L Aminoacid Transport)

/

Aminoacidos:

v’ Aromaticos
v'"Neutros
v'Ramificados
v'Algunos esenciales

\

Derivados de
Aminoacidos:
v'L-Dopa
v'Melfalan

v'Hormonas Tiroideas

v' Gabapentina

v'Heterodimeros
v'Sodio independientes
v'Localizados en la MP
v’ Antiportadores

—

TR i
il = Hi

N

4F2hc

LAT familly
transporter

LAT-1
LAT-2
LAT-3
LAT-4




Transporte activo secundario

Mecanismo de los sistemas LAT:

Intercambiadores de aa con estequiometria 1:1

TUMOR CELL

Methionine

: Methionine -

Isoleucine Isoleucine

(Del Amo et al., 2008)



Fetal Skeletal
Cell line/specie Technique  Brain  Stomach  Intestine Colon Liver liver Kidney Lung  Heart muscle Spleen Placenta  Testis  Thymus References
MBEC4 N/W +++ Kageyama, 2000
Mice N = + . +=+ | - - - = + +Hl+ - |+ -] - -] - -|+H+ + |+ - |+ - | Rossier, 199
Mice N ++ = +—- - + ++ ]+ + + - | + +++ ++ Nakamura, 1999
Mice W +++ - - ++ . ++ +++ Nakamura, 1999
Mice N + |+ 4|+ H | - - s+ Dave, 2004
Mice W +++ - 4+ - ++ - + = ++ Dave, 2004
Mice W + - - + - + Duelli, 2000
[EC-6 PCR/W +H Fraga, 2005
Rat PCR/W + +H | H+ +H Fraga, 2005
Rat N ++ F - H | + +H| - - - - - t+ | +H +HF ] + Kanai, 1998
Segawa, 1999
Rat N e - - - - + + Boado, 1999
Rabbit N s - 4 - - - Rajan, 2000
Cow N ++H+ Boado, 1999
Caco 2 PCR/W + + Fraga, 2005
Human N ++ u - - +++ 2 2 = 2 +++ ~+ + Yanagida, 2001
Human N +H o+ - |+ -+ 4+ H |+ b+ | e | + - | Prasad, 1999

Pineda, 1999

(Del Amo et al., 2008)



Transporte del BPA

/ LAT-1 \ I

: .CH2—CH —CO2H

v Transporta aa neutros, o

ramificados o aromaticos (Leu, lle, o BPA
: BPA -derivado de Phe:
Val' Tyr’ Trp’ Met’ His Y Phe) AA arémae{ilc\:/s, F?idreofébeico
a CELULAS TUMORALES neutro
v'Asociado con el crecimiento, Incorporacion preferencial de

proliferacidn y desarrollo de tejidos BPA:
v'Altamente expresado en tumores

malignos vy lineas celulares v'"Mayor requerimiento de aa
debido a su mayor actividad
LAT-2 metabolica en
CELULAS TUMORALES

v'Se expresan en

» \ CELULAS NORMALES /

9000000000008 F T~ 0o 0T e e P 00" L0 et ® T 00T 00T 0000
. e A a9 YT POV L0 _ OV _ @0V 0" a0V _ Lo0"Y " _ai




Transporte del BPA

35
30
o 25
=
c 20
Sy
15
10
5 * .
0
Tumor (CCE) Lengua Tej. Normal Tumor (CC) Lengua Tej. Normal
(Bolsa) (Higado)
Hamster Rata

Ejemplo de Estudios de Biodistribucion de B realizados en el modelo experimental de cancer
oral en la bolsa de la mejilla del hamster con tumores de Carcinomas de Células Escamosas
(CCE) y en el modelo experimental de metastasis hepaticas de carcinoma de colon (CC) en ratas,
ambos con BPA (300 mg BPA/Kg iv). Los valores expresados en ppm 1°B son de muestras de
tumor, lengua y tejido normal obtenidas 3 hs post la administracion del compuesto borado
medidos por la técnica de ICP (Kreimann et al., 2001; Garabalino et al., 2011)



;Donde uso el dato de la cantidad de boro que ingreso a la célula?

