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ALDH 1 - Aldeido desidrogenase |

CSC - Cancer Stem Cells

EMT - Epithelial-Mesenchymal Transition

FACS - Fluorescence-Activated Cell Sorting

HIF-2alfa - Hypoxia-Inducible Factor”

NMH - Hipertermia Mediada por Nanoparticulas (do Inigés Nanoparticle-mediated
hyperthermia)

HSC - Células Estaminais Hematopoiéticas (do Inglés Hematopoietic Stem Cells)
HSP 90 - Heat Shock Protein 90

IGSs - y-secretase

LSC - Células Estaminais de Leucemia (do Inglés Leukemia Stem Cells)

MGMT - O6-Methylguanine-DNA Methyltransferase

MR - Ressonancia Magnética (do Inglés Magnetic Resonance)

NIR - Near-Infrared

PET - Positron Emission Tomography

ROS - Espécies Reativas de Oxigénio (do Inglés Reactive Oxygen Species)

Transportadores ABC - Transportadores ATP-binding cassette



Os ultimos avangos na area do cancro mostram a existéncia de Cancer Stem Cells
(CSC) em diversos tumores soélidos e casos de leucemia. Pensa-se que estas sao
responsaveis pela iniciagdo e progressao tumoral, assim como pelo aparecimento de
metastases, recidivas e pela resisténcia a terapéuticas anti tumorais.

O crescente conhecimento das caracteristicas destas células e a crescente evolucao
no desenvolvimento de nanoparticulas tem permitido que surjam novas terapéuticas capazes
de suprimir as CSC e assim eliminar o tumor com uma maior taxa de sucesso.

Nesta monografia serao descritas as caracteristicas das CSC e o seu papel nas
diversas etapas do desenvolvimento tumoral, assim como transmitir o estado atual das

terapéuticas com nanoparticulas vetorizadas para as CSC.

Palavras-chave: Cancer Stem Cells; Biomarcadores; Resisténcia a quimioterapia e radioterapia; Nanoparticulas.

The latest advances in the field of cancer show the existence of Cancer Stem Cells
(CSC) in many solid tumors and leukemia. They are thought to be responsible for tumor
initiation and progression, as the occurrence of metastasis, recurrence and resistance to
cancer therapies.

The increasing knowledge of the CSC’ characteristics and growing trend in the
development of nanoparticles has increased the promises of the former to eliminate CSC
and thus eliminate the tumor with better success rate.

In this monograph | highlighted the characteristics of CSC and their role in the many
stages of tumor development, however the main focus of this work was bring the current

state of nanoparticles for CSC therapy.

Keywords: Cancer Stem Cells; Biomarkers; Resistance to chemotherapy and radiotherapy;

Nanoparticles



O cancro é uma das maiores fontes de preocupagao da populagao mundial e um dos
grandes focos de estudo dos diversos investigadores cujo trabalho incide na drea da saude.
Nas ultimas décadas, apesar de ter sido feito um progresso significativo na terapéutica anti
tumoral, continua a ser comum a morte de doentes devido a recidivas do tumor. (1)

A hipotese da existéncia de cancer stem cells (CSC) propoe que apenas uma pequena
quantidade de células cancerigenas tém a capacidade de se auto renovar e iniciar a
propagacao do tumor. As CSC possuem marcadores de superficie e vias que sustentam o
processo de auto renovagao semelhantes aos apresentados pelas células estaminais ditas
normais, acrescentando uma potente capacidade de diferenciagio e de resisténcia a
quimioterapia e radioterapia. (I) Devido a estas caracteristicas, pensa-se que estas células
sao as responsaveis nao so pela propagagao do tumor como também do aparecimento de
metastases e recidivas da doenga. (2)

As terapéuticas anti tumorais convencionais eliminam rapidamente células que
constituem o bulk tumoral, no entanto nao conseguem ser tao efetivas contra as CSC. A
resisténcia destas células deve-se ao seu elevado poder de auto renovagao, a sua capacidade
de efluxo de farmacos, capacidade anti apoptotica, assim como a outros mecanismos ainda
desconhecidos. (I) Algumas vias de sinalizagao estao também envolvidas neste mecanismo de
resisténcia, como exemplo poder-se-ao referir Wnt/B-catenin, Notch e hedgehog. (3)

