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Terapias para el tratamiento del cancer

v/ Objetivo
Daiar especifica y selectivamente las
Células tumorales
preservando al tejido normal

compuéstos
a TL!!TIOI‘&S
~ Sdlidos




Dificultad en la entrega de agentes a Tumores Sdlidos

* Vasos sanguineos heterogéneos
(conrespectoa su organizacion,
funciony estructura)
e Distribucion muy poco uniforme
y caodtica
e Exhibe curso serpenteante,
ramificacionesirregularesy
tumoral forman anastomosis
arteriovenosas
e Flujo sanguineo inconstantey
no unidireccional
e Anormal estructura de paredes
vasculares

Vasculatura

Vasculatura
Normal

{Flujo

sanguineo
heterogéneo

v/ Hipertension
intersticial

v/ Hipoxia

(Acidosis

o\

Vasculatura
Anormal



Dificultad en la entrega de agentes a Tumores Sdlidos

e Altadensidad de células
tumoralesy estroma
tumoral denso

Estructura e Presenciade colageno
celular en la matriz celular
e Diferentes poblaciones
celulares

(heterogeneidad)

CDbstaculizar la

penetracion y el
movimiento de
drogas dentro de
los tumores sélidos

\§ )




Qué es BNCT?: Terapia por Captura Neutronica en Boro

BNCT
aplicacion de la
tecnologia nuclear
al area biomédica

¢’ Objetivo

actuar selectivamente
sobre un

tejido neoplasico

«’Modalidad

tratamiento binario

BNCT: Terapia Binaria

12 componente: acumulacion selectiva de
portadores de °B en CELULAS TUMORALES

22 componente: irradiacion con neutrones
térmicos en TEJIDOS NORMAL Y TUMORAL

Destroyed
Cancer cells




Conceptos generales de Absorcion, Distribucion, Metabolismo y Excrecidon
(ADME)

DOsIs
DEL
FARMACO

Interaccidon entre la absorcidn, distribucidn, fijacion, metabolismo y excrecién de un
compuesto y sus concentraciones en el sitio de accién (Goodman & Gilman, 12°
edicion 2012).



Esguema de estudios de Biodistribucion de boro in vivo

V/Eficiente v/ Solubilidad
’Reproducible (BPA-Fr)
s/PraC_tlco v/ Formacion de
V?ptlmO Dimeros (BSH)
eticamente

Procesamiento de las
muestras

v/ICP-OES
vICP-MS
v/ARN

¢/ Digestiones
acidas 6 basicas
¢’Microondas



Estudios de Biodistribucion de Boro

e Concentracion Absoluta Promedio de 1°B:

Tumor, sangre, tejidos normales y limitantes de dosiy

e Grado de selectividad:

Limitante de Dosis (T/TLD)

Tumor/Sangre (T/S), Tumor/Normal (T/N),Tumor/Tej/

¢ Determinacion de la componente boro

e Seleccion de vias de administracion, dosis y tiempos
post-administracion del compuesto borado; estudios J
cinéticos, estudios de targeting de boro tumoral /S
/../'f
//

y




Componentes de dosis de |a terapia BNCT en los tejidos

Particulas Alfa de 1,47 MeV, rango 9 um, LET: 196 keV/um

Componente

Boro
Particulas de Litio de 0,84 MeV, rango 5 um, LET: 162 keV/um

Componente gamma de la fuente de neutrones
Rayos gamma de 2,2 MeV producidos en la reaccién H(n, y) *H

- Protones de alto LET de 590 KeV producidos en la reaccién N (n, p) **C

Protones “recoil” mayores a 10 keV generados por neutrones rapidos del haz
epitérmico en la reaccion H(n, n!) p

Objetivos del disefio de protocolos de administracion
para estudios de BNCT:




Guia para la seleccion de protocolos de administracion de compuestos
borados con posible potencialidad terapéutica para BNCT




