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Resumo

O cérebro, sendo um dos 6rgdos mais nobres e delicados do organismo humano encontra-
se extremamente protegido da entrada de substancias potencialmente nocivas ao
desempenho das suas funcgdes através da barreira hematoencefalica (BHE) que, por meio
de processos fisicos e enzimaticos, controla também o aporte cerebral de nutrientes.
Contudo, 0s mesmos mecanismos que tém um importante papel na sua protecéo e nutrigéo
limitam também a passagem de farmacos para os tecidos neuronais, constituindo assim
um obstaculo no tratamento de determinadas patologias. Assim, o tratamento de doencas
mentais e neurolégicas como a esclerose mdltipla, o Parkinson, o Alzheimer e alguns
tumores cerebrais constituem um enorme desafio para a Medicina e a Tecnologia
Farmacéutica. A vetorizacdo cerebral de farmacos é uma das estratégias que permite
contornar a dificuldade de veicular substancias ao cérebro e tem como principais
objetivos a maximizacdo dos seus efeitos terapéuticos e a diminuicdo da sua toxicidade
através do direcionamento destes ao seu local de acdo. De um modo geral, as estratégias
de veiculacdo e vetorizacao cerebral de farmacos inserem-se em trés categorias distintas:
manipulacdo e modificacdo quimica de farmacos, alteracdo transitoria da permeabilidade
da BHE e recurso a vias de administracdo alternativas. Dentro de cada uma delas
distinguem-se diferentes abordagens que variam entre técnicas ndo invasivas, como a
encapsulacdo de farmacos em lipossomas e nanoparticulas, e técnicas invasivas como a
injecdo direta de farmacos na circulacdo cerebral como ocorre na administracao
intracerebral (IC) e intraventricular (IVT) de farmacos. Nao existe, no entanto, nenhum

método totalmente eficaz e desprovido de efeitos adversos ou limitacoes.

Na presente monografia abordam-se as diferentes estratégias de veiculacao e vetorizagdo
de farmacos ao cérebro, referindo-se as suas vantagens e desvantagens, com particular

destaque para as formulacGes atualmente disponiveis no mercado.

Palavras-Chave: Cérebro; Vetorizacdo cerebral; Barreira hematoencefalica;
Nanotecnologia.



Abstract

The brain, one of the noblest and most delicate organs of the human body, is extremely
protected from entry of substances, which can be potentially harmful to the performance
of its functions, through the blood-brain barrier (BBB) that, through physical and
enzymatic processes, also controls the supply of nutrients to the brain. However, the same
mechanisms that play an important role in nutrition and protection also limit the passage
of drugs to neuronal tissues, thus representing an obstacle in the treatment of certain
pathologies. Therefore, treatment of mental and neurological diseases such as multiple
sclerosis, Parkinson's, Alzheimer's and some brain tumours are a huge challenge for
Medicine and Pharmaceutical Technology. Brain targeting of drugs is one of the strategies
that allows to circumvent the difficulty of conveying substances to the brain and its main
goals are to maximize its therapeutic effects and decreased toxicity, by directing drugs to
their site of action. In general, strategies for brain delivery and targeting of drugs fall into
three distinct categories: manipulation and chemical modification of drugs, transient
modification of the permeability of the BBB and the use of alternative routes of
administration. Within each category different approaches can be found, ranging from
non-invasive techniques, such as encapsulation of drugs into liposomes and nanoparticles,
and invasive techniques such as direct injection of drugs into the cerebral circulation, as
in the intracerebral (IC) and intraventricular (IVT) administration of drugs. However, no

method is completely effective and devoid of adverse effects or limitations.

This monograph addresses the different strategies to deliver and target drugs to the brain,
referring to their advantages and disadvantages, with particular emphasis on the

formulations currently available on the market.

Key-Words: Brain; Brain targeting; Blood-Brain-Barrier; Nanotechnology.
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Introducao

1. Introducéo

Dados da Organizacdo Mundial de Saude revelam que as doencas neuroldgicas e mentais
constituem um terco das doencas diagnosticadas nos paises desenvolvidos (Olesen e
Leonardi, 2003). A maior parte destas patologias é cronica e progressiva e ndo possui
cura. Alguns dos tratamentos atualmente disponiveis por vezes ndo sdo suficientes para
aliviar os seus sintomas ou deixam de ser eficazes em determinado estadio da doenca
levando assim a uma diminuicdo da qualidade de vida dos doentes, ao absentismo laboral
e a necessidade de cuidadores de salde e acompanhamento especial dos mesmos. Em
termos econdmicos, segundo um estudo efetuado em 30 paises da Europa e publicado no
European Journal of Neurology, estima-se que o custo total das doencas neurolégicas e
mentais a nivel Europeu tenha atingido os 798 bilides de euros no ano de 2010 tendo-se
verificado um aumento significativo em relacdo a 2004, ano em que este valor ascendeu
apenas aos 386 bilides de euros (Olesen, Gustavsson, Svensson, Wittchen e Jonsson,
2012). De um modo geral, as doengas neuromusculares e os tumores cerebrais encontram-
se no topo da tabela no que concerne ao custo do seu tratamento. Em Portugal, o custo
das doencas neuroldgicas e mentais per capita foi estimado em 1234€, um valor
ligeiramente inferior ao valor médio registado na Europa, 1550€ (Olesen et al., 2012). De
acordo com o European Brain Council (EBC) desde o inicio de Janeiro até final de
Setembro de 2014 os custos econdmicos das doengas neuroldgicas e cerebrais ja tinham

atingido os €585,273,745,218 (disponivel em http://www.europeanbraincouncil.org/).

Face a estes dados, torna-se premente investir no desenvolvimento de novos tratamentos
e novas estratégias de veiculacdo e vetorizagcdo de farmacos ao cérebro, tendo o EBC
considerado o presente ano de 2014 o Ano Europeu do Cérebro. Esta iniciativa pretende
essencialmente sensibilizar, educar e desafiar mentalidades no sentido de modificar as
percecdes atuais e, acima de tudo, proteger este 6rgdo vital para 0 organismo humano.
Dado que se assiste ao envelhecimento da populacdo e a um aumento de doencgas que
afetam o Sistema Nervoso Central (SNC), impulsionar e promover a investigacdo na area
da Neurologia e o desenvolvimento de novos farmacos e tratamentos constitui também
uma meta a atingir. A titulo de exemplo, encontram-se entre alguns dos grandes
laboratdrios farmacéuticos que suportam e apoiam esta iniciativa a Abbott, AstraZeneca,
Bayer, Bristol-Myers Squibb, Eli Lilly, GlaxoSmithKline, Merck Serono, Pfizer e Roche
(Baker, 2013).
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Veiculagdo e Vetorizacdo de Farmacos ao Cérebro

A vetorizacdo de farmacos € uma das estratégias mais promissoras para 0
desenvolvimento de novas formulagcbes e consiste em direcionar e aumentar a
biodisponibilidade de moléculas com atividade terapéutica nos seus locais de acéo,
dotando-as de uma maior seletividade e eficacia, minimizando-se assim os seus efeitos
adversos. Esta abordagem revela-se particularmente Gtil para farmacos pouco seletivos
e/ou muito toxicos como os antineoplésicos, ou para atingir 6rgaos de dificil acesso como
o cérebro. Delinear novas estratégias de vetorizagdo e desenvolver farmacos que atinjam
a circulacao cerebral é particularmente desafiante na medida em que aproximadamente
100% das moléculas de grandes dimens6es ndo conseguem atingir o SNC e cerca de 98%
dos farmacos de pequenas dimensdes ndo atravessam a BHE (Pardridge, 2003). Um
estudo que analisou sensivelmente 7000 farmacos revelou que apenas 5% conseguiu
efetivamente alcancar o cérebro, sendo que a sua massa molecular (MM) média rondava
os 357 Da (Ghose, Viswanadhan e Wendoloski, 1999). Estes dados demonstram
indubitavelmente as dificuldades encontradas na veiculacao e vetorizacéo de farmacos ao

cérebro.

O direcionamento ou vetorizacdo de farmacos pode efetuar-se de forma passiva ou ativa.
Quando, apds administracdo, o farmaco se acumula no organismo de forma espontanea
de acordo com a sua distribuicdo natural ou segundo a distribuicdo intrinseca do seu vetor
estamos perante uma vetorizacdo passiva (Torchilin, 2000). Esta estratégia €
particularmente vantajosa quando se pretende atingir 6rgdaos ou células do sistema
fagocitico mononuclear (SFM), antigamente também designado sistema reticulo
endotelial, como o baco, o figado ou os ganglios linfaticos, os lisossomas ou as células
mononucleares da medula 6ssea (Hume, 2006). Esta vantagem é motivada pelo facto de
os sistemas de vetorizacdo de farmacos serem complexos de grandes dimensdes e serem
reconhecidos pelo sistema imunitario como corpos estranhos ao organismo. Assim, estas
particulas ao serem detetadas na corrente sanguinea sdo opsonizadas pelas células do

SFM e deste modo conduzidas ao seu local de acdo (Owens e Peppas, 2006).

Por outro lado, a vetorizagdo ativa caracteriza-se pela conjugacdo do farmaco ou vetor
onde este estd encapsulado a um residuo de vetorizacdo, diretamente ou através de um
ligando, com afinidade para recetores, enzimas ou outras moléculas enddgenas
especificas, expressas no local que se pretende atingir (Gujral e Khatri, 2013). Na
vetorizacdo cerebral recorre-se com frequéncia a anticorpos monoclonais direcionados a

recetores e transportadores expressos na BHE, como residuos de vetorizagéo.
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Introducao

Independentemente das suas caracteristicas, o0 residuo de vetorizacdo possui
nomeadamente trés fungdes distintas: favorecer e direcionar a distribui¢do do farmaco no
organismo, proteger o farmaco da acdo enzimatica e em consequéncia evitar 0 seu
metabolismo e perda de atividade, e ainda impedir a sua clearance. Em resumo, a
vetorizacdo ativa compreende um maior leque de estratégias e aplicacdes terapéuticas e

confere ao sistema de veiculagdo de fA&rmacos uma maior probabilidade de sucesso.

Conforme referido anteriormente, o residuo de vetorizacdo pode ser ligado
covalentemente ao fa&rmaco ou adsorvido a superficie de transportadores do tipo coloidal
(sistemas de particulas) como os lipossomas, nanoparticulas e micelas ou a moléculas de
elevada MM e solubilidade em agua (transportadores macromoleculares solveis) como
0 polietilenoglicol (PEG) (Tucker, Yang e Mujoo, 2012; Masserini, 2013). Novos
transportadores de farmacos incluem eritrocitos, mondcitos, bacteriéfagos e virus, no
entanto mais estudos sdo necessario para aprofundar o seu uso na pratica clinica e, acima

de tudo, a sua seguranca (Solomon, 2008; Shah, 2011).

De acordo com o destino do vetor podem definir-se trés niveis de vetorizacao, tal como

apresentado na Tabela I.

Tabela | — Niveis de vetoriza¢do de farmacos (Gujral e Khatri, 2013).

Nivel de vetorizagado Destino do farmaco Exemplo
Primeira ordem Distribui¢do num determinado 6rgdo Figado, Cérebro
Sequnda ordem Distribui¢do numa parte especifica de um Células de Kupffer, Células

g orgéo tumorais

Interagdo com proteinas

Terceira ordem Distribuicdo intracelular . i
¢ citoplasmaticas

Particularizando para o tema abordado nesta monografia, se se considerar a veiculagdo de
farmacos ao cérebro como a sua passagem atraveés da BHE apenas, a vetorizacdo é
classificada como vetorizagdo de 1% ordem. No entanto, quando o objetivo é veicular
farmacos a uma regido especifica do cérebro, como no caso de tumores cerebrais, estamos
perante uma vetorizacdo de 22 ordem. Em terapia genica pretende-se que o farmaco
alcance o nucleo das células pelo que o nivel de vetorizacédo atingido € de 32 ordem.
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Veiculagdo e Vetorizacdo de Farmacos ao Cérebro

Segundo investigadores do Maharaja Surajamal Institute of Pharmacy em Nova Deli,
um sistema ideal de vetorizacdo de fA&rmacos deve possuir as caracteristicas apresentadas
na Tabela Il (Gujral e Khatri, 2013).

Tabela Il — Caracteristicas ideais de um sistema de vetorizacdo de farmacos.

Auséncia de imunogenicidade e toxicidade
Bioguimicamente inerte
Fisica e quimicamente estavel, in vivo e in vitro
Seletividade
Distribui¢do uniforme nos capilares e tecidos alvo
Reprodutibilidade
Boa relagdo custo-efetividade
Transportadores biodegradéaveis

Libertagdo controlada do fa&rmaco

Alguns dos desafios com que as empresas se deparam no desenvolvimento de terapéuticas
para doencas neuroldgicas e mentais sdo a complexidade do funcionamento cerebral e a
escassa informacdo existente acerca da sua fisiopatologia, desenvolvimento e progressao.
O facto de haver necessidade de o fa&rmaco atravessar a BHE, a tendéncia destes farmacos
para causarem efeitos secundarios a nivel do SNC, o tempo que demoram a chegar ao
mercado (12-16 anos) em comparacdo com outros farmacos (10-12 anos) e 0s custos
envolvidos em todo o processo de desenvolvimento e producdo constituem alguns dos
obstaculos e dificuldades emergentes em todo o processo até & autorizacao de introducao

no mercado (Alavijeh, Chishty, Qaiser e Palmer, 2005).

De um modo geral distinguem-se essencialmente trés abordagens na veiculacdo e
vetorizacdo de farmacos ao cérebro. As trés principais estratégias sdo a administracdo
direta de farmacos no cérebro, a alteracdo momentanea da permeabilidade da BHE e a
modificacdo e manipulacdo quimica de farmacos (Wang, Siahaan e Soltero, 2005).

De forma a ilustrar a complexidade cerebral e proporcionar uma melhor compreenséo do
tema sobre o qual incide a presente monografia serdo abordados brevemente as
caracteristicas e funcbes da BHE e os fatores que afetam a passagem de farmacos através

da mesma.
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Estrutura e funcéo da barreira hematoencefalica

2. Estrutura e funcéo da barreira hematoencefalica

Dadas as caracteristicas Unicas do cérebro, este € um dos 6rgdos menos acessiveis a
entrada de farmacos, pois, sendo um dos 6rgdos mais nobres e delicados do corpo humano
encontra-se extremamente protegido quer por estruturas ésseas, quer por uma membrana

fisica, imunoldgica, enzimatica e de transporte denominada de BHE.

A BHE é uma membrana semipermedvel que separa a circulacdo sanguinea geral da
circulacdo cerebral e que tem a seu cargo as fungdes de regular a concentragdo de ides,
como o sodio e o potassio, no liquido cefalo-raquidiano (LCR), controlar a
neurotransmissdao ao auxiliar na manutencao dos niveis de neurotransmissores quer a
nivel periférico quer a nivel central, proteger o cérebro da entrada de xenobidticos,
metabolitos toxicos e microrganismos, e nutrir o SNC (Abbott, Patabendige, Dolman,
Yusof e Begley, 2010). Esta membrana desenvolve-se entre 0 3° e 9° més de gestacdo e
esta totalmente formada na altura do nascimento, embora ainda imatura. Todos 0s
organismos vivos cujo SNC se encontra bem desenvolvido possuem BHE (Saunders,
Knott e Dziegielewska, 2000; Ballabh, Braun e Nedergaard, 2004). Para alem da BHE
existem ainda duas outras zonas de interface entre o sangue e o cérebro que limitam a
permuta de substancias entre estes dois compartimentos: a barreira sangue- LCR situada
ao nivel do plexo coroideu, onde é produzido o LCR, e a barreira aracnoide, sendo que a
ultima, por apresentar uma reduzida area de superficie e auséncia de vasos sanguineos,
ndo constitui uma importante via de entrada de moléculas para o SNC (Abbott,
Patabendige, Dolman, Yusof e Begley, 2010). Adicionalmente, quando se esta perante
um caso de tumor intracraniano, existe ainda outro obstaculo a ultrapassar conquanto que
0s vasos que nutrem as células cancerigenas formam uma estrutura designada de barreira
sangue-tumor gque impede o acesso de farmacos ao interior do mesmo (Misra, Ganesh,
Shahiwala e Shah, 2003).

Foi Paul Ehrlich que em 1885 demonstrou pela primeira vez que existia uma barreira
entre 0 SNC e a circulacéo verificando que apds administracéo intravenosa de um corante
vital todos os oOrgdos adquiriam coloracdo exceto o SNC. Anos mais tarde, Edwin
Goldmann veio confirmar a sua descoberta ao observar que 0 mesmo corante ficava retido
no SNC apos administragdo deste no liquido cérebro-espinhal (Bellavance, Blanchette e
Fortin, 2008).
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(b) Blood
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Figura 1 — Barreiras existentes entre o sangue e o cérebro (Abbott et al., 2010).
A — Barreira Hematoencefalica, B - Barreira Sangue - Liquido cefalo-raquidiano, C - Barreira Aracnoide.

