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ESTUDIOS IN VITRO 



Terapia de captura neutrónica en boro (BNCT)



Compuestos de Boro utilizados en Ensayos Clínicos

BPA (p-boronphenylalanine)BSH (Na2B12H11SH)



BOPP

2,4-(α,β dihydroxyethyl) deuteroporphyrin IX tetrakiscarborane carboxylate 
ester. Kahl S.B. et al. In: Progress in neutron capture therapy for cancer, 1989

Compuesto de Boro usado en Estudios Experimentales



  Haz de Neutrones

▪  Las principales fuentes de neutrones son los 
reactores nucleares.

▪  La clasificación aceptada en física médica es: 
  Neutrones térmicos: < 0.4 eV
  Neutrones epitérmicos: 0.4 eV-10 KeV
  Neutrones rápidos: > 10 Kev



▪ 10B (n, α) 7Li
▪  1H (n,γ) 2H
▪  14N (n,p) 14C
▪  1H (n´,n) p 
▪  Rayos gamma

Componentes del campo de radiación producidas 
durante BNCT:

La suma de estas contribuciones es igual a la:
 Dosis física total absorbida

CARACTERÍSTICAS DOSIMÉTRICAS



 DOSIS TOTAL EN UNIDADES GY- 
EQUIVALENTE PARA BNCT 

Gy-Equivalent= {dosis boro X CBE + dosis protón 
(dosis neutrones térmicos + neutrones rápidos) X 
RBE + dosis fotón}

RBE: factor de efectividad biológica relativa
CBE: factor de efectividad biológica del compuesto 



CÁLCULOS DE RBE Y CBE

RBE= Dose X-rays/ Dose neutron 

Dose X-rays=(Dose beam)(RBE)+(Dose_10B)  (CBE)



RADIACION IONIZANTE

▪DIRECTA: Alto LET. Electrones,  protones,  iones
 pesados,   partículas alfa.  
▪  INDIRECTA: Bajo LET. Fotones, rayos 

X,  rayos  Gamma  y   neutrones. (A través de radicales 
libres). 



El  principal blanco de la radiación es la molécula de ADN



Daño. Características de las radiaciones de 
alto LET

▪ Son igualmente letales en células  hipóxicas como en 
células oxigenadas.

▪ Producen ionizaciones en cualquier fase del ciclo.

▪ El daño subletal o el daño potencialmente letal son menos 
reparables .

▪ Las lesiones son mas complejas.



1. Daño en las bases
2. Daño en los 

azúcares
3. Rupturas simple 

cadena
4. Rupturas doble 

cadena
5. Uniones cruzadas 

entre el ADN y las 
proteínas o entre 
ADN-ADN

Daño en el ADN



Respuesta  al daño en la doble cadena de ADN: 

Son una serie de procesos paralelos o concatenados que 

intentan conservar la estabilidad genómica (vías de 

reparación, retraso en el ciclo celular, muerte celular 

programada, vía TGFbeta/Smads



Rad51

γH2AX
DNA DAMAGE RESPONSE



Daño al ADN



Vías de reparación



En nuestro laboratorio se estudia la aplicación de 

BNCT para el tratamiento de los siguientes 

carcinomas:

• Cáncer indiferenciado o pobremente 

diferenciado de tiroides

• Melanoma

• Cáncer de colon



Modelos biológicos

1) Modelos in vitro: Líneas celulares tumorales o 
normales;  cultivos primarios (humanos o de 
diferentes especies): TPC, WRO, Mel J, M8, 
A375, HT29… 

2) Modelos in vivo: estas líneas implantadas en 
ratones NIH nude, en el flanco derecho de 
forma subcutánea. A los 15-30 días se obtienen 
tumores



Estudios in vitro en BNCT

Ventajas

1) Representan un modelo más simple, más rápido, 
menos costoso y que proporciona un ambiente más 
controlado para evaluar las dos etapas de BNCT.

2) Permiten estudiar todos los mecanismos celulares con 
menos variables que interfieren.

Desventajas

1) A veces puede resultar difícil extrapolar a la biología 
del organismo intacto. 