Modelos experimentales “in vivo”

para estudios de Biodistribucion de boro

‘ ctaci BP
Metastasis Colorrectal en =
higado de ratas BDIX 4 GB-10
BPA+GB-10
Ratas BDIX
" BPA [ BPA
. . GB-10
Modelo Ectépico de cancer de GB-10 Metastasis Colorrectal en
colon en ratas BDIX ] AB pulmon de ratas BDIX { A8
BPA+GB-10
AB+Electropracidn -
AB+BPA AB+BPA
+ -




Modelos experimentales “in vivo”
para estudios de Biodistribucion de boro

©
>
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®
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BPA+GB-10

Cancer oral en la bolsa BPA+BSH
CERERGIITIERELEIGSEE - BPA+AB

Talidomida+BPA

Electroporaciéon + GB-10

Electropracion+AB

Liposomas (MAC/MAC+TAC)

Nanoparticulas boradas

Hamsters Sirios




Modelos experimentales “in vivo”
para estudios de Biodistribucion de boro

Pulmon sano de oveja

4 BPA
Artritis Rematoidea EPA
Conejos | BPA+GB-10




Perfil de mediciones de boro en sangre en pacientes clinicos
veterinarios tratados con BNCT

Perros y Gatos con
Tumores de Cabezay
cuello

Pos-tratamiénto {1 mes)

RA-6 (CAB) Carcinoma de células escamosas RA-1 (CAC) y RA-6 (CAB)
Lucy (2015-2016) Carcinoma de células escamosas 6 gatos



A) Modelo experimental “in vivo”:

Metastasis colorrectal en higado de ratas BDIX

-

Evaluar mediante estudios de biodistribucion
sistematicos diferentes protocolos de administracion

empleando:
+’BPA, GB-10 y BPA+GB-10

¢ Distintas dosis de administracion

/' Diversas vias de administracion



Materiales v métodos: Modelo experimental de metastasis hepaticas

Ratas BDIX Ambos sexos
170-300 gr

5 -
Cultivo células singeneicas de cancer 5 x10°/10 pl F-10/DMEM

de colon (DHD/K12/TRb) 3 I6bulos: lateral izquierdo,
lateral derecho y medio

Lobulo Medio

Loébulo
\ 68 s Lateral
Lébulo Lateral : lzquierdo
Rerecho \\ __ \ —*% | 6bulo Caudado
Vena ‘ Q >
porta Ducto Biliar

hepatica



Modelo experimental de metastasis hepaticas:
procedimiento de inoculacion de células

Median Left
lobe lateral lobe

Gauze
bolster




Materiales y métodos: protocolos de administracion

Frotocolo Dosis Dosis Via Dosis B

(M BPA Dosis B dmm. BPA Dosis B admin. Total
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 65,5

Tabla de protocolos de administracion de BPA,GB-10 y BPA+GB-10
(IM]: Molaridad de la solucidén; Dosis: expresada en mg/Kg pc; iv: intravenoso; ip: intraperitoneal).



Materiales vy métodos: toma reparacion de las muestras

3 hs post administracion
Toma de muestras de
de los compuestos

borados LS

v  Sangre v/  Estomago

v Metastasis v Bazo

v/ Higado Normal v Pl

v Rif6N v Pulmodn

v Intestino v Lengua
v Médula

Imégen de la administracién iv de los

compuestos borados (BPA, GB-10) Imagen de un nodulo

hepatico de cancer de
colon disecado




Materiales y métodos: medicién de [°B] por ICP

Digestion
H,SO,/HNO,
1h-100°C

Sonicacion
90 min

Bafio termostatico Sonicador

[°B]:
ICP-OES/
ICP-MS

ICP-OES (CAC) ICP-MS (CAE)

¢ Concentraciones
absolutas promedio [1°B]




Resultados: protocolos individuales de BPA 6 GB-10

|
[
N
w
H
wn
-]
~N
=]