A BHE ¢é uma barreira de difusdo que regula de forma altamente seletiva a permuta de
substancias entre o sangue e 0 SNC e é constituida por uma monocamada continua e
uniforme de células endoteliais que formam as paredes dos capilares que perfundem o
cérebro (Abbott, 2004; Cardoso, Brites e Brito, 2010). Estima-se que no cérebro humano
existam sensivelmente 100 bilides de capilares que cobrem cerca de 95% da superficie
cerebral correspondente a uma area de aproximadamente 12 a 18 m? e possuam um
comprimento total de 650 km. Uma vez que os capilares se encontram distanciados
apenas 40 um, virtualmente cada neurénio € nutrido pelo seu proprio capilar e a extensa
area de superficie por estes formada faz com que as células endoteliais sejam apontadas
como a principal via de entrada de farmacos para os tecidos cerebrais (Pardridge, 2003).
O reduzido didmetro e a fina espessura dos capilares que compdem a BHE diferenciam-
nos dos vasos presentes em outros érgdos (Figura 2). Estes capilares possuem ainda uma
maior densidade mitocondrial em compara¢do com outros capilares devido as elevadas
necessidades energéticas do cérebro e, consequentemente, um citoplasma com menor area
(Davson e Segal, 1995). As células endoteliais dos capilares que formam a BHE

encontram-se unidas através estruturas denominadas de tight junctions (TJ) que limitam
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o fluxo paracelular de moléculas para o0 SNC, sendo as verdadeiras responsaveis pelas
propriedades de barreira fisica atribuidas @ BHE. Estas estruturas resultam da interagéo
entre proteinas transmembranares, como as claudinas, ocludinas e as junctions adherence
molecules, e proteinas citoplasmaticas. As adherence junctions fazem também parte
integrante das TJ e todo este complexo sistema de proteinas é regulado através de vias de
sinalizacdo celular nas quais intervém sobretudo as proteinas quinases (Matter e Balda,
2003; Krizbai e Deli, 2003; Gonzalez-Mariscal, Tapia e Chamorro, 2008). Como tal,
todos estes componentes das TJ constituem potenciais alvos terapéuticos de farmacos que
possuam capacidade de modular e alterar as suas fungdes e, por conseguinte, provocar
uma disrupgdo na BHE melhorando a sua absorcdo e aumentando a biodisponibilidade
cerebral de moléculas com atividade terapéutica (Deli, 2009). As TJ parecem ainda
exercer funcdes ao nivel da regulacdo da expressao de determinados genes, proliferacdo
e diferenciacdo celular (Ballabh et al., 2004). Outras caracteristicas que tornam a BHE
numa membrana Unica sdo a sua reduzida atividade pinocitica, auséncia de capilares
fenestrados e de drenagem linfética, caréncia de sistema de histocompatibilidade e carga
superficial negativa (Williams, Alvarez e Lackner, 2001; Streit, Conde, Fendrick, Flanary
e Mariani, 2005; Abbott, Rénnbéck e Hansson, 2006; Rip, Schenk e de Boer, 2009). A
sua elevada resisténcia elétrica estimada entre 1000 e 2000 ohm cm? origina uma barreira
a entrada de substancias polares e ionizadas no cérebro, imputando-se este seu atributo
ao facto de expressar proteinas distintas daquelas que sdo encontradas nos capilares
periféricos, nomeadamente as ocludinas que compdem as TJ (Butt, Jones e Abbott, 1990).
A homeostase cerebral depende ainda de elementos celulares e outras estruturas
adicionais como os astrécitos, pericitos e células gliais que, concomitantemente com as
TJ, formam um conjunto denominado de Unidade Neurovascular. Estes componentes
possuem funcdes de suporte da BHE e revestem-se de particular importancia uma vez que

regulam a sua atividade e contribuem para o seu normal funcionamento (Krol, 2012).

Para além da funcdo de barreira fisica propriamente dita, a BHE possui ainda uma intensa
atividade metabdlica, enzimatica e de transporte e por isso fazem parte integrante desta
membrana uma grande variedade de enzimas, recetores e transportadores de influxo e
efluxo que, respetivamente, facilitam e limitam a entrada de substancias na circulacéo
cerebral (Tabela Il1).
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Figura 2 — Diferencas morfoldgicas entre os capilares cerebrais e os capilares periféricos (Misra et al.,

2003).

Contudo, a BHE néo é uma membrana homogénea a nivel molecular uma vez que existem
algumas regides do SNC que ndo expressam a BHE classica possuindo capilares
semelhantes aqueles encontrados na periferia. Estas regides situam-se em redor dos
ventriculos cerebrais e sdo denominadas de orgdos circunventriculares (OCV). A
neurohipofise, o plexo coroideu, a glandula pineal e a area postrema sdo exemplos de
OCV e uma vez que sdo areas mais permeaveis a substancias exdgenas constituem uma
possivel via de veiculacdo de farmacos ao cérebro (Madrid, Langer, Brem e Langer,
1991).

Sabe-se ainda que as caracteristicas da BHE se modificam em situac6es patologicas como
na epilepsia (Abbott, Rénnbéck e Hansson, 2006; Zlokovic, 2008), esclerose multipla
(Correale e Villa, 2007), em condigfes de hipoxia e isquemia (Kaur e Ling, 2008), na
doenca de Parkinson e na doenca de Alzheimer (Desai, Monahan, Carvey e Hendey,
2007), em caso de neoplasias (Bronger et al., 2005), em situacBes de glaucoma
(Ballantine, Bell e Manlapaz, 1960) e nas doencas lisossomais (Begley, Pontikis e Scarpa,
2008). O consumo de alcool e o coma hipoglicéemico podem também alterar as
propriedades desta membrana (Yorulmaz, Seker e Oztas, 2011).
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Tabela 111 — Transportadores de influxo e efluxo expressos na barreira hematoencefalica ( Wang, Siahaan
e Soltero, 2005; Jouyban e Soltani, 2010; Kumar, Gupta e Sharma, 2012).

Nome do

Substratos Farmacos e Nutrientes Influxo/Efluxo
Transportador
Aminoacidos neutros, Melfalano, gabapentina,
Lar=4 L-tirosina, L-fenilalanina levodopa, baclofeno il aiE o
Transpo_rtador de Inibidores da HMG,—_CoA Sinvastatina, lovastatina,
acidos com grupo carboxilico, . o Influxo
- L o acido salicilico
monocarboxilicos acido lactico, acido acético
TranspO(tgdor e Purinas e pirimidinas A_denosma, genc!tabl_na, Influxo
nucleésidos zidovudina, zalcitabina
Transp_qrtador de Transporte _b~|d|re0|onal de CI. Na*, K*, H*, HCO5 Influxo/Efluxo
i0es i0es
GLUT-1 Hexoses, acido ascorbico Glucc_Jse, _morflna Influxo
glicosilada
Xenobioticos, metabolitos Antineoplésicos,
toxicos glucocorticéides

Alteracbes que podem ocorrer na BHE compreendem a formacdo de poros nas
membranas celulares das células endoteliais induzidos por farmacos antipsicéticos e
antidepressivos, aumento da atividade pinocitica em resposta a um aumento da pressao
arterial, e aumento do transporte paracelular de substancias e extravasamento de proteinas
plasmaticas como consequéncia da disrupc¢do das TJ devido a producdo de mediadores
quimicos envolvidos na inflamacéo (bradicininas, serotonina, histamina, radicais livres,
trombina, substancia P) (Witt e Davis, 2006). Aminoacidos como a taurina, glutamato e
aspartato; Oxido nitrico (NO), Adenosina trifosfato (ATP), Fator de necrose tumoral-o
(TNF-a) e Interleucina-p (IL-B) produzidos pelos astrocitos parecem também estar
envolvidos na disfuncdo da BHE (Annunziata, Cioni, Toneatto e Paccagnini, 1998;
Abbott, 2000; Pan, Kastin, Gera e Stewart, 2001). Podem ocorrer ainda alteragcdes na
expressdo de determinados transportadores ao nivel das células endoteliais e das células
da glia e um aumento da adesao e migracdo de leucdécitos essencialmente em patologias
de base inflamatdria e autoimune (Potschka, 2010; Kovéacs, Heinemann e Steinhauser,
2012). Todas estas alteracOes resultam num aumento da permeabilidade da BHE e melhor

penetracdo de farmacos e outras moléculas na circulagéo cerebral.

Salienta-se também que existem regides do SNC mais suscetiveis de sofrerem estas
alterac6es do que outras como o hipocampo e o cortex cerebral, embora a explicagdo para

este fendbmeno permaneca desconhecida (Abbott e Friedman, 2012).
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Em resumo, 0 acesso restrito e altamente controlado de substancias aos tecidos cerebrais
deve-se essencialmente a 5 fatores: presenca de TJ que limitam o transporte paracelular
de substéancias, reduzida atividade pinocitica da BHE e, consequentemente, transporte
transcelular diminuto, auséncia de capilares fenestrados que blogueiam a passagem
intercelular de substancias, funcéo de barreira enziméatica da BHE que cinge a entrada de
determinadas moléculas, virus e proteinas no cérebro e presenca de transportadores de

efluxo na BHE como a glicoproteina-P (gpP) e outros sistemas.
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3. Fatores que afetam a permeabilidade de farmacos através da barreira
hematoencefalica

Muitas vezes a ineficacia terapéutica de algumas moléculas ndo esta relacionada com
auséncia de poténcia mas sim com a ineficacia do método pelo qual séo veiculadas ou
com a sua estrutura e caracteristicas fisico-quimicas. Os fatores que limitam a penetracao
de farmacos no cérebro sdo a sua massa molecular, o coeficiente de particdo, a constante
de ionizacdo a pH fisioldgico e o nimero de liga¢Ges de hidrogénio que a molécula pode
estabelecer (Pajouhesh e Lenz, 2005). Assim, farmacos lipofilicos cujo coeficiente de
particdo octanol/agua (log P) se situe entre 0,5 e 6,0, com massa molecular entre os 400-
600 Da, ou inferior, e ndo ionizados a pH fisioldgico tém maior probabilidade de atingir
0 SNC em concentrac@es terapéuticas (Juillerat-Jeanneret, 2008). Contudo, uma vez que
farmacos com elevada lipofilia apresentam um elevado volume de distribuicdo, extensa
ligacdo as proteinas plasmaéticas e, consequentemente, um menor tempo de semivida
devido ao seu rapido metabolismo hepatico, o log P considerado 6timo e que permite
manter um equilibrio entre a quantidade de farmaco que é absorvido e aquela que é alvo
do efeito de primeira passagem esta compreendido entre 1,5 e 2,5 (Madrid, Langer, Brem
e Langer, 1991).

Sabe-se ainda que compostos com tendéncia para formar mais do que 6 ligacdes de
hidrogénio e com uma area de superficie polar superior a 80 A2 possuem uma passagem
diminuta para os tecidos neuronais (Clark, 2003). Se, por um lado, a presenca de ligagdes
flexiveis e estruturas ramificadas restringe a passagem de farmacos para o cérebro, a
afinidade para transportadores presentes na BHE é um fator que influencia positivamente
a sua permeabilidade (Kemper, Boogerd, Thuis, Beijnen e Van Tellingen, 2004).
Moléculas com carga positiva a pH fisiolégico, como € o caso das bases, conseguem
penetrar mais facilmente do que moléculas com carga negativa devido a interacdo
electroestatica com proteinas presentes na membrana apical das células endoteliais que
compdem a BHE que, conforme discutido anteriormente, apresentam carga superficial
negativa (Abbott et al., 2010). Infelizmente poucos, ou mesmo nenhum farmaco engloba
as caracteristicas consideradas ideais acima enunciadas, e mesmo aqueles que cumprem
algumas delas veem a sua passagem através da BHE limitada devido & presencga de

transportadores de efluxo extremamente eficazes (Lipinski, 2000).
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4. Estratégias de veiculacdo e vetorizacéo de farmacos ao cérebro

De um modo geral, as estratégias de veiculacdo e vetorizacdo cerebral de farmacos
inserem-se em trés categorias distintas: manipulagdo e modifica¢do quimica de farmacos,
alteragdo transitoria da permeabilidade da BHE e recurso a vias de administragdo
alternativas. Dentro de cada uma delas distinguem-se diferentes abordagens mais
propensas a veicular determinados tipos de farmacos ou a ser aplicadas na pratica clinica
em determinadas patologias, ou com indicacdo em situacdes especificas, ndo existindo,
no entanto, nenhum método totalmente eficaz e desprovido de efeitos adversos ou

limitacdes.

Seguidamente, serdo descritas as caracteristicas e discutidas as vantagens e desvantagens

de cada uma das estratégias.

4.1 Manipulacao e modificacdo quimica de farmacos

Uma vez conhecidas as caracteristicas que uma molécula deve apresentar para alcangar
concentracdes cerebrais terapéuticas constata-se que, tal como anteriormente referido,
praticamente nenhum farmaco consegue reuni-las na integra. De modo a favorecer e
melhorar a sua penetracdo cerebral surge a possibilidade de modificar e manipular
qguimicamente moléculas dotadas de atividade terapéutica atraves, respetivamente, da sua
encapsulacdo em transportadores coloidais de particulas e do design de pro-farmacos e
analogos lipofilicos. Devido a sua ampla aplicacdo, quer em doengas neuroldgicas e
mentais, quer em patologias com diferente etiologia, a farmacos bioldgicos e a moléculas
produzidas por sintese quimica, e a possibilidade de veiculacao e vetorizacdo de farmacos
a 6rgdos especificos (incluindo o cérebro), perspetiva-se um futuro promissor para esta
abordagem.
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4.1.1 Pro-farmacos e analogos lipofilicos

O conceito de pro-farmaco surgiu em 1958 e foi uma das primeiras estratégias idealizadas
para contornar a dificuldade de veicular farmacos ao cérebro. Um pro-farmaco é um
percursor quimico derivado de uma substancia com atividade terapéutica que ndo possuli
atividade farmacoldgica mas que ap6s reagdo enzimética ou hidrdlise cede o principio
ativo que exerce o efeito terapéutico (Rautio et al., 2008). O design de pré-farmacos
representa uma ferramenta util para melhorar a penetracdo cerebral de farmacos pois
mascarando 0s seus grupos polares, quer através da introducdo de moléculas lipidicas
como &cidos gordos, fosfolipidos ou glicéridos, quer através da sua esterificacdo, confere-
se uma maior lipofilia aos compostos, caracteristica fundamental de que uma molécula
deve ser dotada de modo a atravessar facilmente membranas e barreiras bioldgicas como
a BHE. Este processo designado, em inglés, de lipidization permite assim alcancar
concentracOes cerebrais de farmaco mais elevadas (Pardridge, 2007). Por sua vez, um
analogo lipofilico é uma substancia que possui um maior coeficiente de particdo que o
farmaco que Ihe deu origem devido a sua natureza lipofilica e que teoricamente é mais
facilmente absorvida através das membranas biologicas. Ao contrario de um pro-farmaco,
um anélogo lipofilico tem atividade terapéutica mas, regra geral, devido as modificacdes
estruturais de que € alvo e devido ao facto de ter uma ligacdo as proteinas plasmaticas
mais extensa possui uma atividade terapéutica inferior a molécula de base. Assim, embora
0s casos de sucesso sejam relativamente reduzidos, a lipidizacdo de pro-farmacos € mais
viavel e conduz a maiores probabilidades de sucesso (Rautio, Laine, Gynther e
Savolainen, 2008). O exemplo classico de um pré-farmaco que apos lipidizacdo penetra
mais facilmente no cérebro é a heroina, um pré-farmaco da morfina. Por ser uma molécula
mais lipofilica, a heroina atravessa a BHE a uma velocidade 100 vezes superior a morfina.
Uma vez nos tecidos neuronais os grupos acetilo da heroina sofrem hidrdlise originando
a morfina que fica retida nestes devido a sua natureza hidrofilica (Oldendorf, Hyman,
Braun e Oldendorf, 1972).

Para que o uso de prdé-farmacos seja uma estratégia eficaz é importante que estes
cumpram alguns critérios de vetorizacdo. Em primeiro lugar, o pro-farmaco deve
conseguir atingir o tecido alvo rapidamente e a sua conversdao em farmaco deve ser
seletiva, ou seja, deve ser efetuada proximo do 6rgdo alvo. Por sua vez, o farmaco deve

ter capacidade de ficar retido no tecido a tratar de forma a exercer o seu efeito terapéutico
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(Anderson, 1996). E também fundamental garantir que, apds clivagem e conversdo do
pro-farmaco em farmaco, a molécula remanescente ndo apresenta toxicidade e é facil e
rapidamente eliminada pelo organismo. Muitas vezes é possivel predizer, a partir das
caracteristicas do farmaco, se um pro-farmaco possui os elementos basicos para obter
sucesso. Segundo Rautio et al (2008), se um farmaco apresenta uma entrada e saida do
SNC idénticas € espectavel que um pro-farmaco favoreca a sua penetracdao no cérebro e
que apds conversao, o farmaco por ser uma molécula mais hidrofilica fique retido no local

desejado.

O design de pré-farmacos conduz inevitavelmente a um aumento da MM da molécula
final e 0 aumento da sua lipofilia traduz-se numa ampla ligagéo as proteinas plasmaticas
afetando a sua difusdo através das membranas. Ao longo do seu transporte até ao cérebro
o pro-farmaco pode sofrer degradacdo enzimatica e hidrolise na corrente sanguinea pelo
que a sua veiculacdo em sistemas de particulas como os lipossomas e nanoparticulas
permite preservar a sua integridade e estabilidade (Dhanikula e Panchagnula, 2005;
Carafa et al., 2010). Assim, uma vez que a absor¢do de pro-farmacos através de difuséo
passiva esta comprometida, pode recorrer-se ao seu transporte através de transportadores
enddgenos ou através de duas técnicas denominadas de Antibody-Directed Enzyme
Prodrug Therapy (ADEPT) e Gene-Directed Enzyme Prodrug Therapy (GDEPT). Ou
seja, o pré-farmaco pode ser respetivamente, conjugado com uma enzima acoplada a um
anticorpo monoclonal especifico de um determinado recetor expresso a superficie da
BHE, ou pode ser veiculado a partir de um transgene injetado diretamente no parénquima

cerebral (Figura 3).

Uma das maiores limitaces desta abordagem estd relacionada com o facto de apo6s
conversdo do pro-farmaco em farmaco este continuar a ser vulneravel a acdo dos
transportadores de efluxo. Para contornar este problema pode recorrer-se a
coadministracdo do pré-farmaco e de um inibidor dos transportadores de efluxo
(Breedveld, Beijnen e Schellens, 2006) ou mascarar os grupos funcionais do pro-farmaco

reconhecidos por estes transportadores.
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Figura 3 — Estratégias de veiculacdo de pré-farmacos (Rautio et al., 2008).