BNCT: ESTUDIOS DE LA PRIMERA ETAPA 

1. Se evalúan diferentes compuestos en cuanto a 
toxicidad, selectividad, incorporación intracelular 
del compuesto y biocinética.

2. Mecanismos celulares de incorporación del 
compuesto.

3. Localización subcelular del compuesto. 



BNCT: ESTUDIOS DE LA SEGUNDA ETAPA

• Curvas Dosis-Respuesta biológica

• Determinación de RBE y CBE

• Respuesta biológica de células tumorales y normales a la terapia: daño al ADN 

(cortes doble cadena, aberraciones cromosómicas),  daño a otras estructuras 

celulares, vías de reparación, estabilidad genómica (TGFbeta/Smads),  muerte 

células por diferentes mecanismos (catástrofe mitótica, apoptosis, autofagia), ciclo 

celular. 

• Evaluación de diferentes radiosensibilizadores.

• Efecto Bystander

RBE factor de efectividad biológica relativa
CBE factor de efectividad biológica del compuesto



El estudio de la respuesta biológica a la 
irradiación proveniente de la aplicación de 
BNCT proporciona herramientas para manipular 
la respuesta del tumor a la terapia 



MÉTODO PARA MEDIR BORO: ICP-AES



Corte transversal del irradiador, RA-3.

1 – Barra de empuje stringer

2 – Barra de empuje bandeja porta plomo

3 – Blindaje de plomo

4 – Bandeja porta plomo

5 – Estructura

6 – Bloques de grafito delstringer

7 – Base de bismuto de cavidad de irradiación

8 – Cavidad porta-muestra para irradiación

9 – Bloque de bismuto

10 – Tapa corrediza para ingreso de muestra

11 – Portón de columna térmica

12 – Shutter (blindaje de plomo)

13 – Shutter (blindaje de parafina)

14 – Puente de pasaje de stringer

15 – Grafitos de columna térmica

 Esquema de la facilidad del 
reactor RA-3 para la irradiación 
de células en cultivo.
Corte transversal del irradiador, 
RA-3.

RA3 (CAE)



Dispositivo de irradiación





RESULTADOS



Captación de BPA por las células tumorales y normales de tiroides (24 hr de 
incubación con 0.14 M BPA). La concentración de boro fue medida por ICP-OES. 
Dagrosa MA, et al. Thyroid 12(1): 7-12; 2002

Estudios  de captación de BPA 



Captación de BPA en células ARO en diferentes etapas de proliferación. La concentración 
de boro fue medida por ICP-AES. Dagrosa MA, et al. Thyroid 12(1): 7-12; 2002 

Estudios de captación de BPA 
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Figure 1: Mean of 125I uptake by thyroid normal cells 
(FRTL-5) and cell lines of differentiated thyroid 
carcinoma (WRO y TPC-1). 
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Figure 2: BPA uptake (50 mg/kg B) by normal thyroid cells 
(FRTL5) and cell lines of DTC (WRO and TPC1) after 2 h of 
incubation. The BPA uptake ratios are WRO/FRTL-5=5,44; 
TPC-1/FRTL-5=2,97





CAPTACIÓN DE BORO EN CÉLULAS WRO



Celulas ARO incubadas con BOPP (20 μg/mL) durante 18 hr. 

Localización celular de BOPP



0,0019± 0,0004
Endomembranes 
pellet

0,0046± 0,00024
(* and **)

Mitochondrial pellet

0,0028± 0,0002Nuclear pellet

BOPP (μg B/μg Prot)

Distribución Subcelular de BOPP

*:p<0,05      **:p<0,01

Dagrosa M.A, et al. Molecular Pharmaceutics 2(2) : 151-156; 2005





0.041± 0.005
(n = 10)

0.129 ± 0.02
(n = 8)

0.112 ± 0.005
(n = 6)24 h

0.035 ± 0.022
(n = 6)

0.096 ± 0.026
(n = 3)

0.112 ± 0.005
(n = 6)4 h

0.029 ± 0.002
(n = 5)

0.060 ± 0.006
(n = 6)

