MARIANA ARAUJO ALVES MARTINS DA SILVA

-

Licenciada em Biologia Celular e Molecular

IMPACTO DE ANTIGENIOS GLICOSIDICOS NA
IMUNOTERAPIA APLICADA EM CANCRO DE
BEXIGA

Dissertacéo para obtencdo do Grau de Mestre em
Genética Molecular e Biomedicina

Orientadora: Professora Doutora Paula Alexandra Quintela Videira,
Professora Auxiliar Convidada - Faculdade de Ciéncias
Médicas da UNL

Jari:

Presidente: Doutor José Paulo Nunes de Sousa Sampaio
Arguente: Doutora Maria Angelina de S4 Palma
Vogal: Doutora Paula Alexandra Quintela Videira

FACULDADE DE
1 CIENCIAS E TECNOLOGIA

UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA

Novembro 2011




IMPACTO DE ANTIGENIOS GLICOSIDICOS NA IMUNOTERAPIA APLICADA EM CANCRO DE BEXIGA

Copyright Mariana Araljo Alves Martins da Silva, FCT/UNL, UNL

A Faculdade de Ciéncias e Tecnologia e a Universidade Nova de Lisboa tém o direito, perpétuo e sem limites
geogréficos, de arquivar e publicar esta dissertacao através de exemplares impressos reproduzidos em papel ou
de forma digital, ou por qualquer outro meio conhecido ou que venha a ser inventado, e de a divulgar através de
repositérios cientificos e de admitir a sua cépia e distribuicdo com objectivos educacionais ou de investigacao,
ndo comerciais, desde que seja dado crédito ao autor e editor.



PAGINAS INICIAIS:

AGRADECIMENTOS
RESUMOS
INDICES






Agradecimentos

Ao apresentar o presente trabalho, ndo posso deixar de expressar 0 meu agradecimento:

Ao Departamento de Imunologia da Faculdade de Ciéncias Médicas, por me receber no seu
laboratorio;

A Professora Doutora Paula Videira, pela oportunidade oferecida, por acreditar no meu
potencial, pela amizade e pelo apoio no @mbito desta dissertagéo;

Ao mestre Paulo Severino, pelos bons conselhos, disponibilidade, paciéncia, amizade e ajuda
constantes e valiosos no decorrer da tese;

A Doutora Guadalupe e a mestre Myléne Carrascal, pela disponibilidade, amizade e ajuda
prestadas no decorrer da tese;

A Doutora Zélia e ao Dr. Hélio Crespo pela amizade e disponibilidade manifestadas;

Aos restantes membros do Departamento de Imunologia, em especial a Dra. Manuela Correia
pela amizade e ajuda, a Dra. Catarina Martins pelos ensinamentos de Citometria de Fluxo, a
Dra. Teresa Verissimo, pela amizade, a D. Gléria, D. Luisa, D. Idalina e D. Amélia, pela
simpatia e disponibilidade. A D. Elisabete e D. Filomena, pela boa disposi¢do e companhia;

A minha familia, que esteve sempre presente, em especial aos meus pais, Rufino e Maria
Cecilia, por todo o amor incondicional. A minha avé Jalia, por me alegrar e acarinhar todos os
fins-de-semana, a minha prima Andreia, por ser minha “irmd” e a Teresa pelo carinho e
dedicacdo. Ao Claudio, por tudo;

Aos meus amigos, pelo companheirismo e amizade, em especial a Joana Almeida, que foi a
minha grande companheira de laboratdrio, a Francisca Sousa, Luisa Pena, Carolina Pitta,
Mariana Bega, Guilherme Oliveira e Filipe Amarante, por nunca deixarem de me apoiar neste

sonho e por serem 0s meus grandes amigos.






Resumo

O cancro de bexiga ndo-musculo-invasivo é a neoplasia do tracto urindrio mais frequente. A
imunoterapia com bacillus Calmette-Guérin (BCG) constitui a terapia de eleicdo para esta patologia.
Uma vez que o cancro esta associado a alteracdo da glicosilacdo, o objectivo deste trabalho consistiu
em avaliar o efeito de antigénios tumorais glicosidicos em células de cancro de bexiga nos
mecanismos de actuacdo de BCG e na modulacdo da resposta imune. Para isso, a expressdo de
antigénios sialilados e/ou fucosilados, assim como das glicosiltransferases envolvidas nas suas
sinteses, foi analisada em diferentes linhas celulares de cancro de bexiga. Depois de analisado o perfil
glicosidico, foram realizados ensaios de internalizacdo e citotoxicidade celular. Verificou-se que a
linha celular MCRyienisteant, que expressa a sialiltransferase ST6GalNAc-I, e consequentemente o
antigeénio sialil-Tn (sTn), apresenta uma maior capacidade para internalizar BCG do que o respectivo
controlo. Comparando as percentagens de internalizacdo obtidas para as diferentes linhas celulares e
0s respectivos efeitos citotoxicos, 0s nossos resultados indicam que a indugdo de morte das células de
cancro de bexiga por BCG € paralela & capacidade destas células para internalizarem BCG. Foi
também demonstrado, através de ensaios de internalizacdo com diferentes estirpes de BCG, que 0
processo de internalizacdo e de susceptibilidade é depende da estirpe de BCG. Finalmente,
investigdmos se o antigénio sTn nas células tumorais afecta a interac¢do/reconhecimento pelas células
dendriticas (DCs). Observou-se que as DCs induzem a proliferacdo das células tumorais de uma forma
independente do sTn. Verificou-se, através da andlise da expressdo de moléculas apresentadoras de
antigénio, que o sTn parece induzir a repressdo do processo de maturacdo das DCs e influencia o
processo de fagocitose das células tumorais por estas. Conclui-se que o sTh modela a imunoterapia
aplicada em cancro de bexiga, influenciando o mecanismo de accdo do BCG e suprimindo a
imunogenicidade das DCs.

Palavras-chaves:
Cancro de bexiga ndo-musculo-invasivo — bacillus Calmette Guérin (BCG) -
glicosilacao - antigénio sialil-Tn (sTn) - Células Dendriticas (DCs)






Abstract

Nonmuscle-invasive bladder cancer is the most frequent neoplasm of the urinary tract. Bacillus
Calmette-Guérin (BCG) immunotherapy is the treatment of choice of this disease. Since cancer is
associated with glycosylation alterations, the aim of this work was to evaluate the effect of
carbohydrate tumor antigens, expressed by bladder cancer cells, in the mechanisms of action of BCG
and modulation of the immune response. For this, the expression of sialylated and/or fucosylated
antigens and the involved glycosyltransferases was analysed in different bladder cancer cells lines.
After analysing the glycoside profile, internalization and cytotoxic assays were performed. We have
demonstrated that bladder cancer cell line MCRyienistsoni, Overexpressing ST6GalNAc-I
sialyltransferase and, consequently, sialyl-Tn (sTn) antigen, has improved capacity to internalize BCG
than the respective negative control MCRyeniranss. COmMparing the percentages of BCG internalization
obtained for the different cells lines and the respective cytotoxic effects, our results indicate that the
induction of bladder cancer cell killing by BCG parallels the ability of these cells to internalize BCG.
We also demonstrated, by performing internalization assays with different strains of BCG, that the
internalization process and the susceptibility are dependent on the strain of BCG. Finally, we
investigated whether the sTn antigen in tumor cells affects the interaction / recognition of dendritic
cells (DCs). We observed that DCs induce the proliferation of tumor cells independently of sTn
antigen. It was found, by analyzing the expression of antigen-presenting molecules, that sTn appears
to induce the suppression of the maturation process of DCs and influences the process of phagocytosis
of tumor cells by DCs. We conclude that sTn models immunotherapy applied in the bladder cancer by

influencing the mechanism of action of BCG and suppressing the immunogenicity of DCs.

Keywords:
Nonmuscle-invasive bladder cancer - bacillus Calmette Guérin (BCG) — glycosylation - sialyl-
Tn (sTn) - Dendritic cells (DCs)
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A exposicdo das células tumorais ao BCG tem um efeito directo na biologia
destas células, induzindo a paragem do ciclo celular na fase G1, a morte celular
associada a libertacdo da proteina necrdtica HMGB1 e a morte celular por
apoptose. A inducdo da apoptose é desencadeada pela activacdo das vias
extrinseca (activagdo da caspase 8) e intrinseca (activacdo da catepsina B,
libertacdo do citocromo c e activacdo da pro-caspase 9), producdo de Oxido
nitrico e diminuicdo da actividade da telomerase. O BCG pode ainda estimular a
actividade de migracao das células tumorais, como consequéncia da secre¢do de
VEGF por estas

Em reposta ao estimulo do BCG, as células uroteliais produzem um ndmero
limitado de citocinas, que sdo responsaveis pelo recrutamento de mondcitos e
neutrdfilos para o urotélio. Estas células vdo secretar citocinas e quimiocinas
adicionais, levando ao recrutamento e activacdo de varias populacBes
linfocitarias. O BCG presente no urotélio é fagocitado pelas APCs, e o0s
antigénios micobacterianos resultantes da digestdo sdo, depois, reconhecidos
pelos linfocitos T CD4". Este reconhecimento vai induzir a resposta Thi,
provocando a migracdo para o urotélio de populagcBes citotdxicas capazes de
matar as células tumorais: linfocitos T CD8", as células NK, LAK, MAK e
BAK

Linhagens celulares de DCs. Os progenitores das DCs (progenitores
hematopoieticos CD34") originam os precursores mieldides e linféides. Os
mondacitos, apos activacdo, diferenciam-se em DCs CD11c+ que por sua vez
originam trés subpopulagfes celulares: células de Langerhans, células
intersticiais e macréfagos

Estados funcionais das DCs: No seu estado imaturo, as DCs séo altamente
eficazes no processo de captura antigénica. Na presenca de estimulos as DCs
imaturas sdo estimuladas a maturarem, através da activagdo dos receptores de
reconhecimento padrdo (RRP, receptors recognition pattern), nos quais se
incluem os receptores Toll-like (TLRs), ou via activacdo de membros dos
inflamossomas. Este processo de maturacdo envolve a estimulagdo da expresséo
de moléculas co-estimulatérias, a produgdo de citocinas pré-inflamatérias e o
aumento de expressdo do receptor CCR7
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DISSERTACAO



1. INTRODUCAO
1.1 Glicosilagéo

A glicosilacdo constitui um dos fenémenos de modifica¢do po6s-traducional de proteinas mais comum.
Este processo consiste na ligacdo covalente de um ou mais glicanos, constituidos por monossacaridios,
a uma proteina, lipido, hidrato de carbono ou a outro componente organico, formando um
glicoconjugado (Varki et al., 2009 e Reis et al., 2010). Os glicoconjugados encontram-se envolvidos
em varios processos fisioldgicos e patoldgicos, nomeadamente nos processos de diferenciagéo,
migracdo e sinalizacdo celular, interaccGes hospedeiro-patogénio e processos de invasdo tumoral e

metastizacio (Campbell e Yarema, 2005 e Reis et al., 2010).

As classes de glicanos que se encontram nas células eucari6ticas sao definidas com base na natureza
da ligacdo do glicano a molécula alvo (proteina ou lipido), formando, desta forma, diferentes
glicoconjugados (Fig.1.1). Assim, os glicoconjugados podem ser classificados em proteoglicanos,
glicoesfingolipidos, proteinas ligadas a glicofosfatidilinositol e glicoproteinas (Varki et al., 2009 e Li
e Richards, 2010).
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Figura 1.1- Classes de glicoconjugados expressos nas células humanas (adaptada de Reis et al., 2010).

Os proteoglicanos sdo proteinas altamente glicosiladas, cuja unidade bésica é constituida por um
centro proteico ligado covalentemente a uma ou mais cadeias de glicosaminoglicanos (GAGS). Esta

ligacdo envolve um trissacaridio, constituido por duas galactoses e uma xilose, ligado a um residuo de
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serina constituinte da sequéncia aminoacidica. Os glicoesfingolipidos ou glicolipidos resultam da
associacdo de um glicano a um lipido, em que a ligacdo se estabelece através de um residuo de uma
molécula de galactose ou de glucose do oligossacaridio ao grupo priméario terminal do hidroxilo de
uma ceramida (composta por uma esfingosina e um 4&cido gordo). As proteinas ancoradas a
glicofosfatidilinositol sdo glicoconjugados em que a proteina se encontra associada & bicamada
lipidica através de um grupo de fosfatidilinositol. As glicoproteinas sdo definidas como sendo
glicoconjugados nos quais uma ou mais cadeias oligossacaridicas se encontra covalentemente ligada a
uma proteina (Ohyama, 2008, Varki et al., 2009 e Reis et al., 2010).

1.1.1 Glicoproteinas

Existem dois tipos de glicanos associados a glicoproteinas, com base no tipo de ligagdo: os N-glicanos
e 0s O-glicanos. Ambos os tipos de glicosilacdo podem existir em simultdneo na mesma proteina e na
mesma célula. Um N-glicano consiste num oligossacaridio ligado covalentemente ao 4&tomo de azoto
do residuo de asparagina no contexto de uma sequéncia aminoacidica do tipo Asn-X-Ser/Thr (sendo X
gualquer aminoacido excepto a prolina). Um O-glicano consiste num oligossacaridio ligado
covalentemente ao atomo de oxigénio de um residuo de serina ou treonina de uma sequéncia
aminoacidica. O processo de N-glicosilagdo requer a producdo de um oligossacarido precursor que €
transferido em bloco de um lipido dador, o dolicol, para os residuos de asparagina das proteinas
recém-sintetizadas no Reticulo Endoplasmatico (RE). Apéds esta transferéncia verificam-se ciclos de
adicdo e remogdo de glucose no RE, podendo ocorrer depois a adi¢do de residuos sacaridicos terminais
no Aparelho de Golgi (Taniguchi et al., 2008, Varki et al., 2009 e Li e Richards, 2010).

1.1.1.1 O-glicosilacao

Ao contrério da N-glicosilacdo, no processo de O-glicosilacdo a adicdo de agUcares ocorre de forma
sequencial no Aparelho de Golgi (Fig. 1.2). Este processo é iniciado pela adicdo de uma N-
acetilgalactosamina (GalNAc) a um residuo de serina ou treonina da sequéncia aminoacidica,
formando o antigénio Tn. Esta reaccdo é catalisada pelo polipéptido N-acetilgalactosaminiltransferase
(ppGalNACTS), a partir do dador UDP-GalNAc. Apbs a formacdo do antigénio Tn, este pode ser
sialilado pela ac¢do das a2-6 sialiltransferases ST6GalNAc-I/11, originando o antigénio sialil-Tn (sTn)
e terminando o processo de adicdo de aglcares ou mais frequentemente pode ser alongado, originando
outros O-glicanos. Assim, a transferéncia de uma galactose (Gal) para o antigenio Tn leva a formacao
do antigénio T (ou core 1). Esta reaccdo é catalisada pela core 1 1-3N-galactosiltransferase (T sintase
ou ClGalT-1) presente na maioria dos tecidos, enquanto que, a accdo da core 3 P1-3N-
acetilglucosaminiltransferase (C3GnT) sobre o antigénio Tn leva a formagdo do core 3, presente
apenas na mucosa epitelial do tracto gastrointestinal e respiratério e nas glandulas salivares. Também
0 antigénio T pode ser sialilado, sendo esta reaccdo catalisada pelas sialiltransferases a2-3 ST3Gal-
/II/IV ou 02-6 ST6GaINAc-1I/lII/IV formando os antigénios sialil-T (sT) ou disialil-T
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respectivamente. Se ndo ocorrer a formagéo do antigénio sialil-T, o antigénio T pode ser alongado pela
adicdo de uma N-acetilglucosamina (GIcNAc) pela 1-6 N-acetilglucosaminiltransferase (C2GnT-
1/3), presente em células epiteliais e hematopoiéticas, formando o core 2. Se ndo acontecer a sialilagdo
ou a adicéo de Galactose, o core 3 pode ser alongado pela core 2/4 B1N-acetilglucosaminiltransferase
(C2GnT-2), dando origem ao core 4. Estas estruturas core-O-glicanos, especialmente as estruturas
core 2, podem ser estendidos por N- [B3/4acetilglucosaminiltransferase ($3/4 GnT) e [B3/4N-
acetilgalactosiltransferase (p3/4 GalT), conduzindoa formacgdo das cadeias oligossacaridicas tipo 1
(Galp1-3GIcNAc-R), e tipo 2 (Galp1-4GIcNAc-R) (Varki et al., 2009, Cazet et al., 2010 e Reis et al.,
2010).
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Figura 1.2-Vias de biossintese dos O-glicanos (Brockhausen, 2006)

Existem muitas vias pelas quais os O-glicanos podem ser alongados e processados, sendo que a adi¢do
de residuos terminais a estas estruturas, nomeadamente a adi¢do de acido sialico, fucose e/ou sulfato,
pode muitas vezes determinar a funcéo bioldgica, assim como, as propriedades de reconhecimento dos

glicanos modificados (Varki et al., 2009).

1.1.2 Acidos sialicos

Os 4cidos sialicos (Sias) constituem uma grande familia de monossacéridos terminais, nos quais se
incluem o &cido N-acetilneuraminico (Neu5A) e os seus derivados, que se encontram tipicamente
ligados a glicoconjugados expressos na superficie celular de tecidos animais e de alguns
microrganismos (Fig.1.3) (Varki et al., 2009). Os acidos sialicos estdo envolvidos num grande ndmero
de funcdes celulares, tanto em processos fisiol6gicos como patolégicos, nomeadamente na regulagdo
do sistema imunitario, desencadeamento de infeccBes e progressdo de certas doencas (Varki e Varki,
2007).
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Figura 1.3- Os 4acidos N-acetilneuraminico (NeubA) e 2-ceto-3-desoxi-d-glicero-d-galactononénico (Kdn)
constituem os dois acidos sialicos primarios, diferindo apenas no carbono 5. Todos os outros acidos sidlicos sao
derivados metabdlicos destes dois acidos (Varki et al., 2009).

Estes acglUcares de carga negativa partilham uma constituicdo base de nove atomos de carbono e
apresentam uma elevada diversidade estrutural (Fig.1.4). As diferentes ligacdes que se podem formar
entre o atomo de carbono na posicao 2 (C-2) dos Sias e os glicanos subjacentes, em conjunto com 0s
varios tipos de substituices nas posicoes 4, 5, 7, 8 e 9 sdo responsaveis por esta diversidade elevada
dos Sias (Varki et al., 2009 e Chen e Varki, 2010).

Figura 1.4 Diversidade estrutural dos &cidos sialicos, representada pelas substituicdes possiveis de ocorrer nos
residuos R (Varki et al., 2009).

A adicdo de acido siélico a glicoconjugados é mediada por uma familia de enzimas, designadas por
sialiltransferases. Estas enzimas transferem o cido siélico a partir de um substrato dador, o acido N-
acetilneuraminico citidina monofosfato (CMP-Neu5Ac), para as posi¢cdes terminais das cadeias
oligossacaridicas das glicoconjugados e dependendo da sua natureza podem catalisar diferentes
ligacGes, nomeadamente ligagdesa2 -3 ou a2-6 para o residuo def -D-galactose (Gal), ligacdesa?2 -6
para os residuos dé -D-N-acetilgalactosamina (GalNAc) ou B-D-N-acetilglucosamina (GICNACc) e
ainda ligagbesa2 -8 para outros residuos de &cido sialico em gangliosideos ou &cidos polisialicos
(Harduin-Lepers et al., 2001 e Buschiazzo e Alzari, 2008). Estas enzimas constituem uma familia de
mais de 20 glicosililtransferases diferentes, normalmente, associadas a membrana do Aparelho de
Golgi, sendo que os genes que as codificam séo expressos diferencialmente, dependendo do tecido e
tipo de célula e regulados diferencialmente ao longo dos varios estadios do desenvolvimento (Paulson
et al., 1989 e Harduin-Lepers et al., 2001). A importancia das sialiltrasferases no desenvolvimento de
carcinomas € relevante por diversas razdes. Em primeiro lugar, os acidos sialicos podem prevenir
interaccdes célula-a-célula através de efeitos repulsivos ndo especificos de carga, em segundo as
estruturas sialiladas podem interactuar especificamente com moléculas adesivas (selectinas, siglecs e

galectinas), em terceiro a adi¢do do &cido sialico pode mascarar as estruturas sacaridicas subjacentes,
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evitando, assim, o reconhecimento destas por outras moléculas da familia das lectinas e, por ultimo, os
elementos reguladores dos genes que codificam para as sialiltransferases podem constituir alvos de
vias de sinalizac&o especificas, sendo que a activagdo ou o aumento de expressdo de uma determinada
sialiltransferase pode indicar que uma determinada via foi activada (Dall’Olio e Chiricolo, 2001 e
Schauer, 2009).

1.1.3 Alteraces da glicosilacdo no cancro

A alteracdo da glicosilacdo constitui uma das primeiras etapas no processo de invasdo e metastizacdo
tumoral, sendo por isso considerada como uma modificacdo “quasi- universal” nas células tumorais
(Reis et al., 2010).