A conjugacdo de um pré-farmaco com um inibidor dos transportadores de efluxo constitui
também uma possivel estratégia a explorar. Duas moléculas anti-parkinsénicas, a L-dopa
ou levodopa (pré-farmaco da dopamina) e o entacapone (inibidor da COMT — Catecol-
O-Metiltransferase) foram conjugadas com o objetivo de aumentar a biodisponibilidade
da L-dopa no SNC sugerindo que este método poderia ser aplicado na veiculacdo de
outras substancias ao cérebro (Leppéanen et al, 2002). N&o obstante, a inibi¢do crdnica de
transportadores de efluxo pode culminar numa acumulacéo de substancias toxicas para o
SNC pelo que, aquando do seu uso, devem ser avaliados os pros e contras e, sobretudo, a
seguranca desta abordagem. O Unico pro-farmaco aprovado e utilizado atualmente na
pratica clinica é a L-Dopa que utiliza como sistema de transporte o transportador LAT-1
(large neutral amino acid transporter) presente na BHE pelo que, também por ser
considerado o tratamento gold standard na doenca de Parkinson, ndo pode deixar de ser
mencionado neste capitulo (Hornykiewicz, 2010).Uma técnica inovadora que requer
multiplos passos sequenciais para a conversao do pré-farmaco em farmaco é denominada
de Chemical Drug Delivery em inglés, ou veiculagdo quimica de farmacos. Baseando-se
na previsibilidade das reagdes quimicas que a molécula ira sofrer até atingir o seu 6rgado
alvo, esta técnica distingue-se da abordagem classica de pro-farmaco pois requer mais do
que um passo para que o pré-farmaco exiba atividade farmacoldgica. Um artigo publicado
em 2008 por investigadores finlandeses, cuja leitura é recomendada, oferece uma viséo
geral e integrada da vasta aplicacéo da veiculacdo de pro-farmacos ao SNC (Rautio et al.,
2008).
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4.1.2 Transportadores coloidais de particulas e encapsulacéo de farmacos

O desenvolvimento da nanotecnologia farmacéutica nas ultimas décadas e a sua
abrangente aplicacdo veio possibilitar a veiculacdo de farmacos através de
transportadores coloidais de particulas como os lipossomas, micelas e nanoparticulas. A
encapsulacdo de moléculas com atividade terapéutica nestes sistemas permite ndo sé
aumentar a sua biodisponibilidade e estabilidade ao conferir-lhes protecéo contra reagdes
enzimaticas mas também mascarar as suas caracteristicas fisico-quimicas que limitam o

seu tempo de semivida e transporte cerebral.

O sucesso destes sistemas na veiculacdo de farmacos ao cérebro depende da capacidade
de transpor e aplicar todos os conhecimentos tedricos adquiridos até ao momento sobre o
cérebro e sobre estes sistemas de particulas no seu desenvolvimento, mas também da sua

correta formulacéo e administracéo.

De seguida serdo abordados os principais sistemas coloidais de particulas utilizados em
formulacGes farmacéuticas, os lipossomas e as nanoparticulas, destacando-se aquelas que

ja se encontram disponiveis no mercado em Portugal.

4.1.2.1 Lipossomas e micelas

Os lipossomas, considerados as nanoparticulas de primeira geragdo e por vezes
designados de nanoparticulas lipidicas, foram produzidos pela primeira vez em 1961 no
Reino Unido por um hematologista britanico chamado Alec Bangham (Deamer, 2010).
Constituidos por uma, ou mais, bicamadas de fosfolipidos com caracteristicas anfipaticas,
sdo vesiculas que permitem a incorporacdo de farmacos e outras moléculas com
propriedades fisico-quimicas distintas. Moléculas hidrofilicas tendem a ser veiculadas no
interior da cavidade formada pelos fosfolipidos que as compdem, enquanto moléculas
hidrofobicas sdo incluidas na zona apolar da camada fosfolipidica, como representado na
Figura 4. Por sua vez, as micelas séo sistemas esféricos constituidos apenas por uma
camada de fosfolipidos que se dispéem, quando em contacto com meio aquosos, com as
suas extremidades polares voltadas para o exterior formando uma cavidade hidrofébica
(Figura 4).
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Figura 4 — Incorporagdo de fa&rmacos hidrofébicos e hidrofilicos em lipossomas e micelas (Khan, 2010).
A — Representacdo de um Lipossoma; B — Representacdo de uma Micela.

Dado que um sistema ideal de transporte de farmacos deve ser biocompativel e
biodegradavel, de forma prevenir a sua acumulacdo nos 6rgéos e tecidos e consequente
toxicidade, estas particulas sdo geralmente formuladas com lipidos presentes nas
membranas bioldgicas como a esfingomielina, a fosfatidilcolina e glicerofosfolipidos. O
colesterol € frequentemente adicionado a estas vesiculas pois, para além de diminuir a sua
permeabilidade e o extravasamento de farmaco, parece aumentar a estabilidade dos

lipossomas e micelas in vivo (Batista, Moraes, Carvalho e Santos, 2007).

Os lipossomas e as micelas ditos convencionais sao apenas constituidos por fosfolipidos
e colesterol, e apresentam como principal desvantagem uma elevada clearance decorrente
da sua opsonizacdo e fagocitose por células do SFM (Sapra e Allen, 2003), o que pode
ser vantajoso quando se pretende atingir 6rgdos como o figado e o bago (vetorizacdo
passiva), por exemplo. A estabilidade destas particulas pode ainda ser afetada por
processos quimicos e fisicos na medida em que séo suscetiveis a hidrolise e oxidagéo
devido a sua natureza lipidica e pode haver formagé&o de agregados ou fusdo das vesiculas.
De forma a promover a sua integridade e ultrapassar estes problemas recorre-se a sua
liofilizacdo e a adicdo de antioxidantes e moléculas lipidicas carregadas positivamente

como o diacetilfosfato, que criam uma repulsdo electroestatica entre as particulas
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evitando a sua agregacao (Batista et al., 2007). A simples alteracdo de parametros como
o tamanho, carga e composi¢do permite diminuir a captacdo destas particulas pelo SFM.
Investigadores holandeses demonstraram que lipossomas com 400 nm s&o removidos da
corrente sanguinea mais rapidamente e por conseguinte possuem um tempo de semivida
menor do que lipossomas com dimensdes inferiores (Laverman e Boerman, 1999). A par
com as nanoparticulas, projeta-se nos lipossomas um futuro promissor. Todavia, no que
respeita a sua toxicidade, os lipossomas, ao invés destas, sdo de um modo geral menos
toxicos uma vez que sdo compostos por lipidos naturalmente presentes no organismo,
possuindo assim caracteristicas mais favoraveis a sua implementacdo em termos clinicos
(Buse e El-Aneed, 2010).

O elevado polimorfismo dos lipossomas, conseguido através da sua funcionalizacéo,
permite em certa medida ultrapassar as desvantagens dos lipossomas convencionais
anteriormente mencionadas. A funcionalizacao destas particulas consiste na modificacdo
da sua superficie pois € com esta que as células contactam e interagem em primeiro lugar.
Esta pode ser efetuada através da adsor¢do ou conjugacao de ligandos a superficie das
particulas (Bhaskar et al., 2010). Nos possiveis candidatos a ligandos incluem-se
substratos de transportadores e recetores expressos nas células que compdem o endotélio
da BHE. Anticorpos monoclonais dirigidos a uma determinada proteina expressa nas
células endoteliais ou a introducdo de transportadores macromoleculares soliveis como
polimeros hidrofilicos permitem respetivamente vetorizar e melhorar o tempo de
semivida destes sistemas. Uma vez que o principal objetivo € direcionar estes sistemas de
transporte de farmacos a um 6rgao em especifico, ha que ter conhecimento profundo do
orgao alvo, assim como dos mecanismos de transporte envolvidos na sua captacéo pelos
transportadores (Chen e Liu, 2012). A versatilidade conferida a estas particulas através
da sua funcionalizagdo permite ainda utilizad-las como sondas de diagnéstico

incorporando fluorocromos na extremidade de espacadores (Figura 5).
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Figura 5 — Multifuncionalidade de lipossomas e nanoparticulas (Masserini, 2013).

A peguilacdo é um processo através do qual moléculas de PEG sdo adicionadas a
superficie de lipossomas ou nanoparticulas, ou acopladas a proteinas e farmacos, atraves
de ligagBes covalentes. Para além da hidrofilia conferida por estas moléculas prolongar o
tempo de semivida destes sistemas, as cadeias de PEG proporcionam a estabilizacdo
estérica da sua superficie prevenindo o seu reconhecimento e opsonizacdo pelo SFM
(Veronese e Pasut, 2005). No entanto, também existem inconvenientes associados a
peguilacdo como seja a producdo de anticorpos anti-PEG ap6s a primeira administracao,
reduzindo a eficacia das doses subsequentes (Kaminskas, Mcleod, Porter e Boyd, 2011)
e a possibilidade de as cadeias de PEG limitarem a interacdo dos lipossomas com 0s
recetores alvo, em especial se forem cadeias ramificadas. Em 2009 foi publicado um
estudo acerca da toxicidade deste polimero e seus derivados (Webster et al., 2009). Nesta
publicacdo os investigadores reportaram a ocorréncia de vacuoliza¢do do PEG de baixa
MM em células renais apos administracdo prolongada de doses elevadas. Embora tenha
sido demonstrado que a sua toxicidade é limitada ao rim e que existe uma larga margem
terapéutica entre as doses utilizadas na pratica clinica e aquelas que provocam estes
efeitos toxicos, esta evidéncia tem levado a procura de substitutos do PEG. Surgiram

assim novos polimeros biodegradaveis como por exemplo o PLGA e o quitosano.

Prova de que a peguilacdo é eficaz ¢ a formulacdo de cloridrato de doxorrubicina

encapsulado em lipossomas com metoxiPEG (nome comercial na Europa - Caelyx®;

32



Estratégias de veiculacao e vetorizagdo de farmacos ao cérebro

nome comercial nos Estados Unidos da América (EUA) - Doxil®) cuja comercializacdo
esta autorizada pelo Infarmed em Portugal desde 1996 e que € usada off-label na pratica
clinica no tratamento de glioblastomas e tumores metastaticos com resultados
satisfatorios, pois de acordo com o resumo das caracteristicas do medicamento, este

encontra-se aprovado para outras indicacdes terapéuticas (Hau et al., 2004).

Recentemente, em fevereiro de 2013, foi aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA), a entidade reguladora do medicamento nos EUA, o primeiro medicamento
genérico do Doxil® fabricado pela Sun Pharma Global FZE (disponivel em:

http://www.fda.gov/newsevents/newsroom/pressannouncements/ucm337872.htm).

A companhia to-bbb que se dedica ao desenvolvimento de novas formulagfes para o
tratamento de doencas neuroldgicas estuda a veiculacdo cerebral de farmacos ja
disponiveis no mercado através de uma técnica denominada de G-Technology®. Esta
técnica, desenvolvida pelo Industrial Technology Research Institute, em Taiwan, baseia-
se na encapsulacdo de farmacos em lipossomas peguilados que se caracterizam pela
conjugacdo da glutationa as extremidades das moléculas de PEG. A glutationa, um
tripéptido linear e antioxidante natural com funcdes ao nivel da inativacdo de radicais
livres e com um papel importante na destoxificacdo celular, tem acesso ao SNC atraves
de mecanismos especificos de transporte ativo, sendo por isso utilizada como residuo de
vetorizacdo neste sistema. Adicionalmente, o seu uso é benéfico no sentido em que é
utilizada como terapéutica de suporte em doencas oncoldgicas, na SIDA (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida) e na doenca de Parkinson e ainda como suplemento
alimentar devido as propriedades anteriormente enunciadas (Weperen e Gaillard, s.d.).

De acordo com a informacdo disponivel na pagina eletronica desta empresa, estdo a
decorrer dois ensaios clinicos isolados, de fase | e fase Il, respetivamente, envolvendo os
farmacos metilprednisolona e doxorrubicina. Para o glucocorticoide cuja formulacédo
lipossémica é designada de 2B3-201 pretende obter-se aprovacdo para o controlo dos
sintomas da esclerose multipla pela sua potente acéo anti-inflamatéria. Por outro lado, o
produto 2B3-101, constituido pelo antineoplasico doxorrubicina encontra-se em ensaios
de fase Il e as suas indicagdes incluem o tratamento de glioblastomas e metastases
cerebrais (disponivel em http://www.tobbb.com/Pipeline/Pipeline). Inclusive, estudos em

modelos animais (ratos) de glioblastoma multiforme demonstraram que o 2B3-101 € mais
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eficaz na reducdo do tamanho de tumores cerebrais do que o Doxil®/Caelyx® (Weperen
e Gaillard, s.d.).

A tabela IV lista as formulagfes lipossdmicas testadas na veiculagdo de farmacos ao
cérebro e os resultados obtidos. Os medicamentos Ambisome®, Abelcet®, DepoCyte®

e Caelyx® estdo atualmente disponiveis em Portugal.

Lipossomas cationicos tém sido vastamente utilizados em terapia génica e na veiculacao
de citotoxicos como o paclitaxel (Molinari et al., 2007). A interacéo eletrostatica entre os
acidos nucleicos, cuja natureza anionica é conferida pelos seus grupos fosfato, e 0s
lipossomas originam estruturas designadas de lipoplexos que s&o facilmente
transportados além da BHE (Balazs e Godbey, 2011).

Com a publicacdo de inimeros trabalhos nesta area e o crescente e cada vez mais
aprofundado conhecimento acerca destes sistemas de particulas prevé-se que haja a
consolidacdo do seu uso na pratica clinica, quer no tratamento de doengas oncoldgicas,
cardiovasculares, infeciosas e metabdlicas quer no desenvolvimento de vacinas e em

terapia genica.
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Tabela IV — Exemplos de formulagdes lipossomicas utilizadas no tratamento e diagnostico de doencas do sistema nervoso central (Garcia-Garcia, Andrieux, Gil e Couvreur,

2005; Gujral e Khatri, 2013).

Substancia Ativa

Anfotericina B

Anfotericina B

Citarabina

Prednisolona

Doxorrubicina

Vetor adenoviral recombinante

Plasmideo do gene
do INF-p

CM-Dil
(corante fluorescente)

Tipo de
Transportador

Lipossoma
(Ambisome®)

Lipossoma
(Abelcet®)

Lipossoma
(DepoCyte®)

Lipossoma peguilado

Lipossoma peguilado
(Caelyx®)

Lipossoma catiénico

Lipossoma catiénico

Lipossoma peguilado
conjugado com
transferrina

Indicacéo
Terapéutica

Infecdes fungicas do

SNC

Meningite
Criptocécica em
doentes com
SIDA

Meningite
Linfomatosa

Maligna

Encefalite
autoimune

Tumores cerebrais

Tumores cerebrais

Tumores cerebrais

Isquemia

35

Via de
Administracéo

Intravenosa

Intravenosa

Intratecal

Intravenosa

Intravenosa

Intratumoral

Intratumoral

Intravenosa

Resultados Obtidos

Aumento da eficécia do antiflngico e acumulag&o cerebral

Eficacia comparavel a Anfotericina B convencional

Resposta em 13 de 18 doentes submetidos a tratamento de
29 semanas com DepoCyte® vs 3 de 17doentes tratados
com citarabina ndo encapsulada

Diminuicgdo da inflamacédo e infiltragdo de macr6fagos

Diminuicéo da toxicidade, maior acumulagdo em
glioblastomas do que em tumores metastaticos

Diminuicéo da imunogenicidade e manutencdo da atividade
anticancerigena

Inibicdo do crescimento de glioma maligno resistente

Aumento da acumulago cerebral



Veiculagdo e Vetorizacdo de Farmacos ao Cérebro

4.1.2.2 Nanoparticulas

O primeiro farmaco veiculado com recurso a nanoparticulas foi o hexapéptido dalargina,
um analogo da leucoencefalina que apresenta atividade analgésica (Schroeder,
Sommerfeld e Sabel, 1998). Desde entéo variados estudos tém sido publicados em
diversos jornais e revistas com impacto cientifico no sentido dar a conhecer as suas
propriedades e multiplas aplicagcdes, permitindo assim o estudo e desenvolvimento de

novas formulacdes com aplicacao terapéutica.

As nanoparticulas, tal como os lipossomas, sdo sistemas coloidais de particulas com
dimens@es na ordem dos nanometros, podendo o seu tamanho variar entre os 10 e os 1000
nm e que funcionam em termos de transporte e propriedades como um todo. Parametros
como o tamanho, carga, grupos funcionais a sua superficie e o material pelo qual séo
constituidas sdo utilizados para as definir. As nanoparticulas sdo particulas
submicroscépicas formuladas a partir de polimeros naturais, sintéticos ou semissintéticos
nos quais os principios ativos podem ser dissolvidos, encapsulados ou adsorvidos (Tiwari
et al.,, 2012). Varios materiais tém sido utilizados na sua producdo destacando-se o
copolimero de &cido lactico e glicolico (PLGA) e o quitosano, um polissacarido de origem
natural (TabelaV). No que respeita a organizacdo e estrutura do polimero podem
distinguir-se dois tipos de nanoparticulas as nanoesferas e as nanocapsulas. As
nanoesferas sdo sistemas matriciais constituidos por um nucleo sélido que consiste numa
rede polimérica densa. As nanocapsulas por sua vez caracterizam-se por uma cavidade
hidrofoba rodeada por um involucro de polimero e podem ser utilizadas como sistemas
de reservatdrio (Garcia-Garcia et al., 2005). Uma nova entidade desenvolvida e estudada
por Vinogradov para a veiculagdo cerebral de oligonucleotidos sdo os nanogeles
(Vinogradov, Batrakova e Kabanov, 1999; Vinogradov, Bronich e Kabanov, 2002;
Vinogradov, Batrakova e Kabanov, 2004). Estes sistemas de transporte de farmacos sao
compostos por ligagbes cruzadas entre polimeros ionizados como a polietilenoimina
(PEI) e cadeias ndo ionizadas de PEG. A tendéncia do PEI para colapsar quando associado
aum principio ativo através de interacdes eletrostaticas faz com que haja uma redugéo do
volume das nanoparticulas que o constituem. A sua superficie pode ser personalizada tal
como a dos lipossomas e restantes nanoparticulas com a introducdo de ligandos
especificos permitindo assim vetorizar estes sistemas a diferentes 6rgéos e tecidos do

organismo.
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As nanoparticulas caracterizam-se pela sua capacidade de transportar grandes
quantidades de farmaco, poderem ser administradas atraves de qualquer via e permitirem
veicular tanto moléculas hidrofilicas como hidrofébicas. Apo6s encapsulacdo dos
farmacos nestes sistemas o0 seu transporte deixa de depender das suas caracteristicas
fisico-quimicas e passa a depender apenas das propriedades das nanoparticulas. Em
resultado da sua extensa area de superficie é possivel conjugé-las com varias moléculas
do ligando, 0 que aumenta drasticamente a sua afinidade para os recetores (Petkar,
Chavhan, Agatonovik-Kustrin e Sawant, 2011). No entanto, embora com a evolucao da
nanotecnologia tenha surgido a possibilidade de desenvolver transportadores inteligentes
de farmacos com um enorme potencial e vasta aplicacdo na area da Medicina,
modificacbes pos-administracdo assim como parametros fisicos e bioldgicos estdo na

origem de algumas das limitacfes destes sistemas, conforme discutido em seguida.

