Determinacao colorimétrica de boro em amostras biolégicas
para controle da terapia por captura neutronica el
boro (BNCT).
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RESUMO — A terapia por Captura Neutronica e10 Boro (BNCT) tem apresentado melhores prognésti-
cos para o tratamento de gliomas e glioblastomas com grau IIl e IV, do que outras modalidades de terapia. Du-
rante o tratamento é necessario conhecer os niveis de Nag10B19H71SH em varios compartimentos do orga-
nismo e para tanto, foi padronizado o método de determinacéo colorimétrica de boro utilizando curcumine.
Este se mostrou simples, reprodutivel e com sensibilidade adequada para este controle.

Introducao

Na terapia contra o cancer é tio importante preser-
var as fun¢des normais do organismo, quanto destruir o
tumor. No caso particular de tumor cerebral, esta ne-
cessidade é muito acentuada, pois se as fun¢des normais
ndo forem preservadas, havera uma deterioracio da
qualidade de vida do paciente; que em muitos casos po-
de'nio justificar o aumento na sobrevida.

A ocorréncia de tumores cerebrais é 5 a 10% do to-
tal de neoplasmas. A incidéncia relativa de gliomas com-
parado com outros tumores diminue com o aumento da
idade, por exemplo tumores do SNC, dos quais 50% sio
gliomas, sdo o segundo mais freqiiente em criancas me-
nores que 15 anos e o terceiro mais freqiiente em ho-
mens entre 15 a 34 anos (7). Gliomas séo localmente in-
vasivos e podem ser espalhados via fluido cérebro-
espinhal, mas normalmente nio fazem metéstase para
outras partes do corpo. A cirurgia é o principal método
de tratamento destes tumores, mas esta capacidade de
invasdo local e infiltracio faz com que os resultados nio
sejam satisfatérios. O tempo médio de sobrevida pés-
tratamento é menor que 6 meses com menos que 5% de
sobrevida em 3 anos. Pacientes tratados apenas com te-
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rapia de apoio vivem aproximadamente 3 meses, e para
radioterapia ou radioterapia combinada com quimiote-
rapia ou cirurgia, o tempo médio de sobrevida é entre 8
a 11 meses. No entanto, pacientes portadores de glio-
mas malignos, grau III e IV tratados pela terapia por
captura neutronica e 10B, tém tido melhores prognésti-
cos. Para 77 individuos tratados no Japio entre 1968 a
1986, a sobrevida média foi de 25,6 meses e a sobrevida
em 5 anos de 58,3% (4).

A terapia por captura neutronica e 10B foi proposta
em 1936 por Locher, G.L. (6), 4 anos ap6s a descoberta
do neutron, entretanto as primeiras praticas clinicas fo-
ram em 1952 e sem sucesso. Esta terapia baseia-se no
principio de uma destruicio seletiva das células tumo-
rais por meio da reacéo 10B (n, ¢)7 Li. Teoricamente, é
depositada a maior parte da dose de radiacio nas célu-
las tumorais porque “Li e particula alfa possuem baixa
penetracdo no tecido, menos que 14 um a partir do local
da reagdo de captura (a distancia é comparavel ao dia-
metro de uma célula vermelha).

Para realizar esta terapia, trés fatores sdo essen-
ciais. Primeiro deve haver uma alta concentracio de
10B nas partes viaveis do neoplasma (20-50 mg/kg de
tecido). Para tanto, o composto de boro deve ser injeta-
do via endovenosa e nido diretamente na suposta drea
tumoral, pois as dimensoes precisas de um tumor inva-
sivo sdo desconhecidas. Um segundo requerimento é a
fonte de neutrons, (um reator nuclear), que permite ob-
ter o alto fluxo de neutrons térmicos necessarios para a
terapia. E, finalmente, deve haver uma diferenca signi-
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ficativa entre os niveis de 10B no tumor e nos vasos san-
gliineos, assim como no tumor e no tecido adjacente, pa-
ra permitir uma completa erradicacio do tumor sem
afetar o tecido normal. Esta diferenca na concentracio
de boro entre o tumor (T) e o tecido normal (N) é avalia-
da pela razao T/N. No caso de tumores cerebrais esta
razéo € usualmente alta (T/N =2 a 3) devido & deposicao
de Na210B12H11SH nas células tumorais e a nio pene-
tracdo deste composto nas células normais devido 2 bar-
reira hematoencefalica (3).

Na rotina de uma terapia, os niveis de 10B devem
ser controlados em amostras de sangue e urina, em dife-
rentes intervalos de tempo e em biépsia do tumor para
se precisar a dose local total. O objetivo deste trabalho é
apresentar a padroniza¢io de um método colorimétrico
para dosagem de boro em amostras de urina como um
dos estudos preliminares para a implementacio da tera-
pia por captura neutrdnica e 10boro (BN CT) em tumo-
res cerebrais.

Material e Métodos

O método escolhido (5) utiliza para a curva de cali-
bragdo uma solugao estoque de 4cido bérico 0,1 mg/m]
em dgua destilada. Sao feitas diluicoes sucessivas de
forma a se obter as concentracoes de 5, 10, 20, 40 ¢ 80
ug de boro por mililitro de solucdo. A cada dilui¢do
adiciona-se 2,0 ml de 2-etil-1,3-hexanodiol 10% (v/v) em
cloroférmio; agita-se durante 3 minutos e, em seguida,
centrifuga-se a 2000 rpm por 2 minutos. A fase aquosa é
descartada por aspiracdo. Todas estas etapas sio pro-
cessadas em tubos de quartzo.

