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Resumo

As neoplasias cerebrais condicionam uma elevada taxa de mortalidade e mau
prognostico. A terapia médica das neoplasias cerebrais constitui um enorme desafio a
Medicina moderna uma vez que a maioria dos agentes terapéuticos ndo atinge o parénquima
cerebral porque ndo consegue atravessar a barreira hemato-encefalica. Esta barreira apresenta-
se como uma entidade paradoxal, sendo fisiologicamente protectora e, simultaneamente, um
obstaculo terapéutico. Consequentemente, a disrupcao transitoria, reversivel e localizada desta
barreira, associada a administracdo de diversos agentes farmacoldgicos, constitui a base
conceptual para diversas estratégias terapéuticas.

Atraveés da andlise dos resultados de diversos estudos e artigos de revisdo acerca das
varias técnicas disruptivas, pretende o autor sumariar as principais caracteristicas de diversas
técnicas disruptivas; verificar se existe disrupcdo da BHE e se existe aumento da
concentragcdo parenquimatosa aquando da associagdo de agentes terapéuticos; contribuir para
um aumento do conhecimento relativamente a existéncia da necessidade e do papel que estas
técnicas assumem no tratamento de tumores cerebrais.

A andlise de diversos estudos relativos a diferentes técnicas disruptivas demonstra a
pertinéncia da disrupcdo da barreira hemato-encefélica enquanto entidade terapéutica,
demonstrando um controlo na progressao tumoral e aumento da sobrevida sem progressédo da
doenca. No entanto, é também premente a necessidade de mais estudos clinicos que avaliem a
eficacia e, acima de tudo, a seguranca dos diversos métodos disruptivos. Além disso, a
investigacdo futura no que concerne a terapéutica de neoplasias cerebrais devera abordar de
forma holistica ndo s6 a problematica imposta pela BHE, mas também a capacidade de
captacdo de farmaco pelo tumor, o metabolismo intra-celular do farmaco, o washout do
agente para o meio extra-celular ou para o LCR, a propria sensibilidade a quimioterapia e a

existéncia de mecanismos de resisténcia. A compreensdo da protedmica e genomica da BHE



também assume um papel fundamental na investigacdo futura permitindo um consequente

melhor entendimento acerca da cinética neuro-farmacoldgica.

Palavras-chave: disrupcdo da barreira hemato-encefélica; DBHE; neoplasias cerebrais;

DBHE ultra-sénica; DBHE associada a micro-bolhas.



Abstract

Brain cancer is accompanied by high mortality rate and dismal prognosis. Its medical
treatment presents as a major challenge to modern medicine as most therapeutic agents cannot
reach the brain tissue due to their inability to cross the blood-brain barrier. The BBB presents
as a paradoxal structure, physiologically protective and, simultaneously, a therapeutic
hindrance. Thus, the transient, reversible and focused disruption of this barrier, combined
with the administration of therapeutic agents, builds the conceptual basis for various treatment
strategies.

Through the analysis of the results of published studies and review articles concerning
the different disruptive techniques, the author intends to summarize the main characteristics
of some of these techniques and partake in the increase of the knowledge about the role that
these play as therapeutic strategies for brain cancer.

The analysis of several studies shows the importance of these BBB disruptive
techniques as potential therapeutic maneuvers, showing control in tumor progression and
increasing the progression-free survival. Nevertheless, more clinical studies are needed for

evaluation of the efficacy and, above all, the security of these disruptive techniques.

Keywords: blood-brain barrier disruption; BBBD; brain cancer; FUS BBBD; BBBD

microbubbles.



Introducao

Os tumores cerebrais apresentam uma incidéncia relativamente baixa quando
comparados a outras neoplasias, no entanto sdo acompanhados de um progndstico pouco
favoravel, sendo alguns associados a elevada mortalidade [3]. O caracter infiltrativo e
invasivo de alguns tumores cerebrais, associado a localizagdo numa cavidade intracraniana
autolimitada e consequéncias advenientes, fundamentam a necessidade premente de eficicia
terapéutica.

A quimioterapia sistémica, opcdo para grande parte dos processos neoplasicos,
apresenta resultados insatisfatorios no que concerne ao tratamento dos tumores cerebrais,
muitas vezes ndo se atingindo concentragdes terapéuticas no parénquima cerebral. Apesar de
constituir um dos principais mecanismos protectores do SNC, a BHE constitui um obstaculo
significativo a quimioterapia, ao impedir a passagem de moléculas terapéuticas.
Consequentemente, a presenca dessa barreira constitui um obstaculo significativo ao aporte da
maioria dos agentes terapéuticos, limitando consideravelmente o tratamento médico dos
tumores cerebrais.

A utilizacdo de disrupcdo temporaria da barreira hemato-encefalica, associada a
administracdo de agentes quimioterapéuticos, revelou resultados promissores na diminui¢ao
dos efeitos secundarios sistémicos e demonstrou impacto significativo no controlo da doenca
e na sobrevida, sendo o objectivo principal deste trabalho a constatacdo da pertinéncia da
utilizacdo destes métodos disruptivos, associados a administracdo de farmacos, no tratamento

de tumores cerebrais.



Material e Métodos

A pesquisa de artigos foi realizada através da Medline com interface PubMed
utilizando a seguinte equacgéo de pesquisa:
("Blood-Brain Barrier"[Mesh]) AND "Brain Neoplasms/surgery"[Mesh]

A pesquisa foi realizada com os limits language, inglés e portugués.

Foi ainda efectuada uma pesquisa em texto livre, aplicando-se 0os mesmos limits, com
a seguinte equacéo de pesquisa:
(Blood-Brain Barrier OR blood brain disruption) AND (Brain Neoplasms OR brain tumor OR
brain cancer) AND (surgery OR surgical OR neurosurg*®)

Foi consultada também a Cochrane Sistematic Reviews, ndo tendo sido encontrado
nenhum estudo acerca do tema em questao.

O Index das Revistas Médicas portuguesas foi também consultado de forma a verificar
a existéncia algum estudo nacional acerca do tema deste trabalho, ndo se tendo encontrado
nenhum.

A referida pesquisa resultou num total de 161 resultados, sendo excluidos os artigos
que ndo se enquadravam no contexto deste trabalho ou que estavam desactualizados de

acordo com artigos mais recentes.
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Contextualizacao Teodrica

A barreira hemato-encefalica (BHE)

A BHE é um paradoxo. Por um lado, protege o Sistema Nervoso Central (SNC) do
que seria uma constante agressdo toxica causada pelas diversas substancias em circulacdo,
caso ndo existisse; por outro, impede a passagem de grande parte dos agentes terapéuticos
para tratamento de patologia do SNC.

A BHE constitui a interface entre o fluido extracelular cerebral do Sistema Nervoso
Central e o contetdo endovascular circulante, estando fisicamente limitada ao espacgo entre 0s
pés terminais dos astrocitos e a superficie das células endoteliais. Esta barreira é constituida,
entre outros elementos, por células endoteliais altamente especializadas que contribuem,
juntamente com a barreira hemato-LCR, para a manutenc¢do da homeostase do SNC, evitando

a entrada de substancias com potencial de alterar o correcto funcionamento neuronal.

Constituicao da BHE

A BHE constitui uma barreira fisica e fisioldgica, que regula a passagem de solutos do
sangue circulante para o SNC, e vice-versa. As caracteristicas desta barreira devem-se
especialmente as particularidades morfoldgicas e funcionais do endotélio vascular cerebral,
diferente do endotélio dos leitos capilares periféricos; a uma série de tight junctions entre as
diversas células endoteliais, que diminuem a difusdo paracelular; a uma auséncia de
fenestracBes capilares e baixa actividade pinocitica endotelial, regulando a passagem

transcelular de moléculas; a varios sistemas de transporte proprios que asseguram o correcto
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suprimento nutricional do SNC bem como a adequada drenagem dos produtos do
metabolismo e de outros produtos potencialmente toxicos [4].

De forma a compreender melhor a singularidade do endotélio dos capilares cerebrais,
encontram-se resumidas na tabela | as principais diferencas entre este endotélio e o de

capilares periféricos.

Células endoteliais de C¢élulas endoteliais

capilares periféricos capilares cerebrais

Presentes, formados pela Inexistentes
Poros entre células )
. fenda intercelular entre duas
endoteliais o
células endoteliais adjacentes

o Laxas, complexos proteicos Tight juncions continuas
Juncdes intercelulares o o
juncionais ocasionais

Vesiculas Pinociticas Presentes Baixo namero
Fenestracoes Presentes Ausentes
Percentagem de Baixa Elevada

mitocondrias

Baixa Elevada
(10ohm/cm?2) (1000-20000hm/cm?2)

Resisténcia eléctrica

Tabela | — Diferencas entre o endotélio vascular periférico e cerebral, adaptado de Deeken, J.F. and W. Loscher,
The blood-brain barrier and cancer: transporters, treatment, and Trojan horses. Clin Cancer Res, 2007. 13(6): p.

1663-74. [5]

O principal elemento responsavel pela restrigdo selectiva de fluxo entre a circulagéo
sistémica e a cerebral sdo as tight-junctions (TJ), juncdes entre as diversas células endoteliais,
constituidas por proteinas como a ocludina e a claudina, moléculas de adesdo juncional
(junction adhesion molecules- JAMS) e proteinas citoplasmaticas ligadas ao citoesqueleto de

actina. Estas TJ impedem a troca livre de solutos entre células endoteliais, contribuindo assim
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para um melhor controlo da homeostase atraves de intervengdo no processo de adesdo celular,
constituindo também barreiras a difusao intramembranar e paracelular [6].

A superficie abluminal das células endoteliais € constituida por uma lamina basal
composta por colagénio tipo 1V, fibronectina, sulfato de heparano e laminina, que funcionam
como barreiras de peso molecular e eléctrica, interagindo de forma complexa com integrinas e
interferindo com diversos mecanismos de permeabilidade e transporte [7]. A passagem de
moléculas para o espaco intercelular é restringida a apenas pequenas moléculas hidrofilicas
[8] (figura 2, mecanismo Il1), devendo, no entanto, ser ressalvado que o facto de as moléculas
serem pequenas ndo assegura a sua passagem através da BHE [9]. Consequentemente, a
maioria da passagem de moléculas do sangue para 0 SNC ocorre por transporte transcelular
gue também se encontra limitado devido a diminuta quantidade de fenestracfes e actividade
pinocitica existentes no endotélio cerebral [8], potenciando a impermeabilidade da membrana.