7011 63%1,0 11,4+1,2 11,0£2,6 9,8+1,8 16,5%3,1 15,0£3,8 15,8+ 2,9

Sengre (n=5) (n=6) (n=5) (n=5) (n=6) (n=10) (n=8) (n=5)

Higado 10,7t7,1 62*+14 11,2+1,9 13,6+4.38 10,0£3,1 15,1 1+6,5 17,4 £5,2 48+13
Normal (n=86) (n=6) (n=5) (n=5) (n=6) (n=10) (n=8) (n=5)

142+19 11,9+2,8 151182 20,7 £5,1 5,023
Intestino 4,8 (n=1 12, =2
{re=) (n=3) 2 n=2) (n=5) (n=10) (n=7) (n=5)

10,8+ 2,6 9,11+2,2 17,6+ 2,9 16,1+ 7,6 104£2,0 20,186 26,0£6,1 8,7+t1,8

Baso (n=5) (n=6) (n=5) (n=5) (n=5) (n=10) (n=7) (n=5)

- 7,2+1,9 T 21,6+153 166+10,9 75+2,1 15,8 +9,8 15,7 +5,2 15,4 +6,5
(n=5) AN (n=5) (n=4) (n=4) (n=9) (n=6) (n=4)

3,3%0,8 23%09 8,0t5,8 8,2t6,4 2,0x0,7 5524 6,41+1,0

0,6 (n=1)
(n=5) (n=3) (n=4) (n=4) (n=4) (n=8) (n=5)

20x0,5 1,603 1,9%t0,7 1,4%+0,3 19+04 2,309 1,8+0,3 1,5%0,3

T~ (n=23) (n=16) (n=12) (n=19) (n=14) (n=15) (n=25) (n=15)




Resultados: protocolos combinados de BPA+GB-10

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
- + -
GB-10 50,0 mg'°B/Kg iv GB-10 34,5 mg'°B/Kg iv GB-10 20,0 mg'°B/Kg iv
Sangre 23,9+ 7,4 (n=6) 27,6 =9,7 (n=6) 20,4 £ 8,6 (n=7)
Tumor 19,4 + 6,6 (n=13) 35,1+9,2 (n=23) 33,2+ 13,4 (n=17)
Higado Normal 12,5+ 3,5 (n=6) 26,1+ 13,8 (n=6) 25,0 £9,8 (n=7)
Rifién 53,7 + 14,0 (n=6) 126,5 + 25,0 (n=6) 125,9 + 38,7 (n=7)
Intestino 12,8 + 3,9 (n=4) 16,4 + 7,4 (n=3) 24,8+5,9 (n=7)
Estomago 15,6 £3,7 (n=3) 20,7 £4,8 (n=3) 27,0+ 8,4 (n=7)
Bazo 16,5 = 3,4 (n=6) 31,6 9,9 (n=6) 28,6 9,4 (n=7)
Pulmén 17,1+5,5 (n=5) 28,3 + 5,6 (n=6) 20,8+ 5,3 (n=6)
Piel 25,8+ 16,0 (n=4) 28,7 + 13,1 (n=6) 31,1+ 17,0 (n=6)
Lengua 15,7 + 2,6 (n=6) 27,0+ 9,6 (n=6) 25,3+ 8,8 (n=7)
Medula 3,0+ 1,0 (n=5) 4,7 +2,0 (n=5) 6,6 + 3,1 (n=4)
T/S 0,9 + 0,4 (n=13) 1,3+0,3 (n=23) 1,6 +0,9 (n=17)

T/HN 1,7%0,8 (n=13) 1,4£0,5 (n=23) 1,4%0,2 (n=17)




