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Resumo

A terapia anti-cancro baseada em anticorpos monoclonais tem vindo a ser atractiva na medida em
que os anticorpos tém a capacidade de reconhecer especificamente antigénios alvo associados a
cancro e de serem reconhecidos por células do sistema imunitario. Um dos antigénios que tem vindo
a ser estudado é o glicano sialil-Tn (STn), presente na maioria dos carcinomas humanos e

aproximadamente em 30% dos casos de cancro da mama.

O objectivo geral deste trabalho foi o desenvolvimento de novos anticorpos terapéuticos contra STn.
Especificamente, foi estudada a imunogenicidade de diferentes antigénios baseados em STn na
producdo desses anticorpos. Através da andlise dos soros, verificou-se uma resposta imune com
producéo de anticorpos pelos murganhos imunizados, em separado, com mucinal decorada com
STn, mucinas de origem animal STn" e lisados celulares STn". Contrariamente, a imunizagdo com
STn associado a treonina ou poliacrilamida ndo desencadeou nenhuma resposta imunologica. Assim,
percebeu-se que 0 STn é muito pouco imunogénico, e que a imunogenicidade deste depende do seu
acoplamento a proteinas (mucinas) e da densidade do glicano a decorar as mesmas. Os
sobrenadantes da cultura dos hibridomas obtidos pela fusdo celular foram analisados por citometria
de fluxo. Embora, se esperasse obter hibridomas produtores de anticorpos anti-STn, isto ndo se
verificou. Uma das hipoteses levantadas esta relacionada com a tolerancia imunolégica induzida por
este antigénio, tal como verificado anteriormente pelo nosso e outros grupos de investigacdo. Assim,

novas imunizacdes estdo a ser realizadas com alteracdes relevantes no protocolo.

A segunda parte deste trabalho consistiu na criacdo (transducgdo lentiviral) e analise (citometria de
fluxo e RT-PCR) da linha celular fluorescente MCF-7/GFP STn", que permitira analisar o mecanismo

de acc¢édo dos anticorpos anti-STn futuramente produzidos.

A realizacao deste trabalho permitiu optimizar diversas técnicas e passos-chave importantes para o
desenvolvimento de anticorpos terapéuticos anti-STn para cancro da mama ou outros cancros que

expressem STn.

Palavras-chave:

sialil-Tn, ST6GalNAc-I, anticorpos anti-STn, antigénios baseados em STn, cancro da mama






Abstract

Anti-cancer therapy based on monoclonal antibodies has been attractive to the extent that the
antibodies have the ability to recognize specifically target antigens associated with cancer and
recognized by cells of the immune system. One of the antigens that has been studied is the glycan

sialyl-Tn (STn), present in most human carcinomas and approximately 30% of breast cancer cases.

The overall aim of this work was the development of novel therapeutic antibodies against STn.
Specifically, has been studied the immunogenic potential of different STn-based antigens in the
production of these antibodies. Through analysis of mice’s serum, it was found an immune response
with antibody production by immunized mice, separately, with STn decorated mucinl, mucins of
animal origin consisting of STn and STn® cell lysates. In contrast, immunization with the STn
associated with threonine or polyacrylamide did not trigger any immune response. Thus, it was noticed
that the STn is poorly immunogenic, and the immunogenicity of this depends on your coupling of
proteins (mucins) and density of the glycan decorating the same. The supernatants of culture of
hybridoma obtained by cell fusion process were analyzed by flow cytometry. Although, it was expected
to obtain hybridomas with the ability to secrete anti-STn antibodies, this was not the case. One of the
assumptions is related to immune tolerance induced by this antigen, as verified previously by our and
other research groups. Thus, new immunizations are being conducted with relevant amendments to

the protocol.

The second part of this work consisted in the creation (lentiviral transduction) and analysis (flow
cytometry and RT-PCR) of fluorescent cell line MCF-7/ GFP STn", which will make it possible to

analyze the mechanism of action of antibodies anti-STn produced in the future.

The realization of this work made it possible to optimize various techniques and key steps that are
important for the development of therapeutic antibodies anti-STn for breast cancer or other cancers

that express STn.

Keywords:

sialyl-Tn, ST6GalNAc-I, antibodies anti-STn, STn-based antigens, breast cancer
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Imagem representativa da ligagdo do anticorpo biespecifico (a) e anticorpo
biespecifico trifuncional (b) entre uma célula tumoral STn" e células efectoras.
Andlise do soro do murganho imunizado com MUC1-STn contra a linha MDA-
MB-231 STn", tratada (verde) ou ndo com sialidase (roxo) e da expressdo de
STn detectada com o anticorpo TKH2 (rosa) nas células ndo tratadas (a), por
citometria de fluxo. Andlise da expressdo de STn contra a linha MDA-MB-231
STn*, tratada (azul) ou ndo com sialidase (rosa) (b), por citometria de fluxo. A
cinzento encontra-se representado o controlo negativo de marcacdo, ou seja,
células apenas marcadas com anticorpo secundario.

Analise do tipo de imunoglobulinas presentes no soro do murganho imunizado
com MUC1-STn contra a linha celular MDA-MB-231 STn": imunoglobulina do
tipo Ig (laranja) (a), do isotipo IgM (azul claro) e do isotipo IgG (verde claro) (b),
por citometria de fluxo. A cinzento estad representado o controlo negativo de
marcacéo do tipo Ig (a), a azul escuro o controlo negativo de marcagédo IgM e a
verde escuro o controlo negativo de marcagéo IgG (b).

Analise do soro do murganho imunizado com MUC1-STn, obtido da amostra de
sangue recolhida no dia da fusdo celular, contra a linha celular MDA-MB-231
STn® (a) tratada (verde) ou ndo com sialidase (roxo) e contra a linha celular
MCR STn" (b) ndo tratada (roxo), por citometria de fluxo. A rosa encontra-se
marcado o controlo positivo de marcagéo anti-STn nas células ndo tratadas e a
cinzento o controlo negativo de marcacéo das células marcadas apenas com o
anticorpo secundario.

Andlise da reactividade e do tipo de imunoglobulinas presentes no soro do
murganho apés a 12 (amarelo), 22 (laranja) e 32 (castanho) imunizacdo com
MUC1-STn contra a linha celular MDA-MB-231 STn": imunoglobulina do tipo Ig
(a), do isotipo IgG (b) e do isotipo IgM (c), por citometria de fluxo. A cinzento
encontra-se representado o controlo negativo correspondente a cada marcagao.
Analise da reactividade e do tipo de imunoglobulinas presentes no soro do
murganho antes da 12 imunizagéo (amarelo), apés a 12 imunizacéo (laranja), 22
(castanho) e 32 (vermelho) imunizagdo com BSM contra a linha celular MDA-
MB-231 STn": imunoglobulina do tipo Ig (a), do isotipo 1gG (b) e do isotipo IgM
(c), por citometria de fluxo. A cinzento encontra-se representado o controlo
negativo correspondente a cada marcagao.

Andlise do soro do murganho imunizado com OSM, contra a linha celular MDA-
MB-231 STn" (a) tratada (verde) ou ndo com sialidase (roxo) e contra a linha
celular MCR STn® (b) ndo tratada (roxo), por citometria de fluxo. A rosa
encontra-se marcado o controlo positivo de marcacéo anti-STn nas células ndo
tratadas e a cinzento o controlo negativo de marcacéo das células marcadas
apenas com o anticorpo secundario.

Analise do tipo de imunoglobulinas presentes no soro do murganho imunizado
com OSM contra a linha celular MDA-MB-231 STn": imunoglobulina do tipo Ig
(laranja) (a), do isotipo IgM (azul) e do isotipo IgG (verde claro) (b), por
citometria de fluxo. A cinzento estd representado o controlo negativo de
marcacéo do tipo lg (a), a azul escuro o controlo negativo de marcacéo IgM e a
verde escuro o controlo negativo de marcagéo 1gG (b).

Analise do soro do murganho imunizado com OSM, obtido da amostra de
sangue recolhida no dia da fus&o celular, contra a linha celular MDA-MB-231
STn' (a) tratada (verde) ou ndo com sialidase (roxo) e contra a linha celular
MCR STn'(b) tratada (verde) ou néo tratada (roxo), por citometria de fluxo. A
rosa encontra-se marcado o controlo positivo de marcagao anti-STn das células
ndo tratadas e a cinzento o controlo negativo de marcacdo das células
marcadas apenas com o anticorpo secundario.

Anélise por Western blot das proteinas STn" presentes nos lisados proteicos da
linha celular MDA-MB-231 STn" e da linha MCR STn" (a), e lisados proteicos da
linha MCR STn" tratada ou n&o com sialidase (b), com marcagéo com o soro do
murganho imunizado com OSM.

Andlise por Western blot das proteinas STn" presentes nos lisados proteicos da
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linha celular MDA-MB-231 STn® tratada ou ndo com sialidase. Primeira
marcagdo com o soro do murganho imunizado com OSM e segunda marcagéo
com o controlo positivo de marcagdo anti-STn TKH2.

Anéalise por Western blot das proteinas STn* presentes na amostra MUC1-STn
tratada ou ndo com sialidase e marcada com o controlo positivo de marcagéo
TKH2. Andlise das amostras MUC1-STn e BSM, ambas tratadas ou nao
enzimaticamente, marcadas com o soro do murganho imunizado com OSM.
Imagens de microscopia confocal das células da linha celular MDA-MB-231
STn" marcadas com o anticorpo positivo de marcacéo anti-STn (TKH2) ou com
0 soro do murganho imunizado com OSM. A vermelho encontra-se marcado o
nucleo das células com TO-PROS.

Imagens de microscopia confocal das células da linha celular MCF-7 STn*
marcadas com o anticorpo positivo de marcacao anti-STn (TKH2) ou com o soro
do murganho imunizado com OSM. A vermelho encontra-se marcado o nicleo
das células com TO-PRO3.

Imagens de microscopia confocal das células da linha celular MCR STn* e MCR
CN marcadas com o anticorpo positivo de marcacado anti-STn (TKH2) ou com o
soro do murganho imunizado com OSM. A vermelho encontra-se marcado o
nucleo das células com TO-PROS.

Andlise do soro do murganho imunizado com lisados celulares STn" contra a
linha MDA-MB-231 STn", tratada (verde) ou n&o com sialidase (roxo) e da
expressdo de STn com o anticorpo TKH2 (rosa) nas células ndo tratadas (a),
por citometria de fluxo. A cinzento encontra-se representado o controlo negativo
de marcacao, ou seja, células apenas marcadas com anticorpo secundario.
Analise do soro do murganho imunizado com lisados celulares STn", obtido da
amostra de sangue recolhida no dia da fuséo, contra a linha celular MCR STn*
tratada (verde) ou ndo com sialidase (roxo), por citometria de fluxo. A rosa
encontra-se marcado o controlo positivo de marcacéo anti-STn das células nao
tratadas e a cinzento o controlo negativo de marcagdo das células marcadas
apenas com o anticorpo secundario.

Andlise por Western blot das proteinas STn" presentes nos lisados proteicos da
linha celular MDA-MB-231 STn’, MDA-MB-231 WT e da linha MCF-7 STn",
tratada ou ndo com sialidase, com marcacdo com o0 soro do murganho
imunizado com lisados celulares STn".

Analise por Western blot das proteinas STn" presentes nas amostras MUC1-
STn e BSM, ambas tratadas ou ndo enzimaticamente, marcadas com o soro do
murganho imunizado com lisados celulares STn".

Andlise da positividade dos sobrenadantes (preto) do hibridoma 2D6 contra a
linha celular MCR STn"(a) e do hibridoma 2B4 contra a linha celular linha MDA-
MB-231 STn'(b), obtidos apds o processo de fuséo celular. A rosa encontra-se
marcado o controlo positivo de marcacéo anti-STn TKH2 e a cinzento o controlo
negativo de marcacdo das células marcadas apenas com o0 anticorpo
secundario.

Analise da positividade do sobrenadante do hibridoma 3B1 (preto), obtido apos
o processo de fusdo celular, contra a linha celular MDA-MB-231 STn" (a).
Andlise da especificidade do sobrenadante 3B1 contra a linha celular MDA-MB-
231 STn" (b), tratada (azul) ou ndo (preto) com sialidase. A rosa encontra-se
marcado o controlo positivo de marca¢éo anti-STn TKH2 e a cinzento o controlo
negativo de marcacdo das células marcadas apenas com o0 anticorpo
secundario.

Analise da reactividade do anticorpo anti-STn TKH2 (1:50) contra diferentes
concentracbes de BSM colocadas a revestir os pocos de uma placa de ELISA.
Confirmacéo da integridade do pDNA pLenti6/VV5-D-TOPO, por electroforese em
gel de agarose a 0,8% (m/v), 80V, 1h
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1 Introducéo
1.1 Cancro da mama

O cancro da mama consiste na proliferacdo maligna das células epiteliais que revestem os ductos e
I6bulos da mama. Actualmente, a neoplasia epitelial maligna da mama representa a causa de cancro
mais comum em mulheres (excluindo o cancro de pele), sendo a proporcdo entre homens e mulheres
de 1:150 (Hortobagyi et al., 2005; Longo et al., 2010). Em 2013, nos Estados Unidos surgiram
aproximadamente 232340 novos casos de cancro da mama em mulheres e 2240 novos casos em
homens, sendo o nimero de mortes de 39620 e 410, respectivamente (dados do National Cancer
Institute - http://www.cancer.gov). Em Portugal, anualmente sdo detectados cerca de 4500 novos
casos de cancro da mama e 1500 mulheres morrem com esta doenca (dados da Liga Portuguesa

Contra o Cancro - www.ligacontracancro.pt).

1.1.1 Factores derisco

Embora néo seja conhecida uma causa especifica associada ao aparecimento do cancro da mama,
tem sido demonstrado que algumas mulheres apresentam um risco elevado para o aparecimento
deste tipo de neoplasia, 0 que se pensa estar associado a determinados factores de risco (factores
que aumentam a probabilidade de uma pessoa desenvolver uma doenca) (Liga Portuguesa Contra o
Cancro). A idade e o sexo feminino sdo considerados os principais factores de risco, com taxas de
incidéncia que aumentam rapidamente entre os 35 e 39 anos de idade (Benson et al., 2009). A idade
da primeira menstruacdo, da primeira gravidez e da menopausa representam trés fases de risco na
vida de uma mulher com um grande impacto na incidéncia do cancro da mama. Factores hereditarios,
sejam eles familiares ou genéticos, como muta¢des nos genes BRCA 1 e BRCA 2, e factores
enddcrinos exdgenos, como a substituicdo de estrogénio pds-menopausa, contribuem também para o
aparecimento da doenca. Mulheres com hiperplasia atipica (ductal ou lobular) e histéria familiar
positiva sdo mais susceptiveis para desenvolverem cancro da mama. O papel da dieta na etiologia
neste tipo de cancro € ainda controverso, no entanto o aumento da ingestdo de calorias, 0 consumo
de alcool e 0 ganho de peso estdo relacionados com o aumento do risco de aparecimento da doenca
(Lenhard et al., 2001; Longo et al., 2010).

Apesar de ja terem sido identificados e descritos estes factores de risco, nao mais de 10% dos casos
de cancro da mama esté@o associados a prédisposi¢des genéticas (Longo et al., 2010) e, apenas um
guarto dos casos de cancro da mama considerados esporadicos (a grande maioria) foram associados

a algum factor de risco (Benson et al., 2009).

1.1.2 Sinais, sintomas e diagnostico

De longe, o sinal fisico mais comum de cancro na mama € a presenca de uma massa que quase
sempre € indolor. A retraccdo dos mamilos bem como alteracdes ao nivel da pele e contorno da

mama representam outros sinais e sintomas que sugerem a realizacdo de diagnostico. Regra geral,



todos os casos de cancro da mama sao diagnosticados por biépsia de um nédulo detectado por
mamografia ou palpagdo. A realizagdo de um auto-exame mensal bem como exames anuais a mama
realizados por um profissional de salde e a realizacdo de mamografias regulares sdo os alicerces
para a deteccédo precoce do cancro da mama, oferecendo a oportunidade de detectar condicdes pré-

malignas e cancros de pequenas dimensges trataveis (National Cancer Institute) (Longo et al., 2010).

Para além disso, podem ser realizados testes laboratoriais especificos como o teste dos receptores
hormonais (estrogénio e progesterona) e a pesquisa da sobrexpressédo do receptor-2 para o factor de
crescimento epidérmico humano (HER2) existente na superficie das células tumorais. Os niveis de
proteinas do receptor de estrogénio (RE) e do receptor de progesterona (RP) podem ser
determinados, por técnicas de imunohistoquimica (IHQ), em tecidos tumorais primarios, ajudando nao
s6 na previsdo de uma resposta para manipulacdo hormonal em doenca metastatica mas também
nas implicagbes do prognoéstico para tumor primario. O HER2 tem sido um dos factores de
progndstico mais investigado, uma vez que doentes com tumores a sobrexpressar HER2 tém um
elevado risco de recorréncia e morte. Adicionalmente, evidéncias sugerem que tumores a
sobrexpressar HER2 s&do mais resistentes a regimes de quimioterapia e mais sensiveis a
antraciclinas. A disponibilidade de anticorpos monoclonais terapéuticos contra HER2, como € o caso
do trastuzumab que inibe o crescimento de linhas de células tumorais que expressam em elevados
niveis este antigénio, justifica a importancia de determinar este marcador (Lenhard et al., 2001).

1.1.3 Estadiamento e classificacdo molecular

A determinacgdo do estadio é realizada de forma a que as terapias sejam seleccionadas com base na
categoria e prognostico do cancro identificado. O sistema de estadiamento da American Joint
Comittee On Cancer Staging and End Results Reporting utiliza a classificacdo TNM (do inglés primary
tumor, regional nodes, metastasis) (Tabela 1.1) em que o tumor primério é avaliado com base no
tamanho e desenvolvimento na pele e estruturas subjacentes, e os nddulos linfaticos regionais
classificados de acordo com a probabilidade de conterem metastases (Lenhard et al., 2001; Longo et
al., 2010).



Tabela 1.1 - Classificagdo TNM do cancro da mama 2010 (adaptada de Longo et al., 2010).

Tumor primario (T)

TO Sem evidéncia de tumor primario

TIS Carcinoma in situ

T1 Tumor <2 cm

Tla Tumor >0,1 cm mas <0,5 cm

T1lb Tumor >0,5 cm mas <1 cm

Tlc Tumor >1 cm mas <2 cm

T2 Tumor >2 cm mas <5 cm

T3 Tumor >5 cm

T4 Extens&o a parede torécica, inflamacéo, lesdes satélite, ulceracbes

No6dulo linfatico regional (N)

PNO(I-) Auséncia histologica de metastases nos nddulos linfaticos regionais, IHQ negativo

PNO(I+) Auséncia histolégica de metastases nos nédulos linfaticos regionais, IHQ positivo, nenhum agregado
de IHQ >0,2 mm

PNO(mol-) Auséncia histologica de metastases nos nodulos linfaticos regionais, analise molecular negativa (RT-
PCR)

PNO(mol+) Auséncia histolégica de metastases nos nédulos linfaticos regionais, analise molecular positiva (RT-
PCR)

PN1 Metéastases em 1 a 3 nédulos linfaticos axilares, ou em nédulos mamarios internos com doenga
microscépica detectada pela dissecagéo do nédulo linfatico sentinela

PN1 ml Micrometastases (>0,2 mm; nenhum > 2mm)

PN1 a Metastases em 1 a 3 nédulos linfaticos axilares

PN1 b Metéastases nos nédulos mamarios internos com doenca microscépica detectada pela dissecagéo do
nédulo linfatico sentinela

PN1c Metastases em 1 a 3 nédulos linfaticos axilares e em nédulos linfaticos mamarios internos, com
doencga microscépica detectada pela dissecagdo do nédulo linfatico sentinela

PN2 Metéastases em 4 a 9 nddulos linfaticos axilares, ou em nédulos linfaticos mamarios internos aparentes,
na auséncia de nédulos linfaticos axilares metastaticos

PN3 Metastases em 10 ou mais nédulos linfaticos axilares, ou em nédulos linfaticos infraclaviculares ou em

nédulos linfaticos mamarios internos clinicamente aparentes na presenca de um ou mais nédulos
linfaticos axilares positivos; ou em mais do que trés nddulos linfaticos axilares
Metastases a distancia (M)

MO Auséncia de metastases a distancia

M1 Metastases a distancia

Grupo de estadiamento

Estadio 0 TIS NO MO

Estadio | T1 NO MO

Estadio IIA TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO

Estadio 1IB T2 N1 MO
T3 NO MO

Estadio IlIA TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO

Estadio 11IB T4 Qualquer N MO
Qualquer T N3 MO

Estadio IlIC Qualquer T N3 MO

Estadio IV Qualquer T Qualquer N M1

Com base na classificacdo molecular, o cancro da mama pode ser dividido em quatro subtipos
principais que se diferenciam pelo seu perfil de expressao genética e fenotipica e que sao Uteis na

caracterizagdo clinica. Estes quatro subtipos correspondem a:

- tumores luminais A em que a maioria € RE", RP*, HER™ e de baixo grau histolégico;

- tumores luminais B, os quais s&o RE", RP* HER" e frequentemente de elevado grau histoldgico;
- tumores HER2" mas RE e RP" de elevado grau histoldgico e, por ultimo,

-tumores do subtipo basal de alto grau histol6gico também designados por triplos negativos uma vez

que sdo RE’, RP" e HER', sendo que a maioria das mulheres portadoras da mutacdo BRCAL tém



tumores deste subtipo (De Abreu et al.,, 2014; Orphanos and Kountourakis, 2012; Sotiriou and
Pusztai, 2009).

1.1.4 Tratamento

O factor mais importante na escolha do tratamento para o cancro da mama reside no estadio da
doenca. No tratamento para cancro no estadio | e Il, regra geral recorre-se a cirurgia (conservadora
ou mastectomia), seguida de radioterapia a mama. O cancro da mama de estadio Ill caracteriza-se
por ser uma fase avancada do tumor local, sem aparentes metastases distantes. Neste caso, 0
tratamento geralmente passa por quimioterapia sistémica neoadjuvante de forma a diminuir o
tamanho do tumor local e aumentar a sensibilidade do cancro ao tratamento por mastectomia ou
excisdo parcial e radioterapia. Por ultimo, em doentes com cancro da mama metastatico ou de
estadio IV, cujo diagnoéstico foi realizado em fase tardia, recorre-se a terapia sistémica adjuvante
(quimioterapia e/ou hormonoterapia), de forma a prolongar a sobrevivéncia do doente. Neste caso,
como tratamento recorrente tem sido eficaz o uso de agentes citotéxicos e enddcrinos, radioterapia
local e sistémica e terapia anti-factor de crescimento para reduzir o tamanho do tumor e minimizar os

sintomas (Lenhard et al., 2001).

Em doentes com um baixo risco de rapida progressado ou graves complicagfes, pode recorrer-se em
primeiro lugar a terapia hormonal, uma vez que a resposta ao tratamento pode ser variavel e
prolongada no tempo. Aproximadamente 60% das mulheres com tumores RE" respondem & terapia
hormonal, resultando numa diminuicdo do volume do tumor ou em periodos de estabilidade. As
metastases no 0sso constituem o local mais comum de progressédo do cancro da mama (Lenhard et
al., 2001).

Desde os ultimos 15 anos que a terapia baseada em anticorpos direccionados para cancro tem sido
estabelecida e, actualmente é considerada uma das estratégias melhor sucedidas e importantes para
o tratamento de doentes com tumores sélidos. Terapias dirigidas, como por exemplo, anticorpos
monoclonais que se ligam especificamente a antigénios alvo nas células malignas, tém a capacidade
de bloquear a proliferagdo do tumor, antagonizando vias imunolégicas importantes na sobrevivéncia
imunoldgica do cancro (Scott et al., 2012). Estes antigénios alvo podem ser, por exemplo, glicanos
que resultam de um mecanismo de glicosilacdo aberrante e se encontram na superficie das células

tumorais.

1.2 Glicosilacdo

A glicosilacdo constitui uma das modificagBes pds-traducionais mais frequentes e importantes que
ocorre ao nivel das proteinas, podendo afectar a conformacdo, estabilidade e funcionalidade das
mesmas. Este processo caracteriza-se pela ligacdo covalente de um hidrato de carbono ou glicano a
estrutura de uma proteina, lipido, glicano ou outro composto organico, formando diferentes

glicoconjugados (como glicoproteinas e glicolipidos) (Figura 1.1) (Reis et al., 2010; Varki et al., 2009).



Os glicoconjugados estdo envolvidos em diversos processos biolégicos como biologia do
desenvolvimento, resposta imune, processo inflamatorio, proliferacéo celular e apoptose. Para além
disso, participam em fenémenos de diferenciacdo, migracdo e sinalizacdo celular, assim como em
interaccdes hospedeiro-patogéneo, invasdo tumoral e metastizacdo (Campbell and Yarema, 2005;
Cazet et al., 2010a; Li et al., 2010; Moremen et al., 2012).
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Figura 1.1 Glicanos livres ou presentes em glicoconjugados secretados ou de membrana (Varki, 2007).

1.2.1 Glicoproteinas

A presenca de potenciais locais de glicosilac@o na estrutura das proteinas, bem como a presenca ou
auséncia de enzimas especificas no reticulo endoplasmético e complexo de Golgi constituem os
elementos chave que determinam a natureza e extensdo da glicosilagdo de uma dada proteina.
Assim, existem dois grandes tipos de glicanos associados a glicoproteinas, os N-glicanos e os O-
glicanos (Figura 1.1), que podem existir em simultdineo numa mesma proteina e numa mesma célula
(Reis et al., 2010; van Kooyk and Rabinovich, 2008).

A maioria dos N-glicanos expressos pelas células humanas caracteriza-se pela ligagcdo covalente de
N-acetilglucosamina (GlcNac) a um azoto de um residuo de asparagina pertencente a sequéncia
aminoacidica Asn-X-(Ser/Thr) de uma proteina, onde X pode ser qualquer aminoacido excepto
prolina. A biossintese deste glicano inicia-se no reticulo endoplasmético com a transferéncia de um
residuos de GIcNAc, a partir do precursor uridina difosfato N-acetilglucosamina (UDP-GIcNACc), para
um lipido intermediario denominado dolicol. De seguida, ocorre a formagcdo de uma estrutura em
bloco, designada por dolicol pirofosfato N-acetilglucosamina, que sera adicionada a proteina que esta
a ser sintetizada e translocada através da membrana do reticulo endoplasmatico, apds a adicdo de
mais 13 agUcares a sua estrutura. O N-glicano ja ligado a proteina é subsequentemente remodelado

no reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi (Varki et al., 2009).

Um O-glicano define-se pela ligacdo covalente de um monossacarido ao grupo hidroxilo de uma
serina ou treonina de uma proteina. Contrariamente a fase de sintese de um N-glicano, a biossintese
de um O-glicano ocorre de forma sequencial no complexo de Golgi ndo necessitando de um lipido

intermediario durante o seu processo (Varki et al., 2009).



As glicosiltransferases sdo enzimas geralmente ligadas a membrana, que catalisam a transferéncia
do monossacarido de nucledtidos de aclUcar (molécula dadora) para uma molécula aceitadora,
estabelecendo ligagcbes glicosidicas. O nivel de expressdo destas enzimas, bem como especificidade
para o substrato e localizacdo nos compartimentos do complexo de Golgi, sdo responsaveis pelo
padrdo de glicanos expressos numa determinada célula ou transportados por uma dada glicoproteina.
Para além disso, uma vez que diferentes enzimas podem competir para uma mesma estrutura
glicosidica aceitadora, a expressao relativa e actividade destas enzimas s&o decisivas para as

estruturas de glicanos expressos em cada célula (Ju et al., 2013; Paulson and Colley, 1989).

1.2.1.10O-glicosilagao

A frequéncia da O-glicosilagdo em glicoproteinas é elevada, principalmente em mucinas secretadas
ou ligadas a membrana que séo ricas em serina e treonina. Nas mucinas, os O-glicanos estao ligados
através de residuo de N-acetilgalactosamina (GalNac). A biossintese dos O-glicanos é um processo
sequencial que ocorre no complexo de Golgi, através da accao de diversas glicosiltransferases (Reis
et al., 2010).

