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Resumo

O cérebro é um o6rgao bastante complexo nos diversos seres humanos e organismos
existentes, na qual a sua estrutura ainda permanece largamente desconhecida, sendo um dos
grandes objetivos mais desafiadoresde esclarecer. Na sua composicao existem diversos
componentes como neurdnios, células glias, vasos sanguineos que formam redes
neurovasculares extremamente complexassendo fundamental para as fungdes neurais
avancadas. Para o proteger e manter a homeostase cerebral existe um sistema bioldgico
altamente seletivo denominado de barreira hematoencefilica (BHE). Na composi¢cao da BHE
existem quatro elementos celulares fundamentais: células endoteliais, astrocitos, pericitos e
células da microglia permitindo assim que esta possua uma serie de caracteristicas
fundamentais como a sua impermeabilidade e seletividade. A sua disfungao provoca uma
alteragao da homeostasia cerebral podendo levar a progressao de varias doengas do Sistema
Nervoso Central (SNC).

Os tumores cerebrais afetam cada vez mais a populagio em todo mundo a cada ano,
sendo um dos principais problemas de salide publica podendo ter efeitos letais. Atualmente
um dos grandes objetivos é provocar a abertura da BHE para que se seja possivel tratar este
tipo de tumores evitando recorrer a cirurgia e eventualmente a tratamentos pouco
especificos. Inicialmente eram utilizados sistemas convencionais nao especificos para
permeabilizar a BHE, mas estes tinham uma limitacao, a falta de alvos especificos na BHE.
Assim com o aparecimento da Técnica de Focagem de Ultrassons (FU) juntamente com as
microbolhas, é possivel provocar a abertura da BHE cerca de 4-6 horas, de uma forma nao
invasiva e reversivel com a aplicagao transcraniana de ondas de ultrassom de baixa
frequéncia, resultando assim numa entrega mais eficiente de agentes terapéuticos nas
diferentes regioes cerebrais.

A FU permite realizar a entrega cerebral de anticorpos, agentes quimioterapicos,
nanoparticulas e genes especificos, que permite tratar doengas neurodegenerativas e
essencialmente diferentes tumores cerebrais, na qual representa uma grande promessa no

futuro.
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Abstract

The brain is a very complex organ in the human being and other organisms, in which
the structure remains largely unknown, and still is one of the great goals and more
challenging to clarify. Regarding composition, there are several components such as neurons,
glia cells, blood vessels that form extremely complex neurovascular network which is central
to the advanced neural functions. To protect and maintain brain homeostasis there is a
highly selective biological system called blood-brain barrier (BBB). The composition of the
BBB are four fundamental cellular elements: endothelial cells, astrocytes, pericytes and
microglial cells thus allowing this has a number of key features as its waterproof and its
selectivity. Its dysfunction causes a change of brain homeostasis and can lead to the
progression of various diseases of the central nervous system (CNS).

Brain tumors affect more and more people worldwide each year, becamingone of the
main public health problems that can have lethal effects. Currently one of the major goals is
to induce the opening of the BBB so that it is possible to treat such tumors avoiding
resorting to surgery and eventually some specific treatments. Initially, nonspecific
conventional systems to permeabilize the BBB were used, but these had a limitation, the lack
of specific targets in the BBB. Thus with the onset of Focused Ultrasound Technique (FU)
with the microbubbles, it is possible to cause the opening of the BBB for about 4-6 hours, in
a non invasive and reversible manner with the transcranial applying of low frequency
ultrasound, thus resulting in a more efficient delivery of therapeutic agents in different brain
regions.

FU allows brain delivery of antibodies, chemotherapeutic agents, nanoparticles and
specific genes which allow treating neurodegenerative diseases and brain tumors primarily

different, which holds great promise for the future.
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|I. Introducao

I.I. O cérebro

O cérebro é o 6rgao mais sofisticado, complexo e significativo nos seres humanos e
de outros organismos. O cérebro é um local de agao e cognigao, no entanto, a sua fungao é
comprometidapor doengas neurologicas e mentais. Até agora, a estrutura e as fungoes do
cérebro de mamiferos, ainda permanecem largamente desconhecidas. Esclarecer e
descodificar a estrutura e as fungoes do cérebro é um dos grandes objetivos de pesquisa
mais desafiadoras desde o Projeto Genoma Humano, uma vez que caracterizar a sua
estrutura com alta resolucio é crucial para compreender as suas fungdes e disfungdes'"?.

O cérebro humano é composto por diversos componentes finos, contendo
geralmente cerca de mil milhdes de neurdnios e um numero ainda superiorde células gliais,
bem como os vasos sanguineos que viajam através das células densamente
acondicionadaspara formarem redes neurovasculares extremamente complexas. Estes vasos
sanguineos fornecem aos neurdnios e células gliais energia e nutrientes e ainda sao
responsaveis por eliminar residuos cerebrais® .

As fungoes cerebrais, incluindo a geragao de pensamentos, emogoes, percegoes,
acoes e memorias, sao controladas principalmente por grupos de neuronios interligados,
chamados de redes neuronais, em vez de somente por neurénios individuais®. O cérebro
tem dois tipos de circuitos neurais: circuitos locais, em que as neurites se encontram na
mesma area do cérebro, e circuitos distantes, nas quais as neurites se projetam de forma
transversal ao longo das diferentes areas do cérebro. A cooperagao entre estes dois tipos
de circuitos é feita através de projegoes wire-like, sendo fundamental para as fungoes neurais
avancadas.© 7.

Durante muitos anos, os estudos sobre as funcoes do cérebro humano foram
associados aos dominios cognitivos especificos e a estruturas anatdmicas cerebrais
discretas®. As evidéncias de relagdes de comportamento do cérebro surgiram
principalmente de estudos sobre as consequéncias de lesoes sobre a perda de fungoes
cognitivas especificas”’. Mais recentemente, devido a ressonincia magnética (MRI), a
comunidade neurocientifica constatou que a maioria das fungoes sao suportadas pela
atividade coordenada entre regioes cerebrais distintas separadas, de modo que o cérebro

funciona em redes® '?.
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1.2. A Barreira Hematoencefalica (BHE)

O conceito de barreira hematoencefilica (BHE) surgiu no final do século XIX, na
Alemanha, através de estudos realizados pelo cientista Paul Ehrlich onde, apos injeg¢oes de
corantes em animais, tanto na circulagao arterial como na venosa, todos os 6rgaos, exceto o
cérebro e a medula espinhal, se coravam, levando a hipotese da existéncia de dois
compartimentos''. Em 1913, Edwin Goldmann (um dos estudantes de Ehrlich) notou o
fenébmeno oposto injetando um corante diretamente no fluido cérebro espinhal, de animais,
o qual manchou todo o sistema nervoso central (SNC) e nenhum dos érgaos periféricos'?.
No entanto, somente nos anos 60 Reese e Karnovsky e Brightman e Reese repetiram as
experiéncias de Ehrlich e Goldmann ao nivel ultra estrutural, por meio da microscopia
eletronica, identificando os capilares do SNC e a célula endotelial como a localizagao da
barreira hematoencefalica"".

A BHE é um sistema biologico altamente seletivo que mantém a homeostase cerebral.
Devido a sua elevada eficiéncia, impede que 99% de moléculas pequenas atualmente
disponiveis (> 400 Da) e todos os farmacos commoléculas grandes a atravessem, dificultando
o tratamento clinico de doengas neurologicas, bem como o desenvolvimento de novos
medicamentos para as tratar(?.

A BHE é um importante componente na comunicagao entre o SNC e os tecidos
periféricos, além disso funciona como uma interface que limita e regula a troca de
substancias entre sangue e o SNC e permite criar um ambiente Unico e estavel para uma
atividade neuronal otima. A sua impermeabilidade é o resultado de uma série de
caracteristicas Unicas, o que dificultaa penetragaodesta barreira. Esta propriedade é baseada
na existéncia de uma permeabilidade muito restrita do endotélio, além da presenca de
enzimas que exercem atividade de degradacao presentes no interior do endotélio de modo
que, com excecao da agua, gases como oxigénio e o dioxido de carbono
eapenasdeterminadas moléculas lipossoliveis podem passar a BHE de forma integra‘'?.