Resultados

60+
Protocolos BPA

504

¢’/Ninguno de los 11 protocolos
ensayados presentd toxicidad

¢/ 6 de 11 protocolos demostraron

| ser potencialmente utiles para
- estudios de BNCT

0 ——.—_'——_'_—_‘
BPA 31,0 mgB/kg ip BPA 46,5 mg B/kg ip BPA 46,5 mgB/kg ip+iv

20

104

MSangre MTumor M Higado Normal

Protocolos BPA+GB-10

Proteccion de los rinones durante
la irradiacion

¢/Lavado de la cavidad peritoneal
previo a la irradiacion

BPA15,5mg B/kg iv + BPA 31,0 mg B/kg ip + BPA 46.5mg B/kg ip +
GB-10, 50,0 mg B/kg iv GB10 34,5 mg B/kg iv GB-10,20 mg B/kg iv

M Sangre M Tumor MHigado Normal



Ill

B) Modelo experimental “in vivo”:
Cancer oral en la bolsa de la mejilla del hamster

Estudiar la cinética del targeting de boro en CCE del modelo

Ol I — de cancer oral en hamster

v/BSH




Ill

Materiales y métodos: modelo experimental “in vivo” de cancer oral

en la bolsa de la mejilla del hamster

Comienzo de
topicacion Fin de topicacién Revisacion

Carcinégeno quimico: DMBA
(1,2 Dimetil benzantraceno)

12 semanas: 2 veces por semana + Biodistribucién
1 semana de suspensién del DMBA /Irradiacion

Bolsa de la mejilla del hamster Topicacion con el carcinégeno DMBA 0,5% Bolsa evertida con tumor
(evertida) sin cancerizar (en aceite mineral) exofitico



BSH : preparacion de la solucion

0 A, O 0
2 2 2
= @ @ ma [ 55508 =) BOssoB

Preparacién de la solucién de BSH en condiciones andxicas en bolsa de anaerobiosis

BSH
s)@ 29

Efectos
Nefrotoxicos y
Hepatotdxicos



v Administracion de BSH y toma de muestras

Dosis de BSH: 88 mg BSH/Kg

Dosis 1°B: 50 mg °B/Kg

Administracion : intravenosa (iv)

Tiempos Post-administracion:
3hsdhs 5hs 6hs 7hs 8hs 9hs 10 hsl2hs

Tejidos:

Sangre Carrillo Lengua

Tumor Parotida Higado
Bolsa normal Médula Rifdn

Tejido precanceroso Cerebro Bazo
Paladar Piel Pulmon




Table 1 Boron concentration (mean =+ standard deviation) (ppm) in blood and tissue samples at different times post-administration as indicaed;
n denotes number of animals or tumors

BSH 50 mg™BAgiv.