A primeira reac¢cdo da via da O-glicosilacdo ¢é catalisada pelo polipéptido N-
acetilgalactosaminiltransferase (ppGalNACTSs) que transfere o monossacarido GalNac de nucleétidos
de acucar, nomeadamente uridina difosfato N-acetilgalactosamina (UDP-GalNAc), para um residuo
de serina ou treonina da sequéncia aminoacidica, formando o antigénio Tn. Em condi¢des normais, o
antigénio Tn constitui uma estrutura imatura sendo sempre modificado ou alongado, levando ao
aparecimento de outras estruturas (Figura 1.2). A modificacdo mais frequente é a adicdo de um
residuo de galactose ao antigénio Tn, formando o antigénio T ou estrutura core 1 da via da O-
glicosilacdo que sofre posterior extensdo dando origem a outras estruturas glicosidicas (Cazet et al.,
2010a).
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Figura 1.2 Passos iniciais da via de biossintese dos O-glicanos (Wolfert and Boons, 2013).

Os O-glicanos sdo os principais componentes da camada mucosa intestinal que cobre o epitélio
gastrointestinal e protege o tecido mucosal de potenciais patogénicos perigosos. Este tipo de glicanos

desempenha fungdes importantes em diversos processos bioldégicos como transdugdo de sinal,



interacgBes célula-célula, angiogénese, resposta imune e homeostase (Ju et al., 2011; van Kooyk and
Rabinovich, 2008).

Os antigénios Tn, T e sialil Tn (adicdo de acido sialico ao antigénio Tn) sdo considerados antigénios
associados a tumores ou TACA (do inglés Tumor Associated Carbohydrate Antigens), localizados na
superficie de células tumorais e sendo considerados potentes alvos para tratamento do cancro (Cazet
et al., 2010a; Rabu et al., 2012).

1.2.2 Acidos sidlicos

Os acidos sialicos representam uma familia de aglcares que possuem uma estrutura de nove atomos
de carbonos e que sdo tipicamente encontrados nas posi¢des terminais de diversas classes de
glicanos secretados ou localizados na superficie das células. Esta familia compreende mais de 50
compostos com uma grande diversidade estrutural, sendo o acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac)
(Figura 1.3), o mais predominante em células de mamiferos (Crespo et al., 2013; Schultz et al., 2012;
Varki, 2007).

Figura 1.3 Estrutura do acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac) (Schultz et al., 2012).

Estes aglcares acidos estdo presentes em vertebrados e invertebrados “superiores” mediando ou
modulando diversos mecanismos normais e patolégicos. Em virtude da sua carga negativa, os acidos
sidlicos possuem diversos papéis estruturais e moduladores como a ligagdo e o transporte de
moléculas positivas bem como a atraccdo e repulsdo de células e moléculas. Para além disso, a
biologia da sua estrutura permite que, por um lado mascarem locais de reconhecimento e, por outro,
representem um alvo biol6gico servindo como possiveis locais de ligagdo para patogénicos, toxinas e

outros receptores proteicos (Angata and Varki, 2002; Schauer, 2000).

1.2.2.1 Sialidades e sialiltransferases

Uma das modificacdes dos glicanos que esta associada ao cancro € a sialilacdo das glicoproteinas.
Resultados experimentais obtidos a partir de amostras de tecido de doentes, bem como de modelos
animais com cancro e de estudos baseados em cultura de células, sugerem que alteracdes no
processo de sialilagdo estdo na base de um fendtipo celular metastatico. A sialilagédo é regulada por
diversas enzimas, incluindo enzimas que controlam a sintese e disponibilidade do substrato dador, o

acido sidlico activado (o0 &cido N-acetilneuraminico citidina monofosfato), enzimas que normalmente



adicionam o &cido sialico durante a biossintese da glicoproteina, designadas por sialiltransferases, e
enzimas que geralmente clivam o &cido sidlico durante a degradagdo das glicoproteinas,
denominadas por sialidases ou neuraminidases. Regra geral, estas enzimas residem no interior de
compartimentos intracelulares, com a maioria das sialiltransferases localizadas no complexo de Golgi
e muitas das sialidases localizadas nos lisossomas ou endossomas. Em situacdes de cancro, ja foi
observada a actividade aberrante de ambas as enzimas, observando-se niveis de sialilacdo mais

elevados em células tumorais (Schultz et al., 2012).

As sialiltransferases constituem uma familia de, pelo menos, 20 enzimas que diferem consoante o
tipo de tecido e o tipo de ligacdo que estabelecem com o residuo de acido sidlico. Algumas
sialiltransferases adicionam o &cido sialico a uma galactose (Gal) através de uma ligagdo a2-3, como

€ 0 caso da sialiltransferase ST3Gal-l, ao passo que outras adicionam o acido sidlico com uma
ligacdo a2-6 a uma galactose, como é o caso das sialiltransferases ST6Gal-l e ST6Gal-1l, ou a
GalNAc, como as sialiltransferases ST6GalNAc (Dall'Olio and Chiricolo, 2001; Schultz et al., 2012).
Em simultdneo com a expressdo aberrante das sialiltransferases, certas sialidases sao também
afectadas em situacdes de cancro, embora pouco se saiba sobre o papel tumorigénico desta familia

de enzimas.

Em células tumorais, observa-se frequentemente um aumento da sialilagdo com ligagdo do tipo a2-6,
geralmente atribuida a sobrexpressao da sialiltransferase ST6Gal-I envolvida principalmente no
processo de sialilacdo em N-glicanos ou a membros da familia da sialiltransferase ST6GalNAc
responséveis pela sialilagdo de O-glicanos e glicolipidos (Schultz et al., 2012; Varki and Varki, 2007).
Ja foi demonstrado que uma modificacdo do padrdo de O-glicosilagdo induzida pelo padrdo de
expressdo de ST6GalNAc-I € suficiente para aumentar a tumorigenicidade de linhas celulares de
cancro da mama (Julien et al., 2006). Este enriquecimento selectivo dos residuos de acido sialico a2-
6 nas células tumorais é significativo na medida em que a sialilagdo a2-6 pode provocar efeitos
biolégicos muito distintos em comparagdo com a sialilagdo a2-3. Segundo a literatura, a sialilagdo tem
potencial para influenciar o comportamento de células tumorais a diferentes niveis como por exemplo
na regulacdo da conformacgdo, agregacdo ou retencdo a superficie da célula de uma dada
glicoproteina, a modulagdo das interac¢cbes em cis ou trans entre dois receptores de superficie
distintos, e na formacédo de ligandos para glicoproteinas envolvidas no controlo das interaccfes

célula-célula e célula-matriz (Schultz et al., 2012).

1.2.3 Alteracdes da glicosilagdo no cancro

AlteracBes na glicosilacdo constituem uma modificacdo quasi-universal no cancro, resultando na
perda de adeséo celular, um evento associado ao aumento da invaséo celular dos tumores primarios
para locais mais distantes (metastizacao). Também tem sido correlacionado o potencial metastatico
de algumas células tumorais com o aumento da sialilacdo de glicoproteinas. Assim, uma das
modificacdes mais comuns consiste na expressédo de O-glicanos truncados na superficie das células

(Figura 1.4), como o antigénio pan-carcinoma sialil-Tn (STn) (Cazet et al., 2010b; Reis et al., 2010).
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Figura 1.4 Vias de biossintese de O-glicanos em células de mama normais e células de cancro da mama.

1.2.3.10 antigénio sialil-Tn (STn)
1.23.1.1 Estrutura e biossintese do antigénio STn

O antigénio STn ou sialil Thomsen-nouvelle, também designado como CD175s, € um antigénio
hidrato de carbono associado a tumores, descoberto no inicio dos anos 80 (Kurosaka et al., 1983) e
expresso em mais de 80% dos carcinomas humanos (Cao et al., 1996). Em meados dos anos 90, foi
reconhecido o valor deste glicano como marcador de diagnéstico e subsequente progndstico em
cancro, sendo portanto considerado um bom alvo em imunoterapia para cancro da mama. O STn é
um pequeno O-glicano sialilado (Figura 1.5), cuja estrutura consiste num dissacarido formado por um
residuo de N-acetilgalactosamina (GalNAc) com ligagdo a-O a um residuo de serina ou treonina,

contendo um residuo de acido sialico (Neu5Ac em humanos) ligado no carbono 6 (Julien et al., 2012).

CH,OH
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Figura 1.5 Antigénio sialil-Tn.

Durante o processo de O-glicosilacao, a sialilacdo do antigénio Tn vai impedir a extensdo normal da
cadeia dos O-glicanos levando a formacdo do produto STn cuja estrutura ndo pode ser alongada,
blogueando a biossintese de qualquer outra estrutura glicosidica (Schultz et al., 2012). A expressao
de STn depende essencialmente da actividade da sialiltransferase ST6GalNAc-I, podendo ser
promovida pela fraca expressdo ou actividade de enzimas que competem com outras
sialiltransferases para a sintese da estrutura dos O-glicanos. Uma vez que GalNAc é necessario para
a transferéncia do acido sialico para formar a estrutura STn, a actividade da GalNAc-transferase é

também crucial para a expressao deste glicano. Em cancro da mama ja foi confirmando o papel



crucial da enzima ST6GalNAc-I na biossintese do antigénio STn. Verificou-se que a sobrexpressao
desta enzima é capaz de competir com a biossintese da estrutura dos O-glicanos, como foi
demonstrado na linha celular de cancro da mama MDA-MB-231, onde a expressdo estavel de
ST6GalNAc-l converteu 22% das estruturas core 1 de O-glicanos transportados pela proteina

mucinal em STn (Julien et al., 2006; Marcos et al., 2011; Sewell et al., 2006).

Por fim, um outro factor descrito como responsavel pelo aparecimento do STn sdo as mutacdes
somaticas no gene COSMC, que codifica para uma chaperona molecular necessaria para a correcta
conformacao e actividade da T-sintase, enzima responsavel pela sintese do core 1 da via da O-

glicosilagdo (Figura 1.4) (Ju et al., 2014).

1.2.3.1.2 Antigénio associado a tumor

O antigénio STn desempenha um papel importante no fenétipo das células de carcinoma, alterando
por completo diversos processos relacionados com a malignidade da doencga. A expressao do STn é
capaz de modular, por si s6 um fendtipo maligno, induzindo um comportamento celular mais
agressivo, como a diminuicdo da agregacdo célula-célula e o aumento da adesdo a matriz
extracelular, migracdo e invasao (Pinho et al., 2007). Este antigénio é detectado em diversos tipos de
cancro epiteliais, com elevada frequéncia no carcinoma do pancreas, ovario, colo-rectal e pulmao,
embora esteja praticamente ausente em tecidos adultos normais e fetais. A expressédo deste glicano
estd associada a um mau prognostico, a uma baixa sobrevivéncia dos doentes e a uma baixa
resposta a quimioterapia adjuvante com ciclofosfamida (Julien et al., 2012; Kinney et al., 1997; Miles
et al., 1994; Schultz et al., 2012).

O STn é considerado um bom marcador tumoral e muito Util em diagndstico, uma vez que a sua
sobrexpressdo ocorre nos estadios precoces da carcinogénese. Os dados existentes sugerem que o
efeito da expressdo de STn na invasao das células tumorais podera ser um fendémeno especifico do
O6rgdo. No entanto, caracterizagcdo in vitro através de engenharia de linhas celulares de cancro da
mama demostraram que a expressdo de STn induziu uma diminuicdo na ades&o, diminuicdo da
agregacdo e um aumento na motilidade celular, tudo consistente com o aumento da invasdo tumoral
(Julien et al., 2012).

1.2.3.13 Deteccéo de STn no soro e valor do progndéstico de STn em cancro

z

A deteccdo de marcadores tumorais no soro € um método simples, sensivel e ndo invasivo para
diagndstico ou pdés-cirurgia para seguir os doentes com cancro. A presenca do antigénio STn no soro
ocorre devido a secre¢do da O-glicoproteina que o transporta ou devido a disseminagdo das células
tumorais para a corrente sanguinea. Esta massa tumoral é normalmente encontrada em cancros de
estadio avancado, 0s quais normalmente apresentam um mau prognéstico. A deteccdo de STn no
soro tem uma maior utilidade para prognéstico do que para fins de diagnéstico e € usualmente

considerado como um marcador de mau prognéstico (Julien et al., 2012).
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No carcinoma da mama, a sobrexpressao de STn esta correlacionada com o RE’, que sé&o
considerados mais agressivos do que os do tipo RE®, e com a expressdo de HER2". A associacio
entre STn e HER2 podera contribuir para a capacidade das células de cancro crescerem e invadirem,
levando a um pior prognéstico. De uma forma geral, a expressdo de STn esta associada com um
resultado adverso no progndstico, no entanto se STn exerce alguma funcéo biolégica para promover
o desenvolvimento do tumor, isto ocorre através de varios mecanismos que dependem de cada tipo

ou sub-tipo de tumor (Julien et al., 2012; Soares et al., 1996).

1.2.3.2Glicoproteina mucina 1

A expressao STn em tumores é heterogénea, com proporcdes de células positivas para STn variando
entre 5% a 100%. Este fendmeno é consistente com a origem do tumor e, em cancro da mama, a
heterogeneidade deste glicano esté relacionada como a expresséo da(s) proteina(s) que o transporta.
Assim, a expressdo de STn pode ser regulada no tumor, via regulacdo do(s) seu(s) portador(es),

como por exemplo a glicoproteina mucina 1 (MUC1) em humanos (Julien et al., 2012).

A MUC1, também designada por CA15-3, é uma proteina de elevada massa molecular normalmente
expressa na superficie luminal das células epiteliais e que tem um papel na adesdo e sinalizagao
celular. Esta glicoproteina tem vindo a ser testada como um alvo terapéutico em mais de 60 ensaios
clinicos uma vez que é sobrexpressa de forma aberrante em muitos carcinomas, incluindo o da
mama, sendo portanto considerada um bom alvo para imunoterapia (Croce et al., 2003; Duffy et al.,
2000; Kimura and Finn, 2013; Lavrsen et al., 2013).

A glicoproteina MUC1 possui um dominio C terminal que inclui a parte transmembranar e intracelular
da proteina, e um dominio N terminal ou extracelular onde esté localizada uma regido que contém 25-
125 repetigbes de uma sequéncia de 20 aminoacidos, com cada repeticdo contendo 3 a 5 O-glicanos
(Figura 1.6). Tem sido proposto que o dominio C terminal tem importantes efeitos na sinalizagdo em
cancro e sobrevivéncia enquanto a regido VNTR possui diversas caracteristicas estruturais e

funcionais (Madsen et al., 2013).
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Figura 1.6 Representacdo da mucina 1 normal e alterada glicosidicamente (Singh and Bandyopadhyay, 2007)

Através do ensaio da CA15-3, a MUCL1 aberrantemente glicosilada pode ser detectada uma vez que

esta glicoproteina é produzida pelas células de cancro e libertada na circulagdo. Um valor de
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concentragcao de CA15-3 elevado tem sido util na avaliagdo de prognostico em cancro da mama de
estadio inicial e monitorizacdo da evolugdo da doencga, incluindo monitorizacdo dos doentes com
doenca metastatica durante a terapia (Reis et al., 2010). Para além disso, estudos recentes sugerem
um novo método com elevado potencial para deteccdo de cancro da mama com base nesta

glicoproteina (Armon-Omer et al., 2014).

1.3 Sistemaimunolégico

A imunidade pode ser definida como o somatdrio de todos os mecanismos de defesa de que o
organismo humano dispde para proteccdo das agressdes que o ameagam como sdo, entre outras, as
doencas infecciosas (Arosa et al., 2012b). As células e moléculas responsaveis pela imunidade
constituem o sistema imunoldgico e a resposta colectiva e coordenada destes componentes a
introducdo de substancias estranhas no organismo é designada de resposta imune (Abbas et al.,
2012b). O sistema imunoldgico é constituido pela imunidade inata e imunidade adaptativa ou

adquirida contribuindo ambas para a protec¢édo do organismo (Goldsby et al., 2007).

1.3.1 Imunidade inata

A imunidade inata, também designada por imunidade natural ou nativa, encontra-se de alguma forma
em todos os organismos multicelulares e constitui a primeira linha de defesa do sistema imunolégico.
Inclui mecanismos de defesa celulares e moleculares predispostos para a ocorréncia de infec¢fes de
forma a preveni-las ou elimina-las nas primeiras horas (Goldsby et al., 2007). Estes mecanismos sao
especificos para estruturas comuns a grupos de microrganismos relacionados, ndo sendo capazes de
distinguir pequenas diferencas entre eles. Os principais componentes da imunidade inata s&o as
barreiras quimicas e fisicas, como a pele e quimicos anti-microbianos (muco) produzidos nas
superficies epiteliais; as células fagociticas (neutréfilos e macréfagos); células dendriticas e células
Natural Killer (NK); proteinas do sangue, incluindo membros do sistema do complemento e outros
mediadores de inflamacédo e, por fim, proteinas designadas de citocinas que regulam e coordenam
muitas das actividades das células deste tipo de imunidade n&o especifica. A fagocitose representa
um dos principais mecanismos de suporte da imunidade inata e consiste no processo pelo qual

material particulado € ingerido pelas células fagociticas sendo posteriormente destruido ou
neutralizado (Abbas et al., 2012b; Arosa et al., 2012b).

1.3.2 Imunidade adquirida ou adaptativa

A imunidade adquirida ou adaptativa representa a segunda linha de defesa do organismo, estando
apenas presente em organismos vertebrados. Depende da imunidade inata e inicia-se poucos dias
apos o inicio das infec¢des de forma a elimina-las quando estas escapam a primeira linha de defesa
e persistem. Os principais componentes da imunidade adquirida sdo as células B e T e o0s anticorpos

produzidos pelas células B. Este tipo de imunidade é capaz de reconhecer e eliminar selectivamente
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microrganismos ou moléculas como antigénios estranhos de forma especifica (especificidade
antigénica), sendo os anticorpos capazes de distinguir entre duas moléculas proteicas que diferem
em apenas um aminodcido. Uma consequéncia importante da resposta imune adaptativa é a
memoaria imunolégica. Desta forma, se um mesmo patogéneo ou outro relacionado invadir o
organismo, células de meméria fornecem meios para que o sistema imunolégico adaptativo exerca

um ataque rapido e eficiente ao patogéneo invasor (Goldsby et al., 2007).

Existem dois tipos de respostas imunes adaptativas, a imunidade humoral e a imunidade mediada por
células ou imunidade celular. A imunidade humoral é mediada por moléculas presentes no sangue e
secrecdes de mucosa, designadas por anticorpos, que sdo produzidas por células B (também
designadas por linfécitos B). Este tipo de imunidade constitui o principal mecanismo de defesa contra
microrganismos extracelulares e toxinas por eles produzidos uma vez que anticorpos secretados
conseguem ligar-se a estes microrganismos e toxinas auxiliando na sua eliminacdo. Os anticorpos
sdo eles proprios especializados e podem activar diferentes mecanismos efectores como por
exemplo, promover a ingestao de microrganismos por fagécitos ligando-se a eles e desencadeando a
libertacdo de mediadores inflamatérios a partir das células. A imunidade mediada por células é
mediada pelas células T (ou linfécitos T) que promovem a destruicAo de microrganismos
intracelulares, como virus e algumas bactérias, que sobrevivem e proliferam no interior de fagdcitos e
de outras células hospedeiras onde estao inacessiveis aos anticorpos em circulacdo (Abbas et al.,
2012b).

1.3.2.1 Anticorpos

Os anticorpos séo proteinas glicosiladas em circulagdo produzidas nos vertebrados em resposta a
exposicdo de estruturas estranhas chamadas de antigénios. S&o capazes de reconhecer uma vasta
gama de estruturas antigénicas, demonstrando uma grande capacidade de discriminacdo entre
diferentes antigénios, ligando-se fortemente a eles. Os anticorpos estando presentes em circulagao,
tecidos e superficies mucosas tém a capacidade de neutralizar toxinas e prevenir a entrada e

disseminacédo de patogénicos e eliminagcdo de microrganismos (Abbas et al., 2012a).

Os anticorpos sdo compostos por trés unidades funcionais, dois fragmentos Fab (do inglés Fragment
antigen binding) de ligagdo ao antigénio localizados na regido variavel (V) ou por¢do N-terminal e um
fragmento Fc (do inglés Fragment cristallizable) constante localizado na regido constante (C) ou
porcdo C-terminal. Cada Fab é constituido pela associacdo de uma cadeia leve e de uma cadeia
pesada de imunoglobulina e, cada regido variavel possui trés regides hipervaridveis, também
designadas por regides determinantes da complementaridade (CDRs), que correspondem as ansas
da proteina que contactam com o antigénio e conferem especificidade para o mesmo. O fragmento Fc
resulta da associacao de duas cadeias pesadas e constitui o dominio efector das imunoglobulinas
responsavel por condicionar as caracteristicas de algumas respostas imunoldgicas por parte do

hospedeiro. Com base na sequéncia das suas cadeias pesadas, os anticorpos podem ser
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subdivididos em cinco classes ou isotipos (IgM, 1gG, IgD, IgA e IgE) que se caracterizam por perfis
funcionais distintos (Tabela 1.2) (Vacchelli et al., 2013).

Tabela 1.2 — Principais caracteristicas das cinco classes de imunoglobulinas (adaptado de Arosa et al., 2012a)

Caracteristicas representativas de cada isotipo de imunoglobulinas

IgM e  Forma membranar é a mais comum.

e  Pode ser expressa por células B imaturas (mais comum), maturas, de memoria e plasmacitos.

. Plasmécitos secretam IgM na forma pentamérica (activador importante do sistema do
complemento).

e Tem a mesma especificidade de ligacdo ao antigénio que o isotipo IgD.

lgD . Expressa em todas as células B naive. Ap6s maturacdo, a maioria das células B perde a
expresséo de IgD.

e Funcédo de activacéo do receptor da célula B (BCR) mais eficiente que IgM.

lgG e Classe mais abundante no soro (cerca de 75% das imunoglobulinas totais). Grande estabilidade
no soro, com um periodo de semivida de 3 semanas.

e |gG de elevada afinidade para o antigénio séo responsaveis pela resposta imunolégica humoral.

. Nos humanos existem 4 subclasses de 1gG: 1gG1, 1gG2, IgG3 e IgG4. As IgG1 e 1gG3 ligam-se
com elevada afinidade aos receptores Fc das células fagociticas.

IgA . Principal isotipo das secreg¢des (leite materno, saliva, lagrimas, etc).

e Nas secregOes apresenta forma dimérica.

. Nos humanos existem duas subclasses de IgA: IgAl e IgA2. A IgA2 constitui a primeira linha de
defesa contra agentes patogénicos que entram no organismo pelas mucosas.

e No soro, representa cerca de 10-15% da concentracéo total de Ig’s.

IgE e  Produzida principalmente por plasmécitos dos pulmées e da pele.

e |sotipo menos abundante e com um menor tempo de semivida no soro.

e  Associada a alergias.

Tem sido mostrado que anticorpos que tém como alvo antigénios glicosidicos e glicopéptidos
relacionados com tumores tém a capacidade de eliminar células tumorais em circulagdo. Estes
anticorpos podem mediar a eliminacdo de células tumorais por citotoxicidade dependente do
complemento (CDC) e/ou por citotoxicidade dependente de anticorpo e mediada por células (ADCC),

realizada por células NK e macréfagos (Buskas et al., 2009).

A CDC envolve a ligagdo de anticorpos a antigénios presentes na superficie de células tumorais e a
activacdo do sistema do complemento. A ac¢do sequencial dos componentes das vias do
complemento, levam & formagdo do complexo de ataque a membrana (MAC) que forma poros na
membrana celular das células tumorais, resultando na perda da integridade membranar das mesmas,
e por conseguinte, na lise celular (Rogers et al.,, 2014; Zhou et al., 2008). A ADCC constitui um
mecanismo pelo qual anticorpos especificos para um antigénio direccionam as células efectoras do
sistema imunitario para células tumorais que expressem esse antigénio de forma a elimina-las. Os
anticorpos ligam-se ao antigénio presente na superficie das células tumorais e, através da sua porcao
Fc, ligam-se ao receptor Fc das células efectoras. Consequentemente, as células efectoras séo
activadas e desencadeiam as suas func¢des, como por exemplo as células NK que libertam citocinas e

guimiocinas, inibindo a proliferagcéo das células tumorais (lannello and Ahmad, 2005).

13.211 Anticorpos monoclonais

Os anticorpos monoclonais (mAbs) tém vindo a ser considerados uma classe importante de farmacos

de estrutura proteica para tratamento do cancro e outras doengas, tendo sido ja aprovados mais de
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20 mAbs pela FDA (do inglés Food and Drug Administration) (Tabela 1.3) (Thakur and Lum, 2010;
Weiner et al., 2009). O grande impacto dos mAbs em investigacdo médica, diagnéstico e aplicacdes
clinicas deriva, na maior parte, da sua capacidade de se ligarem selectivamente e com elevada
afinidade a um antigénio e, por outro lado, da sua relativa e elevada estabilidade in vitro e in vivo. A
tecnologia de mAbs tem gerado ou melhorado consideravelmente indmeras aplicacbes em
diagnostico. Para além disso, os mAbs tém tido sucesso na sua utilizagdo in vivo com intuito
terapéutico, em modelos animais de doenca ou doentes em (i) neutralizar factores em circulacéo, (ii)
activar mecanismos efectores imunes contra populagdes celulares caracteristicas de doengas, (iii)
antagonizar cascatas moleculares ou moléculas especificas de doencgas, (iv) na reacgdo cruzada com
receptores da membrana e activacéo posterior de vias de sinalizacdo terapéuticas e, por ultimo, (v)
no transporte de toxinas ou drogas em lipossomas para a proximidade de células alvo (Vacchelli et
al., 2013).

Tabela 1.3 - Anticorpos monoclonais aprovados para terapia de cancro (Vacchelli et al., 2013).

mAb Alvo Aprovado Indicacao
Alemtuzumab CD52 2001 Leucemia linféide crénica
Bevacizumab VEGF 2004 Cancro colo-rectal, mama,

renal e pulméo

Catumaxomab CD3 e EpCAM 2009 Ascite maligna em doentes
com cancro EpCAM”
Cetuximab EGFR 2004 Cancro colo-rectal
Gemtuzumab CD33 2000 Leucemia Miel6ide Aguda
Ibritumomab tiuxetan CD20 2002 Linfoma néo Hodgkin
Ipilimumab CTLA-4 2011 Melanoma
Panitumumab EGFR 2006 Cancro colo-rectal
Ofatumumab CD20 2009 Leucemia linféide crénica
Rituximab CD20 1997 Linfoma néo Hodgkin
Tositumomab CD20 2003 Linfoma n&o Hodgkin
Trastuzumab HER2 1998 Cancro da mama

Os mAbs tém muitas aplicagbes praticas ndo s6 em investigacdo mas também em diagnéstico e
terapia médica, sendo as mais comuns a identificacdo de marcadores fenotipicos Unicos para tipos
celulares particulares, o imunodiagnostico, a detec¢cdo de tumores usando mAbs especificos de
tumores, terapia e andlise funcional de moléculas secretadas ou localizadas na superficie das células
(Abbas et al.,, 2012a). Actualmente, sabe-se que existem pelo menos seis classes de mAbs
relevantes para terapia de cancro: (i) mAbs que inibem directamente cascatas de pr6-sobrevivéncia
de células tumorais, (i) mAbs que interferem com a interaccdo estroma-tumor, inibindo
indirectamente o crescimento tumoral, (iii) mAbs que se ligam a antigénios expressos na superficie de
células tumorais e funcionam por ligagdo selectiva induzindo mecanismos efectores imunes como por
exemplo ADCC, (iv) mAbs biespecificos (trifuncionais) que se ligam a dois antigénios diferentes,
sendo capaz de estabelecer fun¢des efectoras imunes, (v) imunoconjugados e por ultimo, (vi) mAbs

imunoestimulatérios que facilitam o desenvolvimento de uma resposta imune especifica de tumor

15



através da interaccéo entre sistema imunolégico e células de cancro e vias de sinalizagdo que essa

interaccao estabelece (Vacchelli et al., 2013).