1.1.3.1 Super-expressao dos antigénios Thomsen Friedenreich em cancro

Uma das modificacbes da glicosilacdo associadas ao desenvolvimento tumoral mais importante
consiste na glicosilacdo incompleta de O-glicanos, levando a formacé&o de oligossacéridos truncados e,
consequentemente, a0 aumento da expressao dos antigénios Thomsen Friedenreich (antigénios T e Tn
e as suas formas sialiladas sT e sTn) (Fig.1.5). A expressdo dos antigénios T e Tn ndo é frequente nos
tecidos normais e, por isso, a presenca destas estruturas na superficie das células tumorais podera
levar ao desencadeamento de uma resposta imunitaria no doente (Varki et al., 2009). Esta alteracdo
no processo de glicosilacdo é consequéncia da desregulacdo da expressdo de glicosiltransferases,
nomeadamente o0 aumento da expressdo da silaliltransferase ST6GalNAc-1 e diminuicdo da T sintase
(C1GalT-1), o que se traduz no aumento de expressdo dos antigénios sTn e Tn, e a diminuigdo da
expressao da C3GnT e aumento da sialiltrasferase ST3Gal-I, que se traduz no aumento dos antigénios
T e sT nas células tumorais (Brockhausen, 2006, Yu, 2007 e Varki et al., 2009). Recentemente, a
descoberta de uma mutacéo no gene que codifica para a chaperona Cosmc, que auxilia na aquisi¢do da
conformacdo tridimensional nativa da enzima T sintase, esta também implicada na acumulagédo dos
antigénios Tn e sTn a superficie das células tumorais (Ju, et al., 2008). Outro dos mecanismos que
também esté envolvido na alteracdo da expressao do antigénio sTn baseia-se no nivel de O-acetilacdo
do residuo de acido sialico. Em cancro do colon, a actividade da enzima ST6GalNAc-I é idéntica em
tecidos normais e tumorais, no entanto o antigénio sTn € apenas detectado em tecidos tumorais. A
diferenca na detec¢do deste antigénio nos tecidos normais e tumorais € explicada pela O-acetilacdo do
sTn, que ¢é frequente em células normais da mucosa do colén, o que evita o reconhecimento destes
antigénios por anticorpos monoclonais anti-sTn, e reduzida em tecidos tumorais (Dall’Olio e
Chiricolo, 2001, Vazquez-Martin et al.,, 2004 e Varki et al., 2009). Por fim, o aumento do
transportador de UDP-Galactose estd também implicado na inducdo da expressdo do antigénio T nas

células tumorais (Varki et al., 2009).
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Figura 1.5- A glicosilacdo incompleta dos O-glicanos nas células tumorais, resulta no aumento de expressao dos
antigénios Thomsen-Friedenreich e nas suas formas sialiladas (adaptada de Varki et al., 2009).

Os antigénios Tn e T sdo expressos em cerca de 90% dos carcinomas humanos (Yu, 2007), incluindo
cancro do colon (Yuan et al., 1986), mama (Desai et al., 1995 e Kumar et al., 2005), bexiga (Coon et
al., 1982 e Limas e Lange 1986), prostata (Janssen et al., 1996 e Zhang et al., 1997), ovério
(Ghazizadeh et al, 1990), figado (Cao et al., 1996) e estbmago (Sotozono et al,. 1994 e Baldus et al.,
2001). Na maioria destes casos, 0 aumento destes antigénios correlaciona-se com a progressao tumoral
e metastizacdo, uma vez que a expressdo do antigénio T também medeia o reconhecimento e a
atracagem das células tumorais as células endoteliais que expressam galectina 3 (revisto em Dall’Olio
e Chiricolo, 2001 e Yu, 2007).

Como jé foi referido anteriormente, as estruturas sialiladas como os antigénios sTn e sT desempenham
um papel crucial no desenvolvimento e progressdo de tumores ao modelarem as interac¢des célula-a-
célula e célula-matrix. Estes antigénios podem mediar o reconhecimento de estruturas glicosidicas
expressas em células tumorais por moléculas receptoras do tipo Lectinas presentes em células
endoteliais e/ou ainda prevenir o reconhecimento de células tumorais por células do sistema imunitario
protegendo células metastaticas em circulagdo na corrente sanguinea da sua destruigdo. (Pinho et al,
2007) A expressdo aberrante do antigénio sTn ja foi descrita em diversos tipos de cancro epiteliais,
nomeadamente em cancro de mama (Schmitt et al., 1995, Soares et al., 1996 e Julien e Delannoy,
2003), gastrico (Imada et al,. 1999, Takano et al., 2000, Nakagoe et al., 2002 e Julien e Delannoy,
2003), pancreético (Julien e Delannoy, 2003), colorectal (Nakagoe et al., 2001 e Julien e Delannoy,
2003), ovarico (Julien e Delannoy, 2003) e em lesdes pré-malignas do tracto gastrointestinal (David et
al, 1992, Itzkowitz et al,. 1992 e Karlen et al., 1998), estando relacionada a um mau progndstico
(Leivonen et al., 2001 e Pinho et al., 2007).

Em suma, os antigénios Tn e T e as suas formas sialiladas sTn e sT sdo marcadores de tumores pouco
diferenciados, sendo a sua expressdo correlacionada com tumores invasivos e altamente proliferativos,
assim como, a um mau prognostico (Julien e Delannoy, 2003, Brockhausen, 2006 e Yu, 2007) e a uma
baixa resposta a quimioterapia (Miles et al., 1994).



1.1.3.2 Super-expressdo dos antigénios Lewis em cancro

Os antigénios de Lewis (Le) constituem um conjunto de estruturas sacaridicas terminais
estruturalmente e biossinteticamente relacionadas que sdo comuns a diferentes classes de glicanos,
nomeadamente N-glicanos, O-glicanos e glicolipidos (Varki et al., 2009). Estes antigénios resultam de
modifica¢Oes nas cadeias oligossacaridicas tipo 1 (Galp1-3GIcNAc-R) e tipo 2 (Galp1-4GIcNAc-R),
através da adicdo de residuos de fucose e 4cido sialico, sendo que os antigénios Le?, Le® e sialil-Le®
(sLe®) derivam de modificacOes na cadeia tipo 1, enquanto que os antigénios Le*, Le” e sialil-Le*
(sLe) resultam da adicdo de residuos de fucose e acido sialico na cadeia tipo 2 (Cazet et al., 2010). A
formagdo do antigénio Le* é originada através daal -4 fucosilagdo do residuo de GIcNAc da cadeia
oligossacarica tipo 1, catalisada pela FucT-IIl. Por outro lado, a ac¢éo dasl -3 fucosiltransferases
FucT-1V/ VI/ IX, que catalisam a transferéncia de um residuo de fucose para o residuo de GIcNAc da
cadeia tipo 2, leva a formacdo do antigénio Le*. As al-2 fucosiltransferases FucT-1 e Il sdo
responsaveis pela formagdo dos antigénios Le® e Le” ao transferirem uma fucose para o residuo de
galactose do antigénio Le* e Le*, respectivamente. Por sua vez, as formas sialiladas destes antigénios
sdo originadas através da ac¢do de a2-3 sialiltransferases, ST3Gal-I1l e ST3Gal-1V/VI, que transferem
acido sidlico para os residuos de galactose das cadeias oligossacaridicas tipo 1 e tipo 2, levando a
formacdo dos antigénios sLe® e sLe*, respectivamente. Neste caso, o processo de a1-3/4 fucosilagdo
ocorre apenas apos a sialilagdo dos residuos de galactose das cadeias oligossacaridicas (Dall’Olio e
Chiricolo, 2001, Varki et al., 2009 e Cazet et al., 2010).

Os antigénios Lewis, nomeadamente os antigénios sLe* e sLe?, sdo frequentemente sobre-expressos
em Varios tipos de carcinomas (mama, pulmdo, célon, gastrico, etc), sendo que esta expressdo se
encontra correlacionada com a progressdo tumoral, metastizacdo e mau progndéstico (Dall’Olio e
Chiricolo, 2001, Ugorski e Laskowska, 2002 e Reis et al., 2010). A alteracdo da expressdo destas
estruturas sialo-fucosiladas no processo de transformacdo neoplasica resulta da desregulacdo das
glicosiltransferases envolvidas na sintese dos antigénios sLe* e sLe® (Fig. 1.6), tais como as a2-3
sialiltransferases e al-3/4 fucosiltransferases, e as p3/4N-acetilgalactosaminiltransferases envolvidas
no alongamento das cadeias oligossacaridicas tipo 1 e tipo 2 (Dall’Olio e Chiricolo, 2001,
Brockhausen, 2006 e Reis et al., 2010).
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Figura 1.6- Formacdo dos antigénios tumorais sLe* e sLe?® (Brockhausen, 2006).

A expressdo dos oligossacaridos sLe” e sLe® a superficie de varios tipos de células tumorais esta
envolvida na adeséo destas células as moléculas de adeséo expressas pelo endotélio (P e E-selectinas).
Estas células malignas utilizam a mesma estratégia de migragdo celular que os leucdcitos, que também
expressam estruturas sialofucosiladas, facilitando assim o estabelecimento da disseminacdo
hematoldgica e a metastizacdo. Assim, percebe-se que as células tumorais que expressam estes
antigénios adquirem uma vantagem na sua sobrevivéncia, uma vez que apresentam ligandos de
selectinas que medeiam interaccfes com as superficies endoteliais (Ugorski e Laskowska, 2002,
Varki et al., 2009 e Cazet et al., 2010).

1.2 Cancro de bexiga

O Cancro de Bexiga (CB) constitui a malignidade mais comum do tracto urinario (Babjuk et al.,
2011). Este tumor é o quarto tumor com maior incidéncia no sexo masculino e a nona causa de morte
devido a cancro neste sexo. No sexo feminino este tumor é menos frequente, constituindo o oitavo
tumor com maior incidéncia entre as mulheres, sendo a propor¢do entre homens e mulheres de

aproximadamente 3:1 (Alexandroff and James, 2000).
1.2.1 Etiologia e factores de risco

Os factores de risco associados ao desenvolvimento e progressdo deste tipo de cancro sdo multiplos e
o tabagismo é o principal, sendo responsavel por cerca de um ter¢o dos carcinomas vesicais. Tal como
noutros tipos de cancro, a idade constitui um factor de risco, verificando-se que a ocorréncia de CB é
superior em idosos. O CB foi também o primeiro cancro a ser relacionado com certos trabalhos e
ocupacgdes, uma vez que sua a incidéncia é superior em certas industrias (automdvel, vestuario,
petrolifera, entre outras), em resultado da exposicdo a determinados quimicos com actividade
carcinogénica. O consumo de certos farmacos, como a ciclofosfamida e analgésicos contendo

fenacetina, bem como, a ingestdo de 4gua com elevados niveis de arsénio estdo também associados ao
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risco de desenvolvimento de tumores vesicais. (Alexandroff e James, 2000, Pinto e Martins da Silva,
2007, Jacobs et al., 2010 e Lokeshwar et al., 2011).

1.2.2 Sintomas e diagndstico

O CB pode ser detectado acidentalmente ou devido aos sintomas apresentados pelo doente. O sintoma
mais comum €é a hematuria verificando-se em mais de 85% dos doentes. Este sintoma pode surgir
isolado ou acompanhado de outros sintomas, tais como ardor miccional, aumento da frequéncia
miccional, lombalgias, dores abdominais e edema dos membros inferiores. Numa abordagem inicial, a
citoscopia e a ecografia vesical constituem os exames habitualmente utilizados para diagnoéstico. No
entanto, por vezes torna-se necessario o recurso a exames mais especializados, como uma Tomografia
Axial Computorizada (TAC), para uma melhor caracterizacdo do tumor ou esclarecimento de davidas

gue possam existir apds a ecografia (Pinto e Martins da Silva, 2007 e Jacobs et al., 2010).
1.2.3 Classificacéo patolégica e estadiamento

Os tumores podem ser divididos em diferentes estadios, dependendo do nivel de invasdo histologica
destes. O estadiamento em cancro € designado por TNM (tumor, node, metastasis), e tem em
consideracdo a profundidade que o tumor atingiu através da parede da bexiga (T), se existem células
tumorais nos nddulos linfaticos (N) e se houve disseminagao para outras partes do corpo (M) (Tab.1.1)
(Jacobs et al., 2010, Babjuk et al., 2011 e Lokeshwar et al., 2011).

Tabela 1.1 - Classificagdo TNM de cancro de bexiga 2010 (Lokeshwar, et al., 2011)

Primary tumor (T)

TX Primary tumor cannot be assessed

T No evidence of primary tumor

Ta MNoninvasive papillary carcinoma

Tis Carcinoma in situ

Tl Tumor invades subepithelial connective tissue

T2 Tumor invades muscularis propria

pT2a Tumor invades superficial muscularis propria (inner half)

pT2b Tumor invades deep muscularis propria (outer half)

T3 Tumor invades perivesical tissue

pT3a Microscopically

pT3b Macroscopically (extravesical massy

T4 Tumor invades any of the following: prostatic stroma, seminal
vesicles, uterus, vagina, pelvic wall, abdominal wall

T4a Tumor invades prostatic stroma, uterus. vagina

T4k Tumor invades pelvic wall. abdominal wall

Regional lymph nodes (N)

MNX Lymph nodes cannot be assessed

N0 No lvmph node metastasis

M1 Single regional lvmph node metastasis in the true palvis
(hypogastric. obturator, external iliac, or presacral
Ivmph node)

M2 Multiple regional lymph node metastasis in the true pelvis
(hypogastric. obturator, external iliac, or presacral
Ivmph node)

N3 Lymph node metastasis wo the common iliac lymph nodes

Distant metastasis (M)

MO No distant metastasis

M1 Distant metastasis




O tipo histolégico mais comum dos tumores de bexiga (em 90% dos casos) € o carcinoma das células
de transi¢do (CCT) ou carcinoma do urotélio, em que o tumor surge a partir da camada interna da
bexiga, o urotélio vesical, distinguindo-se do urotélio normal por ter um aumento do nimero de
camadas celulares (Pinto e Martins da Silva, 2007, MacVicar, 2008 e Jacobs et al., 2010).

Cerca de 70-80% dos tumores do urotélio sdo tumores ndo-masculo invasivos ou superficiais. Estes
abrangem os carcinomas limitados a mucosa, como o carcinoma in situ (Cis ou Tis) e o carcinoma
papilar ndo invasivo (Ta), e os tumores do estadio T1 que tém origem no urotélio mas penetram a
membrana basal até a lamina propria. Os restantes 20% sdo considerados tumores invasivos, por
envolverem pelo menos uma camada muscular, e nestes incluem-se 0s T2 que invadem a camada
muscular, 0s T3 que se estendem até ao tecido perivesical e os carcinomas T4 que invadem Orgaos tais
como: préstata, Gtero, vagina, parede pélvica, parede abdominal (Fig. 1.7) (Pinto e Martins da Silva,
2007, Jacobs et al., 2010 e Lokeshwar, et al., 2011).
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Figura 1.7- Diagrama representativo das Fases T de cancro de bexiga de acordo com a classificacdo TNM

Para além do estadio, o grau também constitui um importante parametro a considerar na avaliagdo do
progndstico e das estratégias de tratamento. O grau de um tumor é determinado de acordo com uma
avaliacdo do nivel de diferenciacdo das células tumorais numa amostra bioldgica, quando visualizadas
ao microscopio. Neste sistema de classificagdo 0s tumores que apresentam um elevado grau
correspondem aos que exibem uma menor diferenciacgdo celular, e por isso, crescem mais rapidamente
e tendem a disseminar-se mais que os tumores de menor grau, cujas células apresentam maior
diferenciagdo (Jacobs et al., 2010 e Babjuk et al., 2011).

1.2.4 Tratamento

Apdbs diagnostico, os doentes com cancro de bexiga sdo submetidos a uma cirurgia designada por

resseccdo trans-uretral (RTU-V). Esta cirurgia endoscopica baseia-se na abla¢do parcial ou total do
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tumor, constituindo, por isso, uma ferramenta terapéutica, mas também possibilita a realizagcdo de um
diagndstico e prognostico mais robusto, uma vez que o tecido retirado é posteriormente analisado,
permitindo a caracterizacdo do tumor. Numa primeira abordagem, nas horas subsequentes a RTU-V
deve ser aplicada uma instilagdo quimioterapéutica intravesical Unica, sendo que as estratégias
terapéuticas subsequentes séo definidas de acordo com o estadio e grau do tumor. Em casos de tumor
superficial a RTU-V podera ser suficiente no tratamento. No entanto, em caso de risco intermédio de
recidiva os doentes devem ser sujeitos a quimioterapia continua intravesical (mitocina C,
epirrubicina) de manutencdo, enquanto que para os doentes que apresentem um elevado risco de
recidiva (lesbes Ta, e T1 de grau elevado, CIS e recidivas frequentes) estd preconizada a
imunoterapia intravesical com bacillus Calmette-Guérin (BCG). Se o tumor é invasivo, geralmente
adopta-se uma abordagem mais agressiva, nomeadamente uma cistectomia radical (remocao total da
bexiga). Em situacbes em que o tumor se encontra no estadio T4 o tratamento habitualmente
escolhido é a quimioterapia e/ou a radioterapia sistémica (Pinto e Martins da Silva, 2007, Jacobs et
al., 2010 e Babjuk et al., 2011).

1.3 Imunoterapia para tumores superficiais de cancro de bexiga
1.3.1. Imunoterapia BCG
1.3.1.1 Historia do BCG e cancro de bexiga

O bacillus Calmette Guérin constitui a terapia intravesical mais comum utilizada no tratamento de
carcinomas uroteliais ndo-musculo invasivos. O BCG é uma sub-estirpe atenuada de Mycobacterium
bovis, desenvolvida entre 1908 e 1921 por Calmette e Guerin, com o intuito de gerar uma vacina
contra a tuberculose humana. A nocdo de que a tuberculose poderia ter algum efeito anti-tumoral
comecgou a desenvolver-se no inicio do século XX, quando Pearl reportou uma baixa frequéncia de
cancro em doentes com tuberculose, no entanto, o uso do BCG como terapéutica anti-tumoral apenas
se iniciou nos anos cinquenta para alguns tipos de neoplasias (leucemia, cancro colorectal, de pulméo
e melanoma), por Llyod Old. Foi no ano de 1976 que Alvaro Morales procedeu a primeira instilacio
intravesical de BCG com o intuito de tratar cancro de bexiga superficial, e desde essa altura a
imunoterapia com BCG para cancro de bexiga superficial sofreu poucas modificacGes. Este
procedimento terapéutico inicia-se uma a trés semanas apoés a realizagdo da RTU-V e consiste numa
instilagdo intravesical semanal, durante seis semanas, de cerca de 81 mg de BCG liofilizado,
reconstituido em 50 mL de solucdo salina. Apds as seis semanas de tratamento pode-se optar por
prosseguir com uma terapéutica de manutencgdo, que dependera do grau e estadio do tumor (Brandau e
Suttmann, 2007, Herr e Morales, 2008 e Kresowik e Griffith, 2009).
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1.3.1.2 Mecanismo de ac¢do do BCG
1.3.1.2.1 Adesdo e internalizacdo do BCG pelas células tumorais do urotélio

O mecanismo de accdo da imunoterapia intravesical com BCG ainda ndo é completamente conhecido.
No entanto, é claro que induz uma resposta imunitaria local caracterizada pelo influxo e infiltracéo
massiva de células inflamatérias (hnomeadamente neutrofilos e macréfagos) para a mucosa e limen da
bexiga, que resulta na producdo de vérias citocinas e no desenvolvimento de uma resposta celular
robusta (Lockyer e Gillatt, 2001 Kresowik e Griffith, 2009).

Uma condicéo essencial para que esta terapia seja bem sucedida é a de o sistema imunitario do doente
ndo se encontrar comprometido, como demonstrado por Ratliff em 1987 ao descobrir que ratos sem
timo ndo desenvolviam uma resposta anti-tumoral mediante uma instilagdo de BCG (Ratliff et al,
1987). Igualmente, a deplecdo de células T CD4" ou CD8" em ratinhos saudaveis inibia a actividade
anti-tumoral mediada pelo BCG (Ratliff et al, 1993). Outro factor essencial, no sucesso desta
imunoterapia, resulta do facto de a bexiga constituir um compartimento confinado, o que permite que
a concentracdo de BCG se mantenha elevada permitindo, assim, uma activacdo continuada e mais

duradoura do sistema imunitario (Higuchi et al, 2009 e Videira et al, 2009).

A interaccdo do BCG com o endotélio urotelial constitui o primeiro passo no processo de
desenvolvimento da resposta anti-tumoral. Assim, apds a instilacdo de BCG, este acumula-se perto da
parede da bexiga, permitindo o estabelecimento de contactos de natureza ndo-especifica e especifica
com as células uroteliais. O Iumen da bexiga encontra-se coberto por uma camada de
glicosaminoglicanos hidrofilicos e altamente sulfatados (GAGS), que protegem a bexiga de patogénios
e compostos toxicos. Tanto a camada de GAGs como a parede celular do BCG sdo carregadas
negativamente, o que permite que o BCG se acumule sem aderir especificamente a parede celular da
bexiga (Bevers et al., 2004). Para além destas interacgdes, estabelecem-se também mecanismos
especificos essenciais na adesdo e internalizacdo de BCG pelas células tumorais do urotélio. Alguns
estudos prévios sugerem que estes mecanismos sao mediados pela fibronectina (FN) que actua como
ponte ao ligar-se tanto as integrinas expressas pelas células do urotélio (receptores a581) como as
proteinas de ligacdo a fibronectina (FAPs) presentes no BCG (Zhao et al., 2000). Nestes estudos, o
pré-tratamento das células da linha tumoral de bexiga T-24 com anticorpos anti- receptor a.541 e anti-
FN comprometeu o processo de adesdo e internalizacdo do BCG por estas células. (Kavoussi et al.,
1990, Kuroda et al., 1993, Bevers et al., 2004 e Pook et al., 2007). No entanto, € preciso realcar que
noutros estudos in vitro, a adigdo de anticorpos anti-FN ndo inibiu o processo de internalizacéo, o que
sugere que a FN ndo apresenta um papel capital no processo de internalizacdo e que, possivelmente, a
internalizacdo do BCG é mediada por moléculas adicionais co-expressas com a FN (Schneider et al.,
1994 e Bevers et al., 2000). Estudos de internalizagdo in vitro demonstram ainda que o processo de
internalizagcdo é dependente da dose de BCG e do tempo de incubagdo, assim como do estado de
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diferenciagdo das células tumorais. Boer e 0s co-autores demonstraram que a capacidade fagocitica
das células tumorais depende do grau destas, ou seja, células pouco diferenciadas (grau elevado)
apresentam uma taxa de internalizagdo superior quando comparadas com as células que apresentam
um estado de diferenciacdo maior (Tab. 1.2) (De Boer et al., 1996).

Tabela 1.2 - Correlag8o entre o grau de diferenciagéo e percentagem de BCG internalizado por diferentes linhas
celulares (De Boer et al., 1996).