Além das células endoteliais e dos seus constituintes, outras duas populagdes celulares
encontram-se directamente envolvidas no estabelecimento desta barreira: os pericitos e 0s
astrécitos (figura 1). Os primeiros sao células similares aos macr6fagos com caracteristicas de
musculo liso, inseridas na membrana basal que envolve os vasos sanguineos [10],
constituindo um importante elemento na regulacdo da permeabilidade da BHE, através da
libertacdo de substancias vasoactivas. Sdo também recrutados durante a fase de
desenvolvimento dos capilares cerebrais, contribuindo para o desenvolvimento das TJ [11]
através da aproximacdo celular [12]. Os segundos envolvem directa e quase completamente
os capilares cerebrais (cerca de 90% dos capilares cerebrais sdo envoltos pelos pés terminais
dos astrocitos [12]), formando quase uma segunda barreira que, apesar de ndo tdo
impermeéavel quanto a primeira (formada pelas células endoteliais dos capilares cerebrais) [8],
interfere na regulacdo da sua permeabilidade, uma vez que as células da astroglia libertam

factores que modulam a permeabilidade do endotélio cerebral [5]. Além disso, experiéncias in
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vitro com linhagens celulares imortalizadas demonstraram que 0s astrocitos sdo essenciais

para a expressao da gama-glutamiltranspeptidase, do transportador de glicose GLUTL1, TJ

intercelulares e da gp-P [13] (figura 1).

Além das duas barreiras fisicas acima referidas, os capilares endoteliais possuem uma
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Figura 1 — Representacdo esquematica da associagdo entre os capilares cerebrais, os pés terminais dos astrécitos
e os pericitos. Esta ilustragdo evidencia também o contacto entre os pés terminais dos astrécitos com, por um
lado, os capilares cerebrais, e por outro com 0s pericitos. Também ilustrados alguns mecanismos de transporte

luminal. Adaptado de Omidi, Y. and J. Barar, Impacts of Blood-Brain Barrier in Drug Delivery and Targeting of

Brain Tumors. Biolmpacts, 2011. 2(1): p. 5-22 [1]

elevada resisténcia eléctrica, constituindo uma barreira eléctrica, essencialmente para
moléculas polares e substancias ionicas. Assemelha-se assim a uma membrana epitelial pela

sua elevada resisténcia eléctrica [14] (entre 1000 e 2000 ohm/cm2 [5]), conferida devido a
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elevada expressdao de ocludina e de transportadores anidnicos e cationicos através da
membrana luminal e basolateral, gerando um gradiente eléctrico [5].

Uma das caracteristicas mais importantes e Unicas do endotélio capilar cerebral
assenta na intercomunicacao entre os diversos constituintes da BHE, através de um sistema
dindmico e complexo de sinalizacdo paracrinica [15, 16]. A maioria do uptake molecular para
0 SNC ocorre por mecanismos de transporte paracelular, possivel devido a existéncia de uma
diversa rede de transportadores moleculares, assegurando assim 0 correcto suprimento
nutricional, bem como a eficaz remoc¢édo de produtos do metabolismo celular e téxicos [9].
Uma molécula apenas atravessa a BHE através de difusdo passiva (moléculas lipofilicas de
pequenas dimensdes — figura 2, mecanismo 1) ou transporte activo, existindo trés mecanismos
de transporte activo de moléculas da circulacdo sistémica para 0 SNC: endocitose mediada
por transportador (figura 2, mecanismo 2), mediada por receptor (figura 2, mecanismo 4) e
endocitose absortiva (figura 2, mecanismo 5). A endocitose mediada por transportador é
responsavel pelo influxo de pequenas moléculas, como ides e aminoacidos [17]. A endocitose
mediada por receptores, por moléculas de maiores dimensdes, como a insulina e a
transferrina. Através deste sistema, a molécula circulante adere a um receptor, especifico,
existente na parede luminal endotelial. Caso se verifique especificidade, ocorre a endocitose
por transporte vesicular da molécula para a membrana basolateral, atingindo o SNC [17]. A
endocitose adsortiva refere-se a interaccdo entre particulas eléctricas, essencialmente
relacionada com o transporte de albumina e outras proteinas plasmaticas. Aparentemente, este
ultimo mecanismo de transporte € largamente dependente da interac¢do entre particulas

cationizadas e a BHE [12].
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Figura 2 — Representagdo esquematica dos mecanismos de transporte através da BHE. Adaptado de Omidi, Y.
and J. Barar, Impacts of Blood-Brain Barrier in Drug Delivery and Targeting of Brain Tumors. Biolmpacts,

2011. 2(1): p. 5-22 [1]

No entanto, todas as moléculas que ndo possuam transportadores paracelulares apenas
conseguem atravessar a barreira através de difusdo passiva, sendo que a sua passagem
depende de diversos factores, nomeadamente: da solubilidade lipidica (coeficiente de parti¢éo
octanol:agua), do peso molecular (<400-500Da) [5, 18], do grau de ionizacdo, da capacidade
de ligacdo a proteinas plasmaticas, da concentracdo plasmatica, da especificidade para
determinados transportadores e, finalmente, do fluxo sanguineo local [8, 19]. Mahar Doan et
al., apos andlise das propriedades fisico-quimicas de diversos solutos utilizados no tratamento
de doencas do SNC, verificaram que as substancias que melhor penetram no parénquima
cerebral tém grande lipofilia, baixo grau de polaridade, sdo pouco dadoras de grupos H+, tém
menos cargas positivas e baixa flexibilidade [19]. Assim se conclui que moléculas com bom

potencial de passagem através da BHE atraves de difusdo passiva sdo preferencialmente
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pequenas (<400-500Da), lipofilicas e apolares. Compostos hidrofilicos ou polares apenas

conseguem atravessar a BHE através de sistemas de transporte activo.

Transportadores de efluxo

Apesar de ser expectavel que substancias lipofilicas difundam facilmente através da
BHE, verifica-se que existe uma permeabilidade inferior ao esperado, essencialmente devido
ao facto de muitas destas moléculas lipofilicas servirem de substrato a transportadores de
efluxo, que mobilizam substéncias potencialmente agressoras do parénquima cerebral para o
[Gmen capilar.

Estes transportadores sdo expressos nas células endoteliais e um dos exemplos melhor
estudado e dos transportadores mais comuns nas células cerebrais é a gp-P, existindo, no
entanto, muitos outros como os da familia MRP — Multidrug Resistance Protein- ou familias
de transportadores cationicos ou aniénicos organicos [5], RLIP76/RALBP1 (um transportador
multi-especifico ndo ligado a ABC recentemente descoberto [20]), que podem ser expressos
na superficie abluminal ou luminal das células endoteliais dos capilares cerebrais.

Os transportadores da familia da gp-P, principal transportador de efluxo, pertencem
colectivamente a superfamilia dos transportadores adenosina trifosfato-binding cassette
(ABC), resultado da expressdo do gene MDR1, MDR2 e MDR3 (multi-drug resistance) em
humanos, existindo também em outros mamiferos. Este tipo de transportador foi inicialmente
descoberto com expressdo elevada em tumores associados a resisténcia terapéutica, tendo sido
posteriormente estabelecida a relacdo causal entre a expressdo do gene MDR1 e o fenétipo
tumoral resistente a diversos farmacos [21]. Sdo expressos principalmente em tecidos com
funcdo barreira, como os epitélios hepatico, renal, intestinal e células endoteliais capilares

cerebrais, ovarianas e testiculares [6], sugerindo assim que esta proteina esta envolvida em
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mecanismos de proteccdo de diversos 6rgdos. Estas proteinas membranares encontram-se
amplamente expressas no tecido cerebral normal e eliminam do SNC diversos toxicos, sendo
que, curiosamente, em situacdes em que existe maior agressao toxica cerebral (quimioterapia,
por exemplo), estas se encontram expressas em maior numero [22], 0 mesmo acontecendo em
estados neoplasicos. O aumento da expressao destes transportadores nas situacdes referidas
constitui um dos maiores obstaculos a terapéutica de patologia do SNC, uma vez que a
maioria dos agentes terapéuticos é substrato para esses referidos transportadores, que 0s
removem eficazmente do SNC, limitando assim o uptake cerebral e consequentemente o
respectivo efeito terapéutico, sendo que a BHE impede a passagem de cerca de 95% de
moléculas potencialmente terapéuticas [23]. Como tal, nos Gltimos anos tém-se desenvolvido

diversas estratégias para contornar os efeitos deletérios deste mecanismo protector.

Barreira hemato-tumoral (BHT)

A neo-vasculatura tumoral, através dos seus componentes intrinsecos e a semelhanca
da BHE, acaba por constituir por si mesma uma barreira semi-permeavel com propriedades
fisioldgicas idiossincraticas, denominada barreira hemato-tumoral, possuindo caracteristicas
estruturais e funcionais diferentes da BHE [2]. Existe uma alteracdo na permeabilidade da
BHT, devido a re-organizacGes da unidade neurovascular pelo micro-ambiente tumoral.
Ningaraj et al. demonstraram, por meios de microscopia electrénica de transmissdo, que
agonistas dos canais de potassio induzem uma aceleracdo na formacdo de vesiculas de
transporte transmembranar [24]. No entanto, principalmente na margem tumoral, estes vasos
mantém algumas das caracteristicas da BHE integra, nomeadamente a presenca dos
transportadores de efluxo, bem como alguma integridade estrutural. Consequentemente,
apesar das alteragbes da BHE/BHT, a maioria dos agentes anti-neoplésicos continua a ser
ineficaz devido a incapacidade de atravessarem a BHE/BHT em doses suficientes para terem

efeito terapéutico. Algumas caracteristicas da BHT sdo exploradas na figura 3. A natureza
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infiltrativa das células tumorais, que invadem as células cerebrais normais na regido peri-

tumoral causa uma dificuldade acrescida na disponibilizacdo de agentes terapéuticos [2].
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Figura 3 — Diferencas entre os capilares da BHT e BHE. Os capilares da BHT apresentam diferencas

relativamente aos da BHE: existe uma sobre-expressao de canais i6nicos nas células endoteliais dos capilares
da BHT, desempenhando um papel importante na modulagdo da fun¢do destas células e, consequentemente,
influenciando alteracfes na BHE, adaptado de Ningaraj, N.S., Drug delivery to brain tumours: challenges

and progress. Expert Opin Drug Deliv, 2006. 3(4): p. 499-509. [2]

Tratamento sistémico de neoplasias do SNC

Actualmente, a maioria dos agentes antineoplasicos para terapia de tumores cerebrais
sdo administrados de forma sistémica, quer através de formulacGes orais, quer através de
administracdo IV, consoante o perfil de biodisponibilidade do farmaco [12]. Apesar de alguns
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farmacos terem caracteristicas que lhes permitem acesso a alguns tumores, as limitac6es
expostas anteriormente constituem um obstadculo ao sucesso da maioria dos regimes de
quimioterapia. O aumento da dose em regimes de terapia IV foi investigado, tendo sido
acompanhado de aumento da toxicidade sistémica [12]. No entanto os resultados do estudo
apresentado previamente ndo podem ser aplicados transversalmente a todos os farmacos, uma
vez que a intensificacdo da dose de metotrexato apresentou bons resultados no tratamento de
linfomas do SNC [25]. O aumento da dose de outros farmacos, como a carboplatina ou o
etoposido, também foi investigado, mas os resultados ndo foram tdo animadores, com maiores

niveis de toxicidade [26].