InvestigacBes recentes demonstram que, em muitos casos, imediatamente apds a
administracdo das nanoparticulas forma-se a sua superficie uma estrutura denominada de
corona que resulta da adsorcéao de proteinas plasmaticas e que influencia fortemente a sua
biodistribuicdo (Aggarwal, Hall, McLeland, Dobrovolskaia e McNeil, 2009; Dell’Orco,
Lundgvist, Oslakovic, Cedervall e Linse, 2010) e é responsavel por camuflar os ligandos
e grupos funcionais adsorvidos, reduzindo assim a eficacia destes sistemas. A adsor¢ao
de moléculas de PEG a superficie destas particulas microscépicas e a insercdo do ligando
na extremidade das suas cadeias permite estabilizar o sistema impedindo a formacéo da
corona e captacao pelo SFM (Villiers, Aramwit e Kwon, 2009).

A elevada concentracdo das nanoparticulas junto ao local de absor¢édo e no seu local de
acao, e o tempo de permanéncia no mesmo, sdo fatores que influem no sucesso desta
estratégia de veiculacdo de farmacos na medida em que o gradiente de concentracdo
criado facilita a sua penetracdo no SNC e € necessario tempo para que se dé uma interacao
entre estas e 0s recetores expressos no 6rgado alvo. Deste modo, fatores como a velocidade
do fluxo sanguineo, o efeito de diluicdo que ocorre apds administracdo das nanoparticulas
num volume de sangue de aproximadamente 5 L e a velocidade de turnover do LCR
contribuem para a clearance do farmaco do seu local de acdo e para a ineficacia de alguns
destes sistemas. A falta de biomarcadores especificos e exclusivamente expressos num
determinado 6rgéo ou célula, a presenca da BHE e a saturabilidade dos transportadores e
recetores alvo sdo também responsaveis pelos seus efeitos toxicos e reduzidas

concentragOes alcancadas no cérebro (Krol, 2012).
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A neurotoxicidade das nanoparticulas traduz-se no bloqueio de canais idnicos, distdrbio
das membranas bioldgicas e inibi¢do de vias de sinalizacdo (Chin et al., 2010; Verma e
Stellacci, 2010).

Tabela V — Farmacos veiculados com recurso a nanoparticulas e principais polimeros utilizados (Kumar,
Gupta e Sharma, 2012; Bhaskar et al., 2010).

Farmaco Tipo de transportador Polimero
Paclitaxel Nanoparticula PGLA
Loperamida Nanoparticula PBCA!
Temozolamida Nanoparticula PBCA!
Rivastigmina Nanoparticula Quitosano
Estradiol Nanoparticula Quitosano
Haloperidol Micela Poloxamero
Paclitaxel Microesfera PGLA
5-Fluorouracilo Microesfera Poli-malonato de metileno

IPBCA — Poli-butil cianoacrilato

Nanoparticulas de ouro, silica e dioxido de titanio atravessam de forma inata a BHE sem
recurso a sua funcionalizacdo, contudo a sua citotoxicidade e o destino dos produtos
resultantes da sua degradacdo continuam a ser as principais limitagcdes associadas a sua
implementacdo na pratica clinica (Sousa et al., 2010; Wu, Wang, Sun e Xue, 2011; Ze et
al., 2013).

Nanoparticulas compostas pela ciclodextrina B demonstraram exercer efeito a nivel da
permeabilidade da BHE. Observou-se que estas particulas possuem a capacidade de
extrair moléculas de colesterol das membranas das células da BHE causando alteracdes
na sua fluidez que culminam na abertura das TJ. Através destes sistemas uma elevada
percentagem de doxorrubicina atingiu 0 SNC em ensaios realizados in vitro (Tilloy et al.,
2006).
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4.2 Transporte mediado por transportadores e recetores endogenos

Para satisfazer as necessidades energeticas do cérebro as células endoteliais da BHE
expressam a sua superficie uma variedade de recetores e transportadores que tém como
fungéo fornecer ao SNC os nutrientes essenciais ao seu funcionamento. Embora estes
transportadores de influxo apresentem alguma seletividade, constituem uma possivel via
de entrada de farmacos e pro-farmacos no cérebro na medida em que recorrendo ao design
de moléculas estruturalmente semelhantes aos seus substratos se pode tirar vantagem
destes sistemas de transporte de nutrientes nativos da BHE. Em alternativa, existe a
hipotese de conjugar o farmaco e o substrato do recetor, mas geralmente esta abordagem
ndo conduz a resultados satisfatorios pois a nova entidade formada néo é reconhecida pelo
recetor (Pardridge, 2003; Wang, Siahaan e Soltero, 2005). Recetores e transportadores
que podem ser utilizados para veicular farmacos ao cérebro, e que tém sido alvo de varios
estudos, incluem os transportadores da glucose, aminoécidos, nucle6sidos e &cidos
monocarboxilicos, e os recetores da insulina, transferrina, toxina da difteria e

lipoproteinas (Wang, Siahaan e Soltero, 2005).

O transportador GLUT-1 da glucose representa cerca de 90% dos transportadores da
glucose, € expresso cerca de 10 a 50 vezes mais do que um transportador de aminoacidos
e esta presente em ambos os lados da membrana das células endoteliais da BHE pelo que
representa um potencial alvo para o transporte de farmacos (Pardridge, Boado, Black e
Cancilla, 1992). Varios estudos in vitro foram efetuados recorrendo a glicosilacdo de
farmacos, pré-farmacos e seus derivados. Um estudo efetuado com um pro-farmaco
glicosilado do antineoplésico clorambucilo revelou que, ao contrario do esperado, a
ligacdo desta molécula ao transportador GLUT-1 resulta na sua inibigdo ao invés de ser
reconhecida como seu substrato (Halmos, Santarromana, Antonakis e Scherman, 1996).
Dois estudos independentes demonstraram que a glicosilacdo do cetoprofeno, da
levodopa e de derivados da dopamina na posicdo 6 da glucose possuem uma maior
afinidade para o transportador GLUT-1 quando em comparagao com outras substituicdes
(Fernandez et al., 2003; Laine e Gynther, 2008). Verificou-se ainda que analogos
opiaceos glicosilados possuem um maior efeito analgésico quando comparados com 0s
ndo glicosilados; contudo, permanece por esclarecer se este fendmeno se deve a um

aumento da sua penetracdo no SNC mediado pelo recetor GLUT-1 ou se a sua conjugagéo
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com a glucose resulta numa estabilizacdo destas moléculas no sangue (Negri, Lattanzi,

Tabacco, Scolaro e Rocchi, 1998).

A levodopa, gabapentina, baclofeno e o melfalano sdo farmacos que utilizam o
transportador LAT-1 (Large neutral amino acid transporter) para penetrar no cérebro
uma vez que as suas estruturas mimetizam os substratos enddgenos (fenilalanina, L-
tirosina e leucina) desta proteina (Pardridge, 2012). A levodopa ou L-DOPA, um
percursor da dopamina utilizado no tratamento da doenca de Parkinson, é o prototipo e
exemplo de sucesso de um farmaco que entra no SNC através de um mecanismo de

transporte mediado por transportadores expressos na BHE.

Também o transportador de &cidos monocarboxilicos, como o acido lactico e acético, é
expresso em abundancia na BHE. Estudos in vivo reportam que o &cido salicilico, alguns
antibidticos B-lactamicos, o acido nicotinico e o acido benzdico utilizam este mecanismo
de transporte para ter acesso ao SNC (Tsuji, 2005). Diversos estudos reportam ainda que
0 é&cido valproico pode ser veiculado ao cérebro de forma eficiente através deste
transportador, o0 mesmo sucedendo aos inibidores da enzima HMG-CoA redutase
(hidroxi-3-methyl-glutaril-coenzima A), farmacos utilizados na reducdo do colesterol,

quando se apresentam na sua forma cida (Tsuji, Saheki, Tamai e Terasaki, 1993).

Embora o transportador de nucledsidos sodio-dependente pareca ser atrativo para veicular
antineoplésicos e antivirais ao cérebro, fArmacos como a gencitabina e antivirais como a
zidovudina e a zalcitabina apresentam diferentes afinidades para este transportador. A
baixa afinidade da zidovudina pode ser justificada pelo facto de este farmaco ser substrato
de transportadores de efluxo sendo assim removido dos tecidos neuronais por este

mecanismo (Mackey et al., 1999).

Diversos recetores e mecanismos de transporte especializados sdo expressos a superficie
das células endoteliais da BHE garantindo o acesso de macromoléculas essenciais ao
desempenho das funcdes cerebrais. Numa revisao publicada por Gabathuler em 2012, o
autor destacou o uso de recetores como o recetor da transferrina (RT), o recetor da insulina
(RI), os recetores das lipoproteinas de baixa densidade LPR-1 e 2 (Low-density
lipoprotein receptor) e o recetor da toxina da difteria (RTD). Embora o transporte de
farmacos mediado por estes recetores se tenha revelado uma estratégia promissora e ndo
invasiva de transpor a BHE também tem algumas desvantagens. A principal limitagdo

decorrente da sua utilizagdo séo os efeitos sistémicos secundarios observados, uma vez
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que estes recetores ndo sao expressos exclusivamente a nivel cerebral. Em consequéncia,
esta falta de seletividade leva a acumulacdo indesejada dos farmacos noutros érgéos e
tecidos.

4.2.1. Recetor da transferrina

O RT é um dos recetores mais bem estudados e é expresso em elevadas quantidades na
membrana luminal dos capilares do endotélio cerebral, embora também exista a superficie
dos hepatdcitos, eritrocitos, células intestinais e células imunitarias, como 0s monacitos.
Esta glicoproteina transmembranar possui uma MM de 90 kDa e é composta por duas
subunidades com capacidade de transportar quatro moléculas de transferrina na totalidade
(Cheng, Zak, Aisen, Harrison e Walz, 2004).

A veiculacdo de farmacos ao cérebro através do RT pode ser alcangada conjugando o
farmaco com o seu substrato, a transferrina, cuja funcdo € transportar o ferro aos
diferentes Orgdos, ou utilizando anticorpos especificos dirigidos a este recetor
(Gabathuler, 2010). A primeira abordagem torna-se impraticavel pois, devido as
necessidades de ferro do organismo, as concentracBes plasmaticas de transferrina sdo
relativamente elevadas, havendo assim competicdo entre a transferrina e o complexo
farmaco-transferrina pelo recetor. Além disso, a transferrina apds transcitose € alvo de
processamento no interior da célula sendo posteriormente reciclada e novamente
devolvida a circulagdo sanguinea pelo que o seu uso in vivo como transportador de
farmacos é limitado. Para contornar este problema foram desenvolvidos trés anticorpos
monoclonais anti RT: 0 0X26, 0 R17-217 e 0 8D3 (Chen e Liu, 2012). Estes anticorpos
ao estabelecerem ligacdo com um epitopo diferente daquele a que a transferrina se liga
nédo afetam o transporte de ferro para o SNC. Adicionalmente, a sua liga¢do ao recetor
induz a endocitose e a internalizacdo do complexo anticorpo-farmaco. Em Marco de 2002
um estudo levado a cabo por investigadores do Departamento de Medicina da UCLA
School of Medicine revelou que em comparagdo com o0 8D3, 0 R17-217 é mais seletivo e
menos toxico ndo tendo sido possivel quantificar a sua captacdo pelas células hepaticas
em consequéncia da sua especificidade para a BHE (Lee, Engelhardt, Lesley, Bickel e

Pardridge, 2000). Um sistema desenvolvido para veicular ao cérebro um péptido inibidor
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da proteina caspase-3, composto por nanoparticulas revestidas por PEG e quitosano, e
funcionalizadas com 0OX26, evidenciou ap6s administracdo intravenosa aumentar

significativamente as concentracGes cerebrais destas nanoparticulas (Aktas et al., 2005).

4.2.2 Recetor da insulina

Apesar de ser uma alternativa com um propdsito semelhante as anteriores, esta estratégia
é considerada arriscada pois pode causar alteracdes no metabolismo da insulina e na
homeostase da glucose. Uma vez que este recetor estd envolvido em perturbacdes
metabolicas como a diabetes e a obesidade, e parece sofrer alteracbes a medida que a
doenca de Alzheimer progride (Frolich et al., 1998), esta abordagem deve ser utilizada
com a devida precaugdo. Os dois anticorpos monoclonais 83-14 anti-RI especificos da
subunidade alfa, um deles totalmente humanizado e o outro quimérico, foram
desenvolvidos e testados in vivo em ratos e demonstraram ter potencial para transportar
farmacos através da BHE (Boado, Zhang, Zhang, Wang e Pardridge, 2008). Um grupo de
investigadores dos EUA tem conduzido diversos estudos sobre o uso do RI na veiculagdo
de farmacos ao cérebro e reportaram inclusive que concentracdes de insulina na ordem
dos 0,5 pmol/L, consideradas elevadas, provocam uma inibicdo minima na ligacdo do
anticorpo 83-14 ao RI. Ndo obstante, ndo afastam a possibilidade de a administracdo de
doses elevadas de anticorpo resultarem na inibi¢do da ligagdo da insulina ao seu recetor,
tendo observado este fendmeno na presencga de concentragdes de anticorpo 83-14 entre
0,1 e 1 pg/ml (Pardridge,2001). Um estudo realizado em macacos Rhesus revelou que,
3h apds administracdo intravenosa, 4% da dose de anticorpo 83-14 ainda se encontrava
no cérebro (Jones e Shusta, 2007). Uma sonda de diagndstico para a doenca de Alzheimer
formada por um péptido da proteina S-amildide marcado radioativamente e conjugado
com o anticorpo 83-14 foi desenvolvida por Pardrige e seus colaboradores (Wu, Yang e
Pardridge, 1997).
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4.2.3 Recetores das lipoproteinas de baixa densidade LRP-1 e LRP-2

Tendo por base um mecanismo de transporte mediado por endocitose, semelhante a outros
recetores expressos na BHE, estes recetores de sinalizacdo e captacdo servem de veiculo
de entrada para o cérebro a multiplas e variadas substancias (Dehouck et al., 1997). Os
recetores das LDL (Low-density lipoproteins) interagem com proteinas e moléculas
presentes a superficie de células que circulam na corrente sanguinea como por exemplo
as apolipoproteinas E e B, a a2 macroglobulina, o fator tecidual ativador do
plasminogénio, a lactoferrina, a melanotransferrina, o fator V111 da cascata da coagulagéo
e a proteina percursora amildide (Herz e Strickland, 2001). A grande parte dos estudos
que envolvem estes recetores incidem na doenca de Alzheimer pois pensa-
-se que a sua marcada sobrexpressdo nas células endoteliais da BHE com o avancar da
idade contribui para o desenvolvimento fisiopatoldgico da doenca (Shibata et al., 2000).
Todavia, a sua expressdo aumentada em glioblastomas (‘Yamamoto,lkeda,
Ohshima, Tsugu, Kimura e Tomonaga, 1997) e o aumento da incidéncia destes tumores

cerebrais tem motivado o direcionamento das investigacGes para areas como a oncologia.

A melanotransferrina, uma sialoglicoproteina que se liga ao LRP para atravessar a BHE,
representa um possivel vetor de transporte de farmacos. Os resultados da implantagdo
cerebral em ratos de um sistema que conjuga o antineoplasico doxorrubicina com esta
proteina, demonstrou aumentar significativamente a sobrevivéncia dos animais em estudo
(Karkan et al., 2008). A alta taxa de transcitose observada apds injecdo intravenosa da
melanotransferrina recombinante P97 associada aos baixos niveis detetados no plasma

sugere também uma acumulacdo cerebral significativa (Demeule et al., 2002).