Internalization of BCG by a Series of Human Bladder Tumor
Cell Lines Varying in Differentiation Grade®

Cell line Differentiation grade BCG Internalization (% )

T24 Poorly 68
Js2 Poorly 51
TCC-5UP Poorly &4
BT-B Poorly 1)
SBC2 well 0
SBC7 well 2
RT4 Well [}

*Internalization was expressed as pereentage of internalizing
cells (FLLL ¥ /FL2™ ) after 4 h of incubation with BCG and subse-
quent FACS analysis.
Apdbs o processo de internalizacdo pelas células tumorais de grau elevado, o BCG é processado e
degradado, sendo que as glicoproteinas e lipoproteinas resultantes do processamento sdo transportadas
para a superficie celular. Todo este processo induz alteracGes fenotipicas nas células tumorais que,
consequentemente vao interferir em varios aspectos, nomeadamente na modulacdo do sistema

imunitario e no aumento da vulnerabilidade das células tumorais (Bevers et al., 2004).

1.3.1.2.2 Efeito citotoxico do BCG sobre as células tumorais

As alteragdes fenotipicas das células tumorais provocadas pela internalizacdo do BCG encontram-se
sumariadas na Figura 1.8 e incluem a paragem do ciclo celular e a inducdo da apoptose e necrose,
originando directamente danos citostaticos e citotoxicos nas células tumorais de bexiga. Apesar dos
mecanismos anti-proliferativos que o BCG exerce sobre as células tumorais permanecerem por
esclarecer, existem alguns estudos elucidativos sobre este tema. Chen et al. reportaram que a
interaccdo do BCG com as ceélulas uroteliais malignas provoca a activagdo de multiplas vias de
sinalizacdo intracelular, nomeadamente as vias que envolvem os factores de transcricdo NF-xB
(nuclear factor kappa ), APL (activator protein 1) e C/EBP (CCAAT-enhancer-binding proteins).
Esta activacdo vai contribuir para a transcrigdo de genes precoces, incluindo os genes que codificam
para o inibidor da cinase dependente de ciclina p21 e da interleucina 6 (IL-6), levando a paragem do
ciclo celular na fase G1 e & indugdo do processo necrético nas células uroteliais malignas (Chen et al.,
2009). A activacao destas vias promove, também, a libertacdo de varias proteinas intracelulares para o
espaco extracelular, nomeadamente da proteina necrética HMGB1 (High-mobility group protein B1).
Esta proteina actua como uma quimiocina potente atraindo especificamente para o urotélio popula¢des
celulares do sistema imunitario e desempenha, também, fungdes ao nivel da regulacdo da

diferenciagdo das células imunitarias (Chen et al., 2009 e See et al., 2009). A inducdo do processo
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apoptdtico foi, também, apontada como um dos efeitos resultantes da exposicao das células tumorais
uroteliais ao BCG. A inducdo da morte celular programada pela presenca de BCG, segundo alguns
estudos, resulta da activacdo das oOxido nitrico sintetases (Nitric oxide synthase- iINOS e eNOS),
provocando a producdo de Oxido nitrico nas células tumorais (Jansson et al., 1998, Morcos et al.,
2001, Mitropoulos et al., 2005 e Hosseini et al., 2006). Outros estudos implicam o envolvimento da
hidrolase lisossomal catepsina B que, quando activada leva & activacao da proteina pro-apoptdtica BID
(Sandes et al., 2007), enquanto outros estudos sugerem o envolvimento da inibicdo da actividade da
telomerase nas células tumorais, levando ao encurtamento dos telémeros (Saitoh et al., 2002). Apesar
dos mecanismos citotdxicos que o BCG pode desencadear no carcinoma das células de transicdo
(CCT), o tratamento com BCG pode também resultar na estimulagdo da metastizagdo, através da
secrecdo do factor de crescimento endotelial vascular (Vascular endothelial growth factor- VEGF)
pelas células tumorais (Ping et al., 2010).

Aumento da - Libertagdo do VEGF Diminuigdo da
migragdo celular I telomerase
Apoptose

Activag8o das vias de sinalizagdo @ @ -Activagﬁo dos NOS
intracelular NF-kB, AP1, e C/eop © ©

O o o ¥

Produgdo do

Activagdo da expressdop2lell-6 l l éxido nitrico

| Activagdoda  Activag3oda ‘

MNecrose  caspase § catepsina B

Jy 1 1 &

Apoptose Activagdo da
Libertagdo pro-caspase 9
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Figura 1.8- A exposicédo das células tumorais ao BCG tem um efeito directo na biologia destas células, induzindo
a paragem do ciclo celular na fase G1, a morte celular associada a libertagdo da proteina necrética HMGB1 e a
morte celular por apoptose. A inducéo da apoptose é desencadeada pela activagdo das vias extrinseca (activagao
da caspase 8) e intrinseca (activagdo da catepsina B, libertacdo do citocromo c e activacdo da pro-caspase 9),
producédo de 6xido nitrico e diminuigdo da actividade da telomerase. O BCG pode ainda estimular a actividade

de migracdo das células tumorais, como consequéncia da secrecdo de VEGF por estas.
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1.3.1.2.3 Resposta imunoldgica desencadeada pelo BCG

Para além das células tumorais, o0 BCG é também internalizado e processado por células
apresentadoras de antigénios profissionais (Antigen presenting cell- APCs), nas quais se incluem as
células dendriticas, macrofagos e linfécitos B. Ap6s o processo de adesdo e internalizagdo do BCG
pelas células do urotélio verifica-se a producdo de vérias citocinas pro-inflamatérias, nomeadamente
IL-1, IL-6, IL-8 ¢ TNFa, desencadeando a activgdo e mobilizagdo de subpopulagbes de células do
sistema imunitario para o urotélio (Lockyer e Gillatt, 2001 e Kresowik e Griffith, 2009). As primeiras
células a responder a este estimulo sdo os neutréfilos, seguindo-se os mondcitos/macréfagos que se
infiltram na parede do urotélio. Os neutréfilos e macréfagos produzem citocinas e quimiocinas
adicionais atraindo para a bexiga varias populag@es linfocitarias, nomeadamente os linfécitos T CD4".
O BCG ¢ entdo fagocitado e processado pelas APCs, que se encontram no local, e os antigénios
resultantes do processamento vao ser expressos a superficie das APCs e apresentados aos linfécitos T
CD4", no contexto do complexo maior de histocompatibilidade classe 1l (Major Histocompatibility
Complex- MHC-II). Isto resulta no desenvolvimento da resposta celular Thl. Esta resposta é essencial
para a destruicdo tumoral e é caracterizada pela secre¢do das citocinas I1L-2, IL-12, INF-y e TNF-$
que, por sua vez, permitem o recrutamento e a maturacao de células citotdxicas efectoras: linfocitos T
CD8", células citotdxicas activadas por BCG (BCG-activated killer cells - BAKS), linfocitos
citotoxicos activados (lymphokine-activated killer cells - LAK), macréfagos citotoxicos activados por
BCG (BCG-induced macrophage cytotoxicity - MAK) e as células NK (Natural Killers cells) que sdo
naturalmente citotoxicas, completando-se, assim, a ultima etapa na erradicacdo do tumor (Fig. 1.9)
(Patard et al., 1998, Prescott et al., 2000, Bevers et al., 2004 e Kresowik e Griffith, 2009). A accdo
citotoxica das NK, BAK e LAK ¢é mediada por proteinas contidas em grénulos (perforinas e
granzimas) que quando sdo libertadas, induzem a apoptose das células tumorais (Brandau et al., 2001
e Brandau et al., 2007), enquanto que a accéo citotoxica dos linfocitos T CD8" é mediada através das
vias FasL ou perforina (Brandau et al., 2000). Os mecanismos envolvidos na morte das células
tumorais desencadeados pelos MAK sdo mdltiplos, incluindo o contacto directo e a libertacdo de
factores sollveis citotdxicos (INF-y, TNF-a e NO) (Luo e Knudson, 2010). Para além da secrecao das
citocinas, os neutréfilos secretam, também, o ligando indutor da apoptose TRAIL (TNF-Related
Apoptosis-Inducing Ligand), provocando directamente a morte das células tumorais (Ludwig et al.,
2004, Simons et al., 2007 Simons et al., 2008 e Rosevear et al., 2009).
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Figura 1.9- Em reposta ao estimulo do BCG, as células uroteliais produzem um ndmero limitado de citocinas,
que sdo responsaveis pelo recrutamento de mondcitos e neutrofilos para o urotélio. Estas células vdo secretar
citocinas e quimiocinas adicionais, levando ao recrutamento e activacdo de varias populagdes linfocitarias. O
BCG presente no urotélio é fagocitado pelas APCs e os antigénios micobacterianos resultantes da digestdo sdo,
depois, reconhecidos pelos linfocitos T CD4". Este reconhecimento vai induzir a resposta Thl, provocando a
migracdo para o urotélio de populagfes citotoxicas capazes de matar as células tumorais: linfocitos T CD8", NK,
LAK, MAK e BAK.

Apesar do sucesso deste tratamento, a instilacdo intravesical de BCG, que apesar de atenuado, € um
organismo Vvivo e viavel, pode resultar num largo espectro de efeitos secundéarios (cistites, disuria,
hematuria, febre baixa, sepsis etc) (Jacobs et al., 2010). Embora os tratamentos intravesiculares e
endoscopicos disponiveis sejam responsaveis por uma percentagem de sucesso relativamente alta,
cerca de 50% a 70% dos casos de tumores vesicais ndo-musculo invasivos irdo constituir casos de
recidiva, sendo que destes, é esperado que cerca de 10 a 30 % progridam para tumores invasivos
(Jacobs et al., 2010). Dados os factos apresentados, torna-se crucial tanto a optimizagdo da aplicacdo

desta terapia, como o estudo de imunoterapias complementares alternativas a imunoterapia com BCG.

1.3.2. Imunoterapia com vacinas baseadas em células dendriticas

As células dendriticas (Dendritic cells- DCs) sdo células apresentadoras de antigénios especializadas
na iniciagdo e regulagdo da resposta imunolégica. Estas células existem potencialmente em todos os
tecidos, onde capturam antigénios e migram para os 6rgaos linféides secundarios e activam as células
T virgem (naive T cell). Devido a esta capacidade immunoregulatoria, a vacinacdo com DCs

estimuladas com antigénios tumorais tem sido explorada como modalidade de tratamento para cancro.
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1.3.2.1. A biologia das células dendriticas

As DCs constituem uma populacdo de leucdcitos com uma elevada heterogeneidade estrutural e
funcional, variando na sua origem celular, localizacdo anatémica, capacidade funcional, estado de
maturacao, activacao e resposta imunolégica (Lin et al, 2006).

As DCs humanas podem ser divididas em duas grandes linhagens celulares: a linhagem Mieloide e a
linhagem Linfoide (fig. 1.10). As DCs mieldides (mDCs) sdo caracterizadas pela expressdo dos
antigénios de diferenciacdo CD11c (cluster of differentiation -CD). Nesta populacdo de células sao,
também, incluidas as células de Langerhans (Lcs) que sdo encontradas na epiderme e as DCs
intersticiais (int-DCs) que sdo encontradas em todos os outros tecidos. As DCs linféides originam as
DCs plasmacitoides (pDCs) que sdo encontradas no sangue e tecidos linféides e sdo caracterizadas
pela expressdo de CD123. Estas duas subpopulacdes de DCs sdo funcionalmente distintas, as pDCs
sdo responsaveis pela producdo de interferdo tipo | em resposta a infeccGes microbianas e virais,
desempenhando fungBes anti-tumorais através da estimulacdo da resposta imunoldgica inata e
adaptativa. As mDCs expressam CD11b e, ap0s activagdo, secretam IL-12, tendo um papel activo na
inducdo da proliferacdo das células T CD4" e na supressdo do crescimento celular neoplasico
(Paczesny et al, 2003, Ballestrero et al, 2008 e Sabado e Bhardwaj, 2010).

CD34+
Progenitors
LYMPHOID
BONE PLASMACYTOID
MARROW DENDRITIC CELLS

LANGERHANS CELLE

INTERSTITIAL
TISSUE DENDRITIC CELLS

Figura 1.10- Linhagens celulares de DCs. Os progenitores das DCs (progenitores hematopoieticos CD34")

MYELOID

originam os precursores mieldides e linféides. Os monadcitos, apos activacdo, diferenciam-se em DCs CD11c+
que por sua vez originam trés subpopulacdes celulares: células de Langerhans, células intersticiais e macro6fagos
(Paczesny et al, 2003).

As DCs sdo as celulas apresentadoras de antigénios por exceléncia, apresentando uma capacidade
Unica de iniciacdo da resposta imunoldgica primaria. Uma caracteristica particular destas células é a de
compreenderem um processo de diferenciacdo, dependendo do ambiente quimico em que se
encontram (Fig. 1.11). Os seus precursores hematopoiéticos circulam no sangue periférico penetrando
posteriormente nos tecidos periféricos, onde originam as DCs imaturas. No seu estado imaturo, as DCs
sdo caracterizadas por apresentarem uma grande capacidade de captura e processamento de antigénios

bem como uma baixa expressao de moléculas de apresentacdo na sua superficie celular. Nos tecidos
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periféricos, as DCs imaturas encontram-se continuamente a “vigiar” o microambiente e, na presenca
de antigénios ou outros sinais de perigo, ocorre a producdo de citocinas inflamatorias, resultando, por
sua vez, no recrutamento de mais DCs para o local de inflamagdo. Apds o reconhecimento antigenico,
as DCs capturam os antigénios detectados, por fagocitose, macropinocitose ou endocitose, seguindo-se
0 processamento antigénico em pequenos fragmentos que vao ser expressos na superficie das DCs via
MHC-II. Neste processo, as DCs imaturas diferenciam-se em DCs maturas, caracterizadas por uma
capacidade endocitica reduzida e uma elevada expressdo de moléculas de apresentacdo MHC e de co-
estimulacdo (CD40,CD80 e CD86) e pelo aumento de expressdo do receptor CCR7. Ap0s 0 processo de
diferenciagdo, as DCs maturas migram para os tecidos linfaticos, onde ocorrem o0s contactos com as

células T e B, iniciando a resposta imunologica primaria (Sabado e Bhardwaj, 2010 e Lin et al, 2006).

Immature DCs Mature DCs

CD40, CD80
and CD86

TLR

Endogenous PRRAs _ Peptide-MHC
Inflammasomes " (i) class 1N
Proinflammatory cytokines 3

. complex

IL-12

Immunotherapy ©® Future Science Group (2010)

Figura 1.11- Estados funcionais das DCs: No seu estado imaturo, as DCs sdo altamente eficazes no processo de
captura antigénica. Na presenca de estimulos as DCs imaturas sdo estimuladas a maturarem, através da activacao
dos receptores de reconhecimento padrdo (Receptors recognition pattern- RRP), nos quais se incluem os
receptores Toll-like (TLRs), ou via activacdo de membros dos inflamossomas. Este processo de maturacdo
envolve a estimulagdo da expressdo de moléculas co-estimulatdrias, a producéo de citocinas pro-inflamatérias e

0 aumento de expressdo do receptor CCR7 (Sabado e Bhardwaj, 2010).

1.3.2.2. A importancia das células dendriticas na actividade anti-tumoral

O conceito de vigilancia imunolégica anti-tumoral foi inicialmente introduzido por Thomas e Burnett,
defendendo que o sistema imunitario tem a capacidade de identificar as células tumorais como
antigenicamente “estranhas” relativamente as células normais, permitindo, assim, desencadear

mecanismos efectores conducentes a eliminagdo destas (Maia e Cardoso, 2007).

As células dendriticas constituem um dos componentes efectores do sistema imunitario envolvidos na
eliminacdo de células tumorais. Estas células desempenham um papel fundamental na regulacdo da
activacdo das células T e B, assim como das células inatas NK e NKT e, consequentemente, da
secrecao de citocinas por estes efectores. No entanto, sdo muitos 0s casos em que 0 sistema imunitario
ndo desenvolve uma resposta efectiva contra as células tumorais (Apetoh et al, 2011). Muitos estudos

ja demonstraram que uma insuficiéncia na resposta das células dendriticas constitui um dos factores
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que levam ao escape dos tumores a resposta imunitéria. Esta falha na actividade das DCs é muitas
vezes causada por factores segregados pelos tumores, que possuem actividade imunossupressora,
afectando o processo de maturagéo e diferenciagdo das DCs. O estado de maturacdo das DCs constitui,
por isso, um ponto-chave na iniciacdo da resposta imunitéria anti-tumoral. No seu estado imaturo, as
DCs apresentam uma baixa expressdo de moléculas MHC e co-estimulatdrias, ndo havendo, por isso,
activagdo das células efectoras T. Néo obstante, as DCs imaturas podem ainda internalizar as células
tumorais apoptéticas e promover a activacao dos linfocitos T reguladores (Treg) que exercem uma
actividade imunosupressora, conduzindo a uma tolerancia imunoldgica e, consequentemente, a uma
ndo concretizagdo de reposta anti-tumoral efectiva (Lin et al, 2006, Melief, 2008 e Sabado e
Bhardwaj, 2010). Ao contrario das DCs imaturas, as DCs no seu estado maturo desempenham um
papel critico na iniciacdo das respostas imunitarias anti-tumorais inata e adaptativa e, por isso, 0 uso
de DCs como potenciais candidatas na imunoterapia para cancro tornou-se uma opcao logica (Kalinski
e Okada, 2010).

1.3.2.3 Células dendriticas como vectores na imunoterapia contra o cancro

Este conceito terapéutico relativamente recente foi ja aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA) para o tratamento de cancro da préstata avancado (Dawson, 2010 e Jahnisch et al., 2010),
prevendo-se que, futuramente, a sua aplicacdo aumente consideravelmente A abordagem mais comum
utilizada na expansdo de DCs ex vivo, em imunoterapia anti-cancro, consiste na diferenciagéo a partir
de precursores como mondcitos, que sdo isolados do doente. Os mondcitos (CD14* MHC 1l-) séo
cultivados durante varios dias na presenca de interleucina 4 (IL-4) e GM-CSF (Granulocyte
macrophage colony-stimulating factor) de forma a diferenciarem-se em DCs imaturas (DCs CD14
MHC I1++). As DCs imaturas sdo, posteriormente, estimuladas tornando-se maturas, ao serem
cultivadas durante 1-2 dias na presenca de estimulos de maturagdo. O estimulo de maturagcdo mais
comum em imunoterapia consiste numa mistura de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6 e
PGE,) que induzem o aumento de expressao das moléculas de MHC | e 1l, CD40,CD80 e CD86 nas
DCs, consistente com o fendtipo de maturacdo, e a expressao do receptor CCR7, necessario para a
migracdo das DCs para os tecidos linfaticos. Para além destas citocinas, também podem ser utilizados
como estimulos de maturacdo antagonistas dos receptores Toll-like (TLR) ou ligandos do CD40,
embora estas abordagens ndo sejam tdo eficazes como a referida anteriormente. A estimulacdo das
DCs com os antigénios tumorais pode ser efectuada antes ou depois do processo de maturacdo das
DCs. Os antigénios tumorais podem ser péptidos/ proteinas tumorais ou células tumorais irradiadas do
doente. Estes antigénios, apés internalizacdo e processamento, sao apresentados via MHC | ou II.
Outra abordagem de estimulagdo das DCs consiste na utilizacdo de vectores bacterianos ou virais ou
na transfeccdo de mRNA, contendo os genes que codificam para os antigénios tumorais. As DCs
activadas sdo, entdo, administradas no doente intradermicamente, subcutaneamente ou

intravenosamente migrando, posteriormente, para os nddulos linfaticos, onde vdo estimular os
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linfocitos T do doente e assim permitir a erradicacdo das células tumorais (figura 1.12). As DCs
podem também ser propagadas ex vivo a partir de progenitores hematopoiéticos CD34" ou isoladas
directamente a partir das DCs circulante no sangue, mas nenhuma das alternativas é t&o utilizada como
a expansdo de DCs a partir de mondcitos. (Adams et al., 2002 e Sabado e Bhardwaj, 2010).

1 DC precursors:
- Monocytes
- CD34* hematopoietic progenitors

Cytokines 2

Immature DCs

Maturation stimuli:
- Proinflammatory
cytokines

-CD40L 2
- TLR agonists

Loading eof tumor antigens:
Mature DCs - Peptides or proteins

- BNA electroporation

- Bacteria/viral vectors

In vivo Ex vivo

Lymphoid tissues

Figura 1.12- Imunoterapia com células dendriticas: Os precursores de DCs sdo isolados a partir do doente (1). A
incubacdo dos precursores com citocinas (2), induz a sua diferenciacdo em DCs imaturas. Segue-se a inducéo da
maturacéo das DCs (3) através de estimulos de maturagdo. A activacdo das DCs com antigenios tumorais do
doente (4) é efectuada antes ou depois do processo de maturacdo. As DCs maduras e activadas sdo injectadas de
novo no doente (5), migrando para os tecidos linféides onde véo activar as células T (6). As células T activadas
saiem dos tecidos linfaticos para o local do tumor (7), onde inibiem o crescimento tumoral (8) (Sabado e
Bhardwaj, 2010).

Este tipo de imunoterapia para cancro ja foi explorado em vérios ensaios clinicos, em doentes com
diferentes tipos de tumores, incluindo cancro de mama, mieloma mdltiplo, cancro da prostata,
carcinoma celular renal, melanoma maligno, cancro colorectal e cancro do pulmao (Paczesny et al,
2003), tendo sido obtidos resultados animadores para esta abordagem, uma vez que a imunoterapia
contra cancro com DCs é efectiva para alguns doentes com um minimo de efeitos colaterais
(Ballestrero et al., 2008 e Gao et al., 2008).
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1.4 Introducéo ao Tema da tese

Apesar dos recentes avangos terapéuticos, os tumores ndo musculo-invasivos de bexiga apresentam
uma elevada taxa de recorréncia e progressao tumoral (Jacobs et al., 2010). O bacillus Calmette-
Guérin (BCG) € a terapia intravesical mais utilizada. Contudo, o seu mecanismo de accao nas células
tumorais uroteliais ainda ndo é totalmente conhecido e pouco se sabe sobre os factores individuais que
influenciam a resposta a esta terapéutica. Assim, torna-se crucial, por um lado, optimizar a aplicacdo
desta terapia, como por outro, testar terapias complementares como a imunoterapia com células
dendriticas (DCs).