1.3.2.1.1.1 Producéo de anticorpos in vitro

Em 1975, Kéhler and Milstein desenvolveram um método de isolamento de mAbs a partir de células
de hibridoma. Eles demonstraram que a tecnologia de fusdo de células pode ser usada para produzir
hibridos entre células de mieloma e células produtoras de anticorpos, as células B (Figura 1.7)
(Yamada, 2011). A base da tecnologia de hibridoma consiste na imortalizacdo de células B que
naturalmente tém a capacidade de produzir anticorpos com determinada especificidade mas com
caracteristicas de crescimento limitado in vitro. Desta forma, as células B sao fundidas com células de
uma linha de células tumorais ndo produtoras de anticorpos mas com crescimento continuo, as
células de mieloma. Assim, os hibridos resultantes do processo de fusdo celular continuam a secretar
anticorpos e ganham a imortalidade da célula tumoral original. Na pratica, imunizando murganhos
com um determinado antigénio, obtém-se células B produtoras de anticorpos com a especificidade
seleccionada e que, ao fundir-se com as células de mieloma, vao originar hibridomas sendo cada um
deles produtor de anticorpos rigorosamente iguais e com igual especificidade para um sé dos
epitopos do antigénio. Cada hibridoma isolado vai multiplicar-se, assegurando a producdo de um
determinado mAb (Arosa et al., 2012d; Schonherr and Houwink, 1984).

Células de mieloma

Antigénio STn (SP2/0 Ag 14)

®
A8

- ~E~ g

D o O 22

e e

Celulas B Hibridoma
Murganho Balb/c

Figura 1.7 Tecnologia de hibridoma para producdo de anticorpos monoclonais.

Em suma, recorrendo a tecnologia de hibridomas, é possivel obter mAbs, homogéneos, da mesma
classe e com a mesma especificidade, produzidos por hibridomas que séo células estaveis que se
reproduzem em cultura, com caracter de continuidade ilimitada, isto €, com caracteristicas de
“imortalidade” assegurando uma producdo facil e praticamente ilimitada de mAbs (Arosa et al.,
2012d).

1.3.3 Imunoterapia contra o cancro

A exploracéo do sistema imunitario do préprio doente de forma a combater a doenca é designada por
imunoterapia. Esta tem sido considerada uma abordagem atraente, especialmente para controlar o

aumento do crescimento do tumor, oferecendo o potencial de aumentar os efeitos de tratamentos
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convencionais, como radioterapia ou quimioterapia pos-operatdria, sem aumentar substancialmente a
toxicidade (Julien et al., 2012). A imunoterapia anti-tumoral tem como principio a utilizagdo de
componentes ou mecanismos do sistema imunol6gico para eliminar ou neutralizar células tumorais
elou factores que facilitem a sobrevivéncia e proliferacdo do tumor. Actualmente, existem diversas
abordagens imunoterapéuticas direccionadas para o cancro que tém vindo a ser aprovadas para uso
em humanos, como citocinas (por exemplo IL-2), que s&do capazes de modular a funcdo dos
leucécitos, e mAbs, que reconhecem antigénios tumorais desencadeando, a partir dai, uma resposta

imune especifica contra as células que os expressam (Arosa et al., 2012c; Julien et al., 2012).

A imunoterapia para o tratamento do cancro humano podera recorrer essencialmente a duas
estratégias. Uma das estratégias tira partido da imunidade celular adquirida, como por exemplo a
vacinagdo tumoral e a transferéncia adoptiva de leucécitos. A outra estratégia utiliza a imunidade
humoral adquirida baseando-se na capacidade das células B produzirem anticorpos que reconhe¢cam
especificamente antigénios tumorais, levando a respostas que medeiam ou activam diversos

mecanismos que podem levar a eliminagéo ou inactivagao das células tumorais (Arosa et al., 2012c).

A vacinacao ou imunizac¢ao consiste numa abordagem imunoterapéutica promissora que tem vindo a
ser avaliada para tratamento em diferentes tipos de tumor, tendo como alvo diferentes antigénios com
0 intuito de ndo sé aumentar as respostas imunes anti-tumorais, mas também desenvolver memaria
imunolégica, produzindo proteccdo de longo-termo durante muitos anos. Os efeitos colaterais
associados com a imunizagdo sdo leves em comparacdo com 0s tratamentos citotdxicos
convencionais. No entanto, ao contrario dos antigénios microbianos, os antigénios associados a
tumores podem ser considerados auto-antigénios e o uso de vacinas pode facilmente resultar num
aumento da actividade de células imunes auto-reactivas e respostas auto-imunes. Assim, a escolha
de antigénios alvo correctos é essencial para 0 sucesso da vacinac¢do tumoral (Julien et al., 2012).
Assim, as vacinas tumorais tém como objectivo mobilizar as células do sistema imunolégico e
estimular e/ou amplificar respostas imunes que reconhecam especificamente o tumor, mediando a
sua eliminacéo. Idealmente, este tipo de estratégia deve resultar na activacao de células T auxiliares
CD4" (linfocitos Th), que irdo facilitar a resposta antitumoral, e células T citotoxicas CD8", que irdo

eliminar as células malignas (Arosa et al., 2012c).

A aplicagéo de mAbs contra TACA tem sido outra abordagem importante para o tratamento do cancro
metastatico. A principal estratégia consiste em combinar os anticorpos com drogas ou toxinas. O
objectivo é ter anticorpos que transportem selectivamente agentes téxicos para o local ou locais
tumorais. Para além desta abordagem com anticorpos conjugados a moléculas, alguns anticorpos
podem por si s6 exercer efeitos terapéuticos, que podem ser atribuidos a mecanismos de lise das
células tumorais dependente do complemento, interaccdes com células efectoras a partir de
anticorpos dependentes de citotoxicidade ou através de efeitos imunoregulatérios, como a inducéo de
respostas anti-idiotipicas ou o desencadear de vias de transducdo de sinal em células tumorais
(Lenhard et al., 2001).
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1.3.3.1Imunoterapia para cancro da mama

Apesar de décadas de pesquisa e da existéncia de provas evidentes a favor das vacinas para cancro
anti-TACA, nunca nenhuma delas alcancou a pratica clinica. Um método possivel de melhoria passa
por uma melhor selec¢do dos doentes mais susceptiveis ao tratamento projectado. Como os TACAs
sdo expressos em grupos distintos de doentes, com base em técnicas imunohistologia ou perfil de
expressdo genética, é possivel a personalizacdo do tratamento de acordo com a expressao de
putativos alvos. Outra forma € a construcdo de vacinas direccionadas para multiplos epitopos de
forma a cobrir uma maior variedade de alvos encontrados em diferentes populacdes de doentes e
possivelmente desencadear uma resposta multi-antigénica em cada um dos doentes (Cazet et al.,
2010a).

1.33.1.1 Theratope: imunoterapia dirigida STn

A descoberta do antigénio STn como um bom marcador tumoral e o facto de células epiteliais de
individuos adultos normais ndo expressarem este glicano, torna-o num antigénio interessante para
imunizacdo. Até ao momento, algumas estratégias tém sido desenvolvidas como vacinas anti-STn,
como por exemplo a vacina Theratope, que tem vindo a ser estudada em ensaios clinicos (Miles et
al., 2011). A vacina Theratope consiste ha construcéo sintética do dissacérido STn conjugado com
uma proteina imunoestimulatéria, a KLH (do inglés Keyhole Limpet Hemocyanin), desenhada pela

companhia de biotecnologia Biomira (Ragupathi et al., 1999).

A vacina Theratope foi inicialmente desenhada com o intuito de combater o cancro da mama
metastatico. Estudos realizados em murganhos demonstraram que a imunizagdo com Theratope
resultou num atraso do desenvolvimento tumoral e que este efeito é estritamente dependente da
presenca de STn nas células tumorais. Os resultados comprovaram que os glicanos presentes no
Theratope podem efectivamente produzir proteccdo tumoral contra células cancerigenas que
expressem STn e que esta proteccao € estritamente dependente da inducdo de anticorpos reactivos
contra STn. Para além disso, foi verificado que muitas proteinas transportadoras de STn também
interferem com varios mecanismos envolvidos no desenvolvimento tumoral (Julien et al., 2009).
Assim, a conjugacdo quimica de STn com outros transportadores proteicos ou peptidicos, pode
provavelmente melhorar a activacdo dependente de células T, levando a melhores respostas anti-
tumorais. Em comparacéo com linhas celulares com expresséo ausente ou baixa da STn, células de
cancro que expressem 0 antigénio STn tendem a inibir a maturacdo de células dendriticas e por
conseguinte a subsequente activacao de células T, sugerindo que células cancerigenas expressando

STn séo propicias a causar tolerancia imunolégica (Carrascal et al., 2014).

Em 1996, nos ensaios clinicos de fase I, verificou-se que a imunoterapia com Theratope foi bem
tolerada por mulheres vacinadas com este tipo de terapia, apresentando um baixo nivel de toxicidade
(Miles et al., 1996). Doentes que receberam a vacina Theratope apresentaram uma melhoria
significante na sobrevivéncia de aproximadamente doze meses e desenvolveram respostas imunes

humorais anti-STn. Estes resultados sugerem a relevancia deste glicano como antigénio especifico
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de tumor e a seguranga da vacina, uma vez que ndo induziu resposta imunologica contra auto-
antigénios. A eficacia da vacina foi testada em combinagcdo com quimioterapia e observou-se que
Theratope tem a capacidade de estimular uma resposta imune, que ndo é afectada pela
quimioterapia, e que a maior parte dos doentes conduz a producédo de anticorpos do tipo IgG. Apesar
dos resultados positivos na fase Il, a vacina ndo obteve aprovacdo nos ensaios clinicos de fase lIl.
Provavelmente, a explicagdo mais plausivel para a falha de Theratope nestes ensaios reside no facto
de que a populacdo de doentes ndo ter sido avaliada para a expresséo de STn na fase de inscri¢éo.
Assim, qualquer beneficio da vacina foi possivelmente mascarado devido a expressédo heterogénea

de STn nos doentes (Holmberg and Sandmaier, 2004; Julien et al., 2012).

Apesar de a imunoterapia STn ter sido sempre testada como uma terapia adjuvante no pds-operatdrio
(Ibrahim et al., 2013), em conjunto com hormonoterapia ou quimioterapia, de forma a melhorar a
sobrevivéncia e diminuir a recidiva, dados recentes da literatura sugerem que uma vacina antitumoral
podera ser mais eficientemente utilizada com intuito profilatico, em vez de uma maneira terapéutica
(Gray et al., 2010).

1.3.3.1.2 Anticorpos monoclonais anti-STn

Muitos anticorpos anti-STn tém vindo a ser desenvolvidos desde os anos 80 (Tabela 1.4). Estes
possuem diferengas ndo so a nivel dos haptenos ou imunogéneos que os constituem mas também na
afinidade para o antigénio STn. Estas diferencas devem ser, possivelmente, a explicacdo mais
plausivel para os resultados contraditérios de diversos estudos que reportam a expressao de STn
(Julien et al., 2012). Para além disso, a especificidade destes anticorpos ainda nao € clara, uma vez
que para além de se ligarem a STn podem reconhecer outros glicanos. Assim sendo, sdo necessarios

anticorpos com uma maior especificidade para o glicano STn (Reddish et al., 1997).

Tabela 1.4 - Anticorpos monoclonais anti-STn mais usados (Julien et al., 2012).

mAb Imunogénio Isotipo Especificidade Referéncia
B72.3 Fraccdo de membrana 1gG1 STn em cluster ligado a (Nuti et al., 1982;
de cancro da mama Murganho  serina. Reacgdo cruzada com Reddish et al.,
metastatico clusters de Tn. 1997)
MLS102 Células de cancro do 1gG STn em cluster, (Ching et al.,
célon LS180 Murganho independentemente da ligagdo  1993; Kurosaka et
a estrutura do péptido al., 1988)
TKH2 OSM 19G STn monomérico ou em (Kjeldsen et al.,
(do inglés Qvine Murganho cluster 1988; Ogata et al.,
Submaxillary Mucin) 1998; Zhang et
al., 1995)
HB-STnl/3F1 OSM 1gG1 STn ligado a serina ou (Terasawa et al.,
Murganho treonina. 1996)

Os mAbs anti-STn mais frequentemente utilizados em investigaces de cancro da mama sdo o B72.3,

0 TKH2 e HB-STnl. O B72.3 reconhece epitopos da glicoproteina-72 (outra mucina associada a
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tumores humanos) contendo STn, parecendo ser especifico para clusters de STn mas também de Tn.
Em contraste, o TKH2 reage mais fortemente para STn monomérico ou trimérico do que B72.3 (Cazet
et al., 2010a; Ju et al., 2013).

1.3.3.2Engenharia de anticorpos: anticorpos biespecificos

Os anticorpos biespecificos (bsAbs) constituem ferramentas promissoras para a eliminacdo de
células tumorais disseminadas (Jager et al., 2009; P€eipp and Valerius, 2002). Ao contrério dos mAbs,
0s bsAbs ndo ocorrem naturalmente no corpo humano e devem ser produzidos recorrendo a
tecnologias de DNA recombinante ou fusdo de células. Estas técnicas tornam possivel a combinacéo
de miltiplas especificidades humorais numa Gnica molécula, mantendo a especificidade, e a funcao,
de cada um dos componentes que contribuem para a molécula num todo. Num sentido mais geral, o
termo anticorpo biespecifico refere-se a uma classe de construcbes em que dois locais de ligacao
especificos para o antigénio derivados de dois anticorpos estdo alinhados dentro de uma molécula.
No contexto de imunoterapia tumoral, um “braco” do bsAb é especifico para um epitopo na superficie
de uma célula tumoral (“braco” de ligagdo ao alvo), como o STn, enquanto o outro “braco” é
especifico para uma molécula na superficie de uma célula efectora imunoldgica (“brago” de ligagéo ao
efector) (Figura 1.8 a). As células efectoras recrutadas pelos bsAbs podem ser, por exemplo, células
T caso os bsAbs reconhegcam o complexo CD3 ou as células NK se reconhecerem o CD56. Estes
anticorpos tém a capacidade de se ligar ao complexo CD3 presente em todas as subpopulagfes de
células T fornecendo o primeiro sinal de activagdo das mesmas mas, uma vez que sdo desprovidos
da regido de Ig Fc, ndo fornecem sinais adicionais para a producdo de, por exemplo, citocinas e
outras moléculas co-estimulatérias expressas por células apresentadoras de antigénio em condicdes
normais (Choi et al., 2011; Fanger et al., 1990). Assim, os bsAbs estabelecem uma ligacdo eficaz
entre efectores celulares e humorais redireccionando e aproveitando o potencial citotéxico das células

T para lisar células tumorais de uma forma nao restrita ao MHC (Thakur and Lum, 2010).

Os bsAbs apresentam no geral duas grandes vantagens. Uma delas reside no potencial destes
anticorpos redireccionarem e, em simultaneo, activarem células efectoras presentes no local do tumor
contra as células tumorais, maximizando a sua lise e minimizando a citotoxicidade ndo especifica em
torno das células e tecidos saudaveis (Choi et al., 2011). A outra vantagem esta relacionada com o

seu pequeno tamanho que permite uma penetracdo mais eficiente no tumor (Chames et al., 2009).
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Figura 1.8 Imagem representativa da ligagédo do anticorpo biespecifico (a) e anticorpo biespecifico trifuncional (b)
entre uma célula tumoral STn" e células efectoras.
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Actualmente, através de engenharia de anticorpos é possivel construir um outro tipo de bsAb
possuindo uma regido Fc intacta apropriada, tornando-se desse modo possivel o recrutamento
adicional de células acesso6rias imunolégicas levando a formacao de um "complexo tri-celular" (Figura
1.8 b) (Zeidler et al., 1999). Este tipo de anticorpos designa-se por anticorpos biespecificos
trifuncionais (triAbs) e séo capazes de desencadear diversos sinais necessarios para a activacéo de
células T. Ndo obstante, prevé-se que células apresentadoras de antigénio recrutadas apos a
interacgdo Fc-FcR sejam capazes de fagocitar e processar antigénios derivados de células tumorais

lisadas e subsequentemente apresentar péptidos imunogénicos as células T (Zeidler et al., 2000).

Os triAbs s&o produzidos a partir de uma linha celular quadroma preparada pela fusdo de duas linhas
celulares de hibridoma, uma produz um anticorpo de murganho especifico para o tumor e outra
produz um anticorpo de rato especifico para a célula T. Estes triAbs sdo caracterizados como
trifuncionais uma vez que tém a capacidade de se ligar as células alvo (através de um Fab), as
células T (através de um segundo Fab) e ainda a células acessoérias do sistema imunolégico como
neutrofilos, macréfagos, células NK e células dendriticas através da porcao Fc quimérica (Chames et
al., 2009).

A Unica limitacdo destas moléculas é a sua natureza ndo humana, que limita as doses e o numero de
injeccbes que podem ser administradas aos doentes. No entanto, Catumaxomab, um anti-EpCAM x
anti-CD3, demonstrou recentemente a sua eficicia e seguran¢ga em ensaios clinicos de fase Il e
contra ascite maligna, demonstrando o grande potencial destas moléculas para terapia de cancro
(Chames et al., 2009; Thakur and Lum, 2010; Zeidler et al., 2000). Para cancro da mama metastatico,
tem sido estudado um novo triAbs anti-HER2 x anti-CD3, o Ertumaxomab. Este anticorpo demonstrou
ser eficaz como terapia antitumoral em ensaios clinicos de fase I, embora com alguns efeitos
secundarios nos doentes (Kiewe et al., 2006). Ja foi comprovado que o tratamento de doentes com
triAbs pode induzir respostas anti-tumorais de longa duracdo, além da destruicdo directa eficiente de
células tumorais, abrindo assim novas opcdes terapéuticas para o tratamento do cancro (Eissler et
al., 2012; Ruf and Lindhofer, 2001).

1.4 Introducédo ao tema da tese

Actualmente, o cancro de mama constitui uma das principais causas de morte em todo o0 mundo, com
uma grande incidéncia na populacdo do sexo feminino. Terapias convencionais tendem a falhar na
eliminagcdo de células tumorais residuais e na prevengdo da recorréncia e metastizagdo do tumor.

Desta forma, é fundamental desenvolver novas estratégias terapéuticas.

O desenvolvimento de abordagens imunoterapéuticas baseadas em anticorpos permitem por um lado
conferir uma significativa especifidade as abordagens terapéuticas. Por outro lado, a abordagem com
anticorpos permite a manipulacdo do sistema imunoldgico no sentido da erradicacdo de células

tumorais. Assim, o uso de anticorpos tem vindo a ser demonstrada como uma estratégia eficiente,
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com efeitos secundarios minimos e uma terapia com elevada especificidade, eficacia de longa

duracéo e baixa toxicidade.

Esta dissertacdo teve como objectivo geral desenvolver um novo anticorpo terapéutico especifico
para tratamento do cancro da mama, cuja actuacdo consiste em direccionar especificamente as
células imunitarias do doente contra as células tumorais. Este anticorpo irA reconhecer
especificamente as células tumorais via antigénio sialil-Tn (STn). O STn é um pequeno O-glicano que
resulta de modificages no mecanismo de glicosilagdo celular, na maioria devido a expresséo
aberrante da sialiltransferase ST6GalNAc-l. Este biomarcador tumoral constitui um bom alvo
terapéutico uma vez que é expresso na maioria dos carcinomas humanos e ndo se encontra presente
em células normais. Em cancro da mama, o STn é expresso por 25-35% dos casos. De uma forma
geral, o STn esta associado a um mau prognostico, a uma sobrevivéncia global reduzida dos doentes
€ a uma resposta a quimioterapia inexistente. Para além disso, estudos recentes demonstraram que
as células tumorais STn* exercem uma actividade imunossupressora induzindo tolerancia (Carrascal
et al., 2014). Assim, prevé-se que as células tumorais STn" muito dificimente serdo mortas pelas

células imunitérias, a ndo ser que sejam usadas estratégias para ultrapassar este factor.

Um dos objectivos especificos desta dissertacdo foi o de desenvolver e validar anticorpos
monoclonais anti-STn. Durante o decorrer do trabalho, foi avaliada a eficicia de diferentes antigénios
baseados em STn para a producdo dos anticorpos de interesse. A reactividade do soro de
murganhos da estirpe Balb/c imunizados com antigénios naturais ou sintéticos enriquecidos em STn
foi analisado por citometria de fluxo e microscopia confocal contra linhas celulares de cancro de
mama e bexiga a expressar STn, bem como por Western blot utilizando lisados proteicos das linhas
STn" e moléculas STn", e ELISA no qual foi usado a molécula natural BSM (STn"). Nos casos de
positividade, recorreu-se a tecnologia de hibridoma para produzir os anticorpos anti-STn. Esta
tecnologia baseia-se na fuséo de células do baco do murganho imunizado, que produz anticorpos
anti-STn, com células tumorais de mieloma com capacidade de proliferagdo infinita. Os
sobrenadantes das células hibridas obtidas foram também testados de forma a detectar a presenca

de anticorpos especificos para STn.

Um outro objectivo especifico desta dissertacao foi criar um novo modelo celular do cancro da mama,
fluorescente que expressa STn. Este modelo celular servira de ferramenta util no futuro, como por
exemplo, na avaliagcdo in vivo da eficacia dos anticorpos anti-STn produzidos. Para tal, procedeu-e a
transdugéo lentiviral da linha celular MCF-7/GFP originando a linha MCF-7/GFP STn". A eficacia da

transducdo foi analisada posteriormente por citometria de fluxo e RT-PCR.

A obtencdo dos anticorpos monoclonais anti-STn, bem como do modelo celular desenvolvido,
representam passos cruciais para o desenvolvimento de anticorpos terapéuticos direccionados para
cancro da mama, que poderdo ser eficientemente aplicados no futuro na pratica clinica. Uma vez que
este antigénio é expresso por outros tipos de cancro, prevé-se que 0s anticorpos anti-STn possam vir

também a ser utilizados em abordagens terapéuticas contra outro tipo de cancros.
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2 Materiais e Métodos
2.1 Cultura e manutencéo das linhas celulares

Durante a realizag@o do trabalho de tese, foram utilizadas como modelo de estudo as linhas de
cancro da mama MDA-MB-231 e MCF-7 e a linha de cancro da bexiga MCR. Estas células sao
aderentes a superficies plasticas polarizadas, multiplicando-se eficazmente em frascos de cultura
simples, numa estufa com atmosfera humedecida a 37° C e a 5% de CO,.

A linha celular MDA-MB-231, inicialmente obtida de um derrame pleural de uma mulher com um
adenocarcinoma de mama (Cailleau et al., 1974), foi transfectada com o plasmideo pRc-CMV com
insercdo do cDNA do gene que codifica a enzima ST6GalNAc-I, originando a linha celular MDA-MB-
231 STn" (Julien et al., 2001). De igual forma, a linha MFC-7, também desenvolvida e estabelecida de
um derrame pleural de uma mulher com um adenocarcinoma de mama (Soule et al.,, 1973), foi
transfectada com o mesmo plasmideo originando a linha celular MFC-7 STn" (Julien et al., 2001).
Como controlo, foram usadas as linhas celulares MDA-MB-231 WT e MCF-7 WT. A linha celular
MCR, desenvolvida a partir de uma lesdo metastatica subcutdnea de um homem de 51 anos
diagnosticado com cancro de bexiga transicional de grau Ill (Fabbri et al., 2005), foi transduzida com
0 vector lentiviral, pLenti6/V5-D-TOPO (ver anexo ), no qual foi inserido o cDNA do gene humano
que codifica a enzima ST6GalNAc-I, originando a linha celular MCRpLenti.ST6GN1 (MCR STn"). Em
paralelo, a mesma linha foi também transduzida com o lentivirus pLenti6/V5-D-TOPO sem insercao
de cDNA, originando a linha celular MCRpLenti.transd (MCR CN) (Ferreira et al., 2013). Assim, as
trés linhas celulares geneticamente modificadas sobrexpressam a enzima ST6GalNAc-I e apresentam
uma elevada expresséo do antigénio sialil-Tn (STn) na sua superficie (Ferreira et al., 2013; Julien et
al., 2001).

Tanto as linhas celulares de cancro de bexiga como as de cancro da mama foram cultivadas em meio
de cultura DMEM completo constituido por meio DMEM simples (Sigma-Aldrich) suplementado com
10% de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich), 2 mM de L-glutamina (Gibco/Invitrogen) e 100 ug/mL de
Penicilina/Estreptomicina (Gibco/Invitrogen). No caso da linha celular MCF-7, para além dos
suplementos adicionados ao meio DMEM anterior, 0 meio de cultura foi sempre suplementado com 1
puL/mL de insulina (Sigma-Aldrich). Regra geral, o meio de cultura destas linhas celulares foi renovado
a cada dois dias e as células foram desaderidas com Tripsina-EDTA (Gibco/Invitrogen), aquando de
uma confluéncia celular de cerca de 75% a 80%, e passadas para novos frascos a cada 4-5 dias.
Para além da sua manutencéo, estas linhas celulares foram também armazenadas a -80° C e em
azoto liquido em meio de congelagdo, que consiste em meio DMEM (Sigma-Aldrich) suplementado
com 20% de soro fetal bovino e 10% de dimetilsulféxido (DMSO) (Merck).

2.2 Producéo de anticorpos monoclonais por tecnologia de hibridoma

Regra geral, quando se pretende produzir anticorpos recorre-se a uma metodologia classica, a
tecnologia de hibridoma. Sendo o objectivo final deste trabalho obter anticorpos contra STn, foram

utilizados seis antigénios baseados em STn para imunizagdo: MUC1-STn, que consiste na
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glicoproteina mucina 1 modificada para ser maioritariamente decorada com glicanos STn;
poliacrilamida (PAA) conjugada com STn (ofertas da Professora Joy Burchell, King’s Collegue
Londres), lisados da linha celular de cancro da mama MDA-MB-231 positivos para STn, treonina (Thr)
conjugada com STn (oferta de Consortium for Functional Glycomics) e duas mucinas naturais ricas
em STn provenientes de animais, a OSM (do inglés Ovine submaxillary mucin) (Accurate Surgical
& Scientific Corporation) e BSM (do inglés Bovine submaxillary mucin) (Merck). Os antigénios
emulsionados em adjuvante de Freund incompleto (na propor¢cdo de 1:1) foram inoculados
intraperitonealmente, em separado, em murganhos fémea da estirpe Balb/c com 4-5 semanas. Os
animais receberam 3 injec¢cbes consecutivas, com um volume final de 200 pL por imunizagéo, a
intervalos de 1 ou 2 semanas com os antigénios STn nas condi¢8es descritas na tabela 2.1. Foi feito

um reforco final, 3 dias antes da realizacdo da fuséo celular.

Tabela 2.1- Antigénios baseados em STn e respectiva massa utilizada por imuniza¢cdo nos murganhos Balb/c

Antigénios STn Massa (ug)
STn-Thr 5
PAA-STn 5
MUC1-STn 10e 20
BSM 20
OSM 10e 20
Lisados celulares tumorais STn" 200

Foram recolhidas amostras de sangue apds cada inoculacdo de antigénio para obten¢do de soro do
murganho e determinagéo da presenca de anticorpos anti-STn, por citometria de fluxo usando células
STn*, bem como no dia da realizagdo da fusdo para posterior analise dos anticorpos anti-STn
presentes. O soro, obtido por coagulacdo do sangue, contém todas as proteinas presentes no plasma

sanguineo com excepcdo dos factores de coagulagdo presentes no sangue (Abbas et al., 2012a).