Limitacoes impostas pela BHE na disponibilizacao

neurofarmacologica

A disponibilizacdo intra-cerebral de farmacos, bem como a disrup¢do da BHE, tém
assumido um papel importante no contexto da investigacdo realizada na area da neuro-
oncologia. A disponibilizacdo melhorada de farmacos ao parénguima e consequente evic¢ao
dos efeitos deletérios da BHE pode ser atingida através da melhoria das caracteristicas fisico-
quimicas dos farmacos ou através da associacdo destes a agentes transportadores (como
transportadores enddgenos). O avanco da tecnologia biomédica associado a esta necessidade
de contornar a BHE resultou no desenvolvimento de substancias inovadoras, como
nanoparticulas, microparticulas transportadoras de anti-cancerigenos, PEGilacéo,
encapsulacdo lisossomal de quimioterapéuticos em lisossomas ou até mesmo anticorpos
monoclonais enquanto veiculos transportadores de agentes anti-cancerigenos [2]. Por outro

lado, as TJ entre as células endoteliais da BHE podem ser temporariamente interrompidas
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através de diversos metodos, que cursam com uma disrupgédo temporaria e reversivel da BHE,
sendo esta disrupcdo das TJ uma das principais técnicas analisadas neste trabalho.

As células endoteliais constituem uma das principais areas de interesse investigacional
no que se refere ao desenvolvimento de novas estratégias de terapéutica neuro-oncologica.
Sendo um dos principais componentes da BHE e da unidade neurovascular, envergam grande
parte dos mecanismos que se constituem como obstaculos a terapéutica. Apesar da sua
importancia, estas células apresentam-se ainda como um mistério ndo completamente
esclarecido, uma vez que o conhecimento relativamente ao seu funcionamento, genética e
expressao proteica em condicdes normais ou tumorais ainda ndo sdo completamente
compreendidos [27]. Este desconhecimento deve-se essencialmente a dificuldade em isolar
células endoteliais, bem como devido as diferencas existentes entre as células endoteliais
normais e as células endoteliais tumorais. Por exemplo, sdo encontradas diferencas
significativas entre as células endoteliais dos capilares cerebrais normais e as dos capilares
cerebrais tumorais, nomeadamente expressao diferente dos canais de potassio activados pelo
calcio (Kc,) e do canal de transporte activo de potassio (Katp) [24, 28].

Ningaraj et al., através da utilizacdo de tecnologia de miscroscopia a LASER,
procederam ao isolamento de células endoteliais cerebrais normais e tumorais, sendo
posteriormente a amostra sujeita a técnica de MALDI-TOF (Matrix-assisted laser
desorption/ionization - time-of-flight mass spectrometer) e recorrendo ao estudo protedmico e
genomico de forma a identificar diferencas na expressdo proteica entre os dois tipos de
células. Este tipo de estudos servira de base para o desenvolvimento de novos agentes
farmacologicos e adaptacdo farmacogendémica dos agentes quimioterapéuticos utilizados no
tratamento actual das neoplasias cerebrais, incluindo terapia genética através de vectores ou

transplante autélogo de células modificadas [2].
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Resultados

Devido as suas caracteristicas electrofisiologicas, a BHE integra impede a passagem
de moléculas ionizadas, hidrofilicas ou com peso molecular superior a 180 Da, e, uma vez que
a maioria dos agentes quimioterapéuticos apresenta pesos moleculares compreendidos entre
0s 200 Da e o0s 1200 Da, esta barreira constitui o principal obstaculo a terapia de neoplasias
cerebrais, uma vez que ndo permite a respectiva passagem destes farmacos [29].

A transposicdo desta barreira constitui assim a base conceptual para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Apesar dos avangos neurofarmacoldgicos
relativos a alteracdo quimica de diversas substancias de forma a atravessarem melhor a BHE,
a maioria dos esforcos no que concerne a esta area de investigacdo concentra-se no
desenvolvimento de estratégias de disrupcao ou transposicéo desta barreira.

Nos ultimos anos foram desenvolvidas diversas estratégias de disrupcdo da BHE, uma
vez que o tratamento das neoplasias cerebrais através da via sistémica possui diversas
limitacdes e efeitos indesejados. A intensificacdo da dose foi uma estratégia estudada, no

entanto a toxicidade sistémica ultrapassa os modestos beneficios resultantes [26].
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Técnicas de disrupc¢ao da BHE:

A difusdo passiva através de qualquer membrana € proporcional ao gradiente de
concentragdes entre os dois espacos separados pela membrana, bem como ao coeficiente de
difusdo da propria membrana. Como tal, de forma a assegurar uma maior passagem de
farmacos através da membrana, a BHE podera ser sujeita a disrupgdo temporaria, permitindo
assim aumentar a difusdo, assegurando uma maior biodisponibilidade do farmaco.

A DBHE cursa com altera¢Ges globais na microvasculatura cerebral, culminando na
alteracdo da permeabilidade para diversas moléculas. Existem diversos mecanismos para
aumentar a concentracdo intraparenquimatosa de farmacos, nomeadamente através de
diversas técnicas de DBHE como disrupgdo osmética, bioquimica, ultra-sonica, administracéo
directa no parénquima cerebral, sistemas de biodisponibilizagdo intra-cavitarios,
disponibilizagdo mediada por convecgdo — CED, bem como associada a vectores virais de
materiais genéticos ou constructos genéticos, associada a nanonecnologia e ainda a
anticorpos. Seguidamente procede o autor a uma breve exposicdo de algumas das referidas

técnicas.
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Disrup¢ao osmotica

Este método de disrupcdo transitéria da BHE consiste na IA de agentes
hiperosmoticos, frequentemente o manitol [30]. A injeccdo de uma solucdo hiperosmotica
causa uma rapida difusdo de fluido do meio intracelular para o extracelular, respeitando o
gradiente de concentracdo, promovendo a plasmolise das células endoteliais, gerando um
afastamento intercelular e consequente abertura das TJ endoteliais e criando uma via
transcelular, entre as células endoteliais [2]. Esta infusdo de agentes hiperosméticos pode ser
seguida de uma infuséo IA de agentes quimioterapéuticos, actuando como um facilitador de
difusdo desses agentes.

O principal objectivo é co-adjuvar a administracdo de farmacos, com o intuito de
aumentar a sua concentragdo parenquimatosa, peri-tumoral, tumoral ou subendotelial, através
da manipulacdo da permeabilidade da BHE. Esta permeabilizacdo é transitéria, mas tem uma
duracdo suficiente para permitir a infusdo de uma molécula terapéutica. Permite uma
diminuicdo da accdo da bomba de efluxo gp-P, assegurando uma maior concentracdo da
molécula terapéutica, uma vez que a maior parte dos agentes quimioterapéuticos constitui um
substrato para a gp-P que, quando activa, diminui a concentracdo dessas moléculas.

Angelov et al. demonstraram que a disrup¢do osmética da BHE resulta numa maior
biodisponibilidade de agentes quimioterapéuticos (no caso do estudo, metotrexato), 50 a 100
vezes superior a atingida quando ndo utilizada a DBHE [31]. Outro estudo refere que a
concentragdo de metotrexato, quando utilizada a DBHE associada a 1A, atinge valores quatro
a sete vezes superiores, quando comparada com a mesma tecnica sem DBHE [30]. Assim se
depreende que a utilizacdo da DBHE associada a infusdo IA de metotrexato apresenta

resultados bastante encorajadores no tratamento de neoplasias do SNC.
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Estudos animais demonstram que este método aumenta a concentracdo de alguns farmacos
(etoposido e carboplatina) no parénquima cerebral em valores até 90 vezes superiores aos
alcancados com a terapia sistémica [32].

Por outro lado, o atingimento de concentragdes elevadas de agentes
quimioterapéuticos ao nivel do parénquima cerebral ndo tumoral, uma vez que a disrupcao
ndo € selectiva, levanta diversas preocupacdes relativamente a neurotoxicidade adveniente.
Agentes como a doxorubicina, cisplatina ou taxanos, que sao sistemicamente bem tolerados,
apresentam perfis de neurotoxicidade inaceitaveis quando associados a DBHE, podendo
desencorajar a sua respectiva utilizacao [30].

Pacientes sujeitos a efeito de massa condicionado por tumores ndo devem ser
submetidos a esta técnica uma vez que a DBHE contribui para o aumento alteragdes no fluxo
osmotico entre o compartimento intra e extravascular, podendo colocar o paciente em risco de

herniacdo cerebral [12].

A via IA refere-se a infusdo regional de agente quimioterapéutico, produzindo um
aumento significativo na concentracdo plasmatica desse agente, o que se traduz, a nivel
prético, num aumento de concentragdo intra-tumoral numa razdo 3-5.5 vezes superior [33].

A administracdo 1A de diversos farmacos surge como um mecanismo de evitar o
efeito de primeira passagem ao qual sdo sujeitos os agentes administrados por via sistémica.
Esta via, quando utilizada para agentes com rapida depuragdo do SNC, resulta numa curta
permanéncia do farmaco no SNC e consequente insatisfatoria acgdo terapéutica, logo, a via

IA isoladamente, ndo apresenta resultados satisfatorios [34, 35].
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Por outro lado, a DBHE precedente a infusdo IA apresenta melhores resultados [36].
A administracdo IA de carmustina (BCNU) e de outros agentes lipossollveis revelou niveis
de toxicidade intoleraveis [37], no entanto, com outros agentes quimioterapéuticos,
nomeadamente a carboplatina [38] ou 0 metotrexato [39], esta A apresenta menores niveis de
toxicidade que a infusdo IV sistémica [40]. No entanto, agentes como 0s taxanos,
doxorubicina e cisplatina apresentam elevados perfis de neurotoxicidade, sendo bem tolerados
quando administrados de forma sistémica [41]. Num estudo recente, Burkhardt et al.
demonstram que a disrup¢do da BHE com manitol e subsequente infusdo 1A superselectiva de
bevacizumab seguida de administracdo de bevacizumab IV, em pacientes com GBM, resultou
numa reducdo estatisticamente significativa (P=0.001) da area tumoral transeccional, bem
como um aumento da sobrevida sem progressdo da doenca para 10 meses, apresentando
resultados encorajadores comparativamente a outras terapias utilizadas actualmente [42-44].
Numa série de casos, apresentada pelo mesmo autor, refere-se que em estudos prévios, a 1A
superselectiva de agentes quimioterapéuticos aumenta a concentracdo de Tc-
hexametilpropilenoamina comparativamente a via IV. Esta via de administracdo esta
associada uma maior concentracdo parenquimatosa de farmacos, desde que associada a
disrupcdo da BHE. Burkhardt et al. concluem que a infusdo IA precedida de disrupcéo
osmotica da BHE culmina num aumento do gradiente de concentracdo e do coeficiente de
difusdo, maximizando a difusdo de agente quimioterapico através da BHE [44].