A alteracdo da glicosilacdo constitui uma das primeiras etapas no processo de invasdo e metastizacdo
tumoral (Reis et al.,, 2010). Em particular, a expressdo das estruturas sialiladas de Thomsen
Friedenreich tem implicacbes bioldgicas profundas, influenciando as interaccdes célula-célula e
célula-matriz extracelular, o que, consequentemente interferira com a progressdo tumoral,
metastizacdo, resposta imunitaria, interaccdo patogénico-hospedeiro e resposta a terapia (Reis et al.,
2010). A expressao aberrante dos antigénios Thomsen-Friedenreich sialilados ocorre em células de
cancro de bexiga, assim como a expressdo aberrante das respectivas sialiltransferases que catalisam a
transferéncia do é&cido sialico para estas estruturas glicosidicas (Videira et al., 2007 e Videira et al.,
2009). Por outro lado, um estudo preliminar do grupo sugere que os doentes que respondem a
terapéutica BCG apresentam uma expressao superior de sialiltransferases comparativamente aos

doentes ndo respondedores (Videira, P. A., dados ndo publicados- ver anexo ).

Esta dissertacdo teve como objectivo perceber se as alteragbes glicosidicas associadas a cancro de
bexiga interferem com a eficacia das terapias BCG e baseada em DCs. Para o efeito, o perfil
glicosidico de diferentes linhas celulares de cancro de bexiga foi inicialmente caracterizado, quer a
nivel transcricional por quantificagdo de mRNA das glicosiltranferases envolvidas na adicdo de
acucares terminais, quer fenotipicamente por identificacdo dos marcadores de superficie por citometria
de fluxo. Apos feita a caracterizagdo das linhas celulares, procedeu-se aos ensaios de internalizacédo e
citotoxicidade celular com BCG. Utilizaram-se duas estirpes de BCG, a estirpe comercial RIVM e a
Pasteur, sendo que a ultima foi previamente modificada de modo a expressar a proteina verde
fluorescente (Green Fluorescent Protein - GFP). A avaliagéo da internalizacdo e citotoxicidade celular
induzida por BCG foi realizada por citometria de fluxo. Para além da avaliacdo do papel de glicanos
sialilados nas células tumorais de bexiga na resposta destas a presenca do BCG, pretendeu-se também
estudar o tipo de resposta imunoldgica desencadeada pelas DCs na presenca destas estruturas, mais
especificamente na presenca do antigénio sialil-Tn (sTn). Para isso foram utilizadas as linhas de
cancro de bexiga MCRpienisteon: € MCRpLentitransa: A linha MCRpLenisteon: SObrexpressa a enzima
ST6GalNAc-1 e, consequentemente tem uma grande expressdo de antigénios sTn, enquanto que a

linha MCR_eniransa NA0 €XPressa esta enzima, nem antigénio sTn. Neste ambito foi estudado o efeito
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da presenca de DCs na proliferagdo das células tumorais MCRyenii.steani € MCRpLentitransd, 85SiM COMO
a influéncia dos antigénios tumorais sTn e Tn no estado de maturagdo e capacidade fagocitica das
DCs.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Cultura e manutencao das linhas celulares de cancro de bexiga

No decorrer desta tese, utilizaram-se as linhas celulares de cancro de bexiga MCRpienistsoni,
MCRpLenti_transd, HT1376pLent|ST361, HT1376pLent|tran5d, T'24 € 5637. EStaS Iinhas Séo aderentes a
superficies plasticas polarizadas, multiplicando-se eficazmente em frascos de cultura simples (Nunc

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

As linhas celulares MCRpientisteon: € MCRpientitransa € HT1376pentistact € HT1376pentitransa S40
variantes das linhas celulares MCR e HT1376, respectivamente. Estas linhas foram, anteriormente,
modificadas geneticamente, através da transducdo com plasmideos contendo ou ndo cDNAs das
sialiltransferases humanas ST6GalNAc-I e ST3Gal-I, utilizando-se o sistema de expressao lentiviral
comercial pLenti6/V5-D-TOPO. Assim, as linhas celulares MCRpienisteon: € HT1376p enistac1
expressam as enzimas ST6GalNAc-1 e ST3Gal-l respectivamente, e tém uma alta expressdo dos
antigenios sialil-Tn (sTn) e sialil-T (sT), respectivamente (Amado, 2007). Como controlo, as linhas
celulares MCR e HT1376 foram também transduzidas com o lentivirus pLenti6/V5-D-TOPO sem
insercédo de cDNA, originando as linhas MCRyentitransa € HT1376pLenti.transas r€Spectivamente (Amado,
2007).

As linhas celulares MCR, HT1376 e T-24 foram desenvolvidas a partir de carcinomas de células de
transicdo (CCT) de grau Ill, de um homem de 51 anos (Fabbri et al., 2005), de uma mulher de 58 anos
(Rasheed et al, 1977) e de uma mulher de 81 anos (Bubenic et al, 1973), respectivamente. Ja a linha
celular 5637 foi estabelecida a partir de um carcinoma de bexiga, de grau I, de um homem de 68 anos
(Fogh J, 1978).

As linhas celulares de cancro de bexiga foram cultivadas em meio de cultura DMEM completo,
consistindo de meio DMEM simples de alta concentracdo de glucose (Sigma-Aldrich), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich), 2 mM de L-glutamina (Gibco/Invitrogen) e 100
Mg/mL de Penicilina/Estreptomicina. Os meios de cultura das linhas celulares de cancro de bexiga
foram renovados a cada dois dias, procedendo-se a remogdo das células dos respectivos frascos de
cultura aquando de uma confluéncia celular de cerca de 75% a 80%, utilizando Tripsina-EDTA

(Gibco) e passagem para novos frascos de cultura.

As linhas celulares foram também armazenadas em criotubos a -80° C e em azoto liquido, em meio de
congelacdo que consiste em meio de cultura simples, suplementado com 20% de soro fetal bovino e
10% de dimetilsulféxido (DMSQO) (Merck).
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2.2 Obtencéo de células dendriticas (DCs) derivadas de mondcitos humanos

As células dendriticas utilizadas no decorrer desta tese foram obtidas através da diferenciacdo de
mondcitos humanos, obtidos a partir de concentrados leuco-plaquetarios (buffy coats) de dadores

saudaveis, fornecidos pelo Instituto Portugués do Sangue.

Numa primeira fase, procedeu-se a separacdo das células mononucleares, que consiste numa fracgéo
celular composta maioritariamente de mondcitos e linfocitos, através de centrifugacdes em gradiente
de densidade. Para isso, o concentrado leuco-plaquetario foi diluido em Tampdo Fosfato Salino 1x
(Phosphate buffered saline- PBS; ver anexo ) numa propor¢do de 2:3 e centrifugado a 2500 rpm
durante 10 min, para remocdo das plaquetas e eritrocitos. Apés a centrifugacdo, o anel da interfase
(concentrado leucocitario) foi removido e transferido para um novo tubo, onde foi diluido 3x em PBS
1x. O concentrado diluido foi depois adicionado lentamente sobre 6 mL da mistura Ficoll-Hypaque
(Biochrom AG) e sujeito a uma centrifugacdo a 2500 rpm durante 20 min, num rotor oscilante e sem
sistema de travagem. Esta mistura de Ficoll-Hypaque possui uma densidade superior a das células
mononucleares e inferior aos globulos vermelhos e granulécitos, permitindo, assim, uma separagdo
por diferenca de densidades. Como resultado da centrifugacdo, obteve-se um anel das células
mononucleares na interfase, entre o plasma na fase superior e os eritrocitos e granuldcitos em Ficoll-
Hypaque na fase inferior. O anel resultante foi depois transferido para um novo tubo de vidro,
resuspendido em PBS 1x e sujeito a duas centrifugagdes sucessivas, a primeira a 1400 rpm durante 10
min e a segunda a 800 rpm durante 5 min, para remover os granuldcitos restantes, plaquetas e residuos
de Ficoll-Hypaque. Nesta fase, o sedimento celular resultante foi ressuspendido em 10 mL de PBS 1,
tendo-se retirado uma pequena amostra para determinar a densidade celular no contador hematologico,
seguindo-se uma centrifugacdo a 1200 rpm durante 10 min. De acordo com a densidade celular obtida,
ressuspenderam-se as células em 80 pL de tampdo Beads frio (solu¢do usada no protocolo de
separacao de células utilizando micro-esferas magnéticas; ver Anexo Il) e 20 puL de micro-esferas
magnéticas anti-CD14 (Miltenyi Biotec) por cada 3 x 107 células. As micro-esferas magnéticas anti-
CD14 reconhecem apenas 0s mondcitos, uma vez gque estes expressam na sua superficie o marcador
CD14.

As células foram incubadas com as micro-esferas durante 15-20 min a 4° C, sendo de seguida lavadas
com tampd@o Beads frio e centrifugadas a 1200 rpm durante 10 min. O sedimento celular resultante foi
ressuspendido em 500 pL de tampdo Beads frio por cada 10 x 10" de células. O isolamento dos
monocitos foi efectuado nesta fase do procedimento, em que a suspensao celular foi passada por uma
coluna de seleccdo positiva LS (Miltenyi Biotec) montada num MidiMACS Separator (Miltenyi
Biotec). O MidiMACS Separator exerce um campo magnético, promovendo a retencao na coluna dos
mondcitos ligados as esferas magnéticas anti-CD14. De seguida, a coluna foi lavada trés vezes com 3

mL de tampdo Beads frio sendo desprezada a fraccdo negativa. A fraccdo CD14 positiva retida na
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coluna foi recuperada por eluicdo com 5 mL de solugdo tampdo Beads, apds desmontar a coluna do
campo magnético. De seguida, ap6s contagem dos mondcitos obtidos, procedeu-se a nova
centrifugacdo de 10 min a 1200 rpm. Os mondcitos foram ressuspendidos em meio de cultura RPMI-
1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2 mM de L-glutamina, 100 pg/mL de
Penicilina/Estreptomicina, 1% de aminoécidos ndo-essenciais (Gibco/Invitrogen), 1% de piruvato de
sodio (Gibco/Invitrogen), 50 uM 2-mercaptoetanol (Gibco/Invitrogen) e 1000 U/mL de Interleucina-4
(IL-4) (R&D Systems) e de GM-CSF (Granulocyte macrophage colony-stimulating factor) (R&D
Systems). Os monacitos ressuspendidos foram distribuidos em placas de 24 pogos (Greiner Bio-one)
numa densidade de 1 x 10° células/mL. As culturas foram mantidas durante seis dias numa estufa a
37°C e com uma atmosfera humedecida com 5% de CO,, sendo que 0 meio de cultura foi renovado de
dois em dois dias, retirando metade do volume de cada poco gentilmente (dado que os mondcitos se
depositam mas ndo sdo aderentes) e adicionando a mesma quantidade de meio de cultura fresco com
IL-4 e GM-CSF nas quantidades descritas anteriormente. Ao fim dos seis dias de cultura, os

mondcitos originaram as células dendriticas imaturas.
2.3 Técnicas
2.3.1 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica que permite analisar multiplos parametros de particulas ou células
em suspensdo (de 0,5 pum a 40 pm de didametro), de forma individual dentro de populagdes
heterogéneas. A analise de varios parametros para cada célula é conseguida pelo citometro de fluxo
com base num fluxo laminar que promove a passagem das células uma a uma, através de um feixe de
luz. A passagem de células provoca, entdo, a dispersdo dos fotdes tanto na direccdo logitudinal
(Forward Scatter- FSc), como na direcgdo transversal (Side Scatter- SSc). A intensidade da luz é,
depois, quantificada por um detector e convertida em voltagem, sendo a magnitude do pulso de
voltagem da dispersdo longitudinal proporcional ao tamanho da célula e a dispersdo transversal
proporcional a complexidade e granularidade relativa da célula. Outro dos parametros informativos
fornecido pelo citémetro corresponde a Intensidade da Fluorescéncia Média (Mean fluorescence
intensity- MFI). O uso de compostos fluorescentes, como anticorpos marcados com fluoréforos,
constitui um dos meios mais comuns para estudar a complexidade antigénica celular e o MFI
corresponde a estimativa da quantidade de anticorpo que se ligam especificamente na superficie
celular (Ormerod, 2008).

Os dados resultantes sao transferidos para um computador e representados graficamente.

O citémetro de fluxo utilizado nesta tese foi um FACSCalibur Flow Cytometer (Becton Dickinson),
composto de quatro filtros, capaz de interpretar até quatro fluorescéncias diferentes, fluorescéncia
verde (FL-1), amarela (FL-2), laranja (FL-3) e vermelha (FL-4).
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2.3.2 Reaccéo de polimerizacdo em cadeia em tempo real quantitativo (RT-PCR)

A transcricdo reversa combinada com a reaccao de polimerizacdo em cadeia em tempo real (Real time
PCR- RT-PCR) constitui uma técnica eficaz para analisar e quantificar a expressdo de um determinado
gene. Esta metodologia € altamente sensivel e precisa, uma vez que permite que 0s processos de
amplificacdo e deteccdo sejam realizados numa Unica etapa, produzindo resultados de quantificacdo

rapidos e fiaveis (revisto em Wong e Medrano, 2005).

Esta técnica distingue-se do PCR tradicional pela utilizacdo de fluorocromos que, quando excitados
emitem um sinal proporcional a quantidade de produto de PCR formado. Neste trabalho, a tecnologia
utilizada foi a TagMan, que consiste na utilizagdo de sondas hidrolizaveis conjugadas a um
fluorocromo quencher e a outro repdrter. Enquanto a sonda esta intacta, o fluorocromo quencher
absorve a fluorescéncia do repdrter. No entanto, durante a reaccdo de amplificagdo, a sonda é
degradada pela actividade 5’-3’ exonuclease da Taq polimerase, resultando na libertacdo de
fluorescéncia do fluorocromo reporter, que € detectada pelo aparelho. Assim, em cada ciclo de PCR, a
emissdo de fluorescéncia vai aumentando exponencial e proporcionalmente ao produto formado
(Velden et al., 2003 e Wong e Medrano, 2005).

Neste trabalho, foi utilizado o método de quantificagdo relativa que se baseia na comparagdo da
expressao entre um gene alvo e um gene/grupo de genes de referéncia. A expressao relativa de cada
gene em estudo foi analisada de acordo com o modelo desenvolvido por Livak e Schmittgen, também

-AACT
2

designado por método (Livak e Schmittgen, 2001). Este modelo matemético assume que as

eficiéncias das reaccbes de amplificacdo dos genes alvo e referéncia (controlo endogéno) sejam
aproximadamente iguais, ou seja que a eficiéncia da reaccdo de amplificacdo seja aproximadamente de

100%. Este método comparativo para quantificacdo relativa utiliza a seguinte formula aritmetica:
Quantidade relativa (RQ) = 2 -aaCr

sendo, simplificadamente:

expressdo de um gene alvo na amostra em estudo

RQ =

expressdo de um gene alvo na amostra calibradora

em que Cxy, ciclo limiar (threshold cycle), corresponde ao ciclo no qual é detectado o primeiro aumento
significativo da fluorescéncia emitido pela sonda, &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 amplificagdo de um
controlo enddgeno. Assim, AAC+ corresponde a variacdo entre o valor de ACyda amostra em estudo e

o0 valor de ACyda amostra calibradora (Livak e Schmittgen, 2001).
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Para qualquer um dos métodos de quantificacdo, sdo necessarios controlos enddgenos para normalizar
a variacdo da expressdo genética entre as varias amostras, uma vez que o material genético obtido a
partir de diferentes individuos varia ao nivel da quantidade e integridade de mRNA. Geralmente 0s
genes que s80 expressos constitutivamente, como os genes que codificam para a f-actina e para a
enzima desidrogenase gliceraldeido 3-fosfato (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase -GAPDH),

sdo utilizados para fazer esta normalizacéo (revisto em Wong e Medrano, 2005).
2.4 Caracterizagao glicosidica das linhas celulares de cancro de bexiga

As linhas celulares de cancro de bexiga MCRyienisteont, MCRpientitransas HT1376p1enist3c1,
HT1376p entivansas 1-24 € 5637 foram caracterizadas quanto ao seu perfil glicosidico, pela
guantificacdo de mRNA de glicosiltransferases e pela deteccdo da expressao de antigenios gicosidicos

na superficie celular, por citometria de fluxo.
2.4.1 Andlise da expressao genética por RT-PCR
2.4.1.1 Extraccdo de RNA e transcrigdo reversa para DNA complementar (cDNA)

Apobs descongelamento dos sedimentos celulares das células em estudo, procedeu-se & extraccao de

RNA e & sua posterior conversdo para DNA complementar (cDNA).

Para a extraccdo de RNA utilizou-se o sistema comercial GenElute™ Mammalian Total RNA
Miniprep Kit (Sigma), tendo-se seguido as instrucGes e utilizado as solu¢bes fornecidas pelo
fabricante. As concentracBes de RNA obtido foram determinadas por espectrofotometria num UV-
1700 PharmaSpec (Shimadzu, Duisburg, Alemanha). Para tal, o estado de pureza das amostras foi
analisado através da relacdo das leituras a 260 nm e 280 nm (Aze0/A:s0), Sendo que valores abaixo de 1,8
ou acima de 2,0 indicam contaminagdo com proteina. As concentracdes das amostras de RNA foram
determinadas recorrendo & seguinte relacdo: uma unidade de absorvancia (Abs) a 260 nm corresponde
a 44 pg de RNA por mL.

A reaccdo da conversdo do RNA em cDNA foi efectuada com base na estratégia de oligonucleétidos
iniciadores (primers) aleatérios que se hibridam a diversas regides do RNA permitindo a sua posterior
transcricdo por accdo da transcriptase reversa. Para tal, usou-se o sistema comercial High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Sinteticamente foi
efectuada uma mistura de 50 pL por reac¢do, contendo 10 pL de oligonucleotidos iniciadores
aleatorios, 4 pL de nucled6tidos livres, 5 pL de transcriptase reversa, 10 pL de solugdo tampdo e 21 pL

de 4agua ultra pura. Esta mistura foi adicionada as amostras de RNA numa proporcao de 1:1.
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2.4.1.2 PCR em tempo real (RT-PCR)

O PCR em tempo real foi realizado numa 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
Cada reaccdo de PCR foi realizada num volume de 10 pL, tendo sido utilizada a TagMan Fast
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). Assim, para cada reacgéo, adicionou-se 5 pL de
TagMan Fast Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 1,8 puL de cDNA e 1,2 ul de 4gua.
Seleccionou-se um conjunto de sondas TagMan e oligonucledtidos iniciadores para os genes de
interesse (Tabela 2.1.) (Applied Biosystems), pipetou-se 2 pl de cada sonda para uma microplaca de
96 pocos (Fast Optical 96-Well Reaction) e, em seguida, 8 pl da mistura contendo o cDNA. Depois de
selada, a placa foi centrifugada a 2000 rpm durante 5 min. As condigdes 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 desnaturagdo do DNA em cadeia dupla e por tltimo um ciclo de 30 seg a

60° C para a hibridac&o dos oligonucleétidos iniciadores e polimerizacdo das novas cadeias de DNA.

Tabela 2.1- Identificacdo do ensaio para cada um dos genes analisados

Mome do Gene Identificacdo do ensaio™
FUT1 Hs00355741_m1
FUT3 Hs00356857_m1
FUT4 Hs01106466_s1
FUT6 Hs00173404_m1
FUT7 Hs00237083_m1
FUT9 Hs00276003_m1

POFUT1 Hs01566665_m1
POFUT2 Hs00209536_m1
ST3GAL1 Hs00161688_m1
ST3GALZ2 Hs00199480_m1
ST3GAL3 Hs00196718_m1
ST3GAL4 Hs00272170_m1
ST3GALS Hs00187405_m1
ST3GALSG Hs00196086_m1
ST6GAL1 Hs00174599_m1
ST6GALNAC1 Hs00300842_m1
ST6GALNAC2 Hs00197670_m1
STEGALNAC3 Hs00541761_m1
ST6GALNAC4 Hs00205241_m1
ST6GALNACS Hs00229612_m1

STEGALNACSE Hs00203739_m1

* O prefixo “Hs”, abreviatura de Homo sapiens, designa a espécie para o qual o ensaio foi formulado. O sufixo
“m1” indica um ensaio cuja sonda e oligonucleétidos iniciadores foram desenhados sobre uma jungao exao-exao,
ndo detectando DNA genémico enquanto que o sufixo “s1” indica um ensaio cuja sonda e oligonucle6tidos
iniciadores foram desenhados sobre um Unico ex&o, podendo detectar DNA gendmico.

De forma a excluir a ocorréncia de contaminac@es nas reacces de amplificacdo foram efectuadas em

paralelo reacgdes controlo negativo. Cada reaccdo de PCR em tempo real foi realizada em duplicado.

Para normalizar o valor do sinal de cada amostra, de forma a que as variacdes de RNA entre as
amostras resultem exclusivamente de uma variacdo biologica real, foi utilizado como controlo
enddgeno o gene constitutivo da S-actina. A anélise dos valores de expressdo genética dos genes

2 —AACt

testados foi efectuada aplicando-se 0 método de Livak e Schmittgen ou e assumindo que a
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eficiéncia da reac¢do de amplificacdo foi de aproximadamente 100%, de acordo com a validagc&o dos

ensaios realizada pelo fabricante.
2.4.2 Analise fenotipica por Citometria de fluxo

Para uma andlise fendtipica das estruturas glicosidicas expressas a superficie das linhas celulares de
tumor de bexiga, testadas anteriormente ao nivel da expressao genética, estas células foram avaliadas
por citometria de fluxo, apds tratamento com enzimas especificas e/ou marcagdo com determinados
anticorpos e/ou lectinas. As enzimas utilizadas neste procedimento foram a sialidase de Clostridium
perfringens (Roche Diagnostics), uma exoglicosidase que cliva acidos sialicos terminaisa2 -3, 02-6 e
a2-8 ligados N-glicanos ou O-glicanos, e a endopeptidase de O-sialoglicoproteinas (O-
sialoglycoprotein endopeptidase- OSGE), que cliva péptidos com O-glicanos sialilados. Os anticorpos
utilizados estdo na forma de sobrenadantes de hibridomas (oferta do Professor Celso Reis,
IPATIMUP, Porto), nomeadamente os clones de hibridoma TKH2 (anti-sTn), FH6 (anti-sLe*), HB80
(anti-sLe?) e CA3F4 (anti-Le®). As lectinas utilizadas neste procedimento foram a Peanut agglutinin
lectin (PNA), que exibe afinidade de ligagdo para o antigénio T (Galpl-3GalNAcal-Ser/Thr), a
Sambucus nigra (SNA) com especificidade de ligagdo para &cido sidlico ligado a galactose numa
ligacdo 02-6 (NeubSAca2-6Gal(NAC)-R) e a Maackia amurensis (MAA) que reconhece ligagdes acido
sidlico a2 -3Gal (Neu5Aco2-3Gal-R). Estas lectinas sdo marcadas com fluoresceina isotiocianato
(Fluorescein isothiocyanate —FITC; Invitrogen), de modo a exibirem fluorescéncia, podendo assim ser

utilizadas nos protocolos de citometria.
2.4.2.1 Marcagao com anticorpos e lectinas das células tratadas ou ndo enzimaticamente

As linhas celulares de cancro de bexiga foram ressuspendidas em meio DMEM simples e tratadas com
20 mU/mL de sialidase por cada 5 x 10° células/mL, durante 90 min a 37°C na estufa de CO, ou
ressuspendidas em meio DMEM com 5% de soro e tratadas com 20 pL de enzima OSGE (4mg/mL),
por cada 5 x 10° células/mL, durante 120 min a 37°C na estufa de CO,. Apls 0s tratamentos
enzimaticos, as células foram lavadas e centrifugadas a 2000 rpm durante 5 min e os sedimentos
celulares resultantes foram ressupendidos em PBS 1x, tendo-se seguido a incubacdo das células
tratadas com os anticorpos ou lectinas.