Ap6s andlise da reactividade dos soros por citometria de fluxo, os murganhos anteriormente
imunizados foram sacrificados e o bago removido. Os esplendcitos do murganho e as células de
mieloma Sp2/0 Agl4 foram fundidas utilizando 50% PEG 4000/DMSO como agente fusogénico de
acordo com o seguinte protocolo: sobre o pellet celular contendo os esplendcitos e as células de
mieloma foram adicionados 0,8 mL de PEG/DMSO durante 1 min. Ap6és 1 min em repouso, foi
adicionado 1 mL de DMEM durante 1 min seguido de 20 mL durante aproximadamente 5 min. Apés
remocao do sobrenadante por centrifugacdo (290 x g durante 5 min), o produto resultante da fuséo
foi ressuspendido em meio DMEM completo contendo 1 X 10" M hipoxantina, 4 x 107 M
aminopterina e 1,6 x 10° M timidina (meio de selec¢do HAT) que apenas permite o crescimento das
celulas hibridas produzidos. A suspensao celular assim obtida foi distribuida em micro-placas de

titulacdo de 96 pocos e incubada numa estufa com atmosfera humedecida a 37°C e 5% de COs,.
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A seleccao dos hibridomas formados das restantes células, presentes inicialmente no pellet celular
resultante da fusdo promovida pelo PEG por cultura in vitro em meio HAT, deve-se a que i) 0s
esplendcitos que nao fundiram ou fundiram entre si morrem devido as suas caracteristicas de células
normais; ii) as células de mieloma que ndo fundiram ou que fundiram entre si, possuindo uma
mutacdo no gene HGPRT (do inglés hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase) que impede a
sua expressao e, desse modo, impede a utilizagdo da via secundaria (ou de novo) de sintese do
DNA, ndo sobrevivem neste meio de selecgdo devido a aminopterina presente, que bloqueia a via de
sintese principal; iii) apenas as células hibridas conseguem proliferar uma vez que herdaram a
actividade da enzima HGPRT das células do baco do murganho e desse modo utilizam a via

secundaria para a sintese de DNA (Szybalski, 1992).

2.2.1 Cultura e manutencao dos hibridomas

Os hibridomas que cresceram nos pog¢os das microplacas de 96 pocos foram transferidos para
microplacas de 24 pocgos, e posteriormente para frascos de cultura. Apos atingirem confluéncia nos
frascos de cultura, as células de hibridomas foram removidas por raspagem e transferidas para
frascos de cultura de maior capacidade (Nunc Brand Products). O crescimento foi sempre efectuado
numa estufa com atmosfera humedecida a 37°C e a 5% de CO,. As células foram cultivadas e
mantidas em meio de cultura RPMI completo que consiste em meio base RPMI simples (Sigma-
Aldrich) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich), 2 mM de L-glutamina
(Gibco/Invitrogen), 100 pg/mL de Penicilina/Estreptomicina (Gibco/Invitrogen), 1% de piruvato de
sédio (Sigma-Aldrich) e 1% de aminoacidos ndo-essenciais (Sigma-Aldrich). Regra geral, o meio de
cultura destes hibridomas foi renovado a cada dois dias e as células foram desaderidas com Tripsina-
EDTA (Gibco/lnvitrogen) ou por raspagem, aquando de uma confluéncia celular de cerca de 75% a
80%, e passadas para novos frascos a cada 4-5 dias. O sobrenadante das culturas dos hibridomas
foram obtidos por centrifugacéo e a presenca de anticorpos anti-STn determinada por citometria de
fluxo ou pela técnica de ELISA indirecta. As células foram armazenadas a -80°C e em azoto liquido
em meio de congelacdo, que consiste em meio RPMI (Sigma-Aldrich) suplementado com 20% de
soro fetal bovino e 10% de dimetilsulféxido (DMSO) (Merck).

2.3 Técnicas laboratoriais
2.3.1 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica que permite avaliar as propriedades de particulas individuais a
medida que estas passam através de um feixe de laser. Quando uma amostra em suspenséo é
injectada num citdbmetro de fluxo, as células ou particulas séo distribuidas aleatoriamente num espaco
tridimensional e sdo ordenadas numa corrente Unica de particulas. Quando as células passam
através do laser, a luz pode ser refractada (Side scatter- SSc) ou dispersa em todas as direc¢des

(Forward scatter- FSc). A luz que é dispersa na mesma direccdo que a luz do laser é quantificada por
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um detector que converte a intensidade da luz em voltagem sendo que a magnitude do pulso da
voltagem € proporcional ao tamanho das células. A luz que é refractada é focada num sistema de
lentes e colectada por um detector localizado a 90° em relagdo ao trajecto do laser, fornecendo
informacdo sobre a complexidade estrutural e granularidade das células. Um dos métodos mais
comuns para estudar caracteristicas celulares em citometria envolve o uso de moléculas
fluorescentes, como anticorpos marcados com fluoréforos, que se ligam a moléculas especificas na
superficie ou interior das células permitindo determinar a intensidade de fluorescéncia média (Mean

Fluorescence Intensity- MFI) (Ormerod 2008).

O citémetro utilizado no decorrer do ano de tese foi 0 Attune® Acoustic Focusing Cytometer (Applied
Biosystems) constituido pela combinacao de um laser azul (488nm) e de um laser vermelho (638nm)
que permitem o uso de seis fluorescéncias diferentes na analise. O laser azul detecta quatro
fluorescéncias sendo elas BL1 (verde), BL2 (laranja), BL3 (vermelho) e BL4 (vermelho) e o laser
vermelho detecta as outras duas RL1 (vermelho claro) e RL2 (vermelho escuro) (Life Technologies
Corporation, 2012). Os resultados obtidos foram analisados através do programa Attune Cytometric
Software v1.2.5.

2.3.2 Western blot

Western blot é uma importante técnica usada em biologia celular e molecular que permite a
separacdo e identificagdo de proteinas de diferentes amostras, como tecidos ou células. Nesta
técnica, uma mistura de proteinas € separada com base na sua massa molecular em gel de
electroforese e, posteriormente, as proteinas que migraram sao transferidas para uma membrana. A
membrana é depois incubada e marcada com anticorpos especificos para a proteina de interesse. Os
anticorpos que ndo se ligam a membrana séo removidos por lavagem deixando apenas 0s anticorpos
ligados a proteina de interesse. Para deteccdo destes anticorpos é geralmente utilizado um segundo
anticorpo conjugado com uma enzima, normalmente HRP (do inglés enzyme horseradish peroxidase)
ou fosfatase alcalina. A ligagdo destes anticorpos € detectada por um método de
quimioluminescéncia devido a presenca de um substrato pela enzima conjugada, possibilitando a
revelacdo da membrana, por exemplo, em filme fotografico. Como os anticorpos apenas se ligam a
proteina de interesse, apenas as bandas especificas correspondentes a estas proteinas devem ser
visiveis ha membrana ou filme fotografico consoante a técnica de revelacao utilizada. A espessura da
banda corresponde a quantidade de proteina e, em alguns casos, € possivel identificar qual a
proteina a que o anticorpo se ligou quando existem estudos anteriores em que se menciona a massa

molecular da mesma (Mahmood and Yang, 2012).

2.3.3 Microscopia Confocal

A microscopia confocal é a Unica de muitas tecnologias disponiveis que permite a captura de sec¢des
Opticas de amostras fluorescentes. A principal vantagem deste tipo de microscopia reside na

verdadeira resolugdo Optica tridimensional da estrutura da amostra que pode ser observada e
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reconstruida a partir de uma série de seccdes Opticas a diferentes profundidades. Assim, é possivel
realizar o estudo da estrutura e funcdo das células usando, por exemplo, reagentes
imunofluorescentes. Um microscépio confocal permite a visualizacdo de moléculas fluorescentes num
Unico plano de foco, criando desse modo uma imagem em secc¢ao transversal muito mais precisa. Em
qualquer instante durante a producdo da imagem confocal, apenas uma pequena parte isolada da
amostra é iluminada com luz excitatéria de um feixe de laser focalizado, que rapidamente se
movimenta para diferentes pontos no plano focal da amostra. Isto é conseguido devido a presenca de
um orificio, designado por pinhole, que bloqueia a luz proveniente de objectos localizados fora do
plano focal e que permite a passagem da luz do plano focal de forma a atingir o detector (Smith,
2008). As imagens desses pontos sao registados por uma camara de video e armazenadas num

computador, e a imagem composta é exibida na tela do computador.

O microscopio confocal utilizado para observar as laminas produzidas como descrito na secg¢édo 2.6.3
foi um Leica TCS SP2 AOBS, no qual se utilizou a objectiva de imerséo a 6leo 40x e os filtros de laser
de 488nm e 633nm para excitar FITC (do inglés Fluorescein isothiocyanate) e Alexa Fluor 633,
respectivamente. As imagens adquiridas foram processadas computacionalmente, utilizando o

software Advanced Fluorescence Lite 2.1.0 build 4316 (Leica Microsystem).

2.3.4 ELISA

A técnica de ELISA (do inglés enzyme-linked immunosorbent assay) representa um ensaio
bioguimico que se baseia no uso de anticorpos e na mudanca de cor mediada por enzimas para
deteccdo e quantificacdo de antigénios especificos ou anticorpos de uma dada amostra. Tém sido
implementados diversos tipos de ELISA que diferem em passos béasicos de protocolo. A metodologia
da ELISA indirecta foi a escolhida para este trabalho uma vez que se pretendeu analisar a
especificidade dos anticorpos presentes no soro de murganhos ou no sobrenadante da cultura dos
hibridomas. Nesta variante de ELISA, um antigénio especifico adere aos po¢os de uma microplaca e,
posteriormente, é usada uma solugdo que ndo reaja com as proteinas aderidas de forma a bloquear
as areas do poc¢o ndo revestidas com o antigénio. Apds lavagem, é adicionado o anticorpo primario
e/ou uma dada amostra a analisar que se liga especificamente ao antigénio e, depois de uma outra
lavagem, € adicionado o anticorpo secundario conjugado com uma enzima. Por fim, é introduzido o
substrato da enzima utilizada de forma a quantificar os anticorpos presentes através do método

colorimétrico, sendo medido por um leitor de placas (Amersham Biosciences) (Gan and Patel, 2013).

2.3.5 Reaccao de polimerizagdo em cadeia em tempo real quantitativo (RT-PCR)

A transcricdo reversa combinada com a reac¢do de polimerizacdo em cadeia em tempo real (RT-
PCR) representa um método sensivel, eficiente, rapido e reprodutivel que permite analisar e
quantificar a expressdo de um determinado gene. Ao contrario do PCR tradicional, esta técnica
permite a combinacdo do processo de amplificagdo e de detecgdo num Unico passo. O PCR em

tempo real baseia-se na utilizacdo de fluorocromos que, quando excitados emitem um sinal
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proporcional a quantidade de produto de PCR formado. Neste trabalho, a tecnologia utilizada foi a
TagMan ou ensaio nuclease 5’, que consiste na utilizagdo de sondas hidrolisaveis conjugadas a um
fluorocromo quencher e a outro repérter. Enquanto a sonda esta intacta, o fluorocromo quencher
absorve a fluorescéncia do repérter. No entanto, durante a reaccdo de amplificacdo, a sonda é
degradada pela actividade 5’-3’ exonuclease da Taq polimerase, resultando na libertacdo de
fluorescéncia do fluorocromo repérter, que é detectada pelo aparelho. Assim, em cada ciclo de PCR,
a emisséo de fluorescéncia vai aumentando exponencial e proporcionalmente ao produto formado
(Wong and Medrano, 2005).

Neste trabalho, foi utilizado o método de quantificacdo relativa que se baseia na comparagdo da
expressdo entre um gene alvo e um gene de referéncia (controlo enddgeno) expresso
constitutivamente. A expressao relativa do gene em estudo foi analisada de acordo com o modelo
matematico desenvolvido por Livak e Schmittgen, designado por método 2 T (Livak and
Schmittgen, 2001). Este modelo assume que as eficiéncias das reac¢des de amplificacdo dos genes
alvo e referéncia sejam aproximadamente iguais, ou seja que a eficiéncia da reaccdo de amplificacao
seja aproximadamente de 100%. Este método comparativo para quantificacdo relativa utiliza a

seguinte formula aritmética:

Quantidade relativa (RQ) = 2 4T

em que Cq, ciclo limiar (threshold cycle), corresponde ao ciclo no qual é detectado o primeiro aumento
significativo da fluorescéncia emitido pela sonda, e AC+ corresponde a variagdo entre o valor de Ct
para a amplificacdo de um gene na amostra em estudo e o valor de C; para a amplificacdo de um
controlo enddégeno. Assim, AAC+ corresponde a variagdo entre o valor de AC; da amostra em estudo
e o valor de ACt da amostra calibradora (Livak and Schmittgen, 2001). O PCR em tempo real foi

realizado numa 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems).

2.4  Caracterizagao glicosidica das linhas celulares de cancro da mama

As linhas celulares de cancro da mama MDA-MB-231 WT, MDA-MB-231 STn"*, MCF-7 WT e MCF-7
STn" foram ressuspendidas em meio DMEM simples e tratadas com 5 mU/mL de sialidase por cada
1,5 x 10° células/mL, durante 90 min a 37°C na estufa de CO,. Ap6s o tratamento enzimatico, as
células foram lavadas e centrifugadas a 290 x g durante 5 min e os sedimentos celulares resultantes
foram ressupendidos em Tampao Fosfato Salino 1x (Phosphate buffered saline- PBS; ver anexo Il),
divididos por microtubos de 1,5 mL (0,3 x 10° células/tubo) e incubados com os anticorpos e lectinas
de interesse. Por cada 50 pL de reacgdo de marcagao utilizou-se 10 yL do anticorpo anti-STn TKH2,
10 pL do anticorpo anti-Tn 5F4, 10 yL do anticorpo anti-MUC1 VU-2-G7, 5 pL de lectina PNA (Peanut
agglutinin) marcada com FITC (2mg/mL; Sigma-Aldrich), 2,5 yL de lectina SNA (Sambucus nigra)
marcada com FITC (2 mg/mL; Vector labs), e 2,5 uL de lectina MAA (Maackia amurensis) marcada
com FITC (2 mg/mL; Vector labs). As células foram incubadas a 4°C durante 30 min no caso da

marcacdo com os anticorpos e 15 min para a marcagédo com as lectinas. No caso da marcagdo com
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os anticorpos, as células foram lavadas, marcadas com 5 uL de anticorpo secundario policlonal
fluorescente anti-Ig-FITC (1:10; Dako) e incubadas durante 15 min no escuro. Como controlo negativo
de marcacdo, foram também marcadas células apenas com o anticorpo secundario. Por fim, todas as
células foram lavadas e ressuspendidas em 1 mL de PBS 1X, procedendo-se a analise por citometria
de fluxo. Os anticorpos TKH2, 5F4 e VU-2-G7 utilizados estavam sob a forma de sobrenadantes de

hibridoma e foram oferecidos pelo Professor Doutor Celso Reis, IPATIMUP, Porto.

2.5 Selecgdo positiva de células STn" por microesferas magnéticas

De forma a isolar a populacdo STn® das linhas tumorais MCF-7 e MCR que contém o cDNA
codificante para a sialiltransferase ST6GalNAc-I, procedeu-se a uma selecgao positiva destas células
com microesferas magnéticas. Assim, as células foram desaderidas dos frascos de cultura por accao
da tripsina, lavadas em PBS 1x e centrifugadas a 290 x g durante 5 min. De seguida, as células (15
x 10° células) foram ressuspendidas em 300 yL PBS 1x e marcadas com 60 uL do anticorpo anti-
STn TKH2, durante meia hora a temperatura ambiente. Apds o periodo de incubacgédo, as células
foram lavadas e incubadas com 6 pL de anticorpo secundério fluorescente anti-lgG marcado com PE
(do inglés Phycoerythrin) (Sigma-Aldrich), durante 15 min a temperatura ambiente no escuro.
Terminado este tempo, as células foram lavadas com PBS 1x e ressuspendidas em 120 yL de
tampédo Beads frio (ver anexo Il), e 45 yL de microesferas magnéticas anti-PE (Miltenyi Biotec)
durante 15-20 min a 4°C. Apés o tempo de incubacdo com as microesferas, as células foram
ressuspendidas em 2 mL de tampé&o Beads frio e passadas por uma coluna de seleccéo positiva LS
(Miltenyi Biotec), previamente lavada com 3 mL de tamp&o Beads frio, montada num MidiMACS
Separator (Miltenyi Biotec). O MidiIMACS Separator exerce um campo magnético, promovendo a
retencdo na coluna das células ligadas as esferas magnéticas anti-PE-STn. De seguida, a coluna foi
lavada trés vezes com 3 mL de tampdo Beads frio, sendo desprezada a fraccdo negativa, e
desmontada do campo magnético. A fraccdo STn" retida na coluna foi obtida por eluicdo com 5 mL
tampéo Beads frio, as células foram contadas e centrifugadas a 290 x g durante 10 min. Por fim, as
células foram ressuspendidas e colocadas em cultura em meio DMEM completo numa estufa com
atmosfera humedecida a 37°C e a 5% de CO,. Cerca de 4-5 dias apés o dia de selec¢éo foi analisada

a expressédo de STn nas linhas tumorais, por citometria de fluxo.

2.6  Avaliacdo datecnologia de hibridoma para producéo de anticorpos anti-STn

A eficiéncia da tecnologia de hibridoma para produgéo de anticorpos que reconhecam sialil-Tn foi
avaliada com base na analise dos soros dos murganhos imunizados com os diferentes antigénios
baseados em STn por citometria de fluxo, Western blot, microscopia confocal e ELISA indirecta e dos

sobrenadantes da cultura dos hibridomas por citometria de fluxo e ELISA indirecta.
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2.6.1 Analise dareactividade dos soros dos murganhos imunizados e dos
sobrenadantes da cultura dos hibridomas por citometria de fluxo

Numa primeira fase, foi analisado o soro dos murganhos imunizados com os antigénios mencionados
na secgéo 2.2, contra a linha celular MDA-MB-231 STn" e/ou MCF-7 STn" e/ou MCR STn". O sangue
foi incubado durante duas horas a 4°C e centrifugado a 4000xg durante 15 min a 4°C. As células (0,3
x 10° células/tubo) foram lavadas em PBS 1x, centrifugadas a 290x g durante 2 min e
ressuspendidas em PBS 1x. De seguida procedeu-se a marcagao com o anticorpo monoclonal anti-
STn TKH2 (1:5) controlo positivo €, numa outra suspensao celular com a mesma quantidade de
células, com o soro do murganho (1:5), durante 30 min a 4°C. Apos o periodo de incubacédo da
primeira marcacao, as células foram lavadas, marcadas com 5 L de anticorpo secundario policlonal
fluorescente anti-lg-FITC (1:10; Dako) e incubadas durante 15 min no escuro. Como controlo negativo
de marcacgdo, foram também marcadas células apenas com o anticorpo secundario. Por fim, as
células foram lavadas e ressuspendidas em 1 mL de PBS 1Xx, procedendo-se a analise por citometria

de fluxo.

Para andlise dos sobrenadantes da cultura dos hibridomas, as células das linhas anteriormente
referidas foram lavadas com PBS 1x, centrifugadas a 290 x g durante 2 min e ressuspendidas em
PBS 1x. As suspensdes celulares (0,3 x 10° células/tubo) foram marcadas com o anticorpo controlo
positivo TKH2 e, em simultaneo, foi adicionado a mesma densidade de células a 300 yL de cada um
dos sobrenadantes a analisar e deixou-se a incubar durante 40 min a 4°C. Terminado este tempo, as
células foram lavadas com PBS 1x, e todos os microtubos de 1,5 mL foram centrifugados a 290 x g
durante 2 min e ressuspendidas em PBS 1x. Posteriormente, todas as células foram marcadas com 5
pL de anticorpo secundério policlonal fluorescente anti-lg-FITC (1:10; Dako) e incubadas durante 15
min no escuro. Como controlo negativo de marcacao foram marcadas células apenas com o anticorpo
secundario. Por fim, as células foram lavadas, ressuspendidas em 1mL de PBS 1x e analisadas no

citbmetro de fluxo.

De forma a confirmar a especificidade dos anticorpos presentes nos soros dos murganhos e nos
sobrenadantes, foi sempre realizado um ensaio em paralelo com as linhas celulares tumorais em
estudo tratadas com uma enzima especifica, a sialidase de Clostridium perfringens (Roche
Diagnostics). Esta enzima é responsavel pela hidrélise de estruturas sialiladas como na hidrélise da
ligagdo a2-6 e 02-3. Regra geral, as células (1 X 10° células/mL) foram ressuspendidas em meio
DMEM simples, tratadas com 10 yL/mL de uma solugéo a 5 U/pL de sialidase e incubadas durante 90
min a 37°C na estufa de CO,. Apds o tratamento enzimatico, as células de ambas as linhas foram
lavadas com PBS 1x e centrifugadas a 290 x g durante 2 min. Os sedimentos celulares resultantes
foram ressupendidos em PBS 1x e incubados com os mesmos anticorpos e sobrenadantes que as
células sem tratamento. Durante os processos de marcacgdo foi utilizado como controlo negativo
linhas celulares que ndo expressam STn, nomeadamente a linha MDA-MB-231 WT, MCF-7 WT e
MCR CN.

30



2.6.1.1 Andlise do tipo imunoglobulinas produzidas nos murganhos imunizados

Pela técnica de citometria de fluxo foi também analisado o tipo de imunoglobulinas presente nos
soros dos murganhos imunizados com os antigénios OSM, BSM e MUC1-STn. As células da linha
MDA-MB-231 STn" foram lavadas em PBS 1x, centrifugadas a 290 X g durante 2 min e
ressuspendidas em PBS 1x. O protocolo de marcacdo que se seguiu foi igual ao mencionado no
inicio da seccédo 2.6.1 a excepgdo da marcagdo com 0s anticorpos secundarios em que se utilizou 5
ML de anticorpo secundario policlonal fluorescente anti-lg-FITC (1:10; Dako), 2 yL de anticorpo
secundario fluorescente anti-IgM-PE (abcam) e 2 pL de anticorpo secundario fluorescente anti-lgG-
PE (Sigma-Aldrich). Como controlo negativo de marcacdo foram marcadas células apenas com cada

um dos anticorpos secundarios.

2.6.2 Analise dareactividade dos soros dos murganhos imunizados por Western blot

De forma a comprovar alguns resultados obtidos por citometria de fluxo, foi analisado o soro do
murganho imunizado com OSM e o0 soro do murganho imunizado com lisados celulares da linha
MDA-MB-231 STn" por Western blot. Como amostras para correr no gel foram utilizados lisados
celulares das linhas celulares MDA-MB-231 STn", MCF-7 STn" e MCR STn" bem como a quimera

MUC1-STn e a mucina de origem animal BSM.

Como controlo todas as amostras foram submetidas a tratamento enzimético com sialidase
Clostridium perfringens (Roche Diagnostics). As células das linhas celulares foram ressuspendidas
em meio DMEM simples e tratadas com 100 yL/mL de uma solugdo a 1 U/uL de sialidase durante 90
min a 37°C na estufa de CO,. A quimera MUC1-STn (5 ug) foi tratada com 10 pL de sialidase em
tampéo fosfato de sédio com pH= 6 e a BSM (10 pg) foi tratada com 50 yL de sialidase no mesmo
tampéao durante o periodo da noite a 37°C. Nas amostras ndo tratadas a sialidase foi substituida por
PBS 1x. Terminado o periodo de incubacao, as células das trés linhas celulares positivas para STn
foram ressuspendidas em 100 pL de uma solucéo de lise (ver anexo Il) e lisadas mecanicamente por
sonicagdo. Com o intuito de saber a quantidade de proteina a colocar nos po¢os do gel de
poliacrilamida, cada uma das amostras foi quantificada segundo o protocolo recomendado pelo kit
Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific). As amostras MUC1-STn e BSM foram
quantificadas com o corante azul brilhante de coomassie (VWR). ApGs o tratamento enzimatico, os
lisados celulares e as amostras foram precipitados em acetona (cinco vezes mais que o volume total
utilizado no tratamento) e incubados durante 1h a -20°C, sendo depois centrifugados a 14000 X g
durante 30 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e os microtubos de 1,5 mL deixados abertos a
temperatura ambiente até ficarem totalmente secos no seu interior. As amostras foram
ressuspendidas em loading buffer 1x (nzytech) e fervidas durante 7 min de forma a desnaturar a

proteina.

Foi preparado um gel de poliacrilamida a 8% com um volume de 12 mL do resolving gel (ver anexo Il)
e 10 mL do stacking gel (ver anexo Il) no Multiple Gel Caster (Amersham Biosciences). Apds

solidificacdo do gel, este foi colocado no sistema de electroforese de SDS-Page (Amersham
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Biosciences) em tampdo de corrida (ver anexo Il) e as amostras e os marcadores de massa
molecular foram carregadas nos pogos. Inicialmente o gel foi corrido a uma baixa voltagem (100V)
para as amostras correrem no gel stacking gel, sendo esta depois aumentada (150V) para separacéo
das proteinas da amostra até ao final do resolving gel, por visualizacdo do corante azul de bromofenol
presente no loading buffer. De seguida foi preparada a cassete do sistema de transferéncia (Bio-
RAD) do gel para a membrana. Na cassete foram colocados dois cartbes (Advantec) embebidos em
TBS (do inglés Tris-buffered saline) 1x (ver anexo 1) com tween 0,1% e, entre eles, foi colocado o gel
em contacto com a membrana PVDF (Bio-RAD), activada anteriormente com metanol (VWR) durante
5 min. A cassete foi colocada no sistema juntamente com o tampéao de transferéncia (ver anexo Il) e,
na fonte, foi seleccionado o tempo de 90 min e uma amperagem de 0,40A. Terminada a
transferéncia, a membrana foi bloqgueada com leite a 10% durante uma 1h com agitagéo.
Posteriormente, a membrana foi marcada com o anticorpo TKH2 (1:10) ou com o soro do murganho
imunizado com OSM (1:50) ou com o soro do murganho imunizado com os lisados da linha MDA-MB-
231 STn" (1:30), diluidos em TBS 1x com Tween 0,1%, durante o periodo da noite a 4° C. Na manha
seguinte, a membrana foi lavada trés vezes durante 5 min com TBS 1x com Tween 0,1%. De
seguida, a membrana foi incubada com anticorpo secundario policlonal anti-mouse Ig (1:2500; BD
biosciences) durante uma hora, com agitacdo a temperatura ambiente. Terminado o periodo de
incubacéo, a membrana foi lavada duas vezes com TBS 1x com Tween 0,1% e uma Ultima vez com
TBS 1x sem Tween, durante 5 min cada. Por fim, é adicionado uma mistura de dois reagentes (1:1)
de detecc¢do para Western blot (Lumi-Light Western Blotting Substrate; Roche) de forma a cobrir toda
a superficie da membrana, durante 1 min. O excesso de liquido foi removido e a membrana inserida
numa mica no interior de uma cassete. Na sala escura, foi colocado um filme fotografico (GE
Healthcare) sobre a membrana durante aproximadamente 1 min. O filme foi depois mergulhado na
solucado de revelacdo (Kodak), lavado com agua destilada, passado no fixador (Kodak) e lavado com

agua destilada.

2.6.3 Andlise dareactividade do soro do murganho imunizado, por microscopia
confocal

As linhas celulares MDA-MB-231 STn’, MCF-7 STn", MCR STn" e MCR CN foram cultivadas em
meio de cultura DMEM completo, em pocos de uma placa de 12 pocgos (0,4 X 10° células/mL) e
incubadas na estufa de CO, a 37°C durante 24 horas de forma a aderir as lamelas anteriormente
colocadas nesses pocos da placa. Terminado o periodo de incubacao, o meio de cultura foi retirado
dos pocos e estes foram lavados, trés vezes, com PBS 1x durante 5 min cada. Para fixar as células,
foi adicionado aos pogos uma solugdo de paraformaldeido 3,7% (Sigma-Aldrich) e a placa foi
incubada 10 min a temperatura ambiente. De seguida, os pocos foram lavados, trés vezes, com PBS
1x durante 5 min cada. As células fixadas foram permeabilizadas com uma solucdo Triton 0,1%
(Sigma-Aldrich) em PBS 1x durante 20 min. Os pocos foram lavados, trés vezes, com PBS 1x
durante 5 min. As células foram incubadas a temperatura ambiente com uma solucao de 1% BSA

(Sigma-Aldrich) em PBS 1x durante 30 min, para evitar marcacao inespecifica. De seguida, 0s po¢os
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foram lavados, trés vezes, com PBS 1x durante 5 min. Apds este tratamento, as células foram
incubadas com 25 pL do anticorpo controlo anti-STn TKH2 (1:2) ou com soro do murganho OSM (7
ML soro: 50 uL PBS 1x), durante 1h30 a temperatura ambiente. Apés o tempo de incubacédo, os
pogos foram lavados, trés vezes, com PBS 1x durante 5 min e foi adicionado o anticorpo policlonal
anti-lg-FITC (Dako) diluido 100x durante 1h no escuro & temperatura ambiente. Como controlo
negativo de marcagédo foram utilizadas células de ambas as linhas marcadas apenas com o anticorpo
secundario. Por fim, os pogos foram lavados, trés vezes, com PBS 1x durante 5 min cada. O nudcleo
das células foi marcado com o corante TO-PRO3-lodide (Invitrogen) diluido 300x (1 pL corante / 300
pL PBS 1x), durante 15 min no escuro. Os poc¢os foram lavados, trés vezes, com PBS 1x durante 5
min. As lamelas foram retiradas do fundo dos pocos e colocadas corretamente na lamina com o meio

de montagem Mowiol/Dabco (Sigma) e, mais tarde, observadas no microscépio confocal.