A infusdo IA associada a DBHE permite o atingimento de uma concentracdo maxima
de agentes infundidos no espaco perivascular, conhecido como “nicho perivascular”. Neste
espaco, tal como demonstrado por Calabrese et al. [45], existem interac¢Oes entre células
neoplasicas e celulas endoteliais saudaveis. O bevacizumab (anti-VEGF) mostrou reduzir o
numero de células tumorais e principalmente o crescimento de xenoenxertos provenientes de

células Daoy-positivas. Além disso, as células tumorais podem transformar-se em celulas
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endoteliais sob a égide da via do VEGF, inibindo o bevacizumab essa transformacéo. Os
autores defendem assim que a disrupcao e infusdo selectivas 1A do nicho perivascular sao
necessarias para a entrada dos agentes farmacologicos no espaco perivascular numa

concentracdo clinicamente significativa (figura 4) [44].
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Figura 4 — Imagem ilustrativa de disrup¢do IA selectiva através da utilizagdo de manitol e bevacizumab,
adaptado de Burkhardt, J.K., et al., Intra-arterial delivery of bevacizumab after blood-brain barrier disruption for
the treatment of recurrent glioblastoma: progression-free survival and overall survival. World Neurosurg, 2012.

77(1): p. 130-4.[44]

Um estudo multicéntrico, que incluiu 149 doentes com linfoma primério do SNC
(LPSNC) [31] néo tratados previamente com radioterapia holo-craniana, sujeitos a DBHE, e
que receberam infuséo 1A de metotrexato, demonstrou que aos 8 anos 25% dos doentes ainda
se encontravam vivos €, em alguns casos, essa sobrevida estendeu-se até aos 20 anos. Esta
técnica revelou ainda resultados similares aos encontrados com a utilizacdo de terapia
combinada (quimioterapia sistémica e radioterapia holo-craniana), no entanto apresentando a
vantagem de os individuos em estudo ndo apresentarem os comuns efeitos nocivos da

radioterapia, nomeadamente as sequelas neurocognitivas [31]. Demonstrou-se assim que esta
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opcao terapéutica apresentou controlo duradouro da doenca, perfis de toxicidade aceitaveis e
potencial para adiamento da radioterapia e consequéncias da mesma. Este estudo, cujo follow-
up se estende ao longo de 23 anos, sugere que este tipo de abordagem podera constituir um
tratamento de primeira linha, com impacto significativo na sobrevida e tempo sem progressao
de doenca, bem como no estado neurocognitivo [31].

Guillaume et al., na exposi¢édo dos resultados de um estudo de fase I, revelam que foi
observado um aumento de concentracdo de farmaco no tumor e tecido peri-tumoral, numa
razdo entre 10 e 100 vezes superior, quando comparado com a administracdo 1V [29]. Refere
também que a utilizacdo de carboplatina e melfalano administrados 1A, associada a DBHE,
apresenta perfis de toxicidade aceitaveis e niveis de eficicia encorajadores [29].

Foi estabelecida uma correlacdo entre a dose administrada e a taxa de sobrevida, em
doentes com LPSNC, tratados com DBHE/IA e nenhum dos individuos tratados apresentou
declinio neurocognitivo [46].

Apesar de apresentar perfis de toxicidade aceitaveis e outras vantagens acima
referidas, esta técnica possui alguma dificuldade intrinseca, sendo realizada em poucos
centros especializados [31], apresentando também algumas complicacdes isquémicas,
relacionadas com a cateterizacdo do vaso infundido e até mesmo com o efeito irritativo
exercido pelo préprio agente quimioterapéutico [36]. Além disso, a DBHE nao selectiva causa
uma permeabilizacdo de toda a BHE em contacto com a artéria infundida, aumentando o
potencial de neurotoxicidade, podendo cursar com leséo de parénquima cerebral normal, uma

vez que ndo apresenta selectividade para as células tumorais.
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Disrupc¢ao bioquimica

Esta técnica é menos invasiva que a anterior e possivelmente mais fidvel, uma vez que
afecta directamente a vasculatura tumoral. E conhecido que diversos mediadores
inflamatorios, como os leucotrienos, histamina ou péptidos vasoactivos causam alteracao
transitoria da permeabilidade vascular, tal como a bradicinina, um peptideo vasodilatador.
Esta substancia actua na BHE através da activacdo dos receptores B2 das células endoteliais
[47]. Estudos prévios demonstram que o agonista da bradicinina, RMP-7, consegue
permeabilizar a BHE de forma segura. Através da utilizagdo de modelos animais procedeu-se
a comparacdo dos efeitos do RMP-7 a nivel tumoral, parénquima cerebral proximal ao tumor,
e parénquima distal. Num desses estudos, o efeito da permeabilizacdo da BHE foi analisado
em combinacdo com a utilizacdo de trés agentes (carboplatina, dextrano, BCNU), verificando-
se que o RMP-7 aumentou a permeabilidade aos agentes hidrofilicos (carboplatina e
dextrano). Verificou-se também que existiu um maior aumento da permeabilidade na barreira
hemato-tumoral que na BHE integra. O RMP-7 n&do apresentou qualquer impacto significativo
no que concerne a permeabilizacdo da BHE para o agente lipossolivel BCNU [47]. Outro
estudo realizado tentou avaliar o impacto da utilizacdo de IA RMP-7 associado a carboplatina
para o tratamento de tumores do SNC, no entanto foi descontinuado devido aos elevados
niveis de toxicidade [48].

A utilizacdo de determinados vasomoduladores, nomeadamente agonistas dos canais
de potassio, com vista a disponibilizacdo dirigida de agentes quimioterapéuticos, tendo em
conta o efeito promotor do transporte vesicular, foi também estudada. Esta estratégia
biogquimica aumentou a permeabilidade da BHT, aumentando o aporte de farmaco
selectivamente as células tumorais, apresentando apenas valores residuais nas restantes
células cerebrais saudaveis [24], demonstrando selectividade para as células tumorais,

contrariamente ao verificado aquando da utilizagdo do RMP-7.
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Disrupg¢do ultra-sdénica

As duas técnicas anteriormente apresentadas, apesar de demonstrarem resultados
encorajadores, apresentam também alguns efeitos indesejados, relacionados principalmente
com a disrupcao néo selectiva de um grande volume cerebral, uma vez que a permeabilizacéo
da BHE ocorre de forma generalizada e 0s agentes terapéuticos que atravessam a barreira
permeabilizada tém efeitos adversos por acumulagdo no SNC, sendo a BHE permeabilizada
transitoriamente em toda a area vascularizada pela artéria infundida, apresentando uma
disrupgéo difusa da BHE. N&o apresentam capacidade de disrupcdo localizada de pequenas
areas, sendo essa apenas atingida atraves de injeccdo de agentes directamente na regido
pretendida. Consequentemente, surge a necessidade de desenvolvimento de uma técnica de
disrupgdo ndo invasiva, localizada, reversivel e segura [49].

Foi observada DBHE em modelos animais sujeitos a disrupgdo experimental
recorrendo a ultra-sons [50-52]. Apesar deste fendmeno ter sido descoberto no final da década
de 50 do século passado, foi explorado por Patrick et al. como método de disponibilizacdo de
agentes quimioterapéuticos para tratamento de tumores do SNC, cerca de 30 anos apds a sua
descoberta [53]. Surge assim uma técnica de disrup¢do selectiva e localizada, reversivel, ndo
invasiva e guiada por meios imagioldgicos que permite uma infusdo direccionada anatémica
ou funcionalmente, enquanto, a0 mesmo tempo, preserva a restante BHE, mantendo-a intacta
e impedindo a acumulacdo de agentes nocivos e causadores de neurotoxicidade [49] (figura
4).

Um dos principais problemas relacionados com a utilizagdo desta técnica é a
atenuacdo do efeito acustico por parte do cranio, ou assim se pensava [23]. Durante muito
tempo foi defendida a criagdo de uma janela acustica 6ssea, no entanto, estudos recentes,

demonstram que esta modalidade de tratamento também pode ser aplicada focalmente
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utilizando uma via transcraniana por array de grande superficie ou através de arrays
intermitentes e correccao de amplitude [54]. Foi também proposto que a reducéo de distor¢des
causadas pelo osso pode ser obtida através da reducdo da frequéncia da onda ultra-sonica
utilizada, consequentemente aumentando o comprimento de onda da mesma. No entanto,
Hynynen et al. demonstraram que a utilizacdo de frequéncias mais baixas (na ordem dos 250-
300 kHz) permite focalizacdo através do cranio sem distor¢Bes significativas [55]. A
utilizacdo de frequéncias mais baixas reduz também o dano tecidular permanente [49]. Esta
técnica de disrupcdo pode ser utilizada recorrendo 8 RMN como coadjuvante, permitindo
assim a verificacdo da DBHE (através do extravasamento de contraste local), permitindo
também uma melhor localizacdo da zona a permeabilizar. A utilizacdo de sistemas guiados

por RMN para ablacdo de tumores malignos também se encontra em estudo [56].
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acustico, adaptado de Etame, A.B., et al., Focused ultrasound disruption of the blood-brain barrier: a new

frontier for therapeutic delivery in molecular neurooncology. Neurosurg Focus, 2012. 32(1): p. E3 [49]

Sheikov et al. e Hynynen et al., através de verificagcdo por técnicas de microscopia

electronica, sugerem como mecanismos de DHBE ultra-sonica a ruptura vascular, associada a
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extravasamento de células sanguineas; a laxidao das TJ e 0 aumento do transporte vacuolar
transendotelial [57, 58].

