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Estudios radiobioldgicos de la Terapia por Captura
Neutronica en Boro (BNCT) para el tratamiento de cancer
bucal y metastasis hepaticas a nivel experimental

Resumen

La Terapia por Captura Neutrénica en Boro (BNCT) es una aplicacion de la
tecnologia nuclear al area biomédica, que se basa en la acumulacién selectiva de
compuestos borados dentro del tumor y la subsiguiente irradiacion con neutrones,
generando una reaccion de captura neutrdnica que libera radiacion de particulas de
alta transferencia lineal de energia (LET) y corto alcance que resultan letales para la
célula. De esta manera BNCT danaria preferencialmente el tumor sin causar dafo

significativo al tejido normal.

Nuestro grupo demostré la eficacia terapéutica de la aplicacion a nivel
experimental de distintos protocolos de BNCT in vivo, utilizando las fuentes de
neutrones disponibles inicialmente, es decir los reactores nucleares de
experimentacién RA-1 (San Martin, Buenos Aires) y RA-6 (Bariloche, Rio Negro).
Luego, en 2005, la Comision Nacional de Energia Atomica (CNEA) construyd una
fuente de neutrones térmicos para aplicaciones biomédicas de BNCT en el reactor
nuclear RA-3 (Ezeiza, Buenos Aires). Entre los objetivos del presente trabajo se
planteé realizar una adaptacion y caracterizacion dosimétrica de la nueva
fuente que permitiera realizar estudios radiobiologicos de BNCT en el modelo
experimental de cancer bucal de la bolsa de la mejilla del hamster. Se evaluaron
las respuestas del tumor, tejido precanceroso y tejido normal en forma comparativa
con las otras fuentes utilizadas anteriormente. Los conocimientos obtenidos en estos
estudios se emplearon para llevar adelante lineas de investigacion para optimizar los
protocolos de BNCT, maximizando su eficacia terapéutica, minimizando su
radiotoxicidad y evaluando su potencial aplicacion a otras patologias.

En este contexto y dado el interés de la comunidad internacional de explorar
el potencial terapéutico de BNCT para el tratamiento de metastasis hepéticas, otro
objetivo principal de esta tesis doctoral fue realizar una evaluacion sistematica de
la eficacia terapéutica del BNCT en un modelo experimental de metastasis
hepatica, y considerar la potencial radiotoxicidad del tratamiento sobre el
higado.



Se realiz6 la puesta a punto de un modelo in vivo en ratas, se desarrolld y
caracterizé dosimétricamente un sistema adecuado de blindaje para luego realizar
los estudios de BNCT in vivo en la fuente del reactor RA-3. Se evalué la respuesta
del tumor y aspectos de la radiotoxicidad en higado para contribuir al conocimiento
de la radiobiologia de BNCT en el tratamiento de esta enfermedad.

Los conocimientos de la radiobiologia de BNCT obtenidos en modelos

experimentales permitirian optimizar BNCT para distintas patologias.

Palabras clave: Terapia por Captura Neutrénica en Boro (BNCT); reactor RA-3;
modelo experimental; cancer bucal; metastasis hepaticas; BPA; GB-10



Boron Neutron Capture Therapy (BNCT)
radiobiological studies in experimental models for the
treatment of oral cancer and liver metastasis

Abstract

Boron Neutron Capture Therapy (BNCT) applies nuclear technology to
biomedicine. BNCT is based on the selective accumulation of boron compounds in
tumor cells, followed by irradiation with neutrons. The capture reaction between a
thermal neutron and a '°B atom gives rise to short range particles with high linear
energy transfer (LET) that are lethal for the cell. Thus BNCT would damage tumor

without causing significant damage to normal tissue.

Our group demonstrated the therapeutic efficacy of the application of different
experimental BNCT protocols in vivo employing the neutron sources initially available
, i.e. the experimental nuclear reactors RA-1 (San Martin, Buenos Aires) and RA-6
(Bariloche, Rio Negro). After that, in 2005, the National Atomic Energy Commission
of Argentina (CNEA) built a neutron source for BNCT biomedical applications at the
nuclear reactor RA-3 (Ezeiza, Buenos Aires). The first aim of the present PhD thesis
was to adapt and dosimetrically characterize the new source to be able to
perform BNCT radiobiological studies in the hamster cheek pouch oral cancer
model. We evaluated the response of tumor, precancerous tissue and normal tissue,
as compared to studies performed previously at other neutron sources. The
knowledge contributed by these studies made it possible to undertake research
projects devoted to optimize BNCT protocols, maximizing their therapeutic efficacy
and minimizing their toxicity, and examining their potential for the treatment of other

pathologies.

Within this context, and based on the interest of the international community to
explore the therapeutic potential of BNCT for liver metastasis, the next major aim of
this PhD thesis was to perform a systematic evaluation of the therapeutic
efficacy of BNCT in an experimental model of liver metastasis, considering the
potential toxicity in liver.

The in vivo experimental model in rats was adapted and characterized.
Subsequently, a shielding device to perform the in vivo BNCT studies at the RA-3



facility was designed, constructed and characterized dosimetrically. Tumor response
and potential liver toxicity were evaluated to contribute to the knowledge of BNCT
radiobiology for the treatment of this pathology.

The knowledge of BNCT radiobiology derived from experimental models
would allow for the optimization of BNCT for different pathologies.

Key words: Boron Neutron Capture Therapy (BNCT); nuclear reactor RA-3;

experimental model; oral cancer; liver metastasis; BPA; GB-10
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Capitulo 1
1 Introduccion general

1.1 El cancer

El término “cancer” no se refiere a una sola patologia, sino que designa a un
amplio grupo de enfermedades que comienzan en las células, componentes basicos
del organismo. Para entender por qué se produce esta patologia es necesario
referirse a lo que sucede cuando las células normales se hacen cancerosas

(http://www.msal.gov.ar/ 2013).

El cuerpo esta compuesto por muchos tipos de células que, normalmente,
crecen y se dividen para producir nuevas células que son indispensables para
mantener sano al organismo. Algunas veces este proceso ordenado se descontrola.
Nuevas células se siguen formando cuando el cuerpo no las necesita y otras viejas
no mueren cuando deberian morir, formando una masa de tejido que se denomina

tumor.

Los tumores benignos no se consideran cancerosos ya que las células de
este tipo de tumores no se diseminan a otras partes del cuerpo, crecen en el lugar,
generalmente se pueden extirpar quirurgicamente y en la mayoria de los casos no

reaparecen.

Los tumores malignhos son cancerosos, dado que sus células tienen
anomalias, se dividen sin control y sin orden, pueden invadir y destruir el tejido a su
alrededor, entrar al torrente sanguineo o al sistema linfatico y diseminarse a otros
organos. Al proceso por el cual el cancer puede diseminarse desde el sitio primario y
formar nuevos tumores en otros oOrganos se lo denomina metastasis

(http://www.msal.gov.ar/ 2013).

1.1.1 Etiologia

El cancer es causado por anormalidades en el material genético de las
células. Es una enfermedad multigénica y multicelular que puede originarse en

todos los tipos celulares y 6rganos con una etiologia multifactorial.
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Estas alteraciones son el resultado de la interaccion entre los factores
genéticos del paciente y tres categorias de agentes externos, a saber:

e carcinégenos fisicos, como las radiaciones ultravioleta e ionizante;

e carcindégenos quimicos, como los asbestos, los componentes del humo de
tabaco, las aflatoxinas (contaminantes de los alimentos) o el arsénico
(contaminante del agua de bebida), etc.;

e carcindégenos biolégicos, como las infecciones causadas por determinados

virus, bacterias o parasitos.

El envejecimiento es otro factor fundamental en la aparicion del cancer. La
incidencia de esta enfermedad aumenta muchisimo con la edad, muy
probablemente porque se van acumulando factores de riesgo de determinados
tipos de cancer. La acumulacién general de factores de riesgo se combina con la
tendencia que tienen los mecanismos de reparacion celular a perder eficacia con la
edad (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/es/ 2015).

1.1.2 La complejidad del cancer

El campo de la investigacion sobre el cancer ha sido en gran parte guiado por
un enfoque reduccionista de las células cancerosas y los genes dentro de ellas
(Figura 1.1), que ha producido un extraordinario avance en el conocimiento de esta
enfermedad (Hanahan y Weinberg 2000). Segun estd vision se podria llegar a
entender la biologia completa del cancer a partir del descubrimiento de las
caracteristicas propias de estas células-autonomas (Hanahan y Weinberg 2011). Sin
embargo, en las ultimas décadas este enfoque fue cambiando y hoy los tumores son
considerados como tejidos complejos, donde las células cancerosas mutadas
reclutan diferentes tipos de células normales que sirven como colaboradores activos
en su desarrollo neoplasico (Figura 1.1, Hanahan y Weinberg 2000). Desde esta
perspectiva, la biologia de un tumor puede ser solo entendida estudiando los tipos
de células individuales especializadas dentro de él, tanto como el “microambiente
tumoral” que se establece entre ellas a partir de su interaccién (Hanahan y Weinberg
2011).
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Figura 1.1 El enfoque reduccionista ha guiado por mucho tiempo la investigacién
sobre el cancer aportando en forma extraordinaria al conocimiento de esta patologia (panel
izquierdo). Sin embargo, se ha comprobado que las interacciones entre las células malignas
genéticamente alteradas y las células de soporte, son criticas para el entendimiento de la
biologia del cancer y para el desarrollo de terapias nuevas y mas efectivas (panel derecho)
(extraido de Hanahan y Weinberg 2000).

The Reductionist View A Heterotypic Cell Biology

Cancer cells Cancer cells Fibreblasts 4

Immune cells

@ - Endothelial cells
i

1.1.3 Los rasgos distintivos del cancer (“Hallmarks of Cancer”)

Hanahan y Weinberg, en el afio 2000, sugirieron la existencia de 6 “rasgos de
identidad” caracteristicos del cancer: células autosuficientes en cuanto a senales de
crecimiento; con potencial proliferativo ilimitado; con capacidad de evadir los factores
supresores de crecimiento; de evadir la apoptosis; de inducir angiogenesis; y de
invadir y metastatizar a diferentes partes del cuerpo (Figura 1.2, Hanahan y
Weinberg 2000).
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Figura 1.2 Rasgos de identidad adquiridos del cancer. Mas de una década atras
Hanahan y Weinberg sugieren que la mayoria de los canceres adquieren el mismo set de
capacidades funcionales durante su desarrollo, aunque a través de diferentes mecanismos
(extraido de Hanahan y Weinberg 2000).

Self-sufficiency in
growth signals

Evading  Insensitivity to
apoptosis anti-growth signals

Sustained Tissue invasion
angiogenesis & metastasis

Limitless replicative
potential

En el ano 2011, estos mismos autores plantearon agregar, a estas 6
caracteristicas, la capacidad de reprogramar el metabolismo celular para favorecer la
proliferacion y la capacidad de evadir el sistema inmune. A su vez plantearon que la
mutacion, la inestabilidad gendmica, la promocién tumoral por parte de la inflamacién
y la constitucion del microambiente tumoral son elementos cruciales para la

adquisicion de estos rasgos distintivos (Figura 1.3, Hanahan y Weinberg 2011).
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Figura 1.3 Las investigaciones mas recientes sugieren que dos rasgos adicionales
del cancer estan involucrados en la patogénesis de algunos y quizas todos los canceres.
Uno involucra la capacidad de modificar o reprogramar el metabolismo celular para lograr un
soporte neoplasico mas eficiente. El segundo permite a las células tumorales evadir la
destruccion inmunoldgica, en particular, mediada por linfocitos T y B, macréfagos y células
NK (natural killers). Debido a que todavia ninguna de estas capacidades se encuentra
completamente validada y generalizada, los autores las han denominado ‘“rasgos
emergentes” (“Emerging Hallmarks”). Adicionalmente, dos caracteristicas asociadas a la
neoplasia facilitan la adquisicion de los rasgos de identidad (incluyendo los rasgos
aceptados como emergentes). La inestabilidad genémica dota a las células cancerosas de
alteraciones genéticas que conducen a la progresion tumoral. La inflamacién mediada por
las células inmunes innatas asociada a la lucha contra infecciones y la cicatrizacién de
heridas, puede dar lugar a la tan ampliamente descripta promocion tumoral como

consecuencia de las respuestas inflamatorias (extraido de Hanahan y Weinberg 2011).

Emerging Hallmarks

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

Genome instability N Tumor-promoting
and mutation Inflammation
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1.2 Estadisticas sobre el cancer

El cancer continla siendo una de las principales causas de muerte a nivel
global. Segun datos de la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer
(International Agency for Research on Cancer, IARC), durante el afno 2012, se
produjeron a nivel mundial 14,1 millones de nuevos casos de cancer, 8,2 millones de
muertes por cancer y 32,6 millones de personas viviendo con la enfermedad (dentro
de los 5 anos de diagnéstico). De estas cifras, el 57% (8 millones) de los nuevos
casos de cancer, 65% (5,3 millones) de las muertes por cancer y 48% (15,6
millones) de los casos de cancer prevalentes a 5 anos, ocurrieron en las regiones
menos desarrolladas (Baskar et al. 2012; GLOBOCAN, IARC, WHO 2012a). Al
respecto, cabe mencionar las disparidades que existen en los patrones de incidencia
y mortalidad entre los paises desarrollados y en desarrollo, que reflejan diferencias
regionales en la prevalencia, la distribucién de los principales factores de riesgo, las
practicas de deteccién y/o la disponibilidad y accesibilidad a los servicios de
tratamiento (Gualdrini y lummato 2011).

1.2.1 Incidencia y mortalidad por tipo de cancer

En el mundo, los cinco canceres mas frecuentes en mujeres son el de mama,
en primer término, y luego, el colorrectal, de cuello uterino, de pulmén y de
estdbmago, en ese orden. Aquellos que provocan la mayor mortalidad, de mayor a
menor, son el cancer de mama, de pulmédn, el colorrectal, de cuello uterino y de
estémago (Figura 1.4, GLOBOCAN, IARC, WHO 2012b).

En la poblacién masculina, los cinco canceres de mayor incidencia a nivel
mundial son los de pulmén, de prostata, el colorrectal, de estbmago y de higado, en
ese orden; mientras que los de mayor mortalidad en orden decreciente son los de
pulmén, de higado, de estébmago, el colorrectal y de prostata (Figura 1.4,
GLOBOCAN, IARC, WHO 2012b).
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Figura 1.4 Valores de incidencia y mortalidad por tipo de cancer registrados segun la
IARC para ambos sexos en el mundo (GLOBOCAN, IARC, WHO 2012b). ASR (age-
standardised rate): tasa de incidencia estandarizada por edad por cada 100.000 habitantes,
es una medida de la tasa de incidencia/mortalidad que una poblacién deberia tener si esa
poblacién tuviera una estructura de edad estandar. La estandarizacion es necesaria cuando
se quiere comparar poblaciones que difieren con respecto a la estructura etaria, debido a
que la edad posee una gran influencia sobre el riesgo de padecer cancer.
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Los datos de incidencia de cancer en la Argentina, segun esta misma fuente,
muestran que el cancer de mayor incidencia en mujeres seria el de mama, seguido
por el de cuello uterino y el colorrectal; y en los hombres, el cancer de prostata
seguido por el de pulmén y el colorrectal (Figura 1.5, GLOBOCAN, IARC, WHO
2012b).
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Figura 1.5 Valores de incidencia y mortalidad por tipo de cancer registrados segun la
IARC para ambos sexos en la Argentina (GLOBOCAN, IARC, WHO 2012b).
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1.2.2 Proyeccion a futuro

Segun un informe reciente de la Comisién Economica para Ameérica Latina y
el Caribe (CEPAL), el siglo XX en América Latina y el Caribe estuvo caracterizado,
en términos demograficos, por el crecimiento de la poblacién; mientras que el siglo
XXI estard marcado por su envejecimiento, debido principalmente a la reduccion de
la fecundidad y al aumento de la esperanza de vida (Miller et al. 2014).

Entre 2010 y 2050, la poblacion mundial de 65 afios o0 mas se multiplicara
mas de tres veces pasando de 500 a 1.600 millones, y la mayor parte de ese
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aumento se producird en paises en desarrollo, (U.S. Census Bureau 2011,

http://www.census.gov/population/international).

Si bien esta tendencia a nivel mundial puede considerarse en parte un éxito
de las politicas de salud publica y del desarrollo socioeconémico, también constituira
un reto para la sociedad y la salud publica que debera adaptarse a ello (Loria et al.
2010).

Dentro de Latinoamérica, Cuba y Uruguay lideran el nivel de envejecimiento
regional seguidos por Argentina y Chile (Gualdrini y lummato 2011).

En nuestro pais se estima que habra, para el 2030, un total de 6.800.000
personas de 65 6 mas afnos, lo que representa un crecimiento del 50% con respecto
a 2010 (U.S. Census Bureau 2011, http://www.census.gov/population/international).

Estas tendencias actuales indican que la carga de la enfermedad en las
regiones menos desarrollados del mundo puede ser aun mayor en 2030, si estos
paises continian con su tendencia hacia un estilo de vida mas occidental, con
aumento de la obesidad, un alto consumo de carnes rojas, un menor consumo de

frutas y verduras y menos actividad fisica (Huxley et al. 2009).

1.2.3 Casos de mayor interés para esta tesis

Este trabajo doctoral se basa en estudios a nivel experimental in vivo
utilizando un modelo de cancer bucal y un modelo de metastasis en higado,
orientados a evaluar la eficacia terapéutica u optimizar protocolos de Terapia por
Captura Neutrénica en Boro (BNCT) para el tratamiento de cancer de cabeza y
cuello, y metastasis hepaticas derivadas de cancer colorrectal. A continuacién se
abordan aspectos generales sobre estos dos casos de interés, que luego se
profundizan en los siguientes capitulos.

1.2.3.1 Cancer bucal

El término “cancer de cabeza y cuello” incluye tumores malignos en diferentes
sitios anatomicos, tales como labio, cavidad bucal, nariz y sinusoides para-nasales,
nasofaringe, oro faringe, laringo-faringe, laringe, eso6fago, glandulas salivales, y

partes blandas de cuello y oreja (Syrjanen 2005).
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Se estima que a nivel mundial durante el afo 2008, ocurrieron 263.900
nuevos casos y 128.000 muertes por cancer de la cavidad bucal (incluyendo cancer
de labio). Las tasas de cancer bucal y orofaringeo son mas del doble en los hombres

que en las mujeres.

Los consumidores de tabaco en cualquier forma comunmente disponible
(cigarrillos, cigarros, pipas y tabaco sin humo), o de grandes cantidades de alcohol,
tienen un riesgo elevado de contraer cancer de boca y un riesgo particularmente alto
si consumen ambos. Las personas que mastican nuez de areca (comunmente
conocida como “nuez de betel”, debido a que la nuez de areca se masca junto con
hojas de la palma de betel), una practica frecuente en Asia central y Melanesia,
también tienen un alto riesgo de contraer cancer de boca (aunque no mastiquen la
nuez de areca mezclada con tabaco). Aquellas personas con infecciones bucales
persistentes por cepas carcinogénicas del virus del papiloma humano (VPH) también
tienen un riesgo aumentado de transformaciéon maligna. Las personas con
exposicion solar cronica tienen un riesgo elevado de cancer de labio, en particular,

del labio inferior.

El consumo de tabaco y alcohol causa "cancerizaciébn de campo”, lo que
produce una propension al desarrollo de segundos tumores primarios en los

pacientes de cancer de boca (http://www.cancer.gov 2015).

El carcinoma de células escamosas (OSCC) del epitelio de la mucosa bucal
corresponde a mas del 90% de las lesiones malignas bucales y orofaringeas.
Algunos reportes lo ubican como el décimoprimer cancer mas comun a nivel global,
el 3% de todos los casos de cancer recientemente diagnosticados y el octavo cancer
mas predominante en los hombres (Chen y Lin 2010; WHO 2005). En paises del
sudeste y centro de Asia, debido a la alta prevalencia de la masticacién de la nuez
de betel y/o tabaco, el carcinoma bucal de células escamosas es el carcinoma mas
comun, comprendiendo aproximadamente un tercio de todos los canceres en esos

paises.

A pesar de toda la investigacion desarrollada, las tasas de mortalidad y
morbilidad en pacientes con este carcinoma se mantuvieron relativamente altas e
inalteradas (Cheny Lin 2010).

En el presente trabajo, el estudio relacionado a esta problematica se aborda

en el capitulo 2.
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1.2.3.2 Cancer colorectal

Excluyendo los tumores de piel no melandticos, la suma de los canceres de
colon y recto (cancer colorrectal (CCR)) representa uno de los tumores con mayor
incidencia y mortalidad a nivel mundial, con una proyeccion y preocupacion

crecientes para las préximas décadas (Gualdrini y lummato 2011).

Al igual que muchos otros tipos de cancer, el CCR se produce en mas del
90% de los casos en personas mayores de 50 anos, razén por la cual el
envejecimiento que se observa en la poblacién representa un factor primordial a
tener en cuenta para analizar las estrategias de control de la enfermedad en los

préximos anos (Curado et al. 2007).

En nuestro pais no hay un registro nacional de tumores, aunque existen datos
de incidencia a partir de datos suministrados por los registros provinciales de
Cérdoba (Capital), Mendoza, Santa Fe, Bahia Blanca, Entre Rios, la Pampa, Rio
Negro y Tierra del Fuego (Gualdrini y lummato 2011). Al igual que se observa en los
datos de incidencia de otras regiones del mundo, existe una mayor tasa de
incidencia de CCR en hombres que en mujeres en todos los registros.

Segun estimaciones de la IARC, en la Argentina se produjeron 13558 nuevos
casos del CCR en 2012, de los cuales 7237 fueron en hombres y 6321 fueron en
mujeres, con una tasa ajustada de 33/100.000 habitantes (ambos sexos) y un riesgo
acumulativo de 2,8 (0 a 74 afnos). La tasa ajustada de incidencia en mujeres se
ubica en el 30,1/100.000 habitantes y en hombres en 36/100.000 habitantes
(GLOBOCAN, IARC, WHO 2012a).

De acuerdo con los datos de estadisticas vitales publicados por la Direccion
de Estadisticas e Informacion de Salud (DEIS) de nuestro pais, el cancer colorrectal
causd en la Argentina 6.613 muertes en el afio 2009, el 11,5% del total de muertes
por tumores malignos, de las cuales 3.545 (53%) fueron de hombres. Se ubica en el
segundo lugar dentro de las principales causas de muerte por cancer en el afno
2009, luego del cancer de pulmén con 8.992 muertes (15,6%) y precediendo al
cancer de mama, que produjo 5.466 defunciones (9,5%) (Tabla 1.1).
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Tabla 1.1 Distribucion de las 10 principales localizaciones tumorales registradas en
la mortalidad por cancer en ambos sexos. Argentina, 2009.

Sitio tumoral - Mortahdad
Numero de casos | Porcentaje (%) Acumulado (%)
Pulmoén 8992 15,6 15,6
Colon-recto 6613 11,5 27,1
Mama 5466 9,5 36,6
Pancreas 3824 6,6 43,2
Prostata 3717 6,5 49,7
Estbmago 2836 4,9 54,6
Cuello de utero 2092 3,6 58,2
Leucemia 1826 3,2 61,4
Esbfago 1779 3,1 64,5
Higado y vias biliares 1673 2,9 67,4
Otros 18772 32.6 100

Fuente: Abriata, M. G. SIVER-INC. Ministerio de Salud de la Nacién, con base en datos de
la DEIS. Argentina, 2011.

1.2.3.3 Metastasis hepaticas derivadas de cancer colorrectal (MHCR)

Las metastasis hepaticas son la primera causa de tumores malignos en el
higado y constituyen la segunda localizacion secundaria mas frecuente de las
enfermedades neoplasicas malignas, solo precedida por la localizacion linfonodal
(Martinez et al. 2008).

En particular, 50% de los pacientes con cancer colorrectal desarrollan
metastasis en el higado, las cuales son responsables de dos tercios de las muertes
debidas a esta enfermedad. Contrariamente a otras localizaciones a distancia, las
metastasis hepaticas son consideradas una enfermedad locoregional, ya que un
tratamiento local puede mejorar la sobrevida global en este grupo de pacientes
(Cardoso et al. 2009).

Este caso se retomard con mayor profundidad en el capitulo 3, junto con el
estudio experimental relacionado con el tema.
1.3 Tratamientos para el cancer

Dado el gran numero de casos sin tratamiento o con poca expectativa de vida,
la investigacion orientada hacia nuevos tratamientos que puedan prevenir y curar el

cancer resulta de gran interés clinico.
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La radioterapia ha permanecido en los ultimos tiempos como uno de los tres
tratamientos mas eficaces contra el cancer. Se estima que mas de la mitad de todos
los pacientes reciben radioterapia en algun punto de su tratamiento (Joiner y van der
Kogel 2009).

La cirugia es la primera forma de tratamiento en la mayoria de diferentes tipos
de tumores y alcanza muy buenos resultados en un rango de tumores tempranos no
metastasicos. La radioterapia es una buena alternativa a la cirugia para el control a
largo plazo de varios tumores de cabeza y cuello, pulmon, cérvix, vejiga, prostata y
piel, en los cuales a menudo se alcanza una probabilidad de control tumoral
razonable junto con buenos resultados cosméticos. Sumado a estos ejemplos sobre
el rol curativo de la radioterapia, muchos pacientes obtienen un valioso paliativo con
la aplicacion de radiaciones. La quimioterapia, es la tercera modalidad de
tratamiento mas importante. Muchos pacientes reciben quimioterapia en algun punto
de su tratamiento, obteniendo un Uutil alivio de los sintomas y un arresto de la
enfermedad. (Joiner y van der Kogel 2009).

Actualmente se estan dedicando considerables esfuerzos a la mejora de la
radioterapia y la quimioterapia. Incluso existen tratamientos basados en la

extirpacion quirdrgica combinada con radioterapia convencional y/o quimioterapia.

Sin embargo, en general todas las terapias presentan limitaciones. La
extirpacion quirurgica de un tumor no siempre permite la remocion total de las
células tumorales implicadas en el desarrollo de la enfermedad, las cuales
originarian lo que se denomina “focos de recidiva tumoral” (Ruiz Esquide et al.
2011). Ademas, aunque estas células podrian ser combatidas con la radioterapia y
la quimioterapia, la gran desventaja es la falta de selectividad de dafio, que afecta
tanto a las células tumorales como a las normales, provocando importantes efectos
toxicos. En el caso de la radioterapia y algunos quimioterapéuticos se busca
bloguear la proliferacion y, dada su falta de especificidad, es frecuente observar
dano a tejidos que en condiciones fisioldgicas tienen altas tasas de replicacion
celular, como la mucosa bucal y la gastrointestinal (Ruiz Esquide et al. 2011).
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1.4 Radioterapia

Las primeras utilizaciones de la radiacion con fines terapéuticos comenzaron
poco después de que Roentgen descubriera los rayos X, en 1895. A la par de
brindar informacién anatémica de las partes internas del cuerpo de manera no
invasiva, esta radiacion rapidamente mostrd ser util para el tratamiento de lesiones
malignas. El primer caso reportado es un tratamiento de cancer avanzado de mama,
en enero de 1896. Por su parte, Marie y Pierre Curie descubrieron el Radio en 1898
y ya en 1904 este isétopo era usado para tratar cancer de cuello uterino y lesiones
de piel (Escobar 2007).

Hoy dia se conoce como radioterapia al uso de la radiacién ionizante como
agente terapéutico para el tratamiento de tumores malignos. Se denomina radiacién
ionizante a aquellas radiaciones con energia suficiente para lograr, a través de algun
mecanismo de interaccién, la ionizacion de la materia que atraviesa (la ionizacién es
la remocion de un electrdn de la 6rbita de un atomo). En el caso de la radioterapia,
la radiacion ionizante aplicada deposita energia y origina iones en las células que
atraviesa. Esta energia puede destruir células cancerosas o causar cambios
genéticos que, si no son reparados, resultan en la muerte celular (Jham y da Silva
Freire 2006, Baskar et al. 2012). Ademas la radiacién se utiliza a menudo como
tratamiento paliativo de enfermedades malignas brindando al paciente una mejor
calidad de vida (Escobar 2007).

En la practica clinica, la mayoria de los tratamientos radioterapéuticos son
realizados mediante el uso de fotones (Jham y da Silva Freire 2006).

La radiacién puede provenir de una maquina colocada fuera del cuerpo
(radioterapia externa), puede colocarse una fuente sellada dentro del cuerpo
(braquiterapia) o pueden usarse materiales radiactivos no sellados que viajan por el
cuerpo de forma dirigida (radioterapia mediante el uso de radiofarmacos).

La radiacidon puede danar tanto a las células normales como a las cancerosas
que hayan sido expuestas (Baskar et al. 2012). Por lo tanto, el objetivo de cualquier
tipo de radioterapia es destruir el mayor numero posible de células cancerosas y
limitar el dafio que sufre el tejido sano circundante. Es por esto que el desarrollo de
terapias radiantes basadas en la destruccion selectiva de las células tumorales,

preservando las células normales, resulta un campo de gran interés.

30



1.5 La importancia de la radiobiologia

La radiobiologia es la ciencia que estudia los fendbmenos que se producen en
los sistemas biol6gicos tras la absorcion de energia procedente de las radiaciones.
Los estudios experimentales y te6ricos en radiobiologia contribuyen al desarrollo de
la radioterapia en tres niveles diferentes, desde el mas general hasta el més

especifico (Joiner y van der Kogel 2009):

e Promoviendo una base conceptual, identificando los mecanismos y procesos
involucrados en la respuesta de los tumores y tejidos normales a la radiacién

que pueden explicar los fenédmenos observados.

e En la elaboracion de mejores estrategias de tratamiento y/o desarrollo de

nuevos enfoques en radioterapia.

e En la preparacion de protocolos, contribuyendo a la eleccién de esquemas de
tratamiento clinico seguros y eficaces.

Asi, la radiobiologia puede ser muy util en la generaciéon de nuevas ideas, en
la identificacion de mecanismos potencialmente aprovechables para la terapia y en
el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento. Sin embargo, la potencial
capacidad de un laboratorio de ciencia para guiar a un radioterapeuta en la eleccién
de protocolos especificos, en general tiene las limitaciones inherentes a los modelos
tedricos y experimentales, y se requiere siempre contar con ensayos clinicos para la
toma de decisiones clinicas (Joiner y van der Kogel 2009). En este sentido,
actualmente es importante lograr la articulacion de grupos de trabajo
interdisciplinarios, donde la radiobiologia pueda acercar su conocimiento a la
practica clinica, potenciando esfuerzos en pos de resolver los mismos problemas y

superar limitaciones.

1.5.1 Tiempos involucrados en los procesos radiobioldgicos

La irradiacion de un sistema biol6gico genera una sucesion de procesos que
difieren enormemente en escalas de tiempo. En la Figura 1.6 se ilustran estos
procesos, que se pueden dividir en tres fases: fisica, quimica y biolégica (Joiner y
van der Kogel 2009).
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Figura 1.6 Escala de tiempo de los efectos de la radiacién al exponer un sistema
biolégico (Joiner y van der Kogel 2009).
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La fase fisica consiste en la interaccion de la radiacion con los atomos que
componen el tejido. Por ejemplo, un electrén de alta energia tarda alrededor de 1078
segundos en atravesar la molécula de ADN y aproximadamente 10'* segundos en
pasar a través de una célula de mamifero. Cuando esto ocurre, interactia con los
electrones orbitales, pudiendo eyectarlos de sus atomos (ionizacion), o llevandolos a
un estado energético superior dentro del atomo (excitacion). Si los electrones
secundarios son suficientemente energéticos pueden excitar o ionizar otros atomos
cercanos, dando origen a una cascada de eventos de ionizacidén (Joiner y van der
Kogel 2009).

La fase quimica describe el periodo en el cual los atomos y moléculas
dafnadas reaccionan rapidamente con otros componentes celulares produciendo la
rotura de enlaces quimicos y la formacion de radicales libres. Estos ultimos son
altamente reactivos y generan una sucesion de reacciones que finalmente conducen
a la restauracion del equilibrio de cargas. Estas reacciones de los radicales libres se

completan aproximadamente 1 milisegundo luego de la exposicion a la radiacién.

Una caracteristica importante de la fase quimica es la competencia que ocurre entre
las reacciones de barrido, que inactivan los radicales libres, y reacciones de fijacion,
que llevan a los cambios quimicos estables en moléculas biolégicamente
importantes (Joiner y van der Kogel 2009).
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La fase bioldgica incluye todos los procesos posteriores. Estos comienzan
con reacciones enzimaticas que actuan sobre las moléculas dafadas. La gran
mayoria de las lesiones, por ejemplo en el ADN, son reparadas con éxito. Algunas
lesiones no se reparan y son las que finalmente conducen a la muerte celular. Las
células no mueren inmediatamente, de hecho después de pequenas dosis de
radiacion pueden experimentar una serie de divisiones mitéticas antes de morir. Es
la muerte de las células madre y la pérdida posterior de las células de su linaje, lo
que da lugar a las primeras manifestaciones de dano de los tejidos normales durante
las primeras semanas y meses después de la exposicion a la radiacion (por ejemplo,
la ulceracion de la piel o mucosa, la denudacién de la mucosa del intestino y el dafo
hematopoyético). Un efecto secundario de la muerte celular es la proliferacion
compensatoria de células, que se produce tanto en tejidos normales como en
tumores. A mayores tiempos luego de una irradiacién de tejidos normales, se
manifiestan los llamados “efectos tardios”, que incluyen fibrosis y telangiectasia de la
piel, dafno en la médula espinal y dafio en los vasos sanguineos. Incluso a tiempos
posteriores otra posible manifestacion del dafo por radiacién es la aparicion de
segundos tumores (carcinogénesis radioinducida). Por lo tanto, la escala de tiempo
de los efectos observables de la radiacién ionizante puede extenderse hasta muchos
anos después de la exposicion.

1.5.2 Propiedades de las radiaciones ionizantes al atravesar un
sistema biologico

El conocimiento de las propiedades biofisicas de las radiaciones al atravesar
un sistema vivo es esencial para tratar de entender los mecanismos de accion del
proceso de deposicidn de energia y produccion de un efecto (Fokas et al. 2009).
Los haces de fotones se caracterizan por poseer un efecto de “build-up” en los
primeros centimetros de tejido, es decir que la dosis aumenta hasta que se
establece el llamado “equilibrio electronico™ en el punto de mayor dosis, seguido de
una disminucién exponencial en su deposicion de energia con la profundidad (Figura
1.7).

? El equilibrio electrénico se describe como la situacion en la cual la energia cinética de los electrones
(u otras particulas cargadas) que entran a un volumen infinitesimal en un material sometido a la
accion de las radiaciones, excluyendo la energia de reposo, iguala la energia cinética de los
electrones (u otras particulas cargadas) que emergen de dicho volumen.
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Por el contrario, en los haces de particulas cargadas de protones o de iones
de carbono, la energia depositada a cierta profundidad de penetracién es
inversamente proporcional a la energia del ion, formando una regidén de alta dosis al

final del recorrido de la particula conocido como el pico de Bragg (Figura 1.7).

Figura 1.7 Distribucion de dosis en profundidad para fotones y curvas
monoenergéticas de Bragg para iones de carbono y protones. El pico de Bragg fue medido
para particulas a por Wiliam Bragg en 1904 y esta caracterizado por un incremento
estrecho y agudo en la dosis al final del rango de la particula seguido por una caida abrupta
de la dosis a corta distancia del punto final del recorrido (Fokas et al. 2009).
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Esta particularidad de los protones, particulas alfa e iones permitiria una
localizacion altamente precisa de la dosis en un protocolo de terapia tumoral (Fokas
et al. 2009, Levin et al. 2005). Como se ilustra en la Figura 1.8, esto se logra
variando la energia e intensidad de los haces de particulas, sumandose los picos de

Bragg generados (Buchsbaum 2013).

En el caso de haces de neutrones la deposicibn de dosis en un medio
dependera fundamentalmente de las interacciones que ocurran entre los neutrones y
los atomos de ese medio (tejido en este caso). La cantidad de interacciones con
cada nucleido (elemento de Z protones y N neutrones presente en el medio) queda
definida por el numero de neutrones que inciden (flujo de neutrones), por el niumero
de atomos de ese nucleido, y por la seccion eficaz microscopica (o) para cada tipo
de interaccion posible (la o es un factor experimental asociado con la probabilidad
de ocurrencia de determinado tipo de interaccién para cada energia del neutron
incidente). En este trabajo se abordaran en detalle solo las reacciones nucleares de

mayor interés con neutrones de baja energia (lentos o “térmicos”). Los neutrones
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térmicos tienen asociada una seccion eficaz de absorcion diferente y a menudo
mucho mayor para un determinado nucleido que los neutrones epitérmicos o

rapidos.

Sin embargo, existen modalidades de terapia con neutrones de diferentes
energias a la térmica. En general se basan en la muy buena penetraciéon que tiene
un neutrén de energia elevada, la generacion de reacciones nucleares que liberan
particulas de alta transferencia lineal de energia (LET),® y en la radiosensibilidad
diferencial de ciertos tumores a estas radiaciones. Tal vez la mayor limitacién de
esta modalidad se encuentra en los efectos adversos que se observan en el tejido

circundante normal que se quiere preservar del tratamiento.

Figura 1.8 En un esquema tipico de tratamiento, la extensién de picos de Bragg
(spread out Bragg peak (SOBP), linea de puntos azul), conforma la distribucion terapéutica
de radiacién. Asi, la SOBP es la suma de varios picos de Bragg individuales (lineas azules)
a distintas profundidades. En forma comparativa se muestra la distribucién de dosis en
profundidad de un haz de rayos-x (linea roja). El area en color rosa representa la dosis

adicional del esquema de radioterapia con rayos-X, la cual puede afectar a tejidos normales
(Buchsbaum JC, 2013; Adaptado de Levin et al. 2005).
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® Transferencia Lineal de Energia (LET), es un término que se utiliza para expresar la cantidad de
energia media cedida por unidad de distancia (KeV/um), que ocurre en la materia cuando ésta es
atravesada por la radiacién ionizante. Los diferentes tipos de radiacién poseen diferente LET. Las
radiaciones de bajo LET, por ejemplo rayos X o fotones, producen bajo nimero de ionizaciones por
unidad de recorrido en la materia, mientras que las radiaciones de alto LET, por ejemplo particulas
alfa, provocan una alta densidad de ionizaciones al atravesar la materia. La LET también varia con la
energia inicial de la radiacién ionizante.

35



1.5.3 Efectos bioldgicos de las radiaciones ionizantes

Existe un consenso general de que el acido desoxirribonucleico (ADN) es el
principal blanco de los efectos bioldgicos de la radiacion ionizante sobre las células,
ocasionando la muerte celular o la pérdida de su capacidad reproductiva (Jham y da
Silva Freire 2006).

Se producen diferentes tipos de lesiones sobre el ADN: rupturas simple-
cadena (RSC), rupturas doble-cadena (RDC), dafio en las bases que forman la
molécula, uniones cruzadas del ADN con proteinas, y sitios de dafio multiple (SDM).
Estas lesiones pueden ser producidas por ionizacién directa del DNA (efecto
directo) o por interaccion de radicales libres con el ADN, principalmente radicales
hidroxilo producidos en las moléculas de agua que difunden unos pocos nanémetros
(efecto indirecto) (Kassis y Adelstein 2005). Considerando que las células
contienen mas de un 70% de agua, la mayor parte de la energia depositada en ellas
produce radicales libres los cuales se combinan para formar el peroxido de
hidrogeno (H202), que es el agente oxidante considerado como el mayor
responsable del dafno inducido en el ADN (Escobar 2007).

Dado que el ADN se duplica previamente a cada mitosis, aquellas células con
alto grado de actividad mitética son mas radiosensibles que aquellas de menor tasa
mitética (Jham y da Silva Freire 2006). Asi, tejidos con células en continua
proliferacién, como por ejemplo aquellas del sistema hematopoyético y epitelio
intestinal, se encuentran entre los mas sensibles a la radiacion (Hashibe et al. 2005).
Generalmente, los dafos doble cadena sobre el ADN resultan irreparables vy
responsables de la muerte celular, tanto de células cancerosas como normales. Las
principales formas de muerte son la apoptosis y la catastrofe mitética. También
pueden ocurrir necrosis y autofagia, o la célula puede entrar en estado de
senescencia. El mecanismo preciso por el cual se induce uno u otro tipo de muerte
celular no ha podido ser dilucidado (Baskar et al. 2012). Ademas del ADN, la
radiacion también puede afectar y destruir otras bio-moléculas como ARN (&cido
ribonucleico) y proteinas. Esto podria explicar por qué también se veria afectada la
maquinaria de reparacion de dafio al ADN (Barth et al. 1990).

La distribucion de las ionizaciones dentro del ADN y el tipo de lesiones
generadas dependeran de la naturaleza de la particula incidente y de su energia, en

linea con lo que se describidé anteriormente sobre las propiedades biofisicas de las
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radiaciones ionizantes. Para las particulas a, se producen altas densidades de
ionizaciébn a lo largo de una trayectoria lineal (Figura 1.9), mientras que para
particulas ° energéticas las ionizaciones a lo largo de la trayectoria lineal son menos
frecuentes (Figura 1.9). Los electrones de baja energia (por ejemplo electrones
Auger) generan grupos de alta densidad de ionizacién a lo largo de un camino

irregular (Figura 1.9, Kassis y Adelstein 2005).

Las radiaciones sin carga, como los rayos gamma o los neutrones, interactian
con el medio biolégico transfiriendo su energia a particulas cargadas del mismo
medio, y luego estas particulas cargadas (secundarias) ceden su energia a la

materia.

Figura 1.9 Densidad local de ionizaciones (*), producidas a lo largo de una

trayectoria (-) de particulas a, electrones Auger y particulas B~ (Kassis y Adelstein 2005).

1.5.3.1 Influencia del oxigeno en la accion bioldgica de la radiacion

La respuesta de las células a la radiacion ionizante es fuertemente

dependiente del oxigeno (Gray et al. 1953).

La hipoxia o falta de oxigeno es un factor conocido que afecta a la progresién
tumoral, la angiogénesis y la inestabilidad genética. Adicionalmente, se sabe que la
hipoxia confiere resistencia a la radiacion conllevando al fracaso terapéutico. Dada
su relevancia, el efecto de la hipoxia ha sido extensamente estudiado en la
radioterapia con fotones. Se ha demostrado que con radiacién de bajo LET, las
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células tumorales son 2,5 a 3 veces mas radiosensibles bajo condiciones de
normoxia que de hipoxia (Figura 1.10, Joiner y van del Kogel 2009).

Inmediatamente después de la exposicidn a la radiacion de bajo LET, se
produce el dano al ADN que conduce a una proporcion pequefna de las células a
morir rapidamente. Pero, la mayoria de las que sobreviven, inician una cascada de
eventos biolégicos mediados por la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS; p/ej. anion superdxido, perdxido de hidrogeno y radicales libres hidroxilo)
(Sonis 2004).

Figura 1.10 Efecto del oxigeno sobre la respuesta a la dosis de radiacién. Curvas de
sobrevida para cultivos de células de mamifero expuestas a rayos X bajo condiciones de
hipoxia o en presencia de oxigeno. EI OER (efecto potenciador del oxigeno (oxygen
enhancement ratio en inglés)), es la relacion entre la dosis en condiciones de hipoxia y la

dosis con oxigeno necesarias para producir un mismo efecto (Joiner y van der Kogel 2009).
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El mecanismo responsable del potenciamiento del dafo por radiacion a través
del oxigeno se conoce como "hipétesis de fijacion por oxigeno" (Figura 1.11).
Cuando la radiacion es absorbida en un material biolégico, se producen los radicales
libres. Los radicales libres son moléculas altamente reactivas y son los que producen
rupturas en los enlaces quimicos, producen cambios quimicos e inician la cadena de
eventos que resultan en el dand bioldgico. Los radicales libres se pueden producir

tanto en forma directa sobre la molécula blanco (usualmente el ADN), o
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indirectamente en otras moléculas celulares y difundir lo suficiente para alcanzar y
danar otros blancos criticos. La mayoria de los efectos indirectos ocurren por
radicales libres producidos en agua (70-80% de la composicion de las células en
mamiferos), que luego terminan generando radicales en moléculas criticas
designadas como R* en la Figura 1.11. Estas moléculas R* son inestables y
reaccionan rapidamente en presencia de oxigeno produciendo especies RO>*, que
luego sufren una reaccién adicional generando ROOH en la molécula blanco. De
esta forma, se llega a un cambio quimico estable en la molécula y se dice que el
dano se encuentra quimicamente "fijado". En ausencia de oxigeno, o en presencia
de especies reductoras, las moléculas R* inestables poseen una vida media mas
larga y pueden reaccionar con H*, recuperando asi su forma quimica original sin la
necesidad de la intervencion de los mecanismos biologicos de reparaciéon de la

célula.

Figura 1.11 La hipdtesis de fijacion por oxigeno. Los radicales libres se producen en
el ADN por accién directa e indirecta de la radiacion. Los errores o dafos en la molécula
pueden ser reparados en condiciones de hipoxia pero se fijan en presencia de oxigeno
(Joiner y van der Kogel 2009).

Oxygen fixes damage:
R* + O, —» RO, — ROOH

H Indirect action
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Sin embargo, la radiacion de alto LET induce un dafio al ADN densamente
localizado, que es menos dependiente de la formacion de ROS para producir la
muerte celular. La evidencia de que la radiacién de alto LET es menos dependiente

del estado de oxigenacidn ha sido derivada de la experiencia in vitro e in vivo a nivel
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pre-clinico, e incluso de estudios de tratamiento a nivel clinico con pacientes (Fokas
et al. 2009).

1.5.3.2 Eficacia Biologica Relativa

Una aproximacion muy extendida para tratar de comparar la respuesta a
diferentes tipos de radiacién se basa en el concepto de la eficacia biologica relativa.
La eficacia bioldgica relativa (relative biological effectiveness, RBE), se define
como la relacidbn entre la dosis requerida para producir un efecto biol6gico
determinado con una radiacion de referencia de fotones (rayos-X o gamma), y la
dosis absorbida para producir el mismo efecto con la radiacién que se quiere evaluar
(Hopewell et al. 2012). La respuesta biolégica puede ser evaluada en un sistema in
vitro o in vivo (Figura 1.12). Luego, los factores RBE obtenidos, pueden servir para
tratar de convertir las dosis absorbidas con dichos tratamientos radiantes a dosis
equivalentes a fotones, en un intento de comparar diferentes protocolos de terapia
radiante. Sin embargo, este tipo de método de comparaciéon se ve limitado al
sistema biolégico y el nivel de respuesta definido para obtener un determinado factor
RBE, y no se deberia utilizar de forma general ya que puede llevar a inconsistencias
al considerar dosis equivalentes incorrectas (Gonzalez y Santa Cruz 2012).

Figura 1.12 Definicién de eficacia biolégica relativa (RBE), ilustrada para curvas de
sobrevida celular (Fokas et al. 2009). En el ejemplo se define el RBE considerando como
nivel de respuesta (end-point) una sobrevida celular del 10%. Nétese que si se considera
otro end-point en la curva el valor de RBE obtenido sera diferente.
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En el rango de energia de los rayos X utilizados con fines terapéuticos,
tipicamente entre 100 kV y 25 MV, es necesaria aproximadamente la misma dosis
fisica a diferentes energias, para alcanzar una determinada respuesta biolégica,

resultando entonces en similares RBEs.

Como la severidad del dafno al ADN depende de la proximidad de las lesiones
sobre la molécula, la respuesta biolégica dependera de la densidad de ionizaciones
locales que puede producir la radiacién sobre el medio biolégico que atraviesa. Las
radiaciones de alto LET (particulas alfa, iones) producen un dafo biolégico que
generalmente es mucho mayor por unidad de dosis que los rayos X, resultando en
un elevado RBE. De esta forma, se requiere una dosis menor para obtener un efecto
equivalente (IAEA-TECDOC-1223 2001).

Si tomamos como ejemplo la irradiacion con iones de carbono, el RBE resulta
maximo a un LET de aproximadamente 200 keV/um (Figura 1.13), y la localizacion
de este valor maximo de LET es fuertemente dependiente del nimero atomico. El
RBE maximo es desplazado a 100 keV/um para particulas alfa/helio y a 25 keV/um
para protones. Adicionalmente, se han notado efectos de saturacion a mayores LET
(menor energia de los iones), ya que llegado a un punto se produce un dano local

mayor al necesario para matar a la célula (Fokas et al. 2009).

Figura 1.13 RBE vs LET para la linea celular CHO irradiada con iones de carbono.
El RBE es maximo a un valor de LET cercano a 200 keV/um. Notar el efecto de saturacién a
altos valores de LET (menor energia de los iones) (Fokas et al. 2009).
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La Terapia con Neutrones Rapidos (FNT, Fast Neutron Therapy) y, como
veremos a continuacién, la Terapia por Captura Neutrénica en Boro (Boron
Neutron Capture Therapy, (BNCT)), utilizan el efecto de particulas secundarias que
poseen una transferencia lineal de energia (LET) 5 a 50 veces superior a la
radiacién de aceleradores de electrones o protones utilizados en hospitales (Wagner
et al. 2011). La alta densidad de ionizaciones que se produce cuando se irradia con
este tipo de particulas, permitiria una localizacién de la dosis mas precisa sin
incrementar los efectos adversos en tejido normal, por lo que resultan altamente
atractivas para el tratamiento de tumores radioresistentes y/o anatdomicamente

complejos.

1.6 Terapias binarias: en busca de un tratamiento

selectivo

La naturaleza de la interaccién de la radiacion con las células es un proceso
aleatorio, es decir, se asocia a una funcién de probabilidad y tiene lugar al azar.
Un fotdn o particula puede alcanzar a una célula o a otra, dafnarla o no, y si la dana,
no muestra predileccion por ninguna parte de la célula o bio-molécula, es decir, la
interaccion per se no es selectiva. La deposicion de energia en la célula se
produce en un tiempo muy corto, aunque el efecto no es inmediato y la aparicion del
mismo dependera principalmente del tipo de tejido, de la dosis y del tiempo de

exposicion.

Como se menciond mas arriba, el objetivo de cualquier tipo de radioterapia es
destruir el mayor numero posible de células cancerosas, evitando el dafo que sufre
el tejido sano circundante. Entonces, resulta de interés el desarrollo de nuevas
terapias que logren un control tumoral especifico, basadas en la destruccion
selectiva de las células tumorales preservando las células normales. En linea con
esta idea, desde hace décadas se encuentran en desarrollo diversas terapias, en
particular aquellas que son denominadas “binarias”, definidas por el hecho que el
resultado terapéutico se obtiene al combinar dos componentes que, por separado,
no causan dafo significativo. Existen diversos sistemas binarios: terapia de
activacion por fotones (Orecchia et al. 2009), terapia fotodinamica (Agostinis et al.,
2011), terapia génica (Pulkkanen y Yla-Herttuala, 2005) y Terapia por Captura
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Neutrénica en Boro (BNCT). A continuacion, se abordan los detalles de la técnica

de BNCT, tema principal de este trabajo de tesis.

1.7 La Terapia por Captura Neutrénica en Boro

La Terapia por Captura Neutrénica en Boro (Boron Neutron Capture
Therapy, (BNCT)) es una aplicacion de la tecnologia nuclear al area biomédica,
disefiada para entregar selectivamente radiacion de particulas pesadas cargadas de
alto LET en los tumores tratados.