Time post-sdministration

3h 4h 5h 6h Th 8h 9h 10h 12h
Blood 625+ 248 &8 + 170 371 &£ 54 826+ 155 B4 +£93 5634+£190 311105 667 101 144 +90
(n =3) (n=235) (n=35) (n = 6) (n=35) (n=4) (n=35) (n=3) (n=135)
Tumor 30.1 & 15.0 2600 + 8.6 243 + 93 3424+ 7.1 BT+ 140 283+ 64 2414+ 79 347 £ 72 92424
(n =19 (n=33) (n=17) (n = 18) (n=15) (n=13) (n =27) (n="T) (n= 19)
Normal tssues 2724 11.2 214 + 69 213 =64 309+ 64 171 = 10.1 217+ 46 17.5%£ 59 272+ 32 53+24
(n=5) (n=5) (n=75 (n=5) (n=75) (n = 4) (n=5) (n=3 (n=5
Prema li gnant 347+ 124 04 +£85 265 + 83 395+ 108 189 4+ 105 251472 214477 299 429 594+27
— (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=4) (n=5) (n=3) (n=5)
Cheek mucosa 23.7 4 123 214 +94 168 =57 37.1 + 261 137 =84 1634+ 5.1 2234+ 24 195 50 42+ 18
(n =3) (n=235) (n=35) (n=35) (n=35) (n=4) (n=35) (n=3) (n=13)
Palate mucosa 40.2 + 18.4 3B24+122 243 55 494+ 86 180490 221457 282+ 58 441 + 154 B4+ 24
(n=4) (n=35) (n=3) (n=3) (n=35) (n=4) (n=35) (n=3) (n=35)
Parotid gland 1.345.1 19.1 = 178 108 + 36 219+ 116 B6 +33 1004+ 39 79 4+ 1.6 106 + 08 264+ 09
(n=35) (n=35) {(n =35) (n=4) (n=4) (n=3) (n=35) (n=3) (n=35)
Tongue 29.0 %+ 15.1 194 £ 119 204 + 49 3324+ 60 176 £ 110 213+62 1574+ 86 210+ 28 49+ 14
(n=4) (n=235) (n=35) (n=35) (n=35) (n =4) (n=235) (n=3) (n=75)
Liver 143.1 £ 802 1713767 945 312 2141 864 511 338 775251 7684360 933 380 135 +63
(n=35) (n=35) (n=23) (n=35) (n=35) (n=4) (n=35) (n=3) (n=23)
Spleen 238+ 105 23 + 109 185 £+ 84 284 4+ 60 116 = 5.1 228 4+ 32 144453 466 =25 41+ 09
(n=35) (n=4) (n=3) (n=4) (n=35) (n=4) (n=35) (n=3) (n=13)
Kxiney 91.0 4+ 368 1007+ 306 11284 616 93.7+ 354 437 251 437+ 125 6504249 B4S5 229 186 + 64
(n=35) (n=4) (n=235) (n=35) (n=35) (n=4) (n=35) (n=3) (n=3)
Lung 60.9 + 28 4 268 + 164 25512 40.7 + 183 92 4+ 35 266+ 65 281 £ 110 326 +95 B4+21
(n=4) (n=4) (n=35) (n=4) (n=4) (n=4) (n=35) (n=3) (n=75)
Skin 328+ 7.1 186 + 8.6 259 + 9.1 2624+ 153 26+16.1 244+53 174450 2384+47 57434
(n=35) (n=235) (n=23) (n=35) (n=35) (n=4) (n=35) (n=3) (n=23)
Spmnal cord 1.1 = O.8 56 +39 41+ 18 55+24 224+ 16 1.7 04 44 + 1.2 20+ 02 0.7 +02
INTOW (n=4) (n=215) (n=25) (n=35) (n=215) (n=4) (n=235) (n=3) (n=5)
Braan 13 %+ 1.0 224+ 18 14405 45 =22 09 + 04 13+ 05 23+ 08 09 + 04 0S5+ 02
(n=4) (n=4) (n=3) (n=35) (n=4) (n=4) (n=35) (n=3) (n=3)




9B Concentration for BSH (ng/g)

140

120

—_
o
o

® Precancerous Tissue 4
———Precancerous Tissue fit 1

O Tumor
— Tumor fit

4 Normal
--------- Normal fit ]
o * Blood 1
— Blood fit 7
* —:—:-Constant line at 20 ppm

I . I IR NR NI N
360 480 600 | 720 840 960 1080 1200 1320 1440

ime (min)

420- 660 min
(7-11 hs)

| I
120 240

Fig. 2 Mean °B concentration
values + standard deviation for
the different time-ponts and the
corresponding fits 10 a two-
compartment model for blood,
normal, precancerows and mmos
tissues. Fining was basad on all
available individual dsta points
Baron concentration profiles are
ploted as a function of time
afer BSH adminstration. A
constant line is drawn at 20 ppm
to indicate the minmum tumaor
boron concentration value
considered © be therspeutically
useful
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C) Modelo experimental “in vivo”:
Cancer oral en la bolsa de la mejilla del hamster

Estudiar la factibilidad de mejorar el targeting de boro en
CCE del modelo de cancer oral en hamster

v/GB-10

— v’Electroporacion (EP)

’EP en distintos momentos post administracion de GB-10




Materiales v métodos: Electroporacion (EP

+ Campo eléctrico

Entrada de
moléculas

pequefias >

Permeabilizacidn’

(—
euUBIqLIAL
ap einidny

L

La EP induce la apertura de poros en las células tumorales permitiendo el
ingreso del farmaco o del compuesto previamente administrado.