No que concerne a laxidao das TJ, Sheikov et al. analisaram o impacto da irradiacéo
acustica na integridade molecular das TJ [59], verificando-se que, através da medicdo da
expressao proteica (proteinas juncionais, nomeadamente ocludina, claudina-1, claudina-5,
Z0-1) por técnicas de imunoelectromicroscopia, se presenciou a desintegracao dos complexos
juncionais, comprovado através da redistribuicdo de componentes vasculares e perda de sinais
imunolodgicos para a ocludina, claudina-5 e ZO-1. Verificou-se também que 6 horas apds a
irradiacdo sonora, ndo existia extravasamento através da BHE, bem como existiam TJ com
expressao proteica normalizada, como pode ser observado no grafico 1, comprovando a

transitoriedade desta disrupgéo e consequente manutencao da integridade juncional.
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Gréfico 1 — NUmero de proteinas da TJ (ocludina e claudina 5) em funcdo do tempo antes e ap6s aplicacdo do
campo acustico através de um cranio intacto, adaptado de Hynynen, K., Ultrasound for drug and gene delivery to

the brain. Adv Drug Deliv Rev, 2008. 60(10): p. 1209-17 [23]
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O aumento do transporte vacuolar transendotelial foi verificado por Sheikov et al. em
modelos animais. A densidade pinocitica média encontrava-se cerca de uma ordem de
grandeza acima em artérias sujeitas a aplicacdo de um campo acustico, quando comparadas
com artérias ndo irradiadas. Por outro lado, a utilizagdo do campo acustico ndo aumenta a
densidade pinocitica média a nivel capilar e amenta ligeiramente a nivel das vénulas,
sugerindo a existéncia de transporte transcitoplasmatico nos microvasos pré-capilares [60].
Esta observacdo também ja tinha sido verificada por Ningaraj et al. aquando da disrupcéo da
BHE recorrendo a vasomoduladores, nomeadamente agonistas dos canais de potassio [24].

Verificou-se também que, na presenca de contraste intravascular para RMN (MION-
47), o extravasamento era maior durante periodos de irradiacdo acustica. Estes resultados,
associados a electromicroscopia e microscopia de fotdo duplo, demonstram que moléculas
grandes podem atravessar a BHE quando em circulacdo durante uma irradiacéo acustica.

A DBHE evidenciada podera servir como coadjuvante a terapéutica de neoplasias do
SNC, facilitando o atingimento de concentracdes terapéuticas de diversos agentes. O primeiro
estudo a debrucar-se sobre esta tematica verificou que, através da utilizacdo de doxorubicina
lipossomal, que normalmente ndo atravessa a BHE, com aplicacdo de um campo acustico, se
atingiram niveis terapéuticos em modelos animais [61] (tabela Il). Num estudo de seguimento
da populacéo de ratos irradiada, demonstrou-se um beneficio terapéutico substancial [49].

Mei et al. investigaram a biodisponibilizagcdo de metotrexato IV recorrendo a DBHE
ultra-s6nica em modelos animais, comparando-o com infusdo intra-carotidea. Verificaram
uma maior concentracdo na area irradiada, cerca de 10 vezes superior a concentracao atingida
quando a disrupcdo ultra-sonica ndo se encontrava associada. Verificaram também que esta
técnica era mais eficaz no atingimento de concentragdes mais elevadas que a infusdo intra-

carotidea isolada [62] (tabela II).
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Mais recentemente, Liu et al. estudaram a disponibilizagdo de BCNU (carmustina)
mediada por DBHE ultra-sénica em modelos animais, verificando-se um aumento substancial
na concentracdo deste farmaco em animais sujeitos a DBHE comparativamente aos néo
sujeitos. Concomitantemente, a progressdo tumoral foi significativamente reduzida,
verificando-se decréscimo do tamanho tumoral. Os autores demonstraram também um
impacto positivo na sobrevida da populacdo estudada. Este estudo demonstra que esta
estratégia terapéutica constitui uma forma ndo invasiva, selectiva e reversivel de
disponibilizacdo dirigida de carmustina, aumentando selectivamente a concentracdo tumoral,

suprimindo significativamente o crescimento tumoral e aumentando a sobrevida [63] (tabela

.
E necessario ainda um melhor conhecimento acerca dos efeitos secundarios,
aparentemente reversiveis e transitérios, ndo acompanhados de dano neuronal permanente, e

da eficécia da técnica, apesar da seguranca deste método se encontrar demonstrada [64, 65].

A utilizacdo de ultra-sons com objectivo de DBHE pode ocorrer de diversas formas,

nomeadamente térmica, através de efeito de cavitacdo ou através da utilizacdo de contrastes

ecogréaficos, nomeadamente micro-bolhas, que serdo brevemente abordadas seguidamente.
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Autores Resultado

Disponibilizagdo cerebral de anticorpos para o receptor D4 da
Kinoshita et al. [66]
dopamina

Disponibilizacdo selectiva de vector HSV através da BHE de ratos
Sheikov et al. [49]
normais

Kinoshita et al. [67]  Disponibilizacéo de herceptina (anticorpo monoclonar anti-HER?2)

Biodisponibilizacdo aumentada de doxorubicina atraves de BHE em
Treat et al. [61]
ratos saudaveis.

Biodisponibilizacdo aumentada de doxorubicina através da BHE em
Treat et al. [68]
modelos de glioma, em ratos

Biodisponibilizacdo aumentada de doxorubicina através da BHE em

Mei et al. [62]

coelhos saudaveis

Biodisponibilizacdo aumentada de carmustina associada a DBHE
Liuetal. [63] ultra-sénica conduziu a remissdo tumoral e aumento da sobrevida em

modelos de glioma em ratos

Utilizacdo nanoparticulas conjugadas a epirubicina associada a
Liu et al. [69] DBHE ultra-sonica conduz a um aumento no aporte, remissdo

tumoral e aumento da sobrevida em modelos de glioma em ratos
Tabela Il — Estudos pré-clinicos em modelos animais de DBHE ultra-sonica associada a disponibilizagdo de

farmacos através da BHE, adaptado de Etame, A.B., et al., Focused ultrasound disruption of the blood-brain
barrier: a new frontier for therapeutic delivery in molecular neurooncology. Neurosurg Focus, 2012. 32(1): p.

E3.[49]
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Patrick et al. demonstraram que a BHE se encontra permeavel em redor de lesbes
térmicas induzidas por ultra-sons, tal ndo acontecendo quando a exposi¢do nao resulta em
coagulacao. Esta DBHE térmica foi posteriormente estudada, no entanto, foi invariavelmente
associada a lesdo tecidular [53, 70]. Em culturas, a utilizacdo de temperaturas elevadas

conseguiu atingir um efeito de DBHE reversivel [71].

O fendmeno de cavitacdo corresponde a formacdo e imediata implosdo de cavidades
num liquido, consequéncia das forcas que actuam sobre o liquido, nomeadamente a sujeicéo a
accdo de um campo acustico.

Vikhodtseva et al. descreveram que a curta exposicdo a feixes de intensidade elevada,
acima do limiar de cavitagdo, causa disrupcdo da BHE, por vezes sem lesdo tecidular, mas
estes resultados ndo sdo reprodutiveis consistentemente [72]. Resultados similares foram
atingidos com pulsacgdes na ordem dos 2MHz, no entanto a associacdo com cavita¢do néo foi
estabelecida, existindo evidéncia clinica que a irradiacdo acustica causa disrupcdo da BHE
[73]. Outro estudo clinico, cujo objectivo era a avaliacdo da eficacia da irradiacdo continua
com ultra-sons de baixa frequéncia (na ordem dos 300 kHz) associada a administracdo IA de
tPA como método trombolitico, verificou que, apos anélise recorrendo a TAC com contraste,
que a BHE se encontrava permeabilizada. No entanto, ndo era clara a presenga de leséo
tecidular ou se esta DBHE se deveu a cavitacdo causada por pulsacdo de ondas de baixa

frequéncia associada a administragéo de fluido [23].
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A disrupcao ndo invasiva e reversivel da BHE através deste método foi demonstrada
por Hynynen et al. em 2001, através da utilizacdo de contraste ecografico com micro-bolhas
pré-formadas, administrado por via sistémica. A DBHE ultra-sénica guiada por RMN ¢é uma
técnica capaz de produzir alteracdo da permeabilidade vascular sem causar dano tecidular
[74]. Estes resultados foram obtidos apOs aplicacdo de stress mecanico localizado a
microbolhas pré-formadas injectadas, através de ultra-sons pulsateis localizados, sendo
reversivel ao final de 24 horas [64].

Tal como referido anteriormente, este método utiliza micro-bolhas pré-formadas
(contém gas, nomeadamente ar ou perfluorocarbono; frequentemente estdo encapsuladas em
albumina ou lipidos; tém diametros de cerca de 1-5 um, de forma a poderem atravessar 0s
capilares sanguineos) infundidas na corrente sanguinea, previamente a irradiacdo acustica.
Pensa-se que estas bolhas actuam como concentradores de energia e, uma vez que se
encontram confinadas a corrente sanguinea, os efeitos bioldgicos induzidos limitam-se a
parede dos vasos que as contém e a area abrangida pelo cone acustico ultra-sonico [23, 64].
Quando as micro-bolhas circulam atraves do volume de tecido sujeito ao cone acustico, estas
expandem e contraem a frequéncia da onda acustica que as irradia, devido a reducgdes e
aumentos da pressdo relacionados com a propagacdo da onda. As oscilagdes das bolhas
causam movimento do fluido que as circunda, gerando micro-correntes e elevadas forcas de
cisalhamento na regido envolvente [75]. Alem disso, as bolhas sdo sujeitas ao efeito de uma
forca radiaria que existe na direc¢do da propagacao da onda acustica [56]. A utilizacdo destas
bolhas permite a utilizagdo de frequéncias mais baixas, minimizando o risco de dano tecidular
[49]. Acima de um limiar, estas bolhas tornam-se tdo grandes que a inércia do fluido

circulante induz o colapso da bolha, através de um fenémeno de cavitagdo. Este fenomeno
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induz elevadas temperaturas, pressdes e resulta na propagacdo radiaria de uma onda de
choque supersonica [23, 76], resultando em DBHE (figura 5). O grau de DBHE é tanto maior
quanto maior a concentracao de micro-bolhas [61]. No entanto, caso as bolhas colapsem junto
da parede vascular, as correntes rapidas resultantes podem induzir punc¢édo da parede do vaso,
cursando com extravasamento do contetido vascular e consequente lesdo tecidular [23].