O primeiro relatério de CSC em tumores soélidos data de 2003, onde Al-Hajj
demonstrou a presenca destas células no cancro da mama. Desde entao que as CSC tém
vindo a ser identificadas num largo espetro de tumores soélidos, tal como em casos de
leucemia. (2)

As nanoparticulas para uso em terapéuticas anti tumorais tém evoluido a um ritmo
acelerado, podendo assim oferecer um método inovador para contornar as resisténcias a
terapéutica apresentadas pelas CSC. Recentemente, estratégias baseadas no uso de
nanoparticulas tém apresentado um aumento da eficicia terapéutica e uma redugiao dos
efeitos adversos quando comparadas com as terapias convencionais. (3)

As nanoparticulas, quando desenvolvidas de forma adequada, tém a capacidade de se
acumular significativamente nos tecidos tumorais devido a sua habilidade para atravessar os
vasos fenestrados do tumor. (3) Ao longo desta monografia pretende-se ilustrar o atual
ponto de situagao da investigagao sobre CSC e como a eliminagao destas poder-se-a tornar

fulcral na obtengao de uma terapéutica eficaz contra o cancro.



As CSC sao uma fragao especifica de células capazes de sustentar o crescimento e a
progressao de um tumor. (4) Estas sao definidas por uma série de caracteristicas funcionais
que as tornam um elemento chave no desenvolvimento de um tumor. Estas células possuem
a capacidade de auto renovagao ilimitada, gerando copias de si mesmas e sdo capazes de
gerar as restantes células que constituem a massa tumoral. Algumas CSC tém a aptidao de
transitar, durante o seu ciclo de vida, entre um estado de quiescéncia ou “slow-cycling” e um
estado ativo com alguma facilidade, conferindo-lhe resisténcia a algumas terapéuticas

convencionais. De salientar que as CSC sao geneticamente instaveis. (4)

Antes de referenciar a sua fungao no desenvolvimento tumoral, torna-se importante
diferenciar entre cancer stem cells e cell of origin pois, embora os seus conceitos sejam muitas
vezes confundidos, estas tratam-se de entidades diferentes. As primeiras relacionam-se com
a propagacao do tumor numa fase inicial e por conseguinte no seu desenvolvimento e
subsisténcia durante os diversos estagios da doenga. A segunda corresponde a célula inicial
que sofreu um estimulo, levando a mutagbes genéticas que a tornaram numa célula
cancerigena, nao sendo, no entanto, necessario que esta adquira no imediato o fenétipo de
uma CSC. (4)

Atualmente existem dois modelos capazes de explicar as diferentes etapas no
crescimento tumoral, assim como a grande heterogeneidade de células presente neste. O
modelo classico ou cancer stem cell model refere que todas as etapas no desenvolvimento
tumoral dependem num primeiro momento de uma pequena populagio de CSC. A
heterogeneidade e hierarquia entre as células presentes no tumor resultam de uma divisao
assimétrica das CSC que tanto origina um clone da prépria, como uma célula diferenciada
que constituira a massa tumoral. Em suma, este modelo sugere que um tumor prolifera a
partir de uma Unica populagao de CSC. (2)

O segundo modelo apesenta uma visao mais dinamica, clonal evolution model, onde se

defende a existéncia de diferentes populagoes de CSC, resultado de alteragoes genéticas



e/ou epigenéticas durante o desenvolvimento do tumor. Este modelo apresenta trés

pressupostos:

Por definicao os tumores sao entidades geneticamente instaveis, portanto a evolugao
da sua composigao celular durante os varios estadios de desenvolvimento pode, por
si sO, despoletar alteragdes genéticas e por conseguinte dar origem a uma
heterogeneidade. Os dados existentes sugerem que, numa etapa inicial, o
crescimento tumoral se gera a partir de um clone ou de muito poucos clones de
CSC, sendo que, com a progressao da doenga novos clones de CSC surgem a partir
de outros ja existentes ou de células diferenciadas descendentes via reprogramagao
parcial mediada por mutagao. Logo, apos erradicagao da maioria das células tumorais,
resultado de uma dada terapéutica instaurada, podera ocorrer a sobrevivéncia de
uma ou mais populagées de CSC, conduzindo a uma recidiva da doenga com um
novo fenotipo celular;

