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Estudios de BNCT in vivo

* La Terapia por Captura Neutrénica en Boro (BNCT) es una modalidad de tratamiento binario del cancer
que combina la irradiacién con un haz de neutrones térmicos o epitérmicos con compuestos de °B
gue se incorporan preferencialmente a las células tumorales. Las particulas a de alta transferencia
lineal de energia (LET) y los nucleos de ’ Li emitidos durante la reaccidn de captura neutrdnica de un
atomo de !°B tienen un alcance de 5-9 um en el tejido (aproximadamente el didmetro de una célula) y
se sabe que tienen una elevada efectividad biolégica (Coderre y Morris, 1999).

* Los ensayos clinicos de BNCT realizados y/o en curso para el tratamiento de Glioblastoma Multiforme y
Melanoma, y mas recientemente, de cancer de cabeza y cuello, metastasis hepaticas y tumores en
pulmoén, en EE.UU., Europa, Argentina, Taiwan y Japon empleando reactores nucleares como fuentes de
neutrones han demostrado una ventaja terapéutica potencial para esta técnica (ej. Barth et al., 2012).

* Para optimizar la eficacia terapéutica de BNCT se emplean modelos in vivo para comprender los
distintos aspectos de la radiobiologia de BNCT, evaluar efectos radiotdxicos de la terapia, estudiar
nuevos modelos tumorales en los cuales se pueda aplicar BNCT, se pueden evaluar nuevas estrategias,
compuestos borados nuevos y distintas formas de administracion.

* Todos estos estudios tienen como fin incrementar el conocimiento sobre la terapia BNCT y aportar
informacion para los tratamientos clinicos.
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Estudios de BNCT in vivo

* Desarrollar un modelo animal implantando células tumorales que produzcan un crecimiento tumoral
* Realizar un disefio experimental para evaluar la terapia BNCT, el cual debe ser aprobado por un CICUAL

* Administrar un compuesto borado y estudiar en estos modelos la biodistribucion del compuesto en el
tejido tumoral y en tejidos sanos

* Seleccionar el tiempo en el cual se debe realizar la irradiacion de neutrones para obtener la mayor
eficacia en el tratamiento

* Realizar la irradiacion de neutrones en un reactor nuclear de investigacion

* Contar con un dispositivo adecuado para la irradiacion de los animales, que permita blindar
adecuadamente el cuerpo del animal y que exponga solamente al tumor al haz de neutrones.

* Con los datos obtenidos en las biodistribuciones de captacion de B y el tiempo empleado en la irradiacion
se realizan los estudios de dosimetria que permiten conocer la dosis recibida en cada tratamiento

* Realizar el seguimiento de cada animal luego de aplicar la terapia BNCT
* Estudiar la respuesta tumoral luego de la terapia BNCT, para esto se estudia: Curva de crecimiento

tumoral, evaluacién de espectos radiotoxicos, estudios de histologia e inmunohistoquimica sobre el
tejido tumoral, etc.
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Cultivo de células tumorales

Implantaciéon subcutanea
de las células tumorales
en ratones nude

Dispositivo para la irradiacion
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Estudios BNCT in vivo

Modelo cancer de tiroides
Ratones nude implantados con células humanas de cancer de tiroides
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At all times:
KW + ADV of Ranks: Control Vs NCT NS; Vs 350 and 600 BNCT p<0.001

Figura 7 a: Crecimiento tumoral (tumores

> and < 50mm3).

KW+AOV of Rarks: Control Vs NCT NS; Vs 350 BNCT p<0.05; Vs 600 BNCT p<0.01

Figura 7 b: Crecimiento tumoral en

animales con tumores menores a 50

mm?3.

Dagrosa et al Int. J Radiat. Oncol. Biol. Phys. 57(4): 1084-1092; 2003



Estudios BNCT in vivo
Modelo cancer de tiroides

Ratones nude implantados con células humanas de cancer de tiroides

Figura 8 a: tejido tumoral viable
7 dias después de la irradiacion

en ratones

CONTROL, NCT,
(350mg/kg de BPA).

Dagrosa et al Int. J Radiat. Oncol. Biol
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Figura 8 b: tumor necraético

7

dias

después

de

la

irradiacion en animales del
grupo BNCT (600mg/kg de
BPA).

