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SUMARIO

A BNCT baseia-se na capacidade dos atomos de boro-10 absorverem
neutrons térmicos e transmutarem-se em atomos de litio-7, emi -
tindo uma particula alfa com energia cinetica de 2,33 MeV , ©
gue lhe confere baixo alcance e alto poder destrutivo. Incorpo-
rando-se boro-10, que nao e radioativo, em tumores e irradiando
—-se com neutrons térmicos pode-se destruir o tumor sem danifi -
car o tecido adjacente, uma vez gue a reacao nuclear é restrita
a regiao onde ambos os fatores estiverem presentes, ou seja,neu

trons térmicos e atomos de boro-10. Dessa forma é fundamentaT
o conhecimento da biodistribuicdo destes compostos, o que e fei
to atraves da determinacdo quantitativa de boro-10 em tecidos

animais. Com esse objetivo, apresentamos os primeiros dados de
nosso trabalho em amostras de sangue e outros tecidos biologi -
cos, com o uso do método do registro de tracgos, que consiste em
irradiar com neutrons térmicos provenientes do reator IEA-R1 a-
mostras justapostas a filme detetor apropriado, no qual sao mar
cados tragos pelas partlculas alfa emitidas. O numero de tracos
& diretamente proporcional a concentracao de boro-10 na amostra,
de modo que a concentracao pode ser obtida por meio de uma cur-
va-padrao.

ABSTRACT

BNCT is based on the boron-10 atoms capacity of absorving ther-
mal neutrons with the emission of 2.33 MeVv alfa particles,
wich are confined to a litle locus and have high destructive
power. By incorporing !'°B a nonradiocactive isotope, in tumors be -
fore thermal neutrons irradiation it can be possible to destroy
the tumor without surrunding normal cell damage, then the nu -
clear reaction will take place where both thermal neutrons and
boron-10 occur. Thus, the understanding !°B compoounds biodistri-
bution is very important, and it can be established by quantita
tive analysis of boron-10 in animal tissues. We present here the
earliest result of our work using nuclear track detector. We
used a thermal neutron beam from the IEA-R1 reactor inciding on
- tissue and blood samples in contact with an apropriate detector
film, where tracks are impressed. The number of tracks is propor
tional to samples !°B concentrations wich are obtained by means
of a standard curve.
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INTRODUCAO

Em qualquer tipo de terapia contra o cancer e tao impor
tante preservar as fungdes normais do _Corpo quanto a destrui
cdo do tumor. No caso particular do cancer cerebral, se as
fungoes normais ndo forem preservadas o paciente pode ficar
invalido, dal a nécessidade de uma terapia seletiva, ou se -
ja, que destrua as células tumorais sem no entanto atlnglr o)
tecido sadio adjacente (Hatanaka, 1986).

Em radioterapias convencionais usando raios X, raios ga
ma ou feixe de elétrons, podem ocorrer danos a tec1dos cir -
cunvizinhos as células tumorais. As particulas alfa, entre -
tanto, sao 8.000 vezes mais pesadas que elétrons e tém o do-
bro da carga elétrica. Juntos, esses fatores as tornam mais
efetivas na destruicao de tecidos humanos com a vantagem de
atuarem apenas localmente, devido ao seu baixo alcance. Des-
ta forma, tém sido feito estudos para marcacdo de anticor -
pos e certos compostos com capacidade de se ligar especifica
mente a tumores, com nuclideos que emitem particulas alfa,co
mo o Astatinio-211, bismuto-209 e o torio-228 (Sutton C.1987).

Alguns nuclideos, no entanto, ndo sdo emissores alfa a
principio, mas tém capacidade de absorverem neutrons térmi -
cos provenientes de um reator nuclear da baixa potenc1a e so
frer uma reacdo de captura neutronica seguida da emissdo de
uma particula alfa. Essa propriedade € determinada pela se -
cao de choque de absor¢do neutrdnica, cuja unidade e o barn

("1 barn = 10~ 2% cm?). Exemplos de alguns nuclideos com alta
secao de choque ‘de absorgdo de neutrons sdo dados abaixo:
3Me = 5237 barn : ®Li = 940 barn
“B = 3837 barn '1¥cd = 15787 barn
%9gm = 41000 barn
23%y - 693 barn (155,237 cd 160000 barn

Com. excecdo do litio, urdnio e boro, os demais sao tam-
bem emissores de raios gama de alta energia, gque ndo atuam
apenas localmente, uma vez que estes raios sao muito pene -
trantes.

