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Estudios de biodistribucion in vivo

Se realizan para conocer la cinética del compuesto borado administrado en un modelo animal

* Permite conocer el tiempo al cual se produce la maxima concentracidon de boro en el tejido tumoral y su
relacidon con la concentracion de boro en sangre y tejidos normales

* Esta informacién es importante para poder planificar el tiempo de irradiacion
* En los estudios de biodistribucién in vivo podemos estudiar distintos compuestos borados, distintas dosis
de compuestos borados, distintas vias de administracion del compuesto o administracion combinada de

compuestos borados que permitan aumentar la cantidad de boro en el tejido tumoral

* Los estudios de biodistribucion in vivo permiten relacionar la captacion de boro con otros factores
biologicos

Ejemplos de estudios de biodistribucion in vivo

Modelo animal Administracion de Anilisis del contenido de
compuestos borados boro en cada tejido
Ratones nude implantados con células
humanas de céncer de tiroides o BPA ICP
melanoma BOPP Autorradiografia
BPA + BOPP

espontaneo




Biodistribucion in vivo
Modelo cancer de tiroides
Ratones nude implantados con células humanas de tiroides

Compuesto BPA a distintas dosis (350 y 600 mg/kg p.c.)
Compuesto BOPP a distintas dosis (10 y 100 mg/kg p.c.)

Combinacion de compuestos borados BOPP (60 mg/kg p.c.) + BPA (350 mg/kg
P.C.)

Se cultivan lineas Se implantan subcutaneamente A los 15 dias del crecimiento
celulares 1.500.000 células en el flanco tumoral se realiza el estudio
posterior derecho de los de biodistribucién con el

ratones compuesto BPA



Biodistribucion in vivo
Modelo cancer de tiroides
Ratones nude implantados con células humanas de cancer de tiroides.

e Se administracién BPA de forma intraperitoneal (IP).

Grupo 1: (350mg/Kg p.c.) Dosis utilizada en tratamientos clinicos.

Grupo 2: (600 mg/Kg p.c) Dosis alta.

e A distintos tiempos post administration del BPA se van sacrificando los animales y se
guardan los diferentes tejidos de interes para luego analizar el contenido de boro en

cada uno de ellos.

* Los tejidos que se utilizan son: Tumor, piel distal al tumor, piel circundante, higado, bazo,
rifndn, pulmon, tiroide y sangre.

* Se pesa cada tejido y se realiza la digestion del tejido en una solucién de acido nitrico y
sulfurico.

* La medicion de boro se realiza en el ICP.



Biodistribucion in vivo
Modelo cancer de tiroides.

Ratones nude implantados con células humanas de cancer de tiroides.

Biodistribucion de BPA (350 mg/Kg p.c)

30 MIN 60 MIN 90 MIN 120MIN 150MIN
Tumor 12.45+0.76 17.27+ 1.91 15.54 + 2.07 1.4 +1.17 9.94 +0.82
Sangre 9.63 +1.19 3.74 + 0.60 3.64 + 0.57 261+039 [203+0.2
Piel circundante | 12.32+3.99 |[11.22+2.8 10.12 + 0.38 733+163 |948+1.2
Piel distal 481+1.28 5.98 + 0.59 6.19 + 0.42 391+098 |4.23+0.66
Higado 4.56 +0.78 6.39 + 0.94 5.24 + 0.56 424+038 |[3.60+0.5
Bazo 9.74 +1.18 7.88 + 0.36 7.92 +1.22 6.49+0.78 |521+0.88
RiA6N 18.99 +1.57 | 15.66 + 1.87 12.49 + 0.85 576 +0.69 |6.57 +0.68
Pulmon 7.7+048 5.87 +0.54 5.19+0.76 485+028 |[3.62+0.74
Tiroide 7.16 +0.65 5.57+0.9 6.35 + 1.96 467 +0.79 |557+0.97

Dagrosa MA, et al.

Thyroid 12(1): 7-12; 2002




Biodistribucion in vivo

Modelo cancer de tiroides
Ratones nude implantados con células humanas de cancer de tiroides.