Para a reacao colorimétrica adiciona-se a 0,5 ml do
extrato cloroférmico, 1 m! da solucdo de curcumine
0,375% (p/v) em acido acétido glacial e 0,3 ml de acido
sulfirico concentrado. Esta reacao é processada em
frascos de polipropileno para, assim como o uso de tu-
bos de quartzo citados anteriormente, efetivamente evi-
tar eventuais contaminacées. A mistura é incubada por
15 minutos a temperatura ambiente e, entio, diluida pa-
ra 30 ml com etanol 95%. A observancia é lida em 555
nm, com 1 em de percurso 6ptico. O contetido de boro
das amostras é encontrado a partir da curva de calibra-
¢a0. O valor do branco (preparado apenas com agua des-
tilada) é descontado antes dos calculos.

Utilizando este método, foram ensaiadas amostras
de urina, contendo 4cido bérico e mercaptoundecahi-
drododecaborato de s6dio (Nagl0B19H11SH). No caso
de amostras com este composto, antes da dosagem é ne-
cessario um tratamento com 1 ml de permanganato de
potassio 2% durante 1 hora, a 95°C em banho-maria. Es-
ta oxidacdo é processada em tubos de quartzo fechados
com tampa de teflon. Plasma e urina com concentracdes
acima de 80 ug devem ser diluidos em agua destilada, an-
tes da dosagem.

Resultados

O método escolhido baseia-se na reacdo do boro com
curcumine em meio 4cido, formando um complexo de
coloracdo vermelha (‘‘rosocyanine’) estavel por no mi-
nimo 1 hora. O comprimento de onda escolhido para as
leituras da curva de calibraco foi 555 nm (por permitir

melhor ajuste no espectrofotdmetro), embora a absor-
¢a0 maxima ocorresse a 552 nm (Figura 1).

.600

ABSORVANCIA

800 680 800 850

COMPRIMENTO DE ONDA (nm}

Fig.1 — Espectro de absor¢do do complexo
“rosocyanine” formado apés a reagdo do boro com cur-
cumine. Leitura realizada na regido vistvel entre 450e
650 nm. Ponto de absor¢cdo mdxima 552 nm.
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Fig. 2- Curva de calibragdo para determinagcdo de boro,
ajustada por andlise de variancia para regressdo li-
near: Y = 0,02468.X, s = 0,015, C.V. = 2,0%.

Para a curva de calibragio adotou-se 0 modelo de re-
gressdo linear: Absorvancia = A. Dose + B, com r2 =
0,9998; mas como h4 intersec¢do com a origem, este po-
de ser expresso simplesmente como Abs = A. Dose. O
intervalo de dose escolhido para as determinacdes foi de
5 a 80 ug de boro (Figura 2). O método se mostrou re-
produtivel, apresentando um coeficiente de variacio
(C.V.) menor que 7% para os valores interensaios obti-
dos ao longo de 4 meses.

A recuperacdo média para as amostras de urina em
que foram adicionadas quantias conhecidas de dcido bé-
rico, foi 94,7% e 0s C.V. para as replicatas foram meno-
res que 5% (Tabela 1). Considerando estes valores, o to-
tal de boro presente em uma amostra de urina pode ser
calculado por: B (ug/ml) = boro medido (ug) x fator
1000/947 / amostra (g ou ml).

A relacdo entre os valores de boro adicionados as
amostras de urina e os valores determinados no dosea-
mento, permitiu aferir a exatidio das medidas (Figura
3). Por anilise de variancia da regressio determinou-se
que a incerteza na exatidio do ensaio é menor que 6%.
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Tabela 1
Conec. B Adic. Conc. B Medido Média (ug) C.V. (%) Recuperacio (%)
(ug) (ug)
5,0 49
5,0 4,7 4,8 3,0 96
5,0 4.8
5,0 47
20,0 18,6
20,0 18,6 18,8 2,2 94
20,0 19,4
20,0 18,6
40,0 35,6
40,0 39,7 37,6 5,1 94
40,0 38,9
40,0 36,5

Valores de boro adictonados & amostras de urina e valores medidos
utilizando-se 0 método colorimétrico com curcumine.

~Nas determinagdes das concentragdes do composto
em diversas amostras de urina observou-se que a oxida-
¢80 com permanganato de potdssio é uma etapa critica
para a exatiddo das medidas. Quanto a precisio, esta se

- manteve nos niveis do ensaio, ou seja, com C.V. menor
- que 5%.

Conclusio

Imimeros métodos tém sido descritos para a deter-
minacdo de boro em amostras biolégicas, mas alguns
utilizam reativos perigosos como peréxido de hidrogé-
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Fig. 3 - Andlise de regressio para estudo comparativo
da recuperagio de boro em wrina: Y = 0,9417.X,
8 =104 CV. =51%.

nio 90% (5), exigem equipamentos complexos como a
alfa-autoradiografia (1), ndo sdo reprodutiveis para mi-
croanilise como o método da fenantrofna (2) etc. O mé-
todo escolhido é simples, seguro e sensivel para os nos-
s0s propdsitos, permitindo a dosagem de amostras de
até 0,5 ug.

Abstract - The boron neutron capture therapy (BNCT)
has shown better prognosis in the treatment of glyomas
and glyoblastomas grade III and IV than other therapies.
During the treatment the:levels of Nag10B19H{1SH
must be known in several compartiments of the organism
and with this purpose the method of colorimetric determi-
nation of boron using curcumine was established. This
method is simples, reproductible and has adequate sensi-
tivity for this control.
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