0.039 ± 0.001
(n = 2)2 h

0.036 ± 0.007
(n = 4)

0.062 ± 0.006
(n = 3)

0.040 ± 0.005
(n = 12)1 h

0.037± 0.004
(n = 8)

0.043 ±0.006
(n = 3)

0.031 ±0.007
(n = 4)0.5 h

M8MELJA375Time

Table 1: Cellular boron uptake in the melanoma cell lines A375, 
MELJ and M8.
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Figure 1: Cellular boron uptake in the melanoma cell lines A375, MELJ 
and M8 after 0.5, 1, 2, 4 and 24 h of incubation with BPA (50 mg/kg B). 
The ratios MELJ/M8 and A375/M8 were 3.14 and 2.73 respectively. Each 
point is the average ± SEM of 2-12 samples.

Figure and Table show the cellular boron uptake in the three human melanoma cell lines (A375, MELJ 
and M8). The uptake of BPA, as a function of time, was different for each cell line studied. MELJ 
showed a peak in the intracellular boron at 2 h, on the contrary A375 showed the higher boron 
concentration at 4 h. At 24 h saturation in the uptake of BPA was observed for MELJ and for A375, 
while M8 did not change the boron concentration during the different times. 







: Ensayo del Cometa realizado en el ADN de tumores de animales post irradiación. 
Dagrosa et al. Int J. Radiat. Oncol. Biol. Phys. 57: 1084-1092; 2003

Daño en el ADN



Cuantificación del tamaño de foco de gH2Ax promedio en células WRO 
expuestas a 3Gy de radiación gamma, neutrones y neutrones+BPA a 30 
minutos, 1, 2, 4 y 24 horas luego de la irradiación. 

Daño al ADN: Focos de H2AX fosforilada



   30 min             1 hora              2 horas              6 horas            24 horas

    Control

   Gamma

    
     NCT
    
   
     BNCT
  

Figura 1: Focos de γH2Ax en núcleos de células WRO en los distintos tratamientos 



Sobrevida de células HT29 bajo diferentes tratamientos.  Las células fueron irradiadas en el 
haz de neutrones térmicos de MIT. (flujo=8.5 109 n/cm2 seg). La fracción de sobrevida (FS) 
fue estudiada como endpoint  mediante el ensayo de formación de  colonias.

Datos para cálculos de CBEs de BPA y BOPP 



RESULTADOS OBTENIDOS DE CBE Y RBE

RBE beam= X rays/beam component 

 RBE beam (SF=0.07): 5.7173/4.9693= 1.15

CBE: 
X-rays =  (Beam component of SF 0.07) (RBE beam) + (Boron component of 

SF 0.07) (CBE factor)

CBE (SF=0.07) BPA (9.38ppm) =3.88
CBE BOPP (SF=0.07) (7.27pm)=1.73
CBE BPA+BOPP (SF=0.07) (9.1ppm total: 4.1ppm BPA and 5ppm 

BOPP) =2.56

Calculated CBE for the combination
CBE (BPA+BOPP)
(4.1/9.1x3.88) + (5/9.1x1.73) = 2.698



RBE Y CBE EXPERIMENTALES 

Tratamiento  SF=0.07 SF=0.07

  RBE CBE

Neutrones 1.2  

BPA +neutrones   3.9

BOPP+ neutrones   1.7

BPA+BOPP+ 
neutrones

  2.6





Aberraciones cromosómicas: Micronúcleos



Número promedio de micronúcleos por célula binucleada (MN/BN) para células de la línea 
HT29 sometidas a distintos tratamientos de radiación. Los resultados son expresados como 
promedio ± SEM de dos experimentos independientes. ** p < 0,005 para nth + BOPP; nth + 
BPA vs. Gamma p < 0,05 para nth; nth + BOPP; nth + BPA vs.  gamma

Curvas dosis respuesta



Porcentaje de células binucleadas micronucleadas sobre el total de células binucleadas 
(%MN.BN) en función de la dosis para células de la línea HT29. Los resultados son expresados 
como promedio ± SEM de dos experimentos independientes. ** p < 0,005 para nth + BPA 
vs.gamma* p < 0,05 para nth; nth + BOPP; nth + BPA vs. gamma

Curvas dosis respuesta



 Porcentaje de células binucleadas (%BN) en función de la dosis sobre un total de 500 células. 
Los resultados se muestran como el promedio ± SEM de dos experimentos independientes.