Biodistribucion de BPA (600 mg/Kg p.c)

30 MIN 60 MIN 90 MIN 120MIN 150MIN

Tumor 17.89+1.9 21.25+ 1.49 23.89 +4.71 19.49 + 1.1 19.50+ 2.9
Blood 13.97 +1.61 10.85 +1.25 7.62+1.43 8.20 +1.29 749+14

S Skin 11.83 £ 1.89 13.71 + 0.88 11.99 + 0.83 10.6 £ 1.79 7.62 + 0.64
D Skin 911 +1.14 10.17 £ 0.92 8.98 + 1.67 9.15+0.56 6.13 +0.77
Liver 9.09+0.77 7.72 +0.59 5.41 + 0.51 5.68 +0.79 447 +0.77
Spleen 11.98 + 0.70 10.57 + 0.63 8.35 +1.12 8.48 +1.44 5.11 £ 0.57
Kidney 27.28 +1.78 20.59 + 0.63 16.88 + 1.2 14.71+1.6 10.39+1.8
Lung 8.0 +0..59 8.23 + 0.69 5.62 + 0.81 5.84 + 0.84 4.57 + 0.66
Thyroid 8.52 + 1.55 9.32 +1.09 8.54 + 0.35 8.32 +2.84 22+0.26

Dagrosa MA, et al. Thyroid 12(1): 7-12;

2002




Biodistribucion in vivo
Modelo cancer de tiroides

Ratones nude implantados con células humanas de cancer de tiroides.

Biodistribucion de BPA
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Figura 5: Biodistribucion de BPA
(350mg/Kg b.w) en tumor, piel distal
y sangre.
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Figura 6: Biodistribucién de BPA (600
mg/Kg b.w) en tumor, piel distal y sangre.

Dagrosa MA, et al. Thyroid 12(1): 7-12; 2002



Biodistribucion in vivo
Modelo cancer de tiroides

Ratones nude implantados con células humanas de cancer de tiroides

Biodistribucion de BOPP

Dosis: 10 mg/Kg

p.C.
Via | Tumor S Skin D Skin Lung Liver Spleen Kidney | Thyroid Blood
i.p 215+04 | 2.8+0.24 1.27+0.34 | 1.72#0.24 | 5.08+0.62 | 2.55+0.15 1.58+0.37 | 1.56+0.56 1.39+0.11
i v 1.78+0.24 | 1.73+0.44 | 2.45+0.17 | 0.92+0.21 | 5.23+0.65 | 1.82+0.33 1.65+0.34 | 1.57+0.62 1.78+0.19
Dosis: 100 mg/Kg
[a¥Wal
I . . . . . "
Via | Tumor S Skin D Skin Lung Liver Spleen Kidney | Thyroid Blood
i.p 16.59+2.6 | 18.76+2.7 | 6.47+0.2 | 27.9+4.56 | 73.71+5.2 | 52.35+4.6 2261+2.1 | 15.6+2.15 21.4+2.15
iV 8.01+8.1 90.35+2.44 | 56.9+15 9.8+1.65 20.61+2.2 | 10.28+1.9 7.28+2.28 | 5.94+2.34 6.9+0.19

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

2005




Biodistribucion in vivo
Modelo cancer de tiroides

Ratones nude implantados con células humanas de cancer de tiroides

Biodistribucion de BOPP y BPA Combinados

Day 1 Day 3 Day 4 Day 5 Day 7

Tumor 22.92+1.38 25.98+3.3 26.59+3.4 45.19+5.77 37.76+2.84
Blood 23.74+1.38 18.25+2.57 14.62+1.54 12.02+1.02 10.88+0.88
S Skin 26.95+237 24.16+7.97 40.58+16.22 31.74+3.34 33.79+1.22
D Skin 42.23+6.08 20.06+6.37 26.61+6.8 25.59+1.76 23.25+0.70
Liver 34.8+1.76 33.50+7.25 34.55+2.19 21.7+1.01 19.00+0.79
Spleen 29.14+6.69 25.66+5.36 21.23+1.14 20.12+1.21 19.14+0.88
Kidney 41.2+0.09 43.68+5.27 37.82+3.93 28.05+1.57 28.24+2.71
Lung 27.2143.25 38.86+4.14 19.12+3.96 15.82+1.23 26.35+1.75
Thyroid 9.55+2.83 10.02+1.72 10.224+2.79 6.79+1.2 5.30+0.83

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

2005




Biodistribucion in vivo
Modelo cancer de tiroides
Perros con cancer de tiroides espontaneo

*Se estudiaron 6 perros portadores de cancer espontaneo de tiroides de diferentes razas entre
Noviembre de 2002 y Abril de 2004.