As moléculas hidrofilicas, que sao essenciais para o metabolismo do cérebro, tais como
ioes, glicose, aminoacidos e componentes de acidos nucleicos, atravessam a BHE através de
canais especializados!"™ '. O transporte de moléculas hidrofilicas, tais como peptideos e
proteinas que nao tém um sistema de transporte especifico € muito mais lento do que as
moléculas lipofilicas, no entanto, as quantidades que atravessam a BHE podem ser suficientes
para causar um efeito mediado por recetores nos neurénios'® 79
Além das fun¢oes de permeabilidade seletiva a BHE possui aspetos importantes como

fungoes neuroimunes, incluindo a secregao de citocinas, prostaglandinas e 6xido nitrico. A
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BHE pode receber estimulos e, simultaneamente, responder com secregoes tendo esta
fungio umpapel central na resposta neuroimune!'”.
Na composigao estrutural da BHE encontram-se quatro elementos celulares principais:

o Células endoteliais: sao as principais constituintes da estrutura da BHE, formando
os capilares do cérebro e da medula espinhal, em associagdo com varias células
perivasculares, tais como células de musculo liso, pericitos, células da microglia e
astrocitos™ '?). Estas células endoteliais dos capilares no cérebro encontram-se ligadas entre
si, pela presenca das jungoes apertadas (JA) e jungoes endoteliais aderentes (JEA) que sao os
principais reguladores da permeabilidade celular®??. As JA entre as células endoteliais agem
como uma barreira fisica altamente seletiva que permite a entrada de nutrientes necessarios,
assim como, proteger o SNC de agentes patogénicos e pequenas moléculas potencialmente
nocivas que circulam no sangue. As JA consistem em trés proteinas integrais de membrana
denominadas claudina, ocludina e moléculas de adesao juncional e um nimero de proteinas
citoplasmaticas acessorias, incluindo a zénula deoclusao (ZO) ZO-I, ZO-2 e ZO- 3. As JEA
possuem proteinas de membrana chamadas caderinas, que se unem com a actina via
proteinas intermediarias, denominadas cateninas (a,B,X), para formar ligagdes intercelulares
e interagir com as JA @ (Figura |).

e Astrocitos: sao células gliais em forma de estrela cujos prolongamentos finais
formam um rendilhado de lamelas que adere a superficie externa do endotélio da
BHE e a membrana basal respetiva, podendo estas células serem superiores em
cerca de dez vezes os neurénios®?”. Segundo alguns estudos clinicos realizados
indicam que os astrocitos sao células excitaveis e desempenham um papel
importante no processamento de informagdes e modulagio da atividade
neuronal®. Desempenham uma fungio importante na regulagio do ténus
vascular, neste sentido o papel dos astroécitos tem sido estudado na manutengao
e sinalizagao das células endoteliais da microvasculatura cerebral na génese de
diferentes doencas e na integridade da BHE®® (Figura ).

e Células da microglia: derivam de células mesenquimais leptomeningeais, que se
transformam em microglia na sua entrada no cérebro. Os mondcitos circulantes
fornecem outra fonte importante da microglia no cérebro. Estudos realizados em
roedores e humanos tém mostrado que estas células sao derivadas da medula
ossea e regularmente substituidos por células precursoras monociticas,

representadas, por macréfagos do tecido do cérebro®*?(Figura I).
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e Pericitos: sao células vasculares adjacentes aos capilares que compartilham uma

membrana basal comum com as células endoteliais, € tém muitos processos

citoplasmaticos. A sua linhagem e identidade ainda nao se encontram totalmente

caracterizados, apesar de estas células evidenciarem ser morfologicamente,

bioquimicamente e fisiologicamente heterogéneas. O seu recrutamento e as suas

interacoes ao longo da parede endotelial microvascular sao essenciais para a

formacao, maturagao e

manutengcao da

estrutura e fungoes normais

microvasculares. Em situagoes de hipoxia ou trauma cerebral, ha uma migracao

de pericitos, que por sua vez, provocam um aumento da permeabilidade da BHE

e uma desorganizacio dos filamentos de actina nas células endoteliais ®*® (Figura

1)
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Figura |. Estrutura da BHE e junc¢do apertada. (A) A BHE é formada no sistema nervoso central

por células endoteliais e elementos perivasculares (lamina basal, pericitos, astrocitos, e interneurénios). (B) A

juncdo apertada é estabelecida pela interagdo entre as proteinas transmembranares (claudinas, ocludina, e

juncao de moléculas de adesao) nas células endoteliais adjacentes. (Wen-Hai Chou et al., Messing, Hypertensive

encephalopathy and the blood-brain barrier: is 5PKC a gatekeeper?,2008)
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A disfuncao da BHE, muitas vezes chamado de “abertura da BHE”, tem sido descrita
ha muito tempo como um elemento-chave da progressio de varias doengas do SNC®?.
Possivelmente, este fenomeno ocorre devido a exposi¢do do microambiente cerebral a

substincias potencialmente nocivas, podendo resultar numa perda da homeostase™.

1.3. Os tumores cerebrais

Os tumores cerebrais malignos primarios afetam cerca de 200.000 pessoas em todo o
mundo a cada ano, podendo afetar qualquer pessoa em qualquer idade, com efeitos
devastadores e letais. Assim, um dos principais problemas de saiude publica é causado por
estes tumores '),

Um tumor cerebral é uma neoplasia intracraniana que ocorre no cérebro ou o canal
medular central. Ocorre devido a uma divisao celular anormal e descontrolada,
habitualmente no cérebro, envolvendo neurdnios ou células gliais (astrocitos que incluem,
oligodendrocitos, células ependimarias) ou ocasionalmente no tecido linfatico, vasos
sanguineos, nervos cranianos, meninges, cranio, glandula pituitaria, ou glandula pineal, que é a
principal causa de formagao de tumores cerebrais primarios. Os tumores primarios do SNC
refletem diferentes entidades patologicas e indicam uma maior heterogeneidade podendo ter
uma evolugao benigna, maligna ou imprevisivel. Mas a maioria dos tumores cerebrais em
adultos sao tumores secundarios ou metastaticos, ou seja, tumores que estao localizados
principalmente em outros 6rgaos que se podem espalhar para o cérebro e criar tumores
cerebrais ),

Existem diferentes tipos de tumores do SNC, em que cada um deles pode ser
classificado em diversos tipos, incluindo tumores gliais e nao neuroepiteliais. A primeira
edicao da classificagao internacional de tumores do sistema nervoso humano foi preparada
por Zdblch e publicadaem 1979, sendo esta classificagao atualizada ao longo dos anos.
Atualmente a classificacio mais conhecido é a classificagao dos tumores do SNC da

Organizagao Mundial de Saide (OMS), estando ja na quarta ediciao, publicada em 2007
(Tabela 1)*",
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Tumores do tecido Neuroepitelial

Tumores Tumores Tumores Tumores do
astrociticos oligodendrogliais Gliomas mistos ependimarios plexo-coréide
Astrocitoma Oligodendroglioma Oligoastrocitoma Ependimoma Carcinoma do

plexo-corodide
Astrocitoma Oligodendroglioma Oligoastrocitoma Ependimoma
anaplasico anaplasico anaplasico anaplasico Papiloma do plexo-
coroide
Glioblastoma Ependimoma
multiforme mixopapilar
Astrocitoma Subependimoma
pilocitico
Xantoastrocitoma
Pleomorfico
Astrocitoma
subependimal de
células gigantes
Tumores neurais Tumores da Tumores
e neurogliais parénquima embrionarios Tumores das meninges
pineal
Gangliocitoma Pineocitoma Meduloblastoma Meningioma
Tumor neuroepitelial Pineoblastoma Tumor Hemangiopericitoma
disembrioplastico neuroectodérmico
primitivo Tumor melanocitico

Ganglioglioma
Hemangioblastoma
Ganglioglioma
anaplasico

Neurocitoma
Central

Tabela I. Classificacdo histologica de tumores cerebrais primarios. (Majid Kheirollahi et al.,

Brain tumors: Special characters for research and banking, 2015)

Além desta classificagao dos tumores cerebrais pela OMS, esta entidade também os
classifica segundo o seu grau, que varia de | a IV (Tabela 2). A jun¢ao do estado clinico,
localizagdo do tumor, alteragoes genéticas, e a extensao de ressecgao cirurgica que esta

associada com o grau do tumor, podem ser utilizadas para o prognéstico dos pacientes “*).
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Grau Descricao

| Crescimento lento do tumor, sobrevivéncia a longo prazo, oportunidade no pds-operatério de
curar apods a ressecgao