La técnica se basa en la elevada seccion eficaz (o)° de captura de neutrones
térmicos que posee el isétopo natural '°B. Este nlcleo interactia con neutrones
lentos o “térmicos” (energia <0,4 eV) desencadenando una reaccion de captura que
da lugar a la formacién de un nucleo compuesto de ''B, que inmediatamente se
desintegra en una particula alfa de 1,47 MeV y un nGcleo de ’Li de 0,84 MeV. Estas
particulas cargadas, que se liberan en la misma direccion y sentidos opuestos,
poseen un alcance combinado en tejido de 12-13 micrometros (comparable con las
dimensiones de una célula) Figura 1.14.

La estrategia terapéutica de BNCT consiste en administrar compuestos
borados que sean incorporados selectivamente a las células tumorales, tal que el
contenido de boro en las células normales y en la sangre sea menor que en el
tumor. De esta manera, al irradiar posteriormente con neutrones, las reacciones de
captura que ocurren entre los neutrones térmicos y los atomos de '°B se produciran
mayormente en las células tumorales. Esta modalidad terapéutica permitiria danar
los tejidos tumorales sin producir dano significativo al tejido normal. Mas aun,
permitiria dafar selectivamente las células tumorales infiltrantes en el tejido sano y
micro-metastasis no identificables por estudios de imagenes, un desafio en las
terapias oncologicas actuales.

° Fisicamente, la seccion eficaz microscopica (o) expresa el area plana aparente, en términos de
probabilidad, que ofrece cada nucleido para una interacciéon especifica. La ¢ es un parametro
universal, en el sentido de que depende solo de la energia, el tipo de particula incidente y el
mecanismo de interaccion considerado. Sus dimensiones son de area (cm?). Debido a su orden de
magnitud, el area efectiva de los niicleos se mide en barns, siendo 1 barn = 10 cm? (Koerting Wiese
y Queral Salazar, 2012).
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Figura 1.14 Cuatro afnos después del descubrimiento del neutréon por Chadwick
(1932), el fisico G.L. Locher propuso por primera vez la idea de utilizar la reaccién
neutrénica de captura del '°B, en la cual se emite un nicleo de “He (particula alfa) y un
nacleo de “Li, para destruir células cancerosas (Locher 1936). El rango de estas particulas
emitidas es extremadamente corto y no excede el didmetro de una célula tipica. Basado en
este hecho, si se utiliza un compuesto borado (°B) que se acumule en concentraciones
suficientes y con un alto nivel de selectividad en las células cancerosas, al irradiar la region
tumoral con neutrones térmicos, se dafiaria selectivamente las células tumorales con
escaso dafo al tejido normal. Adaptado de una publicacion de la Sociedad para la

Promocién e Investigacién en BNCT de Japén.

Thermal neutrons

Thermal neutrons 9-10 um

Normal cell

210 keV/um 0N Cancer cell

El concepto terapéutico de NCT (Neutron Capture Therapy) se basa en la
observacion de que ciertos nucleidos -radioactivos y no radioactivos- poseen una
capacidad inusual de absorber neutrones térmicos (Locher, 1936). Existen varios
nucleidos, como por ejemplo el °Li, °B, *’Gd, #*°U, que poseen alta capacidad de
absorber neutrones térmicos, es decir, tienen una alta seccion eficaz de captura. En
la mayoria de los casos, esta capacidad es de al menos dos érdenes de magnitud
mayor que la de los componentes elementales normales de los tejidos, permitiendo
una captura preferencial por dichos atomos (Barth et al., 1990). Ademas de esta
caracteristica, existen otras variables que se consideran cuando se selecciona un
nucleido para su uso en NCT: su toxicidad, los productos de la reaccién de captura y

las propiedades de los compuestos potencialmente portadores de dicho nucleido.
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De los nucleidos que tienen alta o, el °B es el mas atractivo por las

siguientes razones:

a) No es radiactivo y esta facilmente disponible (el boro tiene dos isétopos
naturales estables, el B y el "B con una abundancia de

aproximadamente 19% y 81% respectivamente).

b) Las particulas emitidas por la reaccién de captura ['°B(n, a)’Li] son de alto
LET.

c) El alcance de las particulas liberadas es de aproximadamente el diametro
de una célula, tedricamente limitando el efecto de radiacion a aquellas

células que incorporaron suficiente cantidad de '°B.

d) Puede ser incorporado en una gran cantidad de estructuras quimicas
diferentes, debido a las uniones estables que se producen entre los
atomos de boro y otros elementos como el carbono, oxigeno y nitrégeno.
Su pequefio numero atomico le permite reemplazar al carbono en muchas

estructuras organicas y formar uniones covalentes.

1.7.1 La reaccion "°B(n,a)"Li

La reaccién de BNCT transcurre como se describe a continuacion (Knoll

1989):
valor-Q
JLi + ja 2,792 MeV (estado fundamental)
¥B +in-
LI + %a 2,310 MeV (estado excitado)

dando lugar a dos posibles productos, el ion ‘Li puede quedar en su estado
fundamental (6%) o en su estado excitado (94%) que rapidamente (T1z = 1072 s)
pasa al estado fundamental emitiendo un rayo gamma de 0,48 MeV (a lo largo de
este trabajo no se considera el aporte a la dosis total, de este foton inducido). En
ambos casos, el valor-Q de la reaccién es muy grande (2,310 o 2,792 MeV)
comparado con la energia del neutrén incidente, por lo tanto, la energia impartida a
los productos de la reaccién (‘Li y a) es esencialmente el propio valor-Q. De esta
forma, la energia cinética del neutron incidente es despreciable frente a la energia
del producto de la reaccion. A su vez, el momento lineal del neutrén es
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practicamente despreciable con lo cual los productos de la reaccion deberan tener
también un momento practicamente nulo, explicando la emisién de las particulas en
una misma direccién con sentido opuesto. La energia siempre se distribuye de la
misma forma (Knoll 1989). Las energias individuales de la particula a y el nucleo de
Li se calculan simplemente por conservacion de la energia y el momento como se
muestra a continuacién para el caso de la reaccién mas probable donde se emite el
nucleo de Li-7 en estado excitado:

E;+E, =Q=231 MeV

mpiVi = MqVy

V2myE, =\2mgE,
Resolviendo las ecuaciones simultaneamente:
E;; = 0,84 MeV
E, = 1,47 MeV

Para que el BNCT sea exitoso, es decir, destruya las células tumorales y
dane lo menos posible a las células normales contiguas, se deben localizar un gran
nimero de atomos de '°B (aproximadamente 20 g '°B/gr de tejido 6 20 ppm '°B)
preferencialmente en las células neoplasicas y un numero suficiente de neutrones
térmicos deben ser absorbidos por los atomos de '°B para desencadenar la reaccion
'°B(n,a)’Li (Barth et al. 2012).

1.7.2 Los compuestos borados

Conceptualmente, BNCT es una modalidad de radioterapia dirigida
bioguimicamente mas que geométricamente (Barth et al. 2012). Maximizar y/o
mejorar la entrega de boro al tumor es la forma més eficaz para optimizar BNCT. En
contraste, el aumento de la exposicidon a neutrones, si bien conlleva a un incremento
del numero de reacciones de interés, también implica un aumento de la dosis de
fondo no especifica, sin producir una ganancia neta en la relacion terapéutica
(Schwint y Trivillin 2014)%. En este sentido, si se consideran moléculas portadoras de
'°B adecuadas, BNCT podria combinar los beneficios de las terapias dirigidas
modernas (por ejemplo, selectividad mediante el uso de compuestos de tercera
generacion), con el efecto del tratamiento con radiacién de alto LET.

4 La dosimetria del BNCT y la descripcion de las diferentes componentes de dosis asociadas, se
abordan mas adelante en este mismo trabajo.
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Las investigaciones en el area del desarrollo de compuestos conteniendo boro
que sirvan como portadores para BNCT, comenzaron hace aproximadamente 50
anos con la investigacion de un gran nimero de compuestos borados de bajo peso
molecular, de donde emergi6é la primera generacién de compuestos (Barth et al.
2012).

Un portador de boro ideal deberia ser: no téxico a niveles de dosis
terapéuticas, acumularse selectivamente en células tumorales, distribuirse de forma
homogénea y entregar el '°B al tumor de manera eficiente (Schwint y Trivillin 2014).
La acumulacion preferencial de boro en tumor contribuye a la ventaja terapéutica del
BNCT en tumor frente al tejido normal. La importancia de la distribucion homogénea
de boro en el tumor reside en el hecho de que las células tumorales cargadas
pobremente de boro, seran menos sensibles o totalmente refractarias al tratamiento
y daran lugar al fracaso terapéutico. El contenido de boro absoluto en el tejido
tumoral debe ser lo suficientemente alto (10° atomos de '°B / célula) para que
ocurran suficientes reacciones de captura de '°B(n,a)’Li, y lograr que el efecto sea
letal. Incluso, una alta concentracién absoluta de B en tumor maximiza la
componente de dosis de radiacion especifica en el tumor y permite tiempos de
irradiacién mas cortos, con la reduccion concomitante en la dosis de fondo que
afecta a tumor y el tejido sano por igual. Un portador de boro ideal también se
deberia eliminar rapidamente de la sangre y los tejidos normales, pero retenerse en
el tumor el tiempo suficiente para permitir la irradiacién con neutrones. Finalmente, la
micro-distribucién de un compuesto ideal lograria ubicar los 4tomos de '°B cerca de
un objetivo terapéuticamente util, tal como el ADN. Los cortos alcances de las
particulas alfa y litio, hacen que la micro-distribuciéon del portador de boro con
respecto al objetivo sub-celular, sea critica en cuanto al efecto radiobiolégico
(Schwint y Trivillin 2014).

Un compuesto de boro ideal, que cumpla con todos los requisitos enumerados
arriba, es muy dificil de desarrollar.

Desde el punto de vista practico, los requerimientos minimos mas importantes
que tipicamente hoy dia se consideran para un agente portador de '°B para BNCT
son (Barth 2012):

a) baja toxicidad y escasa incorporacion en tejido normal, con una relacién de
concentracion tumor/tejido normal y tumor/sangre de aproximadamente 2-3;
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b) concentracién de boro minima de ~20 pg '°B/g en tumor;

c) una eliminacién relativamente rapida de sangre y tejidos normales, y la

persistencia en tumor durante la irradiacion con neutrones.

Hasta el presente, solo tres compuestos han sido aprobados para su uso en
pacientes: borofenilalanina (BPA), decahidrodecaborato de sodio (GB-10) y
mercaptoundecahidro-closo-dodecaborato, cominmente conocido como borocaptato
de sodio (BSH) (Figura 1.15). De estos tres, solo el BSH y el BPA son actualmente

utilizados en estudios clinicos de BNCT.

Ninguno de estos agentes cumple adecuadamente con todos los criterios
expuestos anteriormente, y el principal motivo de que solo sean éstos los
compuestos que se utilizan a nivel clinico es que son los Unicos que se encuentran

aprobados para su uso en humanos.

Figura 1.15 Férmulas quimicas de los compuestos borados aprobados para su uso
en BNCT en humanos (BPA, BSH y GB-10) (Barth RF et al. 2005).

SH
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Por esta razén, la comunidad internacional continda realizando estudios para
desarrollar nuevos compuestos borados, basados en diferentes estrategias que
permitan incorporar mayores cantidades de boro en las células malignas a tratar.

Ejemplos de los diversos estudios a nivel experimental orientados a la sintesis
y utilizacidn de nuevos compuestos borados incluyen: estudios de anticuerpos
monoclonales borados anti-EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) (Barth 2009);
estudios de biodistribucién de liposomas borados en el modelo de cancer bucal de la
mejilla del hamster (Heber et al. 2012, 2014); sintesis de pirazolopirimidinas
enriquecidas en boro (Crossley et al. 2011); estudio de aminoacidos borados ciclicos
no naturales en un modelo en ratén de melanoma humano (Kabalka et al. 2011);
evaluacién de porfirinas boradas en células de glioma de rata (Hiramatsu et al.
2011); sintesis de poliaminas basadas en ¢-poli-lisinas conjugadas con “clusters” de

boro (Umano et al. 2011); sintesis de conjugados de compuestos borados
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poliédricos con diferentes moléculas “buscadoras” de tumores como nucledsidos,

carbohidratos, aminoacidos, lipidos y porfirinas (Bregadze et al. 2011), entre otros.

1.7.2.1 Optimizacion de protocolos empleando compuestos borados
aprobados para el uso en humanos

Aunque los compuestos aprobados para el uso clinico en BNCT,
administrados como agentes unicos en la forma tradicional (como una sola inyeccion
intravenosa antes de la irradiacion con neutrones), han demostrado potencial
terapéutico para diferentes patologias (por ejemplo, Barth et al., 2012; Kankaanranta
et al., 2012; Matsumura et al. 2009, Suzuki et al. 2014, Trivillin et al. 2006, Zonta et
al. 2006), es indudable que hay margen de mejora (Schwint y Trivillin 2014).

Actualmente ningln otro compuesto borado ha llegado ni siquiera a la etapa
de evaluacién en un estudio de biodistribucion clinico (es decir, la evaluacién de la
distribucién del compuesto en humanos, sin la aplicacion del tratamiento). Cuando
un nuevo portador de '°B se identifica como prometedor en estudios de cultivo
celular, aun enfrenta muchos obstaculos, empezando por los estudios de
biodistribucién en modelos animales de tumores apropiados y la evaluacion in vivo
de toxicidad. Luego, la traslacibn de datos experimentales a estudios de
biodistribucién clinicos es muy costoso, sin ningun beneficio directo para los
participantes de dicho estudio (ya que no recibiran tratamiento), y debe cumplir con
los estrictos requisitos de las agencias reguladoras (Schwint y Trivillin 2014).

La optimizacion de la biodistribucion de los compuestos borados actualmente
autorizados para su uso en el hombre es una excelente estrategia a corto y medio
plazo, con un menor costo para su implementacion. Esto puede ayudar a reducir la
brecha entre la investigacion y la aplicacion clinica, a la vez que se adquiere
conocimiento que puede ser aplicable si a futuro, se aprueban nuevos portadores de
boro mas eficaces. En este sentido, se han planteado diferentes estrategias para
optimizar la llegada del boro al tumor utilizando los compuestos transportadores de
boro aprobados para su uso en humanos (Schwint y Trivillin 2014).

En ciertos casos, la administracion combinada de compuestos borados con
diferentes propiedades y mecanismos de incorporacidon (como por ejemplo las
combinaciones (BPA + GB-10) o (BPA + BSH)), pueden llegar a contribuir a una

entrega mas homogénea de boro al tumor y ayudar a superar la potencial toxicidad
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debido a mayores dosis de cada compuesto al administrarlos por separado (Schwint
y Trivillin 2014).

La aplicacion secuencial de protocolos de BNCT utilizando los diferentes
compuestos borados con un intervalo de 24 6 48 horas entre aplicaciones también
ha sido estudiado como estrategia potencialmente util (Molinari et al. 2011). El BNCT
secuencial plantea el uso de mas de un compuesto borado, pudiendo modular cada
aplicacion de acuerdo a los requerimientos de administraciéon de cada compuesto.
La ventaja de esta estrategia (ademas de las ventajas enunciadas previamente de
emplear mas de un compuesto borado) radica en poder atacar, con la segunda
aplicacion de BNCT, células que podrian haber sido refractarias a la primera
aplicacion (Schwint y Trivillin 2014).

Otra estrategia eficaz para mejorar la incorporacién de los portadores de boro
al tumor y aumentar la eficacia terapéutica consiste en modificar el sistema vascular
de entrega defectuoso en los tumores. La estructura y funcién anormal de los vasos
sanguineos del tumor compromete el flujo de sangre y obstaculiza el transporte
efectivo de fluido, lo que resulta en la distribucion ineficiente de agentes terapéuticos
transportados por la sangre. La normalizacion transitoria de los vasos sanguineos
busca distribuir mas eficazmente los farmacos a una mayor proporcion de células
tumorales en lugar de incrementar la incorporacién total del medicamento (Jain
2005). La normalizacion reversible de los vasos sanguineos tumorales aberrantes,
junto con la administracion del compuesto de boro (BPA) en la "ventana de
normalizacion”, ha demostrado a nivel experimental que mejora la distribucién del

compuesto borado en los tumores (Molinari et al. 2012).

Ademas de las estrategias descriptas anteriormente, se han investigado otros
enfoques para mejorar la captacion y distribucion de los compuestos borados en el
tumor. Algunos ejemplos incluyen la electroporacion y sonoporacién (Yamatomo et
al. 2013; Garabalino et al. 2014), pre-carga con analogos estructurales (Capuaniet
al. 2008) y la hipertermia a temperatura moderada para aumentar el flujo sanguineo
del tumor (Masunaga et al., 2014).

A continuacidén se resumen las caracteristicas mas importantes particulares

de cada uno de los tres compuestos borados aprobados para el uso en humanos.
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1.7.2.2 BPA (borofenilalanina)

El BPA ("®°BCgH12NO,) es un derivado del amino4cido fenilalanina, sintetizado
a fines de 1950 (Snyder et al., 1958). Es el compuesto borado mas estudiado, dada
su capacidad de llevar cantidades absolutas significativas de '°B al tumor con una
buena relacion tumor/tejido normal y tumor/sangre. Estudios toxicolégicos no
demostraron signos de toxicidad sistémica en ratones, hamsters, ratas y conejos
(Taniyama et al. 1989, Coderre et al. 1987, Kreimann et al. 2001a, Kulvik et al.
2003). Fundamentalmente, no se observé toxicidad asociada a la administracién de
BPA en humanos (Liberman et al. 2004, Wittig et al. 2008).

Este compuesto fue propuesto inicialmente para el tratamiento de melanomas
dado que es un analogo de la tirosina, sustrato para la sintesis de melanina en las
células normales, la cual se ve considerablemente aumentada en células tumorales
(Mishima et al. 1989). Posteriormente, el BPA se utiliz6 como portador de boro para
el tratamiento del glioblastoma multiforme (Kageiji et al. 2011), cancer de cabeza, de
cuello (Kankaanranta et al. 2012) y metastasis colorectales en higado (Zonta et al.
2006). Nuevos estudios de biodistribucion en higado con metastasis colorrectales
siguen apoyando la utilizacion del BPA como compuesto borado para futuros
ensayos clinicos (Cardoso et al. 2009). En cuanto a ensayos pre-clinicos, nuestro
grupo demostrd el potencial terapéutico del BPA en tumores de cabeza y cuello, en
un ensayo pre-clinico en felinos domeésticos (Rao et al. 2004).

A su vez, se siguen realizando diversos experimentos in vivo e in vitro para
estudiar y aumentar la entrada del BPA en las células tumorales (Wittig et al. 2000;
Capuani et al. 2008) y analizar su potencial utilizacion en otros tipos de tumores no
ensayados sistematicamente a nivel clinico: osteosarcoma (Ferrari et al. 2009),
tiroides (Perona et al. 2011), sarcoma de células claras (Fujimoto et al. 2011),
prostata (Yasui et al. 2012) y pulmdn (Bortolussi et al. 2011a, Trivillin et al. 2014).
Nuestro grupo ensay6 su potencial en metastasis de colon en higado (Garabalino et
al. 2011) y evalud diversos protocolos de BNCT y su radiotoxicidad asociada en
tumores de la cavidad bucal en hamster (por ejemplo, Kreimann et al. 2001b, Trivillin
et al. 2006; Molinari et al. 2011, 2012).

En cuanto a la acumulacién selectiva del BPA en células tumorales, podria
estar asociada al sistema L de transportadores heterodiméricos, sodio-
independientes, localizados a nivel de la membrana plasmatica; en particular LAT -1
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(sistema de transporte de aminoacidos L). Este transportador ha sido asociado con
el crecimiento, proliferacién y desarrollo de los tejidos y se encuentra altamente
expresado en tumores malignos y lineas celulares tumorales (Detta y Cruickshank
2009). Por lo tanto, la incorporacion preferencial del BPA a las células tumorales se
deberia a una mayor necesidad o requerimiento de aminoacidos por su mayor

actividad metabdlica (Coderre y Morris 1999).

En el caso de compuestos como el BPA, es importante recalcar que existe
una marcada heterogeneidad relacionada con la captacion de boro por las células
malignas, principalmente debido a diferencias en su actividad metabdlica, grado de
proliferacién, diferenciacién y nivel de oxigenacion (Coderre et al. 1998, Ono et al.
1996, Yoshida et al. 2002). Ademas, también existe una gran variabilidad en la
vascularizacién de los tumores y en la proporcién de necrosis espontanea de los
mismos. Es por ello que ambas variables, heterogeneidad celular y vascular,
relacionadas a la biodistribucion del compuesto borado, pueden llevar a una
variabilidad de respuesta de los tumores al tratamiento.

Respecto de su micro-localizacion, el BPA se distribuye uniformemente entre
el nucleo y el citoplasma, segun se determiné por microscopia i6nica luego de
exponer las células al BPA in vitro (Bennet et al. 1992, Bennet et al. 1994, Chandra
et al. 1997) e in vivo, en tejidos de ratas inyectadas con BPA (Smith et al. 1996,
Smith et al. 1997).

Actualmente, se encuentran en estudio, diferentes procedimientos orientados
a potenciar la incorporacion de BPA en las células malignas. Tal es el caso de la
“precarga” con moléculas estructuralmente analogas al BPA como el L-DOPA y L-
tirosina. Por ejemplo, el grupo de Capuani (2008) demostré que la precarga con L-
DOPA indujo un aumento masivo de la concentracion de BPA en células C6 de
glioma in vitro. In vivo, el pre-tratamiento con L-DOPA condujo a una acumulacion
significativa de BPA en tejido tumoral, pero no en tejido normal ni en sangre. En
cuanto a la “precarga” con L-tirosina, se demostré6 un aumento de la concentracion
de BPA en células de melanoma de ratén (Papaspyrou et al. 1994) asi como
también en células tumorales hepaticas y de colon (Iffland et al. 2011).
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1.7.2.3 BSH (sodio mercaptoundecahidro-closo-dodecaborato)

El BSH (Na,'°B12H11SH) inicialmente se asocié al tratamiento del glioblastoma
multiforme. Se demostr6 su baja toxicidad en pacientes con glioblastoma multiforme
(Haritz et al. 1994, Hideghéty et al. 2003) y su efectividad cuando se emplea como
portador de boro en BNCT (Kageiji et al. 2011).

Se postulaba como compuesto difusivo, justificando su selectividad en
glioblastoma multiforme con la existencia de una barrera hematoencefélica (BHE)
defectuosa en la zona tumoral y el hecho que el BSH no atraviesa la BHE intacta.
Sin embargo, Wittig et al. (2011) demostraron que no solo se acumula en bajas
concentraciones en cerebro sino también en tejido adiposo, hueso y musculo. A su

vez, presenta altas concentraciones en higado y rifnén.

Esta acumulacion diferencial en diferentes 6rganos indicaria un metabolismo
mucho mas complejo.

Ademas de utilizarse para el tratamiento de glioblastoma multiforme, se
intenté ampliar su uso en la clinica a tumores de cabeza y cuello, combinado con la
administracion de BPA (Kato et al. 2004). A su vez, se realizaron diversos
experimentos in vivo e in vitro para estudiar su potencial utilizacién en otros tipos de
tumores como melanoma (Masunaga et al. 2012); mejorar su selectividad para el
tratamiento con BNCT del carcinoma hepatocelular (Yanagie et al. 2011), tumores
multiples en higado (Fuijii et al. 2011), y células de glioma (Feng et al. 2009).

1.7.2.4 GB-10 (decahidrodecaborato de sodio)

El GB-10 (Na2'°B1oH10) es un compuesto borado difusivo, que en solucién

acuosa forma el anién (B1oH10)> (Laramore et al. 2001).

Analogamente al BSH, el GB-10 fue propuesto para el tratamiento de tumores
de cerebro ya que no atraviesa la barrera hematoencefalica (BHE) intacta. La
incorporacion preferencial a tumor se deberia a que los tumores de cerebro estan
rodeados de una BHE defectuosa que permite la incorporacién de GB-10 (Heber et
al. 2004).

Se utilizé por primera vez en estudios in vivo en perros con cancer de células
no pequefias de pulmoén, tratados con BNCT/FNT (BNCT enhanced Fast Neutron

Therapy 6 terapia por neutrones rapidos potenciada por BNCT), obteniéndose
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resultados alentadores en términos terapéuticos, sin toxicidad originada por el
compuesto (Stelzer et al. 2001). Posteriormente, se demostrd que el compuesto no
era téxico en estudios de biodistribucion en 15 pacientes voluntarios con
glioblastoma multiforme y cancer de células no pequefias de pulmén (Diaz et al.
2002).

Nuestro grupo realizé diversos estudios de toxicidad y biodistribuciéon con GB-
10 y demostré su ausencia de toxicidad y su potencial terapéutico en tumores de la
mucosa bucal en hamsters (por ejemplo, Heber et al. 2004, 2006, Trivillin et al.
2004a, 2006). En cuanto a su biodistribucién, demostramos que se acumula de
forma homogénea en diferentes areas del tumor. Esto seria una ventaja en cuanto a
la posibilidad de evitar focos refractarios a la terapia. Sin embargo, no se verificé la
incorporacion selectiva a tumor versus tejido normal y sangre. Estos hallazgos
estarian correlacionados con su propiedad difusiva (Heber et al. 2004). En cuanto al
éxito terapéutico, este resultado propuso un nuevo paradigma para BNCT ya que
clasicamente se describe que el compuesto borado debe acumularse selectivamente
en las células tumorales para que el BNCT sea terapéuticamente efectivo, causando
dafno a tumor pero preservando el tejido normal. A nivel histoldgico, se observo que
el control tumoral selectivo por el BNCT mediado por GB-10 se deberia al dafo
selectivo en los vasos sanguineos tumorales aberrantes, versus los vasos en tejido
normal. Esta mayor radio-sensibilidad de los vasos tumorales podria deberse a su
estructura y funcién anormal. (Trivillin et al. 2006)

Otros estudios de biodistribucion de GB-10 realizados por nuestro grupo
demostraron también su posible utilizacion en un modelo de metastasis hepaticas en
ratas (Garabalino et al. 2011), sin toxicidad asociada.

1.7.3 Fuentes de neutrones usadas en BNCT

Como se puede observar en la Figura 1.16, la seccidon eficaz de captura de
neutrones en '°B es particularmente alta para neutrones térmicos. Por este motivo,
lo que se busca de una fuente para BNCT es obtener el maximo flujo neutrénico
térmico en el campo de interés (el tejido blanco a ser tratado), que el flujo térmico
sea lo mas homogéneo posible dentro del volumen de tratamiento, y con la menor
contribucion de neutrones de mayores energias y radiacion gamma de fondo

proveniente de la misma fuente o de otras reacciones nucleares.
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Figura 1.16 Seccién eficaz de la reaccion'®B(n,a)’Li como funcién de la energia del
neutrén (extraido de Burlon 2001). En la zona térmica, E <1eV, se suele observar una
proporcionalidad de la seccién eficaz microscépica respecto del inverso de la velocidad, que
se puede expresar como una proporcionalidad respecto a la raiz del inverso de la energia
cinética del neutrén (o « 1/v o« 1/\E). Para la energia tipica de los neutrones térmicos
(aproximadamente 0,025 eV) la seccién eficaz para la reaccion con '°B es de 3840 barns

(Koerting Wiese y Queral Salazar 2012).
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Para que la terapia por captura neutronica sea exitosa se considera que se
necesita una fluencia de aproximadamente 5 x 10" neutrones cm? (Barth et al.
1990). Hasta el afo 2012, las fuentes de neutrones, disponibles con esta capacidad
para ensayos clinicos y experimentales en BNCT, provenian exclusivamente de
reactores nucleares de investigacion. En casi todos los casos, estas fuentes fueron
desarrolladas a partir de la modificacion y adecuacion de los canales de irradiacion
en los reactores pre-existentes, con unos pocos proyectos de nuevos reactores que
contemplan fuentes desde el disefio (IAEA-TECDOC-1223 2001). En la Tabla 1.2 se
listan los reactores de investigacibn que cuentan con facilidades clinicas o
experimentales para la aplicacion de BNCT, segun registro de la Agencia
Internacional de Energia Atémica (IAEA). Cabe aclarar que actualmente, no todas

estas instalaciones mantienen activos proyectos relacionados con BNCT.
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Tabla 1.2 Listado de reactores nucleares de investigacién que cuentan con fuentes
de neutrones para la aplicacion clinica o la investigacion en BNCT (Adaptado de http://www-
naweb.iaea.org/napc/physics/research_reactors/database/RR%20Data%20Base/datasets/uti

lization/b_neutroncap_ther_list.html).

Reactores que cuentan con facilidades para BNCT
, . Potencia Afno
Pais Nombre reactor | Tipo térmica [kW] | criticidad
. RA-1 ENRICO

Argentina FERMI TANK 40 1958
Argentina RA-6 POOL 1000 1982
Argentina RA-3 POOL 10000 1968
Brazil IEA-R1 POOL 5000 1957
CzechRepublic LVR-15 REZ TANK WWR 10000 1957
Finland FIR-1 TRIGA MARK I 250 1962
Germany BER-II POOL 10000 1973
Germany FRM I POOL 20000 2004

NUCL.
Hungary TRAINING POOL 100 1971

REACTOR

LENA, TRIGA Il
Italy PAVIA TRIGA MARK I 250 1965
Italy RSV TAPIRO FAST SOURCE |5 1971
Japan JRR-4 POOL 3500 1965
Japan KUR TANK 5000 1964
Kazakhstan XVTV)’\R'K ALMA | booL 6000 1967
Netherlands HFR TANK IN POOL | 45000 1961
Russian Federation IRT POOL, IRT 2500 1967
Russian Federation IRT-T POOL, IRT 6000 1967
Russian Federation | RBT-10/2 POOL 7000 1984
Taiwan, China THOR TRIGA CONV 1000 1961
United States of MURR POOL, PWR 10000 1966
America
United States of WSUR TRIGACONV | 1000 1961
America
United States of MITR-Il MASS.
America INST. TECH. TANK 4900 1958

En general, los haces de neutrones disponibles basados en reactores no son
mono-energeticos y contienen una mezcla de radiaciones: neutrones (térmicos,
epitérmicos, rapidos) y rayos gamma. Si bien los neutrones epitérmicos no son de
interés directo para producir la reaccién de captura con el '°B, estos se “termalizan”,
es decir, disminuyen su energia a medida que penetran en el tejido irradiado,
alcanzando un pico térmico a 3-6 cm de profundidad. De esta forma, pueden ser
Utiles para el tratamiento de tumores en profundidad, y muchas fuentes basan su

disefio en esta caracteristica. A diferencia de los neutrones epitérmicos, los
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neutrones térmicos no son capaces de alcanzar gran profundidad en los tejidos.
Considerando un haz de neutrones térmicos, el flujo incidente se reduce
aproximadamente al 50% a los 2,5 cm (Sweet et al. 1960). Por lo tanto, un haz de
neutrones térmicos puro es util si la terapia del BNCT se aplica a lesiones

superficiales o poco profundas.

Hasta ahora se ha demostrado que las facilidades basadas en reactores,
poseen fuentes de alta intensidad y calidad adecuada para la aplicacién clinica del
BNCT (Harling 2009). Sin embargo, el uso de reactores nucleares presenta una serie
de desventajas: la mayoria de los reactores se encuentran alejados de los hospitales
y, en general, fueron diseflados o son utilizados para otras aplicaciones. A su vez,
son maquinas complejas, costosas y con requerimientos bajo normativas especiales
para su manejo seguro, que requieren numeroso personal calificado destinado
exclusivamente para su operacién y mantenimiento. Cabe mencionar que hace
algunos anos, fue desarrollado en China un reactor disefado especificamente para
Terapia por Captura Neutrénica y estd basado en un disefio seguro y de bajo costo,
especialmente adecuado para ser instalado dentro de un hospital o en éareas
urbanas populares (Barth 2012). Si bien el reactor se llegbé a poner en marcha (Li et
al. 2013), hasta el momento no se reportaron casos de aplicaciones de BNCT con
esta nueva facilidad.

Debido a las limitaciones que presentan los reactores, en varios lugares del
mundo se pusieron en marcha proyectos de desarrollo de fuentes de neutrones
basadas en aceleradores, que a futuro puedan ser emplazadas en hospitales o sus
cercanias (por ejemplo ver Kreiner et al. 2011). Los aceleradores serian fuentes mas
sencillas de licenciar que los reactores dentro de un hospital, y los disefios serian
mas compactos y menos costosos que los reactores. El mayor desafio para estos
proyectos, es lograr una mayor intensidad con estas fuentes, para alcanzar el
rendimiento de las mejores fuentes basadas en reactores y satisfacer las potenciales
necesidades clinicas en BNCT (Harling 2009).

Actualmente, los paises que se encuentran involucrados en el desarrollo de
aceleradores son: Argentina (Kreiner et al. 2011, Cartelli et al. 2014), Inglaterra
(Green 1998), ltalia (Ceballos et al. 2010, Pisent et al. 2014), Israel (Halfon et al.
2010), Rusia (Aleynik et al. 2010, Kononov et al. 2010) y Japdén (Mitsumoto et al.
2010, Kumada et al. 2011, Yoshioka at al. 2014).
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En particular, en el ano 2012, se puso en marcha el primer acelerador
dedicado a BNCT en el centro de investigacion de la Universidad de Kyoto, Japon
(University Research Reactor Institute (KURRI)) (Figura 1.17). Actualmente se
encuentran en marcha los primeros tratamientos clinicos con el uso de este tipo de
fuente y se esperan los primeros reportes sobre los mismos. Este es un hecho de
relevancia para la comunidad mundial de BNCT, ya que demuestra la factibilidad de

utilizacion de esta nueva tecnologia.

Figura 1.17 Esquema de una fuente de neutrones basada en un acelerador (tipo
ciclotrén). Adaptado de una publicacién de la Sociedad para la Promocién e Investigacion en
BNCT de Japon.
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Paralelamente, en ltalia se desarroll6 un foto-convertidor para generar
neutrones que se adaptd a un acelerador lineal de fotones (Linac) en un servicio de
radioterapia convencional. Se encuentran en marcha ensayos biol6gicos a nivel
experimental con esta fuente, llevados a cabo enteramente en un ambito hospitalario
(Vidali 2009).

Si el BNCT alcanza una aceptacion general como tratamiento oncoldgico de
rutina, sera necesario disponer de facilidades de irradiacibn ubicadas en las
cercanias de los centros hospitalarios. De acuerdo al contexto actual, las futuras
fuentes de neutrones de estas facilidades estaran basadas en tecnologia de
aceleradores, lo que resalta la importancia de contar con proyectos propios en esta
materia y la necesidad de realizar estudios radiobiologicos con aceleradores.

1.7.4 Dosimetria en BNCT

La radiacion entregada en BNCT se compone de un campo mixto complejo que

involucra radiacion de alto y bajo LET, que depende de las caracteristicas
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espectrales y espaciales de la fuente de neutrones incidente, asi como de la
geometria y la composicion elemental del blanco de interés que se irradia. Con el
propésito de describir la dosimetria en BNCT, el campo de radiaciéon generalmente
se divide en cuatro componentes primarios: componente boro, neutrones

térmicos, neutrones rapidos y fotones (Goorley et al. 2002).

La componente de principal interés es la dosis boro que se genera por el
deposito de energia que llevan los productos de la reaccion '°B(n,a)’Li, descripta
anteriormente (particulas alfa de 1,47 MeV, rango 9 um, LET: 196 keV/um y
particulas de Litio de 0,84 MeV, rango 5 um, LET: 162 keV/um).

Sin embargo, la interacciébn de los neutrones con los ndcleos de otros
elementos presentes en el tejido, inevitablemente entregaran una dosis de fondo®.
Cabe destacar que la dosis de fondo es una componente no especifica que
afectara tanto al tumor como a otros tejidos irradiados. Considerando las
concentraciones de los diferentes elementos que componen los tejidos del
organismo y las secciones eficaces para reacciones con neutrones de diferentes
energias, solo contribuyen de manera significativa a la dosis de fondo las reacciones

asociadas con el nitrégeno y el hidrégeno'.

La dosis debida a neutrones térmicos proviene principalmente de la
reaccion de captura “*N(n,p)'*C, por la cual protones de alto LET depositan la
energia con la que son producidos (590 keV) en el tejido donde se generan. La dosis
asociada a esta componente varia segun la composicion de nitrdgeno presente en el
medio que, en general, se encuentra en un rango de entre 3y 6 % peso en peso (%
p/p), dependiendo del tipo de tejido o tumor.

La dosis por neutrones rapidos (de energia cinética mayor que 10 keV) se
genera por la energia depositada en el tejido por protones “recoil” generados en la
reaccion 'H(n,n")p de colisién elastica con los ndcleos de hidrégeno. La composicion
de hidrégeno en los tejidos es aproximadamente del 10% p/p, salvo en algunos

casos como el hueso en que es del 7% p/p.

® Las secciones eficaces y la composicion elemental de los diferentes tejidos, en general estan
determinadas y se encuentran disponibles en bibliografia, como por ejemplo, los reportes publicados
por la Comisién Internacional de Unidades y Medidas sobre Radiacién (ICRU, International
Commission on Radiation Units and Measurements).
" La contribucion debida a reacciones de neutrones térmicos con otros elementos presentes en un
tejido biolégico en cantidades considerables (por ejemplo: '“C, O, Na, °*'P, S, Cl, Ca), son
despreciables frente a la contribucion de las reacciones con el *N'y el H.

59



La dosis por fotones tiene dos contribuciones: una debida a la componente
gamma de la fuente de neutrones (p/ ej. nucleo del reactor) y otra debida a los
rayos gamma (de 2,2 MeV de energia) producidos por la reaccion de captura de
neutrones térmicos en el hidrégeno presente en los tejidos (reaccion 'H(n,y) 2H).
En este trabajo, para el calculo dosimétrico, ambas componentes de rayos gamma

se consideran juntas.

Analizando estas cuatro componentes de dosis en conjunto, resulta claro que
la ventaja terapéutica (dosis al tumor/dosis a las células normales) que se puede
lograr con la técnica de BNCT, dependera en gran medida de la acumulacién
preferencial de compuestos borados en el tumor, y/o de su micro-localizacién, asi
como de la efectividad biolégica diferencial de la componente boro de alto LET, ya
que las otras componentes de dosis estaran presentes en tumor y tejido normal en
magnitudes similares y constituyen lo que se denomina dosis de fondo.

1.7.4.1 Consideraciones basicas para la estimacion de dosis equivalente

Para la planificacién de un tratamiento en BNCT habitualmente se asume que
las diferentes componentes de dosis actuan de forma independiente entre si, y en
general la dosis total equivalente a fotones de referencia o dosis pesada (Dw) se
describe segun la ecuacién:

Dw = D,x DRF + Dr x RBEF + Dn x RBEN + De x CBE

donde Dy es la dosis absorbida debida a rayos-y, DRF es un factor de reduccién
para rayos-y que depende de la tasa de dosis asociada a esta componente?; De es la
dosis absorbida debida a protones recoil generados en la reaccién 'H(n,n")p con
neutrones rapidos; Dy es la dosis absorbida debida a protones por la reaccién
"N(n,p)'*C con neutrones térmicos; Dg la dosis asociada a la reaccién con '°B; y
RBEr, RBEN y CBE son los factores experimentales de eficiencia biologica relativa

9 El efecto de la tasa de dosis de radiaciéon de bajo-LET es debido a la reparacion en el tiempo del
dano subletal sobre el ADN. Para tiempos prolongados de exposicion a bajas tasas de dosis de
rayos-y, la efectividad biolégica decrece en comparacién con dosis de rayos-y entregados a 1 Gy/min
o mas (radiacién de referencia en radioterapia). Por ejemplo, considerando una supervivencia celular
del 1% en un ensayo clonogénico, el DRF (Dose Reduction Factor) para un efecto equivalente seria
<0.7 para tasa de dosis <0.16 Gy/min, representativa de fuentes de neutrones utilizadas en BNCT
(DRF = cociente de dosis necesarias para producir el mismo efecto con rayos-y a alta y baja tasa de
dosis). Cuando los tiempos de exposicion son suficientemente cortos (< 10 min), como ocurre en
varios estudios radiobiolégicos de BNCT con fuentes de neutrones térmicos, los efectos de la
reparacion del dafo subletal pueden ser considerados suficientemente pequefios e ignorados (DRF =
1) (Hopewell et al. 2012).
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(RBE) utilizados para convertir las dosis absorbidas [Gy] de cada componente a
dosis fotdn-equivalente (Dw, [Gy-eq]) (Kiger et al. 2008, Hopewell et al. 2012). En
particular, los factores CBE (compound biological effectiveness) son utilizados
como una alternativa de los factores RBE para la evaluacion de la componente boro
de la dosis absorbida por BNCT, debido a que diferentes compuestos borados, o
incluso el mismo compuesto, pueden tener distintos efectos en diferentes tejidos,
debido a variaciones en la micro-distribucion de los compuestos o caracteristicas
morfolégicas de las células blanco (Suzuki et al. 2000, 2007). EI CBE es un factor
que considera el RBE de las particulas alfa y los iones ‘Li, junto con la micro-
distribucién del compuesto portador de '°B en un tejido particular. Dado el corto
alcance de estas particulas en un tejido (9 um y 5 um, respectivamente), el efecto
biolégico de la deposicibn de energia depende en forma critica tanto de la
localizacion absoluta "integral" como de la microscopica del boro en los tejidos y
células. Por ejemplo, la energia de las reacciones de captura neutrénica con el °B
que ocurran en el lumen de un vaso sanguineo puede ser disipada en el volumen

sanguineo y, de cierta forma, "desperdiciada" (Hopewell et al. 2012).

1.7.4.2 Requisitos futuros para una mejor comparacion de dosis

El método de estimacion de dosis equivalente descrito en el apartado anterior,
tradicionalmente utilizado en la busqueda de relacionar los efectos observados en un
protocolo clinico de BNCT con los correspondientes resultados obtenidos con terapia
con fotones, esta siendo discutido y revisado. Los factores RBE en general son
utilizados como factores fijos de conversion, independientes de la dosis y de la tasa
de dosis suministrada, requisitos que no siempre se cumplen (Gonzélez y Santa
Cruz 2012). En general, tampoco se considera que los factores RBE pueden
depender del espectro neutronico de la fuente utilizada (Horiguchi et al. 2015). De
esta forma, es fundamental resaltar que el uso correcto de factores RBE/CBE para la
estimacién de dosis foton-equivalente, requiere que estos factores se establezcan
bajo condiciones experimentales o mas cercanas posibles a un escenario clinico
que se quiere representar (Hopewell et al. 2012). En general estos factores fijos se
aceptan como simples numeros, derivados de diferentes estudios, sistemas
biolégicos y criterios de valoracion (end-points). Muchas veces se observa el uso de
factores obtenidos para un escenario de tratamiento que luego se extrapolan a un
contexto completamente diferente (por ejemplo, factores RBE calculados en un
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modelo de glioblastoma para un determinado compuesto borado, utilizados para el
calculo de dosis equivalente en otros tejidos tratados con el mismo compuesto). Tal
vez la objecién mas importante que se le atribuye al procedimiento de usar estos
factores como numeros fijos, sea que los mismos dependen no solo de la dosis (o el
end-point considerado) sino también de la tasa de dosis (Gonzélez y Santa Cruz
2012). Sin embargo, es importante destacar que los valores de RBE fijos como
multiplicadores se utilizan en la presentacion de informes de dosis isoefectiva en
terapia de haz de iones, a pesar de que cambian con la profundidad (Gonzélez y
Santa Cruz 2012).

Como se menciond previamente, en la practica de rutina de BNCT se asume
que las diferentes componentes de dosis de un campo mixto de radiaciéon actian en
forma independiente entre si. Sin embargo, solo un incremento relativamente
pequefo en la efectividad biolégica de los rayos-y, cuando son suministrados en
combinacién con radiacién de alto-LET, y se comparan con un tratamiento con solo
rayos-y, puede reducir significativamente los aparentes RBE/CBE de las
componentes de alto-LET de ese campo mixto de radiaciéon. Aunque la potencial
interaccion entre radiaciones de alto- y bajo-LET resulta de considerable
importancia, no ha sido estudiada extensamente, ni directamente investigada en
relacion a BNCT (Hopewell et al. 2012). En este sentido, la posible existencia de
efectos sinérgicos se opone a la generalmente asumida accion independiente de las
diferentes radiaciones. De esta forma, la aplicacidn sin restricciones de los factores
de RBE fijos derivados de cada radiacion considerada en forma independiente,
puede conducir a resultados incorrectos (Gonzalez y Santa Cruz, 2012).

En este contexto, Gonzalez y Santa Cruz propusieron un formalismo para el
célculo de la dosis isoefectiva (IsoE) como alternativa diferente al tradicional
calculo de dosis "equivalente a fotones o pesada". En este trabajo, el formalismo
considera la reparacion de primer orden de las lesiones subletales por medio del
factor generalizado de Lea-Catcheside en el modelo lineal cuadratico modificado, y
también considera el sinergismo de las interacciones entre las diferentes
radiaciones. La propuesta parte de conocimientos basicos ampliamente aceptados
en la materia, y se presenta como un enfoque mas realista que esencialmente
explota toda la informacién experimental disponible a partir de experimentos
biolégicos, a la vez que se presenta como una alternativa de uso simple que puede
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ser incluida en los sistemas de planificacion de tratamientos utilizados comiunmente
en BNCT (Gonzalez y Santa Cruz, 2012).

Recientemente, Horiguchi et al. también propusieron un método para la
estimacién de la eficacia biologica relativa para las componentes de BNCT utilizando
una funcién microdosimetrica acoplada a un cédigo de simulacion de transporte de
particulas (PHTS, en inglés), como otra opcién util para la estimacién de la dosis
biolégica en la planificacion de tratamientos de BNCT (Horiguchi et al. 2015).

1.7.5 Resumen sobre ensayos clinicos de BNCT en el mundo

Aunque el potencial clinico de BNCT fue reconocido en la década de 1930, no
fue hasta la década de 1950 que los primeros ensayos clinicos para glioblastoma
multiforme fueron iniciados por Dr. Farr en el “Brookhaven National Laboratory”
(BNL), y por Dr. Sweet y Dr. Brownell en el “Massachusetts General Hospital’
utilizando el reactor del “Massachusetts Institute of Technology” (MIT). Los
resultados de estos primeros ensayos fueron desalentadores, culminando por ende
en el ano 1961. Posteriormente, el Dr. Slatkin analiz6 cuidadosamente estos
ensayos, atribuyendo los resultados negativos a una inadecuada selectividad de
incorporacion al tumor de los compuestos quimicos borados inorganicos que fueron
utilizados como agentes de transporte (borax y pentaborato de sodio); a una
insuficiente penetracion de los haces de neutrones térmicos en el tejido; y a las altas
concentraciones de boro en sangre que resultaron en un dafo excesivo de la

vasculatura normal del cerebro y del cuero cabelludo (Barth et al. 2005).

Los ensayos clinicos fueron reanudados con mayor éxito por el Dr. Hatanaka
en Japon en el aino 1967. El Dr. Hatanaka, discipulo del Dr. Sweet, utilizé un haz de
neutrones térmicos y el compuesto borado BSH, para el tratamiento de pacientes
con gliomas de alto grado. Por otro lado, el BPA fue usado clinicamente por primera
vez por Mishima en 1988-9 para tratar pacientes con melanomas cutaneos (Barth et
al. 2009).

Desde entonces, se realizaron y/o se encuentran en curso ensayos clinicos

de BNCT en varios paises (EE.UU., varios paises de Europa, Argentina, Taiwan y
Japén) para el tratamiento de glioblastoma multiforme, melanoma y mas
recientemente de cancer de cabeza y cuello (Chanana et al. 1999, Busse et al. 2003,
Diaz 2003, Gonzalez et al. 2004, Aiyama et al. 2011, Nakai et al. 2011,
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Kankaanranta et al. 2011, 2012, Haapaniemi et al. 2014, Wang et al. 2014, Kageji et
al. 2014, Kato et al. 2014). También se ha explorado el potencial terapéutico de
BNCT para tratar “ex—situ”, metastasis de higado multifocales, bilobulares, no
resecables quirargicamente, seguido de autotransplante total de higado (Zonta et al.
2006, Cardoso et al. 2009). Este ultimo caso sera abordado en mayor detalle en el

capitulo 3 dada la relevancia para este trabajo de tesis.

En los ultimos anos se ha evaluado la posibilidad de tratamiento de tumores
de pulmén y cavidad toracica. En Japon, se evalud la factibilidad de tratamiento con
BNCT de mesotelioma maligno pleural y se comenzaron los primeros ensayos
clinicos (Suzuki et al. 2006, 2008, 2009). Actualmente el cancer de pulmén

constituye, en KURRI (Japdn), aproximadamente un tercio de los casos tratados.

También se ha expandido la aplicacion de BNCT a varios casos clinicos a
nivel piloto para el tratamiento de cancer recurrente de mama, cancer hepatico y

gastrointestinal (Yanagie et al. 2014a, 2014b).

Dado el gran esfuerzo que conllevan las irradiaciones para BNCT y el nUmero
limitado de pacientes que cada centro clinico puede irradiar, seria relevante poder
combinar los resultados clinicos disponibles (Harling 2009). Para ello seria necesario
establecer cierta uniformidad en cuanto a los protocolos de tratamiento y los criterios
de inclusion y exclusién. Si bien se reconoce la potencial ventaja de este enfoque,
no es sencillo de implementar debido a las caracteristicas (tanto técnicas como de

contorno) propias de cada centro y de los profesionales a cargo.

A futuro, el establecimiento del BNCT como una modalidad clinica de rutina,
requerird de resultados positivos claros de estudios clinicos rigurosos con mayor
nuamero de pacientes. Es mas probable que, a corto plazo, las mejoras en los
resultados clinicos surjan de los avances en la optimizacion del direccionamiento de
los compuestos borados que de mejoras en otras tecnologias relacionadas al BNCT.
La disponibilidad de nuevas fuentes basadas en aceleradores ubicadas
estratégicamente en las cercanias de los centros hospitalarios de atencion,
seguramente conllevara un impulso y aumentara el numero de pacientes tratados y
de ensayos clinicos activos. Se espera que de esta manera sea posible realizar los
ensayos clinicos randomizados, tan necesarios para establecer fehacientemente el

valor terapéutico de BNCT versus otras modalidades terapéuticas.
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1.7.6 Proyecto BNCT en Argentina

Como toda terapia para el cancer en fase de investigacién clinica, el proyecto
BNCT dedica una parte importante de sus actividades a la investigacion aplicada y al
desarrollo tecnolégico. El actual proyecto BNCT en Argentina es un excelente
ejemplo de un programa de investigacion fuertemente interactivo, contando con
capacidad en practicamente todas las areas especificas asociadas con la tecnologia
para realizar BNCT, como ser: aceleradores, reactores, aplicaciones clinicas,
dosimetria computacional y planificacion de tratamientos, fisica médica,

microlocalizacién del boro, instrumentacién nuclear, quimica y radiobiologia.

Las diferentes areas se articulan a través de una coordinacion general,
formalmente establecida en el Departamento Coordinacion BNCT, Gerencia de
Quimica Nuclear y Ciencias de la Salud, perteneciente a la Gerencia de Area de
Aplicaciones de la Tecnologia Nuclear, CNEA y de un comité asesor, representando
a cada una de las areas tematicas, cuyos miembros pertenecen a distintos sectores
de CNEA y de ofras instituciones médicas.