2.6.4 Analise dareactividade do soro do murganho imunizado e de um sobrenadante
da cultura de hibridoma pela técnica de ELISA indirecta

Os pocos da placa polysorp (Nunc) foram revestidos com o antigénio BSM (0,5 pg por poco diluido
em 100 uL PBS 1x) e deixados a incubar a 4°C durante o periodo da noite. De forma a ter um
controlo negativo para cada uma das condi¢cdes descritas a seguir, foi deixado a mesma quantidade
de pocgos sem antigénio (s6 com PBS). No dia seguinte, foi removido o excesso de antigénio que ndo
se ligou e bloqueou-se com leite a 5% (200 yL/po¢o) durante 1h a temperatura ambiente. Os pogos
foram lavados quatro vezes com PBS 1x com Tween 0,1% (250 yL/poco). De seguida, foi adicionado
0 anticorpo controlo TKH2 (1:50) num pogo, o soro do murganho (1:5000) noutro pogo e 0s
sobrenadantes da cultura dos hibridomas n&o diluidos e diluidos (1:2) nos pogos previamente
planeados, sempre para um volume final de 100 uL por pogo, e colocou-se a placa a incubar durante
90 min a temperatura ambiente. Terminado o periodo de incubacgédo, os pocos foram lavados quatro
vezes com PBS 1x com Tween 0,1% e foi adicionado o anticorpo secundario policlonal anti-mouse Ig
conjugado com HRP (1:1000; BD biosciences), para um volume final de 100uL por poco, durante 1h &
temperatura ambiente. Apds esta marcagdo, os pocos foram novamente lavados quatro vezes com
PBS Tween 0,1%. De seguida, adicionou-se 100 pL por poco do reagente TMB (3,3',5,5-
Tetramethylbenzidine) (Sigma-Aldrich) que reagiu com a enzima HRP, levando ao desenvolvimento
da cor azul durante aproximadamente 30min. Por fim, adicionou-se 100 yL de HCL (1M) por poco de
forma a parar a reaccé@o e se observar o aparecimento da cor amarela nos pocos esperados. Dez

minutos depois, foi lida a absorvancia a 450nm no leitor de placas.

2.7 Criacdo de um novo modelo celular a expressar o antigénio sialil-Tn

No ambito do trabalho, foi considerado importante a criagdo de um novo modelo celular de estudo
gue fosse fluorescente e expressasse o antigénio STn, de forma a no futuro se desenvolver o estudo
dos anticorpos anti-STn produzidos. Para tal, procedeu-se a transdugéo lentiviral da linha MCF-7/GFP

(cellbiolabs), anteriormente transduzida com um lentivirus com o gene que codifica para GFP (do
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inglés Green fluorescent protein), gentilmente cedida pela Professora Doutora Alexandra Fernandes
(FCT/UNL, Lisboa). Foi usado o vector lentiviral pLenti6/V5-D-TOPO (ver anexo ), ho qual tinha sido
inserido anteriormente o cDNA do gene humano que codifica a enzima ST6GalNAc-I (Ferreira et al.,
2013), originando a linha celular MCF-7/GFP STn".

2.7.1 Transformacao bacteriana

Numa primeira fase, procedeu-se a transformacéo de Escherichia coli Stbl3 competente, cedida pelo
Doutor José Ramalho (CEDOC-FCM, Lishoa), com o vector recombinante pLenti6/V5-D-TOPO. A

temperatura 6ptima de crescimento destas bactérias é de 30°C.

As bactérias competentes, armazenadas previamente a -80°C, foram descongeladas em gelo. Num
microtubo foi adicionado 100 uL de bactérias e 1 uL do pDNA de interesse e incubou-se esta mistura
em gelo durante 30 min, de modo a favorecer a concentracdo do pDNA perto das membranas
celulares. Terminado este periodo, incubou-se o microtubo hum banho termostatizado a 42°C durante
1 min, possibilitando a formag&o de poros nas membranas bacterianas e, por conseguinte, a entrada
do pDNA. De seguida, incubou-se o microtubo em gelo durante 2 min, com o intuito de tornar as
membranas novamente selectivas. Finalizado o choque térmico adicionou-se 900 pyL de meio Luria-
Bertani (LB) (para um volume final de 1 mL) ao microtubo e incubou-se a 30°C durante 1 h. Apés este
tempo de incubagao, foi plaqueado 100uL de células transformadas, numa concentracdo de 100
pug/mL, em placas de petri com meio LB sélido suplementado com ampicilina (Bioline) (ver anexo Il) e
deixou-se a incubar numa estufa a 30°C durante a noite. As restantes células bacterianas ja
transformadas foram preservadas a -80°C em glicerol numa propor¢cédo de 2:3. De modo a obter um
elevado nimero de cépias do pDNA de interesse, as colénias que cresceram nas placas foram
recolhidas e inoculadas em meio LB liquido suplementado com ampicilina (ver anexo Il) e deixadas a
crescer durante o periodo da noite a 30°C, com uma agitacdo de 250 rpm numa incubadora de
agitacdo orbital (Medline Scientific Limited). As bactérias resultantes destes crescimentos foram

também armazenadas a -80°C em glicerol na propor¢éo ja referida.

2.7.2 Extraccéo, quantificacdo e avaliacdo da integridade do DNA plasmidico

As bactérias transformadas (seccao 2.7.1) foram crescidas em 50 mL de meio LB suplementado com
ampicilina, numa concentracdo de 100 pg/mL, e deixadas a incubar durante a noite, a 30°C e a 250
rpm. A extraccdo do pDNA foi executada utilizando o sistema comercial Midiprep kit (Quiagen), tendo-
se seguido as instrucdes do fabricante. Terminada a extraccéo, procedeu-se a quantificacdo do pDNA
obtido com base na leitura no espectrofotometro (Shimadzu), da absorvancia de 260 nm (A260) (pico
de absorcado dos acidos nucleicos), recorrendo a relagdo: uma unidade de A260 corresponde a 50 ug
de DNA. De forma a confirmar a integridade do pDNA extraido foi feita uma electroforese em gel de
agarose (Bioline) a 0,8% (m/v). O gel de agarose foi preparado em tampdo TBE 1x (Tris-Borato-
EDTA) (ver anexo Il) e apés ser fervido adicionou-se brometo de etideo (Merck) numa concentracédo

final de 0,5 pyg/mL. As amostras foram aplicadas contendo um quinto do volume de loading buffer
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(nzytech) de modo a conferir densidade as amostras e possibilitando a visualizagdo da frente da

electroforese.

2.7.3 Transducéo lentiviral numalinha de cancro da mama

A producao dos lentivirus pelo processo de transfecgédo, levada a cabo pelo Doutor José Ramalho, foi
concretizada numa linha celular descrita como tendo a capacidade de maximizar a producédo de virus,
a linha HEK293FT (Shoji et al., 2014) e recorrendo ao uso do agente transfectante PEI.

A linha celular escolhida para a transducdo com a construcédo pLenti6/stégalnac-1 foi a MCF-7/GFP,
que foi deixada crescer até atingir uma confluéncia de 30-50%. O meio de cultura celular foi removido
e substituido por meio DMEM completo inoculado com 500 uL de sobrenadante da cultura das células
HEK293FT produtoras de virus e 5 pyL de polybrene (6 mg/ mL) (Sigma-Aldrich), para um volume final
de 5 mL. Os dois frascos foram suavemente agitados e deixados a incubar durante o periodo da noite

numa estufa com atmosfera humedecida a 37° C e a 5% de CO.,.

No dia seguinte, de forma a seleccionar as células transduzidas, foi adicionado o antibidtico de
resisténcia especifico do vector lentiviral pLenti6/V5-D-TOPO, a blasticidina. Sem ter sido removido e
substituido o meio de cultura, foi adicionado 8 ug/ mL de blasticidina (Sigma-Aldrich) ao frasco das
células transduzidas. Como controlo da transducgéo, adicionou-se blasticidina a células da mesma
linha sem terem sido incubadas com virus. As células foram incubadas novamente na estufa a 37° C
e a 5% de CO,. No caso das células transduzidas, o meio de cultura foi substituido por meio fresco a
cada 3-4 dias e, nos 12 dias seguintes, sempre que foi feita uma passagem ou mudanca de meio foi
adicionado blasticidina ao meio de cultura de forma a manter e seleccionar as células transduzidas.
As células ndo transduzidas usadas como controlo morreram 3-4 dias ap6s a adicao do antibiético ao
meio de cultura. As células resistentes ao antibidtico foram mantidas em cultura para posterior anélise
e foram armazenadas a -80°C. Foi também realizado o processo de seleccdo positiva por

microesferas magnéticas das células STn" desta nova linha celular, conforme descrito na secgéo 2.5.

2.7.4 Avaliagdo datransducado da construcdo pLenti6é/stégalnac-l na linha MCF-7/GFP

2.7.4.1 Analise fenotipica por citometria de fluxo

As células da linha MCF-7/GFP transduzidas com a constru¢do plLenti6/stégalnac-l e as células da
linha MCF-7/GFP né&o transduzidas foram ressuspendidas em meio DMEM simples e tratadas com 5
mU/mL de sialidase por cada 1,5 X 10° células/mL, durante 90 min a 37°C na estufa de CO.. Apds o
tratamento enzimatico, as células foram lavadas em PBS 1x e centrifugadas a 290 x g durante 5 min.
Os sedimentos celulares resultantes foram ressupendidos em PBS 1x e divididos por dois microtubos
de 1,5 mL (0,3x 10° células/tubo). De seguida procedeu-se a marcagdo com o anticorpo anti-STn
TKH2 (1:5) e com o anticorpo anti-Tn 5F4 (1:2), durante 30 min a 4°C. Terminado o periodo de
incubacéo, as células foram lavadas com PBS 1x, marcadas com 5 uL de anticorpo secundario

fluorescente Alexa Fluor 633 anti-mouse IgG (1:100; Life Technologies) para um volume final de 50
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ML e incubadas durante 15 min no escuro. Como controlo negativo da marcagdo foram também
marcadas células apenas com o anticorpo secundario e, em paralelo com todas as marcacdes, foram
utilizadas nao tratadas com sialidase. As células foram lavadas e ressuspendidas em 1 mL de PBS
1x, procedendo-se a analise por citometria de fluxo. Foram analisadas as células da linha MCF-

7/GFP STn", antes e depois do processo de seleccdo positiva da populagdo STn".

2.7.4.2 Andlise da expressao genética, por RT-PCR

Para analise da expressdo genética, procedeu-se a extraccdo de RNA e a sua posterior conversao
para DNA complementar (cDNA). Para a extraccdo de RNA utilizou-se o sistema comercial NZY Total
RNA Isolation Kit (nzytech), tendo-se seguido as instrucdes e utilizado as solucdes fornecidas pelo
fabricante. A reacc¢@o da conversdo do RNA em cDNA foi efectuada com base na estratégia de
oligonucledtidos iniciadores (primers) aleatérios que se hibridam a diversas regides do RNA
permitindo a sua posterior transcricdo por ac¢édo da transcriptase reversa. Para tal, usou-se o sistema
comercial NZY Reverse Transcriptase (hzytech). Sinteticamente foi efectuada uma mistura de 25 pL
por reacc¢do, contendo 5 pL de oligonucledtidos iniciadores aleatérios (50 uM), 2 uL de nucledtidos
livres (10 mM), 1,25 pL de transcriptase reversa (200 unidades), 5 uL de solugao tampao 10x e 11,75
pL de agua ultra pura. Esta mistura foi adicionada as amostras de RNA numa proporcédo de 1:1, em
microcubos de PCR. A sintese de cDNA foi realizada no termociclador (PTC-100 Programmable
Thermal Controller) com o seguinte programa: 10 min a 25°C, 50 min a 50°C e 5 min a 85°C, ficando

a 4°C, caso néo se retirem logo as amostras.

De seguida, foi realizado o PCR em tempo real. Cada reaccdo de PCR foi realizada num volume de
10 L, tendo sido utilizada a TagMan Fast Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). Assim,
para cada reacc¢do, adicionou-se 5 pL de TagMan Fast Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems), 2 uyL de cDNA e 1 uL de agua ultra pura. Numa microplaca de 96 poc¢os (Fast Optical
96-Well Reaction, Applied Biosystems) pipetou-se 2 uL da sonda iniciadora para o gene de interesse
ST6GalNAc-I, assim como para o gene enddgeno B-actina e, em seguida, 8 yL da mistura contendo o
cDNA. Depois de selada, a placa foi centrifugada a 2000 rpm durante 5 min. As condic¢des ciclicas
térmicas aplicadas foram, respectivamente, um ciclo de 20 seg a 95°C para a activacdo da
polimerase, seguido de 40 ciclos de 3 seg a 95°C para a desnaturacdo do DNA em cadeia dupla e por
ultimo um ciclo de 30 seg a 60°C para a hibridagcao dos oligonucleétidos iniciadores e polimerizagdo
das novas cadeias de DNA. Cada reaccdo de PCR em tempo real foi realizada em duplicado e em
paralelo com reacgdes com um controlo negativo, ou seja, com o cDNA da linha celular MCF-7/GFP
ndo transduzida. Para normalizar o valor do sinal de cada amostra, de forma a que as variacfes de
RNA entre as amostras resultem exclusivamente de uma variagdo biolégica real, foi utilizado como
controlo endégeno o gene constitutivo da B-actina. A analise dos valores de expressdo genética dos

genes testados foi efectuada aplicando-se o método 2 Rl

e assumindo que a eficiéncia da reaccdo
T . . b, . N . .
de amplificacdo foi de aproximadamente 100%, de acordo com a validacdo dos ensaios realizada

pelo fabricante.
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3 Resultados
3.1 Caracterizagéo fenotipica das linhas celulares de cancro da mama

O objectivo geral desta tese foi o desenvolvimento de novos anticorpos terapéuticos contra o
antigénio sialil-Tn (STn) para tratamento do cancro de mama. A primeira parte do trabalho consistiu
em estudar o caracter imunogénico de diferentes antigénios baseados em STn tendo como objectivo
a producao de anticorpos especificos direccionados para este glicano aberrantemente expresso na
maioria dos carcinomas humanos, como o carcinoma da mama.

Durante o decorrer da tese foram utilizadas como modelo de estudo diversas linhas celulares
tumorais modificadas geneticamente de forma a apresentar o STn na sua superficie, conforme
descrito na seccédo 2.1 dos Materiais e Métodos. Primeiramente, as linhas celulares de cancro da
mama foram caracterizadas fenotipicamente, por citometria de fluxo. Para isso, as células foram
tratadas, ou ndo, com sialidase e marcadas com as lectinas e os anticorpos de interesse. Os
resultados obtidos nos ensaios de citometria de fluxo encontram-se sumarizados na tabela seguinte
(Tabela 3.1).

Tabela 3.1- Analise da marcagdo com lectinas e anticorpos das linhas celulares de cancro da mama tratadas ou

ndo com sialidase, por citometria de fluxo

MDA-MB-231 . .
MDA-MB-231 STn MFC-7 WT MFC-7 STn
WT
PNA + ++ ++ +
*PNA +++ +++ +++ ++
SNA +++ ++ + ++
MAA ++ +++ ++ ++
TKH2 - +++ - ++
(STn)
*TKH2 - - - -
(STn)
5F4 - - - +
(Tn)
*5F4 - ++ - ++
(Tn)
VU-2-G7 - - + +
(MUC1)

-, marcacao negativa; +, marcacao positiva fraca; ++, marcacao positiva moderada; +++, marcacao positiva forte;

* tratamento prévio com sialidase; PNA: Peanut agglutinin, SNA: Sambucus nigra, MAA: Maackia amurensis

A marcacdo com a lectina PNA foi utilizada para avaliar a expressdo do antigénio T, uma vez que
exerce uma actividade semelhante ao anticorpo anti-T presente no soro humano e reconhece
estruturas GalB1-3GalNAca1-Ser/Thr. Relativamente a esta marcacdo, observou-se que as quatro

linhas tumorais de mama expressam de forma fraca ou moderada o antigénio T mas, esta marcacgao
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aumentou consideravelmente em células tratadas previamente com sialidase. Assim, a remocgéo dos
acidos sialicos presentes na superficie das células ap6s tratamento enzimatico, que torna o antigénio
sialil-T (ST) em T, demonstrou que as linhas tumorais analisadas expressam também antigénios ST.
Este efeito também se observou no caso do antigénio STn expresso pelas células, que apoés
tratamento passaram a expressar Tn. No ambito da marcacdo com a lectina SNA, que permitiu a
deteccdo de estruturas terminais NeuAca2-6Gal(NAc), a marcacéo foi considerada positiva forte na
linha MDA-MB-231 WT, positiva moderada nas linhas MDA-MB-231 STn" e MCF-7 STn" e positiva
fraca na linha MFC-7 WT. A marcacdo com a lectina MAA, que reconhece preferencialmente
estruturas terminais NeuAca2-3Gal, foi positiva moderada em todas as linhas excepto na linha MDA-
MB-231 STn" que foi positiva forte.

Como esperado, apenas as linhas MDA-MB-231 STn" e MCF-7 STn" expressam o antigénio STn
sendo que esta expressdo desaparece quase na totalidade nas células tratadas com sialidase. A
linha MDA-MB-231 STn® apresentou uma marcagdo positiva forte enquanto a linha MCF-7 STn"
apresentou uma marcagdo positiva moderada. Apenas a linha MCF-7 STn" expressa fracamente o
antigénio Tn, no entanto, como esperado, quando as linhas MCF-7 STn" e MDA-MB-231 STn" foram
tratadas com sialidase passaram a apresentar uma expressao positiva moderada para o antigénio Tn.
Apenas as linhas MFC-7 WT e MCF-7 STn" apresentam a proteina mucina 1 (MUC1) & sua superficie
sendo esta marcagéo positiva fraca. As linhas de cancro de bexiga MCR STn" e MCR CN utilizadas

também durante este trabalho ja tinham sido anteriormente caracterizadas (Carrascal et al., 2014).

As linhas celulares MCF-7 STn® e MCR STn’, ambas modificadas geneticamente de forma a
sobrexpressar a sialiltransferase ST6GalNAc-I responsavel pela expressédo de STn na superficie das
células, tém tendéncia a perder a expressdo deste O-glicano aberrante com o passar do tempo.
Assim, foi necessario proceder-se ao isolamento imunomagnético das células STn" das duas linhas
conforme descrito na seccéo 2.5 dos Materiais e Métodos. Desta forma, a linha MCF-7 STn" em que
s6 30% das células apresentava uma expresséo de STn" passou a ter 88% das células a expressar
STn e a linha MCR STn" que apresentava s6 18% das células STn" passou a ter uma populacéo de
85% de células STn". Ao longo do trabalho, a linha MDA-MB-231 STn" apresentou uma express&o de

STn entre 80 a 95% variando consoante a confluéncia das células.

3.2 Avaliacéo do efeito imunogénico de diferentes antigénios baseados em STn

Neste trabalho recorreu-se a tecnologia de hibridoma com a finalidade de produzir anticorpos
monoclonais especificos para STn, um antigénio presente na superficie das células tumorais que por
si sO é pouco imunogénico e que tem a capacidade de exercer imunossupressao. Assim, murganhos
da estirpe Balb/c foram imunizados com diferentes antigénios, naturais ou sintéticos, todos eles

conjugados com STn.
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3.2.1 Analise do efeito imunogénico de STn associado a treonina e a poliacrilamida

Os primeiros antigénios utilizados nas imunizacdes dos murganhos foram o STn ligado a treonina
(Thr), um dos aminacidos essenciais e um dos componentes das proteinas dos seres vivos, € 0
glicoconjugado STn-PAA que consiste numa cadeia linear de poliacrilamida (PAA) contendo STn.
Ambos os antigénios demonstraram nao ser imunogénicos ndo tendo a capacidade de desencadear
uma resposta por parte do sistema imunitario, ndo tendo sido detectado a presenca de anticorpos

anti-STn no soro dos murganhos imunizados com estes antigénios.

3.2.2 Avaliacdo daimunogenicidade do antigénio MUC1-STn para producéo de
anticorpos anti-STn

Sempre com o intuito de produzir anticorpos anti-STn, um novo antigénio obtido por conjugacéo
quimioenzimatica do STn na MUC1 humana (Sorensen et al., 2006) foi testado. Numa primeira fase,
foi analisada, por citometria de fluxo, a reactividade do soro do murganho obtido apds 3 imunizac¢des
com 10 pg de MUC1-STn, intercaladas semanalmente, contra a linha celular MDA-MB-231 STn*
tratada ou ndo com sialidase (Fig 3.1). Como é possivel observar, o soro do murganho imunizado (Fig
3.1 a) marcou 96% do total das células com um MFI de 9010, em comparagdo com o controlo positivo
de marcagdo em que 90% das células estdo a marcar o antigénio STn com um MFI de 18193. A
marcacao com o soro do murganho identificou duas popula¢ges de células positivas, uma populagéo
de 54% com um MFI de 3105 a marcar fracamente e outra populacdo de 42% com um MFI de 16363
a marcar mais fortemente. Nas células tratadas enzimaticamente, a marcagdo com o soro reduziu
substancialmente de um MFI de 9010 para um MFI de 2966.
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Figura 3.1- Analise do soro do murganho imunizado com MUC1-STn contra a linha MDA-MB-231 STn", tratada
(verde) ou ndo com sialidase (roxo) e da expressao de STn detectada com o anticorpo TKH2 (rosa) nas células
néo tratadas (a), por citometria de fluxo. Analise da expressdo de STn contra a linha MDA-MB-231 STn", tratada
(azul) ou ndo com sialidase (rosa) (b), por citometria de fluxo. A cinzento encontra-se representado o controlo
negativo de marcagao, ou seja, células apenas marcadas com anticorpo secundario.

39



Foi ainda possivel constatar que apesar da diminuicdo da marcacdo de STn (Fig 3.1 b), detectada
com o anticorpo controlo TKH2, das células tratadas (MFI 7172) em comparagdo com a marcagao
das células nao tratadas (MFI de 18193), o tratamento com a sialidase ndo foi totalmente eficiente
visto a reducdo da marcacao nédo ter sido total. Isto deveu-se a intencdo de manter uma elevada
viabilidade das células durante o processo de marcacdo com 0 anticorpo anti-STn e com o soro do
murganho tendo sido, por isso, utilizada uma baixa concentracao da enzima. Nao obstante, é possivel
inferir que no soro do murganho existiam anticorpos que reconheciam estruturas sialiladas, visto a

marcacao com o soro ter reduzido com o tratamento.

De seguida, foi analisar-se o tipo de imunoglobulinas presentes no mesmo soro de forma a entender
qual o isotipo predominante produzido em resposta ao antigénio inoculado no animal. Verificou-se
que o soro do murganho marcado com um anticorpo secundario policlonal anti-Ig (Fig 3.2 a) marcou
76% das células da linha MDA-MB-231 STn* com um MFI de 6999 e que esta percentagem foi
semelhante a marcagdo com o anticorpo secundario anti-IgM (Fig 3.2 b) que marcou 77% das células
embora com um MFI de 2941. Como desejado, a marcacdo positiva mais forte correspondeu ao soro
marcado com o anticorpo secundério anti-IgG (Fig 3.2 b), que marcou 98% das células com um MFI
de 190387.
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Figura 3.2- Andlise do tipo de imunoglobulinas presentes no soro do murganho imunizado com MUC1-STn contra
a linha celular MDA-MB-231 STn": imunoglobulina do tipo Ig (laranja) (a), do isotipo IgM (azul claro) e do isotipo
IgG (verde claro) (b), por citometria de fluxo. A cinzento esté representado o controlo negativo de marcacao do
tipo Ig (a), a azul escuro o controlo negativo de marcacao IgM e a verde escuro o controlo negativo de marcagao
1gG (b).

Com base nos resultados obtidos, foi decidido proceder-se a fusdo celular. Foi analisada a
reactividade do soro do murganho recolhido no dia da fus&o contra a linha MDA-MB-231 STn" (Fig 3.3
a) e contra a linha MCR STn" (Fig 3.3 b). Observou-se que o soro marcou de forma positiva fraca
31% das células da linha MDA-MB-231 STn", com um MFI de 1442, em comparagio com o controlo
positivo de marcagdo que apresentou 65% das células marcadas com um MFI de 2608. A diferenca
da marcacédo do soro entre as células tratadas e ndo tratadas com sialidase néo foi significativa, uma

vez que o MFI diminui de 1442 das células ndo tratadas para um MFI de 1440 (correspondente a 25%

40



de células marcadas) das células tratadas. A reactividade do mesmo soro foi analisada contra a linha
MCR STn’, verificou-se que 41% das células marcaram com o soro com um MFI de 1770. Embora
este valor seja superior ao da marcacao com a linha celular de cancro da mama, é inferior ao valor de
marcacao com o controlo de marcacao positivo em que 86% das células estdo a marcar STn com um
MFI de 9161. O mesmo soro foi analisado contra a linha MCR CN negativa para STn", tendo a

marcacao sido negativa.
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Figura 3.3- Andlise do soro do murganho imunizado com MUC1-STn, obtido da amostra de sangue recolhida no
dia da fusdo celular, contra a linha celular MDA-MB-231 STn" (a) tratada (verde) ou ndo com sialidase (roxo) e
contra a linha celular MCR STn" (b) ndo tratada (roxo), por citometria de fluxo. A rosa encontra-se marcado o
controlo positivo de marcagdo anti-STn nas células ndo tratadas e a cinzento o controlo negativo de marcacgao
das células marcadas apenas com o anticorpo secundario.

Assim, inicialmente a reactividade do soro sugeria existirem anticorpos no soro do murganho
imunizado com MUC1-STn que reconheciam estruturas sialiladas visto ter ocorrido uma reducgéo da
marcacgao com o tratamento com sialidase. No entanto, a analise do soro no dia da fusdo, apresentou
uma marcagdo mais fraca sem grande redug¢do da mesma nas células tratadas enzimaticamente,

sugerindo que foi induzida tolerancia imunoldgica ao longo do tempo.

Apés a realizacdo da fusado celular, uma parte das células seleccionadas em meio de cultura HAT, foi
mantida em meio de cultura RPMI completo até atingir uma confluéncia de aproximadamente 100%,
com o objectivo de obter sobrenadantes com elevada concentracdo dos anticorpos anti-STn
secretados pelos hibridomas. Foram analisados cerca de 100 sobrenadantes contra linhas STn" e

STn’, mas nenhum marcou positivamente pela técnica de citometria de fluxo.

Perante este resultado, foram iniciadas novas imunizagBes com 0 mesmo antigénio mas com uma
massa diferente, 20 pg de MUC1-STn por imunizagcdo, e com um periodo de 15 dias entre cada
inoculacdo. Os soros do murganho apds a primeira, segunda e terceira imunizacao foram obtidos a
partir de amostras de sangue recolhidas e foram posteriormente analisados quanto a sua reactividade

e tipo de imunoglobulinas presentes, por citometria de fluxo (Fig 3.4).
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Em relacdo a analise referente a classe de imunoglobulina (Fig 3.4 a), foi possivel observar um
aumento da marcagdo das células marcadas coerente com o ndmero de imunizages, sendo este
aumento mais evidente entre a primeira e a segunda imuniza¢ao. Assim, o soro do murganho apés a
primeira imunizacdo marcou 92% das células com um MFI de 3754, apds a segunda imunizacao
marcou 97% das células com um MFI de 3618 e apés a terceira imunizacao marcou 98% das células
com um MFI de 4326. De igual forma, observou-se um ligeiro aumento da producédo do isotipo IgG ao
longo do tempo (Fig 3.4 b). O soro do murganho apds a primeira e segunda imunizagdo marcou
99,5% das células com um MFI de 21868 no primeiro caso e de 52916 no segundo. Apés a terceira
imunizacao, o soro marcou 99,7% das células com um MFI correspondente a 57727. No que respeita
a analise do isotipo IgM (Fig 3.4 c), verificou-se que ocorreu uma ligeira diminuicdo da marcacao
entre a primeira (MFI de 13714 com 71% das células marcadas) e a segunda imunizagdo (MFI de
13172 com 88% das células marcadas), tendo o decréscimo sido mais evidente no soro apos a

terceira imunizacao (MFI de 6212 com 65% das células marcadas).
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Figura 3.4- Andlise da reactividade e do tipo de imunoglobulinas presentes no soro do murganho apés a 12
(amarelo), 22 (laranja) e 32 (castanho) imunizacdo com MUC1-STn contra a linha celular MDA-MB-231 STn™:
imunoglobulina do tipo Ig (a), do isotipo 1gG (b) e do isotipo IgM (c), por citometria de fluxo. A cinzento encontra-
se representado o controlo negativo correspondente a cada marcagéo.