*Se realizd el estudio de biodistribucidon con consentimiento informado firmados por sus dueios.

*Este estudio se realizd en el Hospital Escuela de la Facultad de Veterinaria de la UBA con el Dr.
Veterinario Victor Castillo

* Los animales anesteciados fueron inyectados (i.v) durante 60 minutos con BPA en una dosis de
50mg/Kg p.c.

* Inmediatamente después de la infusion se realizé |a tiroidectomia.
*Se obtuvieron muestras de sangre durante todo el procedimiento.
* Se tomaron muestras de distintas areas tumorales.

*Cada muestra de tumor fue dividida en dos partes, en una se estudié el contenido de B y en la
otra se analizé la histologia con el Dr. Cabrini.



Biodistribucion in vivo
Modelo cancer de tiroides

Perros con cancer de tiroides espontaneo

T/Th

6.78

Dog(# and Name) Breed Body Weight(Kg) Age Sex
#1 Rott-Weiler 45 8 Female
Tania
#2 Beagle 12 5 Female
Sheila
#3 Mongrel 9 13 Female
Zenga
# 4 Pointer 31 8 Male
Brett
#5 Boxer 30 8 Male
Pipo
#6 Mongrel 14 14 Male
Nico

Dagrosa MA, et al. Applied Radiation and Isotopes 61(5) 911-915; 2004




Biodistribucion in vivo
Modelo cancer de tiroides
Perros con cancer de tiroides espontaneo

Figura 12A: Tumor homogéneo, 10X

(Perros #2,4, 5y 6).

Figura 12 B: Tumor heterogéneo, 10X
(Perros #1 y 3).

Dagrosa MA, et al. Applied Radiation and Isotopes 61(5) 911-915; 2004




Biodistribucion in vivo
Modelo cancer de tiroides

* Resumen estudios de biodistribucion en ratones con cancer de tiroides

Compuesto BPA BPA BOPP BOPP BOPP + BPA
Dosis 350 mg/kg p.c 600 mg/kg p.c 100 mg/kg p.c. 100 mg/kg p.c. 60y 350 mg/kg p.c.
Tiempo 60 min 90 min 1 Dia 2 Dias 5 Dias
ppm B en Tumor 17,27 23,89 2,15 16,59 45,19

* Resumen estudios de biodistribucion en perros con cancer de tiroides espontaneo

Compuesto BPA
Dosis 50 mg/kg p.c.
Tiempo 60 min
Tumor/sangre 2,02
Tumor/tejido normal 6,78




Biodistribucion in vivo
Modelo melanoma
Ratones nude implantados con células humanas de melanoma

* Compuesto BPA a una dosis de 350 /kg p.c.

Se cultivan lineas celulares Se implantan subcutaneamente A los 30 dias del crecimiento
de melanoma. 3.000.000 células en el flanco tumoral se realiza el estudio de
posterior derecho de los ratones. biodistribucidon con el compuesto

BPA.



Biodistribucion in vivo
Modelo melanoma
Ratones nude implantados con células humanas de melanoma

* La administracién del BPA es intraperitoneal (IP).

e A distintos tiempos post administration del BPA se van sacrificando los animales y se guardan
los diferentes tejidos de interes para luego analizar el contenido de boro en cada uno de ellos)

* Los tejidos que se utilizan son: Tumor, piel distal al tumor, sangre, higado, bazo, rifidn y pulmon.
* Se pesa cada tejido, se realiza la digestion del tejido en una solucién de acido nitrico y sulfurico.
* La medicién del contenido de B se realiza en el ICP

* Se realizan estudios de autorradiografia para ver la distribucion espacial del B