Em segundo lugar, as varias populagoes de CSC, geneticamente diferentes, podem
competir entre si, levando a uma selegao de uma populagao mais adaptada, mais
capaz, que numa etapa mais avangada do desenvolvimento do tumor tera a sua
descendéncia na base da constituicio da massa tumoral;

Por ultimo, os biomarcadores das CSC podem ser instaveis e como tal, ao serem
reportados num determinado estadio num dado tumor, essa informagao podera so
ser relevante nesse caso, nao podendo haver uma ligagao com outras situagoes

semelhantes sem andlise prévia. (4) (2)
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Alguns clones de CSC podem ser responsaveis pelo inicio do processo de
metastizagao. De momento existem varias linhas de evidéncia que indicam que as células
iniciadoras de metastases podem ser encontradas em subpopulagdes de CSC. Em primeiro
lugar, as CSC possuem tumor-initiating capacity, que € um requisito obrigatorio para
estabelecer tumores secundarios em orgaos distantes e, em segundo lugar, estas expressam
marcadores EMT (epithelial-mesenchymal transition), o que sugere que tém capacidade para

migrar.

A medida que o conhecimento sobre a importincia das CSC no crescimento e
desenvolvimento do tumor aumenta, torna-se fulcral procurar identificar quais sao os
marcadores passiveis de distingui-las das demais células e que possam constituir alvos
terapéuticos promissores, evitando causar danos colaterais nos tecidos saudaveis.

Atualmente, o método mais comum para a identificagao de marcadores de superficie
ou moléculas intracelulares destas células é fluorescence-activated cell sorting (FACS). Um dos
exemplos melhor estudados até agora é o caso das células estaminais presentes em casos de
leucemia (LSC), que possuem um fendtipo muito caracteristico, CD34" CD38". A perda da
molécula de superficie CD38 possibilita a distingao entre as LSC e células estaminais
hematopoiéticas (HSC) normais, visto que ambas sao constituidas pela molécula CD34.
Subsequentemente, foram descobertos marcadores de superficie das LSC mais seletivos,
mais completos, como é o caso particular da combinacio CD34'CD38HLA-DRCD71"
CD90'CDI17'CDI123", presente apenas neste tipo de células. (2)

No que concerne a tumores soélidos, Al-Hajj et al identificaram células
ESA'CD44'CD24/*"Lineage’ como CSC de tumor mamario, constatando que estas detinham
uma grande capacidade para a formagao do tumor em murganhos com o sistema imune
comprometido. (2)

Adicionalmente, Singh et al descobriram que ao transplantar uma pequena quantidade de
CSC CDI33" de um tumor cerebral poderiam originar tumores em murganhos com o
sistema imune comprometido, sugerindo que este podera ser um importante biomarcador.
Apesar de ter sido feito um grande progresso a nivel da identificagdo de moléculas de
superficie das CSC, ainda muito continua por descobrir. Nem todas as CSC expressam os
marcadores ja conhecidos enquanto algumas das restantes células tumorais podem expressa-
los, dificultando o isolamento das primeiras. A tabela seguinte sumariza alguns marcadores

de CSC. (2) (5)



Tabela |: Marcadores de superficie celular de CSC (adaptado de (2))

Table 1. Cell surface phenotypes of CSCs.

Tumor type Phenotype of CSCs markers
Leukemia CD34°CD38 HLA-DR-CD71°CD90CD117-CD123*
Breast cancer ESA*CD44'CD24"**Lineage™, ALDH-1"="
Liver cancer CD133%, CD49f", CD90"

Brain cancer CD133", BCRP1*, A2B5", SSEA-1°

Lung cancer CD133*, ABCG2"="

Colon cancer CD133*, CD44", CD166%, EpCAM*, CD24*
Multiple myeloma CD138"

Prostate cancer CD44*, a2p1"", CD133"

Pancreatic CD133", CD44°, EpCAM®, CD24*
Melanoma CD207

Head and neck cancer cD44*

As CSC, assim como as células estaminais normais, parecem expressar altos niveis de
transportadores ATP-binding cassette (ABC), que sao transportadores de membrana capazes
de bombear para o meio extracelular pequenas moléculas estranhas a esta, como farmacos
citotoxicos e corantes utilizados na terapéutica e identificagao de CSC, respetivamente. (2)