Assim, os resultados obtidos demonstram um aumento da produc¢éo do isotipo 1gG, consistente com o
aumento da producdo de imunoglobulinas no geral, e consequente diminuicdo do isotipo IgM,
sugerindo a mudanga de isotipo de IgM para IgG conforme esperado. No entanto, e apesar da
coeréncia dos resultados, ndo se avangou para o processo de fusdo celular uma vez que o titulo de

anticorpos produzidos néo foi considerado suficientemente elevado.

3.2.3 Avaliacdo do papel imunogénico dos antigénios BSM e OSM para producgao de
anticorpos anti-STn

Perante a ineficacia da tecnologia de hibridoma usando o antigénio sintético MUC1-STn, dois
antigénios naturais de origem animal, BSM (do inglés Bovine submaxillary mucin) e OSM (do inglés

Ovine submaxillary mucin), com uma percentagem de aproximadamente 53% e 94% de STn na sua
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constituicdo em relacdo ao peso total, respectivamente, foram testados nas imunizacdes para a

producédo de anticorpos anti-STn.

3.2.3.1Estudo darespostaimunolégica humoral do murganho imunizado com BSM

Um murganho foi imunizado trés vezes com 20 pg de BSM, intercalados quinzenalmente. A
reactividade e o tipo de imunoglobulinas de todos os soros recolhidos antes de cada imunizacao foi
analisada contra a linha MDA-MB-231 STn", por citometria de fluxo. Observou-se que, as células
apenas marcaram 2% com um MFI de 1712 com o soro controlo (obtido de uma amostra de sangue
antes da primeira imunizacdo) marcado com o anticorpo secundario lg policlonal e que a
percentagem de marcacdo apds a primeira, segunda e terceira imunizacdo foram de 36% com um
MFI de 1393, 23% com um MFI de 1481 e 19% com um MFI de 1189, respectivamente (Fig 3.5 a). O
soro do murganho apés a primeira imunizagdo foi 0 que apresentou uma maior percentagem de
células a marcar 1gG (82% com um MFI de 59904) em relacdo ao soro utilizado como controlo (28%
com um MFI de 3129). A segunda e a terceira imunizacdo apresentaram valores de marcagdo mais
baixos e semelhantes, sendo eles 64% (MFI de 16141) e 67% (MFI de 21215) respectivamente (Fig
3.5 b). Em relagdo a produgédo de IgM, o soro controlo recolhido antes da primeira imunizagdo
apresentou uma marcacdo de 14% (MFI de 3000), tendo-se seguido as percentagens de marcacao
de 75% (MFI de 6408), 80% (MFI de 19889) e 73% (MFI de 5500) das imunizac¢des seguintes (Fig 3.5

C).
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Figura 3.5- Analise da reactividade e do tipo de imunoglobulinas presentes no soro do murganho antes da 12
imunizagdo (amarelo), apds a 12 imunizacéo (laranja), 22 (castanho) e 32 (vermelho) imunizacdo com BSM contra
a linha celular MDA-MB-231 STn": imunoglobulina do tipo Ig (a), do isotipo IgG (b) e do isotipo IgM (c), por
citometria de fluxo. A cinzento encontra-se representado o controlo negativo correspondente a cada marcagao.

Em suma, a marcacdo dos soros do murganho imunizado com BSM foi positiva mas muito fraca e
diminuiu ao longo do tempo indicando o desenvolvimento de tolerancia imunoldgica contra o antigénio

utilizado. Com base nestes resultados, ndo se avangou para o processo de fusao celular.
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3.2.3.2Estudo da resposta imunolégica humoral do murganho imunizado com OSM

Um outro murganho foi imunizado trés vezes com 10 ug do antigénio OSM, com intervalos semanais.
Apés a terceira imunizacdo, a reactividade do soro foi analisada contra as linhas celulares MDA-MB-
231 STn’, tratada ou ndo com sialidase, MDA-MB-231 WT, MCR STn" e MCR CN, por citometria de
fluxo. Verificou-se que o soro marcou 52% das células da linha MDA-MB-231 STn" (Fig 3.6 a) com
um MFI de 4119, em comparacdo com o controlo positivo de marcacdo anti-STn TKH2 que marcou
65% das células e apresentou um MFI de 2608. Nas células tratadas enzimaticamente, ocorreu uma
diminuicdo da marca¢cdo com o soro de 52% para 14% (com um MFI de 1570) e da marcacdo com o
anticorpo controlo TKH2 de 65% para 50% (com um MFI de 2627). Para além disso, observou-se que
0 soro marcou 88% das células da linha MCR STn" (Fig 3.6 b) com um MFI de 19810, em
comparacao com o controlo positivo de marcagdo que marcou igualmente 88% das células mas com
um MFI de 8385. O mesmo soro ndo demonstrou ser reactivo contra as linhas MDA-MB-231 WT e

MCR CN negativas para STn.
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Figura 3.6- Andlise do soro do murganho imunizado com OSM, contra a linha celular MDA-MB-231 STn" (a)
tratada (verde) ou ndo com sialidase (roxo) e contra a linha celular MCR STn" (b) n&o tratada (roxo), por
citometria de fluxo. A rosa encontra-se marcado o controlo positivo de marcag¢do anti-STn nas células ndo
tratadas e a cinzento o controlo negativo de marcacdo das células marcadas apenas com o anticorpo
secundario.

De seguida, foi avaliado o tipo de imunoglobulinas presente no soro, na presenca das células da linha
MDA-MB-231 STn". Constatou-se que no soro existiam 90% das células (com um MFI de 21211) a
serem detectadas por anticorpos (Fig 3.7 a) e que 0s anticorpos presentes detectados com o
anticorpo secundario anti-IgG (Fig 3.7 b) marcaram 98% das células (com um MFI de 190387) e que
os detectados com o anticorpo secundario anti-lgM marcaram 77% das células (com um MFI de
2941).
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Figura 3.7- Andlise do tipo de imunoglobulinas presentes no soro do murganho imunizado com OSM contra a
linha celular MDA-MB-231 STn": imunoglobulina do tipo g (laranja) (a), do isotipo IgM (azul) e do isotipo 1gG
(verde claro) (b), por citometria de fluxo. A cinzento esté representado o controlo negativo de marcacéo do tipo Ig
(a), a azul escuro o controlo negativo de marcagéo IgM e a verde escuro o controlo negativo de marcacgao IgG

(b).

Estes resultados sugerem uma grande probabilidade de estarem a ser produzidos anticorpos anti-
STn no murganho imunizado com OSM. Assim, foi dada uma imunizacéo extra de 20 pg de OSM e, 3
dias depois, foi realizada a fusdo celular. O soro do murganho sacrificado foi obtido a partir de uma
amostra de sangue e analisado. Primeiramente, o soro foi analisado por citometria de fluxo contra as
linhas celulares MDA-MB-231 STn" e MCR STn", ambas tratadas ou ndo com sialidase. Verificou-se
que, 0 soro marcou 47% das células da linha MDA-MB-231 STn" com um MFI de 4101 (Fig 3.8 a),
comparativamente ao controlo positivo de marcacdo com TKH2 que marcou 63% com um MFI de
7928. Nas células tratadas enzimaticamente, embora a percentagem de marcacdo com 0 soro sé
tenha diminuido de 47% para 42%, a reducé@o do MFI de 4101 para 1870 foi considerada significativa.
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Figura 3.8- Analise do soro do murganho imunizado com OSM, obtido da amostra de sangue recolhida no dia da
fusdo celular, contra a linha celular MDA-MB-231 STn" (a) tratada (verde) ou ndo com sialidase (roxo) e contra a
linha celular MCR STn*(b) tratada (verde) ou nao tratada (roxo), por citometria de fluxo. A rosa encontra-se
marcado o controlo positivo de marcagdo anti-STn das células nédo tratadas e a cinzento o controlo negativo de
marcagédo das células marcadas apenas com o anticorpo secundario.
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Relativamente & marcacgéo com a linha MCR STn" (Fig 3.8 b), observou-se que o soro marcou 56%
das células com um MFI de 5545 em comparacdo com o controlo positivo de marcacdo TKH2 que
marcou 65% das células com um MFI de 5716. Nas células desta linha tratadas enzimaticamente

observou-se uma diminuicdo da marcacdo com o soro de 56% para 22% com um MFI de 1282.

Com base nestes ensaios, foi possivel entender que no dia em que se realizou a fusdo celular
existiam células B, no murganho imunizado com OSM, produtoras de anticorpos contra estruturas

sialiladas muito provavelmente STn.

Concluida a analise por citometria de fluxo, em que se estudou a reactividade do soro do murganho
contra as glicoproteinas presentes na superficie das células tumorais, foi analisado o padrdo de
marcacédo do soro contra lisados proteicos de linhas celulares STn" e STn’, por Western blot. Assim,
foi possivel realizar uma analise mais completa das glicoproteinas intra e extracelulares presentes
nas linhas utilizadas como modelo de estudo neste trabalho.

3.23.21 Andlise da reactividade do soro do murganho imunizado com OSM, por
Western blot

Numa primeira fase, as células das linhas MDA-MB-231 STn" e MCR STn® foram lisadas e
quantificadas quanto ao seu teor proteico. Os valores de quantificagéo obtidos foram de 14,85 pg/uL
para a linha MDA-MB-231 STn" e de 7,4 pg/uL para a linha MCR STn".

De seguida, foi feito um gel de poliacrilamida a 12% (Fig 3.9 a) onde se colocou 60 pg de lisado
proteico de cada linha por pogo. A membrana foi marcada com o soro (1:50) e, apds revelacdo da
membrana num filme por quimioluminescéncia, foi possivel observar o padrdo de bandas das
proteinas que foram reconhecidas pelo soro do murganho imunizado com OSM. A marcacao pareceu
ser semelhante para as duas linhas, com bandas na zona de massa molecular igual ou superior 50
kDa, embora mais intensa no caso da linha MDA-MB-231 STn" possivelmente devido & maior

expressao de STn que esta apresenta.

Marcagao com soro do ratinho imunizado com OSM
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Figura 3.9- Analise por Western blot das proteinas STn" presentes nos lisados proteicos da linha celular MDA-
MB-231 STn" e da linha MCR STn" (a), e lisados proteicos da linha MCR STn" tratada (T) ou ndo (NT) com
sialidase (b), com marcagdo com o soro do murganho imunizado com OSM.
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De forma a corroborar os resultados obtidos por citometria de fluxo, foi estudada a especificidade dos
anticorpos presentes no soro contra o lisado proteico das linhas MDA-MB-231 STn" e MCR STn", as
quais tinham sido previamente tratadas ou ndo com sialidase, por Western blot. Para isso, procedeu-
se a lise das células e posterior quantificacéo de proteina, cujos valores foram de 3 ug/uL para a linha
MDA-MB-231 STn" tratada e n&o tratada e de 1 pg/pL para a linha MCR STn" tratada e n&o tratada.
Foi feito um gel de poliacrilamida a 8%, possibilitando uma maior migracdo das proteinas
comparativamente ao gel a 12%, resultando numa melhor separacao das proteinas com mais 50 kDa,
onde foram aplicados aproximadamente 45 pg de cada lisado proteico, tratado ou néo
enzimaticamente. Ap6s marcacdo com o soro, foi possivel observar, embora com um pouco de
background, a diferenca no padrdo de bandas presente na linha MCR STn" tratada ou ndo com

sialidase (Fig 3.9 b), principalmente na zona de massa molecular correspondente aos 100 kDa.

Relativamente & marcac&o do soro contra a linha MDA-MB-231 STn" (Fig 3.10), ndo foi muito notéria
a diferenca entre as células tratadas ou ndo enzimaticamente, tendo a marcacdo no geral sido
considerada fraca. Por isso, com a mesma membrana procedeu-se a uma segunda marcagao com o
controlo positivo de marcacdo TKH2, onde foi possivel observar uma marcacdo positiva forte e
bastante distinta entre as células tratadas ou ndo com sialidase. Duas bandas muito evidentes
presentes na marcacgédo das células que nédo sofreram tratamento enzimatico, uma entre os 50 e os 75
kDa e outra entre os 75 e os 100 kDa, desapareceram na marcacdo das células tratadas com a

enzima.

Marcagao com soro do ratinho Marcagao com TKH2 (2%)
imunizado com OSM (1?)
MDA-MB-231STn* MDA-MB-231STn*
T NT T NT
KDa KDa

-
250
. 250

150 “ 150

100
100

50 50

Figura 3.10- Anélise por Western blot das proteinas STn" presentes nos lisados proteicos da linha celular MDA-
MB-231 STn" tratada (T) ou ndo (NT) com sialidase. Primeira marcag&o com o soro do murganho imunizado com
OSM e segunda marcagao com o controlo positivo de marcagéo anti-STn TKH2.

Com o intuito de complementar o estudo sobre a especificidade do soro do murganho imunizado com
OSM, foi analisado o padrdo de marcacédo do soro contra duas amostras STn", a quimera MUC1-STn

e a amostra de origem animal BSM (Fig 3.11). Foi feito um gel de poliacrilamida a 8% onde foi
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aplicado 5 pg de MUC1-STn e 10 pg de BSM, na condicdo de tratamento ou ndo com sialidase.
Verificou-se que o soro reconheceu a estrutura de MUC1-STn, constituida pela glicoproteina MUC1
humana que apresenta uma elevada massa molecular na gama dos 135-250 kDa, e reconheceu o
glicano STn uma vez que se observou uma reducdo bastante evidente da marcacdo da amostra
tratada com sialidase. E de realcar o facto de o soro ter marcado de uma forma semelhante a
amostra MUC1-STn ao TKH2. Relativamente a marcacéo do soro contra BSM, observou-se uma forte
marcagdo que pode ser explicada pelo facto da amostra BSM ser constituida por mucinas animais e,
pelo facto do soro obtido de uma amostra de sangue do murganho imunizado com OSM, o qual
também é constituido por mucinas animais, possivelmente conter anticorpos contra mucinas deste

tipo que podem estar também a reconhecer a BSM.

Com base nestes ensaios, foi também perceptivel a eficacia do tratamento com sialidase na quimera

MUC1-STn, constituida por uma Unica proteina, em detrimento dos lisados celulares tumorais.

Marcagao com TKH2 Marcagao com soro do ratinho imunizado com OSM
MUC1-STn MUC1-STn MUC1-STn BSM
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Figura 3.11- Analise por Western blot das proteinas STn* presentes na amostra MUC1-STn, tratada (T) ou ndo
(NT) com sialidase, e marcada com o controlo positivo de marcacdo TKH2. Andlise das amostras MUC1-STn e
BSM, ambas tratadas ou ndo enzimaticamente, marcadas com o soro do murganho imunizado com OSM.

Em suma, a andlise do soro do murganho imunizado com OSM sugeriu a presenca de anticorpos que
reconheciam a quimera MUC1-STn, a amostra BSM e os lisados proteicos das linhas MDA-MB-231
STn" e MCR STn". Como o padrdo de todas as marcacdes foi reduzido com o tratamento com
sialidase, os anticorpos presentes no soro reconhecem estruturas sialiladas, possivelmente STn. E
importante referir que, como esperado, na marcagcdo de MUC1-STn (estrutura com um elevado teor
em STn) com o anticorpo THK2 foi notéria a diferenca entre a marcagédo da quimera tratada ou néo
com sialidase. Como esta diferenca na marcagéo também se verificou quando se utilizou o soro para
marcar a mesma amostra, existe assim uma forte indicacdo que o murganho imunizado com OSM

estava a produzir anticorpos contra STn.
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3.2.3.2.2 Andlise da reactividade do soro do murganho imunizado com OSM, por
microscopia confocal

A reactividade e a especificidade do soro do murganho foram também analisadas, recorrendo a
técnica de microscopia confocal. As células das linhas celulares MDA-MB-231 STn*, MCF-7 STn",
MCR STn" e MCR CN foram marcadas com o corante TO-PRO3 de forma a evidenciar o nicleo e
com o anticorpo positivo de marcagdo anti-STn TKH2 ou com o soro do murganho. E de evidenciar
que a marcacao representada a verde presente na superficie das células, com o controlo positivo de
marcacao ou com o soro, foi especifica visto as células marcadas com o anticorpo secundario nédo

apresentarem marcagao.

As células da linha MDA-MB-231 STn" (Fig 3.12), que possuem uma forma fusiforme, apresentaram
uma marcagdo positiva forte bem visivel com o soro do murganho, consistente com a marcagéo do
controlo de marcacédo positivo TKH2. Regra geral, todas as células exibiram marcacdo na sua

superficie celular, estando esta igualmente distribuida.

Anticorpo 22

MDA-MB-231 STn*

L~

Soro do murganho'imunizado com OSM Soro do murganho imunizado com OSM

Figura 3.12- Imagens de microscopia confocal das células da linha celular MDA-MB-231 STn" marcadas a verde
com o anticorpo positivo de marcagdo anti-STn (TKH2) ou com o soro do murganho imunizado com OSM. A
vermelho encontra-se marcado o nicleo das células com TO-PRO3.
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Como foi possivel observar, as células da linha celular MCF-7 STn" possuem uma forma fusiforme
semelhante a linha MDA-MB-231 STn" (Fig 3.13). Tal como esperado e de acordo com os resultados
de citometria de fluxo, esta linha apresentou uma marcacdo positiva moderada com o controlo
positivo de marcacao TKH2, em que é evidente a existéncia de uma populacdo que expressa STn e
outra que ndo expressa 0 glicano. A marcacdo com o soro foi semelhante a do controlo positivo
mencionado. E de realcar que esta marcacéo foi realizada antes do isolamento positivo para STn"
desta linha, conforme descrito na secgéo 2.5 dos Materiais e Métodos, sendo portanto mais notéria a

existéncia de uma populagéo de células negativas para o glicano STn.

Anticorpo 22 - » { Soro do murganho imunizado com OSM

MCF-7 STn*

Soro do murganho imunizado com OSM

Figura 3.13- Imagens de microscopia confocal das células da linha celular MCF-7 STn* marcadas a verde com o
anticorpo positivo de marcagéo anti-STn (TKH2) ou com o soro do murganho imunizado com OSM. A vermelho
encontra-se marcado o nucleo das células com TO-PRO3.

As células das linhas MCR STn" e MCR CN apresentaram uma forma mais arredondada (Fig 3.14).
Conforme previsto, e apesar da reduzida confluéncia celular, as células da linha MCR STn* marcaram
com o controlo positivo de marcacdo TKH2 e esta marcacéo foi consistente com a marcagéo do soro
do murganho. As células da linha MCR CN, utilizadas como um modelo negativo para STn, nao
marcaram com o0 anticorpo anti-STn TKH2 como era de esperar mas, marcaram com o soro do

murganho.

Assim, com estes resultados de microscopia percebeu-se que apesar de terem sido produzidos
anticorpos no murganho contra STn, muito possivelmente existem anticorpos contra outras estruturas
proteicas ou glicosidicas, demonstrando alguma inespecificidade do soro. Desta forma, o soro €
considerado policlonal uma vez que possui diversos anticorpos contra diferentes alvos, e porque ndo

foi purificado para apenas apresentar os anticorpos de interesse.
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MCR STn*

Soro do murganho imunizado
Anticorpo 22 ) ) com OSM

MCR CN

Soro do murganho imunizado com
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Figura 3.14- Imagens de microscopia confocal das células da linha celular MCR STn* e MCR CN marcadas a
verde com o anticorpo positivo de marcagdo anti-STn (TKH2) ou com o soro do murganho imunizado com OSM.
A vermelho encontra-se marcado o nucleo das células com TO-PRO3.

Embora os resultados da andlise do soro com as trés técnicas anteriormente descritas tenham sido
promissores, verificou-se que o processo de fusdo celular foi muito pouco eficiente, obtendo-se um
namero muito reduzido de hibridomas (inferior a dez), cujos sobrenadantes das culturas marcaram

negativamente contra linhas celulares STn".

3.2.4 Andlise do efeito imunogénico de lisados celulares tumorais STn"* na producéo
de anticorpos anti-STn

O Ultimo antigénio a ser testado neste trabalho consistiu em lisados celulares da linha celular de
cancro da mama MDA-MB-231 STn". Foram dadas imunizagbes semanais, com aproximadamente

200 ug de lisados proteicos por imunizagéo.

3.2.5 Estudo dareactividade do soro do murganho imunizado, por citometria de
fluxo e Western blot

Ap0s a terceira imunizagéo, a reactividade do soro foi analisada contra a linha MDA-MB-231 STn",
tratada ou ndo com sialidase, por citometria de fluxo (Fig 3.15). Observou-se que o soro marcou 92%
das células com um MFI de 6384, comparativamente ao controlo positivo de marcacdo TKH2 que
marcou 63% das células com um MFI de 7450, no entanto esta marcagcdo aumentou apés tratamento

enzimético para 97% de marcacdo com um MFI correspondente de 10631. Como controlo do
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tratamento, foram marcadas com TKH2, células tratadas e nado tratadas com sialidase. Como
esperado observou-se uma diminuicdo da marcacdo de 63% com um MFI de 7450 para 41% com um
MFI de 4215. O soro foi também analisado contra a linha MCR STn®, tendo a marcacdo sido
semelhante & da linha MDA-MB-231 STn".
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Figura 3.15- Andlise do soro do murganho imunizado com lisados celulares STn" contra a linha MDA-MB-231
STn’, tratada (verde) ou ndo com sialidase (roxo) e da express&o de STn com o anticorpo TKH2 (rosa) nas
células ndo tratadas (a), por citometria de fluxo. A cinzento encontra-se representado o controlo negativo de
marcagao, ou seja, células apenas marcadas com anticorpo secundario.

Com esta andlise percebeu-se que os lisados proteicos STn* s&o mais imunogénicos que os glicanos
associados a mucinas. Constatou-se também que no soro estavam presentes anticorpos que
reconheciam essencialmente proteinas, visto a marcacdo ter aumentado nas células tratadas, nas
guais foram removidos os acidos sidlicos presentes nas por¢des terminais das proteinas, ficando
estas mais expostas. Embora os resultados ndo tenham sido promissores e ndo apontarem para uma
producéo de anticorpos STn no murganho, uma vez que foi desencadeada uma resposta forte por
parte do sistema imunitario, prosseguiu-se com o processo de fusdo celular. O soro do murganho
obtido a partir de uma amostra de sangue recolhida no dia da fusdo foi analisado contra a linha MCR
STn", uma linha STn" que ndo a MDA-MB-231 utilizada como antigénio, por citometria de fluxo (Fig
3.16).
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Figura 3.16 - Analise do soro do murganho imunizado com lisados celulares STn", obtido da amostra de sangue
recolhida no dia da fuséo celular, contra a linha celular MCR STn" tratada (verde) ou ndo com sialidase (roxo),
por citometria de fluxo. A rosa encontra-se marcado o controlo positivo de marcagdo anti-STn das células nao
tratadas e a cinzento o controlo negativo de marcacdo das células marcadas apenas com 0 anticorpo
secundario.
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Observou-se que o0 soro marcou 98% das células néo tratadas com um MFI de 3754 e 97% das
células tratadas enzimaticamente com um MFI de 3090. Como se pode verificar pelo histograma
apresentado, o padrdo de marcacéo foi semelhante ao soro analisado apés a terceira imunizacgéo.
Embora tenha ocorrido uma pequena diminuicdo da marcacao nas células tratadas com sialidase,
esta ndo foi considerada significativa uma vez que as células ndo tratadas estavam a expressar

pouco STn.

Para validar os resultados obtidos por citometria de fluxo, a reactividade do soro foi também
analisada por Western blot contra as linhas MDA-MB-231 STn*, MDA-MB-231 WT e MCF-7 STn",
tratadas ou néo com sialidase (Fig 3.17). Foi feito um gel de poliacrilamida a 8% onde foi aplicado 45
Hg de cada lisado proteico. A membrana foi marcada com o soro (1:30) durante o periodo da noite.
Surpreendentemente, apos revelacdo da membrana em filme, foi possivel observar com elevada
nitidez a diferenca entre o padrdo de marcacéo da linha MDA-MB-231 STn" e da linha MDA-MB-231
WT sugerindo a presenga de anticorpos contra STn. Da mesma forma, foi possivel constatar a
presenca de padrdes de marcagdo com o soro distintos, contra a linha MCF-7 STn", tratada ou n&o

enzimaticamente.

Marcagao com soro do ratinho imunizado com lisados celulares tumorais STn*
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Figura 3.17- Anélise por Western blot das proteinas STn" presentes nos lisados proteicos da linha celular MDA-
MB-231 STn*, MDA-MB-231 WT e da linha MCF-7 STn", tratada (T) ou ndo (NT) com sialidase, com marcacéo
com o soro do murganho imunizado com lisados celulares STn".
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A especificidade do soro foi também analisada contra as amostras BSM e MUC1-STn (Fig 3.18). De
igual modo, foi feito um gel de poliacrilamida de 8% no qual foi aplicado 5 pg de MUC1-STn e 10 ug
de BSM, na condicdo de tratamento ou ndo com sialidase. Percebeu-se que o soro também
reconheceu as duas amostras STn" e que o padrdo de marcacéo foi diferente nas amostras tratadas
em relacdo as ndo tratadas enzimaticamente indicando, que o soro afinal estava a reconhecer

estruturas sialiladas como STn.
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Marcagao com soro do ratinho imunizado com lisados celulares tumorais STn*
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Figura 3.18- Anélise por Western blot das proteinas STn" presentes nas amostras BSM e MUC1-STn, ambas
tratadas (T) ou ndo (NT) enzimaticamente, marcadas com o soro do murganho imunizado com lisados celulares
STn".

3.2.5.1 Analise da reactividade dos sobrenadantes das culturas dos hibridomas, por
citometria de fluxo e ELISA indirecta

De seguida, procedeu-se a andlise dos 35 sobrenadantes das culturas dos hibridomas resultantes do
processo de fusdo celular contra a linha MCR STn", por citometria de fluxo. Destes 35 apenas 10
apresentaram uma pequena marcacédo, sendo que o hibridoma designado por 2D6 (Fig 3.19 a) foi o
que apresentou o maior valor (38% com um MFI de 11882) em relacdo aos restantes sobrenadantes
analisados e ao controlo de marcacéo positivo TKH2 (30% com um MFI de 7022).
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Figura 3.19- Andlise da positividade dos sobrenadantes de cultura (preto) do hibridoma 2D6 contra a linha celular
MCR STn'(a) e do hibridoma 2B4 contra a linha celular linha MDA-MB-231 STn"(b), obtidos ap6s o processo de
fusé@o celular. A rosa encontra-se marcado o controlo positivo de marcacdo anti-STn TKH2 e a cinzento o
controlo negativo de marcacgéo das células marcadas apenas com o anticorpo secundario.

Estes 10 sobrenadantes e outros 22 sobrenadantes foram depois analisados contra a linha MDA-MB-

231 STn" e todos apresentaram marcac&o negativa, com excepcéo do sobrenadante 2B4 (Fig 3.19 b)
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gue marcou 19% das células (com um MFI de 8074), em comparacdo com o controlo positivo de
marcacao que marcou 77% das células (com um MFI de 6640), embora a marcacédo néo tenha sido
considerada significativa.