Segundo Hatanaka (1986),a possibilidade de aplicacgao te
rapéutica da reacao de captura neutrdnica foi primeiramente
proposta por Locher, em 1936, baseado na reacdo nuclear:

B +!n > ("B) » Li + ‘He + 2,4 MeV

S 0 S 3 2

Desde entao, numerosos estudos foram feitos a fim de se
obterem compostos ricos em boro-10 que tenham capacidade de
se acumular em tecidos tumorais, proporcionando uma terapia
seletiva dependente de dois fatores principais: concentracgao
de !°B nas células tumorais e incidéncia de um feixe de neu-
trons teérmicos proveniente de um reator nuclear de baixa po-
téncia (reator de pesquisa).

Essa terapia & atualmente conhecida por BNCT (Boron Neu
tron Capture Therapy), sendo que diversos ensaios clinicos
com pacientes portando gliomas e gliobastomas obtiveram éxi-
to. Neste tratamento foi utilizado o mercaptohidroundodeca-
borato de s6dio (Na,B H SH), injetado endovenosamente sob
a forma de uma solugao isotonica, algumas horasantes de submeter
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o paciente a irradiacdo neutronica(M.D.,D.Sc.H.Hatanaka - Teyko Univer-
sity - Japan). No caso desse composto, a deposigao diferencial
que ocorre pode ser parcialmente explicada pela presenca da bar-
reira hematoencefalica nos capilares gque irrigam o tecido cere -
bral normal, mas nao existente ou imperfeita nos capilares gue
irrigam o tumor. A barreira hematoencefalica reside na parede
dos capilares, os quais sdo estruturas continuas, com células en

doteliais unidas por extensas juncées intimas, sendo revestidas’

por pequenas expansoOes das células da.glia, de modo a dificultar
ou mesmo impedir o transito de moléculas entre o sangue e O in -
tersticio (Zago, D.A. 1988). Desta forma, o composto pode atin
gir altas concentragdes no tumor, passando do sangue para este’,
sem contudo depositar-se nas células cerebrais sadias.

Outros compostos tém sido estudados, tanto para tumores cere

brais como para outros tlpOS. Mishima por exemplo, estuda compos,

tos que participam da via metabollca de sintese da melanina,que
podem servir como carregadores de !°B para melanomas (Mishima,Y.
1985). E importante salientar. que a ‘afinidade do composto pelo
tipo de tumor é 1mpresc1nd1vel, pois s3o necessarios cerca de109
atomos de !°B por célula tumoral (=20 u'°B/g de tumor) para efica
cia da terapla. Por outro lado, a espec1flcldade do composto ga-
rante a protecao do tecido sadio adjacente, o que torna de suma
importancia o conhecimento da biodistribuicdo desses compostos
no organismo inteiro e especialmente em alguns tecidos (tumor,te
cido adjascente, capilares etc.)

Desta forma, o estudo da biodistribuicdo de compostos ricos
em boro 10 em animais de experlmentagao portadores de tumores in

duzidos ou implantados se faz necessario para estabelecer o al-.

cance desta técnica radioterapéutlca, podendo elucidar alguns
pontos importantes em relacao a dinadmica e cinética da dlstrlbul
¢a0 nesses organismos.

2. MATERIAL E -METGDOS
2.1. Analise Qualitativa

Atraves da técnica de neutrongrafia com filme radiografico
e placa conversora de gadolineo, tentou-se desenvolver. um metodo
de mapeamento de '°B em camundongos. _

Inoculou-se suspensao de células cultivadas de me lanoma
B.16.F.10 através de injeécdo subcutdnea ha parte traseira direi-
ta em trés grupos de camundongos da linhagem C.57B1 com idades
entre 5 e 10 semanas. Ao terceiro grupo.foi admlnlstrada agua
deuterada por via oral (Tabela I).