A lactoferrina, uma glicoproteina com carga positiva pertencente a familia da transferrina
também tem sido alvo de diversos estudos uma vez que parece estar implicada na
patogénese de lesdes cerebrais. Os elevados niveis detetados no sangue em individuos
com doenca de Alzheimer e sindrome de Down (Leveugle et al., 1994) ditam que
possivelmente existe uma reducdo do transporte desta proteina pelo LRP em condicdes
inflamatdrias, 0 que constitui uma vantagem pois deste modo o recetor encontra-se livre

para estabelecer ligacdo com o farmaco (Chen e Liu, 2012).
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Uma familia de péptidos designados por Angiopeps foram desenvolvidos pela empresa
biotecnoldgica AngioChem Inc. e representam, até a data, a tecnologia mais avancada de
veiculacdo de farmacos ao cérebro (Demeule et al., 2008a). Este grupo de ligandos do
LRP-1 deriva dos dominios ativos de proteinas humanas como a aprotinina e permite
veicular moléculas com dimensdes entre 0os 500 Da e os 150 kDa (Demeule et al., 2008b).
Um sistema micelar formulado com o Angiopep-2, o péptido mais bem estudado, foi
concebido para veicular ao SNC a anfotericina B através do LRP. Em comparagdo com
micelas convencionais e com a formulacdo Fungizone®, composta por desoxicolato de
anfotericina B, este sistema evidenciou uma maior eficcia in vivo e in vitro em termos
de penetragéo nos tecidos neuronais (Shao et al., 2010). A sua capacidade de transporte
de farmacos através da BHE ja tinha sido confirmada previamente num estudo efetuado
com dendrimeros (Ke et al.,, 2009). Também em 2009, a Roche e a Raptor
Pharmaceuticals chegaram a um acordo no qual a Roche concordou em colaborar e
financiar a investigacdo de uma tecnologia baseada num derivado da proteina associada
ao recetor (RAP — receptor associated protein), ligando do LRP (Lee et al., 2007), para
avaliar a sua efetividade na veiculacdo de moléculas ao cérebro (disponivel em

http://ir.raptorpharma.com/releasedetail.cfm?releaseid=633940).

4.2 .4 Recetor da toxina da difteria

O recetor da toxina da difteria (RTD) é um recetor transmembranar idéntico e mencionado
frequentemente como percursor do fator de crescimento epidérmico de ligacdo a heparina
(HB-EGF), tendo sido detetada a sua expressao em células endoteliais da BHE, neurdnios
e células da glia (Mishima et al., 1996). A internalizacdo celular de moléculas através
deste recetor ocorre via endocitose e em estados inflamatdrios, comummente observados
em diversas patologias que afetam o SNC, observa-se uma sobrexpressao do RTD. Esta
caracteristica fez assim despertar o interesse neste recetor desconhecendo-se a existéncia
de ligandos endogenos desta proteina. Este facto constitui uma vantagem no que respeita
a sua utilizacdo na veiculagdo de farmacos uma vez que deste modo ndo ha competicéo
pela ligagdo ao recetor nem interferéncia com o transporte de nutrientes essenciais ao
funcionamento cerebral (Gaillard, Brink e Boer, 2005). Apesar de a toxina da difteria se

conseguir ligar ao RTD néo se recorre a sua utilizagdo in vivo uma vez que apresenta uma
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elevada toxicidade para o organismo humano. Assim, foi desenvolvido o CMR 197, um
anédlogo ndo toéxico da toxina da difteria que ao ser conjugado com nanoparticulas
contendo farmacos ou agentes de diagndstico pode ser utilizado no tratamento de doencas
neuroldgicas, mas também como ferramenta de diagnostico na medida em que pode
fornecer imagens cerebrais dos locais afetados por processos inflamatorios permitindo
assim avaliar a extensdo dos danos neuroldgicos e o prognostico e evolugdo de diversas

patologias (Kaefer, Vemulapalli e Freeman, 2000).

Além das desvantagens anteriormente referidas, outra das limitacOes desta estratégia esta
relacionada com o facto de estes sistemas terem uma capacidade de transporte finita
(processo saturdvel) e varidvel entre diferentes tipos de transportadores. Ao serem
expressos em varios 6rgdos do corpo humano e em percentagem varidvel na BHE é
espectavel que o mesmo farmaco veiculado por dois transportadores distintos atinja
concentracdes dispares no SNC (Uchida, Ohtsuki, Katsukura, lkeda, Suzuki, Kamiie e
Terasaki, 2011).

Ainda assim, apesar do escasso sucesso obtido até a data, os transportadores GLUT-1 e
LAT-1 possuem uma grande capacidade de transporte possibilitando a veiculacdo de
farmacos ao cérebro. Esta abordagem é reconhecida pela comunidade cientifica como
uma das estratégias mais promissoras e com maiores hipoteses de sucesso, existindo, no

entanto, a necessidade de desenvolvimento de formulacGes mais eficazes.
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4.2.1 Inibicéo de transportadores de efluxo

A gpP, produto do gene MDR (multidrug resistance) € uma proteina expressa a superficie
da membrana luminal das células que funciona como uma bomba de efluxo promovendo
de forma seletiva a saida de xenobidticos e produtos do metabolismo celular do interior
destas através de um mecanismo de transporte ativo (Fardel, Lecureur e Guillouzo, 1996).
Descoberta em 1976 em células de ovario de hamster chinés, foi identificada em células
endoteliais da BHE em 1980 (Juliano e Ling, 1976; Cordon-Cardo et al., 1989). E um dos
principais e mais bem estudados transportadores de efluxo possuindo um papel
significativo na resisténcia de alguns tumores cerebrais a quimioterapia, embora seja
expresso em condi¢Bes ndo patoldgicas no rim, figado e células gastrointestinais
(Thiebaut et al., 1987). Na medida em que esta proteina é expressa em maior quantidade
em glioblastomas e em metéastases cerebrais (Demeule et al., 2001), limitando o acesso
de farmacos ao seu interior, a administracdo de inibidores da gpP, juntamente com o
esquema quimioterapéutico, representa uma possivel abordagem terapéutica em cancros
que se revelam resistentes aos tratamentos instituidos. Alguns dos substratos e inibidores
da gpP sdo mencionados na Tabela V1. Farmacos inibidores da gpP clinicamente testados
incluem o verapamil, a ciclosporina, a quinidina, o probenecid e a indometacina (Deeken
e Loscher, 2007).

Tabela VI — Substratos, inibidores e indutores da glicoproteina P (Azeredo, Uchéa e Costa, 2009).

Substratos Inibidores Indutores
Digoxina, Dexametasona, Antifungicos, Tacrolimus
Domperidona Diltiazem, Verapamil,
Carbamazepina, Amitriptilina, Amiodarona
Paracetamol Vinblastina, Vincristina,
Clorpromazina, Risperidona, Estramustina
Tamoxifeno Fluoxetina, Desipramina, Hipericao (Erva de S&o Jodo)
Etopdsido, Docetaxel, Fluvoxamina Rifampicina
Doxorrubicina Ivermectina, Triptanos, P
Metotrexato, Mitoxantrona, Midazolam
Morfina Estatinas, Inibidores das
Bromocriptina, Loperamida, proteases
Azitromicina Haloperidol, Omeprazol,
ARAs, BECs?, Bloqueadores f1 Claritromicina

2ARAs — Antagonistas dos Recetores da Angiotensina: Losartan; BECs — Blogqueadores da Entrada de
Calcio: Nitrendipina, Nifedipina, Nicardipina
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O zosuquidar (LY335979), tariquidar (XR9576), laniquidar (R101933), biricodar (VX-
710) sdo compostos de sintese quimica especificamente desenhados para inibir a gpP com
indicacdo terapéutica no tratamento adjuvante em neoplasias resistentes a quimioterapia.
Breast Cancer Resistance Protein (BCRP), Multidrug Resistance Protein (MPR) e Multi-
specific organic anion transporter (MOAT) sdo outros transportadores de efluxo
pertencentes a superfamilia de transportadores ABC expressos na BHE e em varias
doencas oncoldgicas que diminuem a sensibilidade das células cancerigenas a
quimioterapia. Assim, a administracdo de inibidores da gpP ndo seletivos como o
tariquidar e biricodar pode ser vantajosa nestes casos (Minderman, O’Loughlin, Pendyala
e Baer, 2004; Kannan et al., 2011).

Estudos realizados em animais tém revelado resultados animadores. Num estudo efetuado
em ratos observou-se um aumento das concentragcdes cerebrais de vinblastina e do
metabolito ativo da morfina (morfina-6-glucorénido) apds administracdo de valspodar
(PSC 833) e elacridar (GF 12091), ambos inibidores da gpP (Cisternino, Rousselle,
Dagenais e Scherrmann, 2001). Numa outra investigacdo, a coadministracdo de valspodar
por via oral e de paclitaxel por via intravenosa demonstrou ser mais eficaz do que o
tratamento em monoterapia. Além desta associacdo ter resultado num aumento das
concentracdes cerebrais de paclitaxel, verificou-se ainda uma reducdo de
aproximadamente 90% do volume do tumor (Fellner et al., 2002). Porém, 0s ensaios
clinicos tém sido dececionantes e apesar de se terem obtido resultados promissores num
ensaio de fase Il que pretendia testar o efeito dos inibidores da gpP em tumores solidos e
em neoplasias do foro hematolégico, os ensaios de fase Il tiveram de ser interrompidos
precocemente devido a elevada toxicidade observada. Sdo assim necessarios mais estudos
para avaliar a seguranca do uso destes fArmacos na pratica clinica para que esta estratégia
seja bem-sucedida.
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4.3 Veiculacao de farmacos com recurso a celulas

Recorrendo a uma abordagem mais fisiologica, a alternativa de veicular farmacos ao
cérebro através de células do sistema imunitario, como os mondcitos, surgiu apos a
descoberta da capacidade destas células atravessarem naturalmente a BHE em condi¢es
ndo patoldgicas (Séguin, Biernacki, Rotondo, Prat e Antel, 2003). Hoje em dia sabe-se
que em doencas como a esclerose multipla, Alzheimer e tumores cerebrais ha um
recrutamento de células imunoldgicas (como mondcitos e macrofagos) ao local da
inflamacéo, motivo pelo qual esta estratégia possui um grande potencial (Vyas e Khar,
2007). Os recetores expressos a superficie destes transportadores celulares ao interagirem
com recetores presentes na BHE fazem com que as células penetrem no cérebro através
de endocitose. Assim, 0os mondcitos, que tém como vantagem a sua biocompatibilidade
inata e natural com o organismo humano, podem ser utilizados de véarias formas no

tratamento de doencas neuroldgicas.

Por um lado, podem ser utilizados como veiculo de transporte de antineoplasicos e de
outras moléculas usadas no tratamento de patologias do SNC que, ao serem encapsuladas
em transportadores coloidais de particulas e incorporados no interior destas células,
funcionam de forma semelhante ao cavalo de Troia, uma vez que a célula Ihes serve de
escudo e lhes confere protecdo contra o SFM. Um estudo publicado em 2003 no
International Journal of Pharmaceutics sugere que lipossomas com propriedades
magnéticas e lipossomas carregados negativamente tém potencial para veicular farmacos
a regides cerebrais inacessiveis em patologias inflamatérias através de mondcitos e
neutréfilos (Jain et al., 2003). Num estudo efetuado em ratos e coelhos, a incorporagédo
de lipossomas carregados negativamente contendo serotonina (um farmaco ao qual a
BHE é impermeavel) em mondcitos demonstrou ser eficaz na veiculagdo deste
neurotransmissor ao SNC na medida em que foram atingidas concentracdes cerebrais
duas vezes superiores aquelas observadas ap6s a administracdo do farmaco livre (Afergan
et al., 2008). Foi também reportado que a administracdo intravenosa in vivo de agentes de
contraste através de nanoparticulas de 6xido de ferro resultou numa maior detecéo de
zonas de infiltrados de macrofagos em varias patologias do SNC (Neuwelt et al., 2004;
Manninger et al., 2005).
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Por outro lado, os mondcitos podem veicular aos focos de inflamacéo farmacos anti-
inflamatorios, ou farmacos da classe dos bifosfonatos que induzem apoptose dos
mondcitos e macrofagos, na tentativa de reduzir o processo inflamatério (Van Rooijen e
Sanders, 1998; Kelly, Jefferies e Cryan, 2011). Existe ainda a possibilidade de se recorrer
ao design de nanoparticulas que mimetizem mondcitos ativados como demonstra um
estudo recente. Nanoparticulas porosas de silica revestidas com membranas celulares
purificadas de leucocitos demonstraram interagir com recetores das células endoteliais da
BHE e apresentaram uma reduzida clearance pelo SFM (Parodi et al., 2013). Diversos
autores prop6em ainda o uso dos mondcitos como vetores em terapia génica no tratamento
da doenga de Alzheimer (Lebson, 2008; Malm, Koistinaho, Muona, Magga e Koistinaho,
2010).

Do mesmo modo que 0os mondcitos, tambem os linfocitos e os eritrocitos sdo considerados
por alguns investigadores potenciais transportadores de farmacos a células cancerigenas
(Steinfeld, Pauli, Kaltz, Bergemann e Lee, 2006; Muzykantov, 2010). Contudo, com o
aparecimento de doencas infeciosas como as hepatites B e C e a SIDA, transmitidas
através do sangue e seus derivados, estas abordagens foram colocadas em segundo plano
devido aos riscos que acarretam. Apesar desta colossal desvantagem, o uso de mondcitos
como transportadores de farmacos permite veicular elevadas quantidades de farmaco ao

cérebro e bloquear uma das principais vias de acesso dos patogéneos ao SNC.

Embora seja uma area ainda por explorar, a implantacéo cerebral de tecidos biologicos é
outra estratégia que permite, em teoria, veicular farmacos ao cérebro. Baseando-se na
libertacdo do farmaco desejado pelo tecido transplantado e geneticamente modificado,
esta abordagem tem sido investigada para a doenca de Parkinson. A principal
desvantagem deste método deve-se ao facto de o tecido ter um tempo de sobrevivéncia

reduzido devido a falta de vascularizacéo (Misra et al., 2003).

Conclui-se assim que apesar dos resultados serem bastante promissores e de estas
estratégias possuirem um elevado potencial na veiculacdo de farmacos ao cérebro, séo

necessarios mais estudos sobre a sua seguranga e efeitos indesejaveis.
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4.4 Disrupcao da barreira hematoencefalica

A disrupc¢édo da BHE é um fendmeno que ocorre naturalmente em doencas inflamatdrias
cronicas e em doencas cancerigenas mas que pode também ser induzido intencionalmente
através de diferentes técnicas (Rosenberg, 2012). Esta abordagem baseia-se
essencialmente no facto de algumas substancias, nomeadamente agentes de contraste e
ultrassons, solventes quimicos ou mesmo determinados farmacos provocarem uma
alteracdo transitoria na permeabilidade da BHE. O mecanismo responsavel pela alteracdo
de permeabilidade € variavel consoante a técnica utilizada; no entanto algumas das
limitacGes transversais a quase todos estes métodos residem no facto de serem métodos
relativamente dispendiosos, requererem a hospitalizacdo do doente e serem invasivos,
necessitando de anestesia geral (Gabathuler, 2010). Como efeitos adversos comuns
podem ocorrer danos neuronais permanentes e irreversiveis e convulsées devido a entrada
de substéncias nocivas e de microrganismos patogénicos na circulacdo cerebral,
juntamente com o farmaco. Estes efeitos indesejaveis devem-se a perda de seletividade
da BHE no que concerne as substancias que penetram no SNC por disrupcdo das TJ e
alteracdo da homeostase do ambiente neuronal. Como referido anteriormente, também
algumas patologias como a hipertenséo arterial ou a toma de farmacos antipsicoéticos e
antidepressivos podem por si sé alterar o normal funcionamento da BHE.

A disrupgdo da BHE representa uma técnica eficaz no tratamento de alguns tumores
cerebrais. Contudo, sabe-se que o0 aumento do transporte paracelular de moléculas é
limitado, uma vez que a abertura das TJ apenas permite a passagem de moléculas com
tamanho molecular na ordem dos 20 nm (Adamson et al., 2004; Treat, McDannold,
Zhang, Vykhodtseva, e Hynynen, 2012). Foram reportados casos de disseminacéo de
tumores cerebrais, mesmo ap0s se ter conseguido ultrapassar a BHE, pelo que esta
abordagem deve ser aplicada com precaucdo (Gabathuler, 2010). Embora nao represente
um método padrdo na veiculacdo de farmacos ao cérebro, de acordo com a American
Brain Tumor Association a disrup¢do da BHE é considerada uma técnica inovadora no

tratamento de neoplasias cerebrais.

A seguir apresentam-se as diversas abordagens usadas na disrupc¢do da BHE.
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4.4.1 Disrupcéo farmacologica

A disrupcdo da BHE apds a administracao sistémica de certos farmacos é favorecida pelo
facto de algumas moléculas terem a capacidade de alterar temporéaria e reversivelmente a
permeabilidade cerebrovascular tendo sido justificado este fendmeno através de uma
interacdo fisica entre o farmaco e elementos do endotélio que compde a BHE
(Mohanachandran et al., 2012).

O etoposido, um antineoplasico utilizado no tratamento de carcinomas sélidos como
tumores testiculares e tumores das células pequenas do pulméo, demonstrou exercer um
efeito dose dependente na permeabilidade da BHE num estudo realizado em ratos ap6s
administracdo intracarotidea de doses de 3, 15 e 22,5 mg de farmaco por kg de peso
corporal. A duragdo do efeito provocado pelo farmaco demonstrou também ser
diretamente proporcional a dose administrada, variando entre menos de 24h para doses
de 3mg/kg e 72 a 96h para doses na ordem dos 22,5mg/kg. Uma vez que o etopdsido é
uma molécula insollvel em agua, é formulado numa mistura de solventes que incluem o
polissorbato ou Tween 80, o PEG, o acido citrico, o etanol e o alcool benzilico, pelo que
para demonstrar a eficacia do antineoplasico na disrupcdo da BHE se procedeu a
avaliacdo dos efeitos do farmaco e da formulacéo disponivel no mercado, patenteada pela
Bristol-Myers Squibb e cujo nome comercial é Etopophos®, isoladamente. A
administracdo da mistura de solventes isoladamente revelou exercer um efeito minimo na
permeabilidade da BHE em comparacdo com o efeito observado ap6s administracdo de
Etopophos® (Spigelman, Zappulla, Johnson, Goldsmith e Malis, 1984). Assim, embora
0 mecanismo pelo qual este farmaco afeta a BHE permaneca desconhecido parece existir
evidéncia de que os constituintes da formulagéo, particularmente o Tween 80 e 0 PEG
(Pardridge, 2005), exercem também algum efeito e potenciam a acdo do etoposido sobre
a BHE. Quatro dias apds a administracdo de etopoésido ndo se observou edema,
inflamacdo, hemorragia ou degeneragdo neuronal em nenhum dos animais
intervencionados, conquanto em 2 dos animais submetidos ao procedimento se tenha
verificado a existéncia de infiltrados linfociticos no hemisfério cerebral esquerdo. Foram
ainda descritas uma maior apatia e letargia nos animais que receberam doses mais

elevadas do farmaco (Spigelman et al., 1986).
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MacDonell reportou que a administracdo intravenosa do antineoplasico 5-fluorouracilo
(5FU) em gatos causou uma disrupcédo localizada da BHE (MacDonell, Potter e Leslie,
1978). Apesar do grupo de investigadores liderado por Neuwelt (1983) néo ter conseguido
reproduzir o mesmo efeito em ratos, demonstrou que a infuséo intracarotidea de cisplatina
em cées provocava uma alteracdo na permeabilidade da BHE, embora associada a dano
do parénquima cerebral (Neuwelt et al., 1983; Neuwelt, Glasberg, Frenkel e Barnett,
1983). Cerca de 1 ano mais tarde Feun e a sua equipa evidenciaram que a hidroxiureia,
apos administracdo intracarotidea, possui também a capacidade de modificar e interferir

no normal funcionamento da BHE (Feun, Savaraj, Lu, Fields, Sutton e Too, 1984).