As micro-bolhas emitem sinais acusticos secundarios a irradiacdo primaria,
correlacionados com DBHE na auséncia de dano vascular, sugerindo assim que estes sinais

acusticos emitidos podem ser utilizados na avaliacao da seguranca do método [49].
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Figura 6 — Demonstracdo esquematica da hipdtese relacionada com a utilizacdo de DBHE ultra-sdnica associada
a utilizacdo de micro-bolhas, neste caso recorrendo a utilizagdo concomitante de carmustina. Adaptado de Ting,
C.Y., et al., Concurrent blood-brain barrier opening and local drug delivery using drug-carrying microbubbles

and focused ultrasound for brain glioma treatment. Biomaterials, 2012. 33(2): p. 704-12 [77]

Esta modalidade de disrupcdo da BHE assume um papel importante como potencial
interveniente terapéutico no tratamento de neoplasias do SNC. A demonstra¢cdo por Raymond
et al. veio potenciar esta ideia, sugerindo duas vias de extravasamento de conteudo
intravascular sem extravasamento de células sanguineas [78]. Os autores propdem assim duas
possiveis vias de disrupcdo da BHE: uma através de lesdo punctiforme, possivelmente

explanada pelo referido colapso de bolhas a curta distancia da parede vascular e que causa
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fluxos rapidos que puncionam o vaso; outra através de celulas endoteliais intactas. Verificou-
se que apos a emissao da onda acustica, quase invariavelmente existia uma constri¢do arterial
seguida de uma libertacdo lenta do contraste utilizado no estudo, tendo o contraste de menor
peso molecular uma taxa de libertagdo mais rapida que o de maior peso, tal como seria
expectavel. Nao foi possivel identificar se a causa da vasoconstricdo pode ser atribuida
directamente a DBHE ou se € um efeito da irradiacdo acustica. No entanto, a estimulacao
mecanica causada pela forca radidria consequente a irradiacdo acustica € a causa mais
provavel [23]. Um possivel mecanismo através do qual a DBHE ocorre é através da hipdxia.
E conhecido que a alteragdo no estado de oxigenacdo das células endoteliais cursa com
alteracbes transitorias na permeabilidade cérebro-vascular [79]. E sugerido assim que a
vasoconstricdo previamente referida possa reduzir temporariamente a oxigenacdo num
intervalo suficiente para induzir a activacdo de receptores relacionados com a isquemia,
culminando na alteracdo da permeabilidade da BHE.

Em 2012, Yang et al. verificaram a disrup¢cdo da BHE através da utilizacao de ultra-
sons focalizados e micro-bolhas, em modelos animais, demonstrando o aumento da
permeabilidade da BHE e concluindo que este podera ser um método com vantagens na
utilizacdo sinérgica com vista a disponibilizacdo de agentes terapéuticos em regimes de
tratamento de tumores cerebrais [80].

Esta técnica apresenta-se assim como uma forma ndo invasiva, reversivel, segura e
selectiva de disponibilizacdo focalizada de farmacos, ndo induzindo uma permeabilizagdo
generalizada com adveniente neurotoxicidade. No entanto, a existéncia de efeitos secundarios
ainda ndo é completamente compreendida, sendo necessario desenvolver mais esfor¢os no
sentido de verificar qual o potencial efeito deletério da utilizacdo deste método com potencial

terapéutico.
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Disponibilizacao directa

A maioria dos métodos utilizados no tratamento de tumores cerebrais tem como base
conceptual a administracdo de uma terapéutica sistémica. No entanto, de forma a atingir
concentracOes terapéuticas a nivel tumoral, é necesséria a administracdo de altas doses de
agentes farmacoldgicos, resultando em toxicidade generalizada. Neste sentido, foram
desenvolvidas estratégias de disponibilizacdo farmacol6gica que ndo recorrem ao sistema
circulatério como veiculo primordial de biodisponibilizacdo, contornando a BHE através de
métodos fisicos.

A disponibilizagdo intersticial de farmacos apresenta-se como uma técnica
conceptualmente relevante uma vez que representa 0 meio mais directo de evitar a
permeabilidade selectiva da BHE. Além disso, a administracdo directa no parénquima tumoral
permite a superacdo da pressdo intersticial elevada produzida pelos tumores cerebrais. Os
gradientes de concentracdo de farmaco e o de pressao intersticial favorecem uma distribuicdo
do centro do tumor para a periferia, através de uma combinacéo de conveccao e difusdo. Esta
biodisponibilizagdo directa pode ser atingida através de diversas vias, nomeadamente
polimeros implantaveis de libertacdo controlada, sistemas de disponibilizacdo intra-cavitaria

ou CED [30].
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Alguns estudos clinicos recorreram a utilizacdo de polimeros implantaveis e
biodegradaveis com o intuito de tratar directamente tumores cerebrais. A base conceptual ¢é a
utilizacdo de uma libertacdo continuada de farmaco através da utilizacdo de uma matriz
implantavel, com uma taxa de libertacdo de farmaco constante e controlada.

Brem et al. estudaram o tratamento de gliomas atraves da utilizacdo de matrizes
biodegradaveis impregnadas de carmustina. A disponibilizacdo de farmaco ocorre através de
uma combinacdo de difusdo e degradacdo hidrolitica do polimero [81]. No entanto, a
carmustina s6 pode ser utilizada agquando da realizacdo de ressec¢des tumorais grandes, sendo
o polimero implantado nos bordos da resseccdo. Os resultados iniciais deste estudo clinico
randomizado revelaram que existiu um aumento no tempo de sobrevida média em pacientes
com glioma recorrente. Apesar destes dados encorajadores, os beneficios sdo modestos, de
curta duracdo e o risco de toxicidade ndo é negligenciavel. Existem estudos a ser realizados
com outros agentes, nomeadamente paclitaxel, adriamicina, 5-fluorouracilo, mitomicina,
hidrocloreto de nimustina e mitoxantrona [30, 82-85].

As principais desvantagens desta técnica incluem o aumento do risco de
neurotoxicidade focalizada devido a elevadas concentracBes de polimero ou de farmaco,
cicatrizacdo dificil ou deficitaria e baixa perfusdo de farmaco além da cavidade de resseccao,
falhando-se assim a terapéutica por atingimento de concentracdes sub-Optimas [49]. Estes
sistemas tém um efeito de espectro muito limitado, eficazes apenas em pequenos tumores [2],
sendo ineficazes em tumores de maiores dimensdes uma vez gque nao atingem os nichos de
células tumorais que existem a alguma distancia do centro do tumor, necessitando também de

uma resseccao alargada, o que nem sempre € possivel.
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A utilizacdo de sistemas intraventriculares ou intracavitarios, como atraves do
reservatorio de Ommaya, permite a administracdo de bolus intermitentes de agentes de
quimioterapia directamente no tecido tumoral. Outros mecanismos, que permitem a
disponibilizacdo de uma infusdo constante a uma taxa pré-definida a loca tumoral através de
um cateter externo e farmacos como a nitrosureia ou o metotrexato foram utilizados em
alguns ensaios clinicos com bons resultados [12].

Os principais efeitos adversos desta técnica relacionam-se com processos infecciosos,
obstrucdes do cateter, limites inadequados de distribuicdo de farmaco, além de um elevado
custo e agressividade do método [2], ndo sendo um método selectivo, podendo levar a
neurotoxicidade por afeccdo de células saudaveis, desencadeando aracnoidites, meningites e
lesbes neurologicas focais [12]. Apesar de referido por alguns estudos, este método nao
constitui uma verdadeira forma de DBHE, uma vez que a injeccdo intra-cavitaria ndo assegura
a passagem através da BHE ou BHT, podendo por vezes atingir apenas as regides

periventriculares [2].

Em 1994, Bobo et al. idealizaram uma forma de disponibilizacéo local e regional, cujo
mecanismo potenciador era a conveccao e a existéncia de difusdo farmacoldgica com base em
diferentes gradientes de pressdo. Esta abordagem consiste na injec¢do continua, a presséo
positiva, de um soluto contendo agente terapéutico. A existéncia deste gradiente de presséo,
entre o soluto infundido, a pressdo mais elevada, e o parénquima cerebral, com pressdes mais

baixas, permite a disponibilizacdo de farmacos ao SNC. Este fluxo de massa é criado através
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do estabelecimento de um pequeno gradiente de pressdo, originado devido a ac¢do de uma
bomba que impulsiona o soluto através de um cateter dirigido a uma area especifica do SNC
[12, 30].

Este método consiste na insercdo estereotdxica de um ou mais cateteres, através de
trepanacdo craniana. Estes cateteres, apos avaliacdo imagioldgica, sdo inseridos junto da zona
hiper-captante ou do tecido infiltrativo circundante. Uma bomba de infusao inicia um fluxo de
pressdo, sendo assim o agente terapéutico infundido directamente na area desejada, com uma
taxa de libertacdo, concentracdo a atingir e duracdo pré-definidas. A estrutura poro-elastica da
arvore vascular do SNC permite, com o estabelecimento deste gradiente de pressdo, a
passagem de moléculas de diferentes pesos moleculares [30].

A distribuicdo do farmaco infundido € influenciada por diversos factores,
nomeadamente pela taxa de infusdo, diametro da canula, o volume infundido, a pressdo do
fluido intersticial, caracteristicas da molécula terapéutica e até mesmo da estrutura tecidular
do tumor. Apos a infusdo, o fluxo de massa € disperso por diversas vias, sendo a distribuicao
do farmaco determinada pela difusdo do mesmo, perda capilar e metabolismo. Outros factores
que podem influenciar esta distribuicdo relacionam-se com caracteristicas do cateter,
nomeadamente com o dano tecidular por este causado, refluxo de soluto na regido préxima da
insercdo do cateter e ainda com a passagem de bolhas de ar, que podem ter efeitos
imprevisiveis e indesejados no que concerne a distribuicdo do fluxo infundido. A principal
consequéncia do refluxo intrinseco relaciona-se com criacdo de um circuito de difuséo de
farmaco através do trajecto de entrada do cateter, podendo tal conduzir a uma distribuigéo
generalizada de soluto e farmaco no espago subaracnoéide, limitando, consequentemente, a
distribuicdo farmacologica na area desejada e aumentando o potencial efeito deletério da

terapéutica por aumento da possibilidade de neurotoxicidade [30].
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Este método apresenta algumas vantagens comparativamente com outros métodos de
biodisponibilizacdo farmacoldgica directa, uma vez que permite ultrapassar o obstaculo
constituido pela BHE, facilitando a difusdo de agentes terapéuticos de diversos pesos
moleculares; permite também uma disponibilizacéo focalizada e relativamente selectiva, uma
vez que a area abrangida pelo fluxo de massa originado estd directamente relacionada com o
local onde o cateter se encontra inserido, actuando também assim como uma forma de
contencdo dos efeitos deletérios, como a neurotoxicidade por um lado, ou a toxicidade
sistémica, por outro [12].

A existéncia de uma pressdao do fluido intersticial mais elevada e alteracBes na
permeabilidade da BHE na regido tumoral e peritumoral facilitam a criacdo de um gradiente
de pressao que pode, conceptualmente, promover a difusdo do agente terapéutico de zonas de
maior pressdo, como a regido tumoral alvo, para zonas de menor pressdo, como 0 parénquima
peritumoral normal. Este gradiente de pressao secundario e a prépria distribuicdo heterogénea
de farmaco no interior do tumor sao factores limitantes a utilizacdo deste método de disrupcao
[86].