As linhas celulares de cancro de bexiga, tratadas ou ndo com as enzimas, referidas anteriormente,
foram ressuspendidas em PBS 1x, numa densidade de 2 x 10° células/mL. As suspensdes celulares das
varias linhas foram divididas e distribuidas por tubos de citometria, para se proceder a marcagdo com
0s anticorpos monoclonais e lectinas especificas. Nomeadamente, por cada 100 uL de reaccdo de
marcacgdo utilizou-se 20 pL do anticorpo anti-sTn, 7,5 L de anticorpo anti-sLe*, 100 uL de anticorpo
anti-sLe® e 20 pL de anticorpo anti-Le® de acordo com optimizagédo prévia no laboratério. As células
foram posteriormente sujeitas a marca¢do com 10 pL de anticorpo secundario policlonal fluorescente

anti-lg-FITC (1:10; Dako), durante 15 min no escuro. Como controlo, procedeu-se também a

29



marcacdo das células apenas com o anticorpo secundario. Na marcacdo com as lectinas, utilizou-se 5
pL de lectina PNA-FITC (1mg/mL; Eylabs), 4 pL de lectina SNA-FITC (0,25 mg/mL; Sigma), e 2,5
UL de lectina MAA-FITC (2 mg/mL; Eylabs). O periodo de incubacéo foi de 30 min e 15 min para 0s
anticorpos e lectinas, respectivamente, a 4°C. Apos os periodos de incubagdo, as diferentes células
foram lavadas de modo a remover o excesso de anticorpo/lectina e, por fim, ressuspendidas em cerca
de 200 pL de FACS FLOW. A expressao das estruturas glicosidicas foi analisada por citometria de

fluxo, utilizando o programa de aquisicdo CellQuest (Becton Dickinson).

A expressdo do antigénio sTn foi analisada periodicamente nas linhas celulares MCRpeni.stecn: €
MCRpLeniranss, COMO forma de controlo de eventuais reversdes de fenotipo e/ou contaminages

transversais entre linhas celulares, por citometria de fluxo, segundo o procedimento acima referido.

2.5 Avaliacdo da internalizacdo de BCG e consequente susceptibilidade das linhas tumorais de

bexiga

Apés feita a caracterizacdo do perfil glicosidico das diferentes linhas tumorais de bexiga utilizadas
nesta tese, procedeu-se a avaliacdo da internalizacdo do bacillus Calmette Guérin (BCG) por estas
linhas, assim como, eventuais efeitos citotoxicos directos causados pela interaccdo de BCG com as

células tumorais.
2.5.1 Avaliacdo da internalizacédo de BCG-RIVM pelas células MCR por citometria de fluxo

Numa primeira fase deste trabalho, realizaram-se ensaios de internalizacdo utilizando a estirpe de
BCG comercial RIVM (Medac, Alemanha) e as linhas celulares MCRpentisteon: € MCRpentitransa, 0€
modo a analisar o efeito do antigénio sTn na internalizacdo de BCG pelas células tumorais. Para isso,
a estirpe comercial foi marcada com FITC, permitindo a avaliagdo da internalizagdo por citometria de

fluxo.
2.5.1.1 Obtencéo de BCG em células isoladas e marcacao com fluorescéncia

A marcacdo de BCG-RIVM com fluoresceina foi baseada no protocolo descrito por Boer et al (De
Boer et al., 1996), tendo sofrido apenas algumas adaptacdes. Em resumo, cerca de 1.0 x 10° de
unidades formadoras de col6nias (UFC) de BCG foram ressuspendidas em 10 mL de meio DMEM
simples num tubo de 15 mL. De seguida, a suspensdo foi sujeita a uma centrifugacdo a 700 rpm
durante 3 min, de forma a eliminar os agregados de BCG e detritos bacterianos. Desta centrifugacao,
sdo utilizados apenas 0s 6 mL superiores, que contém apenas 0 BCG em células isoladas, uma vez que

a presenca de agregados de BCG pode inibir a internalizacdo deste pelas células tumorais.
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Figura 2.1- Representacdo da centrifugacdo (700 rpm, 3 min) realizada para separar 0 BCG-RIVM em células

isoladas (a) dos agregados de BCG (b). a) e b) Suspensdo celular de BCG-FITC fotografada com um
microscopio de fluorescéncia, utilizando a objectiva 40x e um conjunto de filtros adequados para deteccdo de

fluoresceina.

Os 6 mL resultantes da primeira centrifugagdo foram entdo divididos por microtubos de 1,5 mL e
depois sujeitos a uma segunda centrifugacdo de 5 min a 12.500 rpm. O sobrenadante foi descartado,
permitindo a remocdo dos excipientes que se encontravam na preparacdo comercial. Nesta fase,
procedeu-se & determinagdo da densidade bacteriana através da medicéo da absorvancia a 420 nm, de
acordo com a seguinte formula: Absg0m = 0,15 é equivalente a 108 micobacterias/mL, como descrito
por Schoning (Schoning et al, 1990). De acordo com a densidade obtida, 0 BCG-RIVM foi incubado
com FITC, numa proporcdo de 10 pg de FITC por 1 x 10° BCG, durante 30-60 min no escuro em 1
mL de tampdo Na,CO; (50mM, pH= 10.4). Apbs o periodo de incubacdo, 0 BCG-RIVM foi lavado
trés vezes em PBS 1x com 0,05% de Tween 80 (Sigma) e centrifugado a 13.000 rpm durante 10 min,

para remover o excesso de FITC.

2.5.1.2 Ensaios de internalizacdo de BCG-RIVM pelas células MCR

Num primeiro passo, as celulas de cancro de bexiga MCRyeni.stecnt € MCRypentiransa foram cultivadas
em meio de cultura DMEM completo, em pogos de uma placa de 24 pocos (0,2x10%/poco) e incubadas
durante 24 h a 37° C, para estabilizacdo das linhas celulares aos pogos. Ap6s a incubacdo, o meio de
cultura dos pocos foi retirado e as células foram lavadas duas vezes com PBS 1x. Apds as lavagens,
foi adicionado meio de cultura DMEM completo sem antibidticos, ja contendo BCG ressuspendido (2
x10° BCG /pogo), a cada um dos pogos. As placas foram incubadas a 37°C na estufa. Apés 24 h de
incubacéo, as células foram lavadas quatro vezes com meio DMEM completo, a fim de remover BCG
extracelular, seguido de duas lavagens com PBS 1x. Apos as lavagens, as células foram tripsinizadas e
recolhidas para tubos de 15 mL e centrifugadas a 1200 rpm durante 5 min duas vezes. O sobrenadante
foi desprezado e as células depositadas foram ressuspendidas em FACS FLOW e analisadas por
citometria de fluxo. Os resultados obtidos foram analisados através do programa Paint-a-Gate 3.0.2
PPC (Becton Dickinson).
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2.5.2 Avaliagdo da interaccdo do BCG-Pasteur-GFP com as células tumorais de bexiga por

Citometria de fluxo

Como referido anteriormente, o procedimento de marcacdo do BCG-RIVM com FITC envolve a
realizacdo de uma centrifugacdo para remogéo dos agregados de BCG. Esta centrifugacdo resultou
sempre numa quantidade de BCG perdida (BCG em agregados) muito significativa. Tendo em
consideracéo este factor e a limitagédo da disponibilidade do BCG-RIVVM, o grupo optou por cultivar a
estirpe BCG-Pasteur-GFP, que foi previamente modificada geneticamente de modo a expressar a
proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein - GFP) (Luo et al., 1996), permitindo assim
uma avaliagdo sem necessidade de marcacdo de BCG com FITC e assegurando uma suspensao livre

de bactérias ndo viaveis e de detritos bacterianos.
2.5.2.1 Cultura do BCG-Pasteur-GFP

O BCG-Pasteur-GFP (gentilmente cedido pelo Prof.Yi Luo, Harvard Medical School, Boston) foi
cultivado em 25 mL de meio Middlebrook 7H9 (quiliban) suplementado com 0,22% de glicerol,
0,05% de Tween 80 (sigma), 10% de meio ADC (sigma) e 30 pg/mL de Kanamicina num erlenmeyer
de 100 mL. O erlenmeyer foi incubado num agitador a 37°C e com uma rotacdo de 250 rpm durante
aproximadamente uma semana. Durante todos os dias de cultura foi retirada uma pequena amostra de
BCG-Pasteur-GFP para medir a absorvancia a 600 nm da suspensdo bacteriana, a fim de se fazer uma
estimativa das unidades formadoras de coldnias (UFC) através da seguinte formula: Absgponm = 0,125
equivale a 4 x 10° UFC/ mL. Quando a absorvancia a 600 nm atingia aproximadamente 1 unidade de
absorvancia, a cultura de BCG-Pasteur-GFP era dividida, continuando a crescer com uma absorvancia
de partida de aproximadamente 0,1 ou armazenada em meio de cultura Middlebrook 7H9 com 20% de

glicerol, em criotubos a -80° C.

Apos o ciclo completo de cultura e antes da realizacdo dos ensaios de internalizacdo e citotoxicidade
foram retiradas, do meio liquido de cultura, pequenas amostras com uma ansa de repicagem estéril
para placas de gelose de sangue. As placas foram incubadas 24-48 h a 37° C e a presenca de
microrganismos contaminantes foi avaliada pela andlise do aspecto morfolégico das colonias

formadas.

2.5.2.2 Optimizacdo dos ensaios de internalizacéo utilizando a estirpe BCG-Pasteur-GFP

Nesta parte do trabalho, pretendeu-se estudar a influéncia do perfil glicosidico das diferentes linhas
tumorais de bexiga analisadas (MCRpenti.steant € MCRpentitransds HT1376p1enti.stac1, HT1376p enti transds
T-24 e 5637) na internalizagdo da estripe BCG-Pasteur-GFP. Para isso, 0s ensaios de internalizagdo
foram realizados como descrito anteriormente na seccdo 2.4.1.2. No entanto, as percentagens de
internalizacdo obtidas nestes ensaios foram demasiado baixas e, por isso, no sentido de perceber se o0s

resultados obtidos se deviam a alguma falha experimental, foram efectuados varios ensaios de
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internalizacdo, variando vérias condi¢fes, nomeadamente os periodos de exposi¢do ao BCG (2 h, 4 h,
6 h, 10 h, 16 h e 24 h), a dose de BCG (10 UFC BCG/célula; 20 UFC BCG/célula e 40 UFC BCG/
célula), as densidades celulares aplicadas nos pogos (0,1x10° células/pogo, 0,2 x10° células/pogo e
0,3x10°%), métodos de remocéo das células dos pocos (tripsina e/ou solugio de EDTA 15 mM em PBS

1x), presenca/ auséncia de agregados de BCG na co-cultura, entre outros.

2.5.2.3 Avaliagdo da susceptibilidade de células de cancro de bexiga a presenca do BCG-Pasteur
por Citometria de fluxo

Para avaliar o efeito citotoxico causado pela exposicdo das células tumorais de bexiga ao BCG-
Pasteur-GFP, utilizou-se a proteina Anexina V e o0 corante 7-amino-actinomicina D (7-AAD). A
Anexina V é uma proteina que interage fortemente e especificamente com a fosfatidilserina
(Phosphatidylserine - PS), um componente fosfolipidico da membrana plasmética, constituindo um
método efectivo na deteccdo da apoptose precoce. Este método baseia-se no facto de nos primeiros
eventos de apoptose ocorrer uma perda de assimetria da membrana plasmatica, verificando-se a
translocacdo da PS da camada interna da membrana para a camada externa da membrana, permitindo
assim a ligacdo da Anexina V (revisto em van Engeland et al., 1998). O 7-ADD é um corante
fluorescente que se liga selectivamente ao DNA, permitindo a descriminacdo das células mortas das
células vivas, uma vez que, durante 0 processo apoptético a membrana plasmatica vai sendo
progressivamente alterada, tornando-se permedvel ao corante. Este corante permite identificar as
células apoptoticas tardias e necréticas, uma vez que, no caso destas células, a membrana plasmatica
encontra-se danificada sendo permeavel ao corante, ja& no caso das células apoptéticas precoce a
integridade membranar permanece inalterada, sendo, por isso, impermeavel ao corante (Lecoeur et al.,
2002). Assim, a Anexina V consegue identificar células apoptéticas desde um estado muito precoce de
apoptose, enquanto o 7-AAD s6 identifica células num estado mais tardio de morte celular.

As células de cancro de bexiga (MCRppenti.steani € MCRppentitransas HT 13761 entistac1, HT1376p entitransds
T-24 e 5637) foram colocadas em meio de cultura DMEM completo (0,15 x 10° células/mL) em placas
de 12 pogos e incubadas durante 24 h a 37° C. Ap6s o periodo de incubacdo, o meio de cultura dos
pocos foi retirado e estes foram lavados duas vezes com PBS 1x. Foi adicionado meio de cultura
DMEM completo sem antibidticos e com uma propor¢cdo de BCG de 50 UFC/célula aos pocos
contendo as células aderidas. As placas foram incubadas a 37° C na estufa. Apds 24 h de incubacao,
ambos o0s sobrenadantes e as respectivas células (retiradas por tripsinizagdo com a solucédo
Tripsina+tEDTA 1x) foram recolhidos para tubos e centrifugados a 2000 rpm durante 10 min. O
sobrenadante foi desprezado e as células depositadas foram ressuspendidas em 18uL de tampfo de

ligacdo da Anexina V 1x (BD 30 Biosciences). De seguida, as células foram marcadas com u L de
Anexina V-APC (BD Biosciences) e 10 puL de solgdo 7 -AAD (Sigma-Aldrich) e incubadas durante

15 min no escuro a temperatura ambiente. Apos a marcacao, foram adicionados 200 uL do tampéo de
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ligacdo da Anexina V 1x em cada tubo e estes foram analisados por Citometria de Fluxo. Os

resultados obtidos foram analisados utilizando o programa Paint-a-Gate.

2.6 Avaliacdo da interaccdo das DCs com as células tumorais MCR: Proliferacio celular das

MCR, estado de maturacéo e capacidade fagocitica das DCs

Numa primeira fase, as células MCRpienisteon: € MCRpLeniiransa fOram marcadas com o corante
fluorescente éster succinimidil carboxi-fluoresceina (Carboxyfluorescein succinimidyl ester- CFSE,
Invitrogen). Este corante é um derivado fluorescente do éster diacetato de succinimidil carboxi-
fluoresceina (Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester- CFDA-SE), que devido aos seus
grupos de acetato é altamente permeavel a membrana celular. O CFDA-SE ao atravessar a membrana
celular € hidrolisado por esterases intracelulares no citoplasma, que removem 0s grupos acetatos,
sendo convertido em CFSE. O CFSE ganha fluorescéncia e perde a capacidade de atravessar a
membrana ficando retido no meio intracelular. Aproximadamente por um periodo de 24 h apds a
marcacdo, o CFSE vai perdendo intensidade independentemente da proliferacdo, mas apds este
periodo, a dilui¢do do corante é proporcional a diviséo celular, ou seja a intensidade da fluorescéncia
do CFSE vai sendo reduzida para metade ap6s cada divisdo celular, podendo assim ser utilizado para

estudar a proliferacéo celular (Parish, 1999).

Para isso, as células foram ressuspendidas em meio DMEM simples numa densidade de 1 x 10°
células/mL e incubadas com 1 pl/mL de CFSE durante 10 min a 37° C. Apds o periodo de incubacéo,
a reaccdo de marcacao foi parada, adicionando-se DMEM simples gelado (5x o volume que estava no
tubo), seguindo-se uma incubagdo no gelo durante 5 min. Apoés este periodo, as células foram sujeitas
a duas lavagens e colocadas em meio de cultura DMEM completo (0,1x 10° células/mL) numa placa
de 24 pocos. A placa foi deixada a 37° C na estufa durante 24 h, de modo a que as células aderissem
ao poco e a fluorescéncia do CFSE estabilizasse. Apds as 24 h, o meio de cultura foi retirado e os
pogos foram lavados duas vezes com PBS 1x. Entretanto, as DCs obtidas através do procedimento
descrito anteriormente na sec¢do 2.2, foram removidas dos pocos, lavadas com PBS 1x e centrifugadas
a 1200 rpm durante 10 min. O sedimento celular obtido foi ressuspendido em meio DMEM completo
e as DCs foram adicionadas aos pocos, que continham as MCR, numa propor¢do de 5 DCs por cada
MCR, num volume de 1 mL por pogo, de acordo com optimizacdo prévia realizada no laboratério. A
placa foi incubada na estufa a 37° C por periodos de 24, 48 e 72 h. Ap6s os periodos de incubacéo, as
co-culturas foram recolhidas dos pogos, lavadas duas vezes com PBS 1x e centrifugadas a 1200 rpm
durante 10 min. O sobrenadante foi descartado e as células foram incubadas com anticorpo anti-HLA-
DR marcado com Aloficocianina (Allophycocyanin- APC; Biolegend), durante 15 min no escuro.
Apo6s o periodo de marcacédo, procedeu-se a lavagem e centrifugagdo das células a 1200 rpm durante
10 min. As células foram ressuspendidas em 37% paraformaldeido e armazenadas a 4° C até analise

por citometria de fluxo. Os anticorpos anti-HLA-DR reagem com o0s antigénios leucocitarios humanos
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DR (Human leukocyte antigens- HLA), que correspondem a uma classe de moléculas MHC-I1I
humanas. Assim, a marcacdo das DCs com estes anticorpos permitiu avaliar o estado de maturacdo das
DCs atraves da analise da intensidade de fluorescéncia Média (MFI), uma vez que quanto maior for o
estado de maturacdo das DCs, maior serd a expressdo de moléculas HLA-DR o que traduzird num
maior valor de MFI. Por outro lado, esta marcacdo permitiu também distinguir as células dendriticas
das células tumorais, uma vez que as Ultimas ndo expressam moléculas MHC-II. ApGs aquisicéo, 0s
dados obtidos foram analisados através dos programas Paint-a-Gate e CellQuest, sendo que a analise
da proliferacdo das células tumorais MCR foi avaliada pelo software ModFit LT 3.2. Este software
fornece o indice de proliferacao (IP), que corresponde ao nimero médio de células que foi originado

por uma Unica célula da populagdo parental.
2.7 Anélise estatistica

A anélise estatistica dos dados obtidos experimentalmente foi realizada pelo software GraphPad Prism
5 (Windows). O Teste de t-Student foi utilizado para analisar as diferencas estatisticas dos dados,
considerando-se que valores de p <0,05 sdo estatisticamente significativos (* significa que o valor p é

inferior a 0,05; ** que o p € inferior a 0,01 e *** que o p é inferior a 0,0001).
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizagao do perfil glicosidico das linhas celulares de cancro de bexiga

O principal objectivo deste trabalho consistiu em estudar de que forma os antigénios glicosidicos
tumorais associados as células tumorais de bexiga modulam a resposta a terapéutica com bacillus
Calmette Guérin (BCG) e de que forma influenciam a interaccdo com células imunoldgicas,
nomeadamente com as células dendriticas (Dendritic cells- DCs). Para isso, as varias linhas celulares
de cancro de bexiga utilizadas no decorrer desta tese, foram caracterizadas ao nivel transcricional e
fenotipico. A nivel transcricional, analisou-se a expressao de glicosiltransferases, mais concretamente
sialiltranferases e fucosiltranferases envolvidas essencialmente na adicdo de agUcares em posicoes
terminais de estruturas glicosidicas, por PCR em tempo real. A nivel fenotipico analisou-se a

expressao das estruturas glicosidicas por citometria de fluxo.

3.1.1 Andlise da expressdo de mRNA de glicosiltransferases em linhas celulares de cancro de

bexiga humanas, por RT-PCR

Para analisar a expressdo de certas fucosiltransferases e sialiltransferases, associadas a sintese dos
oligossacaridos tumorais Lewis e dos antigénios sialil-Tn (sTn) e sialil-T(sT), analisaram-se 0s seus
niveis de mMRNA em diferentes linhas tumorais de bexiga. De forma a melhor comparar as varias
linhas celulares consideraram-se, também, as razfes de expressdo relativa entre as linhas, traduzida

pelo valor de RQ.

Os niveis de expressao dos genes gque codificam para as fucosiltransferases FucT-I, FucT-IlI, FucT-1V,
FucT-VI, FucT-VII, FucT-1X, PoFuT-I e PoFuT-Il e sialiltransferases ST3Gal-I, ST3Gal-1l, ST3Gal-
I, ST3Gal-1V, ST3Gal-V, ST3Gal-VI, ST6Gal-l, ST6GalNAc-I, ST6GalNAc-1l, ST6GalNAc-III,
ST6GalNAc-1V, ST6GalNAc-V e ST6GalNAc-VI nas diferentes linhas tumorais de bexiga analisadas,

podem ser observados na figura 3.1.