Alguns farmacos e substancias capazes de alterar a permeabilidade da BHE encontram-
-se listados na Tabela VII, sendo que na sua maioria pertencem ao grupo

farmacoterapéutico dos agentes antineoplasicos.

Tabela VII — Farmacos e substancias que provocam a disrupgao da barreira hematoencefalica.

Farmaco/ Grupo Mecanismo

1aco _ _ N Referéncia
Substancia Farmacoterapéutico de disrupcéo

Antineoplasico (Spigelman et al
Etopdsido Inibidor da Desconhecido Pl 1986) !

Topoisomerase |1

Antineoplésico (Namikawa et al.,

Cisplatina Agente alquilante Desconhecido 2000)
Antineoplésico x (Killian , Gharat e
Melfalano Agente alquilante Interagcdo com LAT-1 na BHE Chikhale, 2000)
Hidroxiureia Antineoplasico Indugio NO sintetase, T NO (Cokic et al., 2006)

Antimetabolito

(MacDonell et al.,
1978)

(Vorbrodt,
Protamina Antidoto da Heparina 1 Transporte Vesicular/Endocitose Dobrogowska, Ueno
e Lossinsky, 1995)

Antineoplésico

Antimetabolito 1 Atividade pinocitica, Disrupgdo TJ

Fluorouracilo

Embora seja considerada por alguns autores uma forma de alterar a permeabilidade da
BHE e existam estudos em animais que comprovam a sua eficacia, desconhece-se a
realizacdo de ensaios em humanos e néo existe registo ou reporte acerca da sua utilizagéo
na pratica clinica diaria. Esta técnica envolve o uso de substancias muito toxicas aplicadas

no tratamento de neoplasias e com efeitos adversos bastante graves, pelo que, uma vez
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que os seus beneficios ndo superam os riscos, ndo se justifica a sua utilizacdo. Ainda
assim, quando na presenca de tumores ou metéstases cerebrais pode ser vantajoso utilizar
no seu tratamento algumas destas substancias caso tenham indicagdo para o tipo de
neoplasia em causa. Seria deste modo interessante analisar até que ponto a administracdo
destes farmacos em doentes oncoldgicos contribui para o aparecimento de metastases

cerebrais uma vez que os proprios farmacos alteram as propriedades da BHE.

4.4.2 Disrupcao osmética

Rapoport et al, em 1972, observaram que o corante azul de Evans ficava retido no SNC
apos a administracdo de uma solucdo hiperténica de arabinose. Dado que este corante
possui elevada afinidade para a albumina plasmética ndo era espectavel que atravessasse
a BHE, pelo que se atribuiu o fenémeno observado a solugdo hipertonica administrada a
priori. Foi deste modo que surgiu o conceito e foi introduzida a disrup¢do osmotica da
BHE (Rapoport, Hori e Klatzo, 1972). No entanto, s6 7 anos mais tarde, em1979, foram
realizados por Neuwelt e a sua equipa 0s primeiros ensaios clinicos de fase | e, desde
entdo, o seu grupo lidera a investigacdo nesta area juntamente com outras instituicdes sob
alcada do International Blood-Brain Barrier Disruption Consortium. Apesar de invasiva,
esta técnica constituiu um paradigma na veiculacdo de farmacos ao cérebro (Kroll e
Neuwelt, 1998).

Quando as células sdo colocadas em contato com um agente hipertonico verifica-se que
ocorre uma retracdo do seu volume devido a perda de dgua por osmose, observando-se
um fenémeno que se denomina de plasmolise (Pilizota e Shaevitz, 2013). Este € o
mecanismo subjacente a esta técnica de disrupc¢do da BHE. A perda de agua por parte das
células que constituem o endotélio da BHE e a pressdo osmotica gerada originam
alteraces citoesqueléticas nas mesmas levando a separagdo do dominio extracelular das
proteinas que constituem as TJ (McDannold, Vykhodtseva e Hynynen, 2008; Chopra,
Gulati, Saluja, Pathak e Bansal, 2008). Observam-se também alteragdes ao nivel dos
microtUbulos das células que conduzem a abertura das TJ e, ao invés do que acontece
numa situacdo normal, formam-se espacos entre as células e da-se a passagem de

moléculas provenientes do sangue para os tecidos neuronais (Rapoport, 2000).
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Esta estratégia compreende a administracdo de uma solucdo hipertonica seguida da
infusdo do farmaco numa das artérias cardtidas internas ou numa das artérias vertebrais,
podendo ainda administrar-se ambas as solugfes diretamente numa artéria cerebral.
Solucdes hipertonicas de manitol, arabinose, lactamida, ureia, cloreto de sddio e agentes
de contraste usados em radiologia, podem ser utilizados para alterar transitoriamente a
permeabilidade da BHE (Kemper, Boogerd, Thuis, Beijnen e Van Tellingen, 2004).
Solventes como o dimetilsulfoxido e o etanol, e metais como o aluminio, embora
interessantes do ponto de vista fisioldgico sdo muito toxicos pelo que o seu uso na pratica
clinica se torna impraticavel. No passado também solucbes de polissorbato 80 foram
utilizadas com o mesmo objetivo, uma vez que foi colocada a hipdtese de este tensioativo
provocar uma alteragdo momentanea da BHE devido as elevadas concentragdes do
mesmao detetadas no cérebro (Pardridge, 2005). Em 2013 um estudo revelou que além das
propriedades demonstradas na disrupcdo da BHE, a administracdo de manitol parece
interferir com a agregacdo de uma proteina envolvida na fisiopatologia da doenca de
Parkinson de etiologia genética. Assim sugere-se que 0 manitol pode ser utilizado como
duplo agente terapéutico no tratamento desta patologia (Shaltiel-Karyo et al., 2013). De
acordo com a literatura, a duracdo do efeito provocado por estas substancias na BHE varia
entre 20 a 40 minutos, podendo, segundo alguns autores, prolongar-se por algumas horas,
periodo durante o qual o farmaco pode difundir livremente através da BHE (Neuwelt e
Dahlborg, 1989; Siegal et al., 2000).

Apo0s a aplicacdo de anestesia geral seguem-se 7 passos principais descritos na Tabela
VIIL.

Embora a anatomia e vasculatura cerebral possam diferir entre individuos sabe-se que a
perfusdo cerebral é assegurada por 4 artérias principais, as artérias cardtidas internas e as
artérias vertebrais. No entanto, é necessario que antes da primeira sessdo de tratamento
se determine de forma precisa a anatomia cerebral através de uma angiografia. Uma vez
que este procedimento requer anestesia geral deve ser realizado em hospital e por
profissionais qualificados. Durante a anestesia a pressao arterial e a frequéncia cardiaca
devem ser monitorizadas pois sabe-se que alteragdes hemodindmicas tém impacto no

sucesso da disrupgéo (Fortin e Neuwelt, s.d; Doolittle et al., 2000).
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Tabela VII1 —Procedimento de disrupcdo osmotica da barreira hematoencefalica (Adaptado de Bellavance,
Blanchette e Fortin, 2008).

Cateterizacdo através de puncéo transfemoral da artéria carétida interna direita ou esquerda ou da

1 artéria vertebral direita ou esquerda
5 Determinacdo da taxa de infusdo (ml/30 seg.) da solucéo hipertonica por fluoroscopia e injecao
de agente de contraste iodado

3 Administracdo concomitante de medicacéo anticonvulsivante e de farmacos estabilizadores da
funcdo cardiaca e neuroprotetores

4 Disrupc¢édo osmética apds administracdo de 25% da solucéo hipertonica. Observacédo e

monitorizacdo de sinais relevantes - Dilatacdo bilateral da pupila, taquicardia e hipertenséo

5 Injecdo intra-arterial de agente de contraste - Confirmacéo do posicionamento do cateter

6 Infusdo intra-arterial do farmaco

7 Fim do procedimento. Transferéncia do paciente para o recobro. Avaliagdo do estado neurolégico

e de consciéncia até recuperacao total e alta

Alguns fatores que podem influenciar a eficicia deste procedimento incluem a
variabilidade interindividual e intraindividual, as variacbes hemodinadmicas, o agente
anestésico utilizado, bem como a taxa de perfusdo da solucéo hipertonica (Remsen et al.,
1999). A escolha do anestésico é particularmente importante, uma vez que algumas
substancias possuem efeitos hemodinamicos que podem ter impacto negativo na
qualidade da técnica, como é o caso da cetamina. Em animais, o propofol € o anestésico
de primeira de escolha pois possui também propriedades anticonvulsivantes e demonstrou
exercer efeitos ao nivel da protecdo cerebral e maximizacdo da eficacia da disrupgédo
(Remsen et al., 1999; Martin, Maris, Ehtesham e Singer, 2012).

No caso de tumores cerebrais, 0 aumento transitorio da presséo intracraniana e o facto de
0 agente anti tumoral ser pouco seletivo e, portanto, afetar também células saudaveis
representam os efeitos adversos mais relevantes. Outros efeitos adversos que poderdo
advir compreendem complicagdes relacionadas com o cateter ou com 0 proprio
procedimento de disrupcdo e incluem hematoma pds-cateterizacdo ao nivel da virilha,
trombose do vaso parental que pode conduzir a incapacidade neuroldgica, convulsdes e

ocorréncia de hérnia cerebral, a complica¢do mais séria (Doolittle et al., 2000).

O facto de a disrup¢do osmatica nao ser especifica, quer por ndo se conseguir controlar a
sua extensao, quer por ndo se conseguir restringi-la apenas a uma zona particular do
cérebro, representa a principal desvantagem deste método. Investigadores da Republica

Checa que ja tinham reportado que a disrupcdo osmotica podia resultar na perda da
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integridade da mielina, substéncia que reveste os axénios dos neurdnios e acelera a
transmissdo do impulso nervoso, publicaram recentemente um estudo em que
demonstram que este procedimento leva também a um aumento do contetdo aquoso do

cérebro originando edema (Kozler, Riljak e Pokorny, 2013).

As contraindicagdes para a realizacdo desta técnica incluem patologias vasculares intra-
-arteriais significativas, bloqueio da medula espinal por tumor ou risco acrescido

relacionado com procedimentos anestésicos (Neuwelt, 1989).

Os resultados de um ensaio clinico de fase | realizado em 13 pacientes com tumores
oligodendrogliais agressivos (oligodendrogliomas e oligoastrocitomas), cujo tratamento
com temozolamida néo foi eficaz, revelaram-se animadores. A disrupgdo osmética da BHE
seguida da administracdo intra-arterial de carboplatina e melfalano e da administracéo
intravenosa de etoposido, demonstrou ser eficaz especialmente em doentes com mutacdes
no cromossoma 19 e revelou uma toxicidade aceitavel considerando a administracao
conjunta dos trés antineoplasicos (Guillaume et al., 2010). Estdo, inclusive, a decorrer
ensaios clinicos de fase I e 11 nos EUA que tém como objetivo avaliar a eficacia e seguranca
do tratamento de tumores do SNC com melfalano e carboplatina apds disrup¢do osmética
da BHE induzida por solugdes hipertonicas de manitol (disponivel em
www.cancer.gov/clinicaltrials/search/view?cdrid=656297&version=HealthProfessional).
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4.4.3 Disrupcao quimica

Recorrendo a um mecanismo diferente da técnica anteriormente descrita, este método é
também por vezes denominado de disrupc¢do bioquimica pois consiste na interacdo entre
uma estrutura bioldgica, um transportador presente ao nivel da BHE por exemplo, e uma
molécula de sintese que pretende mimetizar uma determinada substancia produzida
endogenamente. Enquanto alguns autores inserem nesta classificacdo a disrupcédo
farmacoldgica outros optam por aborda-la em separado, tal como apresentado na presente
monografia. Apesar de as diferencas entre estas duas técnicas serem bastante ténues, as
suas caracteristicas sdo distintas na medida em que na disrupcdo farmacoldgica se
utilizam apenas moléculas de sintese quimica aplicadas no tratamento de diversas
patologias e se tira partido da sua interacdo com elementos da BHE e na disrupcao

quimica recorre-se a analogos de moléculas produzidas naturalmente pelo organismo.

Com o conhecimento cada vez mais profundo dos mecanismos envolvidos na regulacdo
da BHE surgiram proteinas, enzimas e lipidos com potencial aplicacdo na pratica clinica.
A maioria dos agentes quimicos utilizados neste método sdo derivados de compostos
vasoativos e mediadores inflamatorios como a bradicinina, a histamina, os leucotrienos,
0 NO, o fator de crescimento do endotélio vascular e outras citoquinas (Black e Chio,
1992; Inamura e Black, 1994; Gutman et al., 1996). Sabe-se que estas moléculas possuem
a capacidade de aumentar a permeabilidade da BHE de forma dose e tempo dependente;
todavia, sdo rapidamente metabolizadas e induzem taquifilaxia se administradas em doses
consecutivas e por longos periodos de tempo. Outras limita¢6es no uso destas substancias
sdo as suas estreitas margens terapéuticas e o facto de os seus efeitos adversos serem
dose-dependente (Wang, Siahaan e Soltero, 2005).

Na tentativa de se contornar e ultrapassar os problemas associados a estes compostos
modificou-se a sua estrutura criando-se assim analogos destas substancias com
caracteristicas mais favoraveis a sua utilizacdo na pratica clinica. A substituicdo de apenas
alguns aminoacidos da proteina bradicinina resultou num aumento do seu tempo de
semivida e numa maior estabilidade e seletividade da molécula para o seu recetor.
Observou-se também uma menor ocorréncia de efeitos adversos e uma maior
reprodutibilidade e consisténcia no seu efeito, tendo sido ainda determinado que o tempo

necessario para 0 seu inicio de acdo e o tempo necessario para se restabelecer a
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permeabilidade da BHE ap06s a sua administracao € de 5 minutos aproximadamente. Este
anélogo sintético e agonista do recetor da bradicinina B2, denominado de RMP-7
(receptor-mediated permeabilizer) ou Lobradimil e cujo nome comercial era Cereport®,
chegou a ensaios clinicos de fase Il e Il e, apesar da evidéncia demonstrada ao nivel da
disrupcdo das TJ, a sua investigacdo foi abandonada devido a inconsisténcia dos
resultados dos ensaios clinicos de fase Il (Dean, Emerich, Hasler e Bartus, 1999;
Borlongan e Emerich, 2003). Embora o Cereport® tenha falhado em demonstrar a sua
eficacia e o seu potencial no tratamento de gliomas, quando associado a antineoplasicos
(Warren et al., 2006), continua a ser uma ferramenta Util na veiculacdo de farmacos ao
cérebro. Diversos estudos demonstraram a sua capacidade de aumentar as concentragoes
de analgésicos opiodides como a loperamida (Emerich, Snodgrass, Pink, Bloom, e Bartus,
1998) e de antiviricos como o aciclovir (Bidanset et al., 2001) no SNC, traduzindo-se
estes resultados em efeitos positivos na percecdo da dor e numa reducdo da carga viral a

nivel cerebral.

Uma outra forma de modificar a permeabilidade da BHE e aumentar as concentragdes de
farmacos no cérebro requer a administracdo sistémica de alquilglicerdis. Embora o seu
mecanismo de acdo permaneca por esclarecer, em 2003, um grupo de investigadores
alemaes (Erdlenbruch et al., 2003) revelou que, de forma reversivel e dependente da dose,
os alquilglicerdis conseguem aumentar a biodisponibilidade cerebral de diversos
antineoplasicos e de alguns antibi6ticos. No mesmo estudo foi ainda possivel apurar que
a estrutura e comprimento dos grupos alquilo e o nimero de moléculas de glicerol
presentes na molécula parecem ter influéncia na qualidade da disrupcdo. A
biodisponibilidade de farmaco no cérebro apds administracéo sistémica de alquilglicerois
revelou ser diretamente proporcional ao tamanho da sua cadeia e inversamente
proporcional ao nimero de moléculas de glicerol. Embora a eficacia da disrupcdo seja
comparavel a disrupcdo osmotica, demonstrou ser superior a observada apés
administracdo de Cereport®. Apesar de os resultados em ratos serem animadores, de
acordo com a literatura disponivel, ainda ndo foram iniciados ensaios clinicos em
humanos para avaliar a sua mais-valia na veiculagdo de farmacos ao céerebro (Wang,
Siahaan e Soltero, 2005). No entanto, diversos estudos evidenciam o seu potencial

terapéutico e aplicacdo em vérias areas da Medicina (lannitti e Palmieri, 2010).

Outras abordagens e inovac0Oes relevantes nesta area séo apresentadas na tabela que se
segue.
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Tabela IX — Moduladores das tight junctions e outras substancias que alteram a permeabilidade da barreira
hematoencefalica (Adaptado de Deli, 2009).