En la formula para calcular la Dosis total absorbida, en Gy:
D, D14y + Dr + Dyr

D, | Dosis total absorbida

D1og | Dosis de °B debido a neutrones térmicos

D14y | Dosis de N debido a neutrones térmicos

D: | Dosis de fotones gamma

D\r | Dosis de neutrones rapidos




Técnicas de medicion de boro /\
7AIMN

ICP-OES
(Espectrometria de
Emisidn Optica por

Acoplamiento

La ionizacidon de boro a iones B*
excitados producen determinadas
emisiones de longitudes de onda, ©
partir de las cuales se determina la

presencia de Boro, independientemente

nductivo) de la isotopia (isdtopo 9B y isdtopo ''B)
ICP-MS Luego de la ionizacion de boro a iones
(Espectrometria de B* excitados, se puede medir la
Masas con fuente de abundancia isotopica ('°B 6 ''B) en
Plasma Inductivo) funcion de la relacidon masa/carga (m/z)

\
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Técnicas de medicion de boro /\
7AIMN

Se produce la conversion de B a cationes
alcalinos (Na,BO,* 6 Cs,BO,*) 0 metdlicos y
luego se mide la abundancia isotopica ('°B

O '1B) en funcidon de la relacion
masa/carga (m/z)

PTIMS
(Espectrometria de
MASA POr ionizacion
térmica positiva)

NTIMS Se produce la conversion de B a aniones
(Espectrometria de mefaboratos (BO,) y luego se mide la
masa por ionizacidon  abundancia isotopica (1°B 6 ''B) en funcidn
térmica negativa) de la relacion masa/carga (m/z)
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Técnicas de medicion de boro /\
7AIMN

Se adicionan reactivos especificos para
boro, que desarrollan un determinado
color y a continuacion se miden las

Espectrofotometria absorbancias a |las longitudes de onda
correspondientes
Se bombardea la muestra con neutrones,
produciendo particulas a y fotones v,
midiendo luego la abundancia isotdpico
Nuclear

del '1°B

T et it nss o o SR



. Como se mide el boro en Argentina?

Boro

Elemental

ICP
(OES, MS)

Avutorradiogrdfia

Compuestos

A\

HPLC

A\




Determinacion de la concentracion de boro en Plasma Acoplado

Inductivamente a un Espectrémetro de Emisién Optica (ICP-OES)
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Determinacion de la concentracion de boro en Plasma Acoplado

Inductivamente a un Espectrémetro de Emisién Optica (ICP-OES)
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Determinacion de la concentracion de boro en Plasma Acoplado

Inductivamente a un Espectrémetro de Emisién Optica (ICP-OES)

Metodos:

1. Determinacion de la concentracion de B en sangre entera: usado en tratamientosy
biodistribuciones.

2. Determinacion de boro total en tejidos (digestion dcida de micromuestras): para
muestras de tejidos, celulas y sangre.

Ambos métodos obtienen una precision menor a las ppm.



Determinacion de la concentracion de boro en Plasma Acoplado

Inductivamente a un Espectrémetro de Emisién Optica (ICP-OES)

Evaluation of memory effect after injection of 1 ml of 10 ug/ml boron
solution
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Determinacion de la concentracion de boro en Plasma Acoplado

Inductivamente a un Espectrémetro de Emisién Optica (ICP-OES)
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La cuantificacion de boro en sangre y tejidos es indispensable para determinar

su biodistribucion en funcion del tiempo vy asi calcular la dosis terapéutica.

|D ata File | Zhiotirall ted

‘F’aran'leters (Model)

108 [ppm]

[lo= [ 7711 Img/kg min
t= [ 0047368 [BPA->108]
| To -| 78 .'[min] |
| Seeds |

|I-d|:| - 0.01
k2o = | 0.01

Ko = | 0.001
Vo= 0.1 M

‘Parameters (Algorithm)

MaxFunEwvals =

15000

badter =

5000

10

8k

Biodistnbution model

0 200 400
Results

k] = 0.012914
k2 = 0.01106
k3= | 00022773
M = 0.28967

I
1400 1600

600 800 1000 1200
| Time [min]
+2he
Statistics
Resnorm=[" 8259
Exilag=_ | 1
Hun Fit ‘

IRRADIATION
Tstart = a0 [min]
VLM = 320 [mv]

Calculate |

Initial B10 concentrations

B10 blood = 55437 [ppm]
B10 skin = 8.3156 [ppm]
RESULTS
Tirrad = 122 684 [min]
UMPI = 2356 [V s]

bMean B10 concentrations

<B10 blood > =

<B10 skin> =

49817 [ppm]

7.4726 [ppm]

Curva tipica de evolucion de boro en
sangre en funcion del tiempo para un
paciente con cdncer indiferenciado de
tiroides en el que se ha realizado un
estudio de biodistribucion de boro con
una inyeccidon de 100 mg/kg de peso
durante 20 minutos.