Curvas dosis respuesta



Resultados del ensayo de sobrevida con MTT en escala semilogarítmica. Datos ajustados 
con un modelo cuadrático-lineal. Cada punto es el promedio de 6-8 pozos ± SEM. 

Curvas dosis respuesta



Resultados de RBE y CBE. 

Efecto
biológico RBE CBE

BOPP
CBE
BPA

0,8 2,6 ± 0,7 4,6 ± 1,1 12,2 ± 2,3

1,2 4,2 ± 1,1 8,0 ± 2,2 19,6 ± 3,7

43,4 2,6 ± 0,7 2,9 ± 1,1 12,3 ± 2,3

52,0 4,4 ± 1,1 5,1 ± 1,9 17,8 ± 3,6

65,6 2,4 ± 0,6 2,0 ± 1,0 3,5 ± 1,2

75,8 2,3 ± 0,6 1,9 ± 1,0 3,7 ± 1,3

Los valores calculados para los CBE del BPA y BOPP fueron más 
altos cuando el efecto biológico estudiado fue el daño al ADN 
que cuando se estudió la sobrevida celular. 







RADIOSENSIBILIZADORES: NaB



Inhibidores de histonas deacetilasas (HDACI)

• Compuestos que han emergido como posibles agentes 
antineoplásicos. 

• Inducen diferenciación celular, arresto en el ciclo celular, apoptosis 
y activación de genes específicos en diferentes tipos de tumor in 
vitro e in vivo (Marks P., 2001;  Marks P.A, 2001). 

• Se demostró que aumentan la sensibilidad a la radiación gamma en 
diferentes líneas celulares (Grunstein M., 1997).

Butirato de sodio (NaB)



Radiación 
ionizante



Sobrevida celular

Efecto del NaB en la sobrevida celular post irradiación. Fracción de sobrevida 
a 2 Gy (FS2) en células irradiadas con y sin NaB.
P<0.05 para N+BPA+NaB vs N+BPA y P<0,01 para N+BOPP+NaB vs N+BOPP.



Evaluación de la muerte celular

 Análisis de la frecuencia de  muerte celular 24 y 48 horas post irradiación.  Porcentaje de 
células apoptóticas. ###P<0,001 para N, N+BPA, N+BOPP vs controles a las 24 y 48 horas. *p<0,05 
para N+NaB vs N; p<0,001 para N+BPA+NaB vs N+BPA a las 24 horas.



 Análisis de la frecuencia de muerte celular 24 y 48 horas post irradiación. 
 Porcentaje de células necróticas. **P<0,01 para N+BPA+NaB vs N+BPA y para N+BOPP+NaB
 vs N+BOPP, a las 24 horas.

Evaluación de la muerte celular



Núcleos celulares (Hoechst 
33258)

   Citoplasma de células vivas en verde 
(DAF)

Núcleos de células muertas en rojo 
(PI)

Cuerpos 
apoptóticos

Células 
vivas

Células 
muertas

Neutron
es

Núcleos celulares (Hoechst 
33258)

Citoplasma de células vivas en verde 
(DAF)

Núcleos de células muertas en 
rojo 
(PI)

Neutrone
s

24 hr 48 hr



ANÁLISIS DEL CICLO CELULAR

 Análisis del ciclo celular.  Distribución celular en las diferentes fases del ciclo 
celular a las 24 horas post irradiación.



Análisis del ciclo celular.  Distribución celular en las diferentes fases del 
ciclo celular a las 48 horas post irradiación.





Reparación







REPARACIÓN



REPARACIÓN



Radiosensibilizador. BO2



TGFbeta1/Smad





MUCHAS GRACIAS POR SU ATENCIÓN!

BNCT de 
Bioquímica 
Nuclear (CAC)