Il Crescimento lento e as vezes tende a avangar para graus mais elevados de malignidade

1] Elevado potencial proliferativo, tumor maligno histologicamente, a maioria dos pacientes recebem
radiagiao e / ou quimioterapia

v Rapida proliferagao, tumor maligno citologicamente, muito agressivo

Tabela 2. Classificacdo da Organizacao Mundial de Satude de tumores do sistema nervoso

central.(Majid Kheirollahi et al.,, Brain tumors: Special characters for research and banking, 2015)

Existem sintomas basicos associados com o diagnostico de um tumor cerebral em que o
mais comum € a incapacidade neuroldgica, e numa condigao avangada, progressiva
diminuicao funcional, declinio cognitivo e possivelmente levar a morte. Apesar dos
progressos que tém sido feitos no tratamento e aumentos de tempos de sobrevida, continua
a haver uma carga de sintomas substancial associada com o diagnostico de um tumor
cerebral. A fim de aliviar os sintomas, desacelerar o comprometimento neurolégico e
prolongar a vida, existem diferentes terapias como a radioterapia e
quimioterapia,frequentementecom sintomas secundarios graves que podem diminuir a
qualidade de vida. Em casos extremos recorre-se a cirurgia para remogao total ou parcial do

tumor “®,
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2. Sistemas para penetracdo da BHE

2.1. Sistemas convencionais ndo especificos para permeabilizar a BHE

Como a maioria dos agentes terapéuticosnao atravessam facilmente a BHE, varias
estratégias foram estudadas, que permitam, temporariamente, provocar a abertura ou
permeabilizar a BHE, para que haja a passagem de alguns dos agentes terapéuticos (Tabela

3)@,

Estratégia para permeabilizar a BHE

e Intra-arterial via carotidas

e Intraventricular

e Agentes osmoticos (Exemplo: Manitol)
e Analogos (Bradicidina)

e Entrega intersticial

Tabela 3. Estratégias otimizadas que permitem a permeabilizacio da BHE.(Arnold B.
Etame et al., Focused ultrasound disruption of the blood brain barrier: a new frontier for therapeutic delivery

in molecular neuro-oncology, 2012)

Uma estratégia que permite a permeabilizagao temporaria da BHE pode ser alcancada
utilizando um agente osmotico, tal como o manitol, o qual é entregue intra-arterialmente
através das artérias carotidas, sendo que, a viabilidade desta abordagem tem sido

30 Além disso, alcoois alquilados, tais como, o alquil-

demonstrada em tumores cerebrais'
glicerol permitem permeabilizar a BHE de um modo semelhante, quando entregues intra-
arterialmente®?.

A parte dos agentes osmoticos, existem mecanismos mediados por recetores que
podem melhorar a permeabilidade da BHE. Um exemplo notavel é o sistema em que
analogos da bradicinina, tais como, o RMP-7 foram utilizados para uma maior permeabilidade
da BHE®> *¥. A aplicagio pré-clinica de analogos da bradicinina com carboplatina intra-
arterial parecia ser bastante promissora, devido a possibilidade de se verificar um aumento

®9 No entanto, quando uma estratégia

dos niveis dos agentes terapéuticos no cérebro
semelhante foi aplicada nos ensaios clinicos de Fase Il para tumores cerebrais em criangas, e
gliomas recorrentes, os resultados dos ensaios clinicos nao foram os esperados, uma vezque,
nio foi possivel atingir concentragdes terapéuticas razoaveis no interior do cérebro® *”,

O aumento da permeabilidade da BHE, tanto pode ter efeitos benéficos como nocivos.

Embora a BHE limite a entrega de agentes terapéuticos para o cérebro, também o protege

9
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contra toxinas sistémicas.As estratégias de permeabilizagdo que aplicam agentes osmoticos,
tais como manitol ou andlogos da bradicinina podem resultar num aumento excessivo da
permeabilidade da BHE com potencial para provocar efeitos irreversiveis®®.

A entrega intersticial envolve a injegao intravenosa ou a aplicagao direta dos agentes
terapéuticos no interior das cavidades do cérebro associadas a tumores removidos
cirurgicamente, de forma a evitar a abertura da BHE®> 0. A administragdo de agentes de
quimioterapia por infusao intersticial de alta concentragao é realizada através da utilizagao de
gradientes de pressao que permitem gerar um fluxo continuo, o que ira levar a passagem dos
agentes através da BHE para o cérebro. A distribuicao destes agentes depende do seu peso
molecular, da sua concentragao e polaridade, assim como, do volume total e taxa de
infusao®".

Uma das grandes limitagoes destesmecanismos € a falta de alvos especificos ao nivel da
BHE que permitam a sua permeabilizagao localizada para posterior entrega de agentes

terapéuticos, além dos potenciais danos irreversiveis que podem ser causados a BHE®®,

2.2. Técnica de Focagem de Ultrassons (FU)

2.2.1. Principio daFU

Um campo de ultrassons focalizado pode ser uma maneira nao invasiva de aceder a
locais do corpo que nao estao acessiveis a técnicas convencionais e utilizado para induzir
uma vasta gama de efeitos biologicos através de mecanismos térmicos ou mecanicos. A
técnica de FUfoi investigada desde 1940 para exploragao nao invasiva do cérebro, como uma
potencial alternativa, de forma a evitar o recurso a cirurgia e a radiocirurgia®*®.

Até ha pouco tempo, para testes clinicos com a utilizagdo de ultrassons, era exigida
uma craniotomia para permitir a propagagao das ondas para o cérebro, uma vez que estas
causavam um aquecimento do cranio, e uma alteragao na diregao das ondas provocando uma
grande impedancia acustica® .

Na dltima década, tém sido desenvolvidos sistemas que permitem controlar o
aquecimento do cranio causado pelos ultrassons, através do arrefecimento do couro
cabeludo, com a utilizagao de um transdutor com uma maior area de abertura para distribuir

a energia das ondas sobre uma maior regiio do cranio®®. Estes sistemas sio combinados

com a tomografia, que permite corrigir a amplitude das ondas e com a MRI que permite

10



Novos sistemas para penetragio da barreira hematoencefalica: das microbolhas a focagem de ultrassons

monitorizar o aquecimento do cranio, estando a ser utilizados em ensaios clinicos de fase
inicial em humanos®*’?.

A grande vantagem e avango da técnica de FU que a distingue relativamente as outras
estratégias convencionais que permitem provocar a abertura da BHE é a sua capacidade
seletiva. Ou seja, possibilita a sua abertura em determinadas regices especificas da BHE, que

resultam numa maior entrega local dos diversos agentes terapéuticos dentro do cérebro®"

73-76)‘

Além disso a técnica de FU possui outras vantagens, provocando a abertura da BHE:
permite a entrega de diferentes agentes terapéuticos a nivel cerebral, ser uma técnica
transcraniana nao invasiva, ser reversivel permitindo que a BHE permanega permeavel
durante um determinado periodo de tempo sem causar lesdes, ser altamente dirigida e
especifica diminuindo possiveis problemas ao nivel da BHE e melhorandoa entrega de
agentes terapéuticos®®.

A técnica de FU envolve a aplicagao transcraniana de ondas de ultrassom de baixa
frequéncia, que acabam por resultar no aumento da permeabilidade da BHE, levando

consequentemente a sua abertura (Figura 2)7"7%.

Cérebro
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e L N ¢ | @ A 0
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Ultrassons

Figura 2. Aplicacdo da técnica de FU, permitindo a abertura da BHE.A técnica de FU
proporciona ondas de ultrassom de baixa frequéncia que causam oscilagdbes mecéanicas nas microbolhas
resultando na rutura das jungoes apertadas que ligam as células endoteliais (EC), proporcionando um aumento
da permeabilidade da BHE permitindo a entrada de agentes terapéuticos. (Arnold B. Etame et al,, Focused
ultrasound disruption of the blood brain barrier: a new frontier for therapeutic delivery in molecular neuro-

oncology, 2012)
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Convencionalmente sao aplicadas ondas de ultrassom com uma frequéncia de cerca
de IHz, com uma duragao de 20 a 30 segundos, de forma repetida e continua. Com
aaplicacdo de ondas de baixas frequéncias, a possibilidade de algum dano
tecidularpermanecer, nas células endoteliais da BHE,é bastante reduzida"”.