Histéricamente, el proyecto BNCT en Argentina comenz6 en el ano 1999 en
un trabajo en colaboracién entre la CNEA vy el Instituto Médico Angel H. Roffo. El
proyecto contempld el desarrollo de la tecnologia, de las facilidades, y de los
estudios cientificos y meédicos para permitir la aplicacion del BNCT en seres
humanos en nuestro pais (Menendez et al. 2009). Considerando los estudios
clinicos a nivel internacional con mayores expectativas de éxito y menor riesgo de
toxicidad en 6rganos vitales, el primer caso que se consider6 como blanco para
tratamiento en Argentina fue el de melanoma maligno en extremidades. Durante los
afnos 2003 al 2007, se comenz6 con el tratamiento en fase I/ll de pacientes con esta
patologia en la facilidad de BNCT del reactor RA-6, Centro Atémico Bariloche,
demostrando la seguridad y eficacia del protocolo implementado. Los resultados
obtenidos fueron comparables a los alcanzados con otras formas de radioterapia,
pero con una toxicidad mas baja y tolerable (Gonzalez et al. 2004, Santa Cruz 2014).

Durante los arios 2008 al 2013, el reactor RA-6 fue convertido para el uso de
combustibles de uranio de bajo enriquecimiento, llevdndose a cabo cambios
mayores en el mismo, gracias a los cuales opera hoy a una mayor potencia. Durante
este periodo se mejoraron sustancialmente todas las facilidades asociadas,

incluyendo la sala de tratamiento de pacientes de BNCT (Santa Cruz 2014). Luego
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de realizar la caracterizacidbn experimental y computacional del nuevo haz de
neutrones para tratamiento, se elaboré y presenté toda la documentacion pertinente
ante la Autoridad Regulatoria Nuclear y se obtuvo la renovacién de la licencia de
operacién para usos clinicos. Recientemente, en octubre de 2015, se reinicié el
ensayo clinico de BNCT para melanoma de extremidades. Los resultados del

tratamiento del primer paciente de esta etapa se encuentran en evaluacion.

Ademds del melanoma, se vienen investigando a nivel experimental en el
proyecto de CNEA distintas patologias para las cuales BNCT se presenta como una
opcion competitiva: cancer de cabeza y cuello, recurrente o inoperable, cancer
indiferenciado de tiroides, metastasis difusas en pulmén e higado, sarcoma de
Ewing, osteosarcoma, cancer de mama de uno de los tipos mas agresivos (HER2+)
y cancer de pulmén de células no pequefas, entre otros. Nuestro grupo esta
investigando la aplicacion de BNCT en artritis reumatoidea ademéas de realizar
estudios experimentales en cancer de cabeza y cuello y metastasis difusas en
pulmén e higado (Santa Cruz 2014).

En particular, basados en el trabajo realizado en la Universidad de Pavia,
(Zonta et al. 2006), en el aino 2004 comenzaron los estudios y el desarrollo de la
facilidad de irradiacién en el reactor nuclear RA-3, que permitieran el tratamiento con
BNCT ex-situ de pacientes con metastasis en higado en Argentina (Gadan et al.
2009, Miller et al. 2009, Cardoso et al. 2009). Por su complejidad y originalidad, el
tratamiento de oOrganos mediante la irradiacion BNCT ex-situ, es decir,
extracorpdrea, es uno de los ensayos clinicos de mayor envergadura. La misma
consiste en la administracion en quiréfano del compuesto de boro, la extraccion y
transporte del érgano en condiciones de preservacion para trasplante, su irradiacion
en un reactor nuclear y el re-implante en el paciente (Santa Cruz 2014).

Asimismo, este protocolo ex-situ comenzd su etapa pre-clinica en el afo
2014, al haberse llevado a cabo en CNEA y por primera vez en el mundo la cirugia
de explante de pulmén en ovejas, transporte, irradiacion en el reactor RA-3 y
reimplante en el animal, en colaboracion con la Universidad Maiménides (Santa Cruz
2014).

La fuente de neutrones del reactor RA-3 tiene vinculacién directa con este
trabajo de tesis, por lo que se describe en detalle en las préximas secciones.
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1.8 Antecedentes de nuestro laboratorio

En el marco del proyecto BNCT impulsado por CNEA, nuestro grupo de
trabajo perteneciente a la Divisién Patologia de la Radiacion del Departamento de
Radiobiologia trabaja desde hace afos en el desarrollo de modelos animales
experimentales y el estudio de la potencialidad terapéutica del BNCT en los mismos.
Propuso por primera vez el modelo experimental de cancer bucal en la bolsa de la
mejilla del hamster para estudios de BNCT (Kreimann et al. 2001a). Demostr6 la
incorporacion de cantidades terapéuticas de los compuestos borados
borofenilalanina (BPA) (Kreimann et al. 2001a), decahidrodecaborato de sodio o GB-
10 (Naz'°B1oH10) y (GB-10 + BPA) administrados en forma combinada a los tumores
de la bolsa de la mejilla del hamster (Heber et al. 2004). En estudios de BNCT in vivo
realizados en el reactor RA-6 (CAB) se demostré que el BNCT mediado por BPA,
GB-10 y (GB-10 + BPA), indujo un control tumoral significativo sin inducir dafo en el
tejido normal. Asi, se reporté por primera vez el éxito terapéutico del BNCT en el
tratamiento de cancer bucal en un modelo experimental, demostrando la posibilidad
de una nueva aplicacion del BNCT (Kreimann et al. 2001b, Trivillin et al. 2004a,
Trivillin et al. 2006). Asimismo, el modelo ha permitido estudiar el comportamiento de
la piel, de la mucosa pre-cancerosa y de los tejidos bucales normales que pueden
resultar limitantes de la dosis. Como estudios pre-clinicos, se trataron 3 casos de
cancer espontaneo de cabeza y cuello en felinos con BNCT mediado por BPA con el
haz térmico del RA-1 ubicado en el Centro Atémico Constituyentes (CAC) y 3 casos
adicionales con el haz del RA-6 (Rao et al. 2004; Trivillin et al. 2008).

Se desarroll6 un modelo de cancer bucal en la bolsa de la mejilla del hamster
menos agresivo (modelo de pre-cancer bucal), que permite el seguimiento de los
animales, luego del tratamiento, por periodos muy prolongados (Heber et al, 2010).
Con este modelo se estudia el desarrollo de nuevos tumores sobre el campo
cancerizado luego del tratamiento con BNCT (Monti Hughes et al. 2009, Monti
Hughes et al., 2011), un aspecto de gran relevancia clinica ya que el desarrollo de
segundos tumores primarios en un tejido con cancerizacion de campo es

frecuentemente la causa del fracaso terapéutico en canceres de cabeza y cuello.

Nuestro grupo también evalué algunos aspectos del mecanismo de accion del
BNCT en los tumores (Aromando et al. 2009, 2010) y la potencialidad terapéutica de
nuevos agentes portadores de boro en el modelo de cancer bucal en la mejilla del
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hamster. En cuanto a esto ultimo, se realizaron estudios de biodistribucion de una
tetrafenil-profirina borada, lipofilica (Kreimann et al. 2003), y de los liposomas
borados MAC y MAC-TAC (Heber et al. 2012). Asimismo, se realizaron estudios de
biodistribucién con el compuesto borado BSH (Garabalino et al. 2013, 2014) que al

igual que el BPA y el GB-10 esta aprobado para su uso en humanos.

Paralelamente, se desarrollé la facilidad de irradiacion central en la
columna térmica del reactor RA-3 (FCCT) y se estaba caracterizando el campo de
radiacion de esta fuente para poder estimar los parametros dosimétricos de la
misma. El modelo experimental de cancer bucal en la bolsa de la mejilla del hamster
también se utilizé como referencia para llevar adelante los primeros estudios
radiobiolégicos in vivo utilizando esta fuente, trabajo que se desarrolla
especificamente en el capitulo 2 de esta tesis, que contribuyd posteriormente al
desarrollo de otras lineas de trabajo en el modelo de cancer bucal en el hamster.
Entre ellas se encuentran la aplicacién de BNCT Secuencial (Molinari et al. 2011), el
uso de agentes normalizadores de la vasculatura tumoral previo a la administracion
del compuesto borado (Molinari et al. 2012), la aplicacién de BNCT en el modelo de
pre-cancer bucal (Monti Hughes et al. 2009, 2011, 2013) y la aplicacion de BNCT

utilizando liposomas borados (Heber et al. 2014).

En 2007 comenzaron los primeros estudios de BNCT sobre higado normal de
rata en el RA-6, relacionados al proyecto de tratamiento de metastasis en higado en
Argentina (Cardoso et al. 2007). La continuacion de este proyecto, con la utilizacién
de un modelo de metastasis hepaticas de adenocarcinoma de colon en ratas BDIX y
estudios de BNCT in vivo, se desarrolla en el Capitulo 3 del presente trabajo.

1.9 Reactor RA-3

El Reactor RA-3 se encuentra instalado en el Centro Atémico Ezeiza (CAE),
Partido de Ezeiza, Provincia de Buenos Aires, a 33 km de la Ciudad Auténoma de
Buenos Aires.

Es un reactor del tipo tanque abierto, con elementos combustibles con uranio
enriquecido en U-235 al 20%. Utiliza como moderador y refrigerante agua liviana, y
su nucleo se encuentra reflejado por grafito. La potencia de trabajo licenciada es de
10 MW térmicos.
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La aplicacion principal del RA-3 es la producciéon en escala comercial de
radioisotopos, actividad para la cual se trabaja operando la maquina 4 dias a la
semana en forma ininterrumpida. Ademas, el reactor cuenta con cajas de irradiacion,
columna térmica, y tubos de haces neutrénicos, que permiten la experimentaciéon en
un amplio rango de temas vinculados con la investigacion basica y con aplicaciones

tecnoldgicas.

1.9.1 Columna Térmica del reactor RA-3

La columna térmica del reactor (CT) consiste en una estructura de bloques de
grafito de pureza nuclear ubicados en un sector del blindaje de concreto del reactor,
que consta de 3 secciones cuadradas escalonadas decrecientes hacia el interior del
blindaje. Luego se cierra hacia el lado del tanque del reactor penetrando su pared,
en una pieza de aluminio con forma de piramide truncada escalonada (IS-RA3-04
2010). En la Figura 1.18 se muestra una vista superior en corte parcial del nucleo y
la columna térmica a la altura del canal central de irradiacion de la misma.

Figura 1.18 Vista superior de algunos componentes del reactor. Se muestra un corte
del nacleo y la columna térmica a la altura del canal de irradiacién central.
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La columna térmica tiene por objeto disminuir la energia cinética de los
neutrones provenientes del nucleo, con el propésito de obtener un flujo termalizado

(de baja energia).

Con el objeto de permitir la entrada o salida de muestras del tunel de
irradiacién central de la columna térmica, con el reactor en marcha a plena potencia
durante la produccion de radioisétopos, se ha implementado un sistema especial de
blindajes. El conjunto de este sistema de blindajes y la cavidad central de irradiacién
se ha denominado “Facilidad de Irradiacion Central de Columna Térmica” (FCCT)

(delimitado con un circulo rojo en la Figura 1.18).

1.9.2 Facilidad de irradiacion Central de Columna Térmica

Como se mencioné anteriormente, la FCCT se encuentra vinculada
fuertemente al proyecto de investigacién sobre BNCT, y se diseié con el objetivo
principal del tratamiento clinico ex-situ de metastasis en higado derivadas de
carcinoma de colon (ver apartado 1.7.6). Una vez construida y caracterizada, se la
consider6 adecuada para su utilizacion en estudios radiobiol6gicos de BNCT asi
como para la irradiacién de otro tipo de blancos. En la Figura 1.19 se muestra un
dibujo en corte transversal con referencia a algunas de las partes fundamentales de
la FCCT y su ubicacién con respecto al nacleo del reactor.

La FCCT es basicamente un sistema de irradiacion que incluye el canal
central de la CT y un dispositivo de blindajes fijos y méviles que permiten el ingreso y
egreso de muestras en la misma con el reactor operando a plena potencia. El
sistema de blindajes consiste en una estructura de hierro unida a la puerta de la
columna térmica del reactor que sostiene un blindaje de plomo rodeando un tubo de
seccidn rectangular por donde se desplaza un par de bandejas yuxtapuestas.

La bandeja de adelante (stringer) es de zircaloy 4, material de baja activacién
neutrénica, se encuentra preparada para poder desplazar la muestra dentro del
canal central de la columna térmica, y se comanda por un cafo de traccidbn/empuje

también de zircaloy 4 (Figura 1.20).

En su extremo mas cercano al nucleo, la bandeja posee un primer bloque de
10 cm de espesor de bismuto con las dimensiones maximas para el ingreso en el
canal, colocado con el objetivo de agregar un blindaje gamma extra en la posicién de

irradiacion (Figura 1.20). Pegado a este bloque de bismuto se encuentra la cavidad
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para contener la muestra a ser irradiada, blindada por debajo por otro bloque de
bismuto de 3 cm de alto, que ocupa la superficie de la cavidad de la muestra. Esta
base de bismuto posee dos funciones principales. Por un lado, blindar la radiacién
gamma que ingresa a la cavidad porta muestras desde el plano inferior. Por otro,
mantener separado el bloque de bismuto de los bloques de grafito de manera de
evitar una posible compresion de la muestra durante el movimiento de la bandeja
(Crawley y Gadan 2007).

Figura 1.19 Dibujo en vista lateral de la FCCT en corte a la altura del canal de
irradiacion. En este esquema la bandeja porta-muestras se encuentra en posicion de
irradiacion “a tope”, es decir, la posicion mas cercana al nucleo que se puede alcanzar

dentro del canal.
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Actualmente la FCCT permite la irradiacion de muestras de diferentes
geometrias, siendo el volumen méximo de la cavidad porta muestras de 200 mm de
largo x 140 mm de ancho x 110 mm de alto. Detras de la cavidad porta muestras, la
bandeja esta preparada para contener una serie bloques de grafito (los grafitos son
removibles de acuerdo a las necesidades de cada irradiacién) (Figura 1.20). Los

blogues de grafito estan ubicados en el otro extremo de la bandeja para que en
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posicién de irradiacién aumente la homogeneidad y la isotropia del flujo neutrénico

por reflexion de los neutrones en el grafito (Crawley y Gadan 2007).

Figura 1.20 Detalle de la bandeja porta muestras, los blindajes de bismuto
adicionales y los grafitos. La configuracién de bloques de grafito es variable y se define
segun las necesidades de cada experiencia (Langan 2006).
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La colocacion de la muestra a irradiar en la bandeja se realiza a través de la
apertura de una puerta blindaje de plomo (Figura 1.21).

Figura 1.21 Puerta blindaje de acceso a la cavidad porta muestras. Esta se desplaza

lateralmente para introducir o extraer las muestras de dicha cavidad.

Dentro de la columna térmica las muestras se exponen a un campo cuasi
isotropico de neutrones térmicos; y a un campo de radiacidon gamma conformado por
una componente proveniente directamente del nucleo del reactor y otra producto de
la activacion de los materiales estructurales de la columna o de la misma muestra

que se expone al flujo de neutrones. La componente de neutrones de otras energias
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es practicamente despreciable (al menos 3 6rdenes de magnitud menor) (Miller et al.
2009).

El flujo térmico medio en aire que se puede obtener para una de estas cajas
colocadas en el fondo del canal (posicién “a tope”), es del orden de 1 x 10'° n/cm?s
(Miller et al. 2009). La tasa de dosis gamma en aire en la misma posicion

actualmente es del orden de 8 Gy/h (chequear valor actual).

1.10 Hipotesis de trabajo

La aplicacion de la captura neutrénica en boro es una alternativa de
tratamiento para ciertos tipos de cancer bucal y metastasis de higado, y los estudios
radiobiol6gicos contribuyen a optimizar su eficacia terapéutica, reducir su
radiotoxicidad, diseflar nuevos protocolos de tratamiento eficaces y seguros, y
explorar su posible aplicacion a otras patologias.

De esta idea general de trabajo se desprenden las siguientes hipotesis
especificas de trabajo que se abordan en los siguientes capitulos:

e La facilidad de irradiacion de la columna térmica del reactor RA-3 es una
fuente de neutrones adecuada para la realizacion de estudios
radiobiolégicos de BNCT, siendo estratégicamente util debido a su
proximidad con los centros de investigacion donde se llevan adelante las
lineas de trabajo. La adaptacién de esta facilidad para su utilizacién con
los diferentes modelos animales de estudio que se usan actualmente y la
realizacion de estudios comparativos en el modelo de cancer bucal en
hamster en la misma, servirian para el desarrollo y avance de nuevas

lineas de investigacion.

e EI BPA-BNCT podria ser un tratamiento eficaz para casos de metéstasis
multifocales, difusas e irresecables derivadas de adenocarcinoma primario
de colon. Si bien existen algunos casos de aplicacion de este tratamiento
para este tipo de patologia, la informacion a nivel experimental es escasa.
El estudio sistematico en un modelo experimental seria util para obtener
informacién que sirva para optimizar la técnica y evaluar la factibilidad de

una futura aplicacion clinica.
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Capitulo 2

2 Aplicacion de BNCT al tratamiento de cancer bucal
experimental en la facilidad de irradiacion central de la
columna térmica del reactor RA-3

2.1 Tratamiento clinico de tumores de cabeza y cuello por
BNCT

En general, el tratamiento que se aplica al cancer avanzado de cabeza y
cuello consiste en cirugia y radiacion, administrado con o sin quimioterapia. Estos
tratamientos son bastante agresivos, se aplican en forma local y combinada, y se
justifican debido al mal pronéstico de la enfermedad recurrente. Lamentablemente,
la tasa reportada de recurrencia local seguida de este tipo de tratamiento localizado
es del 20-57 % (Suzuki et al. 2014). Es decir, existen pocas opciones terapéuticas,
ademas de la quimioterapia paliativa, para aquellos pacientes con canceres de
cabeza y cuello inoperables y que recurren post-tratamiento (Kankaanranta et al.
2007). En los ultimos afos se comenzaron a aplicar formas de re-irradiacion
mediante técnicas de radioterapia por intensidad modulada y radioterapia
estereotactica, para casos de cancer de cabeza y cuello previamente irradiado
(Suzuki et al. 2014). En el caso de tumores primarios de células escamosas de
cabeza y cuello, la opciébn de tratamiento mediante cirugia resulta usualmente
mutilante y la sobrevida a 5 afos en el caso de tumores avanzados es pobre
(Kastenbauer y Wollenberg 1999). En este marco, BNCT podria ofrecer una opcién

terapéutica con preservacion de los tejidos.

El grupo de Kato, en Japdén, reporté el tratamiento con BNCT de 6 pacientes
de los cuales 3 tenian carcinomas de células escamosas, 2 presentaban sarcomas,
y uno un tumor de parétida (Kato et al. 2004, Suzuki et al. 2014). Todos recibieron
terapia estandar y desarrollaron tumores recurrentes sin opciones de tratamiento.
Luego, los 6 pacientes recibieron una aplicacion de BNCT utlizando una
combinacién de los compuestos BSH y BPA (i.v.). El paciente con tumor de paroétida,
que recibié un segundo tratamiento luego de 1 mes, tuvo la mejor respuesta con un
63% de reduccidn del volumen tumoral a 1 mes y 94% a 1 afio luego del segundo
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tratamiento, sin evidencia de recidivas. El resto de los 5 pacientes mostraron
respuestas con un rango de 10% a 27% de reduccién del volumen tumoral con una
mejora en el estado clinico. En el afio 2006, también en Japoén, un nuevo estudio de
BNCT en un paciente con un tumor glandular sub-mandibular recurrente, demostré

regresién completa (Aihara et al. 2006).

En el ano 2007, el grupo finlandés (Kankaanranta et al. 2007) publicé un
estudio realizado en 12 pacientes, con cancer de cabeza y cuello inoperable,
recurrente y avanzado. Estos pacientes ya habian recibido tratamientos como cirugia
y radioterapia. Se les administr6 BPA-F, 400 mg/kg i.v. y, de los 12 pacientes, 10
recibieron 2 aplicaciones de BNCT, y 2 pacientes recibieron una unica aplicacién. El
83% respondié a BNCT, y el 17% restante tuvo una estabilizacién en el crecimiento
del tumor por 5,5 a 7,6 meses. La duracién media de respuesta fue de 12,1 meses.
Los efectos adversos mas comunes fueron mucositis, fatiga y dolor local, con dos

pacientes que sufrieron efectos adversos tardios.

Recientemente, Suzuki y col. realizaron un estudio retrospectivo sobre los
resultados obtenidos de tratamientos de BNCT para cancer avanzado irresecable o
recurrente de cabeza y cuello realizados en Japoén entre los afios 2001 y 2007 (87
procedimientos de BNCT (BPA+BSH o solo BPA) sobre una cohorte de 62
pacientes, con rango de seguimiento de 0,7- 40,8 meses (mediana 18,7 meses)). La
tasa de respuesta total fue 58 % dentro de los 6 meses luego del tratamiento con
BNCT y la tasa de sobrevida total a 1 y 2 anos fue de 43,1% y 24,2%,
respectivamente. Los mayores grados (3 6 4) de toxicidad aguda alcanzados fueron
hiperamilasemia (38,6%), fatiga (6,5%), mucositis/estomatitis (9,7%), y dolor (9,7%),
siendo manejable en todos los casos observados. Se registraron 3 casos de
pacientes que murieron por toxicidad relacionada con el tratamiento, con el patrén
comun de que se produjo hemorragia de la arteria carétida, lo que marca la
sensibilidad y el cuidado particular que se debe considerar para este tejido (Suzuki
et al. 2014).

Actualmente, se sigue evaluando el potencial de BNCT para el tratamiento de
tumores de cabeza y cuello (Kankaanranta et al. 2012). Nuevos grupos de trabajo
persiguen el mismo objetivo, tal es el caso del nuevo grupo de investigacion en
Taiwan (Wang et al. 2011). En el marco del reciente 2° Taller Internacional sobre
BNCT realizado en Kyoto, Japén (diciembre de 2014), se puso en conocimiento de
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la comunidad cientifica, que mas alla de los 235 tratamientos de distintos tipos de
cancer que se vienen realizando entre los afios 2010 y 2014 en el reactor de la
Universidad de Kyoto (KUR), desde el ano 2012 se comenzaron los tratamientos con

el acelerador para BNCT construido en la misma universidad.

De esta forma, a nivel internacional se observa un creciente interés en
profundizar las investigaciones sobre la eficacia y seguridad de la aplicacién BNCT

para cancer avanzado o recurrente de cabeza y cuello.

2.2 Antecedentes del trabajo

A nivel experimental, los estudios iniciales de BNCT con el modelo de cancer
bucal de la bolsa de la mejilla del hamster realizados en nuestro laboratorio en el
reactor RA-6 (Kreimann et al. 2001a), precedieron a los ensayos clinicos de BNCT
para tumores de cabeza y cuello en Japon (Kato et al. 2004) y mas recientemente en
Finlandia (Kankaanranta et al. 2007, 2012). El estudio sobre sistemas
experimentales es muy Util para contribuir a la comprension de los diferentes efectos,
tratando de potenciarlos o disminuirlos segun sean beneficiosos o téxicos
respectivamente, principalmente en la etapa de evaluacion pre-clinica de un

tratamiento.

Por otro lado, si se implementa una nueva fuente de neutrones para BNCT,
resulta de interés llevar adelante estudios radiobiologicos a nivel experimental con el
fin de caracterizar la misma y ampliar su utilidad. En este sentido, debido a la puesta
en funcionamiento de la FCCT del reactor RA-3, surge la idea de llevar adelante los
primeros estudios radiobiologicos in vivo utilizando el modelo cancer bucal de la
bolsa de la mejilla del hamster. Los resultados obtenidos servirian de referencia y
podrian ser comparados con los resultados previos de experiencias similares
realizadas con otras fuentes en nuestro pais. A partir de este trabajo comparativo,
que forma parte de esta tesis, se iniciaron diferentes lineas de investigacién en el
RA-3 en este y otros modelos experimentales que actualmente siguen en marcha
(Aromando et al. 2010, Molinari et al. 2011, Monti Hughes et al. 2011, Pozzi et al.
2012). Los estudios en uno de estos modelos (modelo de metastasis hepaticas en

ratas BDIX) también forman parte de esta tesis.

Considerando que no se puede evitar la irradiacion de cuerpo entero del

animal dentro de la FCCT, para llevar adelante estudios en el modelo de cancer
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bucal en la bolsa de la mejilla del hamster utilizando esta fuente, era previsible la
necesidad de construir un blindaje de neutrones térmicos, con el fin de irradiar la
bolsa de la mejilla cancerizada evertida, minimizando las dosis en el resto del cuerpo
del animal. Una aplicacién similar habia sido considerada para estudios anteriores
de nuestro laboratorio utilizando la fuente de neutrones de la columna térmica del

reactor RA-1.

2.3 Consideraciones generales sobre el modelo biologico
a estudiar

Se emplean tres tipos de modelos de cancer bucal en investigacion basica y
aplicada. El primero consiste en tumores espontdneos, como los carcinomas de
células escamosas auriculares en ovejas. El segundo corresponde a tumores
inducidos por la topicacién con carcin6genos quimicos, como la induccién por
topicacién con 4-nitroquinolina-1-oxido en ratén o rata o el carcinoma bucal en la
bolsa de la mejilla del hamster, inducido por 9,10-dimetil-1,2-benzantraceno (DMBA)
(Monti Hughes 2012). El tercer modelo resulta de la inoculacién de células de linea
de cancer de cabeza y cuello humano en ratones inmunodeprimidos, dando origen a
tumores xeno-transplantados subcutaneos y ortotépicos (Cheny Lin 2010).

Entre los mencionados, el modelo de cancer bucal ideal seria aquel que
ocurriera espontaneamente. Sin embargo, los carcinomas de células escamosas
bucales espontaneos son muy raros tanto en animales domésticos como de
laboratorio (Chen y Lin 2010). El uso de modelos animales inducidos por
carcindégenos, en cambio, resulta necesario dado que los agentes quimicos parecen
ser el factor etiologico dominante en varias areas de la cabeza y cuello incluyendo la
cavidad bucal (Vairaktaris et al. 2008). Uno de los mejores modelos caracterizados y
aceptado mundialmente para el estudio del carcinoma bucal de células escamosas,
es el modelo de cancer bucal de la bolsa de la mejilla del hamster sirio dorado
(Mesocricetus auratus), dado que recapitula los eventos secuenciales principales
involucrados en el desarrollo del cancer y precancer bucal humano (Vairaktaris et al.
2008, Cheny Lin 2010).

Anatémicamente, las bolsas bilaterales (una de cada lado de la boca) se
encuentran debajo de los musculos de la mejilla, abiertas hacia el interior de la boca,

extendiéndose hacia atras de la cavidad bucal, no mas atrds de la faringe.
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Histolégicamente, estdn compuestas por una capa de células escamosas delgada
(3-4 capas) con una leve queratinizacion, un tejido conectivo subyacente y capa
muscular. La bolsa de la mejilla del hamster es anatémicamente similar a un
“pbolsillo” en el espesor de cada mejilla. Resulta de facil acceso, permitiendo asi su
topicacién con diferentes sustancias tales como los carcinbdgenos quimicos, sin
necesidad de anestesiar el animal (Figura 2.1). Asimismo, las bolsas pueden ser
extendidas facilmente para ser irradiadas localmente y evertidas para realizar el
seguimiento macroscépico del comportamiento de los tejidos (Figura 2.1). A su vez,
se pueden correlacionar los parametros macroscoépicos de evaluacién con estudios
histopatoldgicos de tomas de biopsias 0 de muestras de tejido obtenidas luego del
sacrificio del animal.

Figura 2.1 Bolsa normal de la mejilla del hdmster extendida (A), evertida para su
observacién (B). (C): Topicacion con carcinégeno quimico. (D): Ejemplo representativo de
una bolsa de la mejilla del hamster con tumor exofitico (flecha) rodeado de tejido
precanceroso 0 tejido con lesiones potencialmente malignas (PMD), inducido por el
protocolo de cancerizacion clésico (aplicacion de DMBA en aceite mineral 0,5%, 2-3 veces
por semana, durante 12 semanas). Se observa un aumento en la vascularizacién y

vasodilatacién en el tejido circundante al tumor.
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2.3.1 Ventajas y desventajas del modelo

Las mayores ventajas de este modelo son la similitud entre la mucosa bucal
de la bolsa del hamster y la mucosa bucal humana queratinizada, la ausencia de
tumores espontaneos, la susceptibilidad a productos de sintesis tales como las
hormonas, micronutrientes, entre otros (Vairaktaris et al. 2008). A su vez, permite el
estudio del tejido con lesiones potencialmente malignas alrededor del tumor, tejido
con alta relevancia clinica dado el fenémeno de la cancerizacibn de campo, a
diferencia de aquellos modelos de implantacion de células malignas en tejido normal
(Trivillin et al. 2006, Monti Hughes 2012). La localizacién de los tumores que se
desarrollan en la bolsa correlaciona con la de los fumadores de tabaco, asi como
también con el lugar donde la nuez de betel se mantiene por horas prolongadas
(Nagini et al. 2009). A nivel molecular, el carcinoma bucal de células escamosas en
humanos y en hamster también se correlacionan, caracterizdndose por un aumento
en la proliferacion celular y reduccion en la apoptosis (Nagini et al. 2009).

En cuanto a las desventajas del modelo, resulta importante destacar la labor
intensiva y extensa respecto al manejo del animal y el carcindgeno. De acuerdo con
el protocolo experimental estandar, el animal necesita recibir el tratamiento con
DMBA varias veces, al menos 36 a 42 veces, para inducir el desarrollo tumoral
(Monti Hughes 2012). Este tratamiento con el carcinégeno podria causar desordenes
hepaticos como el aumento en la oxidacién de lipidos y proteinas, asociado a
deficiencias en los mecanismos de defensa antioxidante, contribuyendo al
desmejoramiento del animal (Letchoumy et al. 2006). Ademas, las alteraciones
cromosomicas de los carcinomas de la bolsa de la mejilla del hamster aparentan ser
diferentes a las de los carcinomas de células escamosas de la mucosa bucal
humana. Por ultimo, la mayoria de los investigadores concuerdan que los
carcinomas inducidos en el modelo de cancer de la bolsa de la mejilla del hamster
usualmente no producen metastasis en los ganglios linfaticos cervicales, y las
metastasis lejanas aun son mas improbables, no resultando util para el estudio de

metastasis locoregionales o distantes (Chen y Lin 2010).
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2.3.2 Carcinogénesis quimica en la bolsa de la mejilla del hamster

Los primeros ensayos experimentales de induccion quimica de carcinomas en
la mucosa bucal no lograron inducir el desarrollo de tumores o la incidencia de
desarrollo tumoral era muy baja. Esto se debia a que la mucosa bucal resulta
marcadamente mas resistente a las acciones de carcindgenos quimicos que la piel.
El éxito se alcanzé cuando las topicaciones se realizaron con hidrocarburos
aromaticos policiclicos altamente carcinogénicos como el DMBA, el 20-metil-
colantreno y 3,4-benzpireno (Monti Hughes 2012). Salley, en el afio 1954, logré
inducir neoplasmas en la bolsa de la mejilla del hamster con DMBA disuelto en
acetona o éter (Salley 1954). Topic6 la bolsa tres veces por semana durante 16
semanas. Este protocolo de carcinogénesis experimental fue subsecuentemente
modificado y estandarizado por Morris en 1961, utilizando una solucién de DMBA al
0,5% en acetona y hamsteres jovenes (5 semanas de edad), los cuales presentaron
el mayor crecimiento tumoral con la menor latencia, sin morbilidad (Morris 1961). En
las células de mamiferos, los hidrocarburos policiclicos aromaticos son bioactivados
a través de la formacibn de metabolitos reactivos diol-epdéxido que
subsecuentemente se unen a residuos adenina y guanina en el ADN, formando
aductos (Chen y Lin 2010). Estas lesiones comprometen a la célula de tres formas
diferentes: primero, la falta de replicacion o de reparacion de estas lesiones causa
mutaciones, las cuales pueden ser iniciadoras de enfermedades genéticas,
incluyendo al cancer. Segundo, compromete el programa epigenético en el ADN.
Finalmente, las lesiones pueden bloquear las ARN y ADN polimerasas y llevar
directamente o indirectamente a roturas en las cadenas del ADN, lo cual resulta letal
en la mayoria de las células (Shrivastav et al. 2010). El desarrollo del carcinoma
bucal de células escamosas ha sido caracterizado como un proceso en tres pasos:
fase de iniciacion, promocion y progresidon. La fase de iniciacion es inducida por
compuestos genotoxicos y resulta de eventos mutacionales en oncogenes como en
genes supresores de tumores (Vairaktaris et al. 2008). La iniciacién ocurre en células
individuales que luego se multiplican dando lugar a la formacion de clones celulares.
El crecimiento de estos clones es el proceso de promocion tumoral. Las células de
estos clones pueden sufrir mutaciones adicionales originando células con mayor
potencial de proliferacion. Esta secuencia de mutacién y crecimiento selectivo de
nuevos fenotipos puede repetirse resultando en la aparicion de tumores de mayor

malignidad que son caracteristicos de cada modelo (progresion) (Schulte-Herman et
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al. 1994). En el modelo de carcinogénesis de la mucosa bucal del hamster, las
etapas de iniciacion, promocion y progresidon no se definen claramente ya que el
DMBA es un cancerigeno completo, es decir, es iniciador y promotor (Monti Hughes
2012).

En cuanto a las caracteristicas macroscopicas del epitelio durante el proceso
de cancerizacion, luego de topicar la bolsa de la mejilla del hamster durante 3-8
semanas, se observa un engrosamiento de la mucosa con una superficie rugosa de
apariencia granular blanquecina. A las 10-14 semanas de topicacion, se evidencia
un 100% de incidencia tumoral. Microscépicamente, entre las 3 y 9 semanas de
aplicacion de DMBA, se observan diferentes grados de hiperqueratosis, hiperplasia
en células basales, pleomorfismo celular e hipercromatismo nuclear. En los estados
finales, semanas 10 a 14 de topicacion, se observan carcinomas de células
escamosas exofiticos y/o endofiticos (Chen y Lin 2010). A medida que transcurre el
proceso de carcinogénesis, aumenta la incidencia de las lesiones con mayor atipia,
es decir, progresivamente, NUMF (No Unusual Microscopic Features o sin
caracteristicas microscépicas inusuales), hiperplasia, displasia, carcinoma in situ,
carcinomas micro-invasivos y, finalmente tumores exofiticos y endofiticos (Monti
Hughes 2012). La hiperplasia conlleva un aumento en el nimero de células. La
arquitectura muestra una estratificacion regular, sin atipias celulares. La displasia se
caracteriza por una alteracion arquitecténica acompafnada por atipia citolégica
(variaciones en el tamafo y forma celular de los queratinocitos). A su vez, se
detectan mitosis superficiales anormales, queratinizacion prematura, e
hipercromasia. En cuanto al carcinoma in situ se diagnostica al observar la
totalidad o casi totalidad del grosor del tejido con anormalidades arquitectonicas en
las capas viables acompafado de una atipia celular pronunciada. Comunmente se
observan también figuras mitoticas atipicas y mitosis superficiales anormales

(Warnakulasuriya et al. 2008).
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Figura 2.2 Epitelio normal sin cancerizar (control). Se observan 2-3 hileras de
células, con capa granulosa y capa cornea bien definidas. Tincién con Hematoxilina-Eosina.
Aumento: 250X.

Figura 2.3 Bolsa tratada con DMBA. Se observa una hiperplasia donde las células
epiteliales presentan apariencia normal pero aumentan su indice de proliferacion, con lo cual
aumenta el grosor epitelial. Tincion con Hematoxilina-Eosina. Aumento: 250X.
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Figura 2.4 Bolsa tratada con DMBA. Se observa una displasia donde hay
alteraciones celulares morfolégicas y de orientacion. Tincibn con Hematoxilina-Eosina.
Aumento: 250X.

Figura 2.5 Bolsa tratada con DMBA. Se observa un carcinoma semi-diferenciado.

)

Tincién con Hematoxilina-Eosina. Aumento: 250X.

Las distintas lesiones descriptas frecuentemente coexisten en una unica
bolsa, es decir, no existe una correlacién estrecha entre tiempo de topicacion y tipo
de lesion, debido a que distintos estadios (NUMF, hiperplasias, displasias y tumores
(Figuras 2.2, 2.3, 2.4, 2.5)) pueden coexistir en una misma bolsa (Figura 2.6) (Monti
Hughes 2012). La severidad de las lesiones aumenta con el paso del tiempo. Sin
embargo, al final del proceso, los tumores coexisten con lesiones pre-neoplasicas y
areas aparentemente normales de la mucosa (NUMF). Por ejemplo, un hamster con
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un carcinoma bucal de células escamosas probablemente presente displasias e
hiperqueratosis en la mucosa alrededor de la lesién. A su vez, podemos encontrar
mas de un grado de angiogenesis en la misma bolsa simultaneamente (Feng vy
Wang 2006).

Figura 2.6 Microfotografia panoramica de un corte histol6gico de una bolsa topicada
con DMBA. La bolsa fue evertida y doblada por la mitad. En ella coexisten cuadros
histologicos correspondientes a los diferentes estadios del proceso de cancerizacion: tejido
precanceroso o tejido con lesiones potencialmente malignas (PMD) (areas de NUMF,
hiperplasia, displasia), carcinomas in situ y carcinomas exofiticos y endofiticos.

NUME ) Ca. Eflt!CO

Tejido precanceroso

La coexistencia de lesiones en una misma bolsa imita cercanamente el
desarrollo de lesiones potencialmente malignas y malignas en la cavidad bucal
humana donde a pesar que el carcindgeno es aplicado en toda la superficie mucosa,
el proceso de cancerizacion no es uniforme pero resulta general en toda la bolsa.

Este fendmeno se denomina “cancerizacion de campo” (Monti Hughes 2012).

2.4 Objetivos

e Hacer una evaluacion dosimétrica de la facilidad de irradiacion central
de la columna térmica del RA-3 (FCCT) y un estudio piloto in vivo
utilizando el modelo de cancer bucal de la bolsa de la mejilla del hamster
(MCBH).

e Realizar la adaptaciéon de la FCCT, mediante el desarrollo, construcciony
caracterizacion de un blindaje de neutrones, para llevar adelante lineas
de investigacion en BNCT con el MCBH utilizando esta fuente.
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e Realizar un primer estudio in vivo con el MCBH y el nuevo sistema de
irradiacion con blindaje, permitiendo la comparacion con estudios

anteriores utilizando otras fuentes de neutrones.

2.5 Evaluacion dosimétrica de la FCCT del reactor RA-3
para realizar experimentos in vivo: estudio piloto en el
modelo de cancer bucal de la bolsa de la mejilla del
hamster

2.5.1 Materiales y métodos

2.5.1.1 Caracterizacion del espectro de flujo neutronico de la FCCT

Para caracterizar el espectro de flujo neutrénico del campo libre en la posicion
de irradiacion, se realizaron mediciones de activacion usando hojuelas delgadas
circulares de varios materiales. Las especificaciones y las interacciones de
activacion neutrénica de interés correspondientes se presentan en la Tabla 2.1.

Los datos de las mediciones fueron procesados utilizando extensiones
simplificadas de técnicas de activacion neutrénica que han sido adaptadas por el
Idaho National Laboratory (INL) para aplicaciones de BNCT a través de experiencias
en otras facilidades médicas de EE.UU., Europa y Argentina (Nigg et al. 2000,
Harker 1992). Los detalles precisos de estos trabajos escapan a los objetivos de
esta tesis y pueden ser consultados en las referencias correspondientes. Como
ayuda para la mejor comprension, se presenta una explicacion resumida del método
de activacion neutronica en el ANEXO |. Las hojuelas de un diametro estandar de
12,7 mm (0,5”) de oro (Au), cobre (Cu), tungsteno (W), manganeso-cobre (Mn-Cu) e
indio (In), fueron ubicadas dentro de un contenedor circular de poli-tetrafluoretileno
(PTFE, Teflon™). Se colocé una caja de cadmio (Cd) cubriendo cada una de estas
hojuelas para suprimir la respuesta de activacion con neutrones térmicos. Asi, cada
hojuela cubierta con cadmio (es decir bajo cadmio), responde a neutrones de
energias cercanas a la energia de la resonancia respectiva al material de la hojuela,
de acuerdo a como se muestra en la Tabla 2.1. También se dispuso una hojuela de

oro sin cubierta de cadmio (desnuda) en una de las posiciones del contenedor y se
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determiné la relacién de cadmio para el oro (RCd" = diferencia entre la actividad de
la hojuela desnuda de Au y la actividad de la hojuela de Au cubierta por cadmio,
dividida por la actividad de la hojuela de Au cubierta por cadmio). Las hojuelas
tenian un espesor nominal en el rango de 0,0254 mm (0,001”) a 0,127 mm (0,005”),

dependiendo del material.

Tabla 2.1 Reacciones de activacion utilizadas en las mediciones.

Interaccién Rango de energia de la Energia de la emision
neutrénica respuesta primaria gamma de interés (keV)
1974 n,
. v) Térmico 411
hojuela desnuda
"I (n, y) :
. 1 eV Resonancia 1293,1097 y 416
bajo Cd
197Au (n, Y)
. 5 eV Resonancia 411
bajo Cd
W (n, y) :
_ 18 eV Resonancia 686
bajo Cd
*Mn (n, y) .
_ 340 eV Resonancia 847
bajo Cd
®Cu (n, ) . .
) 1 keV Resonancia 511 (Positron)
bajo Cd
115|n (n’nv)
430 keV Umbral 336
esfera de Boro

El contenedor con las hojuelas, fue centrado dentro de una caja de acrilico
porta-muestras que se ubico en la posicién de irradiacion mas cercana al nucleo (“a
tope”) dentro de la columna térmica del RA-3, de forma que las hojuelas quedaran
con una de sus caras enfrentando al nucleo del reactor. En la figura 2.7 se muestra
el arreglo en que se ubicaron las folias dentro del contenedor de teflon en una caja

porta-muestras de acrilico.

" La RCd es una aproximacién para evaluar la relacién entre flujo térmico (®t) y el flujo epitérmico
(Pe), que estima el grado de termalizacion del espectro que se esta estudiando.
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Figura 2.7 Posicion del contenedor circular de teflon en la caja porta-muestras de
acrilico. La cara de la caja sobre la que se encuentra pegado el contenedor, se enfrenta al

nacleo en la posicion de irradiacion.

El conjunto de hojuelas fue irradiado durante 10 minutos a una potencia del
reactor de 5 MW. Luego, las hojuelas fueron extraidas y las actividades fueron
medidas usando una cadena convencional de espectrometria gamma asociada a un
detector ORTEC HPGe a una distancia de 10 cm de la cara del detector. A partir de
los resultados se estim6 la actividad de saturaciéon para cada caso (actividad de
saturacion = flujo x seccidn eficaz macroscépica, ver ANEXO I).

Para obtener informacion adicional sobre el espectro de neutrones rapidos, se
realizd6 una segunda experiencia irradiando una hojuela de indio cubierta por una
esfera de boro. Una hojuela de indio de 25,4 mm (1”) de diametro, de propiedades
descriptas en la ultima linea de la Tabla 2.1, fue colocada dentro de una esfera
hueca de boro (Figura 2.8). La composicion de la esfera es aproximadamente 93%
en peso de '°B'y 7% en peso de ''B, con una densidad total de boro de 2,6 g/cm?®. El
diametro interno de la esfera de boro era aproximadamente 2,8 cm (1,17), y el
diametro externo de la misma era aproximadamente 4,75 cm (1,9”). Esencialmente,
este arreglo provee una supresidén casi total del flujo térmico dentro de la cavidad
interna de la esfera de boro. Como las emisiones gamma de activacion provenientes
de reacciones de captura en indio (con neutrones de menor energia que el corte del
boro) son suprimidas, se logra favorecer el espectro de activaciéon de la hojuela de
indio con neutrones de mayor energia, es decir, se hace mucho mas prominente en
el espectro la linea relativamente débil de emisién gamma de 336 keV, que proviene
de la dispersion inelastica en '"°In y es de interés critico para esta determinacion. La
hojuela de indio activada es también mucho mas facil de manipular cuando se utiliza

la esfera de boro de esta manera, ya que la actividad inducida es significativamente
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menor que la que se obtendria sin la utilizacion de la esfera. El arreglo de la esfera
de boro fue irradiado en forma separada de la experiencia anterior pero en la misma
posicion dentro de la columna térmica, y a la misma potencia del reactor. El tiempo
de irradiacién en este caso fue de 30 minutos a 5SMW de potencia del reactor. Debido
al tamafno de la hojuela, la medicion de actividad en este caso particular fue
corregido por el efecto de auto-blindaje en la hojuela para la emisién gamma de 336
keV (los datos de esta correccidén no se describen).

Figura 2.8 Esfera de boro utilizada para suprimir el flujo neutrénico de bajas

energias.

El uso de estas hojuelas de acuerdo a lo descripto, provee 7 funciones
basicas de respuesta a neutrones con un grado Util de independencia. Estas

funciones fueron:

e Captura en la resonancia en las hojuelas de cobre, oro, manganeso,
tungsteno e indio en el contenedor de teflon, todas con la captura neutrénica
térmica suprimida por cadmio (5 respuestas).

e La captura neutrdnica total en una hojuela desnuda de oro en el mismo
contenedor de tefldn (1 respuesta).

e La dispersion inelastica en la hojuela de indio dentro de la esfera de boro (1

respuesta).

Estas mismas experiencias fueron realizadas anteriormente para caracterizar
la facilidad de irradiacién de la columna térmica del reactor RA-1 y una primera
configuracion del haz del RA-6 (Nigg et al. 2001, 2004).
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2.5.1.2 Distribucion de flujo dentro del cuerpo del animal

Para estimar la uniformidad espacial de la distribucién de flujo de neutrones
en varios puntos en la superficie y dentro del cuerpo de un hamster, se realizaron
mediciones utilizando un fantoma de acrilico que fuera utilizado anteriormente para
mediciones similares en el RA-1. El mismo esta preparado con diferentes posiciones
fijas (por fuera y por dentro), para colocar alambres de oro/cobre de
aproximadamente 8 mm de largo y 1 mm de espesor (Figura 2.9). Se colocaron 12
alambres en las diferentes ubicaciones especificadas en la Tabla 2.6, (ver seccion
resultados). Cada alambre de aproximadamente 70 mg esta compuesto de cobre
aleado con 1,55 % en peso de oro. Estas mediciones se basan en la activacién del
oro y cobre que componen los alambres que provee dos repuestas linealmente
independientes (absorcion neutrénica en Cu-63 y Au-197). En la Tabla 2.2 se
muestran las caracteristicas relevantes de estos materiales en lo que refiere a la

técnica.

Tabla 2.2 Caracteristicas relevantes de los alambres de oro-cobre utilizados como

detectores de activacion.

Isétopo del Interaccién | Seccion Producto | Tq2 Energia de la
elemento neutrénica | eficaz de la emisién
(abundancia microscépica | reaccién gamma de
natural) de activacion interés (keV)
97Au (100%) | (n, y) 98,5barns | '®Au 2,695d |411

%3Cu (69.17%) | (n, ) 4,5 barns %Cu 12,7 h 511 (positrén)

El fantoma de hamster instrumentado con los alambres fue ubicado dentro de
una caja porta-muestras de acrilico, usada previamente en las experiencias con
hojuelas, e irradiada en la misma posicion dentro de la columna térmica durante 10
minutos a 5 MW de potencia del reactor. Luego se extrajeron los alambres y las
actividades fueron medidas usando la misma cadena de espectrometria que la
empleada con las hojuelas a una distancia de 10 cm de la cara del detector. A partir
de las mediciones se calcularon las actividades de saturacion para cada caso.
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Figura 2.9 Fantoma de acrilico que simula un hamster. EI acrilico,
(Polimetilmetacrilato, ((CsO2Hg)n)) es un material que sirve para representar tejidos debido a
que posee una composicién similar de hidrogeno (8% p/p en acrilico, aproximadamente 10%
p/p en musculo y piel, 11,1% p/p en agua), principal elemento que perturba el flujo
neutrénico. A su vez, no contiene otros elementos contaminantes que puedan generar
radionucleidos por activacion. En ciertos casos es relevante considerar la diferencia de

densidad que posee el material con respecto al tejido que se quiera simular.

2.5.1.3 Analisis por activacion neutronica

La actividad de los materiales irradiados fue medida usando una cadena
convencional de espectrometria gamma asociada a un detector semiconductor
ORTEC HPGe GMX10P4. La cadena de medicion fue calibrada en energia y
eficiencia para cada distancia empleada, utilizando una fuente puntual de Eu-152,
con certificado de calibracion #76044A-440 de Eckert & Ziegler Analytics que
mantiene trazabilidad al NIST. Para la calibracién se consideraron los fotones
gamma con probabilidad de emisidon mayor al 5% y se adoptaron siempre distancias
de al menos 7 veces el tamafno de las muestras, de modo tal de que sea valido

asumir una geometria de fuente puntual.

Los datos fueron procesados segun la técnica de activacidn neutrdnica
convencional y se obtuvo el valor del producto entre el flujo neutrénico y la seccidn
eficaz para cada material (o @ = SigFi). La incerteza total del método empleado es
del 6%, sin tener en cuenta el error de posicionamiento de los detectores (hojuelas y
alambres).

A los fines de esta caracterizacion solo se compararon los valores de SigFi en
forma relativa para los diferentes puntos de medicién (ver ANEXO I). La ventaja de
usar los valores de SigFi es que facilmente se puede obtener una estimacién del
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flujo considerando las secciones eficaces adecuadas para cada material (por
ejemplo, considerando la seccién eficaz del oro o del cobre de la Tabla 2.2).

2.5.1.4 Medicion de tasa de dosis gamma

Como supuesto general se consider6 que todo el cuerpo del animal, en

particular la bolsa cancerizada evertida, se expone a la misma tasa de dosis gamma.

Para la caracterizacion de tasa de dosis gamma se utilizd una camara de
ionizacion (Cl) Far West Technology de grafito modelo IC-18G de volumen sensible
de aire de aproximadamente 0,1 cm® y sensibilidad de (1,46 + 0,17).107'? [A/Gy/h]
calibrada con fuente de ®°Co. La camara se polarizé con una fuente de tensién de
baterias de 288 V y para medir la corriente entregada por la misma se utilizé un
electrémetro marca Keithley modelo 6517A. De manera de descontar la contribucion
producida por las reacciones con neutrones, en especial la reaccion *N(n,p)'*C, la
zona sensible de la camara de ionizacién se cubrié con un blindaje de °LiF (95%
enriquecido en Li-6).

Se realizaron mediciones en una misma posicion de irradiacion con dos
condiciones diferentes, solo con la Cl dentro de una caja de acrilico porta muestras,
y utilizando un cilindro de acrilico recubriendo la Cl, para simular la presencia de un
animal y asi considerar el aporte adicional a la dosis gamma asociado con la
captura de neutrones térmicos por el hidrégeno presente en el cuerpo del mismo.
Luego, a partir de la medicidn con y sin cilindro de acrilico, se obtuvo un factor de
correccidn para considerar el aumento de dosis debido a la captura del hidrégeno

presente en el cuerpo del animal.