Substéncias Mecanismo de Acéo Referéncia
Disrupcdo T e AJ (Tomita, Hayashi e
3 )
Agentes quelantes EDTA, EGTA |Ca?* Awazu, 1996)
Acidos Gordos Acido oleico, o (Schulze, Smales, Rubin e
(AG), AG Hexanoato de sodio, Rig![ztirr:gg'g::.??s Staddon, 1997)
modificados, Ester de carnitina, Foema 30 de miceias (Notman, Noro e Anwar,
Fosfolipidos LPA* ¢ 2007)
R 7ac40 d (Anderberg, Lindmark e
Tensioativos SDS?, Sais biliares eorganizagdo ca Artursson, 1993)

i ; C il .
actina, | e 1 Ca (Lin et al., 2007)

SEDTA —'Acido etilenodiamino tetra-acético; EGTA — Acido etileno glicol tetra-acético
4LPA — Acido lisofosfatidico
®> SDS — Dodecil sulfato de sddio

Em contraste com as desvantagens apresentadas pelos outros métodos de disrupcéo, esta
técnica caracteriza-se por uma maior seletividade e, em consequéncia, uma menor
incidéncia de efeitos adversos (Chio, Baba, e Black, 1992). Uma vez que se recorre a
administracdo de analogos de moléculas enddgenas, observa-se que os tecidos e capilares

neuronais saudaveis ndo parecem ser afetados pelas mesmas.
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4.4.4 Disrupcao fisica

A disrupcéo fisica da BHE e o0 sucesso deste procedimento assentam essencialmente na
capacidade dos ultrassons, através de mecanismos fisicos e bioldgicos, produzirem
alteracOes na permeabilidade da BHE. Sendo um método que oferece inimeras vantagens
existe um namero crescente de publicacGes e estudos nesta &rea com resultados bastante
promissores (Burgess e Hynynen, 2013). Embora o sistema ExAblate® Neuro (InSigtec),
que conjuga a aplicacdo de ultrassons e ressonancia magnética guiada, apenas esteja
aprovado na Europa para o tratamento da doenca de Parkinson e da dor neuropatica, ele
oferece uma solugéo viével para a veiculagdo de farmacos ao cérebro. Este prototipo para
aplicacdo clinica de ultrassons ja foi utilizado em suinos e primatas ndo tendo sido
registadas alteracGes comportamentais ou cognitivas. A Focused Ultrasound Foundation
estd inclusive a recrutar pacientes para ensaios clinicos para testar a utilizacdo de
ultrassons no tratamento de tumores cerebrais, demonstrando assim que encoraja a
investigacao nesta area, propondo ainda a criagdo de grupos de estudo dedicados ao tema.
(disponivel em http://www.fusfoundation.org/diseases-and-conditions/brain-

disorders/brain-tumor).

Os ultrassons sdo ondas mecéanicas com frequéncia superior aquela que o ouvido humano
consegue captar. Possuem frequéncias na ordem dos 20 kHz e sdo gerados por materiais
piezoelétricos com caracteristicas mecanico-elétricas impares, que em resposta a uma
pressao mecanica produzem energia elétrica. Hoje em dia sdo amplamente utilizados nas
mais diversas areas, nomeadamente em Medicina Veterindria e em Medicina Humana,
principalmente em ecografias e tratamentos estéticos, destacando-se 0 seu uso quer como

ferramenta de diagndstico quer como agente terapéutico.

O potencial dos ultrassons para induzir alteracdes de permeabilidade na BHE, sem afetar
os tecidos adjacentes, foi evidenciado pela primeira vez nos anos 60 através de um estudo
publicado no Journal of Neurology (Ballantine, Bell e Manlapaz, 1960). Mais
recentemente, investigacdes realizadas pela Harvard Medical School revelaram que a
aplicacdo de ultrassons numa regido especifica do cranio associada a administragao
intravenosa de um agente de contraste que tem na sua constituicdo microbolhas de gas
provoca uma disrupgdo transitoria, reversivel e localizada da BHE (Hynynen,
McDannold, Vykhodtseva e Jolesz, 2001; Kinoshita, McDannold, Jolesz e Hynynen,
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2006). Os ultrassons formam-se quando a energia elétrica gerada € convertida pelo
material piezoelétrico do transdutor em energia mecanica e ao concentrarem a energia
produzida no local de aplicacdo atravessam o cranio e penetram no cérebro provocando
uma disrupcéo local da BHE com alteragdes minimas nos tecidos circundantes. Importa,
no entanto, ter em consideracgéo as barreiras tecnolédgicas deste método como o facto de
existir a possibilidade de absor¢do de energia pelas estruturas 0sseas, a variabilidade
interindividual e a ndo homogeneidade do cranio, fatores que podem influenciar a
qualidade do procedimento. O agente de contraste Optison™, uma suspensio composta
por microesferas de albumina cujo principio ativo € o gas octafluoropropano, possui
microbolhas com um didmetro compreendido entre 0s 2 e 0s 8 um e é injetado na corrente
sanguinea antes da exposicdo aos ultrassons. As bolhas de gas para além de manterem a
disrupcéo provocada pelos ultrassons confinada na regido onde foram aplicadas permitem
ainda a utilizacdo de quantidades significativamente menores de energia (Hynynen,
2008). Habitualmente, as frequéncias de ultrassons utilizadas na disrup¢do da BHE na
prética clinica estdo compreendidas entre 0os 0,2 e 0s 1,5 MHz e alguns dos parametros
que podem influenciar a qualidade e extensdo da disrupcao incluem o tamanho e a dose
administrada do agente de contraste e também a amplitude da pressdo dos ultrassons,
verificando-se em ambas as situacfes uma relacdo diretamente proporcional no que
respeita a disrupgdo da BHE. O didmetro dos vasos e a sua elasticidade podem também
influenciar o mecanismo de disrup¢do e uma vez que a pressao requerida é maior para
frequéncias mais elevadas é necessario proceder a ajustes e otimizar os parametros

consoante cada caso (Vlachos, Tung e Konofagou, 2011).

Varios tém sido 0os mecanismos propostos para justificar a disrupcdo da BHE provocada
pelos ultrassons, contudo o seu modo de acdo é ainda pouco claro. Em 2001 foi
demonstrado por Hynyen e seus colegas que, durante a sonicacao, as microbolhas de gas
se expandem e contraem ao ritmo da frequéncia dos ultrassons interagindo com as paredes
dos capilares (Hynynen et al., 2001). Esta oscilacdo das bolhas do agente de contraste
parece provocar stress nas paredes dos capilares resultando no estiramento dos vasos,
levando assim a disrupgédo da BHE. A inducéo de hipertermia provocada pelos ultrassons
da qual se tira vantagem na ablacéo de tumores, pode também contribuir para um aumento
da biodisponibilidade de moléculas lipofilicas nos tecidos neuronais e para alteraces na
permeabilidade da BHE (Cho, Lin e Cobb, 2002; Ka-Yun, Cho, Henthorn e Tanguay,
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2004). Destacam-se ainda o aumento do transporte transcelular e paracelular como

possiveis mecanismos que estdo na base da eficicia dos ultrassons (Tabela X).

Tabela X — Mecanismos celulares dos ultrassons (Burgess e Hynynen, 2013).
Transporte Transcelular Transporte Paracelular

Formacéo de canais citoplasmaticos
Aumento da Pinocitose/Endocitose

Deformagdo células endoteliais por oscilagdo das
bolhas de gas/Formacéo de poros membranares Reorganizagio das

Mecanismos de transporte ativo Disrupgao das ocludinas roteinas das aa
e claudinas _ pro gap
junctions (conexinas)

Estiramento das tight junctions

A Ressonancia Magnética é notoriamente 0 método imagioldgico de elei¢do utilizado,
quer para confirmar a disrupcdo da BHE, quer para visualizar e identificar a regido do
cérebro onde esta ocorreu. Constitui um método de exceléncia pois oferece um contraste
suave dos tecidos moles permitindo visualizar as diversas estruturas cerebrais e
monitorizar todo o processo em tempo real assim como determinar a duracdo da
disrupcdo. No entanto o seu uso encontra-se aprovado apenas para técnicas ablativas e
por isso um outro método de detecdo da disrupcdo da BHE desenvolvido por Hynynen e
sua equipa baseia-se em microscopia de fluorescéncia por absorcdo de dois fotdes e
representa uma alternativa a ressonancia magnética com resultados igualmente
satisfatorios (Hynynen et al., 2001). Quanto ao periodo de disrupcao da BHE conseguido
com esta técnica, segundo os resultados de varios estudos efetuados com moléculas
marcadoras como o gadolinio, a funcdo da BHE é recuperada entre 6 e 24h apds o
procedimento, ainda que as TJ fiquem funcionais apds aproximadamente 12h (Mei et al.,
2009; Shang, Wang, Liu, Zhang e Xue, 2011).

A primeira evidéncia de que os ultrassons podem aumentar a biodisponibilidade de
farmacos a nivel cerebral foi publicada em 2006 apds resultados favoraveis obtidos em
estudos realizados em ratos. O anticorpo monoclonal anti-HER2, Trastuzumab
(Herceptin®), foi detetado em zonas cerebrais que foram alvo de sonicagdo enquanto nas
regides em que a BHE permaneceu intacta este farmaco néo foi detetado ou atingiu
concentracdes inferiores ao limite de detecdo (Kinoshita et al., 2006b; Kinoshita,

McDannold, Jolesz e Hynynen, 2006a). A epirrubicina e a doxorrubicina sdo exemplos
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de outros farmacos antineoplasicos que apresentaram concentragdes cerebrais
significativas apds a aplicacdo de ultrassons em animais, tendo-se verificado inclusive
uma diminuigdo do crescimento de tumores cerebrais e um aumento do seu tempo de
sobrevivéncia (Liu et al., 2010; Treat et al., 2012). Esta técnica aparenta ainda ter
aplicabilidade na veiculacédo de células natural killer ao cérebro com o intuito de eliminar
metastases cerebrais de cancro de mama, na veiculacdo de stem cells neuronais, em
terapia génica utilizando vetores como os virus adeno-associados e no tratamento da
doenca de Alzheimer (Choi et al., 2008; Burgess et al., 2011; Thévenot et al., 2011). Para
0s pacientes este método oferece inumeros beneficios como o facto de ndo requerer
intervencéo cirurgica com perfuragdo do cranio e sangramento associados e ndo necessitar
de sedacéo, estando o doente acordado e consciente durante todo o processo. As principais
vantagens residem no facto de ser um método ndo invasivo uma vez que o0s ultrassons sao
aplicados no cranio intacto, embora haja necessidade de perfusdo continua ou injecéo
repetida de agente de contraste pois as microbolhas que o constituem tém uma semivida
de aproximadamente 2 minutos. E considerado um método seguro pois ndo existe
evidéncia de alterac@es histoldgicas, isquemia, apoptose ou alteracfes comportamentais,
embora possa haver extravasdo minima de componentes sanguineos e albumina que se
sabe serem neurotdxicos; € reversivel, dado que segundo evidenciam os estudos, a BHE
recupera as suas funcdes entre 6 a 24h ap0s a realizacdo do procedimento, e preciso uma
vez que os ultrassons tém a capacidade de serem direcionados e ficarem confinados ao

local de aplicacdo (Burgess e Hynynen, 2013).

Em resumo, a utilizacdo de ultrassons em associagdo com a ressonancia magnética guiada
constitui um método bastante promissor e tem potencial para vir a ser aplicado numa vasta
pandplia de doengas neurolégicas como a doenga de Parkinson, dor neuropética,
depressdo, transtorno obsessivo-compulsivo, epilepsia, tremores e tumores cerebrais.
Com a inovacdo tecnoldgica e aprovacdo desta técnica no tratamento das patologias
anteriormente referidas prevé-se que o tratamento com ultrassons ira ter um impacto
tremendo na vida de milhares de pessoas em todo o mundo. Para além do seu potencial
no tratamento de patologias que afetam milhares de pessoas por todo o globo esta técnica
permite ainda, através na neuroestimulagdo, mapear e compreender melhor o
funcionamento cerebral e a fisiopatologia de muitas doencas possibilitando assim o
desenvolvimento de novos tratamentos, mais especificos e direcionados, e

consequentemente, mais eficazes.
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4.5 Vias de Administracdo Alternativas

Ao contrario das estratégias anteriormente enumeradas, que se baseiam essencialmente
na modificacdo de fatores que possam afetar o normal funcionamento da BHE e na
manipulacdo de fArmacos, ao recorrer-se a vias alternativas para a veiculacéo de farmacos
ao cerebro estes sdo administrados para além da BHE. Este procedimento é denominado
de bypass da BHE e consiste na administracdo do farmaco diretamente no SNC, como
ocorre na administracdo IC, IVT e intratecal (IT). Nos ultimos anos também a via
intranasal (IN) tem sido alvo de varios estudos pois oferece inUmeras vantagens,
nomeadamente o facto de ndo ser invasiva e de a administracdo de farmaco poder ser
realizada pelo proprio doente (Privalova, Gulyaeva e Bukreeva, 2012). Quando se
compara a administracdo IC, IVT ou IT com a administracdo intranasal de farmacos, a
vantagem que mais se destaca em termos farmacocinéticos € a sua biodisponibilidade,
pois ao administrar a dose diretamente no SNC consegue obter-se uma biodisponibilidade
igual a 100%.

De seguida seréo abordadas de forma breve as vias de administragéo alternativas acima

enunciadas e ainda a administracdo de farmacos através do ouvido interno.

4.5.1 Via Intranasal

A administracdo IN surge como uma opcdo atrativa para a veiculacdo cerebral de
farmacos pois a sua aplicacao estende-se a farmacos biol6gicos como péptidos, proteinas,
oligonucleotidos, células estaminais e vetores virais, refletindo este vasto leque de

moléculas o seu enorme potencial terapéutico (Lochhead e Thorne, 2012).

A proximidade anatémica entre cérebro e a cavidade nasal e a conexdo existente entre
estas estruturas tornam apelativa esta via de administracdo. Contudo, o reduzido
comprimento desta (aproximadamente 12 a 14 cm) e a sua diminuta area de superficie de
absorcgdo (160 cm?) sdo apontados como limitacdes deste método (Harkema, Carey e
Wagner, 2006). Em contrapartida, a administracdo IN de fa&rmacos quando comparada

com a administracdo IC e IT oferece como principal vantagem o facto de ser um
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procedimento ndo invasivo, logo desprovido de todos 0s riscos associados a estas vias
(1llum, 2000).

Embora a cavidade nasal seja constituida por 4 tipos diferentes de epitélios, o epitélio
respiratorio que constitui 80-90% da mesma e o epitélio olfatorio que constitui 10% desta,
representam os principais locais de absor¢do de farmacos administrados via IN (Lochhead
e Thorne, 2012). Um estudo efetuado em ratos e macacos realizado com recurso a
administracdo IN de proteinas marcadas com um radioisétopo do iodo, 1'?°, revelou que
0 nervo olfativo e o nervo trigémeo representam as vias de transporte de maior relevancia
(Thorne, Pronk, Padmanabhan e Frey, 2004). Ainda que o mecanismo exato pelo qual o
farmaco é absorvido através da mucosa nasal careca de estudos mais pormenorizados,
sabe-se que o transporte de substancias ao longo destes nervos pode ser executado quer
por via intracelular quer por via extracelular. Nas vias intracelulares incluem-se a
passagem de moléculas para o interior dos neuronios olfativos sensoriais através de
endocitose, o transporte intraneuronal e ainda a absor¢ao mediada por transcitose ao nivel
do bulbo olfativo (Thorne, Emory, Ala, e Frey, 1995). Por outro lado, o transporte por
meio de vias extracelulares compreende a difusdo paracelular e a captacdo do farmaco
pelos neurdnios. Uma vez concluida a passagem através da mucosa nasal, as possiveis
vias de entrada no cérebro situam-se ao nivel do bulbo olfativo e do tronco cerebral.
Posteriormente, a distribuicdo do farmaco a areas cerebrais especificas depende
essencialmente das sinapses entre 0s neurdénios periféricos e 0s neurénios de segunda
ordem e células ganglionares do nervo trigémeo, e da difusdo através dos espagos

perivasculares existentes no parénquima cerebral.

A primeira barreira com que um farmaco administrado por via IN se depara ¢ a camada
de muco que reveste a cavidade nasal. A clearance mucociliar, que pode influenciar a
absorcdo de farmaco, depende da eficacia e integridade das células ciliares, pelo que
durante o desenvolvimento de novas formulagGes devem ser realizados testes para
confirmar que os movimentos ciliares ndo sdo afetados ou inibidos e que a funcao destas
células ndo é comprometida. Outros fatores fisioldgicos e fisico-quimicos afetam também
a absorcdo de farmacos através desta via. A constituicdo da cavidade nasal e a
vascularizagdo da mucosa nasal sao fatores fisiologicos que podem influenciar a absorcéo
de farmacos. Alguns estudos indicam que a adi¢do de vasoconstritores as formulagdes
para administragdo IN de farmacos promove a retengdo destes na mucosa nasal e favorece

a sua difusdo para o SNC (Dhuria, Hanson, e Frey, 2010). A presenga de sistemas
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enzimaticos e transportadores de efluxo como a gpP levam a degradagédo e impedem a
absorcdo de fa&rmaco pelo que a administragcdo concomitante de inibidores enzimaticos,
ou a sua inclusdo na formulacdo, constitui uma hipotese para contornar este problema.
Caracteristicas fisico-quimicas como a massa molecular e a lipofilia sdo fatores
extremamente importantes tanto para a absor¢do ao nivel da mucosa nasal como na
penetracdo cerebral e podem ser otimizadas recorrendo ao uso de pro-
-farmacos, conforme discutido anteriormente, polimeros mucoadesivos e excipientes

promotores de absorcao.