Estes transportadores ABC podem contribuir para a resisténcia das CSC a
terapéuticas anti tumorais existentes no momento. A pesquisa destas moléculas em CSC
pode ser realizada recorrendo ao tratamento destas com corante Hoechst 33342, visto que
raras sao as células onde estes transportadores sejam capazes de expulsar este corante. (2)

Outro possivel alvo terapéutico sao as vias principais de sinalizagao que sao de uma
extrema importancia no funcionamento das CSC, permitindo que estas mantenham as suas
propriedades intactas. Como exemplo de vias de sinalizagao e elementos que se encontram
envolvidos no controlo de auto renovagao e diferenciacao de CSC temos PI3K/ Akt, PTEN,
JAK/STAT, Wnt/B-catenin, hedgehog, Notch, NF-kB e Bcl-2. (2) A identificacao e compreensao de
todos os elementos supra mencionados permitira vetorizar e melhorar as terapéuticas anti

tumorais.



As terapéuticas anti tumorais convencionais tém a capacidade de eliminar com
alguma rapidez as células que constituem o tumor, exceto as CSC. Estas ultimas apresentam
uma grande resisténcia quer a tratamentos de quimioterapia como de radioterapia, muito
devido as suas propriedades de auto renovagao, expressio de elevados niveis de
transportadores ABC, resisténcia a apoptose e outros mecanismos como reparagao ativa de
DNA. (1) (3)

As CSC possuem uma resisténcia intrinseca a radioterapia, assim como uma notavel
capacidade de reparagao e recuperagao, entre sessoes de radioterapia, dos danos causados
pela irradiagao; de reconstituigao da massa tumoral; de construgao de um microambiente
em estado de hipoxia, tal como outros fatores. Existe evidéncia que as CSC tém uma
resisténcia a tratamentos de radioterapia superior a das restantes células tumorais. (6)

Adicionalmente, estudos realizados com células tumorais revelaram que esta
subpopulagao de células é também resistente a tratamentos de quimioterapia devido aos
seus altos niveis de transportadores ABC que “bombeiam” os farmacos para o meio
extracelular, protegendo as CSC do efeito citotoxico destes agentes. (3)

Descobertas recentes sugerem que outros transportadores, incluindo o “octreotide”
(Oct) I, também podem ter o seu contributo no que concerne a resisténcia a certos
farmacos usados em quimioterapia. (3)

Para além dos mecanismos de resisténcia supracitados, as CSC possuem a capacidade
de abrandar o seu ciclo celular ou mesmo entrar num estado estacionario, na fase GO,
podendo depois, via estimulo, entrar novamente no ciclo de divisio celular e, por
conseguinte originar outras células tumorais com um fenétipo quimio-resistente. Os clones
de CSC que apresentam e dao origem a células tumorais com elevada eficacia na reparagao
de DNA tém um maior grau de resisténcia. Como exemplo existe um estudo onde CSC que
expressam o marcador CDI33 possuem niveis de proteina “Oé-methylguanine-DNA
methyltransferase” (MGMT) trinta vezes superiores em relagio a CSC CDI1337, sendo as
primeiras mais resistentes a radioterapia. Os doentes com maior expressao da proteina
MGMT acabam por demonstrar um tempo médio de vida menor quando comparado com os
doentes com baixos niveis desta proteina. (3)

Outro agente que desempenha um papel importante na conferéncia de resisténcia as

CSC é a enzima ALDH | (Aldeido desidrogenase 1). Esta € uma enzima com fungdes de



desintoxicagao e, como tal, a sua elevada expressao em CSC confere resisténcia a farmacos
utilizados em quimioterapia como é exemplo a ciclofosfamida. (3)