Chen et al. verificaram que este método, contrariamente ao que poderia ser expectavel
com a infusdo de solutos e aumento do volume da circulacdo cerebral, ndo resulta em edema
cerebral ou aumento da pressdo intra-craniana [87].

Lidar et al. estudaram a seguranca e eficacia da administracdo de paclitaxel associado
a DBHE por CED em modelos de GBM, verificando que dos 15 individuos sujeitos a 20
ciclos de CED intratumoral com paclitaxel, 5 apresentaram uma resposta completa e 6 uma
resposta parcial, num total de 73% de resposta a terapia. Concluiram que o paclitaxel
associado a CED apresenta uma taxa de resposta anti-tumoral elevada, estando no entanto

associado a complicacdes relacionadas com o tratamento [88] (tabela IlI). Saito et al.
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analisaram a disponibilizacdo de um inibidor da topoisomerase | (topotecano) lipossomal
associado a CED, verificando um aumento na sobrevida [89] (tabela I11).

A associacdo de CED com outra classe de agentes anti-tumorais, as imunotoxinas
produzidas por bactérias tem sido investigada. Estas moléculas apresentam elevada actividade
citotoxica, podendo ser associadas a transportadores e estes a populacdes celulares
especificas, constituindo assim uma modalidade terapéutica altamente dirigida e selectiva.
Esta especificidade transportador-ligando cria uma selectividade tumoral, através do
reconhecimento de receptores de superficie células tumorais, promovendo a ligacdo do
complexo transportador-toxina antes até da sua entrada na célula. Estas toxinas tém a
vantagem de constituirem agentes citotoxicos mais potentes que 0s actuais agentes de
qguimioterapia, no entanto, tal representa um risco, uma vez que a unica forma de
administracdo segura € através de administracdo directa ou através deste mecanismo de
transportador-toxina [30]. Alguns estudos, 0s respectivos agentes utilizados e conclusdes

encontram-se resumidos na tabela I11.
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Estudo

Agente

terapéutido

administrado por CED

Conclusao

Hadaczek Vectores virais (AAV2) Método é eficaz na disponibilizagdo de vector

etal. [90] AAV?2 e da informacdo genética que este vector
transporta

Lidar et Paclitaxel Resposta anti-tumoral elevada, mas elevado

al. [88] namero de complicagdes associadas

Saito et Topotecano lipossomal Aumento da sobrevida

al. [89]

Laske et Transferrina/toxina Estudos de fase | e Il demonstraram boas

al. [91] difteria (TF-CRM107)  respostas  tumorais, sem  neurotoxicidade
significativa. Estudo randomizado de fase IlI
interrompido  por menos de 20% de
probabilidade de resultado positivo do estudo.

Vogelbau IL-13/forma  truncada Sobrevida média comparavel a da utilizacdo de

m et al.| & |da exotoxina de Gliadel® (carmustina). Estudo randomizado de

[92] % pseudomonas (PE) fase IllI falhou o objectivo de demonstrar um

% (IL13-PE38QQR) aumento da sobrevida em 50%
Vogelbau § IL13-PE38QQR Estudo de fase |1, utilizacdo da toxina,
m et al. é radioterapia e uso variavel de temozolomida,
=

[93] g constitui um regime bem tolerado.

Weber et g IL4-PE38KDEL Aumento da sobrevida média. Prosseguem

al. [94] - estudos com este agente.

Sampson TP38 (PE38-TGFa- Eficécia terapéutica demonstrada em modelo

etal. [95] EGFR ligando) tumoral murino intracraniano atimico apo6s
implantacdo de linhagem tumoral A431 no
nacleo caudado. Revela perfil de toxicidade
aceitavel. Estudo de fase 111 programado.

Tabela 111 — Diversos estudos de disponibilizacdo de agentes terapéuticos com associacdo de disponibilizacdo

mediada por convec¢do/CED. Adaptado de Bidros, D.S. and M.A. Vogelbaum, Novel drug delivery strategies in

neuro-oncology. Neurotherapeutics, 2009. 6(3): p. 539-46 [30]
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Nanotecnologia

Recentes aplicagdes nanotecnoldgicas demonstraram potencial terapéutico no que
concerne ao tratamento tumoral [96]. As caracteristicas especificas das nanoparticulas
poderdo ser utilizadas de forma terapéutica. No entanto, a BHE continua a ser um dos
principais impedimentos as plataformas nanotecnoldgicas. Por exemplo, a utilizagdo de
nanoparticulas de ouro ganhou alguma relevancia terapéutica quando utilizada no tratamento
de neoplasias fora do SNC, no entanto a sua biodisponibilidade cerebral é extremamente
baixa quando administrados a nivel sistémico [49, 97]. Consequentemente, estratégias como a
DBHE ultra-sénica, que aumenta a permeabilidade a nanotransportadores, podem coadjuvar a
implementacéo de terapéuticas nanotecnoldgicas de tumores do SNC.

Liu et al. avaliaram recentemente o impacto da administracdo de nanoparticulas
magnéticas associadas a um agente anti-neoplasico, a epirubicina (tabela Il), associada a
DBHE ultra-s6nica em modelos animais. Foram utilizadas estas nanoparticulas magnéticas
devido aos beneficios imagiolégicos advenientes do uso de RMN. Verificou-se um acimulo
substancial de nanoparticulas e consequentemente de epirubicina, em niveis cerca de 15 vezes
superiores aos atingidos com administracdo sistémica de epirubicina associada a DBHE ultra-
sonica [69]. Demonstrou-se uma diminui¢do na progressdo tumoral. De forma semelhante,
Etame et al. também demonstraram um aumento da concentracdo parenquimatosa de
nanoparticulas de ouro revestidas de polietilenoglicol [98].

A utilizacdo destas particulas, principalmente se forem magnetizadas, associada a
técnicas de ressonancia magnética permite, atraves de fenomenos de electromagnetismo, uma
maior localizacdo de agentes terapéuticos a area tumoral. Esta técnica ainda se encontra em
investigacdo, no entanto, caso se verifique o seu potencial terapéutico, apresenta elevada

relevancia uma vez que ao permitir direccionar a terapia a qualquer parte do corpo inicia uma
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nova modalidade de tratamento que pode ser transversalmente aplicada a neoplasias
sistémicas e ndo apenas cerebrais. Essa focalizacdo terapéutica permite também uma

diminuicdo dos efeitos sistémicos indesejados [99].

DBHE associada a anticorpos

O desenvolvimento na area da biologia da célula tumoral levou a uma melhor
compreensdo dos diversos mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento tumoral.
Consequentemente, o0 crescente conhecimento acerca dos diversos intervenientes na
carcinogénese permitiu o desenvolvimento de agentes terapéuticos mais eficazes, actuando
directamente no sistema de traducdo de sinal e sintese proteica, caracteristico de células com
elevado indice replicativo, como as tumorais malignas, permitindo assim uma terapéutica
dirigida, bem como uma diminuigdo da toxicidade sistémica.

Um dos principais impedimentos a terapéutica com anticorpos € a diminuta
capacidade que estes tém de atravessar a BHE, na auséncia de grandes canais de agua ou
mecanismos de transporte activo no endotélio cérebro-vascular [44]. A neuro-oncologia é
uma das principais areas cientificas a beneficiar com a melhoria na compreensdo do
mecanismo de transporte de anticorpos através da BHE. Alguns estudos, apresentados
seguidamente, revelam o sucesso da terapéutica com anticorpos monoclonais anti-tumorais de
carcinomas sistémicos, que poderia ser aplicada a processos tumorais primarios ou
metastaticos do SNC.

A herceptina® (trastuzumab) é um anticorpo monoclonal humanizado que actua junto
dos receptores 2 para o factor de crescimento epidérmico (EGFR) (HER2/c-erbB2), expresso
em células tumorais de individuos com cancro da mama. Foi utilizada com sucesso no

tratamento local e distal do cancro da mama, no entanto, uma vez que a molécula nao
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consegue atravessar a BHE, contribuiu para um aumento relativo da incidéncia de
metastizacdo cerebral, ou seja, a utilizacdo deste farmaco reduziu a taxa de complicacdes
sistémicas, ndo tendo, no entanto, impacto significativo no tratamento da metastizacao
cerebral. Quando utilizada para tratamento de doenca metastatica extracraniana, existiu uma
taxa de resposta de 71% [23]. Kinoshita et al. demonstraram a passagem deste anticorpo
através da utilizacdo de DBHE ultra-sonica guiada por RMN [67], apresentando resultados
encorajadores e servindo como exemplo para extrapolacdo relativamente a outros agentes
anti-tumorais. Caso este método seja implementado clinicamente, podera ter um impacto
significativo no tratamento da doenca metastatica. A mesma situacdao ocorre com o rituximab
e o tratamento de LPSNC [23].

Kinoshita et al. [66] demonstraram a passagem de anticorpos para o receptor D4 da
dopamina através da BHE, associada a uma técnica de disrupcdo da BHE recorrendo a
pulsacdo ultra-sonica (tabela 1), podendo tal ser utilizado na melhor compreensdo dos
mecanismos de transporte de anticorpos atraves da BHE.

A disrupcdo osmotica encontra-se associada a um aumento no uptake de anticorpos

monoclonais [100].
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Terapia génica associada a DBHE

Um dos maiores impasses a utilizacdo de terapia génica em neoplasias do SNC e, tal
como em outras terapias, a ineficicia de disponibilizacdo de agente terapéutico. Diversas
técnicas foram experimentadas, nomeadamente injeccdo intra-tumoral [101], mecanismos
mediados por convecgdo [102] ou até mesmo administracdo intra-ventricular [103], no
entanto, todas sdo invasivas e apresentam efeitos secundérios relacionados com a
neurotoxicidade. Por outro lado, a administracdo intravascular, apesar de segura, depara-se
com o grande obstaculo constituido pela BHE, que impede a passagem dos vectores virais,
frequentemente utilizados como condutos de informacdo genética neste contexto. Uma vez
que a terapia génica nos casos de tumores cerebrais, nomeadamente o glioma, se dirige
essencialmente a células que possam ter escapado a terapias locais, como a cirurgia ou
radiocirurgia, é essencial o desenvolvimento de métodos especificos e dirigidos a estas
células. A DBHE ultra-sénica podera ter um papel importante nesta area. Um estudo realizado
neste ambito associou a utilizagdo de DBHE ultra-sénica com disponibilizacdo de vectores
virais, HSV, radiomarcados. Foi demonstrada disponibilizacdo localizada de HSV
administrado 1V no hemisfério sujeito a irradia¢&o ultra-sénica [60].