Os animais foram injetados 1ntraper1tonealmente com
Na:B32H11SH enriquecido a 92,41% ou solucao salina, sendo apos
algumas horas sacrificados por pungdo cardiaca e exsanguinagio ,
sob anestesia com éter etilico. Apds o sacrificio foram fixados
em suporte de aluminio e irradiados no bean-hole n9® 10 do reator
IEA.R1, o qual apresentava um fluxo de -106n/cm s, conforme espe
c1f1cagoes na figura 1 e tabela II.
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2.2. Analise Quantitativa

2.2.1. Determinacdo indireta do !°B a partir do Li formado
na reacao '8 (n, o)’Li

Foram preparadas soluc¢bes de acido borico em cinco
concentragoes diferentes entre 1,6 e 16 ppm. Acrescentou-se aci
do borico enriquecido a amostras de sangue de forma que a con -
centracao final de 15 fosse a mesma das solucdes. Todas as amos
tras foram irradiadas no nucleo do reator IEA.R1 a um fluxo neu
tronico de 10*°n/am’s durante 45 minutos.

ApOs © decaimento, determinou~se a concentracgao de
“Li através de espectrometria de absorc¢ido atdmica, comparando -
se os resultados obtidos com curva-padrdo tracada a partir  de
solucOes padrao feitas com hidroxido de litio.

2.2.2. Determinacao de 19B através da técnica do registro
de Tracos

A determinacdo de '°B em homogeneizados de tecidos
e preparacoes histologicas utilizando a técnica de Abe et al.
(1983) emprega a propriedade dos atomos de !°B emitirem parti -~
culas alfa quando irradiados com neutrons. térmicos,as quais mar
cam tragos em filmes detetores apropriados.

Para tal finalidade foi confeccionado um porta-amos
tras de aluminio com 25 concavidades para serem colocadas as a
mostras, conforme esquema na figura 2.

As solucoes de acido borico e amostra de sanguecuxa
das no item 2.2.1. foram colocadas na cavidades do porta-amos -
tras estando o filme detetor de tragos MAKROFOL diretamente em
contato com estas, e pressionado entre as duas placas. A seguir,
foram irradiadas no beam-hole n® 10 do reator IEA.R1, com fluxo
de 10°n/cm?s durante 1 hora. Posteriormente os fllmes foram re-
velados em solugao de NaOH.

3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Nas neutrongrafias obtidas do grupo. 1 & possivel observar
areas mais claras na cabeca, abdomen e tumor, o que poderia
indicar a captura neutronica produzida pela presenca dos com-
postos de boro. No entanto, o mesmo resultado &€ observado no
animal-~controle, no qual- injetou-se solucao salina. Dessa for
ma, as regioes malis claras parecem estar relacionadas 51mples
mente a maior espessura do tecido nessa regiao, uma vez ‘que,
sendo a matéria orgdnica rica em hidrogénio, ocorre maior es-—
palhamento dos neutrons diminuindo o contraste esperado entre
as regioes com diferentes concentracoes de boro. Com relacgao
ao grupo 2, houve excesso de exposigao a raios gama devido " a
mudanca de configuragao do nucleo do reator, levando a queima
dos filmes radiograficos utilizados. A fim de se diminuir o
espalhamento de neutrons pelo hldrogenlo e aumentar o contras
te, ao terceiro grupo foi administrada agua deuterada. Nasneu
trongrafias obtidas tambem nao fica claro se as regides menos

impregnadas do filme se deve ao boro ou a espessura. Nota-se
no entanto, que as extremidades finas dos animais ( membros
sem tumor e cauda) tornaram~se totalmente transparentes aos
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neutrons, além de se observar algumas cavidades do corpo do
animal (canal auditivo e pulmoes). (Fig. 3 ‘e 4 ).

A uUnica determinacao de 1litio que pode ser feita foi da
solugao mais concentrada de acido borico (16 ppm), sendo a
quantidade de 1litio observada de 5,3x10 *ppm, enquanto que a
esperada era de 1,6 x 10~ ppm. Para as demais solug¢des,a ab
sorbancia lida estava abaixo do limite inferior de sen51b111
dade do aparelho. Com relacao as amostras de sangue, ocorreu
solidificacao durante a irradiacdo, o que impossibilitou que
a determlnacao do litio fosse realizada.