Numa primeira fase, optou-se por analisar a expressdo genética das células MCRp enistecnt,
MCRyLenti.transds HT1376penti.st3c1, HT1376p entiranss, UMa Vez que a analise da expresséo genética destas
linhas transduzidas permitiu verificar as implicacfes das alteragdes de uma s6 enzima na biossintese

de outras estruturas glicosidicas.

As fucosiltransferases analisadas nas quatro linhas tumorais estudadas apresentam, de um modo geral,
niveis de expressdo de mRNA bastante reduzidos quando comparadas com o gene do controlo
endogeno (com valores médios entre 0,001 e 31 moléculas de mMRNA por cada 1000 moléculas de
mRNA de B-actina, ou seja, entre 0,001 e 31%o). De um modo geral, a expressdo de cada
fucosiltransferase ndo difere significativamente entre as diferentes linhas celulares analisadas, excepto

a fucosiltransferase FucT-IIl, que apresenta diferencas significativas de expressdo entre as linhas
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MCRypLenti.steont € HT1376p entist3c1 (0,145 + 0,140 e 4,661 + 0,356; p <0.01) e entre as MCRpeni.transd €
HT1376p enistsc1 (0,031 £ 0,019 e 4,661 + 0,356; p <0.01). Relativamente a expressdo das
sialiltransferases, verificou-se, de um modo geral, que as a2-6 sialiltransferases (valores médios entre
2,762 e 28%o0) apresentam niveis de expressdo médios superiores as a2-3 sialiltransferases (valores
médios entre 0,099 e 29%o), verificando-se também que a expressdo das diferentes o2-6
sialiltransferases entre si, assim como entre as diferentes linhas, é mais constante comparativamente a
expressao das seis 02-3 sialiltransferases. As diferencas de expressdo das a2-3 sialiltransferases entre
as diferentes linhas analisadas nédo sdo, de um modo geral, significativas; no entanto, verificou-se que
a sialiltransferase ST3Gal-1V é expressa significativamente mais (p <0.05) nas células MCRpjeni transd
(1,095 + 0,303) comparativamente as células HT1376p enistac1 (0,7524 + 0,252). Apesar de
estatisticamente sdo ser significativo, os niveis de expressdo da ST3Gal-V nas linhas MCR
comparativamente as HT1376 sdo bastante superiores (aproximadamente 158 vezes superior). A
expressao das variaso 2-6 sialiltransferases estudadas néo difere significativamente nas quatro linhas
analisadas, no entanto é de referir que as sialiltransferases ST6GalNAc-IV e ST6GalNAc-VI sdo
expressas, respectivamente, cerca de 3 e 5 vezes mais nas linhas MCR comparativamente as linhas
HT1376 e a sialiltransferase ST6GalNAc-IIl é expressa 3 vezes mais nas linhas HT1376

comparativamente as linhas MCR. O gene ST6Gal-1 ndo é expresso nas células HT1376.

Tal como esperado, a expressdo dos genes das sialiltransferases ST3Gal-1 e ST6GalNAc-I nas linhas
HT 1376 entistac1 (283,2 £ 171,6) € MCRpLenisteona (5720 £ 2313) respectivamente, é bastante elevada,
uma vez que estas células foram transduzidas com cDNA codificante precisamente para aquelas

enzimas.
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Figura 3.1- Anélise dos niveis de mRNA dos genes das fucosiltransferases (ajy2 -3sialiltransferases (b) ¢ 02-6
sialiltransferases (c) nas linhas celulares MCRpienii.steant: MCRpLeni.transds HT 13760 enti.stac1 € HT 13760 eni.transds
por RT-PCR (n=6). Valores estatisticamente significativos: * significa que p <0,05; ** significa que p <0,01.

De forma a verificar se a transducgdo das células MCR e HT1376 com o cDNA das sialiltransferases
ST6GalNAc-1 e ST3Gal-l, respectivamente, afectou a expressdo genética das restantes
glicosiltransferases, calculou-se a expressdo relativa (RQ) das fucosiltransferases e sialiltransferases
nas células MCRyieniisteont € HT1376p enistsc1, Utilizando como amostras calibradoras (RQ=1) as
respectivas variantes celulares controlo MCRpientitranss € HT1376 pientitransa (Fig. 3.2 € 3.3). Assim, no
caso de haver um aumento ou diminuicdo da expressdo das glicosiltransferases nas células
transduzidas com o cDNA das sialiltransferases relativamente as células controlo, o valor de RQ ira

ser maior ou menor do que 1, respectivamente.

De um modo geral, ndo foram observadas diferencas significativas na expressdo genética das
fucosiltransferases e das sialiltransferases entre as células MCRpentistecni € @S Células MCRyenti transd
(valores de RQ aproximadamente iguais a 1), com excepcao das fucosiltransferases FucT-111 (p <0,05)
e FucT-IX (p <0,001), sendo o respectivo valor médio de RQ para a FucT-Ill de 0,261+ 0,101 e para a
FucT-1X de 0,065+ 0,024.
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Figura 3.2- Quantidade relativa de expressdo genética de fucosiltransferases (a) e sialiltransferases (b) das
células MCRpenisteont €m relagdo as MCRppentiransa (RQ=1). Valores acima ou abaixo de 1 correspondem,
respectivamente, a aumento ou diminuicdo da expressdo nas células MCRyenisteona (n=6). Valores
estatisticamente significativos: * significa que p <0,05; ***significa que p <0,0001.

No caso da analise da expresséo genética das fucosiltransferases entre as celulas HT 1376 enti.stac1 € as
células HT1376 pieniansa, VErificaram-se diferencas significativas (p <0.05) para as fucosiltransferases
FucT-IX e PoFut-Il, sendo os valores médios de RQ de respectivamente 0,173 + 0,085 e 0,917 + 0,014
para as células HT1376, nistsc1. Relativamente a expresséo das outras fucosiltransferases em estudo,
ndo foram observadas diferengas significativas entre as células HT1376p cnistsc1 € as celulas
HT1376p eniranse: Na analise da expressdo relativa para as sialiltransferases entre estas células,
verificaram-se diferencas significativas dos valores de RQ médio para as sialiltransferases ST3Gal-Il
(0,366 * 0,134; p <0.05), ST3Gal-Ill (0,418 + 0,097; p <0.05) e ST3Gal-V (0,382 + 0,058; p <0.01).

Como é possivel verificar pelas figuras 3.2 e 3.3, o valor de RQ das sialiltransferases ST6GalNAc-I e
ST3Gal-I nas respectivas células transduzidas (MCRyenti.stecnt € HT1376p enti.stac1) € muito superior a
1. Dados os elevados valores de expressdo destas enzimas nas células transduzidas e a elevada
variagdo entre estas, as diferencas estatisticas entre as linhas transduzidas e as respectivas variantes

celulares controlo ndo séo significativas, reflectindo um artefacto.
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Figura 3.3- Quantidade relativa de expressdo genética de fucosiltransferases (a) e sialiltransferases (b) entre
células HT1376p enistacr € HT1376p entitranss. (RQ=1) Valores acima ou abaixo de 1 correspondem,
respectivamente, a aumento ou diminuicdo da expresséo nas células HT1376p enistsc1, relativamente as células
HT1376p eniransd (N=6). Valores estatisticamente significativos: * significa que p <0,05; ** significa que p
<0,01.
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As diferencas de expressdo observadas entre as diferentes linhas celulares poderdo estar relacionadas
com alteracBes na expressdo de estruturas glicosidicas superficiais nas células, como sera discutido
posteriormente na seccdo 4.1.

3.1.3 Analise fenotipica das linhas celulares de cancro de bexiga humanas

Apobs a analise da expressdo genética das glicosiltransferases, procedeu-se a analise fenotipica das
estruturas oligossacaridas por citometria de fluxo. Para isso, como ja foi referido na seccdo dos
Materiais e Métodos, as diferentes linhas celulares foram marcadas com diferentes lectinas e/ou
anticorpos, tendo sido previamente tratadas ou ndo com as enzimas sialidase e endopeptidase de O-
sialoglicoproteinas (O-sialoglycoprotein endopeptidase- OSGE). Os resultados obtidos nos ensaios
de citometria de fluxo encontram-se sumariados na tabela seguinte (Tabela 3.1).

Tabela 3.1-Analise da marcacdo com lectinas e anticorpos das linhas tumorais de bexiga tratadas ou ndo com
sialidase, por citometria de fluxo

MCRsl enti STEGN1 MCRyentiransd  HI1370p1 i sT3e1  HT137 650 eni transd 5637 T-24
Intensidads Clulas Intensidads Cilulas Intensidada Cilulas Intensidada Cilulas Intensidada Czlulas Intensidade Clulas
positivas positivas positivas positivas positivas positivas
PNA +++ 86/14 ++ =95 + =95 ++ »95 + =95 + =95
*PNA  ++/+++  75/25 +++ =95 +H+ =95 ++ »95 4 =95 4 =95
SNA ++ =95 +++ 45/19 + 22 + 60 + =95 + 16
*5NA - »85 +/++ 79/21 - 44 - 50 + =95 +/++ 34/6
MAA ++ >95 ++ =95 + =95 ++ >95 ++ =95 ++ >95
*MAA ++ =95 ++ =95 + 30 + =95 ++ =95 ++ =95
TKH2
++ >95 - MNA - MNA - MNA - MNA - MNA
(sTm)
*TKH2
- NA NA NA NA NA NA
(sTm)
SH] i I. r I
+ 6 + 12 + 20 +++ 50,14 +/++ 36/20 + a4
(sLe*)
*SH1
+ 3 + 11 NA NA NA NA
(sLe¥)
HBES0
+ 8 A A A + 8 A
(sLe®)
*HBS0
- NA - NA - NA - NA + 11 - NA
(sLe®)
CA3F4 ) )
- NA - MNA - MNA - MNA +/++ 28/13 - NA
(Le®)
*CAIF4 : )
_ NA - NA - MNA - NA +f++  33f32 - NA
L)

-, marcacao negativa; +, marcacgdo positiva fraca; ++, marcacdo positiva moderada; +++, marcacdo positiva
forte; /, marcacdo com duas ou mais populag@es; NA, ndo aplicavel;* tratamento prévio com sialidase.

A marcacdo com a lectina PNA foi utilizada para avaliar a expressao do antigénio T nas diferentes
linhas celulares, uma vez que esta reconhece estruturas Galp1-3GalNAcal-Ser/Thr. De acordo com

esta marcacdo verificou-se que o antigénio T é expresso de forma baixa ou moderada em todas as
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linhas celulares de cancro de bexiga analisadas. Para verificar se as linhas analisadas expressavam
também o antigénio sialil-T (sT), as células foram tratadas previamente com sialidase, permitindo a
remogdo da maioria dos acidos sidlicos presentes a superficie das células. Apds este tratamento, a
marcagdo com PNA aumentou fortemente para todas as linhas celulares, confirmando a presenca de
antigénios sT, excepto para as células controlo HT1376 pieniwansa: A €Xpressdo de estruturas terminais
NeuAca2-6Gal(NAc) e NeuAca2-3Gal foi determinada pela marcagéo com as lectinas SNA e MAA,
respectivamente. A SNA e MAA marcam fraca ou moderadamente em todas as linhas celulares, sendo
gue o tratamento prévio com sialidase diminui esta marcacao, com excep¢do para a linha celular T-24
para ambas as lectinas e 5637 para a SNA. Nenhuma das linhas tumorais de bexiga expressa o
antigénio sialil-Tn (sTn), excepto a linha celular MCRpenistsoni, que foi transduzida com cDNA
codificante para a sialiltransferase ST6GalNAc-I. Todas as linhas celulares expressam o antigénio
sialil-Le* (sLe*) de forma fraca ou moderada. O antigénio sialil-Le® (sLe®) é expresso apenas
(expressdo baixa) nas linhas MCRpenistscn1 € 5637 € a sua forma ndo sialilada Le® é expressa apenas
na linha celular 5637. Algumas das linhas celulares foram previamente tratadas com a endopeptidase
OSGE para tentar inferir se os antigénios Lewis sialilados (sLe* e sLe?) se encontravam em O-
glicanos. Pela observagdo da diminuicdo dos valores da Intensidade Média de Fluorescéncia (MFI)
para a marcacdo com o anticorpo anti-sLe* nas linhas 5637 e T-24, apds tratamento com esta
endopeptidase, conclui-se que algumas destas estruturas estdo em O-glicanos (dados ndo apresentados,
ver anexo I11).

Os resultados obtidos nesta parte do trabalho sugerem a existéncia de uma elevada diversidade de

estruturas glicosidicas entre as diferentes linhas celulares de cancro de bexiga analisadas.

3.2 Influéncia das estruturas glicosidicas na resposta das linhas celulares de cancro de bexiga ao
BCG

Apobs a caracterizagdo do perfil glicosidico das diferentes linhas tumorais de bexiga, pretendeu-se
estudar a influéncia das estruturas glicosidicas tumorais expressas por estas células nos processos de

internalizacdo e inducéo de citotoxicidade causada pelo bacillus Calmette Guérin (BCG).

3.2.1 Internalizacdo de BCG pelas diferentes linhas celulares de cancro de bexiga

3.2.1.1 Estirpe RIVM ¢é mais internalizada pelas células que expressam o antigénio sTn do que
pelas células que sdo negativas para este antigénio

Nesta parte do trabalho realizaram-se ensaios de internaliza¢do utilizando a estirpe BCG-RIVM, uma
vez ter sido demonstrado em estudos anteriores do grupo uma maior capacidade de internalizac&o de
BCG-RIVM inactivado (100° C durante 2 h) pela linha tumoral MCRpienistson: relativamente as

células controlo MCRpenti.ransa (dados ndo apresentados).
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No seguimento destes resultados e uma vez que, aquando de uma instilacdo intravesical as
micobactérias encontram-se vidveis, 0 passo seguinte mais logico foi repetir os ensaios de
internalizacdo para as mesmas linhas celulares utilizando BCG viavel. Assim, procedeu-se a realizagdo
de ensaios de internalizagdo utilizando a estirpe RIVM viavel e verificou-se que, apds o periodo das
24 h de exposicdo, as células tumorais MCRpLenisteon: apresentam uma maior taxa de internalizagdo
de BCG relativamente as células controlo MCRyieniiansa (fig. 3.4). Em média, a percentagem de
células MCRyienistecni que internalizaram BCG foi de 20,55% + 3,115 enquanto que a percentagem
para as células MCRpeni transa TOI de 5,970% =+ 3,150.

% de células que internalizaram
BCG-RIVM

Figura 3.4- Analise por citometria de fluxo da percentagem de células tumorais MCRyenii.steani € MCRpenti transd
que internalizaram BCG-RIVM (n=2).

E importante referir também que foram observadas diferencas na morfologia das células MCR, por
visualizagdo num microscopio Optico invertido, aquando da exposi¢do destas células a presenga do
BCG-RIVM. Assim, as células MCRyenistson: que foram incubadas com BCG durante 24 h exibiam,
na sua maioria, morfologia arredondada e encontravam-se individualizadas e desaderidas,
apresentando portanto um aspecto tipico apoptotico. Ao contrario das MCRyienisteoni, as Células
controlo MCRypeniiransa iNfectadas com BCG néo apresentaram qualquer alteragdo da sua morfologia

apos as 24 h de exposicdo ao BCG-RIVM (dados néo apresentados).

Estes resultados, em conjunto com os resultados obtidos utilizando BCG inactivado, sugerem que o
antigenio sTn favorece o reconhecimento, adesdo e internalizagdo de BCG-RIVM pelas células MCR

gue expressem este antigénio glicosidico.

3.2.1.2 Linhas celulares de cancro de bexiga apresentam baixa taxa de internalizacdo da estirpe
BCG-Pasteur-GFP

Apos a realizagdo dos ensaios de internalizacdo com a estirpe RIVM, estes ensaios foram repetidos
utilizando a estirpe BCG-Pasteur-GFP. No entanto, as percentagens de internalizacdo pelas células

MCR utilizando esta estirpe foram muito baixas £2%). Deste modo, foram realizados outros ensaios
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de internalizacdo com a estirpe BCG-Pasteur-GFP, utilizando outras linhas tumorais de bexiga,
nomeadamente a linha T-24 que esta descrita na literatura para ensaios de internalizagdo de BCG (De
Boer et al., 1996). No entanto, as percentagens de internalizacdo mantiveram-se muito baixas (fig.3.5).
Em media, as percentagens de internalizacdo de BCG-Pasteur-GFP foram de 1,593% =+ 0,132 para as
células MCRypeniistean1, de 1,438% + 0,274 para as MCRpeni ransa, de 1,825% + 0,195 para as células
HT1376p entistac1, de 0,9500 + 0,111 para as células HT 1376 eni.transa, de 2,274% + 0,227 para as T-24
e de 1,190% + 0,161 para as 5637.

% de células que internalizaram
5 BCG-Pasteur-GFP

Figura 3.5- Analise por citometria de fluxo da percentagem de internalizagdo de BCG-Pasteur-GFP pelas
diferentes linhas tumorais de cancro de bexiga: MCRyyentisteon: (N=4), MCRypentitransd (N=4), HT1376 enist361
(n=4), HT 1376 enti.ransa (N=4), T-24 (n=12) e 5637 (n=4). Valores estatisticamente significativos: * significa que
p <0,05.

Apesar das percentagens de internalizacdo de BCG-Pasteur-GFP serem bastante baixas, verificaram-se
diferencas entre as varias linhas, nomeadamente diferencas significativas (p <0,05) nas percentagens
de internalizagdo entre as linhas MCRpenti.steont € HT 1376 enti.ransa € €ntre as linhas HT1376 entistact
e HT1376, cniranse- ESta Observagdo pode sugerir que, de facto, a presenca de estruturas glicosidicas a
superficie das células tumorais pode influenciar o processo de internalizacdo de BCG pelas células

tumorais.

Os resultados obtidos nesta parte do trabalho sugerem também que a estirpe BCG-Pasteur-GFP é

pouco internalizada pelas linhas tumorais em estudo.

3.2.2 Estirpe BCG-Pasteur-GFP ndo induz citotoxicidade celular significativa nas linhas

tumorais de bexiga testadas

De modo a verificar se a inducédo de efeitos citotdxicos pelo BCG requeria a sua internalizagdo pelas
células tumorais ou se bastava apenas o contacto directo entre a micobactéria e as linhas tumorais,

foram realizados ensaios de avaliacdo de apoptose, incubando-se as diferentes linhas tumorais de
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bexiga com BCG, numa proporg¢do de 50 UFC de BCG/célula e por um periodo de 24 h. Para avaliar o
estado de apoptose e necrose das linhas tumorais, fez-se uma marcagdo dupla com Anexina V e 7-
amino-actinomicina D (7-ADD) e analisou-se em seguida por citometria de fluxo. Apos o periodo das
24 h de incubacéo, a andlise dos dados demonstrou que nenhuma das linhas tumorais foi susceptivel a
presenca de BCG (fig. 3.6).

804 100+

Figura 3.6- Analise por citometria de fluxo da percentagem de células vivas, apoptdticas e necréticas das linhas
celulares MCRypenti.stent (8), MCRpLentiransa (D) € T-24 (C), apds 24 h de cultura na presenca ou auséncia de BCG-
Pasteur-GFP (n=3). O método utilizado para avaliar o eventual efeito citotoxico do BCG nas linhas celulares foi
a marcacdo dupla com Anexina V e 7-ADD.

Apos as 24 h de incubagdo, as células transduzidas MCRyienistecn: qUe N30 estiveram expostas a
presenca de BCG apresentavam percentagens de células vivas de 64,64% * 1,998, de células
apoptoticas de 30,76% + 2,898 e de células necrdticas de 4,933% + 1,128. Resultados idénticos foram
obtidos para as células MCRyienisteon: que foram incubadas na presenca de BCG, tendo sido as
percentagens de células vivas de 62,55% + 6,082, de células apoptéticas de 30,32% + 6,550 e de
células necroticas de 6,803% + 0,4605. Para as celulas controlo MCRpenii ransa NGO €Xpostas ao BCG as
percentagens de células vivas foram de 66,32% + 6,391, de células apoptoticas de 29,44% + 7,101 e

de células necrdticas de 4,697% =+ 0.879; enquanto as células controlo incubadas na presenca de BCG
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apresentaram percentagens de células vivas de 66,51% + 9,767, de células apoptéticas de 30,04% =+
8,428, e de células necroticas de 3,797% + 1,069. Ainda que o efeito de citotoxicidade seja baixo,
parece haver um ligeiro aumento da susceptibilidade da linha celular MCR i steon: Na presenca de
BCG-Pasteur-GFP.

Como ensaio controlo e para verificar se a baixa citotoxicidade estaria relacionada com a estirpe BCG
utilizada, analisaram-se as células T-24. Neste caso, para as células que ndo foram expostas & ac¢ao do
BCG-Pasteur verificaram-se percentagens de células vivas de 82,69% + 3,095, de células apoptoticas
de 14,71% £ 1,775 e de células necréticas de 2,615% + 1,325, enquanto que para as células T-24
incubadas durante 24 h com BCG verificaram-se percentagens de células vivas de 85,98% =+ 2,400, de
células apoptdticas de 12,19% + 1,940 e de células necréticas de 1,690% + 0,3200. Estes ensaios
foram repetidos para as linhas 5637, HT1376enti.stac1 € HT 1376 eniiransa; NO €Ntanto a percentagem de
células apopéticas, quer nos ensaios controlo quer nas células incubadas na presenca de BCG, foi
aproximadamente de 50%, o que impediu a validacdo dos ensaios. Contudo € importante referir que,
nestes ensaios também se verificou que as percentagens de células vivas e apoptéticas eram idénticas

tanto na presenca como na auséncia de BCG-Pasteur (dados ndo apresentados).

Estes resultados sugerem que para haver indugdo de apoptose é necessario que as células tumorais

uroteliais internalizem BCG.