(Modelo de dos compartimentos)



Determinacion de la concentracion de boro en Plasma Acoplado

Inductivamente a un Espectrémetro de Emisién Optica (ICP-OES)
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patela didfisis pelo higado rnnon piel musculo

Distribucion de boro en los diferentes tejidos, 3 hs post infusion, animales infundidos con solucion de BA y BPA, 40 mg B/ Kg animal. El grafico
muestra el resultado promedio de 5 animales por grupo de dosis.

(Olivera y col. AATN 2015)



Preparacion de BPA complejada con Fructosa

« Esta solucidon se prepara en una concentracion de 30 mg
10BPA/mL (0,14 M).

 El compuesto de boro (L-fenilalanina enriquecido al 99% de
atomos de 9B obtenido de Interpharma Praha S.A. (Republico

Checa) se combina con fructosa en una relacion 1:1.

« A confinuacion, el pH se agjusta a 9,5-10 con una solucion de
hidroxido de sodio 10 N y la mezcla se agita hasta que todo el

sOlido se disuelva.
« Por uliimo, el pH se reajusta a 7,4 con acido clorhidrico 6 N.

« Luego se esteriliza la solucion con filtros de 0,22 um vy se la

conserva en heladera a 4°C hasta su uso.




Ensayos de esterilidad:

Se filtra nuevamente con membrana de 0,45 um de poro

2 membrana 2 membrana

Incubo a 35° en medio fioglicolato Incubo a 25° en medio TBS
(Busqueda de anaerobios) ( Busqueda de hongos y levaduras)
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Ensayos de control de endotoxinas bacterianas:

Meétodo LAL cinético turbidimeétrico

> Determinacion o cuantificacion de endotoxinas provenientes de bacterias Gram

negativas presentes en el producto final de drogas parenterales. (ensayo LAL)

> El método mide el tiempo de reaccion necesario para el desarrollo de turbidez de

una solucion sobre la cual se agrega un lisado, empleando un equipo apropiado.

> Las endotoxinas actian como pirogenos. Su administracidon en productos

parenterales contaminados provoca fiebre al hombre y/o animales.



Control de calidad de Ila BPA:

Determinacion de la pureza de BPA por HPLC:

*La BPA es un compuesto atoxico.
Hay diversas rutas sintéticas.
*Se obtienen subproductos de reaccion que son separados del producto final.

*Es necesaria la verificacion de la pureza de dicho compuesto, a fin de
determinar |la ausencia de estos subproductios o productos de Ila

descomposicion por el paso del tiempo.

eEste andlisis representa un control de calidad de BPA, el cual se realiza tanto

en la droga solida como en su complejo con fructosa.
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Control de calidad de la BPA-F: Cromatografo liquido de alta resolucion (HPLC)
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Control de calidad de la BPA-F por HPLC

Método Determinacion de la pureza de la BI

Columna

I C18. Beckman. Uliraesphere. 25cm
(fase fija)

Eflgzleewévil) Buffer Fosfato pH= 4,0.
0,8 ml/min

Longitud de
onda

Temperaturc Ambiente

El método ya se encuentra desarrollado, es robusto y reproducible.




Control de calidad de la BPA-F por HPLC

Area

y = 1853x + 204,41 600
R*=0,9994 500

VOLTAGE

3.150-1

BPA

11.200-4

16.410-5

—8.200-3

TIME

[min.]

Curva de calibracion para BPA-F

Posibles. impurezas: tirosina (Tyr) y fenilalanina (PA).

Cromatograma de BPA 10 ppm

En las condiciones optimas de corrida una mezcla de BPA, PA vy Tyr se separan en un tiempo

aceptable (20 minutos) y con apreciable resolucion




Control de calidad de la BPA solida por HPLC

La determinacion de la pureza de BPA en estado solido es necesaria

para comprobar la estabilidad del compuesto en el tiempo.