. Phys. 57(4): 1084-1092; 2003
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Modelo cancer de tiroides
Ratones nude implantados con células humanas de cancer de tiroides
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Figura 9: Ensayo del Cometa realizado en el ADN de tumores de animales
post irradiacion.
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Modelo cancer de tiroides
Ratones nude implantados con células humanas de cancer de tiroides
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Figura 11a: Crecimiento del tumor en funcion del tiempo post BNCT.

Dagrosa MA, et al Int. J. of Radiat. Oncol. Biol. Phys 2007; 69 (4):

1059-1066.
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Modelo cancer de tiroides
Ratones nude implantados con células humanas de cancer de tiroides
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Figura 11b: Curva de Kaplan-Meier. Sobrevida libre de enfermedad. El
numero total de animales con regresién tumoral completa después de
BNCT fue 10/13 (BNCTc/BPA:1/4; BNCT c/NA+BPA: 2/2 y BNCT c/BOPP

+BPA:7/7).

Dagrosa MA, et al Int. J. of Radiat. Oncol. Biol. Phys 2007; 69 (4): 1059-1066.
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Modelo cancer de tiroides
Ratones nude implantados con células humanas de cancer de tiroides
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Figura 11d: La actividad de caspasa 3 como medida de apoptosis
fue determinada en todos los grupos a las 24 hs y a los 7 dias post
irradiacion. n=4. BPA (7 dias); BPA (NA) (24 hs y 7 dias);
BPA+BOPP (7dias) Vs Control p<0.05.

Dagrosa MA, et al Int. J. of Radiat. Oncol. Biol. Phys 2007; 69 (4): 1059-1066.
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Modelo cancer de coldon
Ratones nude implantados con células humanas de cancer de colon
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Volumen tumoral relativo de cada grupo de ratones en funcion del
tiempo. El tiempo 0 es el dia la irradiacion. Se muestran las medias de cada
grupo y su intervalo de confianza del 95 %. Al dia 8 existen diferencias
significativas entre el grupo Control y los 3 grupos tratados. (*** =
P<0,001).

* Estos resultados mostraron que ninguno de los tres dispositivos BE evaluados es radiotdxico para
los animales.

* Los tres tipos de BE mostraron eficacia para controlar el crecimiento del tumor post irradiacion.
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Modelo melanoma

Ratones nude implantados con células humanas de melanoma

Se utilizaron ratones
NIH nude (25g) que
fueron implantados de

la linea celular humana
de melanoma MEL J.

con 3.10° de células de .

Estudios de
BNCT

Estudios de Termografia
infrarroja una semana antes de
la irradiacién, para evaluar la
temperatura tumoral.

{

Se trasladaron al Centro
Atomico Bariloche para ser
irradiados en el Reactor RA6.

{

Se trasladan los ratones al
Centro Atémico Constituyentes
para hacer el seguimiento de los
animales y evaluar la respuesta
tumoral a la terapia.




Estudios BNCT in vivo
Modelo melanoma

Ratones nude implantados con células humanas de melanoma

Los ratones fueron divididos en 3 grupos

§ 3 3

Grupo Grupo Grupo
Control Neutrones BNCT

Se evalud el crecimiento tumoral por 40 dias
post irradiacion

Se hicieron estudios histolégicos e
inmunohistoquimicos a distintos tiempos

para estudiar viabilidad y proliferacién
tumoral




Estudios BNCT in vivo

Modelo melanoma
Ratones nude implantados con células humanas de melanoma

Estudios de termografia pre tratamiento

Ratones con tumor de melanoma fueron i.p. con BPA (350 mg/kg p.c.) y
anestesiados s.c. Se colocaron en un dispositivo en grupos de 8 animales para ser
irradiados en el RA6

37 £ 0.5 min 4.95 Gy
55+ 0.5 min 6.88 Gy




Estudios BNCT in vivo

Modelo melanoma
Ratones nude implantados con células humanas de melanoma
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Dias post irradiacién