3.3 Analise do papel da expressdo do antigénio sTn por células tumorais na resposta imunolégica
das células dendriticas

Como j& foi referido anteriormente, o antigénio sTn desempenha um papel crucial nas interacgdes
celulares (revisto em Cazet et al., 2010). A expressdo aberrante deste antigénio glicosidico j& foi
descrita em varios tipos de cancro epitelial e sabe-se que a sua presenca afecta o reconhecimento das
células tumorais pelo sistema imunitario (Julien et al., 2006). Assim, nesta parte do trabalho
pretendeu-se estudar o efeito do antigénio sTn na modulacdo do sistema imunitério. Mais
especificamente, avaliou-se o efeito do antigénio sTn na proliferagcdo das células tumorais na presenca
e na auséncia de células dendriticas (DCs) e ainda a influéncia deste antigénio na inducdo da
maturacdo das DCs e na capacidade fagocitica destas. Para este estudo, utilizaram-se as linhas

celulares de cancro de bexiga MCRpienti.steont: € MCRpenti.transd-

3.3.1 Presenca das células dendriticas aumenta a taxa de proliferacdo das células tumorais

MCR, independentemente da presenc¢a do antigénio sTn

Para avaliar o efeito da presenca das DCs na proliferacdo das células tumorais MCR, recorreu-se a
avaliacdo do indice de proliferagdo (IP) das MCR na auséncia e na presenca das DCs. O IP
corresponde ao nimero médio de células que foi originado por uma Unica célula da populacéo parental

e é determinado pelo software ModFit LT 3.2.
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Ao longo dos trés periodos de co-cultura (24, 48 e 72 h) foi possivel observar que h4 uma tendéncia
para as células tumorais MCR em co-cultura com as DCs proliferarem mais comparativamente com as
células MCR que foram cultivadas isoladamente (Figura 3.7). Apesar de esta diferengca ndo ser, na
maioria dos casos, significativa (p> 0,05) h& que ressalvar o facto de nos trés ensaios realizados esta
tendéncia se observar sempre. E de salientar também que no periodo de 24 h, o valor de IP das células
controlo MCRy_eniiranss N@ presenca das DCs € significativamente superior (p <0,05) ao IP destas
células cultivadas isoladamente. Para além deste facto, foi possivel verificar que, ao longo dos trés
periodos de co-cultura, e independentemente das células estarem em co-cultura com as DCs, ha
também uma tendéncia para as células que expressam o antigénio sTn proliferaram mais do que as
células que ndo expressam este antigénio glicosidico. Assim, no periodo de 24 h observou-se que 0
valor de IP para as células MCRp enistecn: Na presenca das DCs é significativamente superior (p
<0,05) ao valor de IP verificado para as células controlo MCRyienitransa N presenca das DCs. No
periodo de 48 h verificou-se que os valores de IPs obtidos para as MCRyenistsont Cultivadas
isoladamente e na presenca das DCs sdo significativamente superiores (p <0,05) aos valores de IPs

para as MCRyeniiransa CUltivadas nas mesmas condigdes (Fig.3.7).

IP das MCR ap6s 24 horas em co-cultura IP das MCR apos 48 horas em co-cultura IP das MCR apés 72 horas em co-cultura
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Figura 3.7- Analise do Indice de proliferacio (IP) das células tumorais MCR na auséncia ou presenca das DCs,
apo6s um periodo de co-cultura de 24 (a), 48 (b) e 72 (c) h (n=3). IP corresponde a uma medida do aumento do
namero de células em cultura ao longo do tempo. Valores estatisticamente significativos: * significa que p
<0,05.

No periodo de 24 h verificou-se que, em media, o valor de IP para as MCRpenistecn1 N@ auséncia das
DCs foi de 1,717 + 0,055, enquanto que o valor de IP para as MCRpenisteen1 €M CO-Cultura com as
DCs foi de 1,873 + 0,013. Para 0 mesmo periodo de incubacéo, a média dos valores de IP para as
MCRpLenti.ransa 1S0ladas foi de 1,503 + 0,027 e cultivadas na presenca de DCs foi de 1,697 + 0,037. No
periodo das 48 h verificou-se que, em media, 0 IP das MCRg_enisteon: Na auséncia das DCs foi de
2,700 + 0,189, enquanto que o valor de IP para as MCRpenistecni €M co-cultura com as DCs foi de
2,853 + 0,169. Para 0 mesmo periodo de incubacéo a media de valores de IP para as MCRpeni transa OI

de 2,100 + 0,155 e para estas células na presenca de DCs foi de 2,320 + 0,098. No periodo de co-
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cultura de 72 h verificou-se que o valor de IP médio para as MCRy_enisteon: Na auséncia das DCs foi
de 4,063 + 0,515, enquanto que para as MCRienistson: €M co-cultura com as DCs foi de 4,320 *
0,484. Para o mesmo periodo de incubacgéo, a média de valores de IP para as MCRpeniransa fOI de

3,323 £ 0,356 e para as mesmas cultivadas na presenca de DCs foi de 3,407 + 0,213.

Como ja foi referido anteriormente, um dos factos possiveis de verificar foi que, na auséncia das DCs
as células que expressam o0 antigénio sTn apresentam um IP superior nos trés periodos de incubagdo
relativamente as células controlo, que ndo expressam este antigénio. Assim, para determinar se a
influéncia das DCs na estimulagdo da proliferagdo das células MCRy enistecn1 €ra potenciada pela
presenca do antigénio sTn efectuou-se uma subtraccdo de modo a eliminar a vantagem proliferativa

das células que expressam o antigénio sTn:

[ (IP MCR + DCs) - IP MCR }

Esta subtracc¢do foi feita para todos os tempos de incubacéo e para os trés ensaios efectuados, tendo-se
verificado que ndo havia diferencas significativas entre os valores obtidos para células MCRpenti.steant
e as células MCRp eni.transa, SUgErindo assim que o antigénio sTn ndo potencia a capacidade das DCs na

estimulacdo da proliferagdo das MCR (Dados néo apresentados).

E importante referir que a variabilidade observada entre os ensaios pode ser explicada, provavelmente,
pelo facto de as DCs serem provenientes de dadores diferentes, influenciando assim as taxas de

proliferacdo das células MCR diferentemente.

3.3.2. Presenca do antigénio sTn influencia estado de maturacéo das DCs

Como ja foi referido anteriormente na seccdo dos Materiais e Métodos, no final dos periodos de
incubacdo, as DCs foram analisadas relativamente a expressao de HLA-DR por citometria de fluxo.
Os antigénios leucocitarios humanos (Human leukocyte antigens- HLA) sdo expressos
constitutivamente nas células dendriticas humanas, verificando-se que a expressdo destas moléculas
aumenta com o estado de maturacdo das DCs. Assim, através da avaliagdo dos valores de MFI obtidos
para a marcacdo com anti-HLA-DR nas DCs é possivel analisar o estado de maturagdo destas células

ao longo do tempo.

Uma observacao que foi possivel verificar no decorrer destes ensaios foi a de que o valor de MFI para
a expressao de HLA-DR nas DCs, quando cultivadas sozinhas, é inferior aos valores de MFI das DCs
que estiveram em co-cultura com as células tumorais MCR, verificando-se assim que o estado de

maturacgdo das DCs € induzido pelo contacto com as células tumorais MCR (dados ndo apresentados).

Verificou-se também que as DCs em contacto com as células controlo MCRpenitransa t€Ndem a
apresentar um feno6tipo mais maturo comparativamente com as DCs em contacto com as células

transduzidas MCRyenisteani, COM excepcédo para o periodo de incubagdo de 72 h (figura 3.8). Esta
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observacao, que sugere um efeito retardador da maturacdo das DCs despoletado pelo antigénio sTn,
também ja tinha sido sugerida por estudos anteriores do grupo (Carrascal, 2010). Assim, as DCs que
estiveram em contacto com as células MCRy_enisteon: durante o periodo de 24 h apresentaram em
média um valor de MFI de 189,4 + 39,37, enquanto que as DCs que permaneceram em co-cultura com
as células controlo MCRypeniransss durante 0 mesmo periodo de tempo, apresentaram um valor médio
de MFI de 223,7 + 71,10. No periodo de incubacéo das 48 h, o valor de MFI obtido para as DCs que
estiveram em co-cultura com as células MCRyenisteon: fOi de 177,4 + 46,28 e para as DCs que
estiveram em co-cultura com as células controlo MCRyeniiransa TOI de 243,6 + 66,63. Ja para as DCs
gue estiveram em co-cultura com as duas variantes MCR no periodo das 72 h, a diferenca entre 0s
valores de MFI foi menos acentuada (DCs em contacto com as MCRyienisteani: MFI de 3744 +
112,9; DCs em contacto com as MCRpenti.ransa: MF1 de 355,8 + 99,08).

Expressdo de HLA-DR
600

Figura 3.8- Andlise dos valores de MFI obtidos, resultantes da marcacdo com o anticorpo anti-HLA-DR para
DCs que estiveram em co-cultura com as células MCRp enti.stecni € MCRpenti.ransa POr periodos de 24, 48 e 72 h
(n=3). A analise do MFI permitiu inferir acerca do estado de maturagdo das DCs, uma vez que quanto maior for

a expressdo de HLA-DR, maior o estado de maturacdo das DCs.

Verificou-se ainda que existe uma tendéncia para as DCs que estdo em co-cultura com as linhas
tumorais MCR adquirirem um fendtipo cada vez mais maturo com a passagem do tempo, ou seja, as
DCs que estiveram as 72 h em contacto com as células MCR apresentam maior expressdo de
moléculas HLA-DR relativamente as DCs que estiveram apenas 24 h em contacto com as MCR. Esta
tendéncia, no entanto, é revertida quando comparamos o valor de MFI das DCs que estiveram em
contacto com as MCRyeniistecn: durante as 24 h (189,4 + 39,37), com o valor de MFI das DCs que
estiveram em contacto com estas células durante as 48 h (177,4 + 46,28). Esta observacdo pode estar

relacionada com o ciclo de reciclagem das moléculas MHC-I1 & superficie das células tumorais MCR.
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Apesar dos resultados obtidos ndo serem significativos (p> 0,05), as diferengas observadas foram
continuas no decorrer dos trés ensaios realizados, sugerindo assim, que o antigénio sTn tende a

retardar a maturagéo das DCs.
3.3.3 Células que expressam sTn sdo mais fagocitadas pelas DCs

A avaliacdo da percentagem de DCs que fagocitaram células tumorais MCR foi analisada através da
marcacdo dupla com o anticorpo anti-HLA-DR e com o corante éster succinimidil carboxi-
fluoresceina (CFSE). Assim, as DCs que marcam positivamente para o anti- HLA-DR e que passam
também a marcar positivamente para o corante CFSE metabolizado, correspondem as DCs que

fagocitaram MCR, uma vez que estas Ultimas foram previamente marcadas com CFSE.

Em média, a percentagem de DCs que fagocitaram MCRpeni.stson: durante o periodo de incubacéo de
24 h foi de 1,177% =+ 0,2537, enquanto que, a percentagem de DCs que fagocitaram MCRpeni.transd NO
mesmo periodo foi de 0,8400% =+ 0,1217. Para o periodo de incubacéo de 48 h, a percentagem de DCs
que adquiriu fluorescéncia do CFSE por internalizagdo das células MCRpeni.steon: foi de 2,940% =+
1,205, enquanto para as células MCRyentitransa fOI de 1,493% + 0,5485. Ao contrario das diferengas
anteriormente referidas que ndo foram significativas (p> 0,05), no periodo das 72 h verificou-se uma
diferenca significativa (p=0,0298) entre a percentagem de DCs que fagocitaram as células
transduzidas MCRyppenti.stecn: (4,353% =+ 1,493) e a percentagem de DCs que fagocitaram as células
controlo MCRpenti.transd (3,067% + 1,279).

% de DCs que fagocitaram as MCR

Figura 3.9- Analise por citometria de fluxo da percentagem de DCs que fagocitaram células MCRp enii.stecni €
MCRgLenii.ransd (N=3). A avaliagdo da percentagem foi feita com base na marcacéo dupla positiva para o anti-
HLA-DR, que marca s6 DCs, e para o CFSE, uma vez que as células MCR tinham sido previamente marcadas

com este corante. Valores estatisticamente significativos: * significa que p <0,05.

Como é possivel verificar, as percentagens de DCs que fagocitaram células MCR representam valores

muito baixos. Estas percentagens correspondem, provavelmente, a DCs que fagocitaram células
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tumorais MCR que entraram em processo apoptotico ou necrético ou mesmo células que estavam em
divisdo celular, uma vez que, as células MCR vivas sdo demasiado grandes para serem fagocitadas por
DCs.

A partir destes resultados, podemos afirmar que existe uma tendéncia para as DCs apresentarem uma
capacidade fagocitica superior na presenca de células tumorais que expressam 0 STn
comparativamente as DCs cultivadas na presenca de células controlo negativas para o sTn. Uma vez

mais, estes resultados sdo concordantes com resultados prévios do grupo (Carrascal, 2010).
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4. Discussao

A transformacdo neoplasica das células humanas estd associada a vérias alteragdes genéticas e
epigenéticas, que resultam na expressao de antigenios glicosidicos associados a tumores. A alteracdo
do processo de glicosilagdo provoca muitas alteracbes na biologia tumoral, nomeadamente, na
diferenciagdo e crescimento celular, fungdes imunitarias, propriedades de adesdo e potencial

metastatico (revisto em Cazet et al., 2010).

Desta forma torna-se crucial, por um lado, tentar estabelecer uma correlacdo entre o perfil glicosidico
das células tumorais e 0 seu potencial metastatico, e por outro lado, uma correlagdo entre o perfil

glicosidico das células tumorais e a probabilidade de resposta a terapia utilizada.
4.1 Caracterizacao glicosidica das linhas tumorais de bexiga

Uma grande parte das alteragGes glicosidicas que ocorrem durante a carcinogénese resulta da alteragdo
da expressdo de fucosiltransferases e sialiltransferases, levando a formacéo de estruturas glicosidicas
tumorais, como os antigénios Lewis e Thomsen-Friedenreich e as suas formas sialiladas (revisto em
Cazet et al., 2010). No entanto, a correlagdo entre a expressdo destes antigénios fucosilados e
sialilados e a expressdo de mMRNA das enzimas envolvidas na biossintese destas estruturas ainda ndo
foi completamente elucidada em cancro de bexiga. Neste sentido, varias linhas tumorais de cancro de
bexiga foram analisadas, quer ao nivel da expressdo de mRNA para algumas enzimas envolvidas na
biossintese destas estruturas glicosidicas por RT-PCR, quer fenotipicamente por citometria de fluxo.

Relativamente as células MCRpenistecni € as respectivas células controlo MCRyentiransa, @ diferenca
fenotipica mais Obvia € a expressdo do antigénio sTn nas celulas MCRp enisteoni, Causada pela
expressdo aumentada da sialiltransferase ST6GalNAc-1 nestas células. Nas celulas MCRyentitransa @
expressdo de mRNA da sialiltransferase ST6GalNAc-1 é muito baixa, 0 que se correlaciona com a
auséncia de expressao dos antigénios sTn nestas células. Através dos resultados obtidos nos estudos de
analise fenotipica por citometria de fluxo, verificou-se também que as celulas MCRpenistean:
apresentam uma expressdo inferior de antigénios T e sT, comparativamente as células MCRyenii transd-
Estes resultados séo facies de perceber, uma vez que, a inducdo da expressdo da enzima ST6GalNAc-I
nas células MCRpeni.steon: leva a formacéo do antigénio sTn, impedindo, por competigdo, a adi¢do do
residuo de galactose ao antigénio Tn pela C1GalT-1, o que levaria a formacéo do antigénio T. Uma
vez que ha diminuicdo da formacéo de antigénios T nas células MCRy enistecn1 N@ consequentemente
também uma diminuicdo de antigénios sT, uma vez que, ndo h& substrato suficiente para as
sialiltransferases ST3Gal-I/1l//1V actuarem. Relativamente as estruturas fucosiladas, as ceélulas
MCRypLentisteont € as Células controlo MCRpieniransa @presentam uma baixa expressdo de antigenios

X

sLe”, como é possivel verificar pelos resultados obtidos nos ensaios de analise fenotipica e
corroborado pela baixa expressio de mMRNA das fucosiltransferases FucT-llI-VII e das

sialiltransferases ST3Gal-IV/VI, que se encontram envolvidas na biossintese deste antigénio. O
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antigénio sLe” apresenta uma expresséo relativamente baixa nas células MCRyenistseni, Nd0 sendo
expresso nas células MCRyienitansa € O antigénio Le* ndo é expresso em nenhuma das linhas MCR.
Esta baixa ou auséncia de expressdo dos antigénios Lewis tipo 1 pode ser explicada pela baixa
expressdo de mMRNA da FucT-IlI nestas células, uma vez que esta enzima € a Unica fucosiltransferase
que apresenta também actividade dd -4, sendo responsdvel pela biossintese destes antigénios
fucosilados. A baixa expressdo de mRNA da 02-3 sialiltransferase ST3Gal-I1l poderd também estar
correlacionada com a baixa expressdo do antigénio sLe®, uma vez que esta sialiltransferase é
responsavel pela sialilacdo dos antigenios Lewis tipo 1 (revisto em Moriwaki e Miyoshi, 2010).

Como foi referido, o antigénio sLe® é pouco expresso nas células MCRpeni steen1, @0 contrério do que
se verifica para as células controlo MCRyieniiwranss, qUe Ndo expressam de todo este antigenio. No
entanto, a expressdo relativa da FucT-1I1 é significativamente superior nas células controlo
MCRpLenti.ransa COMparativamente com as células transduzidas MCRyeniisteon1, Verificando-se entéo,
para estes antigénios glicosidios estudados por citometria, que esta variacdo na expressao de mRNA
ndo apresenta expressdo fenotipica. Outra observacdo possivel de retirar da analise dos dados € a de
que as celulas MCRpenistecn1 apresentam uma maior expressao de estruturas que possuem O
dissacarideo terminal NeuSAco2-6-Gal, comparativamente as células controlo MCRpenitranss, UMa VEZ
que, apresentam maior marcacdo para a lectina SNA. Esta diferenca pode ser explicada pelo
presumivel aumento da sialilagdo em 02-6 e diminuicéo da sialilagdo em a2-3, causada pela expressao
da ST6GalNAc-I nas células MCRyienisteoni: De facto, a ST6GalNAc-1 também pode catalisar a
sialilacdo do antigénio T, competindo com a enzima ST3Gal-1 e levando a formacdo do antigénio
sialil-6T (Julien et al., 2006). Esta explicacdo também justificaria o facto de a marca¢do com a lectina
MAA estar diminuida nas células transduzidas MCRenistecni COMparativamente as celulas controlo
MCRpLentiransa (ver anexo Il1).

As células HT1376p enisT361, COMO Seria de esperar, apresentam uma expressdo genética elevada da
sialiltransferase ST3Gal-I e, consequentemente, do antigénio sT, contrariamente as células controlo
HT 1376, eniiransa qUE NA0O expressam este antigénio. Também neste caso, verifica-se a alteragdo da
expressdo do antigénio T entre as duas linhas HT1376. No caso das células HT1376yentistsc1, @
maioria dos antigénios T sédo sialilados pela ST3Gal-I, enquanto que, nas células HT1376 enitransd,
estes antigénios ndo sdo sujeitos a accdo desta o2-3 sialiltransferase, mantendo-se no estado nao
sialilado. Para além dos antigénios T e ST, as células HT1376p enti.stac1 € HT1376p entiransa diferem na
expressdo dos antigénios sLe, sendo que as células HT1376 penistsc1 apresentam uma expressao
baixa enquanto que as celulas controlo HT 1376, enti.ransd @presentam uma expresséo moderada destes
antigenios. Os dados obtidos da andlise genética das fucosiltransferases envolvidas na biossintese
deste antigénio, ndo coincidem com os dados obtidos fenotipicamente, uma vez que, as FucT-11l/1V e
VI séo mais expressas nas células HT1376,cnistscy comparativamente as células controlo
HT1376Leniransa, €Mbora esta variagéo nédo seja estatisticamente significativa. No entanto, analisando

o nivel de expressdo da FucT-VII, que também esta envolvida na biossintese do sLe*, este apresenta-se
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ligeiramente aumentado nas células controlo HT 1376, eniranss, 0 que podera estar correlacionado com
a diferenca de expressdo do sLe*, nas duas variantes da HT1376. As estruturas fucosiladas sLe® e Le*
ndo sdo expressas em nenhuma das variantes das células HT1376, assim como o antigénio sTn, o que
se correlaciona com a baixa expressdo genética das glicosiltransferases envolvidas na biossintese
destas estruturas. A baixa marcacdo com a lectina SNA nas celulas HT1376p cnistsc1 ©
HT1376pentiransa POde estar relacionada com a auséncia de expressdo da sialiltransferase ST6Gal-I
(enzima que transfere residuos de acido sialico numa ligacdo 02-6 para residuos de galactose terminais
de dissacaridios tipo 2) e com a baixa expressdo das restantes a2-6 sialiltransferases (revisto em
Harduin-Lepers et al., 2001).

Foi também possivel verificar nos ensaios de analise da expressdo de mRNA, que a FucT-Ill, enzima
que também se encontra envolvida na biossintese dos antigénios sLe*, se encontra significativamente
mais expressa nas células HT1376p cnistac1, comparativamente com as células MCR. De facto as
células HT1376,emistacs apresentam uma expressdo ligeiramente superior de antigénios sLe*
relativamente as células MCR. Neste contexto, também é importante referir que a expressdo de mRNA
da fucosiltransferase FucT-IX, envolvida na biossintese do Le* encontra-se significativamente
aumentada nas células controlo HT1376yentitransd € MCRypLenimansa COMparativamente as células
transduzidas HT1376penistsc: € MCRyienisteoni, respectivamente. Embora, fenotipicamente néo
hajam dados que corroborem a hipGtese, a partir desta observacdo podemos sugerir que,
possivelmente, as células controlo HT 1376 entiransd € MCRpLenti.ransa @Presentam uma maior expressao
de antigénio Le* relativamente as células transduzidas correspondentes. E importante salientar ainda
que o nivel de expressdo da enzima ST3Gal-V nas duas linhas celulares MCR, apesar de ndo ser
estatisticamente significativo, se encontra aumentado relativamente as duas linhas celulares HT1376.
Esta observacdo pode sugerir um aumento de estruturas Gyz nas células MCR relativamente as
HT1376, uma vez que a ST3Gal-V transfere residuos de &cido siélico, por ligacéo a2-3, para unidades
de lactosilceramidas, levando, por sua vez, a formacdo de ganglosideos Gys (revisto em Harduin-
Lepers et al., 2001).