Materiales v métodos: Administracion de GB-10 v aplicacion de EP

Dosis 1°B: 50 mg 1°B/Kg

Administracion: intravenosa

B1oH 0%~

b/ Secuencia de pulsos tipica para ECT
(1000 v/cm, 8 pulsos de 100 ps)
Condiciones v Corriente eléctrica y tensién

de EP

(sonda de 1 ohm y osciloscopio digital)

v/Electrodos de placas paralelas

Estudios Previos:
Determinacién de un Indice
de Electroporacion Efectiva

(IEPE)

Electrodos de tipo
placas paralelas




Materiales vy métodos: Protocolos Ensayados de
Biodistribucion con GB-10+EP

GB-10 EP ™
EP Tardia
@) O (P1B)

0 min 2:50 h 3:00 h

EP Temprana
(P2B)

Control GB-10
sin EP
(P3B)

EP: Electroporacién; TM: Toma de Muestra



Resultados

401

¥/Ninguno de los protocolos ensayados

[B] ppm
N
o
1

35

. (*) presento toxicidad

7 ¢/ Con la técnica de ICP se observé un
aumento estadisticamente significativo

15+ en la captacion de B en tumor en el

10- protocolo GB-10+EP temprana

5 | .

- -1 -
GB-10 EP Temprana GB-10 EP Tardia Control GB-10 sin EP

Msangre MTumor M Precanceroso MBolsa

(*)
3 =
2.5-
¢/Las relaciones de concentracion de boro T/BN y 2 - (*)
T/S fueron significativamente mayores para el L
protocolo GB-10+EP Temprana vs GB-10 sin EP ) —
1 A , .
|
— —
0 +— - T I E— —
GB-10 EP Temprana GB-10 EP Tardia Control GB-10 sin EP

ET/BN WT/S



Discusion v Conclusion general

<R =

Ningun modelo experimental reproduce exactamente las caracteristicas del cancer
humano

El uso de modelos experimentales es el preludio inevitable para entender el desarrollo
de neoplasias y ensayar la eficacia de nuevos enfoques terapéuticos

Los estudios de biodistribucion de boro son esenciales para:
disenar y planificar protocolos pre-clinicos vy,
en ultima instancia, clinicos.

En particular, se pueden identificar compuestos de boro potencialmente utiles y
protocolos de administracion y asi elegir las condiciones dptimas después de la
administracion del portador de boro para realizar la irradiacion de neutrones,
tratando de maximizar los niveles de boro tumoral mientras se minimizan los niveles

de boro en tejidos sanos y sangre



Discusion v Conclusion general

lll. La mejora de las relaciones T/N y T/S no sélo indica que un agente borado es mas
selectivo, sino que es considerado un factor critico para reducir al minimo el dano al tejido
normal o limitante de dosis y por lo tanto aumentar la eficacia terapéutica, minimizando

los efectos secundarios de BNCT.

IV. Se sabe que las implicaciones de los valores absolutos de contenido de boro, en
términos de efecto bioldgico:

v’ solo pueden determinarse con estudios radiobiolégicos BNCT in vivo.

v/ Por lo tanto, conseguir protocolos de compuestos borados que no presenten
radiotoxicidad como efecto secundario a los ensayos de eficacia terapéutica de
BNCT, es una de las ventajas de la terapia para aumentar el control tumoral y

evitar posibles recidivas y efectos toxicos indeseables

El potencial terapéutico de un portador de 1°B para BNCT
solamente puede ser interpretado fehacientemente en
estudios radiobiologicos de BNCT in vivo