O marcador CD44, uma glicoproteina transmembranar envolvida na adesao célula-
célula e célula-meio extracelular, encontra-se expresso em CSC de varios tumores e, como
tal, tem sido um alvo estudado para a terapéutica anti tumoral. Contudo, esta glicoproteina
também ¢é expressa por muitas células estaminais adultas existentes nos mais diversos
tecidos, o que podera suscitar o aparecimento de efeitos adversos nos doentes. Estes efeitos
indesejaveis podem ser evitados vetorizando o farmaco para as is6formas desta molécula
que sao especificas das CSC como é exemplo a CD44v6. No entanto, foram reportados
casos de grave toxicidade a nivel da pele em ensaios clinicos de fase | com Bivatuzumab
(anticorpo anti-CD44v6) acoplado a mertansina, um agente citotoxico capaz de inibir a
formacao de microtubulos, em doentes com carcinoma de células escamosas na cabeca e
pescoco. (4) (7)

Outro mecanismo que confere as CSC uma grande resisténcia a radioterapia é o seu
potencial acrescido de defesa contra as espécies reativas de oxigénio (ROS), visto que estas
ltimas desempenham uma fungao essencial no efeito causado pela radiagao a nivel do DNA.
Dados recentes sugerem que os genes envolvidos na eliminagao das ROS estao sobre
expressos em CSC CD44"CD247/°"Lin" de tumores mamarios.

O estado de hipoxia, assim como elevadas concentragoes de lactato, aumentam a
resisténcia das CSC e das restantes células tumorais a tratamentos de radioterapia,
dificultando o controlo da doencga. “Hypoxia-inducible factor” (HIF)-2alfa e os genes que o
regulam aparentam ser expressos preferencialmente em células estaminais de glioma quando
comparado com outras linhas celulares, tumorais ou normais. Em caso de uma exposigao
prolongada a um estado de hipoxia, via HIF-2alfa, podera ocorrer uma alteragao de fendtipo

nas restantes células tumorais, capacitando-as de certas propriedades semelhantes as CSC.

(6)



As nanoparticulas oferecem vantagens evidentes quando comparadas com os
farmacos habitualmente usados na pratica clinica. Sao exemplo destas vantagens o aumento
da biodisponibilidade do farmaco, do tempo de semivida deste e a diminuicao de danos
causados nos tecidos saudaveis. Além disso, a nova geragao de nanoparticulas apresenta-se
como multifuncional, isto é, combinam o principio ativo com moléculas que se ligam
seletivamente ao alvo pretendido e, em diversos casos, estas possuem também compostos
que permitem uma detegao através de métodos de diagnodstico como raio-X, ressonancia
magnética (MR) ou “positron emission tomography” (PET). Estes nano dispositivos,
denominados de construgoes “theranostic” oferecem uma prometedora diminuicao da
toxicidade de farmacos e um aumento da seletividade dos tecidos tumorais, melhorando a
resposta a doenga. (8)

Como anteriormente mencionado, as CSC exibem resisténcia a tratamentos de
quimioterapia, sendo esta caracteristica possivel de ser contornada recorrendo a
terapéuticas com nanoparticulas, visto que estas tém a capacidade de transportar elevadas
concentracoes de farmaco, libertando este, seletivamente, no ambiente tumoral, levando a
morte das CSC. A adicao de ligandos especificos na superficie de nanoparticulas permite que
haja um aumento da seletividade para determinado alvo e uma maior facilidade na posterior
penetragao celular do farmaco. Estas particularidades tém sido exploradas por diversos
grupos de investigagao para a sua aplicagao em terapéuticas cujo alvo sao as CSC. (8)

Ao longo desta secgao irei dar a conhecer alguns exemplos de estratégias de

tratamento com nano dispositivos.

Heat-based therapies, que envolvem o aumento da temperatura, em regioes especificas
do corpo, acima dos 43°C (hipertermia) ou 55°C (ablagao termal), sao opgoes terapéuticas
bem estabelecidas para o tratamento de tumores refratarios e metastases. Elevando a
temperatura do tumor para um nivel supra fisiologico, aumenta o uptake do farmaco e a
oxigenagao do ambiente tumoral (um modificador positivo da resposta a radioterapia), assim
como exerce efeitos citotoxicos diretos. Dados recentes sugerem qua as CSC possuem

resisténcia a diversos tratamentos térmicos convencionais, contudo os ultimos avangos no



desenvolvimento de nanoparticulas capazes de absorver energia na gama dos infravermelhos
e radiofrequéncia possibilita um tratamento térmico seletivo para os tecidos tumorais com
invasao minima dos tecidos saudaveis. (8)