2.5.1.5 Induccion de tumores en el MCBH

La induccién de tumores en la bolsa derecha de la mejilla de hamsters Syrian
(Mesocricetus auratus) jovenes (6-8 semanas), se realizd aplicando por topicacion
0,1 ml del carcin6geno quimico dimetilbenzantraceno (DMBA) 0,5 % en aceite
mineral 2 veces por semana durante 12 semanas segun una modificacion del
protocolo estandar de carcinogénesis (Shklar 1979). Las topicaciones se realizaron
con una jeringa descartable sin aguja, sin necesidad de anestesiar los animales
(Figura 2.1).
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Finalizado el protocolo, la bolsa tratada fue revisada peridodicamente bajo
anestesia suave con ketamina (70 mg/kg de masa corporal (m.c.)) y xilazina (10,5
mg/kg m.c.), suministrada en forma intraperitoneal (i.p.), con el fin monitorear el
desarrollo de los tumores. Una vez que se desarrollaron los tumores exofiticos

(carcinomas de células escamosas), los animales fueron usados para estudios.

2.5.1.6 Manejo de los animales

Los animales fueron mantenidos en cajas con tapa de alambre, con cama de

viruta de pino, en grupos de no mas de 5 animales del mismo sexo. El alimento

balanceado en forma de pellets y el agua fueron entregados ad libitum. Los animales

fueron mantenidos con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas.

Finalizados los tratamientos experimentales, los animales fueron
eutanasiados por decapitacion bajo sobredosis de anestesia administrada en forma
i.p. (ketamina (140 mg/kg m.c.) y xilazina (21 mg/kg m.c.)). Todos los experimentos
se realizaron siguiendo normas de la “Guia para el cuidado y uso de animales de
laboratorio” (National Research Council, National Academy Press, Washington DC,
1996).

2.5.1.7 Preparacion de compuestos borados

Para preparar la solucién de BPA se utiliz6 la p-borofenilalanina (BPA; L-
enantiémero, > 98 % enriquecida en '°B de Boron Biologicals, Inc. Raleigh, NC)
conteniendo 4,9 % de boro por peso de BPA. El BPA fue convertido en un
compuesto mas soluble por formacién de un complejo con fructosa en una relacion
1:1 molar en agua destilada. Se prepard una solucién del complejo BPA-fructosa
(BPA-F) a una concentracién 0,14 M. El pH de la solucién fue llevado a 9,5-10 para
permitir la formacion de los complejos. Se utiliz6 NaOH 10 M y NaOH 1M para el
ajuste fino siempre bajo agitacion y controlando continuamente el pH. Una vez que
todos los sdélidos estuvieron disueltos el pH se reajusté a 7,2-7,4 con HCI6 Ny 0,6 N
para el ajuste fino. Finalmente la solucion se llevo a la concentracion adecuada por
agregado de agua destilada en cantidad suficiente. La solucidn obtenida es
transparente (Yoshino 1989, LaHann 1993). Esta solucion fue esterilizada por
filtracion en un filtro de 0,22 um de poro (Nalge Company, Rochester, N.Y.) y

almacenada a 4 °C hasta su utilizacion.
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2.5.1.8 Estudio piloto de BPA-BNCT in vivo

Se seleccionaron 3 animales portadores de 11 tumores en total, conociendo la
ubicacién y tamafio de cada uno de los mismos. Los animales fueron ubicados bajo
anestesia con ketamina (140 mg/kg m.c.) y xilazina (21 mg/kg m.c.), en una camilla
de acrilico dentro de una caja del mismo material con la bolsa derecha (cancerizada)
evertida para lograr una mayor exposicion (Figura 2.10), y fueron irradiados
individualmente en la FCCT del reactor RA-3 en la posicion a 70 cm del tope, 3
horas después de la administracién intraperitoneal (i.p.) del BPA a una concentracién
de 300 mg de compuesto por kilogramo de masa corporal (14,1 mg °B/kg m.c.)
(Kreimann et al. 2001a).

Figura 2.10 Hamster cancerizado posicionado para la irradiacién. Derecha: el
contenedor de acrilico que contiene la camilla se encuentra listo para ser ubicado dentro de
la cavidad porta-muestras de la FCCT. Izquierda: Se puede observar con mayor detalle la
ubicacion de la bolsa cancerizada con un tumor, pegada sobre una de las caras del
contenedor de acrilico (que se ubica mas cerca del nacleo del reactor en la posicién de

irradiacion).

2.5.1.9 Prescripcion y calculo de dosis

Se tomaron como referencia los valores de fluencia y dosis absorbidas
correspondientes a los estudios previos realizados en este modelo en el Reactor
Nuclear RA-6 (CAB) (Tabla 2.3; Kreimann et al. 2001b). Las irradiaciones duraron
20 minutos cada una bajo flujo de neutrones térmicos de (8,3 + 0,6) 108 ncm?®s™. La
duracion de la irradiacién fue calculada para alcanzar aproximadamente una fluencia
de 1,1 x 10" n cm™ en la bolsa con tumores a tratar, con el fin de alcanzar una dosis

terapéuticamente util sin exceder el limite de radiotolerancia de los tejidos limitantes
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de dosis. Se tuvo en cuenta la situacién de compromiso al tratarse de una irradiacion
de cuerpo entero (condicién diferente al caso de una irradiacion en un haz como el
del RA-6), intentando no superar significativamente las dosis absorbidas totales
empleadas previamente en el RA-6 y, en particular, no exceder la componente de
dosis boro, asociada con una mayor probabilidad de dafo por tratarse de radiacién
de alto LET.

Tabla 2.3 Dosis Absorbidas [Gy], descriptas en Kreimann et al. 2001b, para el haz
del RA-6. Tratamiento con BNCT mediado por BPA (14,1 mg B/kg m.c.), 62 min de tiempo

de irradiacién, fluencia 1,1 x 10" n cm™. Los valores se expresan como media + DS.

Dosis
. Dosis . Captura _
Tejido neutrones Dosis boro i Dosis total
L gamma ("N)
rapidos
Tumor? 1,02+0,08 | 1,40 +0,06 25+0,3 0,22 £0,02 52+0,3
Bolsa
1,02+0,08 | 1,40+0,06 | 0,84 0,08 | 0,22 +0,02 3.5+0,1
Normal®
Cabeza” | 0,72+0,06 | 0,95+0,04 | 0,61+0,06 | 0,15+0,02 2,4+0,1
Cuerpo® | 0,41+0,03 | 0,50+0,02 | 0,31 £0,03 | 0,08 +0,01 1,30 £0,05

2 considerando una ['°B] de 30ppm
® considerando una ['°B] de 10ppm

Los valores de contenido de boro utilizados en el calculo de dosis y el tiempo
post-administracion para la irradiacién, se basaron en los estudios anteriores en
este modelo (Kreimann et. al. 2001a, Trivillin 2007). En la Tabla 2.4 se presentan los
valores de concentracion de boro considerados para realizar la prescripcion de
dosis. En particular, a los fines de poder realizar comparaciones con los estudios
anteriores, se seleccionaron valores conservativos de 30 £ 15 ppm de boro para el

tejido tumoral y 15 £ 5 ppm para el tejido normal.

Para el célculo de dosis absorbida en cualquier punto y/o tejido en este
trabajo se tuvieron en cuenta las cuatro componentes tipicas que se distinguen en
BNCT y que se describieron previamente: dosis gamma, Dy; dosis de protones de la
reaccion de captura con nitrégeno, Dy; dosis de neutrones rapidos, Dr; y dosis boro,
Dg. La suma de estas cuatro componentes corresponde a la dosis total absorbida
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que se reporta. Las consideraciones particulares que se tuvieron en cuenta para el

calculo de cada componente se describen a continuacion.

Tabla 2.4 Concentracibn de boro en diferentes tejidos 3,5 hs luego de la
administracion en forma intraperitoneal (i.p.) de BPA (14.1 mg B/ kg de masa corporal
(m.c.)). Datos obtenidos de estudios de biodistribucién anteriores en el MCBH (Trivillin
2007). Los valores se expresan como media + DS.

Tejidos BPAi.p. (14,1 mg "B kg m.c.)
Sangre 11,5+4,1
Tumor 333+17,4
Tejido precanceroso 19,6 +5,8
Bolsa normal 144 +49
Mucosa de carrillo 18,2+8,9
Piel 142 +8,3
Mucosa de paladar 13,0£4,3
Lengua 14,1 +6,9
Glandula pardtida 43128
Higado 11,4 +45
Bazo 12,9 +6,3
Pulmén 6,2+2,6
Cerebro 6,1+£2,0
Meédula espinal 1,6+1,3

2.5.1.9.1 Medicion de flujo para las experiencias de BNCT in vivo

Las mediciones con hojuelas y alambres utilizadas para la caracterizacion del
campo de radiacion proveen resultados diferidos. Con el fin de medir el flujo térmico
on-line para las experiencias de BNCT in vivo, se realizé una medicion previa el dia
de irradiacion de los animales con un detector de tipo autoenergizado (SPND, Self
Powered Neutron Detector) de rodio (Rh) de 10 mm de longitud sensible, modelo
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CNEA SPND Rh-10 (Miller et al. 2004), asociado con un electrémetro Keithley
Modelo 6514. El valor de sensibilidad del detector utilizado fue S = (1,98 +0,16) 10#
A/nv.

El valor de flujo térmico medido en la posicion de irradiacién con el SPND, se
utilizé para realizar los célculos de las componentes de dosis correspondientes.

2.5.1.9.2 Dosis gamma, Dy

El célculo de la tasa de dosis en cualquier punto (tejido) (D7) se realiz6 de la

siguiente manera:
D=DyXtxf.

Donde D;/ es la tasa de dosis medida previamente en aire con la Cl en la posicién

de irradiacion; t es el tiempo de irradiacién; y f. es un factor de correccién que tiene
en cuenta el aumento de dosis por la presencia del cuerpo del animal y posibles
variaciones de potencia del reactor del dia de la experiencia con respecto al dia de
medicién de la tasa de dosis gamma’.

'Cuando el detector SPND de rodio es expuesto a neutrones térmicos, permite medir una corriente
proporcional al flujo neutrénico luego de un tiempo minimo de medicion de 20 minutos. Este tiempo
estda asociado con el principio de funcionamiento del detector ya que las cargas que se generan
provienen de la activacion y decaimiento del rodio, el material sensible del detector. Mediante una
calibracion previa contra un método de medicion absoluto (por ejemplo, medicién por activacién de
hojuelas) se obtiene un factor de sensibilidad que permite traducir la corriente medida al valor de flujo
al que se expuso el SPND. Comparado con el método de medicién de hojuelas, el SPND permite
obtener una medicion de flujo en el punto de interés en corto tiempo y con un procesamiento de datos
muy sencillo. A su vez, el SPND no requiere de alimentacién eléctrica para su funcionamiento y su
tamarfio es muy pequeno, permitiendo medir en espacios reducidos sin afectar significativamente al
sistema. Estos detectores fueron disefiados para realizar mediciones de flujo en la superficie
expuesta de pacientes sometidos a tratamientos de BNCT en Argentina (Miller et al. 2004).

I'La contribucién a la dosis por la presencia del cuerpo del animal se obtuvo de medir la tasa de dosis
gamma con la Cl en una misma posicion con y sin la presencia de un fantoma de acrilico (ver 2.5.1.4
Medicion de tasa de dosis gamma gamma). La correccién por variaciones de potencia se realiza a
partir de la medicion de flujo neutrénico con SPND en el dia de la experiencia con respecto a una
similar el dia de medicién con la Cl. El factor f. surge de la combinaciéon de ambos ajustes.
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2.5.1.9.3 Dosis de neutrones rapidos, Dn

Para el caso particular de una irradiacion en la FCCT del RA-3, la
caracterizacion previa del espectro del flujo neutrénico demostré que el flujo de
neutrones rapidos es al menos tres érdenes menor con respecto al flujo térmico
debido a la alta termalizacién que se logra en la columna térmica (Miller et al. 2009).
Esto se refleja en los resultados de caracterizacién que se reportan mas adelante en
este mismo trabajo. Por lo tanto, la componente de dosis asociada con neutrones
rapidos es despreciable frente al resto de las componentes y no se tuvo en cuenta
en el célculo final de dosis. A los fines comparativos en la discusién final de este
capitulo, se reporta un valor aproximado para esta componente considerada a partir
del modelado computacional de la fuente.

2.5.1.9.4 Dosis de protones de la reaccidon de captura con nitrégeno, Dy

La dosis debida a la reaccién de captura "N(n,p)™C surge de considerar la

energia liberada en la misma y el nUmero de reacciones que ocurren.

Para el calculo de la dosis absorbida, también descripta en la literatura como
dosis fisica (es decir, no pesada con el RBE), usualmente se aplica un factor
kerma, Ky, que sirve para convertir la fluencia de neutrones a dosis absorbida*.

El factor Ky se obtuvo a partir de los valores de kerma reportados en el
Comision Internacional de Unidades de Radiacion (ICRU, International Commission
on Radiation Units) en el reporte ICRU-63, promediando en forma ponderada segun
una distribucibn Maxwell-Boltzmann de energia de neutrones térmicos y
considerando la concentracién de "N para el tejido muscular adulto reportada en el
ICRU-46 (3,4 % de N en peso). El valor obtenido fue corregido para una
temperatura de 38°C, medida en la FCCT en experiencias previas (Crawley y Gadan
2007).

El célculo final de esta componente de dosis se realizé de la siguiente forma:

Dy = Ky X flujo de neutrones X t

* Los factores kerma de neutrones o fotones son factores que dependen de la energia, utilizados
para convertir la fluencia de neutrones o fotones a kerma (kinetic energy released per unit mass) que,
bajo ciertas condiciones (por ejemplo, existencia de equilibrio electrénico) aproxima a la dosis
absorbida (Goorley et al. 2002).
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donde el flujo de neutrones surge de la medicién con SPND previamente a cada

experiencia y t es el tiempo de irradiacion. El valor de Ky utilizado fue 2.1 E-13 Gy
cm? (similar al valor que fuera utilizado en los célculos de dosis de las experiencias

previas realizadas por nuestro grupo en el RA-6 (2 E-13 Gy cm?)).

2.5.1.9.5 Dosis boro, Dg

Para el céalculo de dosis boro se aplic6 un factor kerma, Kg, el cual,
multiplicado por la fluencia de neutrones (flujo de neutrones x tiempo) y la

concentracion de boro en el tejido, da la dosis absorbida asociada con la reaccidon
de boro-10:

Dy = Ky X fluencia de neutrones x [1°B]

El factor Kg se obtuvo a partir de los valores de kerma reportados en el
reporte ICRU-63, promediando en forma ponderada segun una distribucion Maxwell-
Boltzmann de energia de neutrones térmicos. El valor de Kg obtenido corregido por
una temperatura de 38°C, fue 7,45 E-14 Gy cm? ppm. Este factor es muy parecido
al que fuera utilizado en los célculos de dosis de las experiencias realizadas en el
RA-6 (7,64 E-14 Gy cm?).

Los valores de concentracion de boro considerados para el célculo de dosis
absorbida en cada tejido fueron los que se reportan en la Tabla 2.4.

2.5.1.10 Evaluacion de la respuesta tumoral

La respuesta del tumor, del tejido precanceroso y del tejido normal fue
evaluada por inspeccion visual y medicién del volumen tumoral a los 1, 7, 14, 21 y
28 dias post-irradiacion. El volumen tumoral se calculé como el producto de los 3
diametros ortogonales mayores (ancho*largo*alto), y se expresé en mmS. La
remision parcial fue definida como la reduccion del volumen tumoral respecto del
volumen tumoral inicial (pre-irradiacion). La remisién completa fue definida como la
desaparicion del tumor en la inspeccion visual. La suma de la remision parcial y
completa se evalué6 como “control tumoral” y el crecimiento del tumor fue
interpretado como “sin control tumoral”. El peso corporal y el estado clinico de los
animales fueron monitoreados periédicamente después de todos los protocolos de

irradiacion.

98



Los resultados de este ensayo preliminar fueron contrastados con los

resultados de ensayos previos realizados en el RA-6 con BNCT mediado por BPA.

2.5.2 Resultados y Discusion

La Tabla 2.5 muestra la actividad de saturacién para las diferentes hojuelas

irradiadas en la primera experiencia de caracterizacién.

Tabla 2.5 Actividades de saturacién por atomo de las hojuelas utilizadas en las
experiencias de activacién en la FCCT del RA-3. Irradiacién en campo libre durante 10
minutos a 5MW de potencia del reactor. Las incertezas estadisticas de medicion son

aproximadamente de £10% o menos a un nivel de 10.

Tipo de interaccion Actividad de saturacion por atomo [s™']
"Au (n,y) desnuda 2,59 x 10
"®In (n,y) bajo Cd 9,75x 107
"’Au (n,y) bajo Cd 1,90 x 107
"8W (n,y) bajo Cd *
%Mn (n,y) bajo Cd .
%Cu (n,y) bajo Cd *
"In(n.m) 6,71 x 107
Diferencia Au-197 (n,y)** 2,59 x 10"

* Por debajo del limite de deteccidn
** Diferencia entre la actividad de la hojuela desnuda de Au y la actividad de la hojuela de Au

cubierta por cadmio.

Segun estos resultados, comparando las actividades de saturacidén para la
hojuela de oro desnuda y bajo cadmio, se obtuvo una relacién de cadmio para el oro
(RCd) igual a 1363, verificando una alta termalizacién del espectro dentro de la
columna térmica del reactor. Sin embargo, el valor obtenido fue tomado con cierta
reserva debido a que el valor de la hojuela bajo cadmio corresponde a una medicion
muy corta y, por lo tanto, con muy bajo nimero de cuentas en el pico de interés'. En
experiencias posteriores se repitieron las mediciones obteniendo datos mas

confiables que demuestran una RCd de aproximadamente 4100 (Pozzi et al. 2007,

' Esto hace que el error estadistico sea muy alto para una determinacion correcta, ya que el error

estadistico de la medicién es la raiz cuadrada del nimero de cuentas.
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Miller et al. 2009). La alta termalizacién se verifica también por la baja actividad de
saturacién de las hojuelas de indio, cobre, manganeso y tungsteno bajo cadmio; y la
hojuela de indio dentro de la esfera de boro, todas con respuestas a mayores
energias del espectro neutrdnico.

En la Tabla 2.6, se muestran los valores de actividad de saturacién obtenidos
para cada alambre de cobre/oro luego de la irradiacion del fantoma de acrilico. En
particular, también se detalla el porcentaje que representa cada dato comparado en
forma relativa al valor maximo obtenido de todos los alambres. Los valores maximos
para el oro y el cobre, se correspondieron con los alambres ubicados en la posicién
correspondiente a la piel de la mejilla lado contra-lateral (opuesta al lado donde se
ubica la bolsa cancerizada) y la bolsa contra-lateral, respectivamente. Ambas
posiciones se encuentran en la cabeza, cuya ubicacidon es mas cercana a la fuente
de radiacién (nucleo), con lo cual es esperable encontrar los valores maximos en
alguno de los alambres ubicados en esa parte del cuerpo del animal. Posiciones
mas lejanas a la cabeza muestran valores relativos mas bajos, disminucién
esperable en funcién del aumento de distancia a la fuente. Sin embargo, como se
puede observar, el flujo de neutrones en el fantoma es espacialmente uniforme,
siendo de +/- 15% con respecto al promedio en todo el cuerpo; y en la zona de la
cabeza esta variacion total de flujo se reduce a menos de +/- 10%.

La actividad de saturacién para el oro en los alambres, fue consistente con la
actividad correspondiente a la hojuela del mismo material, sin tener en cuenta las

diferencias en la auto-atenuacién de las diferentes geometrias.

La tasa de dosis gamma medida en la posicion de irradiacion sin muestra fue
de 0,65 = 0,08 Gy/h. Por medio de las mediciones previas realizadas con y sin
cilindro de acrilico rodeando la Cl, se estimbé que, debido a la contribucién por
exposicion del cuerpo del animal al flujo de neutrones, la tasa de dosis gamma se
incrementa 1,78 veces, lo que implica una tasa de dosis gamma en la posicion de
irradiacién en presencia del animal de 1,15 + 0,14 Gy/h.

100



Tabla 2.6 Actividades de saturacion obtenidas a partir de los alambres utilizados en

la experiencia de medicion por activacion con el fantoma de hamster de acrilico. Las

incertezas estimadas al nivel de 1 ¢ fueron aproximadamente del 6%.

Au sin blindaje

Cu sin blindaje

Posicion
alambre | Ubicacion/ .. . .
en el Tejido Act|V|d_a,d . % del valor Acﬂwd_a;d de % del valor
fantoma sa!uracwn 1por maximo sa@uracmn Por maximo
atomo [s''] atomo [s']
1 Bolsa lado 294107 93,6 1,46 x 10" 100
cancerizado
2 Cerebro 287 x10™" 91,4 1,32 x10™ 90,4
3 Pulmoén 263x10" 83,8 1,19x10™ 81,5
4 Higado 2,58 x 10" 82,2 1,11 x10™ 76,0
5 Bolsa lado 299 x 107 95.2 1,46 x 10" 100
contralateral
Piel mejilla
6 lado 3.12x 10" 99,4 1,40 x 10 95,9
cancerizado
7 Piel cuello 3.04x 10" 96,8 1,32x 10" 90,4
8 Piel abdomen 2,61x10" 83,1 1,27 x10™ 87,0
9 Piel cadera 2,33x10" 74,2 1,10 x10™ 75,3
10 Piel dorso 253 x10" 80,6 1,17 x10™ 80,1
Piel mejilla
11 lado 3.14x 10" 100 1,42 x 10" 97,3
contralateral
12 Piel abdomen 2,88 x 10" 91,7 1,18 x 10" 80,8
Promedio posiciones | 3 01 x 10 95,9 1,41 x10™ 96,7
cabeza
Promedio posiciones 2.66x 107 84.6 1.19x10™ 816

cuerpo

Las dosis absorbidas, estimadas para las diferentes componentes de

radiacion para la bolsa con tumor, la bolsa normal y para el resto del cuerpo sin

blindaje se presentan en la Tabla 2.7. Debido a un ajuste sobre el factor de
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sensibilidad del detector SPND utilizado para medir el flujo, que se realizé6 con
posterioridad a las experiencias de irradiacion de animales del presente estudio, la
fluencia real en la bolsa cancerizada se re-calculdé en forma retrospectiva y fue un
16% mayor a la prescripta originalmente. El flujo medido en la posicién de la bolsa
fue 9,3 102 n cm? s™'. Los valores de flujo en cada posicién del cuerpo fueron
calculados a partir del valor de flujo medido en la posicion de la bolsa el dia de
irradiacién, ajustado de acuerdo a los resultados de la experiencia con el fantoma de
acrilico instrumentado con alambres. Se utilizaron como factores de ajuste los
porcentajes que se obtuvieron a partir de la actividad de saturacién medida en cada
posicién con respecto a la posicidon de la bolsa cancerizada (% del valor maximo,
Tabla 2.6).

Tabla 2.7 Dosis absorbidas [Gy], estimadas para las irradiaciones realizadas en el
presente estudio en la facilidad del RA-3.Como se mencioné anteriormente, los valores de la
componente de dosis asociada con neutrones rapidos es despreciable frente a las otras

componentes de dosis y no se reportan en la tabla.

Tejido gzc:ri:a Dosis boro C?ﬂkt;ra Dos[iéyt]o tal
Tumor? 0,48 + 0,09 25+13 0,23 £0,02 32+13
Bolsa Normal® 0,48 + 0,09 0,8+0,3 0,23 £ 0,02 1,5+£0,3
Piel cabeza 0,48 + 0,09 1,1+£0,7 0,24 +0,03 1,8+0,7
Piel abdomen 0,48 + 0,09 1,0+0,6 0,20 + 0,03 1,7+0,6
Piel dorso 0,48 £ 0,09 0,9+0,6 0,19+ 0,03 1,6 £0,6
Piel cadera 0,48 £ 0,09 0,9+0,5 0,17 £0,02 1,5+0,5
Higado 0,48 £ 0,09 0,7+0,3 0,18 £0,03 1,4+0,3
Pulmén 0,48 £ 0,09 0,402 0,19 £ 0,03 1,1+£0,2
Sangre® 0,48 £ 0,09 0,8+0,3 0,21 £0,03 1,5+£0,3

* considerando una [ °B] de 30ppm (similar a lo reportado por Kreimann et al. 2001b).

® considerando unaJwB] de 10ppm (similar a lo reportado por Kreimann et al. 2001b).

° considerando la ['’B] en sangre y el calculo del flujo promedio en el cuerpo a partir de
la experiencia del fantoma instrumentado con alambres.

En la Figura 2.11 se muestra la respuesta tumoral al BNCT mediada por BPA
a la dosis empleada, usando como parametro de evaluacién la evoluciéon post-

tratamiento del volumen del tumor, normalizado con respecto al volumen inicial
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(previo a ser irradiado). Del total de 11 tumores tratados, a los 28 dias post-
irradiacién se observo remision completa en un solo tumor (9 %) y regresién parcial
en 8 casos (46 %). Sumando los dos efectos evaluamos un control tumoral cercano
al 55 %, mientras que en el resto (45 %) de los tumores se observé un incremento
final del volumen a los 28 dias de haber recibido la terapia. Sin embargo, solo se
observé un crecimiento continuo en 2 casos (18 %) durante todo el periodo de
seguimiento, mientras que 8 tumores (82 %) mostraron una disminucién en su

tamano hasta los primeros 14 a 21 dias post irradiacion.

Ninguno de los animales tratados con BNCT-BPA mostré signos aparentes de
radiotoxicidad a nivel clinico (comportamiento anormal, diarrea o vomitos, falta de
apetito, etc.) o alteraciones en la ganancia de peso corporal. No se observé un
grado de mucosistis significativo en ninguna de las bolsas irradiadas.

Figura 2.11 Respuesta al BNCT mediado por BPA, como funcién del tiempo post-
irradiacion. Se representa, para los 11 tumores irradiados, la evolucion del volumen tumoral

normalizado al momento previo a la irradiacion (t=0).
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2.5.3 Discusion

Comparando con el estudio previo para este mismo protocolo (BPA-BNCT
14,1 mg B/ kg de m.c.) realizado en el RA-6, en lineas generales se puede observar
que en la posicion de la bolsa del hamster cancerizada, se aplicé la misma fluencia
de neutrones térmicos. Esto implica que se suministr6 igual dosis de protones
derivada de la reaccion de captura en nitrbgeno y, asumiendo la misma
concentracion de boro en el tumor, tejido precanceroso y normal, se suministr6 la
misma dosis boro en estos tejidos. Las principales diferencias se observan en una
menor dosis gamma (menos de la mitad) y la ausencia de la componente de
neutrones rapidos. En conjunto, esto se traduce en una dosis absorbida menor, de
alrededor del 60% de la dosis reportada en el ensayo realizado en el RA-6. Dado el
mayor flujo de neutrones térmicos en el RA-3, el tiempo de irradiacion para

suministrar la misma fluencia de neutrones que en el RA-6 fue menor.

En relaciéon a los valores de dosis absorbida que recibié el cuerpo del animal,
comparando la Tabla 2.3 y la Tabla 2.7 se puede observar que se alcanzaron o
superaron levemente las dosis absorbidas totales correspondientes al RA-6. Esto se
debe a que en el RA-6, el cuerpo no se expone al haz, quedando detras de un
blindaje (Trivillin 2007). La exposicién del cuerpo entero al flujo de neutrones térmico
en el RA-3 hace que los diferentes 6rganos reciban proporcionalmente una
componente dosis boro y de protones mayor, incluso casi duplicando estas
componentes de dosis para algunas partes de la piel y otras posiciones del cuerpo.
Vale la pena destacar que son justamente estas componentes las que producirian
mayor dafo por tratarse de radiacion de alto LET. Sin embargo, ninguno de los
animales tratados con BPA-BNCT mostré signos aparentes de radiotoxicidad a nivel
clinico, lo que demuestra que a estos niveles de dosis y en este modelo
experimental, la posibilidad de llevar adelante de forma segura estudios
radiobiolégicos in vivo utilizando esta fuente.

El efecto terapéutico (control tumoral (CT) de 82 % y 55%, a los 14 y 28 dias
post-tratamiento, respectivamente) fue menor al resultado obtenido en nuestros
trabajos anteriores para el mismo protocolo (CT: 91% a los 14 dias post-tratamiento
(Kreimann et al. 2001b)). En particular, solo el 9% (1 tumor) mostré6 remisién
completa en comparacion al 78% observado en el estudio previo luego de 14 dias

post-tratamiento. En principio, esta disminucion en el efecto observado se atribuyé a
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que se aplicd una dosis total inferior al tumor. Si bien no se observaron sintomas
generales debido a la irradiacion de cuerpo entero en los animales sometidos a este
ensayo preliminar, por cuestiones de ética en el cuidado y uso de los animales de
experimentacion, es deseable proteger el cuerpo del animal cuanto sea posible para
llevar adelante futuras experiencias, En estas condiciones de irradiacién, el aumento
de la dosis en el tejido blanco que se quiere estudiar, inevitablemente conlleva a la
irradiacién de cuerpo entero a mayores niveles de dosis, y no se puede descartar la
manifestacion de sindromes radioinducidos en cualquiera de sus formas, que
podrian comprometer el estado clinico de los animales durante los experimentos e
incluso afectar los resultados de los ensayos. Asi, a partir de la idea de lograr una
mejor respuesta incrementando la dosis, surgi6 la necesidad de disefar y construir
un blindaje de neutrones para el cuerpo del animal, que permita prescribir mayores
dosis localmente al tumor, protegiendo a los tejidos sanos, trabajo que se describe
en las siguientes secciones. El hecho de que en este estudio preliminar se utilizé
una posicion de irradiacion alejada del nacleo (70 cm alejados de la posicién de
maximo flujo posible), permiti6 suponer que se podrian mantener o mejorar las
condiciones de irradiacion (flujo térmico) en el punto de interés para el MCBH, aun
asumiendo una perturbaciéon de flujo de neutrones debido al uso de un blindaje que
proteja el cuerpo de los animales.

2.5.4 Conclusiones preliminares

Desde el punto de vista dosimétrico, la facilidad de irradiacion central de la
columna térmica del RA-3, ofrece una excelente fuente de neutrones para llevar
adelante estudios radiobiolégicos in vivo en animales pequeios. La dosis asociada
con neutrones rapidos es despreciable en comparacién con otras componentes de
dosis consideradas en la dosimetria de BNCT (gamma y neutrones térmicos). La
magnitud del flujo térmico es suficiente para realizar irradiaciones alcanzando niveles
de dosis relevantes para estudios de BNCT en tiempos razonables. Para la
realizacion de experimentos in vivo con animales, es recomendable el disefio de un
blindaje de neutrones para proteger el cuerpo de los animales, y asi alcanzar los
niveles de dosis requeridos en la posicidn de interés para cada modelo experimental,
con un margen de seguridad de trabajo adecuado.
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2.6 Desarrollo y caracterizacion de un blindaje neutrénico
en la FFCT del reactor RA-3, para la aplicacion de
BNCT en el modelo experimental de cancer bucal

2.6.1 Materiales y métodos

2.6.1.1 Eleccion del material para el blindaje

El material seleccionado para construir el blindaje fue carbonato de litio,
enriquecido al 95 % en °Li (°Li.COs3), is6topo que le da las caracteristicas al material
como blindaje de neutrones térmicos. Los neutrones térmicos interaccionan con los
nGcleos de los atomos de ®Li de acuerdo a la reaccion: 6Li(n,<:()3H. Este material fue
recomendado y gentilmente donado por el Dr. David Nigg del Idaho National
Laboratory de EE.UU.. Este material también fue utilizado como blindaje de
hamsters en los primeros ensayos de irradiacion de este mismo modelo
experimental en el reactor RA-1 (Trivillin et al. 2004b, Nigg et al. 2004). En estado
natural, el ®Li tiene una abundancia del 7,4% (el resto, se encuentra como litio-7).

Una caracteristica importante de la reaccién del ®Li con neutrones térmicos es
qgue procede solo hacia el estado fundamental del producto. La reaccion se describe
a continuacion (Knoll 1989):

valor-Q

SLi 4 gn —» IH 4 i« 4,78 MeV™

Por tratarse de particulas pesadas de alto LET, estos productos son
absorbidos en un corto recorrido en el mismo material o en las paredes del blindaje.

Si bien la seccidén eficaz para esta reaccion (940 barns) es significativamente
menor que, por ejemplo, la que se produce con el '°B (3840 barns), lo que hace del
9B un material tipicamente usado como absorbente neutrénico, una importante

ventaja del °Li es que no se generan rayos gamma inmediatos como resultado de la

™ Segun los calculos de las energias de los productos de la reaccién para una energia del
neutrén incidente despreciable:

E(H) = 2,73 MeV

E(a) = 2,05 MeV
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captura. Esta radiacién gamma se traduciria en un aporte adicional de radiacion a la
muestra que se esta tratando de blindar.

Un punto adicional que fue tenido en cuenta fue la generacion de tritio como
producto de la captura del litio, un radionucleido emisor beta negativo puro de
periodo de semi-desintegracién largo (T2 = 12,3 afos). Se consider6é como posible
efluente de descarga gaseoso y en el contexto del potencial caso de un evento con
riesgo de contaminacion en el manejo operativo del blindaje (ver ANEXO II). En
relacion al tritio que quedaria retenido dentro del blindaje, la energia maxima de las
particulas beta emitidas en la desintegracion de tritio es solo de 19 KeV, por lo que
son absorbidas en las paredes mismas del blindaje y no afectarian ni a los
operadores del blindaje, ni a los animales que se irradien. Sin embargo, desde el
punto de vista de la radioproteccion, es necesario tener en cuenta ciertos cuidados
en el manejo post-irradiacion del °Li,COs, no solo debido a la generacién de tritio y la
potencial contaminacion en caso de dispersién del material, sino también a la
activacién por producciéon de '8F que fue detectada con posterioridad a la
construccién y uso del blindaje (ANEXO III).

2.6.1.2 Disefo del blindaje de °Li,CO;

El cuerpo principal del blindaje se compone de dos cajas rectangulares de
acrilico, una dentro de la otra, de forma tal de obtener paredes dobles de acrilico,
conteniendo entre ellas un relleno ininterrumpido de °Li,COs; (95% enriquecido en
®Li) de aproximadamente 6 mm de espesor (Figura 2.12).

La eleccion del espesor de la pared del blindaje se realiz6 de acuerdo a los
calculos que se detallan en el ANEXO IV.

Las dimensiones externas del cuerpo del blindaje son 170 mm de largo, 130
mm de ancho y 60 mm de altura.

La caja blindaje posee una tapa removible por donde se accede a su interior y
permite la ubicacion del animal, que también se conforma por dos paredes de
acrilico conteniendo °Li>COs entre ellas. Las dimensiones externas de la tapa son
175 mm de largo, 134 mm de ancho y 10 mm de altura.

En el frente, el blindaje presenta una abertura que permite el posicionamiento

de la bolsa de la mejilla evertida, sobre un trampolin de acrilico que se extiende por
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fuera del blindaje dejando la zona a tratar expuesta al flujo neutrénico (Figura 2.13)

mientras se protege el resto del cuerpo.

Figura 2.12 Diseno del blindaje de neutrones para el modelo de cancer bucal de la
bolsa de la mejilla del hamster: una caja rectangular con tapa formada por paredes dobles
de acrilico rellenas con °Li,COs, y una abertura que permite disponer la bolsa del hamster
evertida para ser irradiada sobre un trampolin de acrilico. En el dibujo superior se puede
observar en detalle las dos cajas rectangulares de acrilico que forman las paredes dobles de
acrilico del blindaje. Inferior: imagenes del blindaje de °Li,COj3 (A), la abertura y el trampolin
donde se posiciona la bolsa (B) y la colocacion de la pared que cubre la abertura (C).

Pared que cierra la abertura

Abertura para posicionar la bolsa
Trampolin donde se ubica la bolsa

Con el animal posicionado y antes de cerrar la tapa del blindaje, la ventana se
cierra interponiendo entre el trampolin y la cabeza del animal una pequena pared de
aproximadamente 6 mm de espesor de °Li»COs, para proteger la cabeza (Figura
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2.12). La pequena pared se construyd con acrilico lo mas delgado posible tratando

de exponer al maximo la bolsa a tratar.

En el lado interior de la tapa, se dispuso un marco de acrilico que soporta un
escalon interno de °Li,COs, con el fin de evitar la posible filtracion de neutrones en
forma directa o por rebote a través del espacio de acrilico que se forma por el apoyo
de la tapa sobre la caja y que interrumpe el blindaje. El escalén encaja en el
perimetro interno de la caja, formando un laberinto de °Li>COs.

Con la tapa superior en posicion, el blindaje queda listo para ser irradiado en
la facilidad central de la columna térmica del reactor (Figura 2.13).

Figura 2.13 Ubicacion del hamster dentro del blindaje (A). En las imagenes B, Cy D
se puede observar un detalle de cédmo queda posicionada la bolsa de la mejilla para la
irradiacion y la pared que completa la ventana protegiendo la cabeza del animal. Foto E:
blindaje posicionado en la cavidad porta muestras de la FCCT. Se indica la posicion del
nucleo del reactor respecto de la ubicacion del blindaje.
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NUCLEO DEL REACTOR |

Cabe mencionar que, con posterioridad a este trabajo y dada la alta tasa de
uso del blindaje en diversas lineas de trabajo de nuestro grupo, se realizdé una
optimizacion de este disefio y se construyé un nuevo blindaje que permite irradiar 2
hamsters simultaneamente (Pozzi 2012). Los detalles del nuevo disefio exceden el
alcance de este trabajo de tesis y pueden ser consultados en Pozzi (2012).

2.6.1.3 Caracterizacion dosimétrica del blindaje

Las posiciones de principal interés para caracterizar el flujo son donde se
ubica la bolsa del hamster sobre el trampolin, y aquellos puntos de mayor flujo
dentro del blindaje (a priori esperables en las cercanias de la abertura, donde se
interrumpe el blindaje). Para caracterizar el flujo neutrénico se repitié la experiencia
con el fantoma de hamster instrumentado con alambres de cobre/oro (Cu/Au)
(seccidén 2.5.1.2 Distribucion de flujo dentro del cuerpo del animal), colocando en
este caso el fantoma dentro del blindaje. Adicionalmente, se posicionaron tres
alambres fuera del blindaje, sobre el trampolin, para evaluar el flujo neutrénico
donde se ubica la bolsa. Las posiciones elegidas para posicionar estos alambres
fueron en el borde donde termina la pared que cubre la abertura (aprox. 0,5 cm del
centro de la pared del blindaje), y a 1 y 2 cm de distancia del primer alambre (1,5 y
2,5 cm de distancia del centro de la pared, respectivamente), de forma tal de
evaluar, respectivamente, el flujo en la base, en el centro y en la punta de la bolsa a
ser tratada (Figura 2.14).
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Figura 2.14 Fantoma de hamster de acrilico instrumentado con alambres de
oro/cobre para medir la distribucién de flujo neutrénico con el blindaje de °Li,COs. Las
flechas rojas en la imagen superior derecha indican la posicion de los tres alambres
ubicados sobre el trampolin de acrilico donde se posiciona la bolsa del hamster.

El conjunto del fantoma instrumentado con los alambres dentro del blindaje
de °Li,COs fue irradiado en la posicién mas cercana al ntcleo dentro del canal de la
FCCT del reactor (a tope), durante 40 minutos a una potencia de 8 MW. Finalizada la
irradiacion, los alambres fueron retirados y medidos en una cadena de
espectrometria gamma y procesados por métodos de activacidn neutronica de la

misma forma como se describidé anteriormente para el caso sin blindaje.

2.6.2 Resultados

Se midié un flujo térmico” de 5,4 x 10° ncm? s (incerteza 8%) en el punto
mas expuesto sobre el trampolin (2,5 cm del centro de la pared del blindaje). Este
valor es alrededor de un 25 % mas bajo que el que se obtiene en la misma posicidén
sin la presencia del blindaje, y se debe a una depresidn local de flujo que produce la

presencia del mismo (los datos de las mediciones sin blindaje no se muestran).

" Flujo neutrénico térmico para una energia de 0,025 eV.
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En la Tabla 2.8 se muestran los valores de actividad de saturacién para el oro

y el cobre en las distintas posiciones del fantoma dentro del blindaje y sobre el

trampolin. En la misma tabla se expresa en forma porcentual el valor en cada

posicién con respecto al valor medido en la posicion media sobre el trampolin (1 cm

del centro de la pared del blindaje®).

Tabla 2.8 Actividades de saturacion obtenidas a partir de los alambres utilizados en

la experiencia de medicion por activacién con el fantoma de hamster de acrilico dentro del

blindaje de neutrones de °Li,CO;. También se expresan los valores relativos (%) al valor

obtenido donde se posicionaria el centro de la bolsa para el tratamiento. Las incertezas

estimadas al nivel de 1 o fueron aproximadamente del 6%. NC: no corresponde.

Au con blindaje Cu con blindaje
e | Ubicacion Actividad v del Actitidad del
i i L. \ ren .. \/ ren
anoma | 0| Ao | cont o | S0 | coni e

[s] a bolsa s] la bolsa

NC punta bolsa | 5,20E-13 113 % 2,36E-14 114%
NC centro bolsa | 4,60E-13 100 % 2,07E-14 100%
NC base bolsa | 3,49E-13 76 % 1,62E-14 79 %
1 Bolsa 1,39E-14 3% 5,82E-16 3%
2 Cerebro 5,52E-15 1,2% 2,45E-16 1,2%
3 Pulmon 1,46E-15 0,3% 5,30E-17 0,3%
4 Higado 1,32E-15 0,3% 411E-17 0,2%
5 Bolsa 1,71E-14 4% 8,21E-16 4%
6 Piel mejilla | 4,03E-15 0,9% 1,56E-16 0,8%
7 Piel cuello 1,61E-15 0,4% 6,62E-17 0,3%
8 Piel abdomen | 1,56E-15 0,3% 5,72E-17 0,3%
9 Piel cadera | 4,53E-16 0,1% 3,40E-17 0,2%
10 Piel dorso 1,33E-15 0,3% 4,19E-17 0,2%
11 Piel mejilla | 8,48E-15 1,8% 3,56E-16 1,7%
12 Piel abdomen | 9,69E-16 0,2% 4,37E-17 0,2%
Promedioposiciones | 9goE-15 | 2% | 432E-16 | 2%
Prome%'ge'?gg'c'ones 125E-15 | 0,3% | 4,82E-17 | 0,.2%
Prorgi‘:'igiéﬁzs s | 481E-15 | 1,0% | 2,08E-16 | 1,0%

° Como se vera mas adelante, la posicion media en el trampolin se defini6 como punto de referencia
para realizar las mediciones de flujo neutrénico previo a cada experiencia. Por esta razén se elige
aqui como punto relativo de comparacion.
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El mayor valor de actividad medido en cualquier posicién dentro del blindaje
coincide con un punto en la cabeza del animal y alcanzé el 4 % del valor medido en
la zona media del trampolin. Si se tienen en cuenta todas las posiciones en el
cuerpo sin considerar las de la cabeza, el valor promedio de flujo es menor al 0,5 %
con respecto al valor que recibe el centro de la bolsa a tratar. Esto implica que la
dosis debida a la componente boro que recibe el cuerpo sera proporcionalmente
menor en relacién con la dosis que recibe la bolsa cancerizada ubicada en el

trampolin®.

Comparando los valores medidos en las tres posiciones sobre el trampolin,
donde se ubicaria la bolsa a irradiar, se puede ver como el flujo disminuye desde el
valor maximo en el extremo del trampolin que apunta al nucleo del reactor, hacia la
pared del blindaje. Por ejemplo, para la medicién de Cu, la activacién relativa al
punto medio sobre el trampolin es aproximadamente de 114 % en la punta y 79 %
la base. Como la fuente que se quiere blindar es un campo cuasi-isotropico, el flujo
de neutrones en cualquier posicién proviene de todas las direcciones. De esta forma
se genera un efecto tipo “sombra” sobre el trampolin debido al blindaje, efecto que
se incrementa sobre las posiciones mas cercanas al mismo. Esta variacién sobre el
trampolin representa una variacion real de flujo en la posicién de irradiacion, que
deber ser tenida en cuenta como tal en el calculo de dosis absorbida utilizando este

sistema.

2.6.3 Discusion y conclusiones

Se logré disefiar y construir un blindaje de neutrones para el modelo
experimental de cancer bucal de la bolsa de la mejilla del hamster adaptado a la
FCCT del reactor RA-3, que permite proteger el cuerpo de los animales durante las

irradiaciones.

La caracterizacion del blindaje demostré que se pueden obtener valores de
flujo neutrénico térmico en la posicion de interés que permiten alcanzar niveles de
dosis relevantes para realizar estudios de BNCT en este modelo experimental, con
tiempos de irradiacion de 20 minutos o menos. Sin embargo, la presencia misma del

blindaje produce una variaciéon de flujo entre el extremo y la base del trampolin de

P Asumiendo una misma concentracion de boro en todos los tejidos.
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hasta un 40%, lo que implica una heterogeneidad de la dosis prescripta al utilizar

este sistema de irradiacion.

Dentro del blindaje, el flujo se reduce al menos 20 veces en la posicion mas
expuesta, que se encuentra en las cercanias de las ventanas donde se coloca la
cabeza del hamster. En el resto de las posiciones el flujo disminuye mas de dos
ordenes de magnitud. Dado que el flujo térmico es proporcional a las componentes
de dosis debidas a la captura en boro y nitrégeno, la disminucién de flujo dentro del
blindaje se traduce directamente en un menor valor de dosis de estas componentes,
las mas relevantes (alto LET) desde el punto de vista de posibles efectos radio-
inducidos no deseados. Mediante la caracterizacion del blindaje se obtuvieron
factores de atenuacién de flujo neutrénico dentro del mismo para ser utilizados en la

estimacién de dosis en diferentes 6rganos de interés.
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2.7 Evaluacidon de la eficacia terapeutica y radioxicidad
del tratamiento con BNCT en el modelo de cancer
bucal de la mejilla del hamster en el reactor RA-3

2.7.1 Introduccion

La eficacia del tratamiento de tumores por BNCT mediada por los compuestos
BPA, GB-10 y (BPA + GB-10) en el modelo de la bolsa de la mejilla del hamster, fue
demostrada con éxito por nuestro grupo en estudios previos utilizando la fuente de
neutrones del reactor RA-6 (San Carlos de Bariloche) (Kreimann et al. 2001b, Trivillin
et al. 2004a, 2006). Posteriormente, se construyd una nueva fuente de neutrones en
el reactor RA-3 (Buenos Aires), que sirve para aplicaciones biomédicas de BNCT
(Miller et al. 2009). En la seccion anterior de esta tesis se demostro la factibilidad del
uso de esta fuente en ensayos in vivo con animales pequefnos. Para continuar con
este tipo de experiencias fue prioritario adaptar la nueva fuente mediante el
desarrollo de un blindaje de neutrones que permitiera proteger la mayor parte del
cuerpo de los animales mientras se irradia el campo de interés, de modo de evitar
efectos radio-inducidos indeseables. En esta seccion se plantea como objetivo
realizar el tratamiento con BNCT a mayor dosis utilizando el sistema de irradiacion
con blindaje, y evaluar la eficacia terapeutica y la potencial radiotoxicidad en el
modelo de cancer bucal en hamster.

2.7.2 Materiales y métodos

2.7.2.1 Induccion de los tumores y manejo de los animales

La induccién de tumores en la bolsa derecha de la mejilla de hamsters Syrian
(Mesocricetus auratus) jovenes (6-8 semanas), se realizd6 como se describid
anteriormente por topicacion de DMBA 0,5 % en aceite mineral 2 veces por semana
durante 12 semanas (Figura 2.1).

Una vez que se desarrollaron los tumores exofiticos (carcinomas de células
escamosas), los animales fueron usados para estudios.

Los animales fueron mantenidos en cajas con tapa de alambre, con cama de

viruta de pino, en grupos de no mas de 5 animales del mismo sexo. El alimento
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balanceado en forma de pellets y el agua fueron entregados ad libitum. Los animales
fueron mantenidos con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas.

Finalizados los tratamientos experimentales, los animales fueron
eutanasiados por decapitacion bajo sobredosis de anestesia administrada i.p. de
ketamina (140 mg/kg m.c.) y xilazina (21 mg/kg m.c.). Todos los experimentos se
realizaron siguiendo normas de la “Guia para el cuidado y uso de animales de
laboratorio” (National Research Council, National Academy Press, Washington DC,
1996).

2.7.2.2 In vivo BNCT

Grupos de animales con tumor fueron sometidos a BNCT mediado por: el
compuesto BPA (33 tumores) (grupo BPA-BNCT), el compuesto GB-10 (11
tumores) (grupo GB10-BNCT) o la administracibon combinada de ambos
compuestos (GB-10 + BPA) (13 tumores) (Grupo COMB-BNCT). Estos mismos
protocolos fueron probados previamente en forma satisfactoria en el haz del reactor
RA-6 (Kreimann et al. 2001a, 2001b; Trivilin et al. 2006). En la Tabla 2.8 se
presentan los valores de concentracion de boro utilizados para los célculos
dosimétricos (Kreimann et al. 2001a, Heber et al. 2004, 2006).

Tabla 2.8 Concentracién de boro (media + DS) (ppm) para los diferentes
protocolos de administracién utilizados.

Tejido BPA® GB-10° GB-10° + BPA®
Tumor 33+17 32 + 21 63 + 21
Tejido precanceroso 206 34 £17 41 14
Bolsa normal 145 22+7 38+18
Sangre 12+4 32+6 3014

23 hs después de inyeccion i.p.14,1 mg ""B/kg m.c.

®3 hs después de inyeccion i.v.50 mg "°B/kg m.c.

° 3 hs después de inyeccion i.v. 34,5 mg '°B/kg m.c.

91,5 hs después de fin de simil-infusion de 28.2 mg "°B/kg m.c. (duracién de simil-infusion: 3 hs)

Otro grupo de animales con tumor (26 tumores) fueron irradiados sin la
administraciéon de un compuesto borado (Grupo Solo Haz) para estudiar el efecto de
la radiacion de fondo. El tiempo de irradiacion del grupo solo haz fue el
correspondiente para alcanzar la misma fluencia de neutrones que la maxima

utilizada en los protocolos BNCT.
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Adicionalmente se irradiaron bolsas normales de animales sin cancerizar,
para evaluar potencial radiotoxicidad en el tejido normal de la bolsa, inducida por los

mismos tratamientos.

2.7.2.3 Dosimetria

Los calculos dosimétricos se realizaron en forma analoga a lo descripto
previamente en la seccién 2.5, considerando las nuevas condiciones del sistema con
el blindaje. Sintéticamente, las dosis reportadas incluyen tres componentes: una
dosis de protones proveniente de la captura del nitrégeno, una dosis gamma vy la

contribucion de la reaccidon de boro“.

Para la caracterizacién de tasa de dosis gamma se utiliz6é la misma camara de
ionizacion (CI) utilizada en la caracterizaciéon sin blindaje (Far West Technology de
grafito modelo 1C-18G), cuyo volumen sensible de aire (0,1 cm®) fue cubierto con un
blindaje de °LiF (95% enriquecido en Li-6), de manera de descontar la contribucién
producida por las reacciones con neutrones, en especial la reacciéon *N(n,p)'“C. La
zona sensible de la Cl fue posicionada sobre la tapa del blindaje a la altura del
trampolin donde se posiciona la bolsa, de modo de poder determinar la tasa de dosis
gamma del sistema de irradiacién completo de la forma mas representativa de la
posicion de tratamiento’. A los fines experimentales se consideré que la tasa de
dosis gamma medida fue la misma en el resto de las posiciones del cuerpo del

animal.