Procedimiento:

1. Disolucion de la BPA sdlida en medio alcalino (pH~10,5).

2. Se filtra con jeringa vy filtro de 0,22 um.

3. Sereadliza una determinacion de la concentracion de una alicuota de la solucion por HPLC.
4. Al volumen de solucion restante se lleva a pH acido (~4-5), para precipitar

nuevamente el solido disuelto.

5. Se filtfray el precipitado se lava y se lo lleva a sequedad.

6. Al precipitado seco se re-suspende en agua.

/. Serepitenlos puntos 1,2V 3.



Control de calidad de la BPA solida por HPLC

Resultados:

% No se observan diferencias entre los cromatogramas de BPA obtenidos antes y después

de llevar a sequedad.
“ No hay formacion de nuevos productos luego del tratamiento.

< No se ve aumento de los probables aminodcidos contaminantes (Tyr y PA) tanto antes

como despues del fratamiento.



Muesira

Tiempo

CAB

1

0

0

14

6,5

29

7,2

44

6,4

60

7.4

9.5

76

14,7

14,4

92

18

17,9

0O N |6 | o | bW DN

107

23

24,4

CAB: Centro Atomico Bariloche
CAC: Centro Atdmico Constituyentes

Reproducibilidad en ICP-OES

/ Biodistribution Model
File Edit View Insert Tools Window Help

Data File

apfinal td

Parameters (Model)

lo =

3.90 [ma/kg min]

s 0.047368 [BPA ->108B]

To= 88 [min]
Seeds
klo = 0.01
k2o = 0.01
k3o = 0.001
Vo= 0.1 [Lékal

Parameters (Algorithm)

MaxFunEwvals =

Maxiter =

1500

500

30
10B [ppm]

25+

20

Biodistnbution model

450

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Time [min]
Results Statistics
k1 = 0.03533 Resnorm = 5.2958
k2 = 0.01652 Exitflag = 0
k3= | 0.0043555
V= 0.23557 Run Fit

IRRADIATION
Tstart = 132 [min]
VRLM = 320 [mV]

Calculate |

Initial B10 concentrations

B10 blood = 15.4146 [ppm]
B10 skin = 231219 [ppm]
RESULTS
Tirrad = 67.1876 [min]

UMPI = 1290 [V s]

Mean B10 concentrations

<B10 blood > =

<B10 skin> =

14.8769 [ppm]

22 3153 [ppm]




Intercomparaciones con ICP-MS

ICP-MS

ICP-OES

PPM

O

S

\'

S

\'

S

\'

S

\'
M

MUESTRA Peso . rom DS
(9) (ppm) | (ppm) | final | P
EZ6HLiB 300 mg BPA/kg 0,0196 0,114 58
51 1,1
EZ6HLiB 300 mg BPA/kg 0,0405 0,174 4,3
EZ6HLiB 300 mg BPA/kg 0,0283 0,136 4,8
5 0,3
EZ6HLIB 300 mg BPA/kg | 0,0369 0,191 5,2
EZ14HLIiC. S/B 0,0275 | 0,0014 0,1
EZ14HLIiC. S/B 0,0259 | 0,0008 0
EZ14HLIC. S/B 0,0146 0,002 0
EZ14HLIiC. S/B 0,0278 0




Biodistribuciones de higado

Promedio de concentraciones de boro (* SD) normalizadas a 100 mg/kg BPA, para todos los pacientes. Nievas
y col, AATN 201C
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Biodistribuciones de higado
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Relacion entre concentracion de boro (M/H) en pacientes con metastasis. Nievas y col, AATN 2010.



Biodistribuciones de higado

Histologia de una muestrq de metdstasis del paciente 4, (dos secciones de la misma muestra).
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Biodistribuciones de higado

Conclusiones:

v'El cociente de concentracion de Boro sangre/higado fue cercano a 1.

v' El cociente de concentracion metastasis/higado vario de 0.8 a 3.6,

atribuible a las lesiones histoldgicas de necrosis Yy fibrosis asociadas a las

metastasis.



Muchas graciasl!!