Utilizando este método, as nanoparticulas sao aplicadas na lesao alvo através de
injecao direta ou de administragao intravenosa seguida de acumulagao passiva ou vetorizada
no local do tumor. O passo seguinte do procedimento passa pela irradiagao com energia na
gama de infravermelhos ou radiofrequéncia, estimulando as nanoparticulas que localmente
irdo gerar elevagao da temperatura, provocando a morte das células tumorais. (8)

Num estudo de Burke e seus colaboradores foi investigada a resposta de CSC de
tumores mamarios a tratamentos de hipertermia convencional e de hipertermia mediada por
nanoparticulas (NMH) para determinar a eficicia de cada um dos métodos na eliminagao
deste tipo de células. Eles concluiram que as CSC em estudo eram mais resistentes aos
efeitos citotoxicos da hipertermia convencional quando comparadas com as restantes células
tumorais, sendo essa resisténcia devido aos elevados niveis de heat shock protein 90 (HSP
90). O tratamento de hipertermia convencional aplicado numa populagio composta por
CSC de tumores mamarios e por outras células tumorais conduziu a um aumento da
percentagem de CSC dentro do grupo de células sobreviventes. Contudo os investigadores
foram capazes de eliminar esta resisténcia usando a técnica NMH. Neste estudo foi
conseguido gerar um aumento preciso da temperatura nas células alvo expondo estas a
nanotubos de carbono com uma membrana de polietilenoglicol com posterior aquecimento
destes com laser de infravermelhos (1064 nm). Os resultados obtidos mostraram que a
eliminagao de CSC era proporcional ao tempo de exposicao a fonte de laser. Esta técnica
conduz a uma rapida permeabilizagao da membrana e morte por necrose das células alvo,
sendo igualmente eficaz nas CSC e nas restantes células tumorais, levando a uma regressao
total do tumor e 100% de sobrevivéncia quando aplicada em murganhos, enquanto os grupos
controlo apresentaram mais de 80% de mortalidade nos mesmos pontos temporais. (8)

O método NMH também pode ser utilizado para tornar as CSC mais sensiveis a
outras terapéuticas como por exemplo, radioterapia. Este género de estratégia terapéutica
foi investigada por Atkinson et al, usando nanoshells de ouro, recorrendo a uma fonte de
laser de infravermelhos para gerar elevagio da temperatura (42°C) e, associar a este
método o tratamento com radioterapia. Neste estudo confirmou-se que a fragao de CSC
era resistente a radioterapia, no entanto, quando precedida com o tratamento por
hipertermia com nanoshells, houve uma redugao de mais de 50% da fracao de CSC na

populacao de células sobreviventes. (8) Mais ainda, as células provenientes de tumores



tratados com esta terapéutica combinada apresentaram-se menos carcinogénicas, dando
origem a tumores menos agressivos e mais diferenciados (quando estes se formavam) apos
transplante em novos hospedeiros. (8) Ensaios clinicos em humanos com estas particulas,
intituladas de Aurolase® estio atualmente em curso. (8)

Num estudo de prova de principio, Galanzha et al. recorreram ao uso da técnica de
citometria de fluxo foto acustica e foto térmica, in vivo, para a detecao e eliminagao de CSC
presentes na circulagao sanguinea, mais especificamente nos vasos superficiais. O objetivo do
estudo consistia em conseguir diferenciar, no conjunto de células tumorais circulantes,
aquelas que possuiam fenotipo de CSC das restantes células que constituem o bulk tumoral.
)

Os autores deste estudo conjugaram nanotubos de monocamada de carbono com
involucro de ouro, capazes de absorver radiagao infravermelha e nanoparticulas magnéticas
esféricas com folato (para identificagao das células do bulk tumoral) ou anticorpo anti CD44
humano, para marcar as CSC que sobre expressam o marcador CD44. (8) (9) As células
ligadas a nanoparticulas podiam ser identificadas através de ondas foto acUsticas geradas pelo
complexo célula-nanoparticula aquando excitagio com uma fonte laser. Usando este
método, foi demonstrado que as raras CSC circulantes CD44" podiam ser detetadas nos
vasos sanguineos de murganhos nus, transplantados com tumores mamarios de origem
humana. Os autores sugerem que estas células podem ser posteriormente eliminadas através
do efeito do tratamento foto térmico recorrendo a uma fonte de infravermelhos. (8) (10)
(1)