Para cada dia de irradiacion, se realizé una medicién con un SPND dispuesto
en el centro del trampolin, para ajustar el flujo neutrénico y la tasa de dosis gamma a
eventuales variaciones de potencia del reactor con respecto a las condiciones
caracterizadas previamente. En la Figura 2.15 se indica la posicién donde se mide el
flujo neutrénico con el SPND, en superposicibn con una bolsa de hamster
cancerizada posicionada y lista para la irradiacion. Luego, considerando la
concentracion de boro para cada protocolo, se determind el tiempo de exposicion
para alcanzar las dosis prescriptas.

9 Para el boro y el nitrégeno, los factores kerma térmicos utilizados para los calculos fueron los mismos que se
describieron anteriormente.
" Mediante otros ensayos y simulaciones computacionales, se pudo comprobar que la presencia o no del animal
dentro del blindaje no hace una contribucion significativa a la tasa de dosis gamma debido a la gran atenuacién
del flujo neutrénico que se produce dentro del blindaje. De esta forma, no fue necesario el uso de un factor de
correccion de la tasa de dosis gamma por la reaccién con hidrégeno presente en el cuerpo del animal. Los
resultados de estas evaluaciones no se muestran.
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Figura 2.15 Imagen de la bolsa de la mejilla del hamster cancerizada, posicionada
para ser irradiada. En este caso se observa un tumor exofitico ubicado hacia el extremo del
trampolin. En forma superpuesta, un diagrama muestra a qué altura se coloca un detector
SPND en el centro del trampolin, para realizar la medicion de flujo neutrénico previo a las
irradiaciones, que luego se utiliza para realizar el calculo de dosis. Las dosis reportadas
corresponden a esta posicion sobre el trampolin.

Como la dosis fue estimada en funcién de la medicién de flujo en el centro del
trampolin, en la medida de lo posible se intentd posicionar los tumores a tratar
alrededor de esa posicion, con el objetivo de minimizar cuanto fuera posible la
variacion de flujo neutrénico a lo largo del trampolin debida a la presencia de
blindaje.

2.7.2.4 Seguimiento de los animales

La respuesta del tumor, el tejido precanceroso y normal, fue evaluada por
inspeccidn visual y la medicién del volumen tumoral a los 0, 1, 7, 14, 21 y 28 dias
post-tratamiento. Se definié como "remisidn parcial (RP)" a la reduccion del volumen
tumoral con respecto al momento previo al tratamiento (tiempo 0 de seguimiento); y
"remision completa (RC)" a la desaparicion del tumor. La "respuesta o control

tumoral" incluye la suma de las remisiones parciales y completas.

La masa corporal y los signos clinicos fueron monitoreados peridodicamente. A
los 28 dias (ultimo tiempo experimental), los animales fueron eutanasiados para

realizar un andlisis histolégico del tumor, el tejido precanceroso y normal.

El analisis estadistico de los datos de control tumoral, se realiz6 empleando el
test exacto de Fisher. La significancia estadistica se definié para un p < 0,05.
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2.7.3 Resultados

El flujo neutrénico medido en el centro del trampolin fue (6,1 = 0,5) x 10° n
cm? s para el protocolo BPA-BNCT y (4,3 + 0,5) x 10° n cm?s™ para los protocolos
GB10-BNCT y COMB-BNCT. Las diferencias en esta condiciéon de irradiacion para
los diferentes protocolos se debid a variaciones de potencia de trabajo del reactor.
La tasa de dosis gamma calculada para esas dos condiciones de potencia fue (7,3 +

0,9) Gy/hy (5,8 £0,7) Gy/h, asociada al mayor y menor nivel flujo, respectivamente.

En la Tabla 2.9 se presentan las dosis absorbidas para las diferentes
componentes de radiacién, estimadas para la posicién central del trampolin a partir
de la medicién de flujo correspondiente. La dosis boro se indica en Gy por parte por
millén de boro por peso. En la Tabla 2.10 se muestran las dosis absorbidas totales.
La dosis absorbida total para el protocolo Solo Haz fue 1,5 £ 0,1 Gy.

Tabla 2.9 Dosis absorbida asociada a cada componente para los diferentes
protocolos experimentales. Los valores expuestos estan estimados para la posicion central

del trampolin.

BPA- BNCT GB-10-BNCT | (GB-10+ BPA)-
Tiempo de irrad. [min] 5,0+0,1 9,9 £0,1 3,2+0,1
Dosis Gamma [Gy] 0,60 +0,07 0,95 +0,11 0,30 +0,04
Dosis Captura ("*N) [Gy] 0,39 + 0,04 0,53 + 0,05 0,17 £0,02
Dosis Boro [Gy/ppm] 0,14 £ 0,01 0,19 £ 0,02 0,061 + 0,006

Tabla 2.10 Dosis absorbida total estimada en diferentes tejidos para los diferentes

protocolos. La incerteza de la dosis boro incluye la incerteza asociada a las determinaciones

de concentracion de boro para cada caso (Tabla 2.8).

BPA-BNCT | GB-10-BNCT | (GB10+ BPA
Tumor 6+2 8+4 43+13
Tejido precanceroso 3,7+0,9 83 3,0£0,9
Bolsa normal 3,0+0,7 56+14 28+1,1
Cuerpo 0,70 £0,08 1,2+0,1 0,38 £ 0,05

Los animales cancerizados sin ningun tratamiento (grupo SHAM control, n =

77 tumores, 12 hamsters) exhiben una progresion en el 84 % de los tumores luego
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de 28 dias de seguimiento (remision parcial 16%, remision completa = 0%, control
tumoral 16%)° (Heber et al. 2014). Aqui se debe aclarar que el 16% de remisiones
parciales se debe a reducciones espontaneas en el volumen tumoral ya que este

grupo no fue tratado.

En la Tabla 2.11 se presentan los datos de control tumoral para cada
protocolo experimental al final del periodo de seguimiento luego del tratamiento (28
dias). Al momento de la irradiacién, arbitrariamente se definieron dos rangos de
volumen tumoral para categorizar el tamano tumoral y evaluar una potencial

respuesta diferencial relativa al volumen tumoral a tratar.

Tabla 2.11 Respuesta tumoral 28 dias post tratamiento para cada protocolo
experimental evaluado. Los tumores fueron agrupados, segun el volumen al inicio del
tratamiento, en chicos (<10mm?) y grandes (210mm?). El Total representa la respuesta de
todos los tumores sin discriminar el volumen inicial de los mismos. RP: Remisién Parcial,
RC: Remision Completa, Control Tumoral: CT = (RP + RC).

Protocolo Tumores n RP RC CT
Chicos < 10mm® 23 23% 0% 23%

Solo Haz | Grandes = 10mm® 3 67% 0% 67%
Total 26 31% 0% 31%

Chicos < 10mm® 28 21% 50% 71%

BPA- BNCT |Grandes =2 10mm® 5 60% 20% 80%
Total 33 27% 45% 73%

Chicos < 10mm® 7 29% 43% 78%

GB10- BNCT |Grandes = 10mm® 4 75% 0% 75%
Total 11 45% 27% 73%

Chicos < 10mm?® 11 36% 45% 82%
B ey V" | Grandes = 10mm?® 2 100% 0% 100%
Total 13 46% 38% 85%

® Los resultados asociados a este grupo control forman parte de una experiencia realizada por nuestro
grupo de investigacién, y se presentan con la finalidad de comparar con los resultados que se
presentan en este trabajo.
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Los tres protocolos BNCT mostraron una eficacia terapéutica (control tumoral)
estadisticamente significativa versus el control sin tratar (p<0,000). En la Figura 2.16

se muestran ejemplos representativos de remision parcial y completa.

Figura 2.16 Ejemplos representativos de (A) un caso de remisién parcial (GB10-
BNCT) y (B) un caso de remisién completa (BPA-BNCT). Paneles superiores: pre-
tratamiento; paneles inferiores: 28 dias post-tratamiento.

Comparado con el control sin tratamiento, el grupo Solo Haz mostré un
aumento en la respuesta (remision parcial 16% vs 31%, respectivamente), aunque la
diferencia observada a este nivel de dosis no fue estadisticamente significativa. Esta
tendencia sobre el efecto del Solo Haz fue significativamente menor que cualquiera
de los protocolos BNCT (p<0,03). Adicionalmente, los protocolos BNCT alcanzaron
un 27-45% de remision completa (combinando todos los datos de ambos tamarnos
de tumores), mientras que el Solo Haz no indujo ninguna remisién completa. El
protocolo BPA-BNCT fue el Unico que indujo remisién completa en tumores grandes
(1 de 5 tumores = 20%).

El andlisis histolégico de tumores tratados con BNCT que respondieron
parcialmente, revelé signos de dafo radioinducido, como por ejemplo, nucleos

hipercromaticos, vacuolizacion y focos necréticos.
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A nivel clinico, ningunos de los animales tratados manifestd signos de

radiotoxicidad.

El tejido precanceroso de la bolsa de animales tratados con BPA-BNCT
mostré un grado de mucositis moderado-alto (eritema, edema, erosiéon de la bolsa y
Ulceras, en general pequenas (<2 mm) y algunas de mayor tamafo), mientras que
en los animales tratados con (GB10+BPA)-BNCT, el tejido precanceroso manifesto
signos de mucositis leve (eritema, edema y erosion). En todos los casos la mucositis
fue reversible, con un pico de intensidad entre los 7 y los 14 dias post-tratamiento,
comenzando a resolverse a los 21 dias. En la Figura 2.17 se puede observar la
evolucién en el tiempo de la bolsa de un caso tratado con BPA-BNCT.

En el caso del protocolo GB10-BNCT y Solo Haz no se observaron signos de
mucositis en el tejido precanceroso de la bolsa irradiada. En la Figura 2.18 se puede
observar la evolucion en el tiempo de la bolsa de un caso tratado con GB10-BNCT.

No se observaron signos de radiotoxicidad en tejido normal, ni alteraciones
clinicas ni cambios en la ganancia de masa corporal en ninguno de los animales
normales (no cancerizados), tratados con BNCT o con Solo Haz hasta 6 meses de
seguimiento post tratamiento.

Figura 2.17 Imagenes de revisaciones de la bolsa de un hamster tratado con BPA-
BNCT. Se puede observar la evolucién de la mucositis en el tejido precanceroso a diferentes
tiempos post-tratamiento. Luego de 21 dias la mucositis comienza a resolverse.
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Figura 2.18 Imagenes de revisaciones de la bolsa de un hamster tratado con GB10-
BNCT. Al igual que en el caso del grupo Solo Haz, este tratamiento no indujo el desarrollo
de mucositis en el tejido precanceroso al nivel de dosis estudiado.

Dia 14 post BNCT (GB-10) ['Dia 22 pést BNCT (GB-10) § Dia 28985t BNCT (GB-10)

2.7.4 Discusion

Se pudieron realizar con éxito los primeros estudios de BNCT en el modelo
experimental de cancer bucal de la bolsa de la mejilla del hamster utilizando el
blindaje de neutrones de °Li,COs, demostrando que la adaptacién de la FCCT del
reactor RA-3 es una herramienta util para llevar adelante estudios in vivo con esta
fuente de neutrones.

Se comprobd que los tres protocolos de BNCT realizados en el RA-3 fueron
terapéuticamente muy efectivos, e inocuos para el tejido normal de la bolsa expuesto
y para el cuerpo del animal blindado.

Aunque la dosis absorbida total entregada al tumor con GB10-BNCT fue
superior que con los otros dos protocolos BNCT (Tabla 2.10), el control tumoral no
difiere significativamente. Considerando que las componentes de dosis de fondo
fueron similares (1 Gy y 1,5 Gy, para BPA-BNCT y GB10-BNCT, respectivamente),
este resultado sugiere que el factor de eficacia biologica del compuesto (CBE) en
este modelo experimental seria mayor para el BPA que para el GB-10, explicacion
que coincide con observaciones previas en trabajos de nuestro grupo (Trivillin et al.,
2004, 2006). Pese a que el GB-10 es un compuesto que se distribuye relativamente
en forma homogénea (no selectiva) en la sangre, el tumor, tejido precanceroso y

normal, el protocolo de BNCT utilizando este compuesto logré un control tumoral
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significativo sin efectos radiotoxicos en tejido precanceroso y normal. Este resultado
coincide con estudios previos de nuestro laboratorio que sugieren que el efecto
selectivo del GB10-BNCT sobre el tumor, no atribuible a una incorporacién selectiva
del compuesto por el tumor, estaria mediado por un efecto selectivo sobre los vasos
sanguineos del tumor, que por sus caracteristicas aberrantes serian mas sensibles
al tratamiento que los vasos sanguineos del tejido precanceroso y normal (Trivillin et
al. 2006).

El hecho de que el protocolo de administracion combinada de compuestos
(GB10+BPA) entregue mayores cantidades de boro al tejido tumoral (Tabla 2.8),
permite la reduccion del tiempo de irradiacién, reduciendo la dosis de fondo (que
afecta de forma similar al tumor y a los tejidos precanceroso y normal) en relacién a
la dosis de la componente boro, lo que mejoraria la respuesta terapéutica (Coderre y
Morris 1999, Trivillin et al. 2004a). Si bien no muestra una diferencia significativa en
la respuesta tumoral con respecto a los otros protocolos BNCT estudiados, se
observd una tendencia de mayor respuesta con el protocolo (GB10+BPA)-BNCT
(85% vs 73% (otros protocolos)). El protocolo (GB10+BPA)-BNCT combinaria los
mecanismos de targeting vascular de GB-10-BNCT y de targeting celular de BPA-
BNCT. Asimismo el uso combinado de 2 compuestos borados con propiedades
diferentes y mecanismos de incorporacion diferentes redundaria en una mayor
homogeneidad en la distribucién de boro en las distintas poblaciones celulares de
tumores heterogéneos como los estudiados (Trivillin et al. 2006, Heber et al. 2006).

El efecto terapéutico observado con el protocolo Solo Haz mostré una
tendencia de aumento de las remisiones parciales versus el control sin tratamiento.
Aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa, hay que considerar que
los niveles de dosis de radiacion de fondo fueron bajos (1 y 1,5 Gy) y seria esperable
observar un grado de respuesta significativo a mayores dosis. En este sentido se
encuentra pendiente el estudio del potencial rol terapéutico de las distintas
componentes de dosis de fondo, sugerido en trabajos previos de nuestro grupo
(Trivillin et al. 2008). Seria interesante llevar a cabo experiencias comparativas
utilizando otras fuentes de neutrones como las de los reactores RA-1 y RA-6, ya que
estas otras facilidades poseen diferentes espectros neutronicos que la FCCT del
RA-3. En la Tabla 2.12 se muestra una comparacion de los valores de las distintas
componentes de dosis de un protocolo cualquiera de BNCT aplicado al modelo de
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cancer bucal de la bolsa de la mejilla del hamster, utilizando estas fuentes de
irradiacién. Los datos correspondientes al RA-3 surgen de los experimentos
realizados con el sistema con blindaje de neutrones. Los datos del RA-1 y del RA-6
fueron tomados de publicaciones y presentaciones a congresos de trabajos previos
de nuestro grupo (Nigg et al. 2004, Trivilin et al. 2004b, 2006). Las dosis

corresponden a la posicion de irradiaciéon de la bolsa cancerizada.

Tabla 2.12 Datos comparativos de las diferentes componentes de dosis en
tratamientos de BNCT aplicados al modelo de cancer bucal de la bolsa de la majilla del
hamster, utilizando diferentes fuentes de neutrones (reactores RA-1, RA-3 y RA-6). Las
dosis corresponden a la posiciobn de la bolsa cancerizada. La dosis asociada a la
componente del boro se representa por Gy por ppm de '°B. Los valores se expresan dentro
de un rango obtenido a partir de la recopilacion de las experiencias publicadas: RA-1 (Nigg
et al. 2004, Trivillin et al. 2004b), RA-3 (este trabajo), RA-6 (Trivillin et al. 2006).

RA-1 RA-3 RA-6
Tiempo de
irradiacion 10 - 30 3-10 35 -75
[min]
Flujo térmico 8 9 8
9 1,5x10 6,3x10 3,4x10
[n/(cm*®s)]
Fluencia 12 02 02
» (0,010 -0,27) x 10 (1,1-3,8)x 10 (0,71 -1,5)x 10
[n/cm?]
Captura ("*N)
0,035-0,10 0,23 - 0,78 0,14 - 0,30
[Gy]
Neutrones
rapidos 0,59-1,8 <0,03 0,48-1,0
[Gy]
Dosis y
0,13-0,39 0,37 -1,2 1,4-29
[Gy]
Dosis Boro
0,0060 - 0,018 0,084 - 0,28 0,054 - 0,12
[Gy / ppm]

Cabe destacar que las tres fuentes de irradiacion han tenido modificaciones y
los valores absolutos de dosis actualmente pueden cambiar. Sin embargo, el orden
de magnitud de las componentes de dosis de la Tabla 2.12, se pueden considerar
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representativas de estas fuentes. Las principales diferencias que se pueden

observar son:

e EI RA-3 posee el mayor flujo térmico, un orden de magnitud por encima de las
otras dos fuentes, lo que disminuye considerablemente los tiempos de
irradiacién para obtener la misma fluencia de neutrones térmicos.

e EI RA-3 también posee la menor tasa de dosis gamma por unidad de flujo
neutrénico térmico, una caracteristica deseable para fuentes orientadas a
estudios de BNCT donde esta componente se quiere minimizar.

e El RA-1 posee la mayor tasa de dosis asociada a neutrones rapidos. Esta
componente es significativamente menor en el RA-6 y es despreciable en el
RA-3.

Un dato relevante no consignado en la Tabla 2.12, es el flujo de neutrones
epitérmicos. Mientras que en la FCCT el flujo de neutrones de mayor energia que la
térmica se considera despreciable en comparaciéon con el flujo térmico, esto no
ocurre en las facilidades del RA-1 y del RA-6. En particular, la fuente del RA-6 posee
una geometria de haz, y la componente epitérmica otorga una ventaja si se piensa
en el tratamiento de tumores profundos. Esto se debe a que el espectro se termaliza
al atravesar los primeros centimetros de tejido y se logra obtener un mayor flujo
térmico en profundidad.

Los rangos de tiempo de irradiacién/dosis que se consideraron en la Tabla
2.12, se corresponden con protocolos aplicados al modelo experimental que no
produjeron efectos radio-inducidos inaceptables, ni en la bolsa ni a nivel clinico de
los animales. En el caso particular del RA-1, se observo que no seria posible hacer
BNCT mediado por GB-10 o BPA con tiempos de exposicion de mas de 30 minutos
sin exceder la tolerancia del tejido normal (Trivillin et al. 2004b). Sin embargo, con 30
minutos de irradiacibn empleando un blindaje de neutrones térmicos, se pudo
alcanzar un 50 % de control tumoral asociado con una radiotoxicidad moderada.

En principio, de la comparacion general surge que la FCCT del RA-3 seria la
fuente con mejores caracteristicas para evaluar protocolos de BNCT con el modelo
experimental de céancer bucal del hamster, ya que se pueden alcanzar mayores
niveles de componente selectiva de dosis boro en relacidon con la dosis de fondo. Sin
embargo, utilizando el haz del RA-6, se pudo asociar un 70-92 % de control tumoral
con la ausencia total de radiotoxicidad del tejido normal (Kreimann et al. 2001b;

Trivillin et al. 2006), valores que incluso superan los resultados obtenidos en este
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trabajo utilizando la FCCT del RA-3 (considerando niveles de dosis absorbida total
similares y mayor dosis asociada a la componente boro).

Considerando que la mayor diferencia entre las fuentes del RA-1 y el RA-6
con respecto al RA-3, se encuentra en la dosis asociada a neutrones de mayor
energia al rango térmico, seria particularmente interesante evaluar la influencia de
esta componente sobre la respuesta. En este sentido, el reactor RA-1 ofrece una
fuente muy buena para realizar experimentos para evaluar el efecto de la
componente de dosis asociada a neutrones rapidos. Por otro lado, el tratamiento con
Solo Haz en la FCCT del RA-3, permite prescribir dosis de fondo despreciando la
componente de neutrones rapida (dosis *N + dosis gamma). Seria interesante
evaluar la respuesta a diferentes niveles de dosis absorbida total de fondo, cercanos
a los valores de dosis utilizados con protocolos BNCT.

Adicionalmente, combinar este tipo de estudio con un experimento
comparativo de dosis vs respuesta utilizando una fuente gamma pura de referencia,
permitiria evaluar la eficacia bioldgica in vivo de las distintas componentes de dosis
de la fuente en este modelo experimental de cancer bucal.

En cuanto a la radiotoxicidad observada en el presente trabajo llevado a cabo
en la FCCT del RA-3, se manifest6 mucositis en el tejido precanceroso de la bolsa
del hamster inducida por los protocolos BPA-BNCT y (GB10+BPA)-BNCT. El grado
moderado a alto de mucositis alcanzado con el tratamiento con BPA-BNCT seria
limitante de dosis, sugiriendo que no seria conveniente escalar la dosis con este
protocolo. La incorporacion preferencial del BPA en las células basales del epitelio
(Kreimann et al. 2001b) por un mecanismo activo a través del sistema L de
transportadores de aminoacidos de membrana (Wittig et al. 2000), podria causar
dano preferencial en las células basales del epitelio del tejido precanceroso cuando
se realiza el tratamiento con BPA-BNCT, exacerbando asi la mucositis en este tejido.
La incorporacion homogénea de GB-10 via mecanismos de difusion daria lugar
solamente a un grado de mucositis leve. Sin embargo, en todos los casos este
efecto secundario fue reversible y aceptable en vista del efecto asociado de control
tumoral. Hay que tener en cuenta que la mucositis confluente es un efecto
secundario frecuente durante la radioterapia convencional para los tumores de

cabezay cuello avanzado, y seria el efecto potencialmente limitante de la dosis.
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Finalmente, se puede concluir que fue demostrado el éxito terapéutico de
diferentes protocolos de BNCT para el tratamiento de cancer bucal experimental in
vivo, utilizando la FCCT del reactor RA-3 con el sistema de blindaje neutrénico
adaptado al modelo de estudio.
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Capitulo 3

3 Aplicacion de BNCT al tratamiento de un modelo
experimental de metastasis hepaticas derivadas de
cancer colorrectal en la facilidad de irradiacién central
de la columna térmica del reactor RA-3

3.1 Metastasis hepaticas derivadas de cancer colorrectal

Excluyendo los tumores de piel no melanéticos, la suma de los canceres de
colon y recto (cancer colorrectal) representa el tercer tipo de cancer mas frecuente, y
también es la tercera o cuarta causa de muerte por céncer en el mundo
(considerando ambos sexos), y la segunda causa de muerte por cancer en nuestro
pais segun informes nacionales (ver Introduccién general).

Las metastasis hepaticas son la primera causa de tumores malignos en el
higado y constituyen la segunda localizacion secundaria mas frecuente de las
enfermedades neoplasicas malignas, s6lo precedida por la localizacion linfonodal
(Martinez et al. 2008).

En particular, 50% de los pacientes con cancer colorrectal (CCR) desarrollan
metastasis en el higado, las cuales son responsables de dos tercios de las muertes
debidas a esta enfermedad. Contrariamente a otras localizaciones a distancia, las
metastasis hepaticas son consideradas una enfermedad locorregional, ya que un
tratamiento local puede mejorar la sobrevida global en este grupo de pacientes
(Cardoso et al. 2009). El unico tratamiento estandar potencialmente curativo de
pacientes con metastasis hepaticas colorrectales (MHCR) es la reseccién quirdrgica
de las metastasis o su combinacion con el tratamiento ablativo localizado (p/ej.
radiofrecuencia, crio-terapia) (Van den Eynde and Hendlisz 2009).

La tasa de sobrevida a 5 afnos de pacientes luego del tratamiento quirdrgico,
oscila entre el 25% a 58%, comparada con el 0% a 5% de pacientes que no se
operan. Desafortunadamente, solo entre el 10 y el 25% de los pacientes con MHCR
reunen inicialmente los requisitos necesarios para someterse a dicho procedimiento
(Adam et al. 2011, Zendel et al. 2014). El tamano, localizacién y numero de las
metastasis, su presencia en ambos Iébulos y la presencia de enfermedad extra-
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hepatica son factores de mal pronéstico que condicionan las alternativas de
tratamiento (Figueras et al. 2001). A su vez, la recurrencia local después de la
cirugia debido a la enfermedad residual microscépica, ocurre en la mayoria de los
pacientes (Ruan and Warren 2005).

En los ultimos 5 afos, la combinacién de algunas drogas quimioterapéuticas
ha logrado inducir una respuesta tumoral, u ocasionalmente ha servido como neo-
adyuvante haciendo resecables casos de MHCR que no lo eran, aunque aun se
deben realizar ensayos controlados al respecto (Van den Eynde and Hendlisz 2009,
Adam et al. 2011, Zendel et al. 2014).

En cuanto a la terapia radiante, la radiosensibilidad del higado, limita el
tratamiento eficaz de las metastasis hepaticas sin exceder la radiotolerancia del
higado (Jirtle et al. 1984). El parénquima hepatico tolera poco los amplios volumenes
de tratamiento implicados en radioterapia convencional utilizando fotones o
electrones (Suzuki et al. 2000). Sin embargo, los avances mas recientes en
radioterapia externa utilizando fotones, incluyendo radioterapia 3D conformacional o
radioterapia de intensidad modulada (RTIM), han contribuido a circunscribir
parcialmente estos efectos no deseados (Suzuki et al. 2007, Kim et al. 2005,
Thomas et al. 2005).

3.2 BNCT como alternativa de tratamiento de MHCR

Las terapias dirigidas capaces de destruir selectivamente las células
tumorales preservando el tejido normal, podrian mejorar la eficacia y reducir la
toxicidad. En este contexto, se ha propuesto la Terapia por Captura Neutronica en
Boro (BNCT) como potencial tratamiento de casos de metéstasis hepaticas
derivadas de CCR, multiples, bilobares, irresecables, y resistentes a quimioterapia.
(Zonta et al. 2006, Suzuki et al. 2007, Altieri et al. 2004, Wittig et al. 2008, Cardoso
et al. 2009). Considerando al BNCT una técnica basada en un direccionamiento
bioldégico y no geométrico (como ocurre en el caso de la radioterapia convencional),
potencialmente permitiria danar selectivamente las células tumorales infiltrantes en
el tejido sano en general, y las micrometastasis en particular, un desafio en las

terapias oncoldgicas actuales (Cardoso et al. 2007).
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Desde el punto de vista de la investigacién pre-clinica, estudios en un modelo
experimental de metastasis hepatica pueden contribuir al entendimiento de la
radiobiologia de la aplicacion de BNCT a esta patologia, y a respaldar y mejorar el
disefio de protocolos clinicos terapéuticamente utiles y mas seguros. El presente
trabajo fue realizado en este sentido, de acuerdo con los objetivos que se plantean

mas adelante.

3.3 Antecedentes clinicos recientes

La aplicacion del BNCT para el tratamiento de metastasis hepaticas
multifocales fue propuesta por primera vez por un grupo de investigadores de la
Universidad de Pavia, Italia, a través del proyecto TAOrMINA (Project for Advanced
Treatment of Organs by Means of Neutron Irradiation and Autotrasplant or
TAOrMINA project) (Zonta et al. 2006, Pinelli 2001). Este proyecto se basé en la idea
novel de aplicar BNCT a un érgano aislado o ex-situ, el cual, luego del tratamiento,
seria reimplantado de acuerdo a un procedimiento de autotransplante. Hasta ese
momento todos los tratamientos se habian realizado in-situ, irradiando con

neutrones la zona del paciente a tratar.

La irradiacion del higado aislado plantea la posibilidad del tratamiento de
todos los tumores independientemente de sus posiciones, formas y tamanos, dado
que potencialmente se puede alcanzar una irradiacion homogénea en todo el
volumen irradiado. De esta forma se lograria maximizar la dosis entregada al
volumen tumoral, siendo el unico érgano limitante de dosis el higado sano. Ademas,
la técnica de autotransplante evita los efectos de rechazo existentes en el trasplante
habitual, ya que el paciente recibe su propio higado tratado. Como se menciond
anteriormente, el hecho que BNCT sea ademas una modalidad terapéutica de
targeting “biolégico” y no conformacional, resulta particularmente interesante para el
tratamiento de metastasis difusas en el higado porque permitiria tratar células

infiltrantes en tejido sano que no son localizables geométricamente.

En el ano 2001 el método ex situ (BPA-BNCT) fue aplicado en Pavia, ltalia,
por primera vez sobre el higado aislado de un paciente. El 6rgano estaba afectado
por metastasis difusas de carcinoma de colon. Una semana posterior al tratamiento,
las imagenes por Tomografia Axial Computada (TAC) mostraron areas de tejido

necrético en las ubicaciones de los nédulos tumorales (Pinelli et al. 2001, Zonta et al.
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2009). El paciente fue dado de alta a los 40 dias de haber sido tratado, en buena
condiciéon general, con todas las funciones recuperadas. Los controles sucesivos
demostraron una mejora progresiva del estado de salud del paciente, mostrando una
calidad de vida excelente. Sin embargo, 20 meses después del tratamiento el
paciente presentd signos de recurrencia de la enfermedad (evidenciada mediante
marcadores sistémicos). Se detectd una recidiva en higado que fue operada y luego
el paciente fue sometido a quimioterapia. Al ano siguiente, el paciente present6
recurrencias a nivel abdominal que resultaron resistentes a quimioterapia e
inmunoterapia y el paciente finalmente fallecié, 44 meses post tratamiento con BNCT
(Zonta et al. 2009).

En julio del 2003, el mismo procedimiento (BPA-BNCT ex situ) fue aplicado
nuevamente a otro paciente para el tratamiento de metastasis hepaticas
irresecables, sin opcidn terapéutica, derivadas de un carcinoma de recto. En este
caso también se logré un control de las metastasis, segun lo documentado, entre los
10 y 20 dias posteriores al tratamiento (Zonta et al. 2009). Sin embargo, la evolucion
clinica del paciente empeor6 al final del primer mes. El paciente presentaba una
cardiomiopatia previa e incurri6 en subsecuentes complicaciones circulatorias
consistentes en trombosis de la arteria hepatica (posiblemente vinculadas a la
generacién de grandes cantidades de material necrético producto del control
tumoral), y la posterior falla cardiaca que le causé la muerte 33 dias posteriores al

tratamiento.

El “sindrome post-irradiacién” observado fue similar en ambos pacientes, con
idénticos sintomas y desarreglos bioquimicos, condicidn clinica que probablemente
contribuyd a la muerte del segundo paciente con cardiomiopatia (Zonta et al. 2009).

Estas dos aplicaciones del tratamiento fueron realizadas sobre pacientes
terminales, demostrando que la aplicacion del método ex situ es realizable, con
resultados prometedores en cuanto al control local del tumor. Sin embargo, las
conclusiones se basan solo en estos dos casos testigo, ya que ese proyecto fue
suspendido en ltalia, no registrando un numero de casos que permita sacar

conclusiones definitivas (Zonta et al. 2009).

Posteriormente, Suzuki y colaboradores (2007) realizaron un estudio piloto
confirmando la factibilidad de la aplicacion de BNCT en la modalidad in-situ para el
tratamiento de un paciente con carcinoma hepatocelular (CHC). El paciente fue
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tratado con (BPA + BSH)-BNCT en su l6bulo derecho y con un tratamiento de
quimioembolizacion arterial hepatica en el I[6bulo izquierdo. A un mes del
tratamiento, los tumores tratados con BNCT permanecieron sin cambios mientras
que los tratados con quimioembolizacidon crecieron. Luego de 3,5 meses post-BNCT,
los tumores tratados mostraron nuevamente un crecimiento y el paciente murié por
una disfuncion del higado causada por el progreso del CHC, 10 meses posteriores al
tratamiento con BNCT. Aunque no se pudo concluir la efectividad del BNCT, los
autores del trabajo confirman la factibilidad de uso de esta técnica para el
tratamiento de CHC.

En la Argentina, desde el afno 2004, en base al trabajo realizado en la
Universidad de Pavia, se desarrolla un proyecto multidisciplinario con la finalidad de
realizar los estudios que permitan llevar adelante tratamientos clinicos con BNCT ex-
situ, en pacientes con metastasis en higado derivadas de carcinoma de colon, que
se presenten multifocales, irresecables, bilobares y resistentes a quimioterapia, y
cuya unica opcion terapéutica sea un tratamiento paliativo. A diferencia del proyecto
italiano, donde se irradié la totalidad del higado, el proyecto local contemplé irradiar
solamente una parte del l6bulo izquierdo. Esta nueva propuesta, basada en la
reseccion parcial del higado, plantea una exposicién del paciente a un riesgo menor
versus la reseccion total, ya que no involucraria una fase an-hepatica (ausencia de
higado), y permitiria que la funcionalidad hepatica post-operatoria no dependiera
exclusivamente de la integridad de los segmentos tratados con BNCT. Asumiendo
una diseminacién metastasica en todo el higado, la técnica propuesta involucraria:
1) la administracién del compuesto borado, 2) la extirpacidn de una porcion del
l6bulo izquierdo (segmentos Il y 1ll) en el tiempo preestablecido post-administracion
del compuesto borado, 3) el transporte de la porcidn de higado extirpada al reactor
para su posterior irradiacidn con neutrones vy, finalmente, 4) la reimplantacién de la
porcion del higado tratado con BNCT en el mismo paciente. Luego de un tiempo de
espera se provocaria una atrofia parcial en el I6bulo derecho del higado, induciendo
la regeneracion de los segmentos tratados con BNCT, de manera de producir una
suficiente masa de higado sano para permitir la reseccion de la porcion restante de
higado enferma.

Sin embargo, esta propuesta presenta algunas restricciones/objeciones. Por

un lado plantea una intervencion quirirgica mas compleja. A su vez presenta la
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particularidad de exponer al paciente a un periodo en el que conviven: la
enfermedad sin tratamiento en una porcion del higado junto con la seccién de
higado tratado, mientras se aplica un estimulo de regeneracion hepatica (se
desconoce si esta induccién de la regeneracion hepatica podria ser un estimulo de
crecimiento para las células cancerosas que no fueron tratadas). Estas objeciones
llevaron a que otro grupo de médicos argentinos se interesara por el tratamiento del
higado completo, con algunas variantes técnicas, en la linea original de trabajo
planteada por los investigadores italianos.

Ambas técnicas de autotrasplante (irradiacion de higado parcial o total)
involucran la perfusién del érgano con una solucién de preservacion, por ejemplo
solucién de Wisconsin (W), al igual que en un procedimiento estandar de
transplante, que sirve también para mantener al érgano en hipotermia durante la
irradiacién con neutrones (Crawley y Gadan et al. 2007). Debido a la importancia de
conocer la biodistribucion del compuesto borado para prescribir las dosis necesarias
para alcanzar el control tumoral sin exceder la radiotolerancia del higado, es de
interés conocer la concentracién de boro en el higado y las metastasis luego de la
perfusion con la solucién de preservacion. Estas cuestiones fueron abordadas por
Cardoso y colaboradores en nuestro pais a nivel clinico en el afio 2009 (Cardoso et
al. 2009), con resultados preliminares que demuestran una disminucion considerable
de la concentracién de boro luego de la perfusion con la soluciéon de preservacion,
estableciendo la importancia de considerar este proceso en la planificacion del

tratamiento clinico.

3.4 Antecedentes de estudios experimentales

A nivel experimental se realizaron varios estudios de biodistribucion de boro
en modelos animales con tumores de diferente etiologia en higado (Pinelli et al.
2001, Roveda et al. 2004, Suzuki et al. 2004, Liao et al. 2010).

También se registran estudios de BNCT en modelos experimentales
empleando criterios de valoracion relativos, aunque indirectos, al control tumoral
(Nano et al. 2004, Suzuki et al. 2000). En el primer trabajo citado, Nano y col.
estudiaron el efecto del BPA-BNCT en el tratamiento de metastasis de
adenocarcinoma de colon inducidas en el higado de ratas BDIX a partir de la

inyeccidn intra-esplénica de células singeneicas (DHA/K12/TRb), irradiando el
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higado con metastasis aislado de las ratas (ex-situ) y trasplantando el higado tratado
a otro animal. Si bien lograron observar signos de dafo y necrosis y la presencia de
células apoptoticas, el estudio se vio restringido a una ventana de 4-6 dias post-
tratamiento debido a complicaciones por la intolerancia inmunolégica en el trasplante
alogénico. En el caso del trabajo de Suzuki y col., estudiaron el efecto del BPA-
BNCT y el BSH-BNCT sobre metastasis inducidas en el higado de ratones a partir
de una linea celular de carcinoma de células escamosas (SCCVII), a través de un
ensayo de clonogenicidad de células tumorales obtenidas ex-vivo luego del
tratamiento. En este caso, solo el tratamiento con BPA-BNCT mostré disminucién
significativa en la sobrevida celular, en comparacion con el tratamiento con iguales
niveles de dosis absorbida de radiacion de fondo o el tratamiento con radiacion
gamma. Los autores también evaluaron el efecto sobre hepatocitos y calcularon
factores de eficacia biologica relativa (RBE) con el fin de estimar las dosis
equivalentes. Sin bien el resultado se encuentra acotado al tipo celular estudiado y a
una evaluacién de respuesta ex-vivo sobre las mismas, los autores sostienen que el
tratamiento con BPA-BNCT aportaria un beneficio terapéutico (es decir, la reaccién
de captura en boro causaria un mayor dano a los tumores que a los hepatocitos

circundantes), para el tratamiento de tumores hepaticos.

Recientemente, Sy-Yu y col., de Taiwan, publicaron un trabajo interesante
donde se evalula la eficacia de la aplicacion de BNCT mediado por &cido bérico para
el tratamiento de carcinoma hepatocelular, utilizando un modelo experimental
basado en la implantacion de células en el higado (Sy-Yu Lin et al. 2013). El &cido
bérico (BA = H3BOs) es una molécula sin carga, pequefa (61,83 de peso molecular),
que difunde rapidamente en forma pasiva dentro de los fluidos del cuerpo. Pese a
que uno no esperaria que el BA se incorpore preferencialmente a tumor, los autores
demostraron cierto grado de selectividad en la incorporacion de BA a tumor vs
higado (luego de 30 minutos de la administracion del compuesto). Asimismo, se
demostrd una respuesta inducida por la aplicacion del BA-BNCT, sin producir un
dafno en el higado, hasta 80 dias posteriores al tratamiento. Cabe mencionar que el
trabajo no incluye una comparacién del efecto de BNCT vs la dosis de fondo. El
analisis de la irrigacion de los tumores revelé una disminucién del flujo sanguineo
luego del tratamiento con BA-BNCT. Se postul6é que la respuesta estaria vinculada a
un dano preferencial en los vasos aberrantes que irrigan los tumores. Un mecanismo

analogo fue el que se observd en nuestro laboratorio utilizando el modelo de cancer
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bucal del hadmster, cuando se aplic6 un tratamiento de BNCT mediado por el
compuesto GB-10, también de caracteristicas difusivas (Trivillin et al. 2006; cita de
esta tesis).

En un contexto clinico, para brindar un beneficio en el tratamiento de tumores
en higado, la reaccion de captura neutrénica en boro debe causar mas dafno en el
tumor que en el higado que lo rodea, considerando un caso de tratamiento ex-situ, y
de otros tejidos expuestos, para el caso de un tratamiento in-situ. Dado que en
cualquier situacion de tratamiento clinico (ex-situ o in-situ), el higado sano y el tumor
se irradian simultdneamente, la ganancia terapéutica dependera fundamentalmente
de una respuesta diferencial asociada con el compuesto borado que se utilice, ya
sea por un alto factor de acumulacién (tumor/higado), una microdistribucion
particular u otros mecanismos asociados con un dafo preferencial (p/ej. el posible
efecto mencionado sobre los vasos aberrantes del tumor).

Los trabajos resumidos aqui resaltan la relevancia de llevar adelante estudios
en modelos de tumores en higado a nivel experimental, que contribuyan a evaluar
nuevas estrategias y a la comprensiéon de la radiobiologia del BNCT. Este tipo de
estudio contribuye a la toma de decision sobre la conveniencia del BNCT para el
tratamiento de metastasis hepaticas, y para la optimizacién del disefio de protocolos
clinicos seguros y terapéuticamente Utiles.

En principio, considerando como alternativa clinica el tratamiento ex-—situ de
higado parcial propuesto en el proyecto de BNCT en Argentina, nuestro grupo
estudié la potencial radiotoxicidad de BNCT en higado en términos una potencial
inhibicidbn de su capacidad regenerativa, (Cardoso et al, 2007). En este trabajo se
evalud el efecto de dosis terapéuticas de BPA, GB-10 y (GB-10 + BPA) y de la
aplicacion de BNCT mediado por estos compuestos borados, sobre la regeneracién
del higado sano y la funciéon hepatica sana en rata Wistar usando la hepatectomia
parcial como estimulo regenerativo. Los criterios de evaluacién fueron el seguimiento
del peso corporal, la relacidén entre el peso del higado y el peso corporal, la sintesis
de ADN medida por la incorporacion de 5-bromo-2-deoxiuridina, hemograma, funcién
renal en términos de niveles de urea y creatinina en sangre, funcion hepatica en
términos de albumina sérica, bilirrubina total y directa, enzimas hepaticas (alanina y
aspartato transaminasas) y, finalmente, evaluando la histologia y la arquitectura del
higado. Como resultados generales, se observd que ninguno de los protocolos de
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BNCT evaluados, causaron alteraciones en la regeneracion del higado sano, ni en la
funcion/proliferaciéon del higado regenerado o su histologia/arquitectura. Se concluy6
que los protocolos de BNCT a las dosis seleccionadas, no perjudicarian la capacidad

de regeneracion de los hepatocitos normales.

Mediante la contribucion a este trabajo se desarrollaron tareas que formaron
parte de la capacitacién inicial para llevar adelante esta tesis, este capitulo en

particular y la elaboracion de la siguiente publicacion:

e Effect of Boron Neutron Capture Therapy (BNCT) on normal liver
regeneration: towards a novel therapy for liver metastases. Cardoso JE.,
Trivillin VA., Heber EM., Nigg DW., Calzetta O, Blaumann H, Longhino J, Itoiz
ME., Bumaschny E, Pozzi E, and Schwint AE. Int. J. Radiat. Biol., Vol. 83, 10,
October 2007, pp. 699 — 706.

3.5 Objetivo especifico y resumen referido a este capitulo

Considerando el marco local e internacional descripto, en cuanto al interés de
aplicar la técnica del BNCT para el tratamiento de MHCR, el objetivo del presente
estudio fue realizar una evaluacion sistematica de la eficacia terapéutica del
BNCT en un modelo experimental de metastasis hepatica de adenocarcinoma
de colon en ratas, y considerar la potencial radiotoxicidad del tratamiento en el
higado.

Para alcanzar este objetivo, primero se realizd la puesta a punto de un
modelo experimental de metastasis hepaticas adaptado a realizar estudios de BNCT
in vivo en el Reactor Nuclear RA-3, fuente de neutrones disponible para llevar
adelante las experiencias. Luego, se desarrolldé y caracterizé dosimétricamente un
sistema adecuado de blindaje neutrénico para proteger el cuerpo de los animales
durante los tratamientos. Finalmente, se evalud la respuesta del tumor e higado al
tratamiento con BPA-BNCT en el modelo experimental in vivo. Sobre la base de
estos resultados se discuten distintos aspectos radiobiolégicos del BNCT a nivel
experimental, intentando contribuir al conocimiento que sirva para optimizar futuros

tratamientos clinicos con esta técnica.
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3.6 Eleccion del modelo experimental

Dado que no contabamos con un modelo de estudio de metastasis hepaticas,
para cumplir con el objetivo, era fundamental elegir el modelo a utilizar. Un hipotético
modelo animal ideal para el estudio de metastasis hepaticas de origen colorectal
deberia imitar todos los aspectos morfologicos, de alteraciones bioquimicas y del
comportamiento biolégico de la enfermedad en humanos (Kobaek-Larsen et al.
2000), a la vez que deberia ser practico, predecible, y 6ptimo en términos de las
consideraciones éticas (de Jong et al. 2009).

Desde el punto de vista técnico, de Jong y colaboradores (2009) describen los
aspectos que deberia cumplir un modelo ideal de MHCR:

e Las células tumorales deben ser vitales y tener potencial metastatico.

e Las células tumorales deben alcanzar e invadir el parénquima del higado y
subsecuentemente establecerse y crecer como nddulos tumorales.

e El modelo debe ser eficiente (una alta proporcion de los animales utilizados
deben exhibir las caracteristicas requeridas).

e El modelo debe ser reproducible.

e El modelo debe ser practico.

Sin embargo, hasta el momento no se cuenta con un modelo que satisfaga
todas estas condiciones. En consecuencia, la eleccion de un modelo involucra
compromisos y decisiones segun las caracteristicas y necesidades experimentales
de acuerdo al objetivo planteado (de Jong et al. 2009).

Los modelos de CCR generados por induccion quimica, por ejemplo, en
general implican mucho tiempo y cuando ocurre la aparicion de metastasis, lo hace

en forma no sincronizada en distintos animales (de Jong et al. 2009).

Se selecciond el modelo basado en la inoculacién de células singeneicas de
carcinoma de colon DHDK12/TRb en ratas BDIX, el mismo utilizado por el grupo
dedicado a estudios de BNCT en Pavia, Italia (Nano et al. 2004, Roveda et al. 2004).
La DHDK12/TRb es una linea celular de carcinoma de colon establecida,
originalmente aislada de ratas BDIX con carcinoma de colon inducido quimicamente
con 1,2-dimetilhidralazina (Caruso et al. 1993, Maggiori et al. 2012). Por lo tanto, la
asociacion entre la linea celular DHD/K12 y las ratas BDIX es biol6gicamente

compatible, siendo un modelo in vivo descripto y estudiado mas extensamente en los
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ultimos afos (Maggiori et al. 2012). Un aspecto relevante para destacar, es que el
modelo involucra animales inmunocompetentes. Asi, representa mejor el estado
inmunolégico de los pacientes con CCR que desarrollan metastasis, dado que el
sistema inmune juega un rol clave en la respuesta a la enfermedad (de Jong et al.
2009, Maggiori et al. 2012). A su vez, los animales inmuno-deficientes muestran un

estado de salud menos estable (de Jong et al. 2009).

Las vias mas comunes de inoculacion de las células en este modelo son la
intra-portal y la intra esplénica (ya sea con o sin extirpacion posterior del bazo).
Estos métodos de inyecciébn de células resultan ser relativamente sencillos,
consistentes y eficientes para inducir metastasis multiples en higado. La inyeccion
intra-portal de las células, se apoyaria en la generalmente aceptada hipétesis de la
dispersion hematoldgica de las células de cancer colorrectal en humanos a través
del sistema portal. Esta seria una caracteristica relevante y deseable para un modelo
experimental de la enfermedad (de Jong et al. 2009, Maggiori et al. 2012). Sin
embargo, el método de implantacion no recrea el proceso de desarrollo de
metastasis ya que la dispersion de las células no se produce desde el tumor original,
luego de varias transformaciones que facilitan el evento metastatico (Maggiori et al.
2012). También se pueden presentar complicaciones por la aparicién de metastasis
secundarias en pulmon, lo cual no resulta restrictivo si se eligen correctamente los
tiempos de seguimiento. Sin embargo, la mayor dificultad que se present6 para la
eleccién de este método de inoculacién de células, fue desde un punto de vista
practico. Los nédulos metastasicos generados por esta técnica, se distribuyen de
forma variable en todo el higado, dificultando la evaluacion y seguimiento de los
mismos. Si bien actualmente existen métodos de seguimiento no invasivos con
imagenes de alta resolucién (por ej, PET-CT), se trata de equipos muy costosos a
los cuales no tenemos acceso. Por otro lado, de acuerdo a las caracteristicas de la
fuente de neutrones disponible (reactor RA-3, seccion 1.9), la prescripcién de la
dosis al tumor del tratamiento con BNCT para metastasis distribuidas en todo el
volumen del higado del animal, seria mucho mas heterogénea que conociendo la

ubicacion de los nédulos.

Otro método para establecer nédulos metastasicos es por implantacion sub-
capsular o intraparenquimal de las células tumorales en una ubicacién conocida del

higado (Caruso et al. 1993, de Jong et al. 2009). Este método de induccién de
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tumores ha sido probado en experimentos para estudiar el efecto de terapias locales
sobre las metastasis. Si bien esta via de llegada de las células no imita la generacion
de metastasis como en la evolucion natural de la enfermedad, reproduce el
microambiente en el que se desarrollan las metastasis y presenta la gran ventaja
practica para el investigador, de poder evaluar la respuesta del tumor a la terapia en

forma intraoperatoria, al conocer la localizacion de los nédulos tratados.

De acuerdo con los criterios de seleccién expuestos, nuestro grupo de trabajo
decidi6 comenzar a estudiar la aplicacién de BNCT, utilizando la linea celular de
carcinoma de colon DHD/K12/TRb, singeneicas con ratas BDIX
inmunocompetentes, utilizando el método de implantacién sub-capsular de células
dentro del higado. Luego, se realiz6 un estudio piloto para determinar las
condiciones experimentales éptimas para obtener nédulos hepaticos sub-capsulares
medibles, bien localizados, sin diseminacién pulmonar o peritoneal y vascularizacién
adecuada. Este estudio se describe en el siguiente apartado.

Para finalizar esta seccion, vale la pena mencionar un trabajo realizado en los
ultimos anos, en forma paralela al desarrollo de esta tesis. Maggiori y colaboradores
describieron un modelo que combina la inoculacion de células por via intraportal y
sub-capsular en el mismo animal (Maggiori et al. 2012). Por este método combinado,
los autores del trabajo demostraron la puesta a punto de un modelo experimental in
vivo, en animal inmunocompetente, de metastasis hepaticas bilobares altamente
controlable y reproducible, que suma las bondades de ambos métodos de
inoculacién. Presenta una macro-metastasis perfectamente localizada en el punto de
inoculacién que facilita el seguimiento experimental (por via sub-capsular de la
misma forma que se aborda en el presente trabajo de tesis), y un nimero acotado
de micro-metastasis difusas, que hace el modelo mas atractivo para estudios pre-
clinicos, al ajustarse mejor a las situaciones clinicas que presenta la enfermedad en
humanos (la presencia simultanea de macro-metastasis y multiples micro-metéstasis
no detectables, estas Ultimas asociadas en general con una recurrencia de la
enfermedad post-tratamiento).

140



3.7 Puesta a punto del modelo experimental de metastasis
hepaticas de cancer colorectal

3.7.1 Cultivo de células

Las células singeneicas de cancer de colon DH/DK12/TRb (ECACC, Reino
Unido), fueron replicadas y mantenidas en un medio de cultivo compuesto por 50%
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Invitrogen) y 50% F-10 (Ham’s F-10
Nutrient Mixture, Invitrogen), con el agregado de suero fetal bovino al 10% (Foetal
Calf Serum Irradiated — PAA Laboratories GMBH (Austria)). Una vez que los cultivos
alcanzaron un 80-90% de confluencia, el medio de cultivo fue descartado y las
células fueron: lavadas 3 veces con PBS, desprendidas con el agregado de
Tripsina+EDTA, suspendidas en medio F10-DMEM con suero y concentradas por
centrifugacion. El pellet de células obtenido se re-suspendié en medio F10-DMEM
sin suero y se contabiliz6 el numero de células vivas por exclusién con solucién de
Trypan blue en camara de Neubauer. Finalmente se realizaron pruebas inoculando
diferentes volumenes a una misma concentracion de células o, mediante diluciones
seriadas, se obtuvieron volumenes fijos de 25 ul con diferentes concentraciones de
células.