A técnica de FUdeve ser aplicada em conjunto com a MRI, uma vez que através desta

ultima sera possivel controlar e verificar se ha abertura da BHE, bem como, visualizar o

75)

respetivo local onde foram aplicadas as ondas de ultrassom (Figura 3)

Figura 3. MRI para controlar a abertura da BHE, ap6s a aplicacdo da Técnica de
FU.(Arnold B. Etame et al, Focused ultrasound disruption of the blood brain barrier: a new frontier for

therapeutic delivery in molecular neuro-oncology, 2012)

Os efeitos da técnica deFU podem ser melhorados através da sua combinagao com as
microbolhas, que estao comercialmente disponiveis como agentes de contraste para
imagiologia de ultrassons. As microbolhas consistem em pequenas esferas que se encontram
revestidas por lipidos ou albumina, com cerca de |-10 pm de diametro, as quais possuem no
seu interior um gas (perfluorocarbono)”*®",

A administragao intravenosa de microbolhas permite reduzir a frequéncia de ondas
necessaria para provocar a permeabilizagio da membrana’* ’® 7. A viabilidade da utilizagdo
das microbolhas quando aplicadas com as ondas provenientes da técnica de FU foi
demonstrada com sucesso ha cerca de uma década atras, na qual também se verificou que, a
aberturada BHE nio é tio evidente na auséncia de microbolhas”.

A medida que as microbolhas atravessam os capilares, podem expandir-se e comprimir-
se com base na aplicagao de ultrassons, sendo que, estes vao promover uma concentragao

superior de microbolhas em determinado local das paredes dos capilares, bem como, a

12
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oscilagao das microbolhas, o que por sua vez, ird provocar uma abertura mecanica das
paredes dos capilares da BHE"*77#_ Além disso, as microbolhas emitem sinais acusticos que
foram altamente relacionados com o aumento da permeabilidade da BHE, sem causar danos
vasculares, sugerindo assim, que os sinais acusticos podem servir como um indicador de
seguranca da técnica””®".

A seguranca da aplicagdo da técnica de FU para permeabilizar a BHE e permitir a sua
abertura para a posterior aplicagao de agentes terapéuticos esta bem documentada.Osseus
efeitos globais sao temporarios e reversiveis naoprovocando lesao neuronal evidente, dado
que a permeabilidade da BHE dura no maximo aproximadamente 4 - 6 horas e permite a

passagem de agentes com pesos moleculares até, pelo menos, 40 kDa"* 7+ 768,

2.2.2. Estrutura da Técnica de FU

O animal é anestesiado e colocado em decubito dorsal com o couro cabeludo
submerso numa camara que contém agua. Uma membrana permeavel aos ultrassons é
colocada entre o animal e a agua, assim como um gel especifico para ultrassons, que
maximiza a transmissao dos ultrassons do transdutor de ondas para o animal. As ondas de
ultrassonsde baixa frequéncia (1Hz) sao emitidas a partir de um transdutor focalizado e sao
transmitidas através da agua até atingir o cranio. O eco acUstico emitido pelas microbolhas
durante a transdugao das ondas de ultrassom € monitorizado por um recetor que transmite
este tipo de sinal a um osciloscopio.

Antes da aplicagao das ondas, sao administradas aos animais, por via intravenosa, as
microbolhas revestidas por lipidos ou albumina, assim como o agente terapéutico que se
pretende que atinja o cérebro. De seguida, é selecionada a area da BHE que se pretende
permeabilizar, recorrendo a ajuda de uma técnica de MRI, sendo aplicadas posteriormente as
ondas de ultrassom de baixa frequéncia da técnica de FU. Estas provocam aumento de
concentragao de microbolhas na zona selecionada e a sua posterior oscilagao, o que origina
por fim a permeabilizagio da BHE. Os agentes terapéuticos sao entao distribuidos na zona
pretendida do cérebro.

Além disso, antes e apos a aplicagao da técnica sao obtidas imagens do cérebro do

animal, através de MRI, para verificar e controlar as diferencas observadas na BHE (Fig.4)®®

80).
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Figura 4. Esquema representativo da técnica de FU associada a microbolhas na
permeabilizacdo da BHE.(Ching-Hsiang Fan et al., Drug-loaded bubbles with matched focused ultrasound

excitation for concurrent blood-brain barrier opening and brain-tumor drug delivery, 2015)

2.2.3. As microbolhas como agente de contraste

A primeira aplicagado das microbolhas foi reportada em 1968 ao nivel da
ecocardiografia®. Devido a auséncia de estruturas que envolvessem as microbolhas, estas
tinham uma semivida curta, de poucos segundos, o que limitava as suas aplicagoes clinicas.
Atualmente existem novas estruturas de microbolhas que permitem a estas ter uma maior
estabilidade, sendo conseguida através do aumento seu peso molecular, maior solubilidade,
maior capacidade de difusao devido a incorporagao de diferentes gases, tais como, azoto e
perfluorocarbono e também pela utilizaggo de um revestimento de um material
biodegradavel, como albumina, fosfolipidos e polimeros®* .

As microbolhas s3ao altamente ecogénicasin vivo, devido a diferenca de impedancia

87)

acustica, entre os nulcleos do gas e tecidos circundantes®™’. Quando administradas por via

intravenosa, sao capazes de aumentar a intensidade das ondas de ultrassom até 20-30 dB,

14
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podendo assim, servir como excelentes agentes de contraste para imagiologia de
ultrassons®®.

Atualmente existem trés empresas licenciadas, que comercializam microbolhas para
aplicagdo em diagnéstico, sendo elas: a Optison™" (GE Healthcare, WI, USA), a Definity®
(Lantheus Medical Imaging, MA, USA), e a SonoVue® (Bracco, Milano, Italy) (Tabela 4)®”.

Tamanho Concentracio Semivida
Tipo de Fabricante  Material da Gas médio (microbolhas/ das
Microbolhas capsula (um) mL) microbolhas
Optison™ GE Albumina C;Fg 2.0-4.5 5.0-8.0x 108 2.5-45
Healthcare
Lantheus
Definity® Medical Fosfolipidos C;Fg [.1-3.3 1.2x10'" 2-10
Imaging
SonoVue® Bracco Fosfolipidos SF, 2-8 0.9-6x10° 3-6
Fabrico Fosfolipidos/lipo-
LipidMBs préprio polimero C;Fq 0.2-0.7 1.4-3.0x10'"° 10-20
Microbolhas
carregadas com Fabrico Fosfolipidos C,Fg  1.3210.18  19.78 £4.9x10° 10-20
BCNU proprio
Microbolhas
carregadas com
BCNU Fabrico Fosfolipidos CsFy  1.79%0.13  12.29 +£0.25%10° 10-20

antiangiogénico proprio

Microbolhas
carregadas com Fabrico Fosfolipidos C,Fg  1.04+0.01 3.25+0.30x10" 10-20
SPIO-DOX proprio

Tabela 4. Especificacdes das microbolhas comercializadas pelas diferentes empresas.(Hao-
Li Liu et al., Combining Microbubbles and Ultrasound for Drug Delivery to Brain Tumors: Current Progress

and Overview, 2014)

2.2.4. Aplicacles terapéuticas das microbolhas

Além da sua capacidade de aumento de contraste para aplicagoes de diagnostico, as
microbolhas também possuem propriedades Unicas para aplicacdes terapéuticas®*?*?.
As microbolhas quando excitadas por ultrassonssao capazes de interagir fisicamente

com o ambiente que as rodeia através de cavitagao estavel ou por inércia. A cavitagao

15
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estavel é gerada pela excitagio das microbolhas através de ultrassons provocando
contragoes e expansoes repetitivas das mesmas, que induzem um fluxo do liquido em torno
das microbolhas (chamado microstreaming) que por sua vez, ird provocar stress nas
membranas das células. Consequentemente, leva a formagao de canais ionicos, afetando
assim, a permeabilidade celular® *. Na cavitagio inercial, a pressio excessiva de ultrassons
ira provocar a destruicao das microbolhas gerando ondas de choque muito poderosas que

podem causar a perfusao das células e até mesmo dos vasos sanguineos em redor, levando a
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Figura 5. Mecanismos fisicos subjacentes aos efeitos biologicos induzidos quando
microbolhas sdo excitados por energia de ultrassom.(Hao-Li Liu et al., Combining Microbubbles and