Como existe a possibilidade das CSC circulantes serem as primeiras a despoletar o
processo metastatico, esta tecnologia oferece um método capaz de eliminar estas da
circulagao sanguinea evitando assim a incidéncia de metastases. (8)

Wang et al desenvolveram um nano dispositivo que consistia em nanotubos de
carbono (monocamada) conjugados com quitosano e o anticorpo monoclonal anti-CD133,
sendo o objetivo eliminar seletivamente as células GMB (Glioblastoma multiforme) CD 133",
também designadas CSC, através de libertagao de calor no seu micro ambiente apos
irradiagao com uma fonte de laser NIR (Near-Infrared). (12) Ao anticorpo foi acoplado um
complexo proteina-croméforo  chamado ficoeritrina  para  auxilar na  posterior
identificagao/monitorizagao do dispositivo em estudo. (12)

Os nanotubos de carbono foram adicionados, separadamente, a uma cultura de
células GBM-CD133" e a outra cultura de células GBM-CDI33". Os resultados desta acao
evidenciaram que os nanotubos foram internalizados em quantidades significativas pelas

primeiras enquanto nas segundas, estes permaneceram no meio extracelular. (12) As



mesmas células que internalizaram os nanotubos foram, posteriormente, seletivamente
eliminadas, com recurso a uma fonte de laser NIR cujo comprimento de onda era 808 nm,
numa cultura que continha tanto células GBM-CDI133" como GBM-CDI33". Este efeito
fototermolitico causado pelos nanotubos também demonstrou ser capaz de inibir o
posterior crescimento destas CSC em murganhos apés tratamento. (12) As células GBM-
CD133", previamente tratadas com os nanotubos e irradiadas com o laser NIR, perdiam a
sua capacidade de auto renovagao e o seu poder carcinogénico. Em contrapartida, as células
GBM-CD133" que nido sofreram tratamento ou que apos internalizagio dos nanotubos nio
foram irradiadas apresentavam estas caracteristicas inalteradas. (12)

As células GBM-CDI33", previamente expostas aos nanotubos de carbono, foram
injetadas na zona subcutanea de murganhos, sendo estes sujeitos, 2 dias depois, a tratamento
com uma fonte laser NIR, absorvida pelos nanotubos, criando um aumento de temperatura
devido a libertagao de energia em forma de calor. (12) Esta energia tornou-se suficiente para
destruir as CSC presentes no tumor e, consequentemente inibir uma recidiva ou
aparecimento de metastases. (12)

A capacidade destes nanotubos de carbono se ligarem seletivamente as CSC, ou seja,
as células GBM-CD 33" aquando da presenca adicional de outras células, como por exemplo
as GBM-CD |33, libertando energia em forma de calor no micro ambiente das células alvo,
permite que estas sejam eliminadas, apos exposicao a uma fonte laser NIR, sem causar
efeitos nefastos nas células saudaveis adjacentes. (12)

Em suma, este estudo realizado traz-nos uma nova possibilidade de tratamento anti

tumoral, sendo neste caso especifico o tratamento de glioblastoma multiforme.

Num estudo conduzido por Lim et al, uma nanoparticula de curcumina, chamada de
NanoCurc™, foi testada no tratamento de células estaminais de tumor cerebral. Os
resultados demonstraram um decréscimo de mais de 50% da populagao de células estaminais
CDI133" em duas das linhas celulares testadas, o que sugere uma possivel atividade contra a
fragao de CSC em alguns tumores cerebrais, nomeadamente meduloblastoma e glioblastoma.
(8)

Wang et al descreveram o uso de um novo anticorpo anti-CD44 conjugado a um
lipossoma, sendo o alvo as CSC hepaticas com elevado poder carcinogénico e elevado
potencial metastatico que expressavam os marcadores CD44 e CD90. Estes lipossomas

vetorizados continham doxorubicina, tendo sido injetados por via intravenosa em



murganhos, resultando num acumulo sete vezes superior de fairmaco no tumor, quando
comparado com a forma livre deste, o que conduziu a um maior decréscimo do volume
tumoral. Estes resultados foram alcangados sem que surgissem mudangas significativas na

massa corporal do murganho. (8)

