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Aplicacoes de técnica estereotactica para
a neurocirurgia molecular: uma revisao.

Use of stereotactic procedures 1n molecular
Neurosurgery: a review

Ivan Soares de Araujo *

Resumo

Avangos considerdveis foram obtidos na compreensio das bases moleculares de virias doencas nenrolggicas. Embora a biologia molecular dos
tumores cerebrais e doengas neurodegenerativas tenham se tornado mais conbecidas, a ntilizacdo desses conbecimentos para alcangar resultados
terapénticos melhores permanece um desafio. Os procedimentos estereotdcticos na neurocirurgia molecular constituen um método adequado de
introducdo de material génico na estrutura tissular cerebral. Numerosas doengas resistentes a qualguer tratamento sdo passiveis de cura e um
Sfuturo proximo devido a terapia genética incurdvets abrem perspectivas para num futuro proxino serem manuseadas pela terapia génica, apesar
das limitacies no presente como a rejeigdo imunoldgica e a anséncia de um vetor ideal.
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Abstract

Remarkable advances have been made in the understanding of the molecular basis of many nenrological diseases. Although the molecular
biology of brain tumors and neurodegenerative diseases are better understood, the use of this information to achieve better therapeutic results
remains a challenge. The stereotactic procedure for molecular neurosurgery constitutes an adequate method of deltvery of genetic material to
cerebral tissue. A number of diseases resistant to any treatment are amenable to be cured in a short future due to genetic therapy although the
present limitations that include tmmunological rejection and the lack of an ideal vector.
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Introducao

Até recentemente a neurocirurgia tem sido uma
disciplina cirargica dirigida para procedimentos ablativos
nas doencas do sistema nervoso: clipagem de
aneurismas, evacuacao de hematomas, remocao de
hérnias de disco, descompressio na estenose de canal,
extirpacao de tumores, dentre outros. Entretanto, o
esclarecimento das bases moleculares de muitas doencas
neuroldgicas mudou o procedimento unicamente
ablativo da neurocirurgia para uma atitude terapéutica
voltada também para a restauracio e melhora da funcio
no sistema nervoso. Destarte, uma variedade de técnicas
provenientes da bio(}%gia molecular foram introduzidas

na neurocirurgia

Neuro-oncologia

O tratamento de tumores cerebrais de uma maneira
tipica compreende resseccao, radioterapia e
quimioterapia. A resseccao cirurgica tem evidenciado
melhora da sobrevivéncia em certos tumores tais como
o glioblastoma multiforme, ao passo que outros sao
definitivamente tratados por radiacao, como o
Outros
oligodendrogliom%§l,l rgspondem favoravelmente a

germinomas. ainda, tais como o0s

quimioterapia . A despeito dos avangos
terapéuticos, a sobrevivéncia dos pacientes com tumores
deixa a desejat. A sobrevivéncia no caso do glioblastoma
multiforme, o mais comum dos tumores primarios,
nao tem melhorado por décadas. O tumor apresenta
difusao ampla de suas células pela substancia branca e
pode ser encontrado no hemisfério contralateral
partindo de um foco tumoral primario. A terapia
definitiva para tumores cerebrais primarios ira requerer
inativacao da oncogénese abetrante ou restabelecimento
da atividade de genes supressores perdidos ou nao-
ativos. O progresso na malignidade de um glioma
envolve um acimulo gradativo de alteracoes genéticas
que geralmente afeta as vias de transducio ativada pelos
receptores tirosina-kinase, fatores de crescimento/
receptor derivados das plaquetas, fator de crescimento
do fibroblasto 2, receptor do fator de crescimento
insulino-simile, o receptor do fator de grgscimento
epidérmico e reguladores do ciclo celular = . De uma
maneira geral os gliomas malighos sao resisten%tles”_%g)
tratamento cirargico, radiacio e quimioterapia
Com raras excecoes todos esses tumores recidivam apos
o tratamento inicial, requerendo repeticao da cirurgia e
tratamentos coadjuvantes. Independente das
interveng¢oes, a sobrevida média dos glioblastomas