Hadaczek et al. analisaram a utilizacdo de vectores virais, AAV2, como forma de
potencial aporte de terapia genética, através de CED, da timidina cinase AAV2 e da
decarboxilase do &cido L-amino-aromatico-AAV?2, verificando que este método é eficaz na
disponibilizacdo de vector AAV2 e da informacao que este vector transporta [90].

Avancos na area da engenharia genética, principalmente no que se refere a utilizacéo
de transgenes associada a disrupgédo ultra-sonica, permitiram a conceptualizacdo de uma via
de disponibilizacdo de constructos de ADN, sendo uma alternativa aos vectores virais e

dificuldades associadas. Endoh et al. ja demonstraram a possibilidade de disponibilizacao de
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genes associada a DBHE ultra-sonica [104]. Shimamura et al. demonstraram também um
aumento da expressdo de luciferase ap6s administracdo do seu respectivo gene, associado a
técnica de DBHE ultra-sonica com recurso a micro-bolhas [105].

Chen et al. elegantemente demonstraram a diminuic¢do da expressao de survivina, uma
proteina inibidora da apoptose expressa em gliomas malignos, atraves da utilizacdo de DBHE
ultra-sénica associada a administracdo de um vector silenciador shARN da survivina [106].

No entanto, apesar dos resultados encorajadores, este método carece de mais estudos
gue comprovem a sua eficacia funcional, bem como de uma melhor compreensdo da

gendmica e protedmica tumoral, permitindo assim uma terapéutica dirigida mais eficazmente.
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Discussao

A BHE compromete significativamente a terapéutica de carcinomas cerebrais. A
incapacidade de contornar este mecanismo traduz-se na perda de um elevado numero de vidas
e em elevados custos, por todo o mundo. A compreensdo da gendmica e proteémica da
vasculatura tumoral, comparativamente a vasculatura normal, assume um papel fulcral no
desenvolvimento de novas estratégias de permeabilizagdo transitéria da BHE, e
consequentemente no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

A 1A de agentes hiperosmdticos induz DBHE, apresenta algum grau de sucesso
clinico, no entanto est4 associada a uma disrup¢do ndo selectiva da BHE, levando a uma
disponibilizagdo generalizada de potenciais toxicos a tecido cerebral saudavel, sendo que
frequentemente se verifica a existéncia de efeitos secundarios indesejados relacionados com a
disrupgéo global da BHE. A administracdo IA de agentes de quimioterapia para o tratamento
de tumores do SNC, quer em modelos animais ou ensaios clinicos, revela o atingimento de
uma maior concentracdo do farmaco no tumor e area peri-tumoral e com muito menos
toxicidade sistémica, quando comparada a via mais utilizada actualmente, a IV [29]. No
entanto, apresenta-se como um método disruptivo invasivo, ndo selectivo, com potencial
neurotoxicidade.

A CED, apesar dos diversos estudos realizados, inclusivamente ensaios clinicos, e
apesar da sua eficAcia demonstrada, constitui um método altamente agressivo de
administragdo farmacoldgica, sendo invasivo, com melhores resultados em casos de tumores
solidos de pequenas dimens@es [2] uma vez que, tal como a administracéo intra-cerebral, ndo
permite o alcance terapéutico dos nichos celulares afastados do centro tumoral ou do local de

emergéncia do cateter.
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A disrupcdo bioquimica, principalmente se associada a utilizacdo de
vasomoduladores, demonstra aumento da permeabilidade da BHT, aumenta
significativamente a disponibilizacdo de farmacos a regido tumoral, sem grande alteracdo na
concentracdo nas células cerebrais normais e tem a capacidade de aporte de moléculas
terapéuticas de peso molecular variavel. Apresenta-se assim como um método aparentemente
seguro, transitério e com elevada especificidade para as células tumorais, permitindo uma
potencial terapéutica altamente dirigida. No entanto, ha necessidade de mais estudos que
comprovem o papel da disrupcéo bioguimica da BHE/BHT enquanto estratégia terapéutica.

Os dados preé-clinicos advenientes de estudos da cinética de varios farmacos a nivel
cerebral, em modelos animais, demonstram que a DBHE através de irradiacdo ultra-sonica e
infusdo de micro-bolhas é ndo invasiva, exequivel, segura e facilita a disponibilizacdo de
diversos farmacos ao parénquima cerebral. A energia acustica necessaria para produzir este
efeito é inferior a necessaria para causar um efeito térmico e consequente dano tecidular,
podendo ser assim utilizada de forma segura através de um cranio intacto. Este método esta
associado com dano vascular e tecidular minimo. Estes estudos também demonstraram uma
auséncia significativa de efeitos secundarios. Observou-se a disponibilizacdo localizada de
anticorpos e agentes quimioterapéuticos, no entanto, a captacdo cerebral e a eficacia
terapéutica carecem ainda de demonstracdo adequada [56]. A utilizacdo desta técnica em
modelos animais demonstrou correlagdes positivas entre um aumento da concentragdo de
farmacos no parénquima cerebral e uma diminuicdo da progressao tumoral, com aumento da
sobrevida concomitante [49]. A associagdo desta técnica com nanoparticulas terapéuticas ou
constructos geneticos, como vectores virais ou transgenes, apresenta um enorme potencial no
que diz respeito a estratégias moleculares de tratamento neuro-oncoldgico. Esta técnica
apresenta-se assim como uma forma ndo invasiva, reversivel, segura e selectiva de

disponibilizagdo relativamente localizada de agentes terapéuticos. A existéncia de efeitos
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secundarios ainda ndo é completamente compreendida, sendo necessario desenvolver mais
esforcos no sentido de verificar qual o potencial efeito deletério da utilizacdo deste método
com potencial terapéutico. Mais estudos pré-clinicos bem-sucedidos ajudardo a pavimentar o
caminho para o desenvolvimento de estudos clinicos [49].

As perspectivas de combinacdo de DBHE ultra-sénica com plataformas de
disponibilizacdo nanotecnoldgica criam elevadas expectativas no que concerne a terapia de
tumores do SNC, inaugurando uma elegante nova forma de administracdo farmacoldgica.
Estas nanoparticulas ja sdo extremamente atractivas como estratégia de terapéutica molecular
uma vez que podem ser facilmente associadas a diversas moléculas, nomeadamente inibidores
moleculares, proteinas, acidos nucleicos, ligandos, anticorpos, entre outras [49], carecendo no
entanto de mais estudos demonstrativos da sua eficacia bem como aperfeicoamento dos
mecanismos de selectividade celular, devendo os esforcos focar-se no desenvolvimento de
nanoparticulas mais dirigidas para células tumorais, poupando as células saudaveis,
assegurando assim uma diminuicdo dos efeitos deletérios relacionados com a actual
inespecificidade desta técnica.

A disponibilizacdo terapéutica com base em vectores transportadores de material
genético, proteinas modificadas, ou até mesmo anticorpos manifesta-se como um método
complexo e que pode, actualmente, disponibilizar as moléculas transportadas a células
cerebrais normais, devendo estudos futuros forcar-se no desenvolvimento da especificidade
vectorial.

A utilizacdo de anticorpos e de imunotoxinas demonstrou alguns resultados
animadores, principalmente na area da especificidade para células tumorais, podendo ser um

método que permita uma maior selectividade no tratamento de processos tumorais do SNC.
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Conclusao

Na ultima década ocorreram enormes avangos no desenvolvimento de estratégias de
disponibilizacdo dirigida de agentes terapéuticos as células tumorais, no entanto, existe uma
lacuna no que respeita ao desenvolvimento de um método de DBHE né&o invasivo, selectivo,
reversivel e seguro, pelo que mais esforcos deverdo ser exercidos no sentido do
desenvolvimento de uma forma de contornar os efeitos paradoxalmente deletérios da BHE.

Nesse sentido, diversas técnicas disruptivas foram conceptualizadas e desenvolvidas
ao longo dos ultimos anos, sendo que algumas conseguiram demonstrar aumento da
concentracdo intra-parenquimatosa de agentes citotoxicos e terapéuticos, provando que estas
técnicas tém potencial para assumir um papel preponderante no tratamento de carcinomas
cerebrais.

Apesar desta evolucdo, o alcance de concentragdes farmacoldgicas terapéuticas
depende de diversos factores além da passagem através da BHE, nomeadamente a capacidade
de captacdo de farmaco pelo tumor, o metabolismo intra-celular do farmaco, o washout do
agente para 0 meio extra-celular ou para o LCR, a propria sensibilidade a quimioterapia e a
existéncia de mecanismos de resisténcia.

Este conjunto de varidveis deverd ser abordado numa perspectiva holistica e
multidisciplinar, actuando no sentido de melhorar as vias de acesso ao SNC, nomeadamente
através da melhoria das técnicas disruptivas abordadas neste trabalho, tornando-as mais
seguras, diminuindo os efeitos secundarios e aumentando a selectividade e capacidade de
disponibilizagdo focal, mas também atraves da melhoria das caracteristicas fisico-quimicas
dos farmacos utilizados, bem como através de um aprofundamento do conhecimento referente
as caracteristicas bioldgicas dos tumores do SNC e, consequentemente, uma melhor
compreensdo da cinética neuro-farmacoldgica, com adveniente melhor conhecimento acerca

da estratégia mais eficaz de combate aos tumores cerebrais.
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Futuro

O desenvolvimento de um método de DBHE focalizado, reversivel e transitrio, sem
dano tecidular permanente associado ao desenvolvimento de farmacos tumor-especificos tem
o0 potencial de, além de aumentar a resposta terapéutica no tratamento de neoplasias do SNC,
diminuir significativamente a toxicidade actualmente vigente devido a falta de especificidade
dos farmacos existentes. A busca destes principios deverd continuar a ser o foco da
investigagdo existente nesta area.

A capacidade de disponibilizacdo de agentes mais especificos e eficazes através da
BHE podera ter um impacto extremamente significativo no tratamento de tumores do SNC,
principalmente devido ao elevado numero de doentes que poderdo beneficiar deste tipo de
terapéutica, tendo em conta os bons resultados que apresentam no tratamento de doenga
extracraniana.

A engenharia genética assume um papel importante na possivel terapéutica futura,
uma vez que ja foi demonstrada a capacidade de disponibilizacdo selectiva de material
genético. Tal tecnologia podera ser utilizada para disponibilizacdo de genes deficitarios em
mutacdes tumorais ou disponibilizacdo de genes silenciadores, como microARN, regulando
assim a expressao de uma proteina aberrante. Estudos futuros focar-se-ao na determinacao das
diferengas existentes nos niveis de expressdo (induzida ou diminuida) de certos genes ou
proteinas, comparando células endoteliais normais e células endoteliais tumorais, actuando no
sentido de direccionar a terapia a um nivel molecular, atingindo principalmente as células

tumorais e poupando as células cerebrais saudaveis.
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