3.7.2 Método de inoculacion de células en forma sub-capsular

Se emplearon ratas BDIX (Charles River Lab., MA, EE.UU.) de ambos sexos,
de 170 a 300 gr de peso corporal, mantenidas en jaulas individuales con alimento y
agua a libre demanda, en una habitacién con ciclos de luz-oscuridad de 12 hs; y
células singeneicas de cancer de colon DHD/K12/TRb (ECACC, Reino Unido). Se

realiz6é un estudio piloto inicial con 30 animales.

El higado de la rata estda compuesto de cuatro Iébulos (Figura 3.1). Los
l6bulos medio y lateral izquierdo comprenden alrededor del 70% del higado. El tercer
l6bulo en tamafo es el lateral derecho que se superpone un poco con el I6bulo
medio hacia la derecha. El I6bulo mas pequefio es el Iébulo caudado, que posee dos
segmentos que rodean la parte abdominal del es6fago. Los Iébulos caudado y lateral
derecho, se encuentran unidos a lo largo de la vena cava. Los I6bulos del higado
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estan ligados entre si por pliegues del peritoneo, los cuales constituyen los
ligamentos suspensorios de los I6bulos (Waynforth HB y Flecknell PA 1992).

Figura 3.1 Vista de la superficie dorsal del higado de una rata. Extraido de
Waynforth y Flecknell, 1992.

Lébulo Medio

Lobulo Lateral
Lobulo Lateral lzquierdo

Derecho

Vena porta
hepatica

Ducto Biliar

Los animales anestesiados (ketamina 36,5 mg/kg de m.c.+ xilazina 5,4 mg/kg
de m.c.), fueron ubicados en posicion de cubito dorsal, con la cola hacia el
investigador, fijando suavemente las patas del animal sobre una mesa quirurgica de
experimentacién. La piel del abdomen de los animales fue rasurada y la zona de

incision fue desinfectada con iodopovidona o alcohol etilico.

Se procedié a practicar una laparotomia de la siguiente forma: se realizd una
incision en la piel sobre la linea media del abdomen, extendiéndose justo por debajo
del cartilago xifoideo, hasta alrededor de la mitad de la distancia a la base de la cola
(Figura 3.2). Luego se realizd una segunda incision similar en los musculos
abdominales. Realizando una presion suave del contenido abdominal con los dedos
desde los costados del animal justo por debajo del higado, se procedi6 a exteriorizar
ligeramente el higado del animal (Figura 3.2).

El ligamento transparente suspensorio que une la cara convexa del higado al
diafragma (ligamento falciforme), se puede cortar con un par de tijeras de punta
redonda para lograr una mayor libertad de movimiento del higado (Figura 3.3).
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Figura 3.2 Primeros pasos a seguir durante la cirugia para realizar la inoculacién de
las células, Izquierda: esquema de una rata en posicion de cubito dorsal para practicar la
laparotomia. La linea vertical marca el lugar por donde debe realizarse la incisién. Derecha:

procedimiento para exteriorizar los l6bulos medio e izquierdo del higado. Extraido de
Waynforth y Flecknell, 1992.
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Figura 3.3 Detalle de los ligamentos suspensorios que se pueden cortar para lograr
una mejor movilidad de los I6bulos hepéticos. Extraido de Waynforth y Flecknell, 1992.
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Luego se colocé una pieza de gasa seca estéril a lo largo del limite de la
incision en la piel y se extrajeron los I6bulos medio y lateral izquierdo de la cavidad
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abdominal de la misma forma que antes, dejandolos ahora descansar sobre la gasa.
En esta condicion, se procedié a inocular el volumen de células DH/DK12/TRb en el
I6bulo lateral izquierdo del higado. Para ello se introdujo una jeringa tipo Hamilton
con aguja de 22-gauge previamente esterilizada en alcohol 70% en agua destilada,
penetrando cerca del extremo derecho del I6bulo, recorriendo superficialmente el
parénquima hepatico de derecha a izquierda aproximadamente un centimetro y
llegando, con una localizacion lo mas sub-capsular posible, al punto del implante.

Con la aguja ubicada en la posicion deseada, se procede a descargar el
volumen de células, observando en la superficie del higado, donde se encontraba el
extremo de la aguja, un noédulo pequefo de color claro del tamafio de una lenteja
(Figura 3.4). Antes de retirar la aguja, se procedi6 a ejercer presion con un hisopo de
algoddn en el borde del ndédulo de células justo en el final del recorrido de la aguja
de forma de evitar que las células se escurran por el lugar que dej6 la aguja al ser
extraida. Manteniendo la presion se retird lentamente la aguja y se ejercié presion
con otro hisopo en el lugar donde se introdujo la aguja hasta contener el posible
sangrado (aproximadamente entre 30 y 60 segundos fueron suficientes).

Figura 3.4 Procedimiento de inoculacién de células DH/DK12/TRb en el I6bulo lateral

izquierdo del higado de ratas BDIX. Con la aguja ubicada en la posicion deseada, se

procede a descargar el volumen de células.

Finalmente los animales fueron suturados mediante sutura intradérmica para
prevenir futuras reaperturas, y la zona de cirugia fue desinfectada con iodopovidona.
Luego de la cirugia los animales fueron mantenidos bajo una ldmpara de calor y
vigilados hasta su recuperacién de la anestesia.
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Durante todo el periodo de duracién de los experimentos, los animales fueron
revisados y pesados periodicamente. En el caso de aparicion de abscesos e
infecciones de las heridas los animales fueron anestesiados para realizar

curaciones.

3.7.3 Ensayos de puesta a punto del modelo

Por medio de la técnica descripta, se realizaron 1 6 varios inéculos aislados,
intra-hepaticos, sub-capsulares en el Iébulo lateral, con un rango de 0,17 a 10
millones de células suspendidas en volumenes de prueba de 8 a 140 ul de medio
F10-DMEM, por inéculo. Los animales se sacrificaron a distintos tiempos post-
inoculacién (10 a 40 dias), momento en el cual se les practicO una segunda
laparotomia para explorar la superficie del higado, observar la evolucion de los
tumores y tomar muestras del higado con tumor. En varios casos se presentaron
algunos inconvenientes en la segunda cirugia, como ser la adhesion de los Iébulos
hepaticos, manipulados durante la inoculaciéon de células, con parte del epiplén que
se encuentra entre el estbmago y el higado. Algunas veces se observo la presencia
de adherencias a otros érganos como al peritoneo visceral que recubre el estbmago
o el intestino, o incluso al peritoneo parietal que separa al diafragma, o cerca de la
zona de la cicatriz de la incisién realizada durante la primera laparotomia. Este tipo
de adherencias fueron separadas cuidadosamente tratando de no producir
desgarros en el higado, evitando un manipuleo excesivo que es la principal causa de
la formacién de estas adherencias, que se incrementan al volver a operar a los
animales. Cabe destacar que el riesgo de formacion de adherencias también es alto
a nivel clinico después de cirugias abdominales.

Como se menciond anteriormente, el objetivo fue que los animales a tratar
tuvieran ndédulos medibles, bien localizados, sin diseminacién peritoneal ni pulmonar
y una vascularizacion adecuada. De esta forma, se determinaron las condiciones
potencialmente Optimas de trabajo. Posteriormente, las mismas fueron ensayadas
en un segundo grupo de 56 ratas, con las cuales se realizaron estudios de
biodistribucién de compuestos borados en el modelo y se evaluaron los tumores a
nivel histologico (los experimentos de biodistribucidon no forman parte del presente
trabajo de tesis). Para la evaluacion histoldgica se realizé un procedimiento de rutina
que consiste en la fijacion de las muestras en formol 4% en PBS por al menos 24 hs,
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la inclusién en tacos de parafina y el corte por micrétomo. Los cortes fueron
montados, desparafinados y tefiidos con hematoxilina y eosina para su visualizacion

al microscopio éptico.

3.7.4 Resultados de la puesta a punto del modelo

Se obtuvo crecimiento tumoral en 98% de las ratas ensayadas. En base al
estudio piloto, se determinaron las condiciones éptimas de trabajo: inoculacion de
0,5 millones de células en 10 pul de medio F10-DMEM en 1 6 3 in6culos. Se verificd
el crecimiento del tumor en todos los tiempos evaluados (10 a 40 dias), y se definié
como tiempo para obtener nédulos de forma reproducible aproximadamente los 13
dias post-inoculacién.

En el segundo grupo de 56 ratas, inoculadas con el volumen y la
concentracion definidos previamente, se verificd reproduciblemente el desarrollo de
nddulos Unicos, visibles, superficiales y mensurables sin diseminacion peritoneal ni
pulmonar luego de 13 +/- 1 dia post-inoculacién (Figura 3.5).

Figura 3.5 Izquierda: Imagen del I6bulo lateral izquierdo de una rata BDIX, 2
semanas luego de la inoculacién sub-capsular de las células DH/DK12/TRb. En el centro del
I6bulo se puede observar un Unico nédulo tumoral (circulo verde), ubicado superficialmente,
que puede ser palpado y evaluado para su seguimiento post-tratamiento. Derecha: el mismo
nédulo luego de ser disecado.

En aproximadamente el 50% de los casos, también se observé el crecimiento
de células a lo largo del recorrido de la aguja con la cual se inoculan las células
dentro del higado, principalmente debido al arrastre o reflujo del volumen de
inoculacion al retirar la aguja (Figura 3.6). En algunos casos el nddulo tumoral se

presentd mas alargado, de espesor parejo o de mayor espesor donde se descargd
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el indculo (final de recorrido de la aguja). En una proporcién menor de casos se llegb
a observar crecimiento externo sobre la superficie del higado, siempre en cercania
del punto donde se introdujo la aguja, donde es esperable una posible
contaminacién con células en la superficie externa del higado.

Figura 3.6 Imagen del I6bulo lateral izquierdo de una rata BDIX, 2 semanas luego de
la inoculacién sub-capsular de las células DH/DK12/TRb. En el detalle (6valo verde) se
puede observar un Unico nédulo tumoral alargado, debido al crecimiento de células a lo

largo del recorrido de la aguja de inoculacién.

A nivel histolégico, los nédulos se describen como tumores muy compactos,
vascularizados y con formaciones glandulares tipicas de adenocarcinoma,
mostrando un patréon con mayor proporcién de parénquima tumoral que estroma. Se
evidencian células tumorales de forma y tamafo caracteristico, con nucleos
leptocromaticos y la presencia de numerosas mitosis (Figura 3.7). Este conjunto de
caracteristicas son similares a las descriptas por otros autores en el mismo modelo
(Caruso et al. 1993, Maggiori et al. 2012).

Luego de la cirugia, los animales presentaron una buena recuperacion clinica
general. Se observé una disminucién en la ganancia de masa corporal los primeros
dias post-inoculacién, coherente con una menor alimentacion de los animales en ese
primer periodo de recuperacion de la intervencién. En las Figuras 3.8 y 3.9 se
presentan la evolucién de la masa corporal promedio y la masa relativa al inicio
(momento de la inoculacion) para ambos sexos, donde se puede observar la
recuperacién de la ganancia de masa corporal 5 dias post-cirugia. Luego de
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aproximadamente 2 semanas de seguimiento la ganancia de masa corporal

promedio relativa al momento de la inoculacion fue del 7%.

Figura 3.7 Imagen histolégica de un nédulo con estroma vascularizado, 13 dias post-
inoculaciéon. La imagen superior, tomada a menor aumento (objetivo 20X), ilustra el
crecimiento de las células de adenocarcinoma de colén en contacto con el parénquima
hepatico. A mayor aumento (objetivo 40X), imagen inferior, se puede observar la
diferenciacién glandular, células tumorales de forma y tamarno caracteristico, con nucleos
leptocromaticos y la presencia de numerosas mitosis.
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Figura 3.8 Masa corporal promedio (g) de las ratas BDIX para cada tiempo post
inoculacion. El tiempo 0 (to) corresponde al momento en que se realiza la inoculaciéon de

células en el higado. Las barras de error representan +/- un desvio estandar.
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Figura 3.9 Masa corporal relativa a la masa corporal correspondiente al momento de
la inoculacion (masa a tiempo t / masa a tiempo to 6 masa corporal normalizada). En el
grafico se omiten los errores para una mejor visualizacion, siendo el desvio promedio del 5%

y no mayor al 8% en ningiin momento.
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El uso de 1 in6culo disminuy6 la aparicion de adherencias y fue seleccionado
para los estudios de BNCT in vivo mientras que para los estudios de biodistribucién
previos (Garabalino et al. 2011) se realizaron varios in6culos para aumentar la masa

tumoral disponible para la medicion de concentracion de boro en tejido tumoral.

3.7.5 Conclusion de la puesta a punto del modelo

Segun los requerimientos pre-establecidos, se logrd poner a punto un modelo
experimental reproducible de metastasis hepaticas localizadas, util para llevar
adelante estudios experimentales de BNCT. Se seleccion6 el modelo de 1 indculo
para realizar estudios in vivo de BNCT en la facilidad de irradiacion disponible en el
reactor RA-3 ya que facilita la irradiacién local y el blindaje del resto del cuerpo.

150



3.8 Desarrollo de un blindaje de neutrones para realizar
estudios de BNCT in vivo en el modelo de metastasis
hepaticas seleccionado

El objetivo fue disefiar y construir un blindaje de neutrones adaptado al
modelo de metastasis hepaticas seleccionado y al proceso de irradiacién en la FCCT
del reactor RA-3, que permitiera proteger el cuerpo del animal mientras se entrega
una dosis terapéutica en la zona de interés (ubicacion del nédulo tumoral).

3.8.1 Diseno del blindaje

De forma analoga al disefio propuesto para el modelo de cancer bucal (ver
seccién 2.6 del Capitulo 2), el blindaje consiste en una caja rectangular con tapa
removible, con paredes dobles de acrilico conteniendo un relleno ininterrumpido de 6
mm de espesor de °LixCOs (95% enriquecido en °Li, absorbente de neutrones
térmicos) (Figura 3.10). La tapa presenta una ventana o apertura colimada (de 60
mm x 30 mm) que permite exponer la regién de interés protegiendo el resto del

cuerpo del animal (Figura 3.10).

Figura 3.10 Iméagenes del blindaje de neutrones de °Li,COs.desarrollado para la
irradiacion del higado en el modelo experimental de metastasis hepaticas en ratas BDIX. En
el interior se coloca una camilla de acrilico que sirve para posicionar al animal de forma

reproducible.
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Fue de particular importancia proteger el rifdn, cercano al eje de exposicion
del higado, dada la alta concentracion del compuesto borado que se acumula en
este 6rgano (ver Tabla 3.4 y Garabalino et al. 2011). Para cumplir con este
requerimiento, se construyé una cama de acriico de modo de ubicar
reproduciblemente al animal dentro del blindaje, y se emplearon 2 paletas de
acrilico, una a cada lado del animal, para posicionar los rinones fuera de la ventana
de exposicion. Con el fin de verificar el posicionamiento de los 6rganos, se realiz6 un
estudio donde se tomaron placas radiograficas de animales de distintas masas
corporales dentro del blindaje (Figura 3.11).

Figura 3.11 Radiografias longitudinales (fotos superiores) y laterales (fotos
inferiores) de una rata BDIX ubicada dentro del blindaje. Se presenta el mismo animal con
adaptadores para reposicionar los rifones alejandolos de la ventana de exposicion (fotos
izquierda) y sin adaptadores (fotos derecha). Las flechas rojas marcan la posicion de los
adaptadores. Con indicaciones en negro se sefalan las posiciones de alambres ubicados en
diferentes 6rganos de interés. El recuadro punteado en blanco define los limites de la
apertura en la tapa del blindaje.
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Se ubicaron pequefios alambres en la posicion de los diferentes Iébulos
hepaticos y de los dos rinones para una mejor visualizacion de tejidos blandos
(Figura 3.11). En cada caso se evalud la posicion relativa a la ventana del higado, la
zona donde se implanta el nédulo tumoral, los rinones y otros érganos limitantes de

dosis con el objetivo de seleccionar las condiciones 6ptimas de posicionamiento.

3.8.2 Caracterizacion dosimétrica del blindaje

Como primera caracterizacion, se realizd6 una medicion de flujo neutrénico
térmico mediante la técnica de activacién neutrénica, empleando un fantoma de
acrilico instrumentado con alambres de cobre-oro (1,55 % de Au) de
aproximadamente 1 cm de largo y 1 mm de didmetro. En esta primera
caracterizacion, se obtuvo un flujo térmico (2200 m/s) del orden de 4 x 10° n cm? s™
en el centro de la ventana (a la altura de la piel del animal), y 2 x 10° n cm®s™, en
una posicion interna a la profundidad del higado, un valor adecuado para alcanzar
un nivel de dosis terapéutica para estos experimentos en un tiempo razonable. El
flujo en los limites de la ventana (por €j. a la altura de la porcién de los pulmones o
de los rinones que quedarian algo expuestos en el borde de la ventana), fue de
entre el 15-30 % de la posicién mas expuesta en la ventana (superficie de la piel del
animal). En el resto de las ubicaciones dentro del blindaje se obtuvieron flujos al
menos 20 veces menores, al igual que lo observado para el blindaje construido para
el modelo de cancer bucal en hamster, descripto en la seccion 2.6 del segundo

capitulo del presente trabajo de tesis.

En el proceso de irradiacion en la FCCT del RA-3, se define una medicion de
flujo neutrénico en una posicion reproducible (monitora) en cada experiencia, que es
el parametro sobre el cual se define el tiempo de irradiacion necesario para alcanzar
la dosis requerida en un punto de interés. De esta forma, para realizar la estimacién
de la dosis en un determinado érgano, es necesario conocer el flujo neutronico, o lo
que es lo mismo, la relacion que existe entre el flujo en el érgano y el flujo en la
posicion de referencia donde se controla el flujo en cada experiencia. Con la
finalidad de obtener factores (Fw) que representen la atenuacion de flujo neutrénico
en diferentes posiciones dentro del blindaje (higado, pulmén, rifién, intestino, etc.)
con respecto a esta posicion de referencia, se realizaron 4 irradiaciones ubicando

alambres dentro del cuerpo de ratas posicionadas en el blindaje. Para ello se
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seleccionaron ratas de diferente masa corporal (de entre 170 y 250 g) cubriendo el
rango a ser utilizado en los futuros experimentos (ratas de masa corporal superior a
250-260g no pueden ser ubicadas comodamente en el volumen interior del blindaje).
Los animales fueron anestesiados y operados para implantarles los alambres para la
medicion de flujo. Luego de la irradiacion, los animales fueron sacrificados y los
alambres se extrajeron, se lavaron y fueron medidos en una cadena de
espectrometria gamma. Los datos obtenidos se procesaron de acuerdo a lo
descripto anteriormente para obtener el valor de flujo en cada posicion (seccion
2.5.1.3). En la Tabla 3.1 se muestran los resultados obtenidos para cada una de las
localizaciones evaluadas (para una rata de masa corporal intermedia dentro del

rango definido).

Tabla 3.1 Resultados de la activacién de alambres ubicados dentro del cuerpo de
una rata posicionada dentro del blindaje de neutrones. Se muestran los valores de flujo
neutronico medidos en cada posicion. Los factores Fw se presentan como la relacién
porcentual, entre el valor medido en cada posicién con respecto al valor medido en la
ubicacion externa (piel mas expuesta en la ventana). LLI: I6bulo lateral izquierdo; LLD:
I6bulo lateral derecho. Los valores de flujo fueron determinados con una incerteza menor al
5 %.

Identificacion ] .
Ubicacion Flujo (nv) Fw [%]
alambre

Externa (piel mas
W29 3,4E+09 100%

expuesta)
W25 Higado, I6bulo LLI inferior 1,6E+09 46%
W26 Higado, l6bulo LLI superior 2,4E+09 72%
w27 Higado, l6bulo MLD 1,4E+09 43%
w23 Rinén derecho 5,0E+08 15%
W24 Rifén izquierdo 3,3E+08 10%
w28 Pulmén 1,1E+09 32%

En la experiencia con la rata de menor tamafo se observaron variaciones
importantes en el posicionamiento dentro del blindaje, quedando mas expuesta la
posicién de los rifiones y parte del pulmén. Por este motivo, para los 6rganos

ubicados en las cercanias de la ventana, se consideraron dos factores diferentes
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que contemplen la situacion que determinado érgano se encuentre o no totalmente
blindado.

En la Tabla 3.2, se muestra un ejemplo de calculo representativo de
estimacién de las dosis recibidas en los diferentes 6rganos durante una de las
primeras pruebas piloto de irradiacién con este modelo, tomando en cuenta los
factores de atenuacion de flujo (Fw) (en su mayoria, seleccionados del caso que se
muestra en la Tabla 3.1). En los casos donde se supone que ciertos 6rganos se
exponen parcialmente (casos "sin blindar" o "cerca del higado" en la Tabla 3.2), los
factores de atenuacion fueron seleccionados a partir de los resultados de las

irradiaciones analizadas que presentaron el valor mas conservativo (menor blindaje).

Se puede observar en las estimaciones de dosis, la importancia de lograr un
buen posicionamiento de los riniones de modo de lograr que queden lo mejor
blindados posible, disminuyendo la dosis que recibe ese 6rgano.

También se consider6 el caso particular de la irradiacién del intestino,
considerando que se encontraria en contacto con liquido intraperitoneal (i.p.) que
presenta un alto contenido de boro (Garabalino et al. 2011). Teniendo en cuenta la
radiosensibilidad del intestino y la dosis asociada a la alta concentracién de boro
presente en el liquido i.p. en el caso de los protocolos que se suministran por esa
via, se proyectd realizar un lavado de la cavidad intraperitoneal previo a cada
irradiacidon, de modo de retirar el liquido residual conteniendo boro y asi disminuir la
dosis que reciben los érganos internos.

De los resultados expuestos hasta el momento queda claro que puede existir
una variacion importante en el flujo al que puede estar expuesto determinado érgano
en funcion del tamafo del animal y/o del correcto posicionamiento del mismo dentro
del blindaje. Cabe mencionar que en la Tabla 3.2 no se presentan valores de dosis
en tumor, debido a que para determinar el valor de flujo en el nédulo tumoral a tratar
y en el higado mas expuesto, se realizaron mediciones particulares con el fin de
lograr una mejor aproximacion al valor real de flujo en los puntos de mayor interés.
Estas mediciones se describen mas adelante junto a la descripcion de los ensayos

in vivo con el modelo.
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Tabla 3.2 Ejemplo de valores de dosis calculados para una irradiacion en la FCCT

con el reactor RA-3 operando a 8 MW de potencia. Se utilizan los factores de flujo relativos

a la posicién monitora indicados para cada situacion. El caso seleccionado corresponderia a

un tratamiento con BPA-BNCT, protocolo BPA 46,5 mg '°B/Kg i.p.+i.v., (Garabalino et al

2011), para una prescripcion de fluencia de neutrones en higado de 4 E+12 n cm-2.

Flujo monitor externo

4,23E+9ncm?s™

Rifion (zona blindada)

0,15

3,81E+10

2,4

0,18

91

Factor Flujo Dosis Dosis 8] Dosis Dosis

relativo térmico | gamma | "N Boro total
Tejido / ubicacion en el .

a monitor

blindaje

externo | , om2 min Gy Gy ppm Gy Gy

(Fw)

Higado 0,72 1,83E+11 24 0,84 17.4 5,3 8,5

5,7

Rifdn (zona sin blindar)

0,6

1,52E+11

2,4

0,70

91

22,9

con ppm del liquido i.p.

Estomago (zona cerca higado
inf)

1,32E+11

2,4

0,61

24

Intestino (zona blindada) 0,15 3,81E+10 2,4 0,13 21 1,3 3,9
Intestino (zona cerca higado) 0,72 1,83E+11 2,4 0,62 21 6,2 9,3
Intestino (zona blindada) con a
L 0,15 3,81E+10 2,4 0,13 60 3,4 6,0
ppm del liquido i.p.
Intestino (zona cerca higado) a
0,72 1,83E+11 2,4 0,62 60 16,5 19,6

5,3

Estomago (zona cerca higado
sup)

Pulmon (zona del mismo que
haya quedado en la ventana)

1,83E+11

8,12E+10

2,4

2,4

0,84

0,37

24

16

2,1

10,6

4,9

Pulmon (zona blindada)

0,1

2,54E+10

2,4

0,12

16

0,7

3,2

? Se toma como referencia el valor medido para el protocolo BPA 46,5 mg '

ha observado un rango muy variable entre 10 y 150 ppm (Garabalino et al 2011)

°B/Kg i.p.+i.v., aunque se
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En un trabajo llevado adelante a posteriori a la construcciéon del blindaje, el
Dr. Rubén Farias y col. realizaron una simulacion computacional mediante el cédigo
MCNP de la distribucién de flujo neutrénico dentro del blindaje colocado en la fuente
de la columna térmica del RA-3 (Farias 2010). En la Figura 3.12 se muestran los
planos del blindaje simulado.

Figura 3.12 Planos centrales en Z e Y de un fantoma de rata realizado en MCNP
(gentileza del Dr. Rubén Farias y col.) y la placa de Rx correspondiente sobre la que se
basé el modelo. El fantoma fue realizado con tejido equivalente a musculo.

En la Figura 3.13, se muestra la distribucion de flujo neutronico en diferentes
puntos, presentados en forma relativa a un flujp maximo modelado para la fuente de

aproximadamente 9,3 x 10° ncm?s™.

En las isocurvas de flujo longitudinales y transversales en el plano medio del
blindaje se observa sobre la abertura las curvas correspondientes al 40%, 30%, 20%
y 10% de flujo neutrénico relativo a un maximo externo y la forma con que estas
ingresan al contenedor para el caso estudiado (Figura 3.13). Considerando el flujo
asociado con la curva del 40% (aprox. 3,72 x 10° n cm?s™) como el flujo méximo en
la posicion mas expuesta de la piel de la rata, se obtuvo la relacién del flujo con
respecto a este maximo en puntos sobre las curvas que se encuentran a mayor

profundidad en la abertura del blindaje. Estos valores se indican en la Tabla 3.3.

157



Como dato comparativo, consignamos que en las 4 irradiaciones con ratas
reales se obtuvo una atenuacion promedio de 80% en la posicion donde se
encontraria el nédulo tumoral (72% en la posicién del 16bulo lateral izquierdo del
higado para el caso de la rata de masa de 213g, presentado en la Tabla 3.1). Se
estima que esta posicién se ubica aproximadamente a 5 mm de profundidad de la
superficie externa de la piel. Si bien no se puede establecer una comparacion directa
(ya que para ello se requiere un modelado y una experiencia definiendo posiciones
fijas y reproducibles), el modelado corrobora la distribucién relativa del flujo
neutrénico en la apertura colimada y la proteccién que ofrece el blindaje al cuerpo
del animal, alcanzando en todos los casos valores aceptables para la realizacién de

los experimentos proyectados.

Figura 3.13 Iso-superficie de Flujo longitudinal sobre el plano medio a) longitudinal y
b) transversal, del blindaje conteniendo un fantoma de rata. Los porcentajes indican el flujo

relativo a un maximo entregado por la fuente. Gentileza del Dr. Rubén Farias y col.

Altura (erm)

Altura [eir)

o
Ancha [cm)
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Tabla 3.3 Datos relevados de la Figura 3.13 obtenida por simulacion de la

distribucion de flujo neutrénico dentro del blindaje colocado en la FCCT del RA-3.

Profundidad aprox. Isocurva de flujo ) »
) ) Flujo enla Relacion a
en el centro de la simulado (relativo al ) » L
. simulacion posiciéon 0 mm
apertura maximo de la fuente)
0 mm 40% 3.72E+09 100%
8 mm 30% 2.79E+09 75%
17 mm 20% 1.86E+09 50%
30 mm 10% 9.30E+08 25%

La tasa de dosis gamma fue medida previamente en aire para el sistema de

irradiacién. Se utilizé una camara de ionizacién de grafito (modelo IC-18G, Far West

Technology) blindada de neutrones térmicos en su parte sensible con un capuchén

de FLi (95 % enriquecido en °Li). Se posicioné por encima del blindaje, a la altura de

la ventana donde se coloc6 un fantoma de acrilico para simular la presencia del

cuerpo del animal posicionado dentro del blindaje (Figura 3.14).

Figura 3.14 Experiencia de medicién de tasa de dosis gamma en la posicion de

irradiacion con el blindaje de neutrones para el modelo de metéstasis hepaticas en ratas. Se

muestra el posicionamiento de la camara de ionizacion (Cl). Se repitié la misma

configuracion con (foto derecha) o sin (foto izquierda) un fantoma (un bloque de acrilico),

para estimar la contribucién gamma que aporta el cuerpo del animal.
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Se asumié una tasa de dosis homogénea para todos los tejidos. Se consideré
que este criterio era conservativo, ya que la posicion donde se ubica la camara de
ionizacion es la que presentaria el valor mas alto debido a la mayor contribucién a la
dosis gamma por la reaccién 'H(n, y)?H, que se produce por la captura de neutrones
térmicos en el hidrogeno presente en el cuerpo del animal (fantoma de acrilico). La
tasa de dosis gamma también fue relativizada al flujo térmico medido con un SPND
en una posicién monitora (ya que presentan una relacién constante), de modo de
poder actualizar su valor con sélo monitorear el flujo neutrénico previamente a cada

experiencia de irradiacion.

3.8.3 Conclusiones relativas al desarrollo del blindaje

Se desarroll6 un blindaje de neutrones adaptado al modelo de metéstasis
hepatico seleccionado previamente para realizar estudios de BNCT in vivo utilizando
la FCCT del RA-3. Se determiné el posicionamiento anatémico del animal dentro del
blindaje que permitiria maximizar el flujpo de neutrones térmicos en la zona de
metastasis hepaticas, minimizando el flujo en riidn y pulmén. Se caracterizd el
blindaje y se obtuvieron factores de atenuacion de flujo neutrénico dentro del mismo
para ser utilizados en la estimacién de dosis en diferentes érganos de interés. El
método particular de determinacion del flujo neutrénico en el blanco de tratamiento a
ser evaluado (n6édulo tumoral e higado circundante) y el correspondiente calculo de
dosis, se describen posteriormente en la seccidn correspondiente a cada ensayo in

Vvivo.

160



3.9 Estudios de BNCT in vivo en el modelo de metastasis
hepaticas en el reactor nuclear RA-3

3.9.1 Primera etapa: evaluacion de la eficacia terapéutica

Se defini6 que se evaluaria la eficacia terapéutica de un protocolo de BPA-
BNCT a las 2 y 3 semanas de la aplicacion de la terapia en el modelo de metastasis
hepaticas basado en la implantacion de células de cancer de colon (DHD/K12/TRb)
en el higado de ratas BDIX. Se considerd posible encontrar una respuesta de los
tumores 2-3 semanas post-tratamiento, sobre la base de resultados previos de
respuesta tumoral al BNCT evaluada en otros modelos experimentales (Kreimann et
al. 2001b, Trivillin et al. 2004a, 2006). Se evaluaron dos niveles de dosis,
comenzando por un nivel mas conservativo de modo de no superar limites de
radiotolerancia conocidos, y luego aumentando la prescripcién de dosis a la luz de
los primeros resultados.

3.9.1.1 Materiales y métodos

Se utilizaron un total de 98 ratas BDIX macho o hembra adultas, de entre 170-
250 g de masa corporal (m.c.), a las cuales se le implantaron 0.5 millones de células
en 10 pl de medio F10-DMEM en el I6bulo lateral izquierdo del higado, para inducir
el desarrollo de nédulos tumorales sub-capsulares que simulan metastasis en una
zona delimitada (segun lo descripto anteriormente en la seccién 3.7). Los animales
fueron alojados en jaulas individuales, en una habitacion con temperatura controlada
y ciclos de 12 hs de luz/oscuridad. Se pesaron y evaluaron clinicamente en forma
diaria a partir del momento de la cirugia. Luego de 13 +/- 1 dias de la inoculacién,
100% de los animales desarrollaron los nédulos tumorales de las caracteristicas
previamente definidas, y fueron asignados en forma aleatoria a los siguientes

protocolos experimentales:

a) Grupo BPA-BNCT (n=32): Los animales fueron inyectados con solucion de
BPA-fructosa a una dosis de 46,5 mg '°B/kg m.c. Tres horas luego de la
administracién del compuesto borado, los animales fueron expuestos a la

irradiacién con neutrones en la FCCT del RA-3.
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b) Grupo Sélo Haz (n=25): Se irradié con la misma fluencia de neutrones que el
grupo BPA-BNCT, pero sin administracién previa del compuesto borado, para
estudiar el efecto de la dosis de fondo.

c¢) Grupo Sham (n=27): Control sin irradiar, expuesto a la misma manipulacién
que los grupos tratados (inoculacion de células tumorales y laparoscopia 2
semanas post-inoculacion).

El compuesto BPA fue preparado de acuerdo al método estandar previamente
descripto (Garabalino et al. 2011), para obtener una solucion inyectable 0,42 M de
BPA-fructosa. La solucién se prepard utilizando agua mili-Q y p-borofenilalanina
(BPA, L- enantiémero, >98 % enriquecida en 98B de Boron Biologicals, Inc. Raleigh,
NC) conteniendo 4,9% de '°B por mol de BPA. Luego, esta solucién se llevé a pH 10
con NaOH 10 My NaOH 1 M (para el ajuste fino) en constante agitacién. Una vez
alcanzado el valor de pH, se le agregé fructosa en una relacién molar 1:1 con el
BPA, para formar el complejo BPA-fructosa y asi aumentar la solubilidad del BPA.
Este complejo disminuye el pH, por lo que nuevamente se llevo la solucion a pH 10
agitando durante 20 minutos para que todos los sélidos se solubilizaran. Finalmente,
se ajusté el pH a valores fisioldgicos de 7,2-7,4 con HClI 6 N y 0,6 N (para el ajuste
fino), también bajo agitacion. La solucién obtenida resultdé transparente (Yoshino,
1989, LaHann, 1993) y se purificd por filtracion con un filiro de tamano de poro de
0,2 um. La solucién se conservé a 4°C, en oscuridad, hasta su utilizacion. La
solucion fue preparada el mismo dia de su utilizacion ya que por encontrarse
sobresaturada posee poca estabilidad y precipita facilmente, no siendo
recomendable su almacenamiento. El volumen de inyeccién asociado a la dosis de
compuesto administrada (46,5 mg °B/kg m.c.) es 1,03 ml/100 g de m.c., es decir,
aproximadamente 2 ml de solucién de BPA 0,42M considerando una rata “promedio”
de 200g de m.c. En un estudio piloto inicial, se intenté suministrar el volumen total
mediante inyeccidn intravenosa (i.v.), simulando la ruta de administracién que se
utiliza normalmente en el tratamiento de pacientes humanos. Sin embargo, el gran
volumen inyectado en bolo fue pobremente tolerado por los animales. Por lo tanto,
para los experimentos, se optd6 por inyectar la mitad del volumen
intraperitonealmente (i.p.) y la otra mitad del volumen por via i.v. El protocolo de
administracién del compuesto borado fue seleccionado en base a datos de
biodistribucidn reportados previamente (Garabalino et al. 2011). En la Tabla 3.4 se

muestran los valores de concentracion de boro para este protocolo, el cual cumple
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con los requisitos para considerar que tiene potencial terapéutico y amerita ser
evaluado en estudios radiobiologicos. Estos requisitos son que el compuesto no
manifieste toxicidad, que la concentracién absoluta de boro en tumor sea 220 ppm, y
que la relacion de concentracion de boro en tumor/higado sea 21 (Garabalino 2011 y
seccién 1.7.2). La seleccion del tiempo post-administracién de BPA al cual se realizé
la irradiacion con neutrones en el grupo BPA-BNCT (para optimizar el contenido de
boro en tumor y maximizar la relacion concentracién de boro en tumor/tejido), se
realizd en base a estudios previos de biodistribucion realizados por nuestro grupo de
trabajo, no incluidos en esta tesis (Garabalino et al. 2011).

En el esquema de la Figura 3.15 se presenta un resumen general del
procedimiento aplicado al grupo BPA-BNCT.

Tabla 3.4 Valores de concentracion de boro correspondientes al protocolo de
administracién de BPA (i.p. + i.v.) a una concentracién de 46,5 mg '°B/kg m.c. (extraido de
Garabalino et al. 2011).

BPAi.p. + i.v.

Tejido (46,5 mg "°B/Kg)
[Ppm]

Sangre 15,0 + 3,8 (n=8)
Tumor 32 £ 10 (n=25)
Higado 17,4 £ 5,2 (n=8)
Rifon 91 + 22 (n=8)
Intestino 20,7 £5,1 (n=7)
Liquido Intraperitoneal 60 £ 15 (n=7)
Estomago 24 £ 10 (n=8)
Bazo 26,0 * 6,1 (n=7)
Piel 15,7 5,2 (n=6)
Pulmén 15,6 + 5,4 (n=8)
Lengua 19,6 £ 8,3 (n=8)
Médula espinal 6,4 £ 1,0 (n=5)
Tumor / Higado 1,803
Tumor / Sangre 2105
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Figura 3.15 En el diagrama se describen en forma general los pasos seguidos para
la aplicacién del protocolo BPA-BNCT en el modelo experimental descripto. Nétese que para
el caso del grupo Solo Haz se sigue el mismo procedimiento omitiendo el paso de
administracién del compuesto borado, y en el caso del grupo Sham también se omite el
paso de irradiacién con neutrones.

= - : -
2a3
semanas

Los calculos dosimétricos se realizaron en forma analoga a lo descripto

previamente en la primera parte de esta tesis, considerando las caracteristicas
particulares del caso (disefio del blindaje y modelo experimental). Sintéticamente, en
la FCCT, el campo neutronico esta muy bien termalizado, siendo despreciable la
componente proveniente de protones recoil del hidrégeno presente en los tejidos
(dosis de neutrones rapidos) (Miller et al. 2009). De este modo, las dosis reportadas
en las tablas de dosis incluyen tres componentes: una dosis de protones proveniente
de la captura del nitrégeno, una dosis gamma y la contribucidén de la reaccién de
boro informada como Gy por ppm de boro en masa'. A fin de obtener la dosis boro,
esta Ultima contribucion deberia ser multiplicada por la correspondiente
concentracion de boro. En cada irradiacion se realizd una medicidn en una posicion
monitora, para ajustar el flujo neutrdnico y la tasa de dosis gamma a potenciales
variaciones de potencia del reactor, y finalmente determinar el tiempo de exposicion

para alcanzar la dosis prescrita para cada caso.

' Para el boro y el nitrégeno, los factores kerma térmicos utilizados para los calculos fueron los
mismos que se describieron anteriormente en la seccién 2.5.
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Dado que actualmente no disponemos de una técnica no invasiva de
seguimiento del crecimiento del tumor en el higado, cada animal fue sometido a otra
laparotomia en el momento previo a la irradiacion para verificar la presencia del
nédulo tumoral y medir sus dimensiones superficiales. Con estas mediciones se
calcul6 el area ocupada superficialmente por el nédulo (superficie pre-tratamiento),
valor de referencia con el que se puede evaluar la respuesta individual para cada
animal tratado.

Adicionalmente, en el grupo BPA-BNCT, la cavidad intraperitoneal fue lavada
con solucién salina tibia para remover todo el BPA residual que pudiera haber
quedado en el liquido intraperitoneal, y asi prevenir un dafno adicional al intestino.
Durante la misma intervencién, se colocaron en forma sub-capsular en el I6bulo
lateral izquierdo del higado de 33/57 de los animales irradiados (grupos BPA-BNCT
y Solo Haz), dos alambres de cobre (0,25 mm de didmetro y aproximadamente 7 mm
de largo), a los lados del n6dulo tumoral, para medir el flujo neutrénico in situ por la
técnica de activacion neutrdnica, y a la vez obtener el factor de proporcionalidad
(Fw) entre dicho valor y el que se mide en la posicion monitora utilizando el SPND.
En la Figura 3.16 se muestra en detalle un par de alambres colocados a los lados de
nodulo tumoral implantado en el higado de una de las ratas tratadas.

Figura 3.16 Detalle de los alambres implantados a los lados del nédulo tumoral para
la determinacion experimental del flujo neutrénico. Las flechas blancas indican las

\

posiciones de los alambres de cobre y la flecha negra la posicion del inéculo.
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En el esquema de la Figura 3.17 se presenta en detalle el procedimiento

completo aplicado al grupo BPA-BNCT.

Figura 3.17 En el diagrama se describen detalladamente los pasos seguidos para la
aplicacion del protocolo BPA-BNCT en el modelo experimental descripto, luego de

transcurridas las 2 semanas post-inoculacién de las células tumorales en el I6bulo lateral

izquierdo del higado.

2. Medicién de la
superficie tumoral
(pre-tratamiento).

‘ 3 hs post

P
1.Administracion del | |
boro (BPA 46.5 mg
108/kg) i.p.

3. Lavado de |la
cavidad peritoneal
con solucion salina

7 .Irradiacién en la para remover el
facilidad de columna BPA residual.
térmica del reactor ]

nuclear RA-3.

5. Inserciéon de
alambres de
cobre a los
lados del nédulo
tumoral, para
medir el flujo
neutrénico.

6. Posicionamiento
del animal dentro
del blindaje.

Para los casos de irradiaciones en las que se midié el flujo neutrénico in situ
con alambres, la dosis en tumor e higado fue calculada en forma retrospectiva
utilizando directamente el flujo promedio obtenido de ambos alambres. Para los
casos en que no se midié el flujo por este método (24/57), la dosis se estimo
utilizando el valor de flujo medido con el monitor externo (SPND), afectado por el
valor promedio de Fw considerando todas las relaciones obtenidas para la
configuracion de irradiacion usada.

Luego de la irradiacion, se retiraron los alambres para medicion de flujo
neutrénico, y los animales fueron nuevamente suturados (en todos los casos los
animales fueron irradiados con el abdomen cerrado al igual que los animales sin
monitor de flujo interno). Los alambres se comenzaron a medir inmediatamente por
espectrometria gamma para determinar el flujo neutrénico en la zona del tumor. Los

rayos gamma de los alambres activados fueron medidos utilizando un detector de
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germanio de alta pureza (HPGe) previamente calibrado utilizando una fuente
comercial de Europio ('°?Eu) de actividad certificada (certificado de calibraciéon N°
76044A-440, Eckert & Ziegler Analytics, Inc., 30 octubre de 2007. Analytics mantiene
trazabilidad al National Institute of Standards and Technology). Como el material del
alambre utilizado fue cobre puro (99,95%), solo se considerd el rayo gamma de
511KeV de la reaccién ®*Cu(n,y)®*Cu, con una seccién eficaz de 4,5 barns para
neutrones de energia 0,0253 eV. Los alambres fueron medidos a la mayor distancia
disponible del detector, de forma de satisfacer la condicion de fuente puntual. La
eficiencia para el pico de activacién de 511 KeV en la posicién elegida fue 0.000891
(x5 %) cps/y, haciendo posible obtener en tiempos de adquisicién razonables, un
numero total de cuentas con incertezas menores al 1%. El flujo neutrénico promedio
en la posicién del Iébulo hepatico inoculado, obtenido de la activacion de los
alambres insertados a los lados del tumor, fue (2,3 +0,5) x 10° ncm?s™.

Como criterio de prescripcion de dosis, se realizé un primer ensayo a una
dosis absorbida en higado de 7,4 Gy, tratando de no exceder las dosis de tolerancia
en este tejido de acuerdo a datos bibliograficos (Pinelli et al. 2001, Koivunoro et al.
2004) y la experiencia lograda por nuestro grupo en experimentos anteriores
utilizando otro modelo experimental (Cardoso et al. 2007). De esta forma se
prescribié una dosis absorbida a higado de (7 + 1) Gy, logrando una dosis en tumor
de (10 + 3) Gy (Dosis I). Luego de evaluar los resultados y confirmar la
radiotolerancia de higado y la ausencia de complicaciones clinicas al nivel de Dosis
I, se repitio el ensayo a un nivel de dosis mayor (Dosis Il = dosis absorbida total para
protocolo BPA-BNCT de (9 + 2) Gy en higado y (13 £ 3) Gy en tumor). Las dosis
absorbidas totales para cada protocolo, se presentan en la Tabla 3.5. Finalmente, se
realiz6 un nuevo ensayo prescribiendo al nivel de Dosis Il, pero aumentando el

tiempo de seguimiento de la respuesta post-terapia.

Los valores de dosis reportados para otros tejidos, se estimaron de la misma
forma que para el tumor o higado, pero estimando el flujo de neutrones en cada
posicién a partir del valor medido con el SPND en la posicion de referencia afectado
por los factores Fw (Tabla 3.2), de acuerdo al procedimiento descripto anteriormente
en la caracterizacion del blindaje.
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Tabla 3.5 Dosis fisica total para cada protocolo.

Dosis fisica total absorbida [Gy]

Tejido
BPA-BNCT | BPA-BNCT I Soélo Haz | Soélo Haz I
Tumor 10+3 13+3 3,0+0,2 4,3+0,2
Higado 7%1 9+2 3,0+0,2 43+0,2
Piel 11 +3 14 +3 41+0,2 5,7+£0,2
Rifon 9+2 11+2 2,6+0,2 3,8+0,2
Intestino 4,0+0,4 53%0,5 2,5+0,2 3,7+0,2
Pulmoén 5+1 61 2,8+0,2 4,0+£0,2

En la Tabla 3.6 se presentan las dosis absorbidas de las diferentes
componentes de radiacion para el nivel de Dosis Il. El tiempo de irradiacién para
alcanzar las dosis prescriptas fue de (23 £ 1) min para la Dosis | y (27 £ 1) min para
la Dosis Il. En ambos casos, las dosis de los grupos Solo Haz, se corresponden con
una exposicion a la misma fluencia neutrénica (el mismo tiempo de exposicion) que

el respectivo grupo BPA-BNCT comparable para cada caso.

Los animales fueron evaluados por 2 semanas (Dosis | y II) 6 3 semanas
(Dosis Il). Durante este tiempo, se monitorearon la masa corporal y los signos

clinicos regularmente.

Al final de cada experiencia (2 6 3 semanas post-tratamiento), se practicé la
eutanasia de los animales y se midié nuevamente la superficie tumoral que
ocupaban los nédulos en ese tiempo post-tratamiento. A su vez, se evalu6 la masa
de los nédulos tumorales disecados, separando todo el tejido hepatico circundante
previamente a la determinacion de la masa en una balanza de laboratorio. Otro
grupo adicional de animales con tumores (n=14) fue sacrificado al momento en que
se hubiera realizado la irradiacidn (pre-tratamiento) para determinar la masa

promedio de los nédulos disecados al tiempo inicial (To).

Luego, se tomaron muestras de tumor, higado adyacente y piel en zona
expuesta a la radiacion para su andlisis histolégico. Las muestras se fijaron en

formol al 4% en PBS a temperatura ambiente. Las muestras fueron procesadas por
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un método convencional para su inclusién en parafina, corte con micrétomo y tincién

con hematoxilina-eosina.

Tabla 3.6 Valores de las componentes de dosis absorbidas utilizadas para la
prescripcion de Dosis Il (mayor nivel de dosis ensayado). La dosis boro se expresa por ppm
de B en masa de tejido, la cual se debe multiplicar por la concentracién de '°B
correspondiente a cada tejido (segunda columna), para obtener la dosis absorbida debida a

esta componente. Los valores se expresan como media + DS.

Fluencia de Dosis Dosis .
Tejido [ng/g B neutrones gamma protones 'Fg;':g‘?;!ﬁ
[n cm?] [Gy] (N') [Gy]
Tumor 32+10 (3,8 0,6)x10” 3,5%0,2 0,8 0,1 0,28 + 0,04
Higado 174+52 (3,8:0,6)x10”? 3,5%0,2 0,8 0,1 0,28 + 0,04
Piel 15,7 £5,2 (7+1)x10% 35+0,2 21+04  0,54+0,09
Rifion 91 +22 (1,1 £0,2) x 10" 3,5+0,2 0,23 +0,04 0,08 +0,01
Intestino 20,7+51 (1,1+0,2)x 10" 3,5+0,2 0,17 +0,03 0,08 +0,01
Pulmén 15,6 +54 (2,2+0,4)x 10" 3,5+0,2 0,48 +0,08 0,16 +0,03

Los parametros de evaluacion de la respuesta tumoral fueron, el cociente de
la superficie externa del ndédulo tumoral sub-capsular post-/pre-tratamiento y la masa
del nédulo tumoral disecado. El indicador del cociente entre la superficie post-/pre-
tratamiento presenta la ventaja de ser un parametro determinado para cada animal
evaluado, es decir, que permite estimar la respuesta individual de cada animal. Sin
embargo, es un indicador indirecto del tamafo tumoral.

Por el contrario, la masa del n6dulo tumoral post-tratamiento es un estimador
directo del tamafo, pero solo puede ser comparado con un valor promedio de la
masa tumoral pre-tratamiento ya que naturalmente no se puede disponer del valor
real de masa tumoral pre-tratamiento de cada animal. Asi, ambos indicadores

contribuyen de forma complementaria a evaluar la respuesta tumoral.

La radiotoxicidad fue evaluada en términos del estado clinico general de los

animales por inspeccion visual diaria, cambios en la masa corporal y la cicatrizacidon
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de la herida expuesta a la radiacion. Se evaluaron alteraciones en el higado a nivel

macroscopico y/o histoldgico en los tiempos de seguimiento.

Estos estudios se desarrollaron de acuerdo a las normas éticas locales e
institucionales para el cuidado y uso de animales de laboratorio.

En los casos relevantes, el analisis estadistico de los datos se realiz6 por
andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor. El nivel de significancia estadistica se
establecié en p = 0,05.

3.9.1.2 Resultados

La relacién entre la superficie externa post-/pre-tratamiento y la masa de los
nddulos tumorales 2 y 3 semanas posteriores a las irradiaciones se muestran en la
Tabla 3.7. El promedio de la masa del nédulo tumoral previo a la irradiaciéon (grupo
To) fue de (48 £ 19) mg (n=14).

A las 2 semanas, la respuesta post-/pre-superficie tumoral correspondiente al
grupo Sham fue de 2,7 + 1,1. Este valor indica que, sin tratamiento, la superficie
tumoral se incrementa en promedio aproximadamente 3 veces en un periodo de 2
semanas. Para el caso de las irradiaciones con Sélo Haz, los valores de superficie
tumoral post-/pre-tratamiento fueron de 2,9 + 1,3 para la Dosis | y 2,3 + 1,8 para la
Dosis Il, no mostrando diferencias significativas entre ellos. Estos valores tampoco
mostraron diferencias significativas con el grupo Sham sin irradiar, indicando que los
niveles de dosis de fondo evaluados, son insuficientes para impedir el crecimiento
tumoral a las dos semanas post-tratamiento. Sin embargo, el valor correspondiente
al grupo BPA-BNCT fue 0,74 + 0,47 para la irradiacion de menor dosis (Dosis |) de
BPA-BNCT y 0,76 + 0,41 para el caso del mismo tratamiento con mayor dosis (Dosis
II), mostrando una diferencia significativa con los grupos control Sham y Solo Haz (p
< 0,02). La diferencia de respuesta entre ambos puntos de dosis de BPA-BNCT no
fue significativa cuando se evalué este indicador de respuesta.