permanece em 47 semanas, mostrando o pouco
progresso no tratamento dos astrocitomas malignos. A
falha no tratamento convencional tem propiciado a
utilizagdo de estratégias tais como a terapia génica, a
imunoterapia e a “terapia anti-sense” que ¢ uma forma
de tratamento quando a seqiiéncia de um gene particular
¢ a causa de uma afeccao determinada e que utiliza os
oligonucleotideos, que agem no citoplasma ou nicleo
celular, para impedir a reproducio do agente causador
da doenca. O acido nucléico “sintetizado” ¢é
cognominado oligonucleotideo “antisense” porque sua
seqiéncia de base é complementar ao mensageiro do
gene ARN (mARN) que é chamado a seqiiéncia “sense”
de tal maneira um segmento sense do mARN “57-
AAGGUC-3 seria bloqueado pelo segmento do ARN
anti-sense “3-UUCCAG-5. Esse tipo de terapia gerou
medicamentos, como o fomivirgen, usado no
tratamento da retinite pelo virus citomegalico. Doencas
como a esclerose lateral amiotrofica, diabetes, glioma
maligno, melanoma, carcinoma pancreatico, dentre

N ) . 14,18, 23.24
outras, estao sendo também pesquisadas

Adenomas hipofisarios sio comumente benignos e
sao satisfatoriamente tratados pelos meios classicos:
farmacoterapia, cirurgia e radioterapia. Mas
ocasionalmente os tumores nao respondem a uma
dessas formas de tratamento, ou o paciente desenvolve
intolerancia a essas formas de terapia, ou o tumor se
torna invasivo, ou recidiva e torna o tratamento dificil.
Isso vai depender da natureza do tumor se funcionante
ou nao funcionante, sua dimensio e o tipo da célula
hormonal que o originou. Nesses exemplos, a terapia
génica pode pfgxelrb 171{171433 ()nova modalidade para tratar
esses tumores

A terapia génica também esta sendo estudada para
meningiomas que se tornam inacessiveis ou agressivos33
e que nao podem ser curados com as estratégias
correntes de tratamento. A transferéncia génica com
adenovirus dirigido para receptores especificos de
tumores ¢ muito eficiente em meningiomas primarios.
Esses vetores siao agentefsgromissores para a terapia
génica dos meningiomas

E afirmado por alguns autores que o herpes simples
oncolitico e outros virus similares podem infectar e
matar células cancerosas humanas sem afetar as células
normais ou produzir doencas. Aqui se incluem o
neuroblastoma pediatrico e tumores malignos da bainha

L1819, 21, 27
de nervo periférico
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DOENCAS NEURODEGENERATIVAS

As doengas mneurodegenerativas, como a
enfermidade de Alzheimer, envolvem a perda de um
contingente de neurdnios no cortex, nas partes basais
cerebrais como locus ceruleo e nicleo basal de uma
maneira caracteristica. Trabalho recente objetivando
reduzir o progresso da deméncia de Alzheimer fez uso
da derivacao ventriculo-peritoneal do liquor céfalo-
raquidiano, como op¢ao neurocirurgica, para desviar
do encéfalo o peptideo beta-amiléide principal
9,22,26,29-30,32
componente das placas senis . A mesma perda
difusa de neuronios acontece na doenca de Parkinson,
na qual os neuronios dopaminérgicos se acham
esgotados e a doenca de Huntington na (;.11118211353;10 os
neuronios estriatais que se acham exauridos .No
caso dessas doencas, a disfunciao de estruturas
anatomicas especificas ¢ um denominador comum. Ha
outras doencas neurodegenerativas no, entanto, como
a esclerose multipla, a doenca de Tay-Sachs e doencas
associadas a instabilidade de repeticoes trinucleotideas
como a atrofia dentato-rubro-palidolouisiana nas quais
se identificam genes modificados reconhecidos como
causadores de doenca. A esclerose lateral amiotréfica
envolvendo a degeneracao dos corddes laterais e das
células das pontas anteriores da medula proporcionam
um desafio ao tratamento. A terapia definitiva para todas
essas doencas provavelmente sera atingida através de
enxertos celulares, para restaurar a funcao, juntamente
com estratégias para inocular fatores troficos e de
crescimento. Os procedimentos estereotacticos na
neurocirurgia molecular proporcionam métodos
adequados para a introdu¢ao de material genético no
tecido cerebral. Microcateteres podem ser implantados
estereotacticamente em direcao a estruturas especificas,
como na microinfusao de alto fluxo no globus pallidus
(Figura 1). E também chamada de
enhanced delivery” e constitui uma técnica eficiente de