Parametros de formulacdo como o pH, osmolaridade, viscosidade, forma farmacéutica e
constituicdo da formulacdo devem também ser considerados quando se recorre a
administracdo IN. Um aumento da viscosidade da formulagdo permite aumentar o tempo
de contacto entre esta e a mucosa nasal melhorando a absor¢do de farmaco. No entanto,
a viscosidade excessiva pode alterar o normal funcionamento dos cilios e a clearance de
muco. A Tabela XI resume de um modo geral as vantagens e desvantagens associadas a

administragdo IN de farmacos.

Para além das desvantagens apresentadas existe ainda a possibilidade de parte da
formulacéo ser drenada para a faringe, acabando por ser posteriormente deglutida, ndo
exercendo assim a dose administrada o efeito terapéutico desejado (Gizurarson, 1993).
Os geles que, por serem formas farmacéuticas mais viscosas, tém sido utilizados para
administracdo IN apresentam também a vantagem de minimizar a perda de formulagéo

para a orofaringe (Chelladurai, Mishra e Mishra, 2008).

Farmacos utilizados em estudos de veiculacdo cerebral através da via IN incluem o
inibidor da telomerase GRN 163, a carbegolina, o metotrexato, o sumatriptano, a insulina
e a leptina (Hashizume et al., 2008; Privalova et al., 2012). Cerca de 15 minutos apds
administracdo IN do citostatico metotrexato observou-se uma concentracdo no LCR trés
vezes mais elevada do que no sangue sendo que quando a coadministrado com o diurético
acetazolamida, que limita a excrecdo de LCR e farmaco do plexo coroideu, verificou-se

um aumento exponencial da sua concentracdo no SNC (Shingaki et al., 2010).
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Tabela XI — Vantagens e desvantagens da administragao intranasal de farmacos (Adaptado de Lochhead e
Thorne, 2012).

Vantagens Desvantagens

Limitado a farmacos potentes e a pequenos

Método ndo-invasivo volumes (25-200 piL)

Intensa atividade enzimatica da mucosa

Risco reduzido de infecdo )
¢ nasal/Elevada clearance do farmaco

Répida absorcéo/Rapido inicio de a¢do pH &cido da mucosa nasal
Ajuste de dose possivel | Permeabilidade a moléculas hidrofilicas

Variabilidade anatomica e fisiolégica

Possibilidade de autoadministracéo R
interindividual

Auséncia de efeito de 12 passagem Patologias do trato respiratério/lrritagdo nasal

Epitélio nasal muito vascularizado Reduzida area de superficie

Um estudo realizado em ratos demonstrou que a administracdo de doses iguais de
interferdo-B1b acoplado a 1'2°, um farmaco utilizado no tratamento da esclerose maltipla,
se traduz em niveis mais elevados no SNC quando administrado por via IN em
comparagdo com a via intravenosa (Ross et al., 2004). Apesar das vantagens apresentadas
e dos estudos em animais revelarem resultados animadores séo necessarios estudos em
humanos que comprovem a eficacia desta abordagem. O sucesso da administracdo IN
depende em grande parte do desenvolvimento de formulagdes adequadas que permitam
obter concentracBes terapéuticas no SNC. A funcionalizacdo de nanoparticulas e a
utilizacdo de geles e nanogeles representam uma possibilidade de éxito recorrendo a esta

via de administracéo.

4.5.2 Administracédo intratecal

A administrag¢do IT, também denominada de administracdo subaracnoéideia caracteriza-
-se pela injecdo ou infusdo de substancias diretamente no canal raquidiano, mais
especificamente no espaco subaracnoide através de uma puncdo lombar, permitindo
assim contornar o principal obstaculo na veiculagdo de farmacos ao SNC, a BHE. Apesar
de ser considerada uma das vias mais nobres e delicadas e ser utilizada com pouca
frequéncia devido aos riscos associados e ao desconforto para os doentes, apresenta-se

como uma alternativa teoricamente viavel para a administracdo de farmacos de grandes
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dimensGes como proteinas e péptidos (Wang, Siahaan e Soltero, 2005). Atualmente, é
comum recorrer-se a esta via para administracdo local de analgésicos opioides e
anestésicos na medida em que é possivel reduzir em grande parte os efeitos adversos desta
medicacdo a nivel sistémico. Contudo, verifica-se que estes agentes sdo rapidamente
removidos do LCR para a corrente sanguinea devido a serem moléculas lipofilicas de
pequenas dimensdes, ao inveés das proteinas que segundo a evidéncia sugere tém uma
clearance muito mais reduzida (Grabow, Derdzinski e Staats, 2001). Exemplos clinicos
de outros farmacos administrados por esta via sdo os aminoglicosideos utilizados no
tratamento de meningites, o baclofeno usado no tratamento da espasticidade, e
antineoplésicos no tratamento de metastases cerebrais ou tumores do SNC. Um estudo
que consistiu na administracdo intratecal de leptina, uma hormona que inibe o apetite
promovendo assim a perda de peso, suporta a utilizacdo desta via na administracdo para
substancias de massa molecular elevada. Através da realizacdo de uma tomografia por
emissdo de positrdes a investigacdo demonstrou que 3h apds a pun¢do lombar a hormona
conseguiu atingir o hipotalamo em concentracdes superiores aquelas requeridas para se

observar efeito terapéutico (McCarthy et al., 2002).

4.5.3 Administragéo intraventricular e intracerebral

Tal como o proprio nome sugere esta abordagem envolve a administracdo direta de
farmacos no cérebro ou ventriculos laterais e por isso compreende uma perfuracdo, ou
craniotomia, seguida da implantacdo de um cateter ou dispositivo de libertagédo
prolongada de farmaco. Se por um lado esta estratégia permite minimizar os efeitos
toxicos dos farmacos a nivel sistémico, pois o farmaco é diretamente administrado no seu
local de agdo, por outro lado, um inconveniente associado a estas duas vias de
administragdo esta relacionado com o facto de a distribuicdo de farmaco e o volume a
administrar serem relativamente limitados. Calcula-se que o volume de administracdo que
é possivel ser aplicado por estas vias representa menos de 1% do volume cerebral sendo
que praticamente nenhuma patologia é curavel com doses tdo reduzidas de farmaco
(Pardridge, 2003). Enguanto na administracdo IC o farmaco se mantém praticamente

confinado ao local de injecdo, na administracdo IV o farmaco é rapidamente drenado e
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transportado para a circulacdo periférica atraves do LCR exercendo um efeito minimo no
SNC (Yan et al., 1994; Krewson, Klarman e Saltzman, 1995).

Embora representem uma alternativa, pelo facto de serem teécnicas extremamente
invasivas e se caracterizarem por uma maior incidéncia de hemorragias e infegdes do
SNC, podendo culminar ainda num aumento da pressao intracraniana, sdo abordagens
pouco interessantes do ponto de vista clinico. Ainda assim encontra-se disponivel no
mercado e é aplicado na prética clinica um dispositivo de reservatdrio implantavel para

administragdo IVT de farmacos, brevemente descrito de seguida.

4.5.4 Dispositivos de implantacéo cerebral

Com o objetivo de manter concentracOes terapéuticas de farmaco no local de acdo foram
desenvolvidos sistemas de libertacdo controlada e prolongada de farmaco destinados a
implantacdo cerebral. InfusAid® pump, MiniMed Programmable Implantable Infusion
System (PIMS) e Medtronic SynchroMed Il sdo os nomes comerciais de trés bombas,
disponiveis nos EUA, destinadas a veiculacdo de farmacos ao SNC. Estes dispositivos
atuam por diferentes mecanismos, que variam desde mecanismos peristalticos & utilizacéo
de pressdo de vapor, sendo que a taxa de libertacdo de farmaco pode ser controlada por
meios externos computorizados (Misra et al., 2003). Mais recentemente foi desenvolvido
um sistema bioartificial implantavel, composto por um nucleo células secretoras
envolvidas por uma membrana semipermeavel e porosa que permite a nutri¢do, protecao
e manutencdo das mesmas no local da implantagdo assim como a libertagdo das moléculas
de farmaco e metabolitos toxicos produzidos para o exterior (Vyas e Khar, 2007). Na
sequéncia desta abordagem sera descrito de forma pormenorizada um sistema disponivel

em Portugal, semelhante aos anteriormente mencionados, o reservatério Ommaya.
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4.5.4.1 Reservatorio Ommaya

O reservatério Ommaya, um sistema com dupla funcionalidade que permite a
administracdo IVT de farmacos e a drenagem de LCR, destinando-se por este motivo ao
tratamento de hidrocefalias, recolha de amostras de LCR ou a administracdo de
antineoplasicos e outros farmacos, foi desenvolvido em 1963 pelo neurocirurgido
paquistanés Ayub Ommaya do qual recebeu o nome (Sundaresan e Suite, 1989). Tal como
se pode visualizar na Figura 6A, este dispositivo € constituido por duas partes distintas:
um pequeno recipiente de plastico que funciona como reservatorio de farmaco onde este
é injetado com o auxilio de uma seringa, e um tubo ou cateter que tem inicio no
reservatorio e cuja extremidade € introduzida diretamente num dos ventriculos cerebrais
laterais. Embora seja um equipamento muito utilizado na area da oncologia, para
administracdo de quimioterapia, este reservatorio pode também ser colocado em doentes
em estado terminal para administracdo paliativa de morfina e outros analgésicos opioides
(Raney e Kirk, 1988; Sandberg, Bilsky, Souweidane, Bzdil e Gutin, 2000). No tratamento
de meningites cronicas o reservatorio Ommaya também é usado para administracdo
repetida de antibidticos e antifangicos (disponivel em
http://www.manualmerck.net/?id=104&cn=933).

Genericamente, o procedimento inicia-se com uma anestesia geral seguida da remocéo
de uma pequena quantidade de cabelo em redor da regido onde é feita a incisdo.
Consecutivamente, é realizada uma perfuracdo do cranio com exposicdo da duramater e
através de uma ressonancia magnética guiada o reservatorio € inserido subcutaneamente
no topo do cranio. Apés finalizada a colocacdo do dispositivo procede-se a suturacdo do
golpe anteriormente feito e o doente deve permanecer sob observacao, pelo menos, nas
24h seguintes. A area da incisdo deve ser mantida seca até a remoc¢do dos pontos assim
como o aspeto do local intervencionado deve ser monitorizado. E ainda necessario estar
alerta para sinais de infecdo como febre, rigidez do pescoco, vomitos, dores de cabeca,
vermelhidao, sensibilidade e drenagem de liquido. De notar que a inser¢éo do reservatorio
deve ser realizada por um cirurgido em ambiente hospitalar e em condi¢des de assepsia.
Uma vez colocado o dispositivo é possivel administrar o farmaco com recurso a uma

seringa sempre que haja necessidade (Figura 6B).
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Reservatorio

Catetér

Figura 6 - A: Representacdo esquemdtica do reservatdrio Ommaya (disponivel em
http://www.mskcc.org/cancer-care/patient-education/resources/about-your-ommaya-reservoir-placement-
surgery); B: Reservatério Ommaya implantado e administracdo de farmaco (disponivel em
http://en.wikipedia.org/wiki/Ommaya_reservoir).

O medicamento Depocyte®, anteriormente mencionado, cujo principio ativo é a
citarabina formulada numa suspensdo lipossomal, esta4 autorizado em Portugal desde
2001. Tem indicacdo terapéutica no tratamento da meningite linfomatosa através de
administracdo IT mas é utilizado a maioria das vezes em doentes paliativos através de um
reservatorio Ommaya (administracdo IVT) ou através de puncdo lombar
(disponivel em  http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/EPAR_-
_Product_Information/human/000317/WC500035649.pdf).
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4.5.5 Administracéo de farmacos atraves do ouvido interno

Recentemente projetada como uma nova via de veiculacdo de farmacos ao cérebro devido
a sua proximidade com este 6rgdo, a semelhanca da via intranasal, o ouvido interno abre
novas perspetivas e representa uma alternativa para o tratamento de doengas neuroldgicas.
Investigadores do Tampere University Hospital, na Finlandia, reportaram num estudo que
data de 2003 a possibilidade de uma estrutura do ouvido interno derivar do LCR,
despertando assim a atencdo para a eventual comunicacdo existente entre o ouvido e o
cérebro (Zou et al.,, 2003). Uma investigacdo recente veio reforcar esta teoria
comprovando que ap6s administracdo intratimpanica de uma formulagéo constituida por
nanoparticulas de um PLGA existe uma melhoria e aumento significativo da distribuicdo
de varios agentes terapéuticos no LCR, ouvido interno e tecidos cerebrais quando em

comparagdo com a administracdo intravenosa (Chen, Zhang, Yang e Mu, 2010).

Estudos preliminares toxicoldgicos ndo evidenciaram quaisquer danos ou alteracfes
funcionais ao nivel da cdclea ap6s este procedimento e adicionalmente estudos
farmacodindmicos indicaram ainda que a formulacéo estudada possui um efeito protetor
a nivel cerebrovascular atraves da inibicdo de reacdes oxidativas catalisadas pelas
enzimas superdxido dismutase e 6xido nitrico sintetase (Zhang et al., 2013). Contudo séo

necessarios mais estudos que assegurem a eficacia e seguranca desta abordagem.
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5. Conclusbes e perspetivas futuras

A veiculacdo cerebral de farmacos € particularmente desafiante dada a existéncia da BHE,
o principal obstaculo a penetracéo de farmacos no SNC. No entanto, embora a BHE tenha
um papel determinante na protecdo do ambiente cerebral, esta ndo é uma estrutura
estatica, estando continuamente a sofrer transformacGes. Na presenca de patologia e a
medida que se envelhece esta estrutura bioldgica altamente dinamica sofre mudancas que

afetam a sua permeabilidade.

Em resultado do aumento da incidéncia das doencas neuroldgicas e mentais associadas
ao envelhecimento da populacdo, nos Gltimos anos a Industria e a Comunidade
Académica e Farmacéutica tém apostado no estudo e desenvolvimento de novas técnicas
de veiculacdo de farmacos ao cérebro. As principais estratégias incluem a manipulacéao e
modificacdo quimica de farmacos, a alteracdo transitoria da permeabilidade da BHE e o
recurso a vias de administracdo alternativas. Apesar do grande potencial de algumas
abordagens como a administracdo IN de farmacos, a encapsulacdo de farmacos em
lipossomas, nanoparticulas e mondcitos funcionalizados, e a aplicacdo de ultrassons, ndo
existe contudo, um método universal e ideal no sentido de ser aplicavel a todas as
patologias e tipos de farmacos utilizados no tratamento destas doengas. Nenhum método
¢ 100% eficaz pois todos apresentam vantagens e desvantagens que devem ser analisadas
em funcdo do farmaco em questdo, da patologia a tratar e da situacdo clinica do doente,
sendo ainda imperativo realizar uma avaliacdo da relacdo risco-beneficio da sua

implementacéo, caso a caso.

Face ao exposto anteriormente, € necessario frisar que estes métodos desenvolvidos para
a veiculacdo cerebral de farmacos se destinam a ser utilizados em situacdes patoldgicas e
ndo em individuos saudaveis. Assim, dado que grande parte dos estudos séo realizados
em culturas de células ou em animais saudaveis, os dados provenientes destes ensaios
devem ser interpretados e extrapolados cuidadosamente de modo a evitar conclusdes
erradas, concluindo-se por isso que é fundamental que, de futuro, se utilizem modelos
padronizados de animais doentes de modo permitir a comparacao entre diferentes estudos

e obtencéo de resultados mais fidedignos.

73



Veiculagdo e Vetorizacdo de Farmacos ao Cérebro

Em termos de perspetivas futuras, varias sdo as abordagens que se tém vindo a revelar
promissoras. A utilizacdo de virus ndo patogénicos, como virus adeno associados, como
sistemas de transporte e vetorizacdo cerebral foi avancada como uma possivel via para
veicular farmacos ao interior das células uma vez que estes microrganismos sao parasitas
intracelulares obrigatérios. A implantacdo cerebral de células e tecidos manipulados
geneticamente para produzir determinados farmacos e o desenvolvimento de novos
dispositivos de implantagdo cerebral constituem também alternativas que irdo permitir
teoricamente um melhor controlo dos sintomas em doencas como por exemplo a
epilepsia, eliminando problemas relacionados com a adesdo dos doentes as terapéuticas
instituidas. Todavia, continuam ainda por explorar outras possiveis vias de penetracdo de
farmacos no cérebro como os OCV que, por ndo expressarem a BHE classica e serem
bastante vascularizados, sdo mais permeaveis a substancias exdgenas, assim como

recetores e transportadores especificos expressos na BHE.

A necessidade de pesquisa de marcadores especificos de doenca estd também patente, na
medida em que ira possibilitar um tratamento personalizado das diferentes patologias
minimizando-se os efeitos adversos de alguns farmacos, em especial daqueles que sdo

muito potentes e toxicos.

As nanoparticulas, apesar de serem bastante versateis e representarem uma das estratégias
com maior aplicabilidade e probabilidade de sucesso, carecem de estudos sobre a sua
farmacocinética, danos em estruturas celulares e interacdo com o hospedeiro em termos

de biodistribuicéo, degradagédo e acumulacéo.

Para maximizar as probabilidades de sucesso e eficacia clinica propde-se a combinagéo
duas ou mais estratégias em simultdneo, como por exemplo a veiculacdo de farmacos
através de transportadores coloidais de particulas funcionalizados em associacdo com
aplicacdo de ultrassons. Acima de tudo, pretende-se que, com o desenvolvimento de
novos sistemas de veiculacdo de farmacos ao cérebro, se criem dispositivos de libertagcdo
prolongada de farmacos, custo-efetivos, seguros, ndo invasivos e de facil administracdo

gue permitam manter o controlo dos sintomas.

Apesar do avango cientifico, o conhecimento acerca do funcionamento cerebral e da
fisiopatologia das doencas que afetam o SNC é muito reduzido, o que cria barreiras ao

desenvolvimento de sistemas de veiculagdo cerebral de farmacos adequados e eficazes.
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