170



Tabla 3.7 Respuesta tumoral 2 y 3 semanas post-tratamiento, expresada como
superficie del nodulo tumoral post-/pre-tratamiento y masa del nédulo tumoral para los
protocolos estudiados. n es el numero de animales evaluados en cada caso. El promedio de
la masa del nddulo tumoral pre-tratamiento (grupo To) fue de (48 £ 19) mg (n=14). Con
fluencia | y Il, se indica el nivel de fluencia de neutrones térmicos suministrada en cada
caso, segun se corresponde con lo detallado en el texto y las Tablas 3.5 y 3.6. Los valores
se expresan como [media + DS].

Tiempo - Masa del nédulo
post- Tratamiento Poigﬁﬁi'tﬁ%p;zllc'e tumoral post-
tratamiento tratamiento [mg]
0,74 +0,47 89 +62
BPA-BNCT |
n=10 n=10
fluencia |
29+1.3 150 + 64
Solo Haz |
n=4 n=>5
0,76 + 0,41 28 +16
2 semanas BPA-BNCT I
n=12 n=12
fluencia Il
2,3+1,8 72 +51
Solo Haz Il
n=10 n=10
2,7+1,1 200 + 160
Sham
n=14 n=13
0,47 +0,20 19 +16
BPA-BNCT I
n=10 n=10
fluencia Il
2,7+1.8 150 £ 100
3 semanas Solo Haz Il
n=10 n=10
4,5+ 3,1 350 + 300
Sham
n=13 n=13

Otro parametro utilizado para evaluar la respuesta fue el promedio de las
masas de los nddulos disecados, determinadas para cada tratamiento y tiempo

evaluado. Al cabo de las dos primeras semanas, la masa del nédulo tumoral medida
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en el grupo Sham fue aproximadamente cuatro veces mayor que la correspondiente
al control pre-tratamiento (la masa del nédulo tumoral aumenté de (48 + 19) mg en
Toa (200 = 160) mg en el Grupo Sham 2 semanas mas tarde (p = 0,002)). En el caso
del grupo Solo Haz |, la masa tumoral crecié tres veces con respecto al control pre-
tratamiento (Ty) alcanzando un promedio de (150 + 64) mg (p = 0,000) y aumento6
(aunque de forma no significativa) a (72 £ 51) mg en el grupo Solo Haz Il. La
diferencia entre ambos grupos Solo Haz fue estadisticamente significativa (p = 0,01).
Este resultado indicaria un efecto del aumento de la dosis de fondo sobre el
crecimiento tumoral luego de dos semanas de la realizacién del tratamiento. El valor
promedio de masa tumoral del grupo BPA-BNCT fue (89 + 62) mg y (28 £ 16) mg,
para los tratamientos con menor y mayor dosis, respectivamente, mostrando una
diferencia significativa (p < 0,005) entre ambos grupos. A diferencia de la evaluacion
con el parametro relativo a la superficie tumoral externa, empleando la masa del
nédulo tumoral como indicador de respuesta se puede observar un efecto
significativo del aumento de la dosis en la respuesta dos semanas después del
tratamiento. El tratamiento con BPA-BNCT control6 el crecimiento tumoral en el caso
del grupo tratado con la Dosis |, y para el caso del tratamiento con Dosis Il la masa
tumoral se redujo aproximadamente a la mitad del valor medio pre-tratamiento. Algo
para resaltar, es que luego de 2 semanas del tratamiento con la mayor dosis de
BPA-BNCT, se alcanzd un 86% de reduccion (1-[28/200]) en la masa tumoral

respecto de los tumores no tratados (grupo Sham).

Solo los grupos que recibieron mayor dosis mostraron una masa tumoral
significativamente menor que el grupo Sham (BPA-BNCT Il vs Sham, p = 0,001 y
Sélo Haz Il vs Sham, p < 0,03), siendo también significativa la diferencia entre el
grupo BPA-BNCT Il y el correspondiente grupo Solo Haz Il (p = 0,01).

En el estudio que se extendid por 3 semanas de seguimiento (todos los
tratamientos con irradiacion realizados con fluencia de neutrones al nivel Il), el
desarrollo tumoral progresé en los grupos Sham y Solo Haz. Por el contrario, la
remision tumoral fue mas pronunciada en el grupo que recibid el tratamiento con
BPA-BNCT. El valor de superficie Post/Pre para el grupo Sham fue 4,5 + 3,1 y en el
caso del grupo Solo Haz fue 2,7 £ 1,8, mientras que para el grupo tratado con BPA-
BNCT, el valor promedio fue 0,47 + 0,20, significativamente menor con respecto a
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ambos controles (p < 0,003). La diferencia entre los grupos Sham y Solo Haz no

alcanzé una significancia estadistica.

Comparado con el valor del grupo control pre-tratamiento, la masa promedio
del n6édulo tumoral aumenté aproximadamente 7 veces en el grupo Sham, (48 + 19)
mg vs (346 £ 302) mg (p = 0,001), y 3 veces en el grupo Solo Haz, (48 £ 19) mg vs
(147 £ 102) mg (p = 0.002)). En el caso del tratamiento con BPA-BNCT, la masa
promedio del nédulo tumoral fue (19 £ 16) mg, disminuyendo significativamente con
respecto al grupo pre-tratamiento (p = 0,001), y alcanzando una reduccion del 95 %
si se compara con el grupo Sham (1 - [19/346]).

La diferencia en la masa promedio del nédulo tumoral entre el grupo BPA-
BNCT y los grupos Sham y Solo Haz fueron estadisticamente significativas (p <
0,003). La diferencia entre los grupos Sham y Solo Haz no alcanzé significancia
estadistica. En la Figura 3.18 se ilustran estés diferencias con imagenes de ejemplos
representativos de nddulos tumorales in situ y tumores disecados, para cada uno de
los tratamientos.

Figura 3.18 Ejemplos representativos de nédulos tumorales en el higado, 3 semanas
post-tratamiento. En los paneles superiores se muestran nédulos tumorales “in situ”,
mientras que los paneles inferiores corresponden a nédulos de tumor disecados. lzquierda:
Sham. Centro: Solo Haz Il, Derecha: BPA-BNCT II.
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La Tabla 3.8 muestra para los diferentes grupos tratados con el nivel de
fluencia I, el porcentaje de animales cuyos tumores exhibieron una remision parcial,
en términos de algun grado de reduccién de la superficie tumoral pre-tratamiento
(PR: % de animales con parametro superficie tumoral post/pre tratamiento < 1), y el
porcentaje de animales cuyos tumores exhibieron una reduccion a menos que el
50% de la superficie tumoral pre-tratamiento (PRos: % de animales con parametro
superficie tumoral post/pre tratamiento < 0,5). La remision parcial fue 0% para los
grupos Sham y Solo Haz para ambos tiempos, mientras que el BPA-BNCT indujo
una remisioén parcial en 67% y 100 % de los animales luego de 2 y 3 semanas del

tratamiento, respectivamente.

Tabla 3.8 Porcentaje de animales cuyos tumores exhibieron una respuesta parcial,
en términos de reduccién de la superficie tumoral pre-tratamiento, 2 6 3 semanas post-
tratamiento para los diferentes protocolos correspondientes a la irradiacion con mayor nivel
de fluencia de neutrones. PR: % de animales cuyos tumores exhibieron algun grado de
reduccion de la superficie tumoral pre-tratamiento. PRys: % de animales cuyos tumores

exhibieron una reduccién a menos que el 50% de la superficie tumoral pre-tratamiento.

BPA-BNCT Il Solo Haz Il Sham
Tiempo post-tratamiento / Protocolo
PR PRos PR PR
[%] [%] [%] [%]
2 semanas 67% 25% 0% 0%
3 semanas 100% 50% 0% 0%

A nivel histoldgico, tanto a las 2 y 3 semanas posteriores al tratamiento con
BPA-BNCT, se pudieron distinguir dos efectos generales con respecto a los
controles (pre-tratamiento y Sham) descriptos previamente:

e Aumento de la proporcion de nucleos “bizarros” o con signos de dafo
(pleomdrficos, hipercromaticos) versus nucleos de apariencia viables

(forma conservada, leptocromaticos).
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e Aumento de la proporcion estroma versus el parénquima tumoral, con
mayores zonas de fibrosis y ausencia de tipicas formaciones glandulares
observadas en los controles.

No se observaron cambios en higado a nivel macroscépico ni histolégico, en
ninguno de los grupos experimentales durante los periodos evaluados. La Figura
3.19 lustra la ausencia de alteraciones histolégicas en higado en un caso
representativo de tratamiento con BPA-BNCT, comparado con el grupo Sham a las
tres semanas de seguimiento.

Figura 3.19 Area circundante a la vena central de un lébulo hepético luego de tres
semanas de seguimiento. A: Sham; B: BPA-BNCT. Notar la ausencia de alteraciones luego
del tratamiento con BPA-BNCT. Tincién con hematoxilina-eosina, magnificacion original
400x.

Los animales presentaron una buena recuperacién clinica general luego de
los tratamientos (irradiaciéon y/o cirugia). No se observaron signos graves de
radiotoxicidad en los grupos irradiados, como ser diarrea persistente o alteraciones
neuroldgicas (falta de coordinacion y/o cambios de comportamiento) a lo largo de
todo el periodo de seguimiento.

Vale la pena notar que los animales irradiados recibieron una dosis en cuerpo
entero (zonas con y sin blindaje) y dosis mayores en la zona expuesta del blindaje.
Dados los niveles de dosis involucrados (4 Gy o mas en forma parcial en érganos de
la zona abdominal, Tabla 3.5), no se puede descartar la posibilidad de existencia de
otros signos asociados con sindrome hematopoyético o gastrointestinal. Sin

embargo, no se vieron signos clinicos ostensibles de estos sindromes.
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Se observaron varios casos de animales con problemas de cicatrizacién e
infeccién de las heridas quirdrgicas en la zona de piel expuesta del grupo tratado
con BPA-BNCT II. En todos los casos se observé una resolucién de nivel aceptable
que no comprometi6 el estado clinico de los animales. También se registraron casos
de falta de recuperacion capilar en la porcién de piel ubicada en la ventana del
blindaje de los grupos BPA-BNCT (todos los animales fueron rasurados en el
abdomen previamente a cada cirugia). Estos efectos no se observaron en los grupos

Sham o Solo haz.

En la mayoria de los casos estudiados se registr6 una falta de apetito luego
de la aplicacién de los tratamientos (irradiacion y/o cirugia, ambos procedimientos
realizados bajo anestesia). Esto se traduce en una disminucién en la ganancia de la
masa corporal los primeros dias post-tratamiento. En la Figura 3.20 se muestra la
evolucion de la masa relativa al inicio para los grupos de tratamiento con

seguimiento a dos semanas donde se puede observar esta tendencia.

Figura 3.20 Masa corporal normalizada al momento de la inoculacion de células en
el higado (ti) (masa a tiempo t / masa a tiempo ti) para los diferentes grupos tratados con
seguimiento de 2 semanas post-tratamiento. Se omiten los errores para una mejor
visualizacién, siendo el desvio promedio del 10%. La flecha negra vertical indica los 13 +/- 1
dias post-inoculacion, momento en el cual se aplica el tratamiento correspondiente a cada

grupo.
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En todos los casos el efecto observado sobre la variacion de la masa corporal
fue transitorio y los animales se estabilizaron luego de 5 dias post-tratamiento
(aprox. 18 dias post-inoculacion en el grafico de la Figura 3.20). Si bien este efecto
es esperable para este primer periodo de recuperacién luego del estrés debido a
cada tratamiento, la tendencia fue mas pronunciada en los grupos tratados con BPA-
BNCT con el nivel de dosis mas alta, registrandose una disminucién en la masa

promedio relativa del 10% hacia el final del seguimiento (Figura 3.20).

En el ANEXO V se muestran los graficos de masa individual en funcion del
tiempo para todos los grupos evaluados de 2 y 3 semanas de seguimiento. En los
grupos de 3 semanas de seguimiento se observaron resultados similares a los

descriptos para grupos con 2 semanas de seguimiento post tratamiento (ANEXO V).

3.9.1.3 Discusion

El higado es el sitio mas comun de aparicion de metastasis de carcinoma de
colon (Robertson et al. 2009), y el tratamiento de estas metastasis hepaticas es aun
un desafio sin resolver. Aunque la reseccién completa de las metastasis ofrece la
mayor probabilidad de cura con una tasa de sobrevida a 5 afios de entre 25-58 %,
solo entre el 10 y 20 % de todos los pacientes son candidatos para cirugia segun el
tamano, namero o localizacién de las metastasis (Adam et al. 2011, Bentrem et al.
2005). Incluso, la recurrencia local luego de la cirugia ocurre en la mayoria de los
pacientes, debido a la enfermedad microscépica residual (Ruan and Warren 2005).
Varias opciones terapéuticas incluyendo la administracion de nuevos protocolos y
drogas citostéaticas, y técnicas loco-regionales como la crioterapia, la ablacién con
radiofrecuencia y las micro-esferas radiactivas, han ofrecido algun beneficio
terapéutico en este contexto (por ej., Wittig et al. 2008, Malafosse et al. 2001, Curley
and lzzo 2002, Kerr et al. 2003, Stuart 2003, Salem and Thurston 2006). La
radiosensibilidad del higado limita la posibilidad de tratar efectivamente las
metastasis hepaticas sin exceder la radiotolerancia del higado (por ej., Jirtle et al.
1984). Incluso, el higado tiene poca tolerancia a la exposicion de los grandes
volumenes de tratamiento involucrados en la radioterapia convencional utilizando
fotones o electrones (Suzuki et al. 2000). Avances mas recientes en radioterapia
externa con fotones, incluyendo radioterapia conformada tridimensional (3DC-RT) o

radioterapia de intensidad modulada (IMRT), han contribuido a eludir parcialmente
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estos defectos (por ej., Suzuki et al. 2007, Kim et al. 2005, Thomas et al. 2005),
reportandose resultados prometedores para el tratamiento de tumores de higado con
3DC-RT (Kim et al. 2005, Cheng et al. 2000, Seong et al. 2003, Schefter et al. 2005).

Las terapias dirigidas capaces de matar las células tumorales selectivamente
mientras se preserva el tejido normal, podrian mejorar la eficacia terapéutica y
reducir la toxicidad. Dentro de este contexto, la terapia por captura neutrdnica en
boro (BNCT) podria ser una técnica atractiva para el tratamiento de metastasis de
higado derivadas de carcinoma colorectal, que se presenten multifocales, en ambos
|6bulos, y que no respondan a la quimioterapia ni sean resecables.

Con BNCT, el dafno selectivo al tumor se logra por una entrega selectiva de
boro a las células tumorales mas que por una conformacion del haz. En este sentido,
BNCT ofrece un mecanismo de ataque a micrometastasis no detectables que
causarian mas del 40% de las recurrencias, solamente en higado, de pacientes
luego de la reseccidon quirdrgica (Kavolius et al. 1996). Estas nociones han
estimulado esfuerzos internacionales para contribuir a la aplicacion segura y eficaz
de esta técnica en términos de disefio, montaje y dosimetria de haces de neutrones,
planificacion de tratamientos y geometrias de irradiacién (por ej., Allen et al. 1997,
Nievaart et al. 2006, Hopewell et al. 2011).

El presente estudio revela que la aplicacién de BNCT mediado por el portador
de boro BPA indujo una respuesta terapéutica a nivel experimental, dando lugar a
una remision significativa de nodulos tumorales colorectales en el higado en un
modelo en rata, 2 y 3 semanas posteriores al tratamiento. Para una mejor
interpretacion, en la Figura 3.21 se grafican los valores de masa de los nddulos
tumorales disecados de la Tabla 3.7, mostrando la evolucién, a diferentes fluencias y
tiempos post-tratamiento, de los diferentes grupos experimentales con respecto al
control pre-tratamiento. El grupo Sham mostré6 un crecimiento progresivo de los
nddulos tumorales de 2 a 3 semanas post-tratamiento. El tratamiento con Solo Haz a
dosis baja (grupo Solo Haz I, fluencia de neutrones I) también mostré crecimiento
tumoral a las 2 semanas respecto del grupo control pre-tratamiento, del mismo orden
de magnitud que el crecimiento observado en el grupo Sham. Los tumores irradiados
con el nivel de fluencia Il (Solo Haz IlI) mostraron cierto grado de respuesta respecto
del grupo Sham a las dos semanas. A las 3 semanas se siguié observando un
menor crecimiento tumoral en el grupo Solo Haz Il respecto del Grupo Sham. Sin
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embargo, se observo crecimiento tumoral progresivo en el grupo Solo Haz Il de las 2
a las 3 semanas. Este hallazgo sugeriria una respuesta parcial transitoria en el grupo
Solo Haz II. Por el contrario, el grupo tratado con BPA-BNCT a un nivel de dosis
promedio de 13 Gy (fluencia Il), mostr6 una reduccion significativa de la masa

tumoral que prosiguié de 2 a 3 semanas post-tratamiento.

Figura 3.21 Masa del n6dulo tumoral [media + DS] del grupo pre-tratamiento
comparado con los diferentes grupos de 2 y 3 semanas post-tratamiento. En los grupos Solo
Haz y BNCT, las fluencias | y Il, corresponden a los niveles de fluencia de neutrones

utilizadas para irradiar los animales.
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Considerando el otro parametro estudiado (superficie externa tumoral pre y
post tratamiento), luego de tres semanas de seguimiento, 100% de los animales del
grupo BPA-BNCT Il presentaron remision tumoral, comparado con 0% de los

animales tratados con Solo Haz Il o los animales del grupo Sham (Tabla 4).

Los signos de toxicidad en piel irradiada en el grupo BPA-BNCT II, fueron
atribuidos al hecho que este grupo recibié la mayor dosis absorbida total en piel
(Tabla 3.5). En particular, este nivel de dosis involucra una alta componente de
dosis boro (aprox. 65% de la dosis total, Tablas 3.5 y 3.6), siendo ésta la

componente asociada con una mayor eficacia biologica (Coderre and Morris 1999).

179



No se observaron cambios en el higado dentro del periodo de estudio. Este
resultado sugiere la posibilidad de realizar un tratamiento a mayor dosis de forma
segura si se prescribe a este 6rgano como limitante. Sin embargo, la toxicidad tardia
en higado no puede ser descartada en base a los resultados de este estudio, siendo
necesaria la realizacibn de ensayos especificos, en parte considerados en la

discusién final de este capitulo.

3.9.1.4 Conclusion

Mediante los ensayos realizados se pudo demostrar que el tratamiento con
BPA-BNCT induce una remisién parcial de nédulos colorectales experimentales en
higado de ratas BDIX a las dos y tres semanas post-tratamiento. Los valores de
control tumoral a los dos tiempos evaluados mostraron un efecto terapéutico
progresivo. La ausencia de cambios agudos en higado al nivel evaluado, sugiere la
factibilidad de escalar la dosis y lograr una potencial mejora en el control tumoral sin
exceder la tolerancia del higado en el modelo bajo estudio. Sin embargo, la toxicidad
hepatica tardia no puede ser descartada con el presente estudio y debe ser
monitoreada cuidadosamente.
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3.9.2 Segunda etapa: Control tumoral en funcion de la dosis de
BNCT luego de 5 semanas de seguimiento

Habiendo demostrado que BPA-BNCT indujo la remision parcial en el 100%
de los nédulos tumorales evaluados 3 semanas post tratamiento, prescribiendo 13
Gy de dosis absorbida total en tumor, los objetivos de este trabajo fueron: extender
el tiempo de seguimiento a 5 semanas post tratamiento y evaluar el efecto
considerando potenciales variaciones en las dosis administradas en torno a un
intervalo de prescripcion. Teniendo en cuenta potenciales diferencias entre la dosis
prescripta y la dosis realmente administrada, realizamos una evaluacién
retrospectiva de la dosis absorbida en cada animal tratado con BPA-BNCT. La
hip6tesis de trabajo fue que las diferencias entre la dosis prescripta y la dosis
administrada en el modelo experimental de estudio, podria estar dada por la
dispersién conocida de los valores de concentracién de boro (por ej. Garabalino et
al. 2011), variaciones en el flujo neutrénico en el tumor (principalmente debidas al
posicionamiento del animal dentro del blindaje) y problemas de reproducibilidad en la
administracién intraperitoneal de drogas (BPA en este caso) (Gaines Das y North,
2007). En este trabajo, el flujo neutrénico en el tumor fue medido in situ y la
concentracion de boro fue evaluada en muestras de sangre tomadas previamente a
cada irradiacién, con el fin de realizar el célculo retrospectivo de dosis para cada

animal.

De esta manera fue posible estudiar el efecto del tratamiento sobre el tumor
luego de 5 semanas, en funcion de la dosis administrada individualmente en el tumor
de cada rata. A partir de los resultados observados segun este procedimiento,
intentamos establecer un posible umbral de dosis para el control tumoral. A su vez,
se realiz6 el andlisis histologico de los tumores remanentes luego del periodo de
seguimiento, para establecer un grado de respuesta histolégica empleando una

escala semi-cuantitativa.

3.9.2.1 Materiales y Métodos

En este estudio se utilizaron un total de 44 ratas machos o hembras BDIX
adultas de entre 170 - 250g de masa corporal (m.c.) (Charles River Lab., MA, USA).
Los animales fueron mantenidos en jaulas individuales en una habitacién con ciclos

de luz-oscuridad de 12hs. A cada uno de los animales se le practicé una laparotomia
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bajo anestesia (ketamina (36,5 mg/kg m.c.) + xylazina (5,4 mg/kg m.c.)) y se expuso
el l6bulo lateral derecho del higado (LLD) de acuerdo al método descripto
anteriormente para el modelo experimental de estudio (ver seccién 3.7). Luego, se
inocularon en forma sub-capsular, 10 yl de medio de cultivo F10-DMEM (GIBCO)
con aproximadamente 5 x 10° células singeneicas de cancer de colon DH/DK12/TRb
(ECACC, UK). Dos semanas luego de la inoculacion, el 100% de los animales
desarrollé noédulos tumorales medibles y vascularizados, sin diseminacion

intraperitoneal ni pulmonar como se describié anteriormente.

Los animales portadores de tumor en el higado fueron utilizados para estudios
de BNCT in vivo de acuerdo a lo descripto anteriormente, utilizando como fuente de
neutrones la facilidad de columna térmica del reactor nuclear RA-3. Se utiliz6 el
blindaje de carbonato de litio (95 % enriquecido en Li-6), para proteger el cuerpo de
cada animal del flujo de neutrones térmicos.

Los calculos dosimétricos se realizaron de la misma forma a lo descripto
anteriormente (seccion 3.9.1.1). Sintéticamente, las dosis reportadas incluyen tres
componentes: la dosis debida a protones producto de la reaccién de captura en
nitrégeno; una componente de dosis gamma que se asumié homogénea en todos
los tejidos (medida en forma separada para el mismo sistema de irradiacion con una
camara de ionizacion de grafito (Far West Technology, 0,1 cm® de volumen de aire));
y la contribucién de la dosis boro.

Durante cada irradiacion, se realizaron mediciones en una posicidn monitora
usando detectores de neutrones auto-energizados (SPND), para evaluar potenciales
variaciones en el flujo neutrénico y estimar los tiempos de irradiacion necesarios

para llegar a las dosis prescriptas.

Los animales se dividieron aleatoriamente en 3 grupos experimentales como
en el estudio precedente. Un grupo BPA-BNCT (n=19), a los cuales se les
administré una dosis de 46,5 mg '°B/kg del compuesto BPA (L-enantiomero, >98%
enriquecido en '°B) preparado en el dia como una solucién acuosa 0,42 M de BPA-
fructosa, segun se describidé anteriormente (secciéon 3.9.1.1). En 2 de las ratas la
administracién del compuesto fue en forma (i.p. + i.v.) como en el estudio anterior
(mitad del volumen de inyeccidn administrado intraperitonealmente y la mitad
restante por via intravenosa (i.v.)). En las 17 ratas restantes del grupo, la via de
administraciéon fue 100% en forma intraperitoneal (i.p.). El protocolo de
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administracion i.p. fue seleccionado, como el anterior, en base a los datos de
biodistribucién reportados anteriormente (Garabalino et al. 2011). Este protocolo
también cumple con los lineamientos establecidos de potencial valor terapéutico (sin
toxicidad, concentracion de boro absoluta en tumor >20 ppm, relacion de
concentracion de boro tumor/higado = 1) (Garabalino et al. 2011). En la Tabla 3.9 se
muestran los valores reportados de concentracién de boro para este protocolo. Si
bien los valores absolutos de concentracibn media de boro resultan levemente
superiores a los valores correspondientes al protocolo i.p. + i.v. empleado en el
estudio anterior, la diferencia no fue significativa. En el caso de este modelo
experimental, el protocolo i.p. resulta mas sencillo de implementar, siendo ventajoso
en cuanto a la logistica del procedimiento, ya que no es necesario anestesiar al
animal para la administracion del compuesto borado. Como se describe mas
adelante, el control individual de la concentracion de boro en sangre permite el uso
de una u otra via de administracion. Tres horas post-administracion del compuesto
borado, los animales fueron expuestos a la irradiacion con neutrones. Un grupo Sélo
Haz (n=8), fue expuesto a la misma fluencia de neutrones que el grupo BPA-BNCT,
sin administrar el compuesto borado para estudiar el efecto de la dosis de fondo. En
el caso del grupo Sham (n=7), los animales fueron sometidos a la misma
manipulacion (inoculacién de células tumorales y laparotomia 2 semanas post-

inoculacién) pero sin tratamiento.

Tabla 3.9 Valores de concentracion de boro y factores de relacion tejido/sangre
usados para los céalculos dosimétricos empleados para prescribir la dosis. Los valores se
expresan como [media t DS].

Datos de biodistribucion (Garabalino et al. 2011)
Tejidos BPA (46,5 mg '°B/kg) i.p.
Tumor (39 £10) ppm (n=15)
Higado (15,1 £6,5) ppm (n=10)
Sangre (16,5 £ 3,1) ppm (n=10)

Higado / Sangre 0,8+0,2

Tumor /Sangre 1,9+04
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Previamente a la irradiacion los animales fueron sometidos a una laparotomia
para medir el area superficial pre-tratamiento del nédulo tumoral. En el grupo BPA-
BNCT, se lavo la cavidad peritoneal con solucion salina tibia para remover el BPA
residual en el liquido intraperitoneal, que pudiera ocasionar reacciones de captura
neutrénica con el boro y contribuir a la radiotoxicidad intestinal. También se tomaron
muestras de sangre de cada animal previamente a la irradiacion, para realizar
mediciones posteriores del contenido de boro. Las muestras de sangre fueron
procesadas y medidas segun protocolos estandar (Garabalino et al. 2011, Heber et
al. 2012) para la evaluacién del contenido de boro por ICP-OES (Optima 3100 XL,
UV, axial, Perkin Elmer) o ICP-MS (ELAN DRC2, Perkin Elmer).

Adicionalmente, a todos los animales a ser irradiados, se les inserté en forma
sub-capsular en el higado, a cada lado del nédulo tumoral, dos alambres de cobre
de 0,25 mm de diametro y aproximadamente 7 mm de largo para medir el flujo
neutrénico térmico existente en la posicién del tumor y evaluar la relacion con la
posicién de monitoreo externo con el SPND (monitor externo). Los animales fueron
suturados y, luego de la irradiacion, el abdomen fue abierto nuevamente para retirar
los alambres y finalmente fue re-suturado (en dos planos, la capa muscular en un
plano y en otro plano la piel). Los alambres fueron medidos por espectrometria
gamma para obtener el flujo térmico en el area del tumor, de acuerdo con lo
descripto anteriormente (seccion 3.9.1.1).

En el grupo BPA-BNCT, la fluencia de neutrones térmicos fue prescripta para
entregar una dosis absorbida en el rango de 6 Gy a 15 Gy. La estimacion de la
componente de dosis boro se basé en el supuesto que la concentracion de boro en
el tumor era 39 =+ 10 ppm (Tabla 3.9), de acuerdo con los estudios de biodistribucion
publicados (Garabalino et al. 2011). La dosis absorbida en tumor para cada animal,
fue determinada retrospectivamente en base a la determinacién experimental del
flujo térmico en el area del tumor y la concentracién de boro inferida a partir de la
concentracion de boro respectiva de la sangre en el momento previo a la irradiacion.
La relacidn de concentracidn tumor/sangre utilizada para la estimaciéon de la
concentracion de boro en tumor a partir de la medicién de sangre fue 1,9 + 0,4,
tomada de los datos previos reportados para el protocolo de administracion
empleado en la mayoria de los animales en este trabajo (Tabla 3.9).
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Asumiendo que el higado que rodea al tumor fue expuesto al mismo flujo
neutrénico que el tumor, y utilizando la relacion de la concentracion de boro en
higado/sangre de 0,8 + 0,2 (Tabla 3.9) para estimar la concentracion de boro en
higado a partir de la concentracion medida en sangre, se calcul6 la dosis en higado
retrospectivamente para cada uno de los animales. Cabe aclarar, que esta dosis
para higado, corresponde solo a una porcion de higado y no debe interpretarse
como la dosis entregada en todo el érgano, ya que, debido al blindaje, una gran
proporcién del higado se expuso a un flujo neutrénico menor. En la Tabla 3.10 se
presentan los valores de dosis absorbidas prescriptos a cada 6érgano y/o tejido,
discriminando la contribuciéon de cada componente de dosis. Para estos tejidos las
dosis se calcularon a modo de un ejemplo representativo a partir del valor promedio
de fluencia entregada para los 19 casos tratados del grupo BPA-BNCT.

Tabla 3.10 Componentes de dosis absorbida para cada érgano/tejido, calculadas a
partir de un valor promedio de fluencia para los 19 casos tratados del grupo BPA-BNCT. Los

valores se expresan como el promedio + desvio estandar.

. . . Dosis
Fluencia de Dosis Dosis ] .
. Dosis Boro® absorbida
Tejido neutrones gamma protones ; ]
2 14 [Gy no/g '] sin boro
[ncm™] [Gy] (N™) [Gy]

[Gy]
Tumor (3,3+0,8)E+12 3,2+0,3 0,69 +0,16 0,25 + 0,06 39+04
Higado® (3,3+0,8)E+12 3,2+0,3 0,69 +0,16 0,25 + 0,06 39+04
Piel° (6,7+0,6)E+12 3,2+0,3 1,95 +0,16 0,50 + 0,04 52+04
Rifion (1,01£0,08)E+12 3,2+0,3 0,21 +0,02 0,075+0,006 3,4+0,3
Intestino (1,01£0,08)E+12 3,2+0,3 0,156 +0,013 0,075+0,006 3,4+0,3
Pulmén (2,0£0,2)E+12 3,2+0,3 0,43+0,04 0,150+0,012 3,6+0,3

?La dosis boro se expresa por ppm de "B en masa de tejido.
® Higado en la posicién del nédulo tumoral.
° Piel expuesta sin blindaje.

En todos los casos, la exposicidn del grupo Solo Haz se realiz6 a la misma
fluencia prescripta al grupo BPA-BNCT. Posteriormente, se re-calcularon las dosis
en base a las determinaciones individuales de flujo obtenidas de la activacion de los
alambres de cobre.
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Los animales se siguieron por 5 semanas post-tratamiento. Durante este
tiempo, se monitorearon regularmente los signos clinicos y la masa corporal. Cuando
se detectaron casos de animales con disminucién marcada del peso corporal de
acuerdo a la tendencia observada en el estudio previo (seguimiento por 3 semanas),
se suplement6 la alimentacién de los animales con la misma comida (pellet de
alimento balanceado) humedecida con agua y alimento liquido completo (Ensure,
Abbott). Para casos que presentaron infeccion de las heridas luego de las cirugias,
se suministrd una dosis diaria en forma inyectable (i.p.) de antibiético (Enrofloxacina
5% p/v) durante 5 dias, y antibidtico por via oral (Clorhidrato de oxitetraciclina 5,5%

p/p) en el agua de bebida, durante 10 dias.

Al término del experimento (5 semanas post-tratamiento), se realizé una
laparotomia bajo anestesia y se midié nuevamente el area del nédulo tumoral. Luego
se realiz6 la eutanasia de los animales. Los ndédulos tumorales fueron disecados y
pesados. Las muestras de los ndédulos tumorales remanentes (cuando la masa fue
suficiente para muestrear) y de higado, fueron fijadas en formol-buffer 10% para
realizar el andlisis histolégico de la respuesta tumoral y la toxicidad en higado. Un
grupo adicional de animales portadores de tumor (n=10) fueron sacrificados 2
semanas post-inoculacién para determinar la masa tumoral promedio antes del

tratamiento (tiempo inicial = Ty).

Al igual que en el estudio anteriormente descripto, los parametros de
evaluacion de la respuesta tumoral fueron el cociente post-/pre-tratamiento de la
superficie externa del nédulo tumoral sub-capsular y la masa del ndédulo tumoral
disecado.

Adicionalmente, cuando fue posible, se realizé una evaluacién de las
caracteristicas histoldgicas del tumor, para establecer un grado de respuesta a nivel
microscépico. Se empled una escala semi-cuantitativa en base a las siguientes
caracteristicas o indicadores de respuesta: la relacion parénquima/estroma, la
persistencia de diferenciacion glandular, la proporcidn de nucleos de apariencia
viables (forma conservada, leptocromaticos) versus nucleos “bizarros” o con signos
de dano (pleomorficos, hipercromaticos), y la presencia de mitosis. La respuesta
histolégica para cada rata fue graduada como nivel bajo, intermedio o alto, en
base a la observacién bajo microscopio éptico de los cortes de parafina de tumor

tefiidos con hematoxilina y eosina, por un solo observador entrenado. Los
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preparados de cada muestra fueron barridos en toda su extensién, considerando
todas las zonas de la muestra para la asignacion del nivel de respuesta
correspondiente. En los casos en los cuales la masa de tumor remanente no fue
suficiente para tomar una muestra para la evaluacién histologica, la respuesta fue

considerada alta.

La radiotoxicidad fue evaluada en términos de signos clinicos generales,
cambios en la masa corporal, cicatrizacion de la piel irradiada y alteraciones
macroscopicas/histolégicas en el higado.

En los casos relevantes, el andlisis estadistico fue realizado por Analisis de

Varianza (ANOVA). La significancia estadistica fue considerada a p=0,05.

3.9.2.2 Resultados

El flujo térmico promedio en el Iébulo del higado inoculado, obtenido de la
activacion de los alambres de cobre insertados a los lados del tumor, fue (2,3 £ 0,5)
x 10° n cm® seg”’, donde la mayor contribucién a la incerteza proviene de la
dispersién estadistica de los datos obtenidos. El rango de los valores individuales de
boro en sangre fue de 1,2 a 16,2 ppm, mostrando una gran amplitud. En particular,
en los tres casos con menor valor de concentracion medido, se registraron errores
técnicos durante la administracion i.p. del compuesto. Retrospectivamente, se
establecié que la dosis absorbida total administrada con BPA-BNCT fue de (4,5 *
0,3) Gy a (16 £ 4) Gy en tumor y de (4,2 + 0,4) Gy a (11 = 2) Gy en higado
circundante al tumor. La dosis correspondiente a la componente boro fue de (0,7 *
0,2) Gy a (12 = 4) Gy en tumor, y de (0,5 £ 0,2) Gy a (7 £ 2) Gy en higado. Enla
Tabla 3.11 se muestran las determinaciones de concentracion de boro en sangre y
el factor de flujo obtenido para cada animal. La dosis absorbida total y la
componente de dosis boro entregada en higado y en tumor, estimada
retrospectivamente como se describiéo previamente, se muestra para cada caso.
Excluyendo los 3 casos registrados con administracion incorrecta del compuesto
borado, el promedio de concentracion de boro en sangre fue de (13 +/- 3) ppm,
inferior al reportado anteriormente (Tabla 3.9, (16,5 = 3,1) ppm) aunque no
significativamente. El valor promedio del factor obtenido entre el valor promedio de la
determinacién de flujo con alambres y el flujo neutronico medido con el monitor
(SPND) fue 0,55 +/- 0,11, similar al promedio historico registrado (0,56 +/- 0,12).

Como se puede observar, surge una notable variacion en la dosis absorbida
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ajustada retrospectivamente, como resultado de considerar la concentracién de boro
y el flujo neutrénico medidos individualmente. La dosis absorbida promedio
calculada retrospectivamente del grupo Solo Haz fue de (3,6 + 0,3) Gy.

Tabla 3.11 Valores de dosis absorbida calculados en forma retrospectiva para cada
animal tratado con BPA-BNCT. Se muestran los valores individuales medidos de
concentracion de boro en sangre y el factor de flujo, utilizados para realizar los calculos (ver
texto). Los valores de dosis absorbida [Gy] se expresan como media + SD.

Determinaciones

individuales Dosis Absorbida [Gy]
# rata Conc. boro Fa;:l’:ﬁ(r) de Higado Tumor
en sangre
[Ppm] alrig’lr:)i:;a Dosis Total Dosis Boro Dosis Total Dosis Boro

R66 1,2 0,69 41+04 0,3%+0,3 45+0,3 0,7+0,2
R50 2,0 0,69 42+04 0,5+0,3 48+04 1,1+0,3
R4 3,1 0,62 51+05 0,8+0,7 6,1+0,6 1,8+0,5
R82 9,0 0,46 5,0+0,8 1,4+0,7 6,8+0,9 3,3+0,9
R81 11,1 0,39 5,0+0,8 1,5+£0,7 6,9+1,0 35+0,9
R73 14,6 0,41 55+1,0 2,0+1,0 8,1+13 4,7+12
R83 14,2 0,42 56+1,0 2,1+10 8,3+1,3 48+1.3
R95 10,6 0,47 6,2+1,0 2,0+1,0 88+13 46+12
R94 11,6 0,44 6,2+1,0 2,0+1,0 88+13 4,7+12
R61 6,3 0,70 6,9+0,9 25+0,9 89+15 45+15
R77 13,6 0,52 6,0+12 24+12 9,2+15 5615
R76 13,7 0,54 6,1+12 25+12 94+15 58+1,5
R51 15,2 0,58 6,6+15 3,0+15 10,5+1,8 6,9+1,8
R86 13,5 0,51 7014 28+14 10,6 £1,7 6,317
R80 16,1 0,56 6,8+1,5 3,1+1,5 10,9+1,9 72119
R85 13,0 0,57 7,3+15 3,015 11,2+1.,8 7 2

R60 16,2 0,58 7016 33+16 112 75+18
R84 15,0 0,56 7,7+17 34+17 12+2 82

R62 15,0 0,77 112 72 16 £ 4 1214
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La relacién entre la superficie externa post-/pre-tratamiento (Sup. Post/ Pre) y

la masa de los ndédulos tumorales a las 5 semanas posteriores al tratamiento con

BPA-BNCT para cada uno de los animales se muestran en la Tabla 3.12.

Tabla 3.12 Respuesta tumoral expresada como superficie del nédulo tumoral post-

/pre-tratamiento y masa del nédulo tumoral. Los valores de dosis absorbida se expresan

como media £ SD. La incerteza asociada con la determinacion de superficie tumoral post-

/pre tratamiento fue del 10%, y la incerteza asociada con la masa tumoral se estimé en 5%.

Dosis Absorbida en tumor [Gy]
Superficie
# rata Dosis Total | Dosis Boro tumoral Masa tumoral

Post/Pre mal
R66 45+0,3 0,7+0,2 17 2200
R50 48+04 1,1+0,3 13 1140
R4 6,1+0,6 1,8+0,5 4,0 270
R82 6,8+0,9 3,3+0,9 3,1 55
R81 6,9+1,0 35+0,9 0,34 15,2
R73 8,1+13 4,7+12 1,7 28
R83 83+13 48+13 0,88 29
R95 8,8+13 46+12 0,95 59
R94 8,8+13 4,7+12 1,2 60
R61 89+15 45+15 2,3 16,7
R77 92+15 56+15 0,33 3,3
R76 9,415 58+15 0,31 4,9
R51 10,5+1,8 6,9+18 0,65 7,7
R86 10,6 £1,7 6,3+1,7 0,69 21
R80 10,9+1,9 72+19 0,55 8,2
R85 112+1.8 72 0,22 5,6
R60 11212 75+18 0,25 0,9
R84 12+2 8+2 0,73 10,4
R62 16 £4 12+4 0,32 3,6
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En las Figuras 3.22 y 3.23 se grafican estos resultados comparados con la
media + DS de los valores obtenidos de las mediciones realizadas en los grupos
Sham y Solo Haz. Teniendo en cuenta como indicador de respuesta la masa
tumoral, si se considera el Intervalo de Confianza (IC) que incluya el 95% de los
valores obtenidos para el grupo Sham [307 — 1195] mg y para el grupo Solo Haz
[446 — 1474] mg, se consideraria que las ratas 66 y 50 no responden segun este
criterio, porque los valores correspondientes de masa del nédulo tumoral en estos

dos casos caen dentro del IC del 95% para ambos grupos control.

Figura 3.22 Masa del ndédulo tumoral medida en cada animal 5 semanas post-
tratamiento con BPA-BNCT, en funcién de la dosis total absorbida en tumor. Los resultados
se comparan con la media + DS de los valores obtenidos de las mediciones realizadas en
los grupos Sham y Solo Haz. Linea punteada: marca el limite inferior del intervalo de
confianza que agrupa el 95% de los datos de los grupos Solo Haz y Sham. La flecha indica
el limite de dosis absorbida total, segun el criterio propuesto (ver texto), a partir del cual se
observa algun grado de respuesta del tumor.
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Analogamente, considerando como parametro de respuesta la superficie
tumoral Post/Pre y un IC del 95% para los valores del grupo Sham [6,1 — 18,3] y
para el grupo Solo Haz [4,4 — 11,2], se podria considerar que las ratas 66 y 50
tampoco respondieron. Siguiendo este criterio de evaluacién el resto de los animales
habrian respondido al tratamiento, y la menor dosis que induce algun grado de
control tumoral considerando ambos indicadores de respuesta seria 6,1 Gy (Rata 4).
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Este analisis sugiere un potencial umbral de dosis para algun grado de respuesta a =

6,1 Gy de dosis absorbida total y a =2 1,8 Gy de dosis boro.

Figura 3.23 Respuesta tumoral 5 semanas post-tratamiento con BPA-BNCT, medida
como la relacién de la superficie tumoral Post-/Pre-tratamiento en cada animal, en funcién
de la dosis total absorbida en tumor. Los resultados se comparan con los valores promedio
+ DS obtenidos de las mediciones realizadas en los grupos Sham y Solo Haz. Linea
punteada: marca el limite inferior del intervalo de confianza que agrupa el 95% de los datos
de los grupos Solo Haz y Sham. La flecha indica el limite de dosis absorbida total en tumor,

segun el criterio propuesto (ver texto), a partir del cual se observa algun grado de respuesta

del tumor.
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A los fines del analisis estadistico, los datos del tratamiento BPA-BNCT fueron
agrupados en BPA-BNCT I: dosis absorbida total en tumor de 4,5 Gy a 8,9 Gy (dosis
boro en tumor entre 0,7 Gy y 4,5 Gy; N = 10), y BPA-BNCT II: dosis absorbida total
en tumor de 9,2 Gy a 16 Gy (dosis boro en tumor entre 5,6 Gy y 11,8 Gy; N = 9).

En la Tabla 3.13 se muestran los datos agrupados para BPA-BNCT |, BPA-
BNCT Il, Solo Haz y Sham. Para el grupo Sham, 5 semanas post-tratamiento, la
relacion de superficie Post/Pre promedio fue 12,2 + 6,6, Este valor indica que sin
tratamiento, la superficie tumoral se incrementa en promedio 12 veces sobre un
periodo de 5 semanas. En el caso del grupo Solo Haz la relacion de superficie
Post/Pre fue 7,8 + 4,1. La diferencia entre los grupos Sham y Solo Haz no fue
estadisticamente significativa. En el caso del subgrupo BPA-BNCT |, la superficie
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Post/Pre fue 4,4 t+ 5,6, Este valor fue significativamente menor que el valor
correspondiente al grupo Sham (p<0,02), pero no hubo diferencia significativa con el
grupo Solo Haz. Para el subgrupo BPA-BNCT Il el valor de superficie Post/Pre fue
0,45 + 0,20, significativamente menor que para el grupo Sham (p=0,000), el grupo
Solo Haz (P=0,001) y el grupo BPA-BNCT | (p<0,05).

La masa tumoral pre-tratamiento fue (34 + 17) mg. A las 5 semanas post-
tratamiento, la masa tumoral crecié significativamente (p=0,0002) a (750 + 480) mg
en el grupo Sham y (960 + 620) mg en el grupo Solo Haz; crecié (pero no
significativamente) a (8390 + 720) mg para el subgrupo BPA-BNCT | y cayé
significativamente (p=0,0003) a (7,3 £ 5,9) mg para el subgrupo BPA-BNCT II. No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos Sham y Solo Haz, ni entre el
grupo BPA-BNCT | y los grupos Sham o Solo Haz. Por el contrario, se observaron
diferencias altamente significativas entre el grupo BPA-BNCT Il y los grupos Sham y
Solo Haz (p=0,000).

Tabla 3.13 Respuesta tumoral 5 semanas post-tratamiento expresada como
superficie del nédulo tumoral Post/Pre-tratamiento y masa del ndédulo tumoral, considerando
los subgrupos BPA-BNCT | y BPA-BNCT Il (ver detalle en el texto). La masa tumoral pre-

tratamiento fue (34 + 17) mg. Los valores se expresan como [media + DS].

. Superficie Masa tumoral
Tratamiento . )
post/pre tratamiento | post-tratamiento [mg]
12,2+6,6 750 £ 480
Sham
n=7 n=7
7,841 960 + 620
Solo Haz
= n= 8
44+56 390 + 720
BPA-BNCT |
n=10 n=10
0,45 +0,20 7,359
BPA-BNCT I 9
n= =

Aunque las medias correspondientes a los subgrupos BPA-BNCT | y BPA-

BNCT Il difirieron ampliamente ((390 + 720) Gy vs (7,3 = 5,9) Gy respectivamente),

la diferencia no alcanzé significancia estadistica, principalmente debido a la gran
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dispersion de los valores en cada grupo, producto del reagrupamiento de animales

que recibieron dosis muy dispares.

Pese a estas amplias variaciones, es importante destacar que el subgrupo de
tratamiento BPA-BNCT Il alcanzé un 99% de reduccién (1-[7,3/750]) de la masa
tumoral comparado con el valor promedio que alcanzaron los tumores sin
tratamiento (grupo Sham), mientras que el subgrupo BPA-BNCT | alcanz6 un 48%
de reduccién (1-[390/750]).

En conjunto, el analisis de los datos agrupados mostré una respuesta
estadisticamente significativa (versus los grupos Sham y Solo Haz) para el
tratamiento BPA-BNCT Il. Sin embargo, la respuesta tumoral no alcanzé
significancia estadistica para el BPA-BNCT |, sugiriendo la existencia de un limite de
dosis absorbida total de 9.2 Gy (dosis boro = 5,6 Gy), para lograr un control tumoral
estadisticamente significativo en este modelo experimental.

A nivel histologico, los grupos Sham y Solo Haz presentaron caracteristicas
similares a las observadas en el grupo pre-tratamiento (Ty): formaciones nodulares
constituidas por epitelio con diferenciaciébn glandular. Los acinos estaban
compuestos por células con diferentes grados de atipia y figuras mitéticas,

dispuestos en forma compacta, con escaso estroma y bien vascularizados.

La Tabla 3.14 muestra el grado histolégico asignado a la respuesta del tumor
para cada rata del grupo BPA-BNCT disponible para la evaluacion (N = 16; en 3 de
los 19 casos, hubo fallas técnicas en el procesamiento de las muestras (fijacion
deficiente) que hicieron poco confiable la evaluacion y no fueron considerados). Los
animales que recibieron las dosis mas bajas, mostraron baja respuesta histoldgica
con caracteristicas semejantes a las observadas en el grupo Sham. En los animales
que recibieron los niveles de dosis mas altos la respuesta a nivel microscopico se
evidenci6 por la presencia de acinos glandulares atroficos separados por abundante
estroma fibroso y constituidos por células con distintos cuadros de dafo nuclear
(hipercromatismo y polimorfismo). La gradacién histolégica semi-cuantitativa se
correlacioné con la respuesta macroscopica evaluada mediante los indicadores

descriptos anteriormente.
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Tabla 3.14 Grado histoldgico asignado a la respuesta del tumor para cada animal del

grupo BPA-BNCT disponible para la evaluacion (3 casos fueron descartados por fallas

técnicas en el procesamiento de las muestras). El grado de respuesta del tumor se definié

segun una escala semi-cuantitativa en bajo, intermedio o alto, basado en la evaluaciéon

subjetiva de cortes tefiidos con hematoxilina-eosina (ver seccion MyM y Figura 3.24).

Dosis absorbida

Grado histologico

# rata total [Gy] de respuesta
tumoral
R66 45+0,3 Bajo
R50 48+0,4 Bajo
R4 6,1+0,6 Intermedio
R82 6,8+0,9 Bajo
R81 6,9+1,0 Bajo
R73 8,1+1,3 Intermedio
R83 8,3+1,3 Intermedio
R95 8,8+13 Intermedio
R94 8,8+1.3 Intermedio
R61 89+15 Intermedio
R77 9,2+15 Alto
R76 94+15 Alto
R51 105+1.,8 Alto
R80 10,9+1,9 Alto
R60 11,2+1.,8 Alto
R62 16 £4 Alto

En la Figura 3.24 se muestran microfotografias representativas de los grupos

tratados y los tres grados de respuesta descriptos.
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Figura 3.24 Ejemplos representativos de cuadros histolégicos correspondientes a
los diferentes grupos: A) Pre-tratamiento (T,), B) Sham y C) Solo Haz con caracteristicas
similares: adenocarcinoma bien diferenciado con formaciones glandulares compactas y
escaso estroma; D) BPA-BNCT nivel de respuesta bajo, persistencia de formaciones
glandulares con estroma escaso; E) BPA-BNCT nivel de respuesta intermedio, proporcion
similar de parénquima y estroma tumoral, zonas de fibrosis, y numerosos nucleos picnoticos;
F) BPA-BNCT nivel de respuesta alto, extensas areas de estroma fibrohialino con
parénqguima tumoral remanente constituido por células con nucleos picnaéticos.

Cuatro de los seis animales considerados con nivel alto de respuesta en la
evaluacién histolégica, se consideraron en ese nivel debido a que la masa de los
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tumores remanentes no premitié tomar muestras de tamano suficiente para realizar
el procesamiento y andlisis definido. Cabe aclarar que estos cuatros casos, R60,
R62, R76 y R77, presentaron las maximas respuestas de control tumoral segun el
indicador de la masa tumoral post-tratamiento, con masas inferiores a los 5 mg
(Tabla 3.12). En la Figura 3.25, se observan en forma comparativa las caracteristicas
a nivel histolégico de los niveles bajo y alto de respuesta, de dos casos del grupo
BPA-BNCT con dosis absorbidas en tumor de 4,5 Gy y 10,9 Gy, respectivamente.

Figura 3.25 Comparacion de cuadros histologicos correspondientes a los casos
tratados con BPA-BNCT nivel de dosis en tumor 4,5 Gy (R66, panel izquierda) y 10.9 Gy
(R80, panel derecha). Nivel de respuesta bajo (izquierda): alta relacién
parénquima/estroma, persistencia de diferenciacion glandular, alta proporcién de nucleos
de apariencia viables (forma conservada, leptocromaticos) y presencia de mitosis. Nivel de
respuesta alto (derecha): baja proporcion de parénquima en relacién con el estroma,
células pocos viables con forma poco conservada y pérdida de diferenciacién glandular,
nucleos con signos de dano (pleomorficos, hipercromaticos).