Ultrasound for Drug Delivery to Brain Tumors: Current Progress and Overview, 2014)

Recentemente, tem sido investigado o uso de microbolhas em conjunto com
ultrassonspara provocar a abertura da BHE, para que permita a entrega de agentes com
aplicagcoes terapéuticas. O tratamento com ultrassons, na presenca de microbolhas, foi
confirmado como sendo capaz de induzir a abertura da BHE devido ao rompimento de JA
nos capilares do SNC. Os efeitos sinergéticos da FU juntamente com as microbolhas tém
sido utilizados para aumentar a permeabilidade das barreiras biologicas, tais como
membranas celulares, pequenos vasos sanguineos, e BHE, podendo as microbolhas servir
como transportadores de firmacos/agentes terapéuticos de protegao. Outra vantagem é que
os agentes terapéuticos encapsulados podem ser libertados durante o processo de
destruigao das microbolhasquando aplicados os ultrassons. Assim, medicamentos

quimioterapéuticos, podem ser direta e especificamente entregues aos tecidos-alvo através
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da abertura mediada por FU, ao passo que a absorgao dos medicamentos por tecidos nao-

alvo é reduzido, sendo um dos exemplos a aplicagio em tumores cerebrais (Figura 6)**.
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Figura 6. Aplicacao de microbolhas combinadas com a Técnica de FU para a entrega
de agentes terapéuticos em tumores cerebrais. As microbolhas ja possuem a superficie os agentes
terapéuticos que apos atravessares a BHE vao ser libertados a nivel cerebral tendo com alvo principal as
células do tumor cerebral(Hao-Li Liu et al., Combining Microbubbles and Ultrasound for Drug Delivery to

Brain Tumors: Current Progress and Overview, 2014)

Dadoque as microbolhas atuam como agentes de contraste de ultrassons, o processo de
entrega de agentes terapéuticos, pode também ser monitorizado através da detegao das
microbolhas®). Varias estratégias tém sido propostas para a incorporacio de agentes
terapéuticos nas microbolhas incluindo a sua fixagao a superficie exterior, a incorporagao no
interior do involucro, dissolvendo farmacos hidrofébicos na camada oleosa de gas entre o
nucleo e capsula que reveste a microbolha, e ligando-os, através de interagdes biotina-
estreptavidina'® '°", Além disso, os agentes terapéuticos, podem ser pré-incorporados em
transportadores, tais como lipossomas, micelas, ou microesferas, e estas estruturas podem
entao ser facilmente ligadas aos lipidos das microbolhas, geralmente através de interagoes

(102)

avidina-biotina Posteriormente, para que haja a libertagio do agente terapéutico é

necessario utilizar intensidades mais elevadas de ondas de ultrassom para que haja a sua

libertagio!®




Novos sistemas para penetragio da barreira hematoencefalica: das microbolhas a focagem de ultrassons

2.2.5. Potenciais mecanismos de acdo da Técnica de FU

A combinagao da técnica de FU com o uso de microbolhas tem sido amplamente
estudada e experimentada nos mais diversos cenarios, de forma a poder provocar a abertura
da BHE. Mas o facto é que o mecanismo exato de agao destas técnicas que promovem esta
abertura da BHE ainda nao é totalmente conhecido. Desde logo, dois dos principais efeitos
conhecidos desta técnica combinada nao serao os responsaveis por este efeito. Isto porque
o aquecimento provocado pelas ondas emitidas nao é considerado significativo para
promover uma abertura por si sé6 da BHE, sendo o aquecimento provocado medido usando
equipamentos de MRI em conjunto com a aplicagao da técnica de FU"¥. Além deste efeito, a
cavitagao inercial promovida pelas microbolhas nao é a responsavel sé por si pela abertura
da BHE, pois em estudos que fizeram a gravacao das ondas acusticas emitidas a abertura da
BHE foi observada com ondas acusticas que nao sao de larga amplitude, ao contrario das que
sao emitidas pelas microbolhas e que caracterizam as mesmas!'*'%.

Um dos mecanismos também excluido é designado por “sonoporation”, efeito este
que é provocado pelas sonicagao provocada pelas microbolhas e que promove a formagao
de poros transitérios nas células da BHE permitindo assim a entrada de agentes terapéuticos

'), Mas este efeito é apenas transitério e rapidamente

nas mesmas e no tecido cerebrall
estes poros siao resolvidos pelas células, ao contrario da abertura provocada pelaFU e
microbolhas que permite a entrada de agentes terapéuticos no tecido cerebral durante
varias horas.

O que de facto acontece ainda nao é sabido, ou seja, nao se sabe se a utilizagao de
FU/ microbolhas esta a provocar alteragoes mecanicas e fisicas na BHE ou se por sua vez
esta esta a despoletar uma resposta fisiologica que vai induzir uma abertura temporaria da
BHE. Relacionado com estes mecanismos, ja foram encontradas evidéncias de forgas diretas
que afastam mecanicamente as JA e promovem o transporte ativo através das mesmas,
efeito observado com recurso a microscopia eletrénica® '%®,

Uma vez que nao podemos considerar o aquecimento de massa e a cavitagao inercial,
resta assim ter em conta os efeitos oscilatérios das microbolhas dentro do campo das ondas
ultrassonicas. Sao varios os efeitos produzidos por estes movimentos que tém potencial para
provocar a abertura da BHE. As microbolhas tendem a dirigir-se na dire¢ao da propagagao
das ondas e devido a isto estas vao entrar em contacto direto com o endotélio vascular.
Quando ocorre este contacto as microbolhas podem perder a sua capsula protetora, podem

ser divididas em microbolhas mais pequenas ou podem ainda aumentar o seu tamanho

devido a fenémenos de difusio('® As microbolhas podem ser responsaveis ainda por
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promover a formagao de microcorrentes dentro dos vasos sanguineos, o que por sua vez vai
provocar stress nas paredes e células do endotélio vascular devido ao efeito de raspagem e
desgaste que estas correntes provocam, funcionando como uma erosao das paredes
vasculares. Outro efeito mais drastico destas correntes podera ser o deslocamento das
paredes dos vasos em diregio ao tecido cerebral!'”.

Desta forma, é facil perceber que o comportamento das microbolhas num campo
acuUstico complexo, como é o dos vasos sanguineos que fazem parte da BHE é também ele

complexo, podendo mesmo ser diferente num meio ambiente como este quando

comparado a um meio onde o liquido flui livremente!''").

2.2.6. Os efeitos biologicos provocados pela Técnica de FU e pelas
microbolhas

A abertura da BHE pode ocorrer quase imediatamente a aplicagao da Técnica de FU,
ocorrendo uma diminui¢io gradual da sua abertura ao longo de varias horas®" ™ ''> '3 A
concentragao do agente terapéutico fornecido através da BHE parece ser muito maior na
substancia cinzenta do cérebro do que na substincia branca, presumivelmente devido as

114)

diferencas na densidade vascular!''®. Vérios estudos mostraram que a BHE parece ser

amplamente restaurada em cerca de 4-6 horas apés a aplicagio de FU®! 7+ & 113 115 116)
Outras experiéncias indicam que ainda se verificam baixos niveis de abertura da BHE, 24h
apos a aplicagio de FU!"'”. A discrepancia destes estudos ainda nio é clara, mas os métodos
de detegao mais sensiveis, tais como MRI de alto campo combinado com grandes doses de
agente de contraste sio capazes de detetar baixos niveis de abertura da BHE"',

Este periodo em que a BHE se encontra parcialmente aberta, é ideal para a entrega
de agentes terapéuticos, mesmo de longa duragao na circulagao, mas nao tao longa que
possa provocar toxicidade ou uma desagregacao crénica das células endoteliais da BHE. Tal
€ comprovado através da microscopia de luz, em que o aspeto do cérebro se encontra
normal, apés a aplicagio de FU, mesmo depois de sessdes semanais repetidas''*''®.