Para além da analise anterior, outros 20 sobrenadantes de cultura de hibridomas foram testados
contra a linha MDA-MB-231 STn", por citometria de fluxo. S6 o sobrenadante 3B1 demonstrou ser
reactivo (Fig 3.20 a), embora a marcacédo tenha sido considerada duvidosa uma vez que marcou a
guase a totalidade das células (99%), valor muito superior ao controlo positivo de marcagdo TKH2
gue marcou 70%. O passo seguinte consistiu na andlise do sobrenadante da cultura do hibridoma
3B1 contra a mesma linha celular, tratada ou ndo com sialidase (Fig 3.20 b). Constatou-se que o
sobrenadante marcou novamente quase a totalidade das células nédo tratadas (99%) em comparacao
com o controlo positivo de marcacdo TKH2 que marcou 73% (com um MFI de 3465). Relativamente
as células tratadas, foram apresentadas com duas populagbes a marcar positivamente com o
sobrenadante, uma a marcar 37% (com um MFI de 2025) e outra a marcar 61% (com um MFI de
14705). Apesar disso, a marcagdo das células tratadas foi considerada duvidosa na medida em que a

maioria das células analisadas se encontravam mortas.
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Figura 3.20- Andlise da positividade do sobrenadante da cultura do hibridoma 3Bl (preto), obtido apds o
processo de fusdo celular, contra a linha celular MDA-MB-231 STn® (a). Andlise da especificidade do
sobrenadante 3B1 contra a linha celular MDA-MB-231 STn" (b), tratada (azul) ou n&o (preto) com sialidase. A
rosa encontra-se marcado o controlo positivo de marcacdo anti-STn TKH2 e a cinzento o controlo negativo de
marcagdo das células marcadas apenas com o anticorpo secundario.

O passo seguinte consistiu em descongelar o hibridoma 3B1 que tinha sido congelado ap6s recolha
do sobrenadante analisado anteriormente, e repetir a analise do sobrenadante ndo sé contra a linha
MDA-MB-231 STn", mas também contra as linhas celulares MDA-MB-231 WT, MCF-7 STn", MCR
STn" e MCR CN, por citometria de fluxo. A marcacédo do sobrenadante foi negativa sugerindo que o
congelamento das células conduziu a perda da capacidade de produzir os anticorpos. O
sobrenadante foi ainda concentrado com um amicon (Centrifugal Filter Units, Millipore) e testado

contra a linha MDA-MB-231 STn" por citometria de fluxo, mas a marcacao foi igualmente negativa.
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A técnica de ELISA indirecta para analise da reactividade dos soros dos murganhos imunizados com
0s antigénios conjugados com STn e andlise da positividade dos sobrenadantes de cultura dos
hibridomas STn*, foi implementada e optimizada. Seguiu-se o protocolo estabelecido, conforme
descrito na secc¢éo 2.6.4 dos Materiais e Métodos, para andlise do soro do murganho imunizado com

lisados celulares STn* e do sobrenadante 3B1.

Numa primeira fase, foi avaliada qual a concentracdo de BSM que seria colocada a revestir o fundo
dos pocgos da placa durante o periodo da noite e qual a diluicdo éptima de anticorpo TKH2 usado
como controlo positivo. A leitura da absorvancia a 450 nm (Fig 3.21) mostrou que o valor a usar seria
de 0,5 pg por cada 100 pL poco, uma vez que a partir deste valor o valor da absorvancia foi

constante. O valor éptimo determinado para a diluicdo do anticorpo TKH2 foi de 1:50.

Absorvéncia a 450nm das diferentes concentragdes de BSM por pogo
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Figura 3.21- Analise da reactividade do anticorpo anti-STn TKH2 (1:50) contra diferentes concentragdes de BSM
colocadas a revestir os pogos de uma placa de ELISA.

Procedeu-se seguidamente a optimizacéo do tipo de bloqueio e da diluicdo do soro a usar durante um
ensaio de marcacéo. Constatou-se que o blogueio com o leite a 5% e soro numa diluicdo de 1:5000
representavam as melhores condigcbes para o ensaio, permitindo que apenas 0s anticorpos

especificos se ligassem a proteina de interesse imobilizada no fundo da placa, neste caso BSM.

Como ensaio final, recorreu-se a esta nova metodologia para estudar a reactividade do sobrenadante
da cultura do hibridoma 3B1. O sobrenadante foi colocado directamente no po¢o sem diluicdo prévia
e, hum outro poco, diluido de 1:2. Nenhum dos pocos apresentou marcagéo, sendo os valores de

absorvancia iguais aos do controlo negativo de marcacao (pogos sem proteina).

3.3 Caracterizacdo no novo modelo celular MCF-7/GFP STn”*

A segunda parte deste trabalho consistiu na criagdo de um novo modelo celular, que fosse

fluorescente e que expressasse STn, a linha celular MCF-7/GFP STn".
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3.3.1 DNA plasmidico (pDNA) pLenti6/V5-D-TOPO

Para a criacdo deste novo modelo, foi necessario a utilizacdo do vector lentiviral pLenti6/V5-D-TOPO,
que possui gene de resisténcia a ampicilina, onde anteriormente tinha sido clonado o cDNA
codificante para a sialiltransferase ST6GalNAc-I humana responsavel pela expressdo de STn
(Ferreira et al.,, 2013). O pDNA pLenti6/V5-D-TOPO extraido das bactérias transformadas E-coli
Sthl3, foi quantificado e avaliado quanto a sua pureza, por espectrofotometria. Foi feita a leitura da
absorvancia do pDNA a 260 nm, que deu o valor de 0,060. Apesar de existir sempre um erro
associado a esta leitura uma vez que foram utilizados apenas 5 pL do pDNA diluido 1:5000 em
tampéo pertencente ao kit pelo qual ele foi isolado, o pDNA foi considerado puro e o valor resultante

da quantificacdo do DNA na amostra foi de 300 ng/ uL.

[ Quantificagdo: 0,060 x 5000 = 300 ng/ pL (0,3 pg/ pL) }

De seguida, foi avaliada a integridade do pDNA por electroforese em gel de agarose a 0,8% (Fig
3.22). Observou-se a presenca de uma Unica banda muito nitida, sem ter sido apresentada

degradacgédo, assumindo-se assim que o pDNA se encontrava integro.

Figura 3.22- Confirmacéo da integridade do pDNA pLenti6/V5-D-TOPO, por electroforese em gel de agarose a
0,8% (m/v), 80V, 1h

Com base nestes resultados, deu-se inicio ao processo de transfecgdo, levado a cabo pelo Doutor

José Ramalho, e posteriormente a transdugéo da linha MCF-7/GFP.
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3.3.2 Analise fenotipica da linha celular MCF-7/GFP STn", por citometria de fluxo

Apbs o processo de transducdo descrito nos Materiais e Métodos, a nova linha foi analisada
fenotipicamente quanto a sua expressao em STn, por citometria de fluxo. Verificou-se que 68% das
células estavam a marcar STn e que, apds 0 enriguecimento imunomagnético, este valor aumentou
para 95%. No ensaio em que as células foram tratadas com sialidase, verificou-se que a marcagéo
STn" de 95% com um MFI de 82822 reduziu para 73% com um MFI de 66715 nas células tratadas.
Consistentemente com estes resultados, as células ndo tratadas enzimaticamente ndo marcaram
para o antigénio Tn mas, nas células tratadas em que foram removidos os acidos sialicos presentes

nas superficies das proteinas, a percentagem de marcacéo foi de 75% com um MFI de 34462.

3.3.3 Analise genética da linha celular MCF-7/GFP STn*, por RT-PCR

Pela técnica de RT-PCR foi avaliada a expressao do gene codificante para a enzima ST6GalNAc-I
responsavel pelo fendtipo STn* das células. Procedeu-se & andlise genética da linha MCF-7/GFP
STn", utilizando como controlo a linha celular n&o transduzida MCF-7/GFP STn’, e como controlo

enddgeno, o gene da B-actina.

Verificou-se que, as duas linhas celulares apresentaram um valor de C; semelhante para o gene da B-
actina (26,854 para o caso da linha MCF-7/GFP STn e 28,093 para a linha MCF-7/GFP STn").
Relativamente ao gene codificante em estudo, a linha MCF-7/GFP STn" apresentou um valor de C
de 17,354 enquanto a linha MCF-7/GFP STn apresentou um valor de 32,919. Desta forma, e
conforme explicado na seccdo 2.3.5 dos Materiais e Métodos, a linha MCF-7/GFP STn" apresentou
um valor de AC; de -10,739 e um valor de AAC; -16,804, enquanto a linha MCF-7/GFP STn’
apresentou um valor de ACt de 6,005 e um valor de AAC+ nulo. Utilizando o método de quantificacéo
relativa desenvolvido por Livak e Schmittgen, a linha MCF-7/GFP STn" demonstrou uma express&o
do gene codificante para a sialiltransferase ST6GalNAc-1 114418 vezes superior comparativamente a
linha controlo MCF-7/GFP STn'. E de realcar que a sialiltrasferase analisada na nova linha apresenta
um nivel de expressdo de mRNA bastante elevado quando comparado com o gene do controlo

endogeno (1,7 x 10° moléculas de mRNA por cada 1000 moléculas de mRNA de [3-actina).

Em suma, uma nova linha celular de cancro da mama que possui células fluorescentes e positivas

para STn foi estabelecida, possibilitando no futuro o estudo dos anticorpos anti-STn produzidos.
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4 Discussao

O antigénio sialil-Tn (STn) consiste num pequeno O-glicano expresso aberrantemente pela maioria
dos carcinomas humanos, incluindo o carcinoma da mama, e que se encontra ausente em individuos
saudaveis demonstrando a sua natureza associada a tumores. A expressdo deste antigénio é
associada a processos de migragédo celular e invaséo, consistentes com o fen6tipo maligno de cancro
em estadios mais avangados (Pinho et al., 2007). No inicio da década de 90, foi demonstrado que o
STn tem um papel no reconhecimento das células tumorais pelo sistema imunitario, protegendo as
células metastaticas da degradacao na corrente sanguinea (Ogata et al., 1992). Em 2014, foi relatado
que este antigénio tem a capacidade de estabelecer um microambiente tolerogénico que permite o

escape imunolégico das células tumorais (Carrascal et al., 2014).

A expressao de STn é clinicamente relevante, ndo apenas por ter sido considerado um possivel
marcador de resisténcia a quimioterapia (Miles et al., 1994) e muito Gtil para fins de progndstico em
cancro (teste serolégico de CA72-4) (Reis et al., 2010), mas também por ser considerado como um
potencial alvo para estratégias imunoterapéuticas. Apesar destas evidéncias, existem diversos
desafios imunoldgicos proeminentes no desenvolvimento de uma imunoterapia anti-tumoral baseada
em antigénios STn, devido a sua baixa imunogenicidade (Julien et al., 2012). S&o necessarios novos
estudos que permitam aumentar o efeito imunogénico de STn e quebrar a imunotolerancia por ele
estabelecida. Por esta razao, tem vindo a ser dificil a producéo de anticorpos especificos para STn,
por exemplo, pela tecnologia de hibridoma. Neste tipo de producdo, existem alguns passos criticos
que devem ser tidos em consideracdo e que necessitam de ser optimizados, tais como a escolha do
tipo e da quantidade do antigénio, a selec¢cdo do adjuvante, a preparacdo da mistura que sera
injectada no murganho, o volume de injeccdo e, por Ultimo, a escolha da rotina de imunizagfes, ou

seja, o intervalo de tempo entre cada imunizacdo (Leenaars and Hendriksen, 2005).

Assim, este trabalho teve como objectivo geral a producdo de anticorpos monoclonais terapéuticos
contra sTn, e como um dos objectivos especificos 0 estudo do papel imunogénico de diferentes
antigénios baseados em STn para a producao desses anticorpos. Para monitorizar a produgdo dos
anticorpos de interesse, foi recolhida uma amostra de sangue do murganho e foi analisada a
reactividade do soro obtido a partir dessa amostra, por diferentes técnicas laboratoriais. A presenca
dos anticorpos nos sobrenadantes de cultura dos hibridomas foi analisada contra células tumorais
STn", por citometria de fluxo. A técnica de ELISA indirecta foi optimizada para futura anélise da

especificidade de sobrenadantes.

4.1  Caracterizacdo fenotipica das linhas celulares de cancro da mama

Durante este trabalho, foi utilizado como modelo de estudo as linhas celulares de cancro da mama
MDA-MB-231 e MCF-7. As duas linhas representam o cancro da mama em fase metastatica mas
diferem no tipo histolégico, isto &, a linha MCF-7 pertence ao subtipo luminal A (RE*,RP"", HER2")

(Holliday and Speirs, 2011), embora ja tenha sido descrita como HER2" (Lattrich et al., 2008), e a linha
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MDA-MB-231 representa o cancro denominado por triplo negativo (RE", RP~, HER2") (Holliday and
Speirs, 2011).

As variantes das duas linhas celulares, positivas e negativas para STn foram caracterizadas
fenotipicamente, por citometria de fluxo. A marcacdo com a lectina PNA e SNA demonstrou ser
coerente para a linha MCF-7, em que MCF-7 STn" apresentou uma menor expressdo do antigénio T
e ST e uma maior marcacdo de estruturas sialiladas a2,6 em relagdo a MCF-7 WT. Ou seja, a
sobrexpressao da sialiltransferase ST6GalNAc-I, responsavel pela expressdo do antigénio STn, na
linha MCF-7 STn" tem a capacidade de inibir, por competicéo, a adicdo de um residuo de galactose
ao antigénio Tn, que daria origem ao antigénio T. Por sua vez, se existe em pouca quantidade o
antigénio T entdo, ndo existe substrato suficiente para as sialiltransferases especificas formarem a
forma glicosidica ST. A mesma coeréncia de resultados ndo foi observada na caracterizacao
fenotipica da linha MDA-MB-231. As células MDA-MB-231 STn® apresentaram uma menor
quantidade de estruturas sialiladas a2,6 e uma maior expressado do antigénio T comparativamente a
linha controlo MDA-MB-231 WT. Relativamente a marcacdo com a lectina MAA, esta deveria ser
menor nas linhas STn" visto a expressdo de ST6GalNAc-I inibir a formagédo da sialilagdo em 02,3.
Contrariamente ao esperado, a marcac¢do com esta lectina foi muito forte para a linha MDA-MB-231
STn" sugerindo que, possivelmente, a marcacéo desta lectina néo foi especifica e que provavelmente
tenha a capacidade de reconhecer também estruturas com siallacdo em a2,6. A linha MCF-7
apresentou uma quantidade semelhante de sialilagédo 02,3 nas duas linhas o que pode ser explicado
pela presenca de uma grande populacdo STn da linha MCF-7 STn®, antes do enriquecimento
imunomagnético realizado. Embora o tratamento com sialidase ndo tenha sido bem sucedido na
marcacao com as lectinas SNA e MAA, seria suposto observar uma diminuicdo da marcacao com as
duas lectinas confirmando o contelddo de &cido sialico com os tipos de ligagdo a2,6 e a2,3 presente
nos terminais glicosidicos na superficie das células tumorais. Ainda assim, as marcac¢des da linha
MCF-7 STn" com as lectinas PNA, SNA e MAA estdo de acordo com o que foi descrito relativamente
a linha de cancro de bexiga MCR STn" (Carrascal et al., 2014).

Como seria de esperar da marcac&o com os anticorpos, as células das linhas MDA-MB-231 STn" e
MCF-7 STn" apresentaram expresséo do antigénio STn e apenas a linha MCF-7 STn" demonstrou
expressar o antigénio Tn. A presenca de STn e a especificidade do anticorpo TKH2 usado como
controlo positivo de marcacdo durante todo este trabalho, foi confirmada nas duas linhas tratadas
enzimaticamente, pela auséncia de marcacdo com o anticorpo anti-STn e pelo aumento da marcacao
com o anticorpo anti-Tn. Por fim, constatou-se que a glicoproteina mucina 1 (MUC1) tanto € expressa
pela linha MCF-7 STn" como pela linha MCF-7 WT e que, apesar da linha MDA-MB-231 STn" no ter
apresentado marcacéo, esta pode estar presente mas dificilmente ser detectada tal como foi descrito

anteriormente (Julien et al., 2009).

A principal conclusao que se pode tirar apds esta caracterizacao fenotipica das duas linhas celulares
de cancro da mama, é que a sobrexpressao da sialiltransferase ST6GalNAc-I ndo sé é responsavel
pela expressdo de STn como também pela alteragdo do padrao de O-glicosilagdo presente na

superficie das células, facto este que ja tinha sido anteriormente descrito (Carrascal et al., 2014;
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Julien et al., 2006). Para além disso, € possivel inferir que a linha MDA-MB-231 WT utilizada como
controlo negativo de marcacdo para STn possivelmente ndo representa um verdadeiro controlo
relativamente & linha MDA-MB-231 STn", visto o processo de transfeccdo poder alterar por si s6 as
células. Um bom controlo negativo seria a linha MDA-MB-231 anteriormente tranfectada com o vector

plasmidico vazio, ou seja, sem a regido codificante para a enzima ST6GalNAc-I (Julien et al., 2001).

4.2 Murganho imunizado com a quimera MUC1-STn induziu tolerancia imunol6gica

Inicialmente foi analisado se o antigénio STn seria um imunogénio mais eficiente se tivesse
conjugado com a MUC1 humana, uma glicoproteina expressa por mais de 90% dos cancros de
mama (Sorensen et al.,, 2006). Com o intuito de produzir anticorpos anti-STn, foi utilizado como
antigénio a glicoforma especifica de tumores, a MUC1-STn, considerada uma nova e valiosa
glicoproteina com potencial de imunodiagnéstico e para fins terapéuticos (Tarp et al., 2007). Esta
quimera foi obtida através de um processo quimioenzimatico em que se recorreu ao uso de trés
glicosiltransferases recombinantes humanas (GalNAc-T2, GalNAc-T4 e GalNAc-T11) para sintetizar a
estrutura Tn em péptidos sintéticos de MUC1 com mudltiplas repeticdes (60-mer), e posteriormente a

sialiltransferase ST6GalNAc-I recombinante de rato para a producéo de STn (Sorensen et al., 2006).

Neste trabalho verificou-se que, imunizando um murganho com 10 ou 20 ug da quimera, MUC1-STn
semanalmente ou quinzenalmente respectivamente, existia producéo de anticorpos do isotipo 1gG,
que estavam a reconhecer estruturas sialiladas. No entanto, como ndo se observou um aumento
significativo na quantidade destes anticorpos no soro do murganho ao longo das imunizagfes, esse
facto sugere que ocorreu tolerncia imunoldgica e, subsequentemente, 0os sobrenadantes de cultura
dos hibridomas obtidos apds a realizacdo da fusdo celular ndo demonstraram reactividade contra
linhas tumorais STn". Este resultado pode ser comparado com um estudo anterior em que um
murganho foi subcutaneamente imunizado com 10 a 15 pg da quimera MUC1-STn acoplada a
proteina KLH, quinzenalmente, e no qual se verificou uma grande producdo de anticorpos que
reconheciam MUC1, também do isotipo IgG, que reagiram contra linhas tumorais MUC1", ndo sendo
no entanto nesse soro detectado anticorpos que reconhecessem OSM (STn) (Sorensen et al., 2006).
Neste mesmo estudo de Sorensen et al, foi demonstrado que o soro de murganhos imunizados com a
quimera MUC1-STn marcavam tecidos de cancro da mama primario que expressavam MUC1 e STn,
indicando que podera existir producdo de anticorpos que reconhecem estas duas estruturas em
conjunto e nao individualmente. Outra evidéncia para esta hipotese é que este soro reagiu com a

quimera MUC1-STn, mas ndo com a estrutura MUC1 néo glicosilada.

Como ja descrito por Soares et al., as vacinas baseadas em estruturas MUCL1 séo ineficientes em
induzir respostas humorais contra mucinas associadas a cancro, devido ao efeito de tolerancia
(Soares et al., 2001). Neste trabalho, ao contrario de Sorensen et al, verificou-se inducao de
toleréncia quando os murganhos foram imunizados com a quimera MUC1-STn. Uma das razdes para
tal pode ter sido pelo ndo acoplamento da quimera a proteina KLH, a qual provavelmente iria

estimular uma resposta humoral muito mais eficaz. Portanto, conclui-se que a quimera MUC1-STn
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por si s6 ndo é muito imunogénica, necessitando de algo para além do adjuvante Freund, o qual foi
utilizado nas duas situacdes, que aumente a sua imunogenicidade. Mesmo assim, se esta glicoforma
for utilizada como antigénio, possivelmente a maioria dos anticorpos produzidos serdo contra o

conjunto da MUC1 com STn e ndo para a estrutura sialilada STn ou para a MUC1 individualmente.

Um outro estudo também relatou que murganhos imunizados com 10 pg da quimera em adjuvante
Freund, sem conjugacdo com KLH, desenvolveram uma resposta imune humoral forte, com
anticorpos do isotipo IgG contra MUC1-STn, embora menor do que quando acoplado a KLH. Neste
caso, 0s murganhos foram previamente injectados com ciclofosfamida, um imunomodulador que
ajuda a eliminar linfécitos T reguladores de forma a tornar o processo de imunizagbes mais eficiente.
Apesar disso, os resultados foram pouco consistentes visto a producdo de anticorpos que
reconheciam a glicoforma MUC1-STn ter apenas ocorrido em 50% dos murganhos imunizados e néo
se ter verificado qualquer alteracdo na monitorizagdo do crescimento do tumor no murganho em

comparacdo com os murganhos controlos (Julien et al., 2009).

Com esta parte do trabalho foi possivel concluir que, apesar da tolerancia imunolégica desenvolvida
pelo murganho é possivel produzir anticorpos anti-MUC1-STn do isotipo 1gG, utlizando como
antigénio a quimera MUC-STn. Embora os resultados ndo tenham sido positivos na sua maioria,
acredita-se que com alteracdes no protocolo de imunizagbes como a dose de antigénio por injecgao,
0 aumento do ndmero de dias entre imunizagfes e o acoplamento da quimera a uma molécula
estimulatéria e/ou a adjuvante Freund completo na primeira imunizagdo, seja possivel aumentar a

eficacia deste antigénio para producéo de anticorpos anti-STn (Julien et al., 2009).

4.3 Mucinas de origem animal como antigénios: OSM é mais imunogénico que
BSM

As mucinas de origem animal OSM e a BSM representam dois tipos de mucinas presentes nas
secrecbes da cavidade oral, produzidas pelas glandulas submaxilares de gado ovino e bovino,
respectivamente. A mucina OSM que foi utilizada como antigénio é essencialmente constituida por
94% de STn, 4% do antigénio T e 2% da estrutura Fuca(1-2)GalB(1-3)GalNAc em relagdo ao seu
peso total. Nao foi possivel saber com exactiddo a constituicAo da mucina BSM utilizada nas
imunizacdes, no entanto, esta foi descrita como tendo 53% de STn (Tsuji and Osawa, 1986). Estas
duas mucinas animais, anteriormente purificadas e caracterizadas (Hill et al., 1977; Jiang et al., 2000;
Tettamanti and Pigman, 1968), foram utilizadas como antigénios baseados em STn para a producao
de anticorpos anti-STn, sendo que a mucina BSM ja foi descrita como uma possivel homologa da
mucina MUC5B humana (Jiang et al., 2000).

Pela técnica de citometria de fluxo, foi analisada a reactividade do soro do murganho imunizado para
0s anticorpos de interesse e foi também testada selectivamente a presenca de anticorpos dos isotipos
IgM e IgG em resposta aos antigénios BSM e OSM. Regra geral, o primeiro isotipo de imunoglobulina
a aparecer em resposta a exposicdo de um antigénio é o isotipo IgM que, devido a sua baixa

afinidade para os antigénios e curto periodo de semi-vida, permite apenas uma protec¢éo rapida e de
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curto prazo nao tendo a capacidade de combater as células tumorais. Apenas quando as células B do
murganho imunizado sdo capazes de receber os sinais estimulatorios das células T (activagdo da
célula B dependente da célula T), é que ocorre a mudanca de isotipo de anticorpo de IgM para IgG.
Os anticorpos IgG que possuem uma elevada afinidade para o antigénio, conseguem ligar-se as
células tumorais e causar a sua destruicdo por um mecanismo de citotoxicidade dependente do
complemento (CDC) ou citotoxicidade mediada por células e dependente de anticorpos (ADCC). Este
tipo de activacéo da célula B é essencial para a formacgéo de células B de memoéria e para respostas
humorais de longa duragdo. Por norma, os glicanos quando administrados sozinhos ou n&o
desencadeiam nenhuma resposta por parte do sistema imunitario ou activam as células B através de
um mecanismo independente da célula T, impossibilitando a formacéo de anticorpos IgG de elevada
afinidade. Assim, é necessario a conjugacao dos glicanos com uma proteina transportadora, para que
ocorra apresentacéo da proteina a célula T e consequente activagdo da célula B por um mecanismo
dependente da célula T (Liu and Ye, 2012). Por esta razdo, € necessario que o antigénio STn esteja
conjugado a um transportador imunogénico, como por exemplo a MUC1 humana referida na sec¢ao
anterior, mucinas de origem animal ou as préprias glicoproteinas presentes na superficie das células
tumorais, para que ocorra produ¢do de anticorpos do isotipo IgG e um aumento do racio 1gG/IgM
levando a melhores respostas anti-tumorais. De acordo com o referido, j& foi demonstrado
anteriormente que STn conjugado com a proteina KLH (vacina Theratope) levou a uma grande
producdo de anticorpos IgG (Miles et al., 2011). Até a data, nenhum dos anticorpos anti-STn
existentes direccionado para células de cancro da mama foi descrito como tendo a capacidade de
inibir o crescimento do tumor num murganho. O Unico anti-STn descrito que teve essa capacidade foi
0 anti-3P9 (isotipo IgM) que demonstrou reconhecer e inibir especificamente células de carcinoma
colo-rectal STn", possivelmente por um mecanismo de CDC (An et al., 2013). Neste trabalho,
verificou-se também que STn associado a treonina ou conjugado com poliacrilamida ndo demonstrou
ser imunogénico, ndo tendo a capacidade de activar as células B mesmo através de um mecanismo

independente da célula T.

Relativamente ao murganho imunizado com BSM, verificou-se que ocorreu uma produgdo de
anticorpos embora esta ndo tenha sido significativa. A justificacdo mais plausivel para este facto
reside possivelmente na baixa imunogenicidade do antigénio ou no desenvolvimento de tolerancia
imunoldgica ao longo do tempo. Uma vez que a quantidade de anticorpos detectada no soro nao foi
considerada relevante, o processo de fusdo celular ndo foi concretizado. Em 2006 ja tinha sido
demonstrado que anticorpos policlonais anti-BSM produzidos em coelho tinham a capacidade de
reconhecer mucinas de diferentes origens, bovina ou humana, como por exemplo MUC1 humana
(Golubovic and Bojic-Trbojevic, 2006), demonstrando que este antigénio tem potencial imunogénico e
que o protocolo utilizado neste trabalho necessita de ser optimizado para permitir a producéo de

anticorpos anti-STn em murganho.