“convection-

adrmmstragao do vetor para sucesso na transferéncia
génica . De uma maneira corrente as técnicas
estereotacticas sao aplicadas para procedimentos
ablativos, neuroaumentativos e neuroendoscopicos,
assim como dosagem radioativa,biopsia() ggebral e
terapia cirdrgica nas doencas psiquidtricas
Epilepsias

Um acesso neurocirurgico estereotactico para a
terapia génica em epilepsia pode ser utilizado para
introduzir vetor viral transgénico ou células modificadas
pela engenharia genética para atingir o foco

(fleves pailliidng

Figura 1. Microcateteres podem ser implantados por extercotaxia
em direcdo a estruturas encefalicas, como no globus pallidus para
objetivo terapéutico ou semioldgico na sua visualizacdo.

epileptéogeno. O que a terapia génica oferece como
estratégica terapéutica na epilepsia é a possibilidade de
cotrigit o defeito epileptogénico subjacente e de uma
maneira basica curar a epilepsia. As estratégias na terapia
génica tém sido aplicadas no tratamento de neoplasias
cerebrais, doencas neurodegenerativas, doenca de
depésito lisossomico, doenca de Patkinson e acidentes
vasculares cerebrais com sucesso variavel. Como
medida terapéutica na epilepsia, a terapia génica esta
ainda na sua infancia, dependendo de extensa area de
investigagao o

Introducao do ADN nas células
cerebrais

Ha varios métodos através dos quais o ADN pode
ser introduzido nas células cerebrais. O acesso na terapia
génica ¢ utilizado na introdu¢io do material genético
no sistema nervoso central. Esse procedimento admite
dois protocolos, num, “in-vivo”, consiste em colocar
o gene terapcutico dentro de um vetor e administrar
diretamente no organismo; no outro, protocolo ex-vivo,
algumas células-alvos sao retiradas do organismo, essas
células recebem o gene terapéutico e depois de tratadas
sao devolvidas para o organismo. No esquema da
(Figura 2), o método ex-vivo é caracterizado pela
introducao dos transgenes dentro da célula os quais sao
depois enxertados na medula, ao passo que no método
in-vivo os vetores sao empregados para introduzir os

transgenes diretamente dentro da medula.
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Figura 2. Transferéncia génica ex-vivo(a): Apos infecgdo viral in
vitro com retrovirus conduzindo transgene terapéutico, fibroblastos
crescessem em cultura. A expressao génica pode ser verificada antes
do transplante do fibroblasto para dentro da medula animal.
Transferéncia génico in vivo(b). Vetores retro virais conduzindo o
transgene terapéutico sio diretamente injetadas na medula da cobaia.

—

VETORRETROVIRAL ™

O virus do herpes simples, o adenovirus, o virus
adenoassociado, o retrovirus e o virus lento sao os
vetores mais usados na terapia génica. A técnica chamada
“convection-enhanced delivery”(CED) ¢ eficiente na
transferéncia génica e a introducao do vetor
adenoassociado é realizada de uma maneira atraumatica
num alvo escolhido no encéfalo (Figura 3). A natureza
neurotropica do virus do herpes simples torna-o um
bom candidato para a introducao do material genético
no cérebro, mas seu longo petriodo de laténcia e a
resultante expressio génica transitOtia constituem o
maior obls7té}9culo para o seu uso efetivo como um vetor

B

genético

Lesao traumatica da medula espinal

Os reforcos moleculares do processo normal de
cicatrizagao que se segue a uma lesao traumatica da
medula sugerem uma variedade de etapas havendo ai
uma susceptibilidade de intervencao. Enquanto algumas
dessas formas de intervencao na lesao medular como
os corticosterdides possam ser introduzidas
sistemicamente futuras terapias envolverdo proteinas e
moléculas que vao necessitar de introducao local. A
necessidade de ctriar um alvo terapéutico na medula
pode expar}gsir o papel da neurocirurgia
estereotactica

Estudos das células progenitoras neurais sio
amplamente divididos em estudos na ativagao de células-
tronco neurais “/z sitw”, ou estudos envolvendo
transplante de células-tronco-neurais isoladas do cérebro