Estudos histologicos tém demostrado, que apos a abertura e posterior reparagao da
BHE, a unica caracteristica observada é a formagao de alguns aglomerados de glébulos

vermelhos, designados de petéquias (Figura 7), quese pensa serem formados durante a

cavitacio inercial 7> %19,




Novos sistemas para penetragio da barreira hematoencefalica: das microbolhas a focagem de ultrassons

Figura 7. Histologia ap6s a aplicacdo da Técnica de FU para a abertura da BHE.
Este exemplo foi obtido apos sonicagdo volumétrica para induzir a abertura da BHE no hipocampo e no nucleo
geniculado lateral (NGL) em macaco. (A) MRI mostrando a abertura da BHE provocado pela técnica de FU.
(B) microfotografia de baixa ampliagdo, mostrando a histologia no hipocampo / NGL. (C -D) Grande
ampliacao que mostra camadas de aparéncia normal na LGN. (E-F)Alta ampliagaio do hipocampo mostrando a
camada de células aglomeradas (petéquias). (Reprinted from Cancer Research 2012; 72:3652-3663; c 2012

American Association for Cancer Research)

Embora a presenca destas petéquias seja indesejavel, o seu impacto sobre o cérebro
€ minimo. Algumas das investigagoes nesta area sao dedicadas a pesquisa de danos vasculares
graves que podem ocorrer apos a aplicagio de ultrassons. Assim sendo, dedicam-se a
pesquisa de isquémia ou apoptose de neurénios, o que nao se verifica, apenas se observam

(75, 77)

alguns danos individuais em neuronios . Mas nada invalida que, em niveis excessivos de

exposi¢ao, danos vasculares mais graves, danos no parénquima e perda neuronal possam
ocorrer* 29,
Através da microscopia eletronica de transmissao, foi demonstrado um aumento das
vesiculas citoplasmaticas no endotélio e pericitos (sugestivos de transcitose), formagao de
poros trans-endoteliais, abertura das JA, e transporte de componentes da circulagao através
da BHE"®. A partir da imunomarcagio foi possivel verificar, o desaparecimento das JA,
ocludinas, claudinas-5, e ZO-1, durante |-4 horas ap6s a aplicagido da FU®. Apés 6 e 24h, as
JA foram restauradas o que por sua vez leva a que a BHE ja nao permanega aberta.
Recentemente foi descrito que, em resposta a estimulagao mecanica induzida pela técnica

FU, haja a ativagao intracelular de cascatas de sinalizagao. Verificando-se um aumento da

fosforilagio de Akt e GSK3B em neurénios que se encontram mais préoximos da BHE!'?". A
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fosforilagao de Akt tem sido associada a neuroprotecgao apds acidente vascular cerebral,
enquanto que, a ativagio das quinases p38 eJNK MAP promovem a apoptose neuronal!?'*¥,

A sinalizagio de Ca’* também tem sido sugerida como sendo estimulada pelaFU quando
provoca a abertura da BHE. Assim, verificam-se alteragoes imediatas na concentragao de

Ca* intracelular nas células em contacto direto com microbolhas, assim como nas células

vizinhas('®,
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3. AplicacOes da Técnica de FU

3.1. Entrega de anticorpos no cérebro

Os anticorpos sao uma forma eficaz e fidvel de combater diversasdoengas,
potencialmente também as que atingem o tecido cerebral, tais como doencas
neurodegenerativas e tumores cerebrais (%%,

A utilizagao de anticorpos para o tratamento de doengas neurodegenerativas nem
sempre tem tido pouca expressao uma vez que ha um nimero bastante reduzido de canais
de transporte de agua e reduzido numero de mecanismos de transporte ativo no tecido do
endotélio cerebral, o que nao permite o transporte de anticorpos até ao local onde se
pretende que estes atuem, sendo que previamente ja existe uma grande dificuldade na
passagem destes anticorpos através da BHE. Recentemente, a utilizagao da técnica de FU ja
demostrou ser eficaz na entrega de anticorpos através da BHE num estudo em que
anticorpos contra o recetor de dopamina atravessaram a BHE ocorrendo a sua posterior
ligagao ao antigénio especifico!'*®.

De forma semelhante a esta ja foi descritoque seria potencialmentepromissoro uso
de anticorpos em doencas neurodegenerativas, sendo um dos casos mais ébviosa Doenca de
Alzheimer, onde ocorre uma acumulagao de placas de peptideo B-amildide que provocam
toxicidade local e déficemental. Ja foi demonstrado em ratos que a
entrega intracraniana direta de anticorpos contra estas placas acumuladas leva a uma
redugio das mesmas''”"'*>. Mas mantém-se o problema da entrega dos anticorpos ser um
método invasivo que pode gerar por si mesmo toxicidade devido a alta concentragao de
anticorpos utilizados. Assim, recentemente foi utilizada uma técnica de FUmediada por
MRI onde os anticorpos foram introduzidos de forma intravascular e cujo alvo de ligagao
eram as placas B-amildides. A experiéncia resultou num decréscimo significativo do tamanho
das placas, para além de que os investigadoresconcluiram ainda que a dose de anticorpos a
utilizar foi muito menor, obtendo-se resultados semelhantes aosobservados quando os
anticorpos sao introduzidos intracranialmente em doses mais elevadas‘*”.

Uma das areas com maior potencial para o uso daFUna entrega de anticorpos sao os
tumores cerebrais, pelas suas potencialidades no tratamento dirigido e altamente especifico
contra células tumorais. Anticorpos monoclonais que ja sao usados para o tratamento de
tumores disseminados pelo organismo que poderiam ser aplicados para o tratamento de

metéstases e ainda tumores primérios cerebrais!"?".
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Por exemplo, a herceptina, que atua como um anticorpo monoclonal anti-HER2 e é
um dos alvos terapéuticos para o tratamento do cancro da mama, ja foi entregue através da
BHE utilizando a técnica de FU mediada por MRI como forma de se conseguir provar o a
entrega deste tipo de anticorpos através da BHE.Este estudo vem trazer esperanga num
futuro em que mais anticorpos possam ser usados em tumores cerebrais e numa possivel
extrapolagao do uso destes anticorpos no tratamento nao sé de tumores mas também de
outras patologias cerebrais, terapéutica esta que de outra forma seria muito dificilmente
exequivel "),

Portanto uma das aplicagbes mais vantajosas da técnica deFU, bem como uma das
suas aplicagdes mais praticas é que esta permite promovera passagem de moléculas com
tamanhos significativos, como sao os anticorpos, através da BHE e permite que estes atuem
no tecido cerebral de forma especifica no tratamento das mais variadas patologias que estao

ligadas a este tecido®®.

3.2. Entrega de quimioterapia convencional no cérebro

Uma vez que a BHE compromete significativamente a biodisponibilidade dos agentes
quimioterapicos no cérebro, varias estratégias tém sido desenvolvidas no sentido de
contornar este problema. Sao diversas as abordagens que tém sido testadas e utilizadas e
que tém como objetivo comum o aumento da concentragao dos agentes quimioterapicos no
cérebro. Uma delas é a utilizagao de matrizes biodegradaveis, que sao carregadas com o
agente quimioterapico e que sio implantadas dentro do tumor*?. Outras abordagens
incluem sistemas de entrega de quimioterapia convencionais melhoradas e a quimioterapia
intra-arterial. No entanto, mesmo com estas abordagens mais sofisticadas e melhoradas, a
biodisponibilidade dos agentes quimioterapicos continua reduzida, o que torna a sua eficacia
abaixo do desejado. Contudo, alguns resultados pré-clinicos que tém vindo a ser obtidos
parecem promissores, embora os beneficios nos ensaios clinicos tenham ainda sido
minimos!'*'%%),

Foram ja efetuados estudos pré-clinicos com a utilizagao daFU, com o objetivo de
avaliar a viabilidade da entrega da quimioterapia em tumores cerebrais. Esta estratégia foi
aplicada pela primeira vez com sucesso com a doxorrubicina, um farmaco amplamente
utilizado na quimioterapia de varios cancros, que praticamente nao atravessa a BHE. Os

investigadores demonstraram que hemisférios de ratos tratados com FU apresentam um
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aumento significativo na concentragao de doxorrubicina, comparando com hemisférios de
ratos nao tratados com FU. Além disso, um estudo posterior demonstrou um substancial
beneficio terapéutico da entrega mediada por FU de doxorrubicina encapsulada em
lipossomas em ratos com gliomas intracranianos!** %7,

A entrega de metotrexato (citostatico que inibe o crescimento celular e que também é
utilizado em tratamentos de quimioterapia) no cérebro, usando FU para a abertura da BHE
também tem sido estudada. Mei e colaboradores avaliaram a entrega intravenosa de
metotrexato assistida por FU intracranial no cérebro de coelhos, comparando com a injegao
intracarotida. Observaram uma entrega mais orientada e aumentada do metotrexato
intravenoso até 10 vezes, quando utilizaram FU. Além disso, a estratégia de entrega com FU
mostrou ser mais eficaz do que a entrega via injegao intracarétida'*®).