A densidade dos tragcos observados no filme detetor apre
sentou-se bastante elevada, podendo inclusive observar-se o
aspecto opaco a olho nu. No entanto, por terem sido as con-
cavidades completamente preenchidas, e por ser o porta-amos—
tras posicionado na vertical durante a irradiacao (perpendi-
cularmente ao feixe), ocorreu mistura entre as diferentes a
mostras. Este problema foi contornado utilizando-se menor vo
lume de fluido por concavidade e ainda aplicando-se graxa de
silicone nas bordos, de forma a compor barreiras impermea -

vels entre as concavidades e permitindo maios adesdao ao fil-
me. No momento encontra-se no aguardo. de novos resultados.

CONCLUSAO

A neutrongrafia como tecnlca de mapeamento de !B apre-
senta dificuldades relacionadas principalmente ao contraste.
Além de espalhamento de neutrons produzido pelo hldrogenlo o
corre emissao de raios gama-pronto em pequena pProporcao na
reacao de captura neutronica pelo 108 No entanto, a utiliza
cao de D,0 parece ser viavel, desde que se evite a morte por
desidratacao. pela nao aceitacao desta pelos animais e even -
tuais efeitos toxicos. Segundo Thomson (1963), isto pode ser
obtido através da adicao.de tracos de NaCf, bem como da di -
luicao a 50% em H, O O autor cita ainda que um equilibrio de
30% de deuteracao & atingido apodos.14 dias de administracao
via oral em camundongos. Outro importante fator é a energia
dos neutrons, uma vez que o feixe utilizado apresentava pre-
dominantemente neutrons térmicos e frios, de baixa penetrabi
lidade. Com um feixe. tendendo a energia dos neutrons epitér-
micos a espessura do corpo do animal nao seria tao prejudi -
cial.

O método de determinacido indireta através do litio for
mado demonstrou-se inapropriado para materiais bioldgicos
por causa da denaturacao proteica, baixa sensibilidade para
as concentracdes de !°B usadas em BNCT. além do incoveniente
da demora do decaimento dos sals presentes ativados na irra-
dlacao.

Dessa forma, parece que o metodo. do reglstro de tracos
é mais viavel, o que ja é demonstrado inclusive pelos inume-
ros trabalhos citados na literatura (Pugliesi et al.;1985;Ga
bel et al.,1987; Abe et al., 1983). Uma vez que a grande den
sidade de tracos obtida formou regioces opacas visiveis a o -
lho nu, € ainda possivel obter-se alfa-autorradiografia indu
zida por neutrons de cortes histoldgicos.

P}
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TABELA I - Caracteristicas dos diferentes grupos experimentais
GRUPO IMPLANTE TUMOR TRATAMENTO OBSERVACOES
DO TUMOR OBSERVAVEL

22 dias apos
nascimento

32 dias

39 dias

10 dias apos
implante

7 dias apos
implante

9 dias apos
implante

Falecimento de
5 machos por
metastase pul
monar

Todos sobre -
viveram

Falecimento de
4 machos por
desidratacao

TABELA II - Tratamentos aplicados nos animais analisados por

neutrongrafia
GRUPO PESO . INJECAD COMPOSTO DOSE DE !B SACRIFICIO PERIODO
(dias apds  INJETADO ( ug/q) (horas apds IRRADIA
implante) injecio) CAO (min)
19,2 19 NazBléHllsH 199 - -
1 21,4 19 H3BO3; 175 18 20
24,2 19 Sol.salina - - -
19,5 7 Hams 200 - -
19,1 7 Sol. salina - - -
22,2 10 Na,B, ,H, ,SH 200 - -
2 21,7 10 H,BO, 200 16 25
22,1 10 Sol. salina - - -
17,4 10 Sol. salina - - -
19,3 10 Na,B,,H,,SH 199 - -
3 18,9 10 Sol. salina - 18 10
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FIGURA 1 Esquema de iryadiacio de camundongo visardo a ob~
tencac de veutrongrafia.

A / /
f"“—g

FIGURA % - Esquema do portacamostras para determinacio
10 Hare 2

de VB, onde "A" & a placa de cbertura e "B" & & placa

com cocavidades para ¢olocacdo das anostims
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FIG.3 - Neutrongrafia de camundongo C57Bl com tumor
injetado com Na,B;, H11S 18 horas antes do
sacrificio. »
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qual administrou-~se D,0 via oral durante

dias, injetado com Na,B; H11SH
sacrificio. B

18 h antes

10

FIG.4 - Neutrongrafia de camundongo C57Bl com tumor ao

do
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