Figura 4. Técnica das neuroesferas. Tipo de cultivo celular sem soro no corpo estriado ¢ medula de embrido murino.
Este método ¢ um estudo avangado da célula-tronco. Embora muitas dessas células ndo sobrevivam num meio sem soro,

as sobreviventes se desenvolvem como agregados flutuantes ou “ncurocsferas”.
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ou medula. Pelo menos dentro da medula, as estratégias
terapéuticas usando ativacio de células-tronco neurais
enddgenas nao se mostraram praticas, porque as células—
tronco endobgenas conquanto proliferem, sé se
diferenciam em astrocitos na medula traumatizada.
Entretanto, a estratégia promissora para tratar a medula
traumatizada ainda é a terapéutica de reposicao

10, 23-24, 30
neuronal

Definicao e cultura seletiva das
células-tronco neurais

Estas células foram definidas como células neurais
com potencialidade para se renovar e gerar os trés tipos
majotitarios de células do sistema nervoso: os neutdnios,
os astrocitos e os oligodendrocitos. A figura 4 mostra
num esquema uma técnica de cultura celular sem soro
procedente do corpo estriado e medula espinal do
embriao murino. Embora muitas dessas células nao
sobtrevivam num meio sem soro, as sobreviventes se
desenvolvem como agregados flutuantes ou
“neuroesferas”. Este método se constituiu no maior
avanco dentro da pesquisa da biologia das células-tronco.
Trata-se de um uma expansao clonogénica de células-
tronco neurais em cultura flutuante, a cultura de
neuroesferas, num meio isento de soro contendo fator
epidérmico de crescimento e/ou fator de crescimento
fibroblastico 2. Uma neuroesfera derivada de uma célula
unica ¢é capaz de gerar as trés linhagens majoritarias de
células do sistema nervoso: neuronios, astrocitos e
oligodendrocitos, indicando a multipotencialidade da
célula iniciante da neuroesfera. Se a neuroesfera for
dissociada em células tinicas, cada célula da inicio a uma
neuroesfera secundaria com alta freqiiéncia, mostrando

N 22,2024
a renovacao celular

Célula Trenco Meural

| ) Meurdnio
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Figura 3. l'm (A) o calculo para emprego do esterotaxico num
alvo atingido para a aplicacio do CED (Convection-Iinhanced
Delivered) que em ultima andlise ¢ uma forma de introdugio eficiente
de material genético para o sucesso da transferéncia génica.

Engenharia genética

Ou modificacao genética sio termos para designar
o processo de manipulacao dos genes num organismo,
geralmente fora do processo reprodutivo normal. A
engenharia genética a partir do estudo e manuseio
biomolecular oferece a possibilidade de produzir
materiais organicos sintéticos. A clonagem de genes é
uma técnica largamente utilizada em microbiologia
celular na identificacao e na coépia de um gene
determinado num organismo simples, como uma
bactéria, empregado como receptor. Esse processo ¢é
usado na sintese de alguns §9ubprodutos para o
tratamento de varias doencas

Esta no histérico da engenharia genética, o trabalho
laureado de Crick e Watson que em 1953 receberam o
premio Nobel, a0 demonstrar a estrutura espacial do
ADN, o coédigo genético. Em 1972, na Universidade
de Standford, California, Paul Berg ligou duas cadeias
de ADN: uma animal e a outra bacteriana. Essa
experiéncia é considerada o comeco da criagglo sintética

. 510,17 20,
de produtos de engenharia genética

Conclusoes

Durante a tltima década do século passado e os
primeiros anos do século atual, a neurocirurgia tem
passado por uma enorme mudanca. Enquanto nos
concentravamos no manejo de hematomas, aneurismas,
tumores cerebrais, hérnias de disco e tratamento de
distirbios do movimento, o futuro se delineava na
aplicacao de uma variedade de novos conhecimentos.
Chamados simplesmente de moleculares esses
conhecimentos comecaram a mostrar-se amplamente
aplicaveis a0 manejo, diagnostico e prevencao de doencas
neurologicas graves. Como resultado tais conhecimentos
vem modificando os paradigmas da neurocirurgia.
Algumas técnicas da neurocirurgia estereotactica e
funcional, nascidas no século passado, passam a se
integrar a biologia molecular e juntamente com a terapia
génica vem a se tornar multidisciplinar. De uma
disciplina cirurgica puramente ablativa, a neurocirurgia
passa a ser também restaurativa comprometendo-se
com as técnicas da terapia celular.
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