Mais recentemente, Liu e colegas investigaram a entrega do quimioterapico,
Carmustina BCNU, mediada por FU em estudos pré-clinicos em animais com tumores
cerebrais. Relataram aumentos substanciais da biodisponibilidade de BCNU nos tumores de
animais tratados com FU comparando com animais nao tratados com FU. No mesmo
sentido, a progressao do tumor foi significativamente diminuida, factos suportados pela
evidente diminuicdo do tamanho dos tumores de animais tratados com FU. Estes
investigadores ainda demonstraram um aumento significativo de sobrevivéncia associada a
entrega de BCNU mediada por FU'*?),

Os dados pré-clinicos e os resultados preliminares obtidos até agora sobre a entrega
de agentes quimioterapéuticos no cérebro parecem muito promissores, demonstrando tanto
viabilidade como eficacia. No entanto, aplicagoes pré-clinicas adicionais devem abrir caminho

para os estudos clinicos®® "**.

3.3. Entrega de nanoparticulas terapéuticas no cérebro

Os sistemas de transporte baseados em nanotecnologias geraram um grande
interesse em aplicagdes que apresentam como alvo tumores, gragas as caracteristicas unicas
que estes sistemas possuem. Estima-se que poderao conseguir contornar muitos dos

, . \ .. . . . - (140-142)
obstaculos associados a quimioterapia convencional para tumores malignos cerebrais .

No entanto, a BHE continua a ser uma limitagao para este método baseado em
nanotecnologia Por exemplo, as nanoparticulas de ouro (AuNPs), que ganharam um
destaque em cancros sistémicos, apresentam ainda um entrave na sua biodistribuicao a

(82, 140-144)

nivel cerebral Assim, estratégias como a técnica de FU, que s3o capazes de
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aumentar a permeabilidade da BHE para os transportadores das nanoparticulas, poderao
melhorar a aplicabilidade desta tecnologia em tumores cerebrais malignos'“%.

Recentemente, foi testada a entrega mediada por ondas de FUde nanoparticulas
magnéticas de oxido de ferro (MNPs) conjugadas com um agente antineoplasico, a
epirrubicina, sendo que esta conjugagao facilita, de acordo com as caracteristicas da MRI, a
imagem obtida para posterior andlise. Seguidamente, foi demonstrada uma acumulagao de
MNPs e de epirrubicina no cérebro |5 vezes mais intensa quando conjugadas com a
aplicacao de FU. Em alguns estudos realizados observou-se uma diminui¢ao da progressao
do tumor, em animais, que receberam metaloproteinases conjugadas com epirrubicina
quando aplicada FU!'*),

Na parénquima, observou-se uma melhoria no transporte das nanoparticulas de
ouro revestidas por polietilenoglicol em cérebros normais e na periferia de tumores
cerebrais em modelos de rato é similar ao transporte intracraniano de nanoparticulas
magnéticas®®.

A combinagao da técnica de FUcom sistemas de entrega de nanoparticulas criou
novas perspetivas, em termos de alvos moleculares como forma de terapia, uma vez que,
estes sistemas sao faceis de funcionalizar, com a ligagao de inibidores de moléculas pequenas,

proteinas, acidos nucleicos e anticorpos na superficie da nanoparticula®®.

3.4. Terapia Génica em tumores cerebrais

Desde a muito tempo que a terapia génica vem a ser implementada no tratamento de
tumores cerebrais, sendo que a maioria das terapias atualmente utilizadas requerem
um vetor viral para fazer a entrega de genes ou inibidores de expressao genética. O grande
problema que se coloca na utilizagio destas metodologias é a forma de entrega
destes vetores na zona onde se localiza o tumor™ ') As mais utilizadas sdo
a injegao intratumoral, sistemas de entrega por convec¢ao melhorada e ainda entrega
intraventricular. Mas todas estas formas de entrega da terapia apresentam uma grande
limitagao, pois todas elas sao invasivas. Para além deste facto, existe ainda uma
outra contraindicagao ao uso destas técnicas ligada ao facto de estas poderem provocar
efeitos de toxicidade a nivel cerebral, devido as altas doses que sao utilizadas e entregues in

loco"'*®.
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Os métodos de entrega deste tipo de terapia por via intravascular também nao se
apresentam como solugao ao problema, pois ficam desde logo limitados pela existéncia da
BHE que vai limitar fortemente a passagem dos vetores e da respetiva terapia até ao local
onde se localiza o tumor!*'*9,

Assim, surge a técnica de FU e as suas potencialidades e vantagens na entrega e
utilizacao da terapia génica. As primeiras experiéncias que combinaram aFUe a terapia génica

15D Com

foram realizadas com um vetor viral modificado a partir do virus Herpes Simplex ¢
evidéncias de andlises histologicas foi possivel comprovar a entrega do vetor/terapia no
hemisfério cerebral que foi sujeito a aplicagao da FU, o que significa que esta técnica tem
potencial para substituir as que se tentam utilizar hoje em dia, ou seja, as que sao de
distribuigao viral intracelular!**'"*¥.No caso concreto dos gliomas, o que se pretende ao
utilizar a terapia génica é combater células tumorais invasivas que tenham escapado as
terapias convencionais e locais como sejam a cirurgia e a radioterapia, logo a utilizagao de
FU seria o ideal visto permitir dirigir e focar a aplicacao da terapia em causa a determinado
local onde se encontrem as células malignas'®".

Para além destas experiéncias iniciais com a técnica de FU, ja foram demonstrados
resultados animadores aumentando a expressao e entrega do gene produtor de luciferase no
sistema nervoso central de ratos, aplicando a técnica de FU otimizada com o uso de
microbolhas("*®).

Esta tecnologia pode permitir a entrega de genes que complementem uma mutacao
ocorrida numa célula tumoral ou ainda permitir o silenciar de genes, como sejam
os microRNA ou ainda os genes RNA short hairpin, o que permitiria controlar a sobre
expressao de determinadas proteinas por parte das células tumorais. O uso deste tipo de
método ja foi alcangado e permitiu reduzir a expressao de survivina, proteina responsavel
pela resisténcia a apoptose apresentada pelas células tumorais e que é expressa por células
de glioma maligno. Este feito foi alcangado utilizando um modelo de tumor cervical utilizando
a técnica de FU para fazer a entrega de um vetor RNA short hairpin, silenciador do gene
produtor da survivina!*®.

Mais estudos e testes pré-clinicos sao necessarios até que se possa utilizar a técnica
de FU ou esta otimizada com o uso de microbolhas, mas o futuro da terapia génica em
tumores cerebrais € promissor e pretende trazer maior qualidade na entrega de terapias aos
doentes, sendo que estas desta forma possam ser mais eficazes no combate a doenga, sem
que haja consequéncias graves para os mesmos, proporcionando assim uma melhor

qualidade de vida para doentes com tumores cerebrais®®.
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4. Patentes da Técnica de FU com aplicacdes a nivel cerebral

Patente

Método e avaliacao da curva de
recuperagao da BHE
Sistemas e métodos em tempo real, para
um acompanhamento transcraniano da
abertura da BHE
Sistemas e métodos para aplicagiao da

Focagem de ultrassons transcraniana

Sistemas e métodos para controlar o

tratamento de focagem de ultrassons

Sistema para imagem de ultrassons
transcraniana
Tratamento de doengas cérebro através
ultrassons na entrega e pesquisa de
agentes terapéuticos
Aparelho n3o invasivo e de baixa
frequéncia de ultrassons para terapia no

cérebro

Sistema da matriz das fases de focagem de

ultrassons em multiplos canais do
hemisfério para uso biomédico
Neuromodulagao dos alvos do cérebro
usando a focagem de ultrassons
Uso biomédico do aparelho de focagem
de ultrassons de multiplos canais no
hemisfério
Sistemas e métodos para a abertura da
BHE com utilizando a focagem de
ultrassons
Sistemas e métodos para aplicar um

conjunto de focagem de ultrassons

Tabela 5. Patentes relacionadas com a Técnica de FU com aplica¢des cerebrais.(Adaptado

do site: https://worldwide.espacenet.com/)