As nanoparticulas carregadas com moléculas vetorizadas para atuar em vias de
sinalizagao especificas sao outra alternativa para a erradicagio de CSC. Apesar dos
marcadores de superficie poderem ser comuns com as células estaminais normais, existem
muitas diferencas das CSC em relagao a estas Ultimas, nomeadamente as alteragoes das vias
de sinalizagao e do metabolismo, que podem ser exploradas com recurso a nano dispositivos
e as suas carateristicas de vectorizagao da terapéutica. As vias de sinalizagao de potencial
interesse sao por exemplo: Wnt/B-catenin, hedgehog, e Notch. (3)

Como exemplo temos a aplicagao de inibidores da y-secretase (IGSs) no tratamento
do cancro para bloquear a via de sinalizagao Notch. Como o seu uso esta limitado pelas suas
carateristicas hidrofobas e os seus efeitos secundarios Mamaeva et al desenvolveram
nanoparticulas de silica mesoporosa como veiculo para o transporte vetorizado desta
molécula com o intuito de conseguir bloquear a via de sinalizagdo Notch. (3) O recetor de
folato encontra-se sobre expresso nas células de diversos tumores, como tal, a ligagao
covalente de folato a superficie externa destas nanoparticulas permite que estas so se liguem
as células que possuem este recetor como € o caso das CSC. Inibindo esta via de sinalizagao,

condicionam-se as fungoes das CSC, guiando a um decréscimo do volume tumoral. (3)



A informagao apresentada ao longo deste trabalho da forga a existéncia de CSC em
diversos tumores solidos, assim como em casos de leucemia, estando estas conectadas com
o processo de iniciagao e progressao do tumor, tal como tém vindo a ser identificadas como
a possivel causa para o aparecimento de metastases. Tal facto ganha consisténcia ao
constatar-se que as CSC possuem tumor-initiating capacity, o que é um requisito obrigatério
para estabelecer tumores secunddrios em orgaos distantes e que estas expressam
marcadores EMT (epithelial-mesenchymal transition), o que sugere que tém capacidade para
migrar.

As CSC possuem caracteristicas especificas, como por exemplo a sua elevada
capacidade de auto renovagao, o seu processo eficaz de reparagao de DNA, a sobre
expressao de transportadores ABC, entre outros mecanismos, que as tornam uma das
possiveis causas para o aparecimento de recidivas do tumor apos tratamento.

Novos avangos tém sido alcancados no desenvolvimento de nanoparticulas e na
integragdo destas em terapéuticas anti tumorais cujo principal alvo sio as CSC,
nomeadamente a nivel de terapéuticas com recurso a hipertermia, com ou sem radioterapia
como tratamento adjuvante, que tém apresentado resultados promissores embora os
estudos estejam em fases embrionarias.

Seja qual for a estratégia assumida no desenvolvimento da nanoparticula e em como
esta ira atuar apos a sua entrada no organismo, tem vindo a ser evidenciado um certo
padrao em termos de constituintes bases. Estes passam por conjugar a nanoparticula
ligandos especificos, vetorizando estas de forma seletiva para as CSC através da ligagao a
marcadores especificos presentes nas membranas destas; acoplar um agente de diagnostico
que permita monitorizar o tratamento; incorporar um agente capaz de tornar a célula mais
sensivel ao agente terapéutico utilizado e por fim, sendo o mais importante, o agente anti
tumoral que podera ser um farmaco ou a prépria nanoparticula.

Embora ja sejam conhecidos alguns marcadores de superficie de CSC, a vetorizagao
da terapéutica para estas ainda ¢é algo de bastante complexo visto que os biomarcadores nao
sdo transversais a todos os tipos de CSC e, em certas ocasides, estas Ultimas nao
apresentam qualquer marcador de superficie.

A elevada frequéncia de mutagbes nestas células e todos os seus mecanismos de
adaptacao a ambientes desfavoraveis faz com que as CSC sejam ainda um grande desafio para

a comunidade cientifica. No entanto, todo o conhecimento ja adquirido, todos os resultados



positivos ja alcangados abriram de certa forma os horizontes sobre esta tematica e fazem
acreditar que esteja mais proximo o objetivo de obter uma terapéutica totalmente eficaz

para o cancro.
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