Contrariamente, 0 murganho imunizado com OSM demonstrou que este antigénio foi bastante
imunogénico, visto no soro do animal terem sido detectados anticorpos do isotipo 1gG, contra
estruturas sialiladas muito provavelmente STn. Com base nestes resultados positivos, prosseguiu-se

para o processo de fusdo celular. O murganho foi sacrificado, removido o baco para a realizacdo da
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fus@o celular e recolhida uma amostra de sangue, de volume superior ao recolhido durante a
monitorizacdo da resposta imune humoral, de modo a nédo provocar anemia no animal. O méximo de
sangue recomendado que deve ser recolhido depende da espécie animal, e em murganhos néo deve
ultrapassar 0,3 mL (Leenaars and Hendriksen, 2005). Assim, apenas quando o murganho foi
sacrificado para remocao do baco, é que se obteve uma maior quantidade de sangue que permitiu a
andlise da reactividade do soro para os anticorpos especificos desejados, pela técnica de Western
blot. Esta nova analise ndo s6 permitiu a confirmacéo dos resultados obtidos por citometria de fluxo,
como também permitiu analisar de forma mais detalhada a especificidade dos anticorpos produzidos.
Assim, a capacidade do soro do murganho imunizado com OSM de reconhecer varias proteinas STn"
foi estudada por Western blot. As linhas celulares MDA-MB-231 STn" e MCR STn", bem como as
amostras MUC-STn e BSM, foram usadas como fonte de proteinas STn*. Foram observadas diversas
bandas na marcacéo contra as duas linhas tumorais STn", entre os 50 kDa e superiores a 200 kDa,
que correspondem a proteinas sialiladas sensiveis ao tratamento com sialidase. Este padrdo de
marcacdo da MDA-MB-231 STn" esta de acordo com a marcacdo descrita com o anticorpo anti-STn
HB-STn, em que se concluiu que uma banda préoxima dos 100 kDa correspondia a proteina CD44 e
que uma banda superior a 200 kDa correspondia a MUC1 (Julien et al., 2006). Por sua vez, o controlo
positivo de marcacdo com o anti-STn TKH2 que apresentou uma forte marcacdo e um ndmero
diverso de bandas foi consistente com o anteriormente descrito (Julien et al.,, 2009), sendo que
algumas destas glicoproteinas (bandas) ainda ndo se encontram identificadas. Relativamente as duas
marcacdes da linha MCR STn" que foram feitas, foi possivel observar duas bandas nitidas, nos 75
kDa e 150 kDa, que ja tinham sido descritas como duas possiveis proteinas decoradas com STn
(Carrascal et al., 2014). A banda de 75 kDa corresponde a proteina CD44 e a marcagao superior a
150 kDa possivelmente corresponde a mucinas, no entanto o tratamento com sialidase néo foi
totalmente eficiente e, por isso, ndo se observou um desaparecimento total das bandas. Por fim, foi
possivel concluir que o soro do murganho imunizado com OSM, para além de reconhecer diversas
proteinas decoradas com STn presentes em células tumorais, tinha muito provavelmente presente
anticorpos também capazes de reconhecer outras mucinas de origem animal decoradas com STn,
como a BSM, bem como a MUC1 humana presente na construcdo quimérica MUC1-STn. Ao fim de
algumas utilizagBes foi not6rio que o soro perdeu a sua especificidade, o que ndo permitiu a anélise

de mais amostras por esta técnica.

Pela técnica de microscopia confocal em que se utilizou uma pequena quantidade de soro, foi
analisada a especificidade dos anticorpos presentes no soro ndo sé pela marcacdo com trés linhas
STn" mas também com uma linha STn". Verificou-se assim que o soro do murganho era inespecifico,
visto marcar também a linha STn’, o que significa que embora tivesse anticorpos especificos contra

STn também devia conter anticorpos contra outras estruturas proteicas e/ou glicosidicas.

E de realgar que o anticorpo monoclonal TKH2 do isotipo IgG representa um dos anti-STn mais
usados em prética laboratorial de investigacdo e foi obtido a partir de imunizacbes com OSM
(Kjeldsen et al., 1988). Entretanto, outros dois possiveis anticorpos monoclonais anti-STn, 0 3C2 e o
3D1, de isotipo IgM, foram desenvolvidos através de um protocolo de imuniza¢cdes de murganhos

com OSM. A reactividade destes anticorpos foi confirmada pela técnica de ELISA, tendo estes

64



demonstrado reactividade contra BSM e OSM sugerindo que possivelmente reconhecem STn
(Coomber et al., 1998; Devine et al., 1995). Para além disso, ja foi relatado que doentes com cancro
da mama metastatico vacinados com STn acoplado a KLH desenvolveram respostas imunes

humorais anti-OSM do tipo IgG e provavelmente especificas para o STn (Ibrahim et al., 2013).

Com esta parte do trabalho foi possivel concluir que a percentagem de STn presente na estrutura
proteica das mucinas animais contribui positivamente para o seu efeito imunogénico. A mucina OSM
demonstrou ter a capacidade de desencadear uma resposta por parte do sistema imunitario e levar a
producéo de anticorpos anti-STn. Apesar disso, o rendimento do processo de fusdo foi muito baixo e
0s poucos hibridomas obtidos ndo estavam a secretar anticorpos anti-STn indicando que novas
imunizacdes com este antigénio devem ser feitas e, por conseguinte, uma nova fusédo celular. Nao
obstante, mais uma vez se observou que para além das proteinas ja descritas como transportadoras

de STn, muitas outras existem e devem ser descobertas para fins terapéuticos.

4.4 Lisados celulares STn" como antigénio para producéo de anticorpos anti-STn

O ultimo antigénio a ser testado neste trabalho consistiu em lisados celulares da linha MDA-MB-231
STn". Mesmo sabendo que a quantidade de antigénio que é injectada determina a resposta
imunoldgica que é evocada e que, se 0 antigénio for utilizado em quantidade excessiva pode induzir
tolerdncia ou uma resposta imunoldgica ndo desejada, foi utilizado por injeccdo 200 pg do lisado
misturado em adjuvante Freund. Regra geral, a dose administrada do antigénio proteico em adjuvante

Freund, em murganho, deve variar entre 10 e 200 pg (Leenaars and Hendriksen, 2005).

Os resultados da analise do soro do murganho, por citometria de fluxo, ndo foram os expectaveis.
Embora tenha ocorrido uma grande producdo de anticorpos, estes ndo pareciam ser especificos para
estruturas glicosidicas mas sim para estruturas proteicas. Ainda assim, o murganho foi sacrificado e
realizou-se a fusdo celular. Embora na maioria dos casos exista uma correlacdo positiva entre uma
producéo elevada de anticorpos detectada no soro e uma produgcdo com elevado rendimento de
hibridomas especificos, esta descrito que nem sempre este pressuposto seja assim tdo linear
(Schonherr and Houwink, 1984). Por vezes uma baixa detec¢éo dos anticorpos de interesse no soro
poderd estar correlacionada com uma fuséo celular com elevado rendimento em que se obtém os
hibridomas de interesse e vice-versa. Nesta perspectiva, embora ndo tivessem sido detectados a
partida anticorpos anti-STn no soro, estes poderiam estar presentes mas numa concentracdo muito

baixa e, por isso, decidiu-se sacrificar o animal e realizar a fusdo celular.

O soro do murganho obtido a partir de uma amostra de sangue recolhida no dia da fusdo foi
analisado por citometria de fluxo. Observou-se que, possivelmente, existiam anticorpos a reconhecer
estruturas sialiladas no entanto, este ensaio nédo foi considerado totalmente valido uma vez que a
linha MCR STn" contra a qual se estava a analisar a reactividade do soro estava a expressar muito
pouco este glicano. Isto deveu-se as células utilizadas para a marcagdo estarem com uma
confluéncia de aproximadamente 100% e ao facto desta linha ndo ter sido ainda seleccionada

positivamente para STn". O mesmo soro foi analisado por Western blot contra lisados proteicos das
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linhas MDA-MB-231 STn* e MCF-7 STn" e contra o lisado proteico da linha controlo MDA-MB-231
WT. Surpreendentemente, foi possivel observar com bastante nitidez um padrao de marcacao bem
distinto entre os lisados proteicos das duas linhas STn" e a linha controlo, indicando a presenca de
anticorpos contra estruturas sialiladas, que também foi confirmada pelo desaparecido ou menor
intensidade de bandas na linha MCF-7 STn" previamente tratada com sialidase. N&o foi analisada a
reactividade do soro contra lisados proteicos MDA-MB-231 STn" previamente tratados com sialidase,
no entanto seria de prever que uma maior quantidade de bandas iria desaparecer visto esta linha
apresentar uma expressdo de STn significativamente superior a linha MCF-7 STn".
Comparativamente & marcacéo dos lisados proteicos MDA-MB-231 STn* com o soro do murganho
imunizado com OSM, esta marcacao foi mais inespecifica visto o0 murganho ter sido imunizado com
os lisados proteicos totais da mesma linha contra a qual se esta a estudar a reactividade, o que
resulta no reconhecimento de vérias proteinas, ndo so6 glicoproteinas STn". O padrdo de marcagéo
contra os lisados proteicos das duas linhas STn" foi no geral semelhante, com uma forte marcacéo a
partir dos 63 kDa, embora se estivesse a espera de uma marcacgdo igualmente forte superior a 100
kDa para linha MCF-7 STn" correspondente & massa molecular das mucinas. Ainda assim, foi
possivel observar uma banda de elevada massa molecular que corresponde a uma proteina sensivel
a sialidase e que provavelmente sera a MUC1. A banda localizada perto dos 100 kDa corresponde
possivelmente & proteina CD44 na linha MDA-MB-231 STn", conforme j& descrito (Julien et al., 2006).
Em relacéo a linha MCF-7 STn" nada se pode afirmar uma vez que por anélise de citometria de fluxo
esta demonstrou ser CD44". Por ultimo, e de acordo com os resultados anteriormente discutidos,
verificou-se que o soro reconheceu as amostras BSM e MUC1-STn e que a reactividade foi bastante
menor quando as amostras tinham sido previamente tratadas com sialidase, comprovando a

existéncia de anticorpos contra estruturas sialiladas.

Neste caso, 0 processo de fusdo dos esplendcitos do murganho com as células de mieloma foi
eficiente e originou uma grande quantidade de hibridomas cujos sobrenadantes de cultura foram
rastreados e analisados para a presenca de anticorpos anti-STn. Apenas um sobrenadante,
designado por 3B1, demonstrou conter os anticorpos especificos contra estruturas sialiladas no
entanto, o ensaio foi considerado pouco credivel na medida em que grande parte da populacéo
contra a qual se estava a analisar o sobrenadante apresentava células maioritariamente mortas. Nao
obstante, quando se tentou repetir o ensaio, o hibridoma que tinha sido congelado apés remocao do
sobrenadante da cultura, durante a fase de rastreio dos sobrenadantes, perdeu a capacidade de

produzir e secretar anticorpos contra o alvo desejado.

Em suma, os lisados celulares totais de linhas STn" foram muito imunogénicos e podem ser utilizados
como possiveis antigénios para produgdo de anticorpos anti-STn. Apesar disso, pequenos passos-
chave devem ser modificados no protocolo como a redugcdo da dose de lisado celular usado por
injeccdo e o aumento do periodo entre imunizagfes para 15 dias em vez de semanalmente. O
processo de rastreio dos sobrenadantes deve ser também mais rdpido para que se evite o
congelamento dos hibridomas e, consequentemente, a perda da capacidade de producdo dos

anticorpos de interesse.
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4.5 Optimizacao datécnica de ELISA indirecta para analise de sobrenadantes anti-
STn

Num trabalho com esta dinamica, foi necessario optimizar e estabelecer diferentes técnicas
laboratoriais sempre com a finalidade de avaliar a reactividade do soro dos murganhos imunizados
com os diferentes antigénios baseados em STn e a presenca dos anticorpos anti-STn no
sobrenadante da cultura dos hibridomas. A técnica de citometria de fluxo foi o0 método utilizado por
exceléncia uma vez que permite uma mimetizacdo mais proxima das condicdes reais idealizadas
para o produto final do trabalho, ou seja, obter um anticorpo que se ligue ao antigénio STn presente
na porgdo terminal de proteinas na superficie das células tumorais. Pela técnica de Westen blot, foi
ndo sO possivel analisar a reactividade do soro mas também avaliar a presenca de glicoproteinas
STn" intra e extracelulares presentes nas linhas celulares tumorais STn". Por microscopia confocal foi
igualmente possivel avaliar e tirar conclusdes sobre a especificidade do soro e observar visualmente

0 padréo de marcacdo do mesmo nas células.

Embora estas trés técnicas tenham sido cruciais e os resultados obtidos por cada uma delas tenha
sido complementar com os resultados obtidos pelas outras duas técnicas, foi necessario optimizar
uma nova metodologia que permitisse uma andlise igualmente eficiente mas com uma maior rapidez
de forma a rastrear as centenas de sobrenadantes que normalmente resultam de um processo de
fuséo celular eficiente. Assim, a técnica de ELISA foi a escolhida uma vez que permite a detec¢éo de
todos os tipos de moléculas biolégicas mesmo em quantidades e concentra¢cdes muito baixas (Gan
and Patel, 2013). A metodologia de ELISA indirecta foi entdo optimizada e estabelecida de forma a
que, no futuro, seja possivel identificar e seleccionar de uma forma mais rapida todos os
sobrenadantes, sem ser necessario recorrer a um processo de congelacao dos hibridomas que altere
a sua capacidade de produzir os anticorpos. Em caso de resultados positivos ou dubios, a

reactividade dos sobrenadantes pode ser analisada e confirmada por citometria de fluxo.

4.6 Desenvolvimento de uma linha celular de cancro da mama a expressar STn

Ja foi demonstrado que, em modelos celulares de cancro da mama e cancro gastrico, as células
tumorais perdem a capacidade de expressar, in vitro, o antigénio STn (Clement et al., 2004; Julien et
al., 2001; Julien et al., 2005; Julien et al., 2006), e por isso, as linhas celulares de cancro da mama

nao expressam nem ST6GalNAc-I nem STn (Cazet et al., 2010b; Julien et al., 2001).

A segunda parte deste trabalho consistiu na criagdo de uma nova linha celular fluorescente de cancro
da mama que expressasse 0 antigénio STn, conseguida pela transducéo lentiviral com o vector
retroviral pLenti6/V5-D-TOPO anteriormente gerado e utilizado na criagéo da linha celular MCR STn"
(Ferreira et al.,, 2013). Toda a regido codificante para a sialiltransferase ST6GalNAc-1 foi
anteriormente clonada no vector pLenti6/V5-D-TOPO, que permitiu a expressdo dos genes inseridos
através do promotor CMV. Assim, foi criada a linha celular MCF-7/GFP STn" e a eficacia do processo

de transducao foi analisada por citometria de fluxo e PCR em tempo real. Por RT-PCR, os niveis de

67



mMRNA do gene codificante para ST6GalNAc-I foram analisados e normalizados em relacdo ao gene
da B-actina, que ja tinha sido demonstrado como um gene com expressao estavel em linhas celulares
de cancro (Videira et al., 2007), demonstrando-se a elevada expressao de ST6GalNAc-I nesta linha
estabelecida. Por citometria de fluxo, foi confirmada a expressao do antigénio STn na superficie das
células tumorais desta nova linha. Com estes dois ensaios complementares, mais uma vez se
demonstrou que a sobrexpressao da sialiltransferase ST6GalNAc-I constitui uma das condi¢fes sine
qua non para a expressao do antigénio STn na superficie das células tumorais.

Tal como foi provado para a linha celular de cancro da bexiga MCR STn" (Ferreira et al., 2013) e para
as linhas celulares de cancro da mama MDA-MB-231 STn" e MCF-7 STn" transfectadas com o vector
de expressao pRc-CMV-hST6GacNAc-I (Julien et al.,, 2001), possivelmente esta nova linha tera
também uma maior capacidade de migracéo e invasao consistente com o fen6tipo maligno modulado
pela expressdo de STn. Para além disso, o uso de células a expressar GFP tem tido sucesso para
estudar o processo metastatico tumoral em diversos tipos de cancro, incluindo o cancro da mama (Li
et al.,, 2001). Estes modelos GFP representam uma poderosa ferramenta para visualizagdo, in vivo,
do crescimento do tumor e processos como angiogénese, invasdo e metastases (Xu et al., 2004).
Assim, a nova linha de cancro de mama gerada constitui um bom modelo de estudo em virtude de
apresentar todas as vantagens por ter células fluorescentes e por estas expressarem ha sua

superficie o antigénio STn.

4.7 Perspectivas futuras

O desenvolvimento deste trabalho foi importante na medida em que se estudou a capacidade
antigénica de diferentes moléculas naturais ou sintéticas baseadas em STn e de lisados celulares
totais de linhas celulares STn" desencadearem uma resposta imunoldgica forte, levando & producéo
de anticorpos do isotipo IgG especificos contra o antigénio tumoral STn.

Embora uns resultados tenham sido mais promissores que outros, foi possivel delinear alguns dos
passos criticos no processo de produgdo dos anticorpos anti-STn que tém que ser optimizados. Ficou
definido que as proximas imunizagBes serdo intercaladas quinzenalmente e que a dose de antigénio
sera restringida entre os 20 e os 100 ug dependendo do tipo de antigénio utilizado. As injeccbes
consistirdio novamente na mistura do antigénio com adjuvante Freund na proporcdo de 1:1 sendo
utilizado na primeira imunizacéo adjuvante Freund completo, para aumentar o efeito imunogénico do
antigénio, e nas imunizagdes seguintes adjuvante Freund incompleto. Nestas condi¢Bes, serdo
repetidas novas imunizagdes com OSM. O potencial imunogénico de novos antigénios sera também
testado e analisado. Novos murganhos da estirpe Balb/c serdo imunizados, em separado, com a
fraccdo membranar das células da linha MDA-MB-231 STn", MCF-7 STn" e MCR STn’, tendo em
consideragdo que o anticorpo anti-STn B72-3 foi obtido através de imunizagbes com a fraccdo da

membrana de células de cancro da mama metastéatico (Nuti et al., 1982).

Para além disso, uma nova estratégia de imunizacdo serd utilizada para ultrapassar o problema da

tolerancia imunoldgica muito associada a glicanos. Desta forma, um murganho sera inicialmente

68



tolerizado através de uma primeira imunizacdo com um lisado celular total da linha MDA-MB-231 WT,
sendo utilizado como antigénio nas imunizagdes seguintes lisados celulares totais da linha MDA-MB-
231 STn'. Para confirmar a eficAcia desta estratégia, um outro murganho sera imunizado, em

paralelo, com 0 mesmo protocolo mas utilizando as linhas MCR CN e MCR STn".

Futuramente, as reactividades dos soros dos murganhos bem como a seleccdo dos sobrenadantes
das culturas dos hibridomas serdo analisados por citometria de fluxo, Western blot, microscopia
confocal e ELISA indirecta para a presenca de anticorpos anti-STn. Quando for provado que um
sobrenadante tem anticorpos especificos contra STn, realizar-se-4 um processo de diluicdo por limite
de forma a isolar uma uanica célula produtora de um anticorpo monoclonal (mAb) anti-STn.
Posteriormente, ensaios de toxicidade contra células de cancro da mama serdo realizados com o
intuito de observar o mecanismo de ac¢édo dos anticorpos, seja ele CDC ou ADCC. Estes ensaios
poderdo ser realizados in vitro com as linhas celulares tumorais ja caracterizadas, ou in vivo em ratos

ou murganhos e recorrendo ao uso da nova linha MCF-7/GFP STn".

Numa fase muito futura, estes mAbs irdo fazer parte integrante da construcdo de anticorpos
biespecificos, anti-STn x anti-CD3, e biespecificos trifuncionais, anti-STn x anti-CD3 com por¢ao Fc,

para terapia de cancro de mama ou outros tipos de cancro que expressem STn.

4.8 Conclusdes gerais

A realizacdo deste trabalho mais uma vez demonstrou que o antigénio STn € muito pouco
imunogénico e que, para além do uso de adjuvante Freund, este glicano tem que ser conjugado a

algo que aumente a sua imunogenicidade como proteinas, por exemplo, mucinas.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que tanto a mucina MUC1 humana como as
mucinas BSM e OSM tém a capacidade de desencadear uma resposta imunoldgica levando a
producdo dos anticorpos anti-STn. Ainda assim, foi possivel verificar que a construgdo quimérica
MUC1-STn e a mucina BSM induziram uma fraca resposta humoral e, possivelmente, propiciaram um
processo de tolerancia imunolégica. Por isso, e com base no que foi observado, se estas duas
amostras STn" forem novamente utilizadas como antigénios é necessario optimizar os protocolos de
imunizacdes. Relativamente & mucina OSM, esta demonstrou ser bastante imunogénica, muito
provavelmente devido ao seu teor elevado em STn, levando a producédo de anticorpos anti-STn no
murganho. Infelizmente o processo de fusdo celular ndo correu como esperado e o rendimento foi
relativamente baixo, sem nenhum hibridoma a secretar os anticorpos de interesse. No futuro, sera

repetido todo o processo de imuniza¢des com este antigénio e realizada novamente a fuséo celular.

Os lisados celulares totais de uma linha STn" utilizados nas imunizacdes de um murganho,
demonstraram que este antigénio foi o que despoletou uma maior resposta imunologica humoral,
embora 0s anticorpos presentes no soro hdo pareciam ser especificos para estruturas sialiladas.
Ainda assim, prosseguiu-se para o processo de fusdo celular e surpreendentemente no soro do
murganho parecia existir anticorpos que conheciam estruturas sialiladas. Dos hibridomas obtidos,

apenas uma minoria apresentou fraca reactividade contra linhas celulares STn*. Apenas um
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hibridoma secretava anticorpos possivelmente contra estruturas sialiladas, no entanto, este acabou

por perder a capacidade de produzir anticorpos.

Em suma, os antigénios usados demonstraram diferentes capacidades de induzir uma resposta
imunoldgica nos murganhos imunizados e mais uma vez se observou que o0 antigénio STn exerce
uma potente actividade imunossupressora com a capacidade de causar tolerancia imunolégica.
Verificou-se ainda que murganhos imunizados tém a capacidade de produzir anticorpos anti-STn e

que estes podem ser detectados inicialmente no soro do animal.

Neste trabalho para além do estudo dos diferentes antigénios baseados em STn, procedeu-se a
optimizacao das técnicas de citometria de fluxo, Western blot e microscopia confocal para andlise da
presenca dos anticorpos anti-STn e, a optimizacao e implementacdo da técnica de ELISA indirecta
que permitira uma andlise mais rapida da multiplicidade dos hibridomas obtidos em cada fuséo

celular.

Como conclusdo da segunda parte do trabalho pode assumir-se que, actualmente existe uma nova
linha celular fluorescente de cancro da mama que expressa STn, a linha MCF-7/GFP STn", que

permitird futuramente o estudo do mecanismo de accdo dos anticorpos anti-STn produzidos.

No geral, este trabalho contribuiu com informacao importante para o desenvolvimento de uma terapia
anti-tumoral baseada em anticorpos que podera ser aplicada em pratica clinica, a longo prazo, em

doentes com cancro da mama ou outro tipo de cancro STn".
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Anexo |: Plasmideo pLenti6/V5-D-TOPO utilizado na transducao da linha celular MCF-
7/GFP
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Anexo ll: Constituicdo das solucdes utilizadas neste trabalho

Solucéo-tampéao de fosfatos (PBS 1x):

Solucéo contendo 1.47mM KH2PO4, 4.29mM Na2HPO4.7H20, 137mM NacCl e 2.68mM KCI (pH=7,3)
em agua destilada

Tampé&o Beads frio utilizado na separacéo imunomagnética de células STn":

Solugéo com 0,5% de BSA e 2mM de EDTA numa solugédo-tampao de PBS 1x
Meio Luria-Bertani (LB), liquido suplementado com ampicilina:

1% (m/v) peptona de caseina obtida por digestao pancreatica, 0,5% (m/v) extracto de levedura
autolitica, 0,5% (m/v) NaCl; 0,001% (v/v) ampicilina, 1200mg/mL

Meio Luria-Bertani (LB), s6lido suplementado com ampicilina:

1% (m/v) peptona de caseina obtida por digestdo pancreética, 0,5% (m/v) extracto de levedura
autolitica, 0,5% (m/v) NaCl, 1,5% (m/v) agar-agar; 0,001% (v/v) ampicilina, 100mg/mL

Tampé&o Tris-Borato-EDTA 10x (TBE 10x), 1L:
1M Tris base, 1M &cido bdrico e 0,02M EDTA
Resolving gel (12 mL):

5,5mL ddH20, 3,2 mL acrilamida 30%, 3mL Tris base 1.5M (pH=8,8), 120 puL SDS 10%, 120 puL APS
10% e 12 pL TEMED

Stacking gel (10 mL):

6mL ddH20, 1,34 mL acrilamida 30%, 2,5mL Tris base 0.5M (pH=6,8), 100 pL SDS 10%, 100 pL APS
10% e 10 pL TEMED

Solucéo de lise:

150 mM NacCl, 2mM CaCl,, 50mM Tris Cl (pH=7,4), 20pg/mL PMSF, 2% NP40, 0,2% SDS, 1 pastilha
do cocktail de inibidores de proteases sem EDTA por cada 200mL

Tampaéo de corrida (10x):

Solugdo contendo 30,3g Tris base 250mM, 144,1g Glicina 1920 mM, 10g SDS 1% em &gua destilada
Tampé&o de transferéncia (10x):

Solugéo contendo 100mM Tris, 0,95M glicina, 20% metanol em agua destilada (pH=8,3)
Tris-buffered saline (TBS 1x):

Solugao contendo 20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl em agua destilada (pH=7,6)






Anexo lll: Sumario submetido para o congresso “Glyco-T 2014”

Generation of Antibodies for the Treatment of Breast Cancer
Maria Reis, Mylene Carrascal, Carlos Novo, Paula Videira

Nowadays, breast cancer is the most common cause of death worldwide. Standard therapies often fall
to eliminate residual cancer cells and prevent disease recurrence and metastasis. Immunotherapy is a
novel potential therapy with high specificity, long-term efficacy and low toxicity that allows the

manipulation of the immune system to eradicate tumor cells.

Our team has been creating antibodies that bind to cancer cells and engage patient’s immune cells
against these cancer cells. These antibodies will recognize specifically breast cancer cells via the
sialyl-Tn (STn) antigen that is expressed not only in a great majority of breast cancer and absent in
normal cells but also is associated with a poor prognosis, reduced overall survival of the patients and
lack of response to chemotherapy @ 1n addition, we have recently reported that, in vitro, STn+ cancer

cells exert immunosuppressive activity, downregulating the activity of human dendritic cells @

For this purpose hybridoma technology has been used based on the fusion a murine B cell that
produces anti-STn monoclonal antibodies (mAbs) and a myeloma tumour cell with an infinite
proliferative capacity to continuously supply anti-STn mAbs ® These mAbs have been obtained by
immunizations of Balb/c mice using different STn-based antigens. Due to its carbohydrate nature, STn
by itself is a poorly immunogenic antigen and requires a protein conjugate to increase its
immunogenicity. Therefore for immunization, the antigens that have been used were ovine
submaxillary mucin (OSM), bovine submaxillary mucin (BSM), MUCL1 protein enriched in STn
(STn"MUC1), STn" human cancer cells lysates and STn conjugate with threonine. The reactivity of
mice’s serum against STn" breast cancer cell lines were analyzed by flow cytometry, western blot and

confocal microscopy.

So far, only mice immunized with OSM and MUCL1 protein enriched in STn produce antibodies, which
reactivity was susceptible to sialidase treatment, based on flow cytometry and western blot analysis.
Data suggests that mAb react sialylated structures, probably STn. Therefore, mouse B-cells were

fused with myeloma tumour cells in order to obtain hybridomas producing anti-STn mAb.

Further investigations are in progress to select and maintain hybrid cells producing the desired
antibodies anti-STn. In the future we intend to characterize them and analyse its potential cytolytic

activity.
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Generation of Antibodies for the Treatment of Breast Cancer
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Standard therapies often fail to eliminate residual cancer cells and to prevent disease recurrence and
metastasis. Antibody-based immunotherapy allows the manipulation of the immune system to

eradicate tumor cells showing potentially higher specificity, long-term efficacy and lower toxicity.

The sialyl Tn (STn) antigen is expressed not only in a great majority of breast cancer and absent in
normal cells but also is associated with a poor prognosis, reduced overall survival of the patients and
lack of response to chemotherapy @ In addition, we have recently reported that, in vitro, STn" cancer

cells exert immunosuppressive activity, downregulating the activity of human dendritic cells @

Our team has been developing monoclonal antibodies (mAb) that specifically recognize STn.
However, is that STn by itself is a poorly immunogenic antigen and requires a protein conjugate to

increase its immunogenicity.

For this purpose, the hybridoma technology has been used and optimized for different types of STn-
based antigens in different concentrations and with different times of immunization to determine which
is the best method to produce anti-STn mAbs. The mAbs have been obtained by immunizations of
mice with animal mucins enriched in STn (OSM and BSM), human MUC1 enriched in STn, STn"
human cancer cell lysates and STn conjugated with threonine. The reactivity of mice’s serum against
STn" breast cancer cell lines was analyzed by flow cytometry, western blot and confocal microscopy.

Antibody titers of IgM and IgG to STn were also analyzed.

So far, only mice immunized with OSM and MUCL1 protein enriched in STn produce antibodies with
reactivity susceptible to sialidase treatment, suggesting that mAb reacts against sialylated structures,
probably STn. Therefore, mice B-cells were fused with myeloma tumour cells in order to obtain

hybridomas producing anti-STn mAb.

Further investigations are in progress to select and maintain hybrid cells producing the desired

antibodies anti-STn.
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