Autor(es)

Yang Feng-Yi e
Chung |-Fang

Konofagou Elisa
e
Teichert Tobias

Tyler William e
Sato Tomokazu

O'Reilly Meaghan
Anne e

HynynenKullervo
Henrik

Troyansky Lidror

Wei Kuo-Chen e
Liu Hao-Li

Liu Hao-Li e
Huang Wen-
Cheng

Liu Hao-Li e
Guo Zhen-Hao

Mishelevich
David
Liu Hao-Li e

Guo Zhen-Hao

Konofagou Elisa
e
Choi James

Friedman Zvi e
Maor Dov

Requerente

Universidade Nat
Yang Ming

Universidade da
Colémbia

Think Inc

Sunnybrook
Health Sciences
CT

Troyansky Lidror

Wei Kuo-Chen e
Liu Hao-Li

Universidade
Chang Gung

Universidade
Chang Gung

Universidade
Chang Gung

Insightec Txsonics
Ltd

Data de
prioridade

2013-09-06

2013-09-03

2013-04-26

2011-06-29

2012-07-30

2010-10-15

2008-07-11

2007-06-14

2009-11-11

2007-12-10

2005-09-19

2000-11-28







Novos sistemas para penetragio da barreira hematoencefalica: das microbolhas a focagem de ultrassons

5. Ensaios Clinicos com a aplicacao da Técnica de FU em doencas

cerebrais

Estudo

Estudo de seguranga usando a focagem
de ultrassons controlada pela MRI
transcraniana no tratamento da dor
neuropatica
Estudo de viabilidade para tumores
cerebrais usando a focagem de ultrassons

controlada pela MRI

Focagem de ultrassons controlada pela

MRI no tratamento de tumores cerebrais

Abertura da Barreira Hematoencefalica
usando a focagem de
ultrassonscontrolada pela MRI
transcraniana
Focagem de ultrassons controlada por
MRIno nucleo subtalamico para o
tratamento da doenca de Parkinson
Focagem de ultrassons controlada por
MRI para o tratamento da doenga de
Parkinson
Focagem de ultrassons controlada por
MRIno Globus pallidum para o tratamento
da doenga de Parkinson
Focagem de ultrassons controlada por
MRI napalidotomia unilateral para o

tratamento da doenca de Parkinson

Tabela 6. Ensaios Clinicos em curso com a aplicagio da Técnica de FU a nivel

Estado do

estudo

Desconhecido

Recrutamento

Recrutamento

Recrutamento

Recrutamento

Recrutamento

Recrutamento

Recrutamento

cerebral.(Adaptado do site: https:/clinicaltrials.gov/)

Patrocinador
Hospital
Pediatrico da
Universidade,
Zurique
InSightec
Hospital
Pediatrico da
Universidade,

Zurique

InSightec

InSightec

InSightec

InSightec

InSightec

Fase

Data de

rececao

27 de Abril
de 2012

2 de
Setembro

de 2005

29 de maio

de 2012

12 de
Janeiro de

2015

18 de
Setembro
de 2014
28 de
Novembro
de 2012
8 de
outubro de
2014
12 de
Janeiro de

2015
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6. Empresasprodutoras de dispositivos de FU

Empresas Fins Terapéuticos/ Investigacao
Alpinion Medical Systems Cancro da cabeca e pescoco
FUS Instruments Inc. Passagem pela Barreira Hematoencefalica
Imasonic Tumores cerebrais
Insightec Ltd. Neurocirurgias
Medsonic Tumores cerebrais
Promedica Bioelectronics Neurocirurgias
SR.L

Pais
Coreia do Sul
Canada
Franca
Israel
Chipre

Italia

Tabela 7. Empresas que produzem dispositivos que utilizam a Técnica de focagem de

ultrassons com fins terapéuticos e de investigacao. (Adaptado do site: http://www.fusfoundation.org/for-

clinicians/resources/manufacturers)
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7. Discussao e Conclusao

O cérebro é um 6rgao extraordinariamentecomplexo e altamente especializado do qual
ainda ha muito por explorar. A BHE funciona como um escudo que protege o cérebro de
todos os agentes patogénicos limitando também o acesso de agentes terapéuticos.
Atualmente a maioria dos estudos passa por tentar quebrar as ligagoes das células
endoteliais JAs, que formam a BHE. O principal objetivo de quebrar as ligagoes é permitir a
entrega de agentes terapéuticos para o cérebro, sendo as JA alvos atraentes para a abertura
temporaria da BHE.

Os sistemas convencionais nao especificos que permitiam a abertura da BHE ou pelo
menos aumentar a sua permeabilidade carecem deespecificidade e eficacia, dado que
permeabilizam a BHE por completo, nao permitindo o controlorigoroso das doses dos
agentes terapéuticos que entram em contacto com o cérebro. Além disso, estes sistemas
podem causar danos irreversiveis na BHE, podendo causar uma abertura permanente tendo
efeitos nocivos para o cérebro.

Atualmente, a abertura da BHE, através daFU juntamente com as microbolhas, é um
novo método, bastante promissor, para de uma forma nao invasiva, localizada e reversivel,
melhorar a entrega direcionada de agentes terapéuticos em tumores do SNC,
proporcionando uma maior eficacia do tratamento de quimioterapia e evitando a cirurgia.
Através desta técnica é possivel permitir a abertura da BHE em determinada regiao
especifica, durante algumas horas, sem causar danos irreversiveis, visto que apds algumas
horas, no maximo 24 horas, as JA voltam a reconstituir-se, sem danos evidentes.

Além disso, as microbolhas nao so6 sao utilizadas como um agente de contraste para
diagnostico de ultrassonografia, mas também proporcionam a possibilidade de uma entrega
de agentes terapéuticos no cérebro quando combinado com FU. Estas podem facilitar a
abertura da BHE, uma vez que é utilizada menos intensidade de ondas de ultrassom, assim
como menos repeticoes das mesmas. Recentemente foi descoberto que também é possivel
ligar agentes terapéuticos as microbolhas permitindo assim uma entrega mais especifica e
personalizada dos mesmos.

No entanto, apesar das vantagens da abertura da BHE, suspeita-se que a interagao entre
as microbolhas e aFU possa induzir efeitos colaterais, como por exemplo, a formagao de
aglomerados de globulos vermelhos (petéquias) micro-hemorragias intracerebrais, edema,

lesées nos neurdnios, apoptose celular e inflamagao. Estes efeitos podem ser provocados
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pela sobre-excitagao dos ultrassons (por exemplo, excessiva da pressao acustica ou duragao
excessiva de ultrassons) ou sobre-dosagem de microbolhas.

Estudos pré-clinicos sugerem que esta técnica pode facilitar a entrega de agentes
terapéuticos para o cérebro, assim como, proporcionar a entrega seletiva e orientada. Esta
técnica ja foi utilizada para facilitar a entrega de anticorpos, agentes quimioterapicos,
nanoparticulas, e vetores virais, agentes utilizadosno tratamento de tumores cerebrais e
doengas neurodegenerativas, constituindo uma promessa no avan¢co molecular da neuro-
oncologia.

As aplicagoes de FU em modelos de tumores cerebrais em animais demonstraram uma
correlagao entre a diminuigao da progressao do tumor com a aplicagao dos ultrassons, paraa
entrega do agente terapéutico.

Estudos futuros tém potencial tanto para o conhecimento biologico fundamental como
para descobertas terapéuticas criticas. No entanto, a questao que permanece € se a abertura
da BHE juntamente com a interagao terapia-alvo ira melhorar a sobrevida do paciente.
Varios investigadores de diversasiareasestaio a trabalhar em conjuntopara melhorar a
capacidade de penetragao da BHE de forma apermitir que novas terapias possam atingir os
tumores no cérebro. Espera-se que atécnica de FU com as microbolhas seja aplicada em
humanos, de forma a produzir uma terapéutica dirigida, nao invasiva, eeficaz, evitando efeitos

nocivos para os doentes.
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