* Se realizan estudios de la temperatura tumoral por termografia para relacionar con la captacién
de B



Biodistribucion in vivo
Modelo melanoma
Ratones nude implantados con células humanas de melanoma

Estudios de biodistribucion del compuesto BPA

S = L

15.8+2.3 22.3+1.9%* 25.9 +2.6%** 19.8 +2.9
72412 8.8+1.9 6.0+1.7 3.5+1.0
109+ 1.6 12.2+2.2 10.4 +2.3 8.6+2.3
11.2+2.0 15.3+2.4 13.0+2.3 10.9+2.8
10.4+2.4 8.6+1.4 6.8+1.6 45+1.3
141425 13.742.0 13.4+2.8 7.1£2.0
“ 27.3+3.1 33.5+2.7 17.342.6 14.9+3.3
m 12.1+19 11.3+1.7 8.7+23 6.0+1.8

Concentracion de boro en diferentes tejidos de ratones NIH nude implantados con células de melanoma
humano (MEL J). La concentracién de 1°B se midié por ICP-OES. Las mediciones se realizaron a diferentes
tiempos después de la inyeccién i.p. de BPA a una dosis de 350 mg/Kg p.c. Los valores son el promedio
SEM con n = 10 ratones por cada grupo experimental. **, P < 0.01; ***, P <0.001.

Carpano, et al. Radiation Oncology. Volume 93, 344-352, 2015



Biodistribucion in vivo
Modelo melanoma
Ratones nude implantados con células humanas de melanoma

Estudios de biodistribucion del compuesto BPA
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A las 2 hs post administracion de BPA: Tumor/Sangre (T/S) = 4,3 y Tumor/ Piel (T/P) = 2,5

Carpano, et al. Radiation Oncology. Volume 93, 344-352, 2015



Biodistribucion in vivo
Modelo melanoma
Ratones nude implantados con células humanas de melanoma

Resumen estudios de biodistribucion en ratones con melanoma

Tiempo | ppm B Tumor | Tumor/sangre | Tumor/Piel
0,5h 15,8 2,2 1,4
1h 22,3 2,5 1,8
2h 25,9 4,3 2,5
3h 19,8 5,7 2,3

Carpano, et al. Radiation Oncology. Volume 93, 344-352, 2015



Biodistribucion in vivo
Modelo melanoma
Ratones nude implantados con células humanas de melanoma

Estudios de autorradiografia

Muestra tumoral de melanoma, tincién con hematoxilina y su correspondiente imagen autorradiografica (1,25X y 20X). La
captacién del tumor es 3 veces mayor a la captacion de la piel (A.Portu et al, 2010)



Biodistribucion in vivo

Modelo melanoma

Ratones nude implantados con células humanas de melanoma

Analisis histologico individualizado de los tumores

Para los estudios de histoldgicos e inmunohistoquimicos se explord en cortes histolégicos tumorales de 10
um de espesor una banda rectangular, tomando imagenes consecutivas, que abarca la zona central de cada
corte histoldgico de 300 x 6400 um aproximadamente. Esta zona comprende todo el crecimiento del tumor.

Esto permite valorar con regularidad en diferentes animales todo tipo de respuesta observable a nivel

celular.
Viabilidad tumoral
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ppm de boro

Tumores con menos de 20 ppm de B
presentan menos del 50% de
viabilidad tumoral

Tumores con mas de 20 ppm B
presentan mas del 50% de viabilidad
tumoral

Carpano, et al. Radiation Oncology. Volume 93, 344-352, 2015



Biodistribucion in vivo
Modelo melanoma
Ratones nude implantados con células humanas de melanoma

Analisis histoldgico individualizado de los tumores

4.24 2.95
8.41 6.85
6.11 6.75
3.08 2.91

Los tumores con grandes areas de
viabilidad tumoral presentaron
valores de captacion de B mas
elevados.