Para evaluar los efectos radiotdxicos se midid el peso de cada animal y se tuvo en
cuenta que no haya disminuido mas del 20%, se evalud el comportamiento y evaluacién
de la toxicidad en piel como eritema, ulceracion o infeccion en la zona tumoral.
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Modelo melanoma
Ratones nude implantados con células humanas de melanoma

Tiempo de irradiacion Dosis fisica

37 £ 0.5 min 4.95 Gy 8.70% 0%
55 £ 0.5 min 6.88 Gy 36.4 % 27.3%

Se analizd la respuesta individual a los 40 dias post tratamiento del grupo Grupo BNCT, se
calculé el volumen tumoral relativo: Volumen inicial/Volumen final (Vf/Vi) y se considerd
Respuesta Parcial al tratamiento (RP) cuando Vf/Vi < 1. La respuesta total al tratamiento (RT)
se considerd cuando Vf/Vi = 0.




Estudios BNCT in vivo
Modelo melanoma
Ratones nude implantados con células humanas de melanoma

Estudios histologicos
Control BNCT

24 hs post
irradiacion

40 dias post
irradiacion

Estudios histoldgicos A las 24 horas post irradiacién se encontré en el Grupo Control (A) una necrosis superficial y escasa, y un alto nimero de
mitosis, mostrando un tumor en crecimiento. En el Grupo BNCT (B) se observan areas grandes de destruccion de células por necrosis y zonas de
picnéticas, evidenciando un dafio tumoral importante. No se observan mitosis.. A los 40 dias post irradiacidon en el Grupo Control (D) y en el Grupo
BNCT (E) presentan amplias zonas necroticas, sin embargo el Grupo Control presentd un volumen tumoral significativamente mayor. En el Grupo
BNCT se ve una pequefia zona periférica viable, mostrando que estos tumores comienzan a crecer nuevamente.



Estudios BNCT in vivo

Modelo melanoma
Ratones nude implantados con células humanas de melanoma

* Se analizaron los preparados histoldgicos de los animales irradiados. Se analizaron 12 tumores del grupo BNCT, 12 tumores del
grupo Neutrones y 8 tumores del grupo control.

*  Grupo BNCT presentan zona central necrética y una zona periférica al tumor viable con presencia de mitosis. Estos tumores
habian presentado un control del crecimiento post irradiacion, pero a los 30 dias ya habian empezado a crecer nuevamente,
coincidiendo con el estudio histoldgico. (A)

* Grupo Neutrones se observan tumores grandes, con zona central necrética muy extensa, la zona periférica es viable y
presenta gran cantidad de mitosis. Estos tumores habian presentado un crecimiento mayor al del grupo BNCT. (B)

* Grupo control presentaron un gran crecimiento, mostrando zonas de necrosis central y también la presencia de

vascularizacion dentro de la zona necrdtica, alrededor de estos vasos se observa viabilidad. En estos casos se observa que la
vascularizacion no es solo en la periferia del tumor si no que se encuentran vasos en el interior del tumor. (C)

Grupo BNCT

Grupo Neutrones

Grupo control
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Modelo melanoma
Ratones nude implantados con células humanas de melanoma

Estudios inmunohistoquimicos

Control 24 hs post irradiacién BNCT 24 hs post irradiacion

Andlisis inmunohistogquimico con el anticuerpo Ki-67 de muestras Control
(sin irradiar y muestra BNCT 24 hs post irradiacion, aumento 1000X). Se
observa que la muetra Control presenta una marcacion mas fuerte que la
muestra BNCT 24 hs

Las muestras del grupo BNCT 24 hs mostraron una significativa
disminucion de la marcaciéon del anticuerpo Ki-67, mostrando que la
terapia BNCT actua rdpidamente disminuyendo el nivel de
proliferacion celular.
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Modelo melanoma
Ratones nude implantados con células humanas de melanoma

Estudios de termografia
Marcador predictivo de la respuesta al tratamiento
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Temperatura tumoral pre tratamiento (2 C) vs Volumen tumoral
relativo 40 dias post tratamiento (V. /V... ). Los tumores con
mayor temperatura pre tratamiento presentaron una mejor respuesta
(menor volumen relativo) 40 post tratamiento. La termografia puede
utilizarse como un marcador predictivo de la respuesta tumoral al

tratamiento BNCT
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