Durante el periodo de seguimiento, no se observaron cambios a nivel
macroscopico o histolégico en el higado irradiado en ninguno de los grupos
evaluados. No se observaron dafos ostensibles a nivel histolégico sino solamente

moderada vacuolizacién citoplasmatica y congestion en los hepatocitos.

Al igual que en el estudio previo, se registraron varios casos de ausencia de
recuperacion del pelaje (zona rasurada) o pérdida de pelo (alopecia), con problemas
de cicatrizacion e infeccion de las heridas quirurgicas, principalmente en la piel de la
zona expuesta de los animales tratados con BPA-BNCT. En algunos casos la zona
de la piel expuesta exhibi6 signos de inflamacion y eritema reversible. A nivel
histologico se observaron foliculos pilosos atrofiados. En la Figura 3.26 se muestran
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imagenes de casos representativos de piel irradiada 5 semanas luego de la
aplicacion de los diferentes tratamientos. Desde el punto de vista experimental, los
dafnos observados alcanzaron un nivel limite dentro de lo admisible para el manejo
de los animales. El efecto en piel se exacerb6 con el aumento de la dosis y se
circunscribio a la piel expuesta en la ventana del blindaje.

Figura 3.26 Imagenes representativas de la piel de animales 5 semanas luego de la
exposicién a los diferentes tratamientos estudiados. En cada una de las fotos se informa el
tratamiento recibido y el nivel de dosis absorbida en piel. En los casos tratados con BPA-
BNCT, las dosis en piel fueron calculadas retrospectivamente introduciendo una correccién
en base a las mediciones de boro medidas en sangre para cada animal, de forma analoga a
la estimacion de dosis en el tumor y el higado normal.

Sham: 0 Gyl | Solo Haz: 4,7 + 0,5 Gy

BPA-BNCT: 12 +4 Gy
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A nivel clinico general, los animales presentaron una buena recuperacién de
los tratamientos. Las curvas de masa corporal mostraron una evolucién similar a la

observada en los estudios previos (ANEXO V).

3.9.2.3 Discusion

Las metastasis de cancer colorectal se manifiestan comunmente en el higado
(Robertson et al. 2009), y su tratamiento continta siendo un desafio. Aunque la
reseccidon completa de las metastasis ofrece el mejor prondstico con una tasa de
sobrevida a 5 anos de 25-58 % (Adam et al. 2011), solo el 10-25 % de los pacientes
son candidatos para cirugia dado el numero y/o la localizacion de las metastasis
(Bentrem et al. 2005; Zendel et al. 2014).

En los ultimos 5 afios, se han reportado regimenes combinados de
quimioterapia neoadjuvantes, pre-operativos, para facilitar la reduccién del tamafo
de las metastasis hepaticas colorrectales y hacer resecables metastasis inicialmente
irresecables (Nordlinger et al. 2007, Adam et al. 2011, Zendel et al. 2014). Un
problema adicional es la alta incidencia de recurrencia local luego de la cirugia. La
enfermedad microscépica residual (Ruan and Warren 2005) es la causa de que mas
del 40% de los pacientes desarrollen recurrencias solo en higado luego de la
reseccion quirtrgica (Kavolius et al. 1996, Cardoso et al. 2007). En este sentido, el
BNCT ofrece un mecanismo para el tratamiento de micro-metastasis hepaticas no
detectables, mientras que con las modalidades de radioterapia externa conformada
de fotones, solo pueden ser tratados los tumores visibles que son delineados en el
plan de tratamiento. Adicionalmente, mediante BNCT se plantea tratar multiples
tumores en higado sin exceder la tolerancia en higado dado el factor selectivo
asociado al compuesto borado que se utilice, mientras que cuando se aplica
radioterapia conformada 3D al tratamiento de mas de 3 tumores hepaticos, el riesgo
de insuficiencia hepatica es una limitacién (Suzuki et al. 2007).

En el estudio precedente pudimos demostrar a nivel experimental in vivo, que
mediante la aplicacién de BPA-BNCT, 3 semanas post tratamiento, se puede inducir
la remision parcial en el 100% de los nédulos tumorales tratados (Pozzi et al. 2012).
En este estudio, evaluamos la respuesta 5 semanas post-tratamiento con BPA-
BNCT en el mismo modelo experimental en rata, en un rango de dosis determinado
a partir de una evaluacion dosimétrica retrospectiva individual para cada animal

tratado. En la Tabla 3.15 se puede ver una comparacién entre ambos estudios. En el
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estudio de seguimiento por 3 semanas, la dosis absorbida prescripta a tumor fue 13
+ 3 Gy. Este rango de dosis se superpone con el rango de dosis del grupo BPA-
BNCT Il del estudio con 5 semanas de seguimiento. La relacion de superficie tumoral
externa post/pre tratamiento, se incrementd significativamente de tres a cinco
semanas para los grupos Sham (p = 0.002) y Solo Haz (p = 0.003), pero se mantuvo
igual para el grupo BPA-BNCT Il. Del mismo modo, la masa tumoral se increment6
significativamente para los grupos Sham (p = 0,03) y Solo Haz (p = 0,001), pero
disminuyd significativamente para el grupo BPA-BNCT Il (p = 0,049).

Tabla 3.15 Comparacion de la respuesta tumoral observada a diferentes tiempos
post-tratamiento con BPA-BNCT, Solo Haz (irradiacién sin compuesto borado) o Sham (sin
tratamiento). Los valores se expresan como [media + DS].

3 semanas post-tratamiento 5 semanas post-tratamiento
(BPA-BNCT: dosis total absorbida a | (BPA-BNCT II: dosis total absorbida

Protocolo/Tiempo tumor 13 + 3 Gy) a tumor entre 9-16 Gy)

Post/Pre Sup. Masa (mg) Post/Pre Sup. Masa (mg)

4,5+ 3,1 346 £ 302 12,2 +6,6 751 £ 480

Sham

(n=13) (n=13) (n=7) (n=7)

Solo Haz 2,7+18 147 £ 102 7,8 4,1 960 £ 615
(n=10) (n=10) (n=8) (n=8)
0,5+0,2 19+16 0,4+0,2 7+6
BPA-BNCT (n=10) (n=10) (n=9) (n=9)

Considerando el subgrupo de mayor dosis evaluado en este trabajo, se
observé que 5 semanas post tratamiento se mantuvo el control tumoral, mientras
que en los controles (grupos Solo Haz y Sham), los tumores crecieron
significativamente (p<0,05). La relacién porcentual de masa tumoral (BPA-BNCT /
Sham) luego de 5 semanas del tratamiento fue 1 %, cayendo desde 6 % observado

a las 3 semanas de seguimiento.

Otra forma de observar la resupuesta luego de 5 semanas de seguimiento se
representa en la Tabla 3.16, donde se muestra la incidencia de respuesta tumoral
parcial (PR) y la respuesta tumoral parcial a menos del 50 % (PRos) de la superficie
tumoral inicial para cada uno de los grupos considerados en este estudio (misma
evaluacién de la Tabla 3.8, estudio 3 semanas de seguimiento). Los grupos Shamy
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Solo Haz no presentaron respuesta tumoral (0%). En el caso del BPA-BNCT,
respondieron el 100 % de los tumores que recibieron dosis mayores (BPA-BNCT II),
mientras que en el grupo de menor rango de dosis respondieron 30 % de los

tumores.

Tabla 3.16 Porcentaje de animales, 5 semanas post-tratamiento, cuyos tumores
exhibieron una remisién parcial, en términos de algun grado de reduccién (PR) o reduccién
mayor al 50% (PRos) del area tumoral pre-tratamiento. La incidencia de remisién parcial fue
de 0% para los grupos Sham y Solo Haz para ambos parametros, mientras que el BPA-
BNCT Il indujo una RP en el 100% de los casos y una RPysen el 56% de los casos.

Sham | Solo Haz BPA-BNCT | BPA-BNCT Il
PR PR PR PRos PR PRos
0% 0% 30% 10% 100% 56%

Nuestra hipétesis de trabajo fue que las diferencias entre la dosis absorbida
prescripta y la realmente suministrada se deberian principalmente a la conocida
dispersion en los valores de concentracion de boro (por ej. Garabalino et al., 2011),
a las variaciones en el flujo neutrénico que recibe el tumor (principalmente como
resultado de diferencias de posicionamiento de los animales dentro del dispositivo
de irradiacion), y la potencial falta de reproducibilidad en la administracién
intraperitoneal de compuestos. El procedimiento de estimar la dosis en forma
retrospectiva aplicado en este estudio, permitié evaluar la respuesta en funcién de la
dosis absorbida total realmente entregada. De este modo, fue posible establecer
experimentalmente, un potencial umbral de dosis absorbida para alcanzar algun
grado de respuesta tumoral en 6,1 Gy (dosis boro alrededor de 1,8 Gy), y un
potencial umbral de dosis absorbida total para alcanzar un grado de control tumoral

estadisticamente significativo en alrededor de 9,2 Gy (dosis boro aproximada de 5,6
Gy).

El control tumoral progresé desde el rango de baja a altas dosis, sin presentar
cambios agudos en higado en ninguno de los casos tratados en el periodo de
evaluacién. Luego del tratamiento con BPA-BNCT, no se observaron efectos toxicos
radio-inducidos a nivel clinico general que afecten la recuperacion de los animales.
Sin embargo, seria util realizar un estudio radiobiolégico orientado especificamente a
la evaluacion de los efectos en piel y potenciales alteraciones en la cicatrizacion de
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la herida quirdrgica. Asimismo, seria necesario realizar estudios disefiados para

evaluar la potencial toxicidad en higado a largo plazo.

En un informe relacionado a la radiotolerancia del higado, el Dr. Sztejnberg y
col., en colaboracién con el grupo de investigadores de la Universidad de Pavia,
realizaron una revision de diversas publicaciones sobre irradiacion de higado
durante tratamientos de radioterapia con fotones, y concluyeron que la dosis de
tolerancia de higado completo a una dnica fraccion (FU, homogénea), seria de 8 y
10 Gy para tratamientos de cancer primario y metastasis, respectivamente
(Sztejnberg et al. 2013). Por consiguiente, sugirieron que serian dichos valores los
que habria que usar como referencia como dosis equivalente de tolerancia para la
aplicacion de BNCT a nivel clinico, hasta que se realicen estudios especificos para
obtener los valores correspondientes a BNCT.

El impacto de reducir la dosis de tolerancia del higado afecta la dosimetria
para un dado tratamiento, ya que la dosis maxima que se puede entregar a tumor
esta limitada por la dosis maxima tolerable por el tejido no tumoral en el volumen de
tratamiento. En la clinica, la enfermedad hepatica inducida por radiacién, RILD, es
un sindrome clinico de hepatomegalia anictérica, ascitis y elevacién de los niveles
de enzimas hepaticas (particularmente fosfatasa alcalina) que ocurre tipicamente
entre dos semanas y cuatro meses después de completar un tratamiento de
radioterapia convencional (Dawson et al. 2001). Un punto importante que se
destaca, es que el riesgo de ocurrencia o no de RILD, depende fuertemente de la
proporcidén del total del higado que se vea afectada por el tratamiento. Es decir,
existiria un volumen critico para el cual, si se prescribe un valor de dosis por debajo
del limite, definiria un tratamiento seguro. Entonces, la utilizacion de distribuciones
de dosis no uniformes en BNCT podria permitir aumentar las dosis a tumor mientras
se protege el tejido normal (volumen critico) (Sztejnberg et al. 2013, Pan et al. 2010).
Sin embargo, la aplicacién de BNCT para el tratamiento de metastasis hepaticas, por
definicidén, justamente requiere una distribucion de dosis lo mas homogénea posible
en el intento de controlar micro-metastasis de forma selectiva (debido al efecto y/o
distribucién diferencial del compuesto borado).

En el presente trabajo, las dosis absorbidas suministradas a higado en el
modelo experimental en rata se encuentran cercanas al limite de tolerancia de dosis

equivalente a fotones para ese 6rgano segun el informe anterior (10 Gy). Si se
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considera que la equivalencia a fotones de las componentes de dosis de alto LET,
aumentaria considerablemente el valor de la conversién a dosis equivalentes de las
dosis absorbidas suministradas, seguramente el limite de 10 Gy equivalente en

higado haya sido superado.

Una revision particular del caso nos lleva a considerar detalles que podrian
explicar la ausencia de efectos radiotéxicos. Como se mencioné en la seccion
3.9.2.1, las dosis reportadas surgen de un célculo retrospectivo que considera la
concentracion de boro en sangre y el flujo neutrénico de manera individual para cada
animal. Estas dosis son la mejor estimacion que pudimos lograr de la dosis en tumor
y en el higado circundante al tumor. Si bien no se puede asegurar que la dosis en la
posicion del nédulo tumoral sea la maxima recibida en todo el higado, el I6bulo
inoculado se presenta hacia el centro de la apertura del blindaje y, por disefio, se
estudié el modelo intentando que sea la zona mas expuesta. A la inversa, siguiendo
la misma linea de pensamiento, se puede asegurar que una gran parte del higado
recibe una dosis menor a la que se reporta en las Tablas 3.11 y 3.12.

Por otro lado, del trabajo de simulacién del blindaje realizado por Farias
(apartado 3.8.2) se concluye que para el volumen de higado modelado se observa
una diferencia relativa entre el valor maximo y minimo de flujo del 70%, y que el flujo
neutrénico medio sobre el volumen corresponde al 23% del flujp maximo entregado
por el reactor en la posicion de irradiacion (Farias 2010). Es decir, claramente una
gran parte del higado en posiciones més internas del blindaje sobre la ventana, se

ve expuesto a un flujo neutrénico menor que las posiciones mas externas.

Otra cuestién que debe analizarse es la equivalencia de la componente de
dosis gamma proveniente de la fuente de irradiacion. Como se mencion0 en este
trabajo, hay autores que establecen que dicha componente deberia ser corregida
por un factor de reduccion (DFR < 1), debido a la baja tasa de dosis gamma que
presentan las fuentes de reactores utilizadas en BNCT, en comparacién con la tasa
de dosis utilizada en radioterapia con fotones (rango de comparacién: 0,13 Gy/min
vs 1 Gy/min) (Hopewell et al. 2012). La justificacion de esta correccién se basa en la
mayor probabilidad de reparacidén de dafno subletal que se asocia con la exposicidn a
una tasa de dosis menor. En las irradiaciones realizadas en este estudio, la
componente gamma representa alrededor del 50% de la dosis absorbida total, con lo

cual un factor de reduccion (considerado aproximadamente en un rango de 0,5 a

202



0,7) determinaria una dosis equivalente menor asociada a la componente de dosis

absorbida gamma de la fuente.

En conjunto, estas consideraciones permiten sostener la idea de que en el
modelo experimental estudiado, gran parte del higado recibe una dosis mucho
menor a la prescripta al nédulo tumoral y a la que recibe el higado que rodea al
mismo. La irradiacién heterogénea del érgano en los experimentos evitaria que el
higado reciba una dosis superior a los limites considerados, o por lo menos evitaria
que el higado reciba una dosis global en el érgano que provoque una disfuncion
irreversible. Sin embargo, vale la pena remarcar que no se puede descartar la
existencia de algun grado de dafo hepatico de acuerdo a lo concluido en este
trabajo. Seria necesario realizar un estudio cuidadoso orientado a tal fin, quizas
basado en estudios de la funcion hepatica a través del seguimiento de niveles de
enzimas asociadas (principalmente transaminasas y fosfatasa alcalina), del
seguimiento a largo plazo con evaluacion histolégica de diferentes regiones del
higado, y realizando una dosimetria por modelado computacional, que permita
establecer la distribucion de dosis-volumen que recibe el 6rgano. A su vez, quedaria
por definir la forma mas representativa de valorar la dosis equivalente para el caso
del higado, tema no resuelto hasta el momento y que resulta imprescindible si
finalmente se quieren comparar resultados con los derivados del tratamiento con

fotones.

La extrapolacion de estudios a un escenario clinico es caracteristicamente
limitada. En este sentido, el presente estudio proporciona datos sobre las dosis
terapéuticamente utiles, calculadas retrospectivamente a partir de la medicion de la
concentracion de boro en sangre y el flujo de neutrones térmicos en el sitio del
tumor. Sin embargo, el modelo experimental no permite analizar las complejidades
de la distribucién de flujo en un higado humano para el caso de tratamiento con
BNCT ex-situ (p/ej. Zonta et al. 2006) o in-situ (p/ej. Suzuki et al. 2007). El desafio de
alcanzar un flujo térmico homogéneo y terapéuticamente util en un higado humano
debe ser abordado en cada caso, utilizando diferentes estrategias como la
irradiaciéon con haces de neutrones epitérmicos, el uso de materiales tejido-
equivalente, rotacién del organo en el caso de BNCT ex-situ, tratamiento de
multiples campos y/o doble aplicacion de BNCT, entre otras. Dentro de este
contexto, BNCT seria una técnica potencialmente atractiva para tratar metastasis
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hepaticas multifocales, no resecables, bilobares derivadas de cancer colorrectal, que
no responden a la quimioterapia (por ejemplo, Zonta et al. 2006). El presente estudio
presenta evidencia inequivoca de la eficacia terapéutica de BNCT para el
tratamiento de metastasis hepaticas en un modelo experimental, sin toxicidad
detectable en higado durante el tiempo de seguimiento, y proporciona informacién
radiobiol6gica que seria fundamental para el disefo de protocolos clinicos

potencialmente utiles.

3.9.2.4 Conclusion

El tratamiento con BPA-BNCT induce una remision parcial de nédulos
colorectales experimentales en higado de ratas BDIX 5 semanas post-tratamiento,
manteniendo la tendencia de respuesta observada en el estudio anterior a menor
tiempo de seguimiento. Los valores de control tumoral al tiempo evaluado muestran
un efecto terapéutico progresivo con el aumento de la dosis. El andlisis de los datos
agrupados demostraron una respuesta significativa del subgrupo de tratamiento
BPA-BNCT Il (mayores dosis) comparada con los grupos control (Solo Haz y Sham),
mientras que la respuesta tumoral del subgrupo BPA-BNCT | (menores dosis) no
alcanz6 niveles de significancia estadistica. Este resultado sugiere un potencial
umbral de dosis total absorbida en tumor por encima de 9 Gy (dosis boro = 5.6 Gy),
para lograr inducir un control tumoral estadisticamente significativo en este modelo

experimental, 5 semanas post-tratamiento.
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Capitulo 4

4 Discusion final

En este trabajo de tesis se abordan dos estudios radiobiol6gicos a nivel
experimental sobre la aplicacion de BNCT: para el tratamiento de cancer bucal y
metastasis hepaticas.

El cancer se considera una de las principales causas de muerte a nivel
mundial y la incidencia de esta enfermedad seguramente seguira creciendo a la par
del aumento de la expectativa de vida. El conocimiento actual sobre la complejidad
del desarrollo del cancer y su origen multifactorial demuestran la imposibilidad de
apoyarse en un unico tratamiento y justifican el avance en el desarrollo de nuevas
estrategias, orientadas principalmente a resolver los casos que no responden a las
terapias estandar, disminuir la toxicidad del tratamiento, mejorar la calidad de vida
del paciente y evitar cirugias mutilantes.

La radioterapia es uno de los principales métodos de tratamiento que en los
ultimos anos se ha perfeccionado con el avance de nuevas tecnologias,
principalmente con el desarrollo de mejores equipos y sistemas que permiten el
suministro mas exacto y preciso de la dosis de radiacion ionizante que se prescribe.
Estos avances tecnolégicos también permiten que hoy exista un gran avance en la
aplicacion de tratamientos con iones y particulas cargadas, aprovechando el
beneficio del uso de la radiacion de alto LET.

La Terapia por Captura Neutronica en Boro (BNCT), es una modalidad
terapéutica binaria dentro de la radioterapia, que combina el direccionamiento
bioquimico del agente terapéutico al tumor (compuesto borado) y la irradiacién con
neutrones, dando lugar a la aplicacion de radiacion de alto LET preferencialmente en
el tumor. Esta estrategia permite danar al tumor preservando los tejidos normales.
Asimismo, debido al direccionamiento bioquimico del compuesto borado a las
células tumorales, BNCT permite el tratamiento de micrometastasis y células
infiltrantes no identificables por estudios de imagenes. El estudio y aplicacién de
BNCT requiere del dominio de diversas areas de conocimiento, y Argentina se
encuentra entre uno de los pocos paises con un proyecto que cuenta con recursos

humanos en todas ellas.
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Una de estas disciplinas es la radiobiologia, que contribuye al desarrollo de la
radioterapia aportando una base conceptual, identificando los mecanismos y
procesos involucrados en la respuesta de los tumores y tejidos normales a la
radiacion, y promoviendo el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento. Este
trabajo de tesis se encuadra dentro de este contexto, con el objetivo especifico de
promover el desarrollo de la radiobiologia en el marco de las necesidades del
proyecto de BNCT de Argentina, contribuir al conocimiento de la radiobiologia de
BNCT para optimizar su eficacia terapéutica para distintas patologias y articular los

estudios experimentales con la clinica.

A nivel internacional se observa un creciente interés en profundizar las
investigaciones sobre la eficacia y seguridad de la aplicacion BNCT para cancer
avanzado o recurrente de cabeza y cuello, entre los que se incluye el cancer bucal.
A lo largo del segundo capitulo de la tesis, se describe el trabajo de adaptacion de la
fuente de neutrones del reactor RA-3 para la realizacion de estudios in vivo en el
modelo de cancer bucal de la bolsa de la mejilla del hamster. Se demuestra la
eficacia terapéutica de la aplicacion de BNCT en este modelo y la factibilidad del uso
de la facilidad de irradiacién del RA-3 para la realizacién de este tipo de estudios.
Este trabajo hizo posible el desarrollo de nuevas lineas de investigacion en BNCT en
el modelo de cancer bucal de la bolsa de la mejilla del hamster, que se ven
reflejadas en varios trabajos de tesis, presentaciones a congresos y publicaciones de

nuestro grupo de trabajo.

Si bien en BNCT se intenta maximizar la componente boro de la dosis que
afecta preferencialmente al tumor, el tratamiento inevitablemente involucra una
combinacién de componentes de dosis de radiacion de bajo y alto LET que afectan
al tumor y al tejido normal en forma similar. A partir de la comparacion de resultados
obtenidos por nuestro grupo de investigacidn en ensayos similares con el modelo de
cancer bucal experimental de la bolsa de la mejilla del hamster, utilizando distintas
fuentes con diferentes espectros neutronicos (reactores RA-1, RA-3 (esta tesis) y
RA-6), se plantea la necesidad de realizar estudios a futuro que permitan evaluar la
influencia que pueden tener las diferentes componentes de dosis de fondo sobre la
respuesta tumoral y la respuesta del tejido normal, asi como la posible existencia de
sinergismos con la componente boro del BNCT.
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En cuanto a los casos de metastasis hepaticas derivadas de cancer
colorectal, hoy en dia existen gran cantidad de pacientes sin una alternativa de
tratamiento debido al tamafo, la localizacion y/o el nimero de las metastasis que los
afectan. Considerando el interés local e internacional de aplicar la técnica de BNCT
para el tratamiento de metastasis hepaticas derivadas de cancer colorectal, en esta
tesis se propuso evaluar, de forma sistematica a nivel experimental, la eficacia
terapéutica de la aplicacion de BNCT en un modelo de metastasis hepatica de
adenocarcinoma de colon en ratas, y la potencial radiotoxicidad del tratamiento en el
higado. En el capitulo 3 se describe la puesta a punto de un modelo experimental y
un sistema de irradiacion adaptado para la fuente de irradiacion de la columna
térmica del reactor RA-3. Se demuestra que mediante la aplicacion de BPA-BNCT,
se puede inducir de forma progresiva la remisién parcial en el 100% de los ndédulos
tumorales tratados a las 3 y 5 semanas post-tratamiento. A partir del procedimiento
de estimacion retrospectiva de la dosis absorbida en tumor aplicado en el estudio a 5
semanas de seguimiento, se sugiere la existencia de un potencial umbral de dosis
absorbida total para alcanzar algun grado de respuesta tumoral en 6,1 Gy (dosis
boro alrededor de 1,8 Gy), y un potencial umbral de dosis absorbida total para
alcanzar un grado de control tumoral estadisticamente significativo en alrededor de
9,2 Gy (dosis boro aproximada de 5,6 Gy).

A nivel macroscépico e histolégico no se observaron efectos radiotéxicos en
higado en ninguno de los casos para todos los tratamientos evaluados. Sin
embargo, surge la necesidad de realizar un estudio a futuro orientado a evaluar la
existencia de algun grado de dafo hepatico, principalmente a largo plazo, no
evaluable en el presente trabajo. A su vez, considerando que para el modelo
experimental y el sistema de irradiacidn utilizado, la distribucion de dosis absorbida
fue heterogénea en el volumen total del higado, seria interesante la realizacion de
una dosimetria por modelado computacional, que permita establecer la distribucion
de dosis-volumen que recibe el 6rgano y asociar esa distribucién de dosis con la
evaluacioén de radiotoxicidad.

Los dos compuestos borados evaluados en esta tesis (BPA y GB-10), junto
con el BSH, son los Unicos compuestos aprobados para su utilizacion en humanos.
La optimizacion de la biodistribucion de los compuestos borados actualmente

autorizados para su uso en el hombre es una excelente estrategia a corto y medio
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plazo, con un menor costo para su implementacion. Esto puede ayudar a reducir la
brecha entre la investigacion y la aplicacion clinica, a la vez que se adquiere
conocimiento que puede ser aplicable si a futuro, se aprueban nuevos portadores de
boro mas perfectos. A su vez, la perspectiva del uso creciente de aceleradores como
fuente de neutrones para BNCT haria prever la posibilidad de realizacién de nuevos
ensayos clinicos para distintas patologias. En este contexto, cobran especial
relevancia los estudios radiobiol6gicos de BNCT en modelos experimentales in vivo,
orientados a optimizar la eficacia terapéutica de BNCT para distintas patologias y

disenar protocolos de tratamientos seguros y eficaces.
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ANEXO I: Técnica de Activacion Neutronica para determinacion de flujos
térmicos (Knoll, 1989)

La medicién de neutrones puede llevarse a cabo indirectamente a través de la
radioactividad que se genera en algunos materiales por las interacciones con
neutrones. Una muestra de determinado material puede ser expuesta a un flujo de
neutrones por un periodo de tiempo, y luego se puede cuantificar la actividad que se
induce por activaciéon en el mismo. Los tipos de decaimientos y la actividad medida
pueden ser utilizados para deducir informacidén acerca del numero y/o distribucién de
energia de los neutrones en el campo original. Este tipo de materiales se denominan

“detectores de activacion”, y sus aplicaciones son ampliamente conocidas.

Debido a que las secciones eficaces son maximas en las energias de
neutrones bajas, los detectores de activacion son comunmente utilizados para la
medicién de neutrones térmicos. Para alcanzar un alto grado de sensibilidad, se
eligen materiales con altas secciones eficaces para una reaccién neutrénica que
produzca una forma de radiactividad medible. Debido a que el camino libre medio de
los neutrones en materiales de alta seccion eficaz es pequeno, el espesor de los
materiales debe ser muy pequeno para evitar la perturbaciéon del flujo neutrénico
durante la medicién. De esta manera, la forma geométrica mas comdn de los
materiales utilizados por esta técnica, son hojuelas delgadas o alambres de pequefio

diametro.

Activacion y Decaimiento

En el caso méas simple, la hojuela o alambre es tan fino que la probabilidad de
una interaccidbn es pequefia para cualquier neutron especifico. Luego, el flujo
neutrénico permanece sin perturbar, y la tasa de interacciones (R), que ocurren
dentro de la hojuela esta dada por el producto del flujo neutrénico promediado sobre
la superficie de la hojuela (¢), la seccion eficaz de activacion promediada sobre el
espectro neutronico (Zat) y el volumen de la hojuela (V):

R=0¢2Z V

act

Por lo tanto, conocidas las caracteristicas geométricas de la hojuela vy
midiendo de algun modo esta tasa de interacciones, es posible obtener un
parametro que es un indicador directo de la magnitud del flujo neutrénico. Es lo que
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se denomina SigFi en el trabajo y que resulta, utilizando la ecuacion anterior,

proporcional a:
SigFic R/ V=X,

Cuando la hojuela se irradia, las especies nucleares radiactivas que se
forman decaen radiactivamente. La tasa de decaimiento viene dada simplemente por
A N, donde A es la constante de decaimiento y N es el numero total de nucleos
radiactivos presentes. La tasa de cambio en N estad dada por la diferencia entre la
tasa de formacién y la tasa de decaimiento

dN
- R _ AN

Asumiendo que la tasa R es una constante (considerando que el flujo no varia
durante la exposicion, y despreciando cualquier “quemado” o disminucion del
nuamero de nucleos blanco durante la medicion), la solucién de la ecuacion anterior
para la condicion N= 0 a tiempo = 0 es:

R
N(1) = +(1 - e™™)
A
La actividad A de la hojuela esta dada por A N, o por:
A(t) =R(1 —e™™)

Por lo tanto la actividad crece con el tiempo, como se muestra en la
llustracion 1, y alcanza una asintota o “actividad de saturacion” para tiempos de

irradiacién infinitamente largos dada por:

A = R = (pEaClV

o0

Si la irradiacion procede por un tiempo to, momento en el cual se retira la

hojuela, la actividad Ao sera:

Ag=A_(1 — e ™M)
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llustracion 1 Actividad de un detector de activaciéon después de la inserciéon en un
flujo constante a un tiempo = 0 y retirado al tiempo = t,. El nUmero de cuentas medidas es
proporcional al area bajo la curva de decaimiento entre t; y t.. Todos los tiempos se miden

desde el comienzo de la irradiacién.

Alt)

Aph e — — — — —

———
——
o.—-—-——_—-.————. A

i

Luego de la irradiacion, se mide la actividad de la hojuela en un detector
apropiado. Se debe ser muy cuidadoso al determinar los tiempos involucrados en
cada paso, debido a que la actividad de la muestra se encuentra decayendo
continuamente. Si el conteo se realiza en un intervalo entre t; y t2, el nimero de

cuentas (C) sera:

2
C = ef Aﬂe‘“?\(!—m) dr + B
H

A
0 e —
= g — ehrﬂ(e ?\H — e )\fz) + B
A
Donde, € es la eficiencia total de conteo y B es el numero de cuentas del

fondo esperado entre (t>—t1).

M%) en la expresién anterior, se puede obtener la

Reemplazando Ag = A~ (1-e
actividad de saturacion de la cual puede ser calculada la magnitud del flujo

neutrdénico.
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Las hojuelas de activacién son detectores integradores y por lo tanto, no
pueden proveer informacidén acerca de ninguna variacién del flujo neutrénico durante
el tiempo de exposicion. Este tipo de detectores tiene las ventajas de poseer un
tamano pequerio, ser insensibles a radiacion gamma y ser de bajo costo. Tampoco
requieren conexiones eléctricas y pueden tolerar condiciones extremas de trabajo en

los que otros detectores suelen fallar.
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ANEXO II: Consideraciones sobre la generacion de tritio en el blindaje de
LioCO;

El tritio (*H) es un emisor beta negativo puro cuyo esquema de decaimiento se

muestra a continuacion.

1/2+ 0.0 1232

3
12 \\
Q(gs)=18.590 keV

B-:100 %

1/2+ STABLE

3
oHey

Fuente: http://www.nndc.bnl.gov/chart/

Para hacer un calculo conservativo, puede estimarse que la tasa de
reacciones de produccion de tritio (R;) sera:

Ri = N2 at de °Li x o x Pter
Considerando 1g de carbonato de litio enriquecido al 95% en °Li (°Li»COs):
o N2atde °Li=1,599 10%
e 0 =940,3 barns a 0.0253 eV
o P = 8,5 10° n/cm®s (maximo medido con blindaje)
o Py 2200 = 7,3 10° n/cm?s (maximo medido con blindaje)
e Tasa de produccion (Ry) = 1,097 10" at de tritio/seg/g (Li=COs)

e Siendo el N° de at de tritio igual al producto: R; x Tiempo de irradiacién,

entonces:
Actividad del tritio = A = N° at de tritio x A = Ry x Tiempo de irradiacién x A
Si, 12 = 12,32 afios — A=1,78 10-9 s
Considerando Tiempo de irradiacién = 1 hora
o N at de tritio producidos = 3,93 10'* at de tritio / hora de irrad / g(Li2COs)

e A=0,7MBq/horadeirrad/ g(Lio.CO3) = 18,9 uCi / hora de irrad / g(Li2CO3)
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Caso blindaje hamster

e Masa aprox. de Li>CO3; = 500 g
e A =350 MBq/horadeirrad. =9,5mCi/hora de irrad.

Cabe destacar que todos los supuestos fueron considerados de forma de
maximizar el calculo estimativo de actividad de tritio generada. Se desprecia el
decaimiento del tritio generado, aunque sea una consideracion menor ya que el T,
es largo. Se esta suponiendo una irradiacion completa y homogénea a maximo flujo
de todo el polvo de LioCO3 que forma el blindaje. En la realidad esto no sucede, ya
que la primera capa de material absorbente disminuye significativamente el flujo de
neutrones, y las capas interiores que forman las paredes del blindaje reciben un flujo
mucho menor. Seria pertinente considerar este efecto de auto-atenuacién del
material teniendo en cuenta que las paredes del blindaje son de 6 milimetros. Si se
considerara este efecto, el célculo de actividad seria menor. También se esta
considerando una masa superior de LioCOj3 (por ejemplo, para la construccién del
blindaje se estima que se utilizaron aproximadamente 375 g de polvo de LioCOs).

De esta forma se adopta un criterio conservativo en lo referente a la
proteccién radiologica, ya que se comparan valores sobreestimados frente a los
limites de descarga permitidos.

Comparacion con el limite de descarga

Segun los datos del 2010 y 2011, la tasa anual de uso de blindajes de °Li.COs
fue aproximadamente de 32 hs y 38 hs, respectivamente. A los fines de esta
evaluacion, considerando una tasa de uso sobreestimada (conservativa) de 50 horas
por ano, la generacidén anual de tritio seria igual a:

17,5 GBq de °H = 17,5 x 10° Bq de *H

El valor de restriccion anual de descarga gaseosa de °H establecido por la
ARN es de 1,2 x 10" Bq, 5 érdenes de magnitud mayor al valor sobreestimado en
este andlisis. De esta forma, las posibles descargas gaseosas debido al uso del

dispositivo blindaje dentro de la columna térmica se puede considerar despreciable.
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Otras formas quimicas del tritio

En el analisis anterior se considerd que todo el tritio se liberaria en forma
gaseosa en el sistema de ventilacién del reactor a través del conducto de toma de

aire que posee la columna térmica.

Sin embargo, no se tiene certeza respecto de en cuales de las posibles
formas quimicas se encontraria el tritio en aire (HT o HTO) luego de la reaccion, ni
se puede descartar que parte o todo pueda quedar retenido en la matriz que forma el
polvo irradiado. De este modo seria importante poder determinar en forma
experimental la concentracion de tritio en aire para poder confirmar las estimaciones
tedricas sobre los valores de tritio generados y evaluarlos efectivamente con el

indice de liberacion permitido.

De acuerdo a algunos ensayos realizados sobre pellets de LioCOs; no
enriquecido comprimidos en frio, solo una fraccion del tritio producido en estos
pellets se pierde. En este caso, durante la irradiacion del pellet, los tritones creados
en los limites de la superficie tienen la posibilidad de escapar del pellet, dada la alta
energia cinética. La fraccion de tritio perdida depende principalmente del tamario, la
composicion quimica del pellet y de la energia del neutrén. Para el pellet de Li.CO3
estudiado en ese trabajo, de 13 mm de diametro y espesor de 1 mm, irradiado con
neutrones térmicos, el factor de escape fue de alrededor de 2,5 % (Batistoni et al.
2005).

La otra fraccién de pérdida de tritio importante es justamente la fase gaseosa
producida durante la irradiacion. En ese trabajo la pérdida en esta fase se puede
producir durante la irradiacién o el proceso quimico al que luego se somete a la
muestra. Para el caso de estos pellets comprimidos en frio, irradiados y procesados
quimicamente el factor de pérdida fue estimado en 7% (Batistoni et al. 2005).

Si bien las condiciones de ensayo de estos pellets son muy diferentes a las
condiciones en las que se expone el Li,CO3; dentro del blindaje de hamster, pueden
servir como referencia de que gran parte del tritio generado al irradiar LioCOg3
quedaria en la matriz del polvo irradiado. Para confirmarlo, se realizd un ensayo
cualitativo midiendo por centelleo liquido una muestra de polvo irradiado disuelto en

agua.
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Analisis de contenido de tritio en polvo de Li,CO3 (95% °Li) irradiado

Material muestreado: polvo de Li-COs (enriquecido 95% en®Li) irradiado y

disuelto en agua calidad nanopure (aproximadamente en 15 ml de agua). Se
prepararon dos soluciones acuosas con diferentes cantidades de polvo irradiado: Sc
N1, aprox. 0.3 g de °Li,COs y Sc N22, aprox. 1.2 g de °Li.COs. Ambas soluciones
presentaron un precipitado del polvo en el momento de la preparacion (la solubilidad
del LioCO3 en agua es de 1,3 g/100ml). Fueron agitadas y dejadas en reposo
durante al menos 4 semanas hasta la toma de la muestras para la medicion. De
cada una de las muestras se tomaron 5 ml de liquido sobrenadante de la solucién de
reposo, luego se agitd cada solucion y se volvieron a extraer inmediatamente otros
5ml de liquido sobrenadante (con particulas de polvo en suspension). Se tomé una
muestra de 5 ml de agua nanopure como blanco de comparacién. A cada muestra
de 5ml, colocada en un tubo de centelleo por separado, se agregaron 10ml de
liquido centellador y se midié en detector de centelleo.

En la siguiente tabla se resumen las caracteristicas de cada muestra y los
resultados de las mediciones de actividad en el pico correspondiente del tritio.

o A
# muestra Descripcion [Bg/mi]

1 5 ml de sobrenadante de Sc N°1 en reposo 136
5 ml de sobrenadante de Sc N%1 tomado inmediatamente luego de

2 . ] 137
agitar la solucion remanente luego de la toma de la muestra #1

3 5 ml de sobrenadante de Sc N°2 en reposo 446
5 ml de sobrenadante de Sc N°2 tomado inmediatamente luego de

4 . 9 483
agitar la solucion remanente luego de la toma de la muestra #3

Cabe aclarar que toda la actividad detectada en la muestra presentaba una

emision caracteristica para el tritio.

De acuerdo a esta primera aproximacion, se puede confirmar la presencia de
tritio retenido en el polvo irradiado que se mantiene en solucion acuosa luego de ser

disuelto. Este fue el principal objetivo de este primer ensayo.

A modo cualitativo, la actividad medida aumenta al aumentar la cantidad de
LioCOs disuelto, aunque solo se analizaron dos concentraciones. Si bien no se

puede asegurar con esta experiencia, la presencia de parte de polvo en la
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suspensién no parece aumentar la actividad medida en la solucién. Se sugiere que
la mayor parte del tritio pasa a la soluciéon cuando se disuelve el polvo en agua,
aunque habria que realizar otra experiencia especifica para confirmarlo (por ejemplo
filtrando el polvo decantado y re-suspendiendo para medir nuevamente la actividad
en el sobrenadante).
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ANEXO Ill Activacion de °Li,CO;

Al utilizar el primer blindaje de hamster en forma reiterada se detect6 que el
mismo quedaba activado post-irradiacion presentando tasas de dosis en contacto no
despreciables (dependiendo del tiempo de irradiacion, aproximadamente entre 20 y
40 mRem/h).

La activaciéon del blindaje era obviamente dependiente del tiempo de
irradiacién, aumentando rapidamente y decayendo en cuestion de horas. En menos
de un dia posterior a cualquier irradiacién, el blindaje no presentaba tasa de
exposicion alguna. Esta informacion hace pensar que el emisor tiene un periodo de
semidesintegracién corto. Posteriormente, se midié por espectrometria gamma una
muestra de polvo irradiado encapsulado en acrilico. En principio, no se observaron
picos caracteristicos diferentes del fondo, salvo un aumento de la emisién del pico
de 511 KeV.

En el andlisis previo este hecho no era esperable y en principio se pensé que
se podia tratar de algun contaminante presente en el material de partida. Para sumar
informacion, se solicité una caracterizacién multielemental al Grupo de Técnicas
Analiticas Nucleares de la CNEA. Utilizando el método de activacién neutronica, se
realizd un analisis cualitativo de una muestra con 9 dias de decaimiento encontrando
la presencia de los siguientes radionucleidos: '*®Au, ®Co, °'Cr, 2*Np, '®Ta y ®'W.
Cabe aclarar que para este andlisis la muestra se irradié en un espectro de energia
del flujo de neutrones diferente al presente en la FCCT, pudiéndose detectar niveles
traza de elementos producto de diversas reacciones, aunque principalmente de
captura. Considerando los elementos encontrados segun sus caracteristicas de
decaimiento y las posibles reacciones nucleares que les pudieran dar origen, no se
pudo asociar ningun elemento que explique la activaciéon del material con las
caracteristicas descriptas. Por este motivo se descartdé realizar un analisis

cuantitativo por esta técnica.

Finalmente, considerando los recaudos de radioproteccion necesarios para el
manejo de los blindajes, se prosiguié con la utilizacidon de los mismos, incluida la

nueva version que se describe en este trabajo.

Sin embargo, en paralelo se prosiguié con el andlisis del caso y se confirmé
experimentalmente la emisién de solo un pico de 511 KeV en una muestra de
®Li,COjs irradiado, con un periodo de semi-desintegraciéon de 109.4 minutos (datos
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no publicados). Considerando estos datos, la emisidon se corresponderia con el
decaimiento de '®F, un emisor beta positivo puro. Se analizé la posibilidad de que
este nucleido estuviera presente como producto de la irradiacién del °Li,COs con
neutrones térmicos. La Unica posibilidad es que se genere por una reaccion
secundaria, es decir, que las particulas alfa o los tritones generados en la reaccidon

con el °Li, reaccionen con alguno de los elementos presentes generando '°F.

Alguna de las reacciones de generacion de '°F posibles son las siguientes:

2ONe(d. o)!®F
2INe(p, o0)'8F
YF(p, d)'¥F
O(a, d)'*F

.119 - & 1O(d, )'F

100

018 ¥Ne(n, }J)ISF

0

0.200 lS(_‘)(’pl n') 1 bI‘

La reaccion ®O(a,d)'®F seria la tnica posible en las condiciones estudiadas,
aungue no seria la mas probable.

Finalmente se consideré la reaccion *®O(t,n)'®F (Siri, comunicacién personal).
Esta es una reaccién que ha sido descripta para condiciones similares de irradiacion
a la de la aplicacion en este trabajo (Siri 2008, Kudo y Tanaka 1980). Se sugiere que
la produccién de "8F por esta via seria la explicacion de la activacion del ®Li-COs con
que se fabricaron los blindajes. Actualmente se sigue analizando esta posibilidad,
asi como la alternativa de variar la composicién del material que se utiliza en los
blindajes. Transformando quimicamente el Li,COsz a un compuesto como por
ejemplo el FLi, se evitaria la presencia de grandes cantidades de oxigeno en intimo
contacto con el ®Li y, por lo tanto, con los tritones que se generan en la reaccion de
éste con los neutrones térmicos. De esta forma se evitaria la generacién de '°F,
siendo a la vez, el FLi un compuesto de mejores propiedades como blindaje ya que
posee mayor densidad.

246



ANEXO IV: Determinacion del espesor de blindaje
Para el desarrollo del blindaje para hamster se realizé un célculo simple
utilizando el cédigo de transporte Monte Carlo, MCNP desarrollado por Los Alamos
(EE UU)", con la intencién de predecir de forma aproximada el efecto blindante de

neutrones de diferentes espesores de pared de °Li,COs.

De manera extremadamente simplificada se consider6 una fuente de
neutrones térmicos en aire y un conjunto de volumenes de interés, también de aire,
donde se evalud el flujo neutrénico (a través del tally 4) antes y después de un
espesor de carbonato de litio enriquecido al 95% en °Li. La fuente se posicioné lo
suficientemente lejos como para que la diferencia entre los flujos antes y después
del carbonato no estuviese dominada por efectos relativos a la distancia a la misma.

Un esquema de la geometria adoptada puede verse en la llustracién 1.

llustraciéon 1 Esquema del modelo simplificado utilizado para evaluar los distintos

espesores de blindaje neutrénico.

plano de la fuente

volumen de interés

Se consideraron los casos de espesor de pared de 6, 8, 10 y 12 mm, y se
evalud la relacién de atenuacion para cada espesor, a partir de la relacion entre el

flujo luego del blindaje (atenuado) y el flujo incidente.

Las tablas A, B y C presentan los resultados obtenidos:

“X-5 Monte Carlo Team, "MCNP - A General Monte Carlo N-Particle Transport Code, Version 5 -
Volume I: Overview and Theory," LA-UR-03-1987, Los Alamos National Laboratory, revised 2/2008

(2008)
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Tabla A Valores de flujo por unidad de particula fuente (tally 4) antes del blindaje

ES(I;iS,)OR 6 8 10 12
Tally 4 ( error)
Al 1.01E-04 (£0.8%) | 1.01E-04 (£0.8%) | 1.01E-04 (£0.8%) | 1.01E-04 (+0.8%)
V3 1.00E-04 (+0.8%) | 1.00E-04 (+0.8%) | 1.00E-04 (£0.8%) | 1.00E-04 (+0.8%)
V5 1.01E-04 (£0.8%) | 1.01E-04 (£0.8%) | 1.01E-04 (£0.8%) | 1.01E-04 (+0.8%)
v7 1.01E-04 (£0.8%) | 1.01E-04 (£0.8%) | 1.01E-04 (£0.8%) | 1.01E-04 (+0.8%)
V9 1.01E-04 (£0.8%) | 1.01E-04 (£0.8%) | 1.01E-04 (£0.8%) | 1.01E-04 (+0.8%)
V11 1.01E-04 (£0.8%) | 1.01E-04 (£0.8%) | 1.01E-04 (£0.8%) | 1.01E-04 (+0.8%)
V13 1.02E-04 (£0.8%) | 1.02E-04 (£0.8%) | 1.02E-04 (£0.8%) | 1.02E-04 (+0.8%)

Tabla B Valores de flujo por unidad de particula fuente (tally 4) después del blindaje.

Eszfnf)o'? 6 8 10 12
Tally 4 (+ error)
V2 1.01E-04 (0.8%) | 1.01E-04 (+0.8%) | 1.01E-04 (+0.8%) | 1.01E-04 (+0.8%)
\'Z! 5.23E-05 (£1%) 5.20E-05 (£1%) 5.19E-05 (+1%) 5.19E-05 (+1%)
V6 2.58E-06 (+5%) 2.00E-06 (+6%) 1.77E-06 (+6%) 1.67E-06 (6%)
\':] 2.58E-06 (+5%) 1.90E-06 (+6%) 1.64E-06 (+6%) 1.57E-06 (6%)
V10 2.19E-06 (+5%) 1.70E-06 (£6%) 1.55E-06 (+6%) 1.49E-06 (+6%)
V12 5.21E-05 (£1%) 5.18E-05 (+1%) 5.18E-05 (+1%) 5.18E-05 (+1%)
Vi4 1.02E-04 (£0.8%) | 1.02E-04 (+0.8%) | 1.02E-04 (+0.8%) | 1.02E-04 (+0.8%)

Tabla C Valores del cociente de flujos después/antes de atravesar el espesor de

blindaje.
ESZ,Enf)OR 6 8 10 12
Transmision (%) = Cociente de tallies (Vi/Vi.1) (%)
V2/V1 100% 100% 100% 100%
V4/V3 52% 52% 52% 52%
V6/V5 3% 2% 2% 2%
V8/V7 3% 2% 2% 2%
Vv10/vV9 2% 2% 2% 1%
V12/V11 52% 51% 51% 51%
V14/V13 100% 100% 100% 100%

Como resultado general de este modelado computacional, se obtuvo que para
las condiciones definidas, con 6 mm de este material, se podia atenuar mas del 97%
del flujo incidente. Para el caso de 8 mm de espesor, no se observo una diferencia

significativa, alcanzando solo una atenuacién del 98% (llustracién 2).
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El uso de un espesor mayor implica un engrosamiento extra en las paredes
de todo el blindaje. Cabe aclarar que esta evaluacién es una simplificacién extrema
de la fuente real y del blindaje, y solo se hizo con el fin de definir un criterio practico
de decision con respecto a qué espesor considerar. En los Ultimos afnos, en paralelo
al desarrollo de este trabajo, se realizé una simulacion de la fuente real de la FCCT
del reactor RA-3 y actualmente se cuenta con esta herramienta (Bortolussi et al.
2011).

llustracion 2 Representacion grafica de los datos de la Tabla C en funcién del ancho
de la pared modelada. El valor 0 en el eje horizontal referencia el centro geométrico de la
pared que divide la misma en dos partes simétricas. En el eje vertical se representa la
relacién del flujo que llega desde una fuente plana homogénea luego de atravesar cada
espesor de blindaje de °Li,COs. La linea con triangulos rojos representa el caso de ausencia
de blindaje (0 mm de espesor).

1000 __‘. T * T * T * T * T * T i_
-8 -6 -4 -2 0 2 4 6 i
7 r"
——6mm
—=—3mm
0.100 10 mm
12mm
=dr=0 mm
0.010
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ANEXO V

llustracion 1 Masa corporal promedio (g) de las ratas BDIX de ambos sexos del

grupo Sham, hasta 2 semanas de seguimiento post simulacién de irradiacién. El tiempo 0

(to) corresponde al momento en que se realiza la inoculacion de células en el higado. Las

barras de error en a) representan * un desvio estandar. La flecha negra indica el tiempo al

cual se realiza la simulacién de irradiacién.

Evolucion de la masa corporal - grupo Sham
350
=)
= 250
©
S
8 200 T
= T I N i W A R | —+—hembras
S H/Jf 11T T T1I1ir— 11
© 150 —#-machos
(/2]
©
= 100 =
50 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo post inoculacion [dias]

llustracién 2 Evolucion individual de la masa corporal (g) de las ratas BDIX tratadas

con Solo Haz o BNCT para cada tiempo post-inoculacion hasta 2 semanas de seguimiento.

La incerteza de la medida seria de 5%. La flecha negra indica el tiempo al cual se realiza la

irradiacion.
Solo Haz |

— 300
A=)
® i
5 20 ——R65-M
g
o W ——R76-F
S
s 130 T R83-F

100 T T T T T 1 R95 ) F

0 5 10 15 20 25 30
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llustracion 3 Evolucion de la masa corporal (g) individual para los grupos Sham,

Solo Haz y BPA-BNCT hasta 3 semanas post-tratamiento. La incerteza de la medida seria

de 5%. La flecha negra indica el tiempo al cual se realiza la irradiacion.
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llustracion 4 Evolucion de la masa corporal (g) individual para los grupos Sham,

Solo Haz y BPA-BNCT hasta 5 semanas post-tratamiento. La incerteza de la medida seria

de 5%. La flecha negra indica el tiempo al cual se realiza la irradiacion.
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