% de Viabilidad Tumoral y su relacion con la captacion de B
Cortes histolégicos, aumento 10X, tincion HE

Carpano, et al. Radiation Oncology. Volume 93, 344-352, 2015



Biodistribucion in vivo

Modelo melanoma

Ratones nude implantados con células humanas de melanoma

Estudios inmunohistoquimicos en muestras tumorales

Proliferacion celular (ki-67)

Vascularizacién (CD31)

K87 staining

CD31 staining

Proliferacion celular
B

Vascularizacion tumoral

Carpano, et al. Radiation Oncology. Volume 93, 344-352, 2015

A: Tumor con maxima captacion de
boro presenta mayor proliferacion
celular. B: Tumor con minima captacién
de boro presenta menor proliferacion
celular.

Inmunohistoquimica con anti KI-67
(20X)

C: Tumor con maxima capatacién de
boro presenta vasos peritumoral
grandes. D: Tumor con minima captacion
de boro presenta vasos peritumorales
pequefos.

Tincién con H-E e inmunohistoquimica
con anti-CD31 (20x)



Biodistribucion in vivo
Modelo melanoma
Ratones nude implantados con células humanas de melanoma

Estudios de temperatura tumoral por Termografia infrarroja

* Se utiliza una cdmara Raytheon Palmir 250 (L3 Comm. Systems), sensible a la radiacién infrarroja
en la banda de longitud de onda de 7-14 micrometros. Alcanza una resoluciéon espacial de 0,39
mm / pixel.

* Los animales son sujetados con la mano por 5 segundos mientras se toma la imagen infrarroja.
Las observaciones se realizaron para cada ratén en el flanco posterior derecho) y se midié la
temperatura corporal en la ingle con una termocupla. Este procedimiento no requiere anestesia
ya que no provoca dolor y no es invasivo.

* Se relaciona la temperatura de cada tumor con la captacién de B de cada obtenida en el estudio
de biodistribucion del compuesto BPA (350 mg/kg de p.c.)



Biodistribucion in vivo
Modelo melanoma
Ratones nude implantados con células humanas de melanoma

Estudios de temperatura corporal por Termografia infrarroja

1 * 1 M T = I . 1
T T T T T T T T T
General model Rat11:
) = (p1°% + p2) / (x + q1) 1
Coefficients {with 95% confidence bounds):
p1= -15.74 (-41.68, 1021}
p2= 2609 (-66.88 588.8}
L ql= 1653 (-5.824. 38.88) =
o
34 N — Goodness of fit
. SSE 1823
L § R-square: 0.7501
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Delta de temperatura (Temperatura corporal —
Temperatura tumoral) vs relacion en la
concentracién de °B entre el tumor y la sangre
(T/B). A mayor temperatura tumoral mayor T/B

La temperatura del tumor siempre disminuye a medida que el
tumor crece, con valores entre 37 y 23 2 C. La temperatura
corporal se mantiene en los 372C. Temperatura corporal
medida con una termocupla en la ingle del ratén.

Carpano, et al. Radiation Oncology. Volume 93, 344-352, 2015



Muchas gracias!

Grupo BNCT Cancer de Tiroides y Melanoma
Division Bioquimica Nuclear
Departamento de Radiobiologia
Centro Atomico Constituyentes
CNEA

Dr. Maria alejandra Dagrosa
Lic. Marina Carpano
Lic. Carla Rodriguez















Estudios de autorradiografia

La medicion de I|a densidad de trazas en la imagen
autorradiografica en un detector de trazas nucleares, producida
por una muestra de tejido que contenga °B, permite la
determinacion de la concentracion de boro en la muestra.

Al colocar un corte de tejido con 1°B en contacto con un detector
de trazas nucleares (SSNTD) y exponerlo a un flujo de neutrones
térmicos, las particulas resultantes de la reaccion de captura
provocan un dafno permanente en el detector.

Procesando el SSNTD adecuadamente, las trazas son amplificadas
a nivel de microscopia Optica y forman una imagen
autorradiografica, que puede proveer un mapeo de la
biodistribucion de 1°B en el tejido de interés.



Estudios de autorradiografia

Muestra tumoral de melanoma, tincién con hematoxilina y su correspondiente imagen autorradiografica (1,25X y 20X). La
captacion del tumor es 3 veces mayor a la captacion de la piel (A.Portu et al, 2010)