Para além das fucosiltransferases e sialiltransferases envolvidas na biossintese dos antigénios Lewis e
dos antigénios sTn e sT, outras glicosiltransferases, cujo aumento de expressao estd correlacionado
com o desenvolvimento e progressdo tumoral, foram também analisadas ao nivel da expressdo de
mRNA, nomeadamente as O-fucosiltransferases de proteinas | e Il (Protein O-fucosytransferases | e
I1- Pofut-1 e Pofut-1l, respectivamente). As Pofut-1 e Pofut-ll sdo responsaveis pela transferéncia de
um residuo de fucose por O-ligacdo para residuos dos aminoacidos serina ou treonina nas repeticdes
EGF (epidermal growth factor-like repeats) do receptor Notch e nas repeti¢cbes da trombospondina
(thrombospondin type 1 repeats) das pepetidases ADAMTS (A Disintegrin And Metalloproteinase
with Thrombospondin Motifs), respectivamente (revisto em Moriwaki e Miyoshi, 2010). A analise da
expressao relativa da Pofut-1l revelou que a expressdo de mRNA desta fucosiltransferase é

significativamente maior nas células controlo HT1376p eniwansa COMparativamente as células
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HT1376p enistsc1, podendo sugerir uma vantagem na sobrevivéncia nas células controlo
HT1376p entiransa COMparativamente as células transduzidas HT1376p enistac1, Uma vez que a O-
fucosilacdo das ADAMTS estd correlacionada com progressdo tumoral (revisto em Moriwaki e
Miyoshi, 2010).

As células T-24 e as células 5637 apresentam uma baixa expressdo dos antigénios T e uma elevada
expressao dos antigénios sT. As células T-24 apresentam uma expressdo baixa de antigénios sLe*, ao
contrério das células 5637, que expressam moderadamente este antigenio. As células 5637 expressam
também os antigénios Lewis sLe® e Le? ja as células T-24 ndo expressam estas estruturas glicosidicas.
Nenhuma destas células expressa o antigénio sTn. Um dado informativo, resultante destes ensaios, foi
a confirmacgéo da presenca de estruturas terminais sLe* em O-glicanos nas células 5637 e T-24, uma
vez que, o tratamento prévio destas células com a endopeptidase OSGE resultou huma diminui¢do da
marcagdo para o anticorpo anti-sLe*. Outro facto observado relativamente ao antigénio sLe” é o desta
estrutura glicosidica, bem como o antigénio Le®, mostrar uma expressdo heterogénea nas células, isto
é, dentro da mesma linha celular este antigénio apresenta diferentes niveis de expresséo, resultando em
diferentes populacGes (ver anexo V).

Os resultados obtidos para a marcagdo com a lectina SNA nas células T-24 e 5637, previamente
tratadas com sialiadase, ndo correspondem ao esperado, uma vez que se verifica um aumento do MFI
comparativamente as células que néo foram tratadas com esta glicosidase. Um aspecto a ter em conta é
a promiscuidade das lectinas, estas proteinas embora possuam especificidade de ligacdo para
determinadas estruturas glicosidicas, apresentam também afinidade para outras estruturas. No caso da
SNA, esta lectina para além da especificidade de ligacdo para &cido sialico ligado em a2-6 a uma
galactose exibe também afinidade em menor escala para residuos de galactose e lactose. Assim, ap6s 0
tratamento com a sialidase € possivel que a lectina SNA reconhega diferentes estruturas glicosidicas,
gue ndo as estruturas terminais NeuS5Aca2-6-Gal. Para complementar estes resultados de
caracterizacdo glicosidica nas linhas T-24 e 5637, prevé-se a realizacdo de um estudo de analise da
expressdo genética idéntico ao que foi feito para as linhas MCRyenisteont, MCRpLentitransds
HT 1376 entistac1€ HT1376p entitransa, @ fim de correlacionar-se os dados fenotipicos com os dados de
expressao genética.

Como principal conclusdo a tirar da caracterizacdo glicosidica das diferentes linhas celulares
analisadas, foi a de que o aumento da expressdo das ST6GalNAc-1 e ST3Gal-1 ndo sé induz a
expressao dos antigénios glicosidicos sTn e sT na superficie celular, respectivamente, como também
resulta na modificacdo da expressdo de outras estruturas glicosiladas. Assim, o0 aumento da expressédo
de certas glicosiltransferases em células que ndo as expressam naturalmente induz a alteracdo do
padrdo gilcosidico geral ao nivel da superficie celular, resultante de modificagBes na expressdo de

outras glicosiltransferases. Este fendmeno ja foi observado por outros autores (Julien et al., 2006).
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Outra conclusdo obtida foi a de que a linha celular 5637 (grau Il) apresenta aparentemente uma maior
complexidade glicosidica, observando-se uma maior diversidade de expressdo de estruturas

glicosidicas comparativamente as restantes linhas celulares testadas (grau IlI).

4.2 Complexidade da terapéutica BCG em tratamento de cancro de bexiga: importancia da

estirpe de BCG e origem genética do tumor

O cancro ndo-musculo invasivo de bexiga constitui a neoplasia do tracto urinario mais comum e a
instilacdo intravesical de bacillus Calmette Guérin (BCG) é a terapia padrdo para o tratamento deste
tipo de neoplasia. O mecanismo de acc¢do desta micobactéria atenuada é bastante complexo e pouco
conhecido, no entanto sabe-se que envolve a inducdo de citotoxicidade directa das células tumorais e a

iniciacdo de uma resposta imunologica celular e humoral (revisto em Kresowik e Griffith, 2009).

Uma das caracteristicas do tecido tumoral € a alteracdo da expressdo de certas glicosiltransferases,
nomeadamente de sialiltransferases. De facto, estudos anteriores do grupo demonstraram que a
expressao de certas sialiltransferases esta aumentada em tecidos neoplasicos de doentes com cancro de
bexiga relativamente ao urotélio normal (Videira et al., 2009). A expressdo anormal de estruturas
glicosidicas sialiladas na superficie tumoral pode influenciar a capacidade de adesé&o e internalizacéo
de BCG pelas células tumorais. Estudos recentes sugerem gue as micobactérias reconhecem estruturas
sialiladas humanas. Ribeiro-Resende e co-autores demonstram que uma classe de glicolipidos
sialilados, os ganglosidios, esta envolvida na adesdo e internalizacdo da Micobacterium leprae por
células Schwann (Ribeiro-Resende et al., 2010). Por outro lado, estudos anteriores do presente grupo
em biopsias de doentes com cancro de bexiga, demonstram que existe uma tendéncia para as
sialiltransferases serem mais expressas em doentes respondedores a terapéutica BCG

comparativamente aos ndo-respondedores (dados ndo apresentados- ver anexo I).

De acordo com os dados referidos, nesta parte do trabalho pretendeu-se estabelecer uma correlagédo
entre o perfil glicosidico das linhas tumorais de bexiga estudadas com a sua capacidade de internalizar
BCG e a susceptibilidade aos efeitos anti-tumorais causados por esta micobactéria. Para isso, foram
utlizadas as linhas tumorais MCRpenti.stean1, MCRpLenti transds HT 1367 pientistac1, HT1367 pentitransa, T-24
e 5637. As estirpes de BCG utilizadas neste trabalho foram as RIVM e Pasteur.

4.2.1 Presencga do antigénio sTn influencia a capacidade de internalizacdo de BCG-RIVM pelas

células tumorais MCR

Os resultados obtidos nesta parte do trabalho sugerem que as células tumorais que expressam o
antigénio sTn apresentam uma maior capacidade para internalizar BCG-RIVM comparativamente as

células que ndo expressam este antigénio.
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Estes resultados podem ser interpretados com base nas presumiveis proteinas membranares portadoras
do antigénio sTn nas células MCR. Este antigénio esta, por exemplo, associado a mucina MUC1 em
células de cancro de mama, pancreético e de cdlon (Julien et al., 2005), ao CD44 em células de cancro
de cdlon (Singh et al., 2001) e & subunidadef1 da integrina a5p1 em élulas de carcinoma mamario
em ratos (Clement et al.,, 2004). Os principais portadores do antigénio sTn na linha celular
MCRpLenistecn: ainda ndo foram identificados, no entanto, pode-se considerar como um forte
candidato a subunidade B1 da integrina a5f1. Como ja foi referido na introducéo, a ligacdo de BCG as
células uroteliais requer a participacdo das integrind$1. As integrinas a5B1 constituem os
principais receptores da fibronectina e encontram-se envolvidas em varias vias de sinalizacédo celular,
nomeadamente de crescimento, sobrevivéncia e diferenciacdo celular. Kuroda e co-autores verificaram
que a adesao e internalizacdo de BCG pelas células tumorais é mediada pelas integrinas a5p1 (Kuroda
et al., 1993), Pook e co-autores demonstraram que linhas de cancro de bexiga com diferentes niveis de
expressdo dea5B1, apre sentavam diferentes capacidades para internalizar BCG (Pook et al., 2007),
enguanto que Chen e co-autores observaram que o BCG activa vias de sinalizacdo que envolvem o0s
factores de transcricdo AP1, NFkB e C/EBP, através de ligagBes cruzadas das integrinas a5B1
expressas a superficie das células tumorais uroteliais (Chen et al., 2007). Clement e co-autores
demonstraram que a presenca do antigénio sTn nas integrinasa5p1 em células de carcinoma mamario
de rato, transfectadas com a sialiltranferase ST6GalNAc-I, interrompe a sinalizagdo celular mediada
por estas integrinas, causando altera¢@es fenotipicas e morfoldgicas nas células transfectadas (Clement
et al., 2004).

Com base nos factos aqui reportados, uma das hipdteses que pode explicar os resultados obtidos é a de
gue o aumento da expressdo de ST6GalNAc-1 nas células MCR resulta na expressao de antigénios sTn
associados as integrinasaSp1, facilitando a interacgdo destas células com o BCG e traduzindo-se no
aumento da adesdo e da capacidade de internalizagédo de BCG pelas células tumorais MCRpenti.stent
comparativamente com as células controlo MCRyeniranss: NO entanto, para provar esta hipotese sera
necessaria a realizacdo de ensaios adicionais de forma a verificar se o antigénio sTn esta realmente

associado a subunidade B1 da integrina a5p1nas células MCRyeni steoni-

Outra observagao que foi possivel verificar nestes ensaios, foi a de que as células MCRy enisteon: € @S
células MCRyeniiransd €XpOstas ao BCG-RIVM apresentavam diferencas morfoldgicas entre si. Assim,
as células MCRy_enisteon: apresentavam uma morfologia esférica, encontravam-se separadas umas das
outras e aparentavam ter perdido por completo a adesdo & base dos pogos. Todas estas alteracoes
morfoldgicas sdo caracteristicas da apoptose (Taylor et al., 2008). Contrariamente as células
MCRyienisteons, as  Células controlo MCRpieniwanss N30 aparentavam ter sofrido alteragGes

morfologicas, quando comparadas as células MCRp eniransa que N&0 foram expostas ao BCG-RIVM.
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Apesar dos resultados obtidos serem bastante animadores e entusiésticos, o trabalho com esta estirpe
comercial vidvel trouxe algumas complicagdes, uma vez que, como referido na seccdo 2.5.1 dos
Materiais e Métodos, no procedimento da marcagdo de BCG-RIVM com FITC é necesséria a
realizacdo de uma centrifugacéo para remover os agregados de BCG e obter apenas BCG em células
isoladas. Na realizacdo desta centrifugacéo, a quantidade de BCG perdida (BCG em agregados) foi
sempre muito significativa, sendo que a quantidade de BCG em células isoladas presente numa
preparagédo de BCG comercial serviu apenas para trés ensaios. Tendo em consideragdo este factor,
optou-se por cultivar uma outra estirpe de BCG (BCG-Pasteur), que foi modificada de modo a
expressar GFP. A escolha desta estirpe de BCG deveu-se, sobretudo, aos beneficios inerentes a
expressao da proteina fluorescente GFP, uma vez que esta é uniforme e consistente, permitindo uma
analise quantitativa, confiavel e precisa para a internalizacdo de BCG pelas células tumorais.
Paralelamente 0 GFP é bastante estavel e o seu sinal de fluorescéncia é altamente resistente a
fotodegradacdo. A expressao da fluorescéncia de GFP é observavel mesmo ap0s a fixacao das células
e as propriedades espectrais do GFP sdo semelhantes as do FITC, o que permite a visualizagdo do
organismo utilizando um microscopio de fluorescéncia (ver anexo V) e fazer uma andlise quantitativa
com o citometro de fluxo (Luo et al., 1996). Esta opccao permitiu assim a andlise da internalizacéo de
BCG sem passos de marcacdo com FITC e sem passos de centrifugacdo com perdas significativas de
BCG.

4.2.2 Capacidade de internalizacao e inducao de citotoxicidade por BCG é dependente da estirpe
e linha tumoral

Os resultados obtidos com a estirpe BCG-Pasteur-GFP sugerem que esta estirpe é pouco internalizada
pelas linhas celulares de cancro de bexiga estudadas, ndo induzindo apoptose nestas. Estes resultados
podem ser interpretados tendo em consideracdo dois factores essenciais: as linhas de cancro de bexiga
usadas e a estirpe de BCG utilizada, uma vez que, de acordo com estudos prévios, a percentagem de
internalizacdo de BCG por células de tumor de bexiga depende da linha celular e da estirpe utilizada.
Das 6 linhas tumorais de bexiga testadas neste trabalhno (MCRpienisteont, MCRpLentitransds
HT1367 L entistact, HT1367pLentitransa, T-24 € 5637), apenas a linha T-24 tem sido amplamente utilizada,
como modelo celular humano de cancro de bexiga em estudos de internalizagéo e de citotoxicidade
celular induzida por BCG. Assim, podemos tentar estabelecer um paralelismo entre os resultados
obtidos para esta linha celular neste trabalho, com outros estudos efectuados em que tenha sido
utilizada a linha T-24. Relativamente a linha T-24, De Boer reportou uma percentagem maxima de
internalizacdo de 67% para a estirpe de BCG Connaught (De Boer et al., 1996) enquanto que, Kuroda
e co-autores reportaram uma percentagem de internalizacdo maxima de cerca de 10% para a estirpe
Pasteur (Kuroda et al., 1993). Estes estudos demonstram a importancia da estirpe de BCG, uma vez
que a percentagem de células T-24 que internaliza BCG é dependente da estirpe utilizada. Esta

variabilidade pode ser explicada pela diversidade genética apresentada pelas diferentes estirpes de
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BCG. Como j& foi referido na introdugéo, durante 13 anos Calmette e Guérin efectuaram passagens
seriadas da estirpe de mycobacteruim bovis em glicerol, monitorizando a perda de viruléncia. Uma vez
que, a seguranga tinha sido assegurada, a estirpe obtida foi disseminada por varios laboratorios
mundiais. Ap0s esta distribuicdo, a estirpe ancestral de BCG foi mantida através de varias passagens,
originado diferentes estirpes de BCG, conhecidas como estirpes filhas, que foram perdendo
progressivamente diferentes conteldos genéticos, o que afectou o seu repertério antigénico,
composicao lipidica e, consequentemente, a sua eficacia em induzir uma resposta imunitaria (Behr e
Small, 1999 e Castillo-Rodal et al., 2006). As estirpes filhas estdo divididas em duas classificacGes: as
estirpes primitivas e as estirpes tardias, sendo que as Ultimas sdo caracterizadas por um grande nimero
de deleccBes comparativamente as primeiras. As estirpes primitivas sao divididas em dois grupos, o
DU2-1 e 0 DU2-II, Aint, e as estirpes tardias dividem-se no grupo DU2-III, Aint, e no grupo DU2-IV,
Aint (Tice, Frappier, Connaught, RIVM, Fhippps e Pasteur). Tanto a estirpe Connaught, RIVM e
Pasteur pertencem ao grupo DU2-IV, Aint, no entanto, a estirpe Pasteur sofreu um maior nimero de
passagens comparativamente a todas as estirpes deste grupo e possui uma duplicagdo (DU-1) que lhe é
restrita (Brosch et al., 2007). Estes factores resultam em diferencas na expressdo de proteinas de
superficie entre estas estirpes de BCG, o que, consequentemente, vai induzir diferentes repostas por
parte das células tumorais.

Para além da linha utilizada, podemos também tentar estabelecer uma correlacdo entre os resultados
obtidos nesta tese e outros estudos prévios de internalizacdo em que foi utilizada a estirpe Pasteur. Luo
e co-autores descreveram uma percentagem maxima de internalizacdo de 16% para a linha tumoral
MB49 (linha celular de cancro de bexiga murina) (Luo et al., 1996), enquanto que, Becich e o0s co-
autores mostraram que a capacidade de internalizacdo de BCG-Pasteur era inferior nas células T-24
comparativamente as células MB49 (Becich et al., 1991 e Luo et al., 1996). Neste caso, estes estudos
demonstraram que as diferencas nas percentagens de internalizacdo se deviam a utilizacdo de
diferentes linhas celulares de cancro de bexiga. Estas diferencas entre as percentagens de BCG-Pasteur
internalizado pelas duas linhas celulares apresentadas nestes dois estudos, podem ser atribuidas as
diferentes origens de cada uma das linhas. Assim, células com diferentes origens genéticas, podem,
eventualmente, possuir diferentes quantidades de receptores de ligagdo ao BCG, nomeadamente

integrinas a5B1, e, consequentemente, diferentes capacidades de adeséo e internalizagdo de BCG.

Segundo os estudos levados a cabo por Kuroda e Becich, era de esperar que a percentagem de células
T-24 que internalizaram a estirpe BCG-Pasteur-GFP fosse por volta dos 10%, no entanto, nos nossos
ensaios, a percentagem de internalizacdo nunca passou dos 3%. Assim, no sentido de perceber se 0s
resultados obtidos se deviam a alguma falha experimental, foram efectuados vérios ensaios de
internalizacdo, variando diferentes condigdes experimentais. Como j& foi referido na introducédo, o
processo de internalizagdo de BCG pelas células tumorais é muito complexo e dependente de

maltiplos factores, nomeadamente da dose de BCG (De Boer e tal., 1996), do periodo de exposi¢do ao
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BCG (Becich et al., 1991, De Boer et al., 1996 e Luo et al., 1996) e do grau de diferenciacdo das
células tumorais (De Boer et al., 1996). Assim, para testar a influéncia de alguma destas variaveis nos
nossos ensaios, foram realizados novos ensaios, variando estas condicfes. Especificamente, foram
realizados ensaios de internalizagdo variando os periodos de exposicdo ao BCG (2 h, 4 h, 6 h, 10 h, 16
h e 24 h), variando as doses de BCG (10 UFC BCG/célula; 20 UFC BCG/célula e 40 UFC
BCG/célula) e também variando as concentragdo celulares (0,1x10° celulas/pogo, 0,2 x10°
células/poco e 0,3x10°. No entanto, néo se verificaram diferencas significativas nas percentagens de
internalizacdo. Apos termos excluido estes factores, surgiram-nos outras condi¢fes, que poderiam
estar a interferir com a internalizacdo de BCG pelas células tumorais. Como foi referido, na seccdo dos
Materiais e Métodos, as células antes de serem colocadas nos po¢os sdo removidas dos frascos de
cultura através da acgdo da tripsina. Uma das hipoteses colocada foi a de que a accdo da tripsina
poderia estar a clivar proteinas especificas a superficie das células tumorais, 0 que consequentemente
iria interferir no processo de reconhecimento, adesdo e internalizacdo de BCG pelas células tumorais.
Para testar esta hipotese realizou-se um ensaio de internalizacdo em que as células tumorais de bexiga
foram desaderidas com uma solucdo de EDTA de 15 mM, mas a percentagem de internalizacdo nao
variou significativamente tendo sido ainda inferior. Por ultimo, de modo a eliminar a presenca de
agregados de BCG na cultura, uma vez que estes poderiam interferir no processo de internalizacao,
realizaram-se ensaios em que o BCG foi previamente sonicado, ndo tendo-se, no entanto, verificado

alteracOes na internalizag&o.

Testadas todas estas condi¢fes experimentais e verificado que a percentagem de internalizacdo de
BCG-Pasteur-GFP se mantinha sensivelmente por volta dos 3% para a linha T-24, é fortemente
sugerido, como causa para a ndo verificagdo de internalizagdo, a estirpe de BCG utilizada nestes
ensaios. Como j& foi referido no inicio desta discussdo, a percentagem de internalizagdo de BCG-
Pasteur para células T-24 descrita na literatura por alguns autores é de aproximadamente 10% (Kuroda
et al., 1993), no entanto, a estirpe utilizada foi a estirpe Pasteur ndo modificada para a expressdo de
GFP. Nos ensaios de internalizagdo realizados neste estudo, a estirpe Pasteur foi previamente
modificada geneticamente de modo a expressar GFP. Assim, de alguma forma, esta manipulacdo
genética pode ter provocado alguma diminui¢do na expressdo de proteinas de superficie de BCG,
como por exemplo adesinas, importantes na adesdo e internalizacdo pelas células tumorais. Para além
deste raciocinio, € importante ter em conta outro factor, o nimero de passagens desta estirpe. Quando
uma estirpe bacteriana é cultivada véarias vezes ao longo do tempo, tende a sofrer mutagoes,
nomeadamente delec¢des (Tenover et al., 1995), podendo, portanto, perder material genético. Por esta
razdo, o nimero maximo de passagens recomendado para as estirpes de BCG é de 12 passagens (Fine
et al., 1999). A estirpe BCG-Pasteur-GFP foi construida em 1996, e foi gentilmente cedida ao grupo
pelo Prof. Luo em 2011 e a verdade é que é desconhecido o nimero de passagens da estirpe, podendo

ter sofrido delec¢Ges que interfiram com a capacidade de ser internalizada pelas células tumorais T-24.
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Estas duas hipdteses explicam a baixa percentagem de internalizagdo de BCG-Pasteur-GFP pelas

células tumorais T-24.

Relativamente as restantes linhas estudadas durante este projecto, ndo existem dados na literatura que
nos possam elucidar sobre as percentagens de internalizagdo que seriam esperadas. No entanto, tendo
em conta que a capacidade de internalizar BCG esté dependente também do grau do tumor, esperando-
se que células de grau elevado internalizem mais do que células de grau baixo, as linhas MCR e
HT1367 (grau IlI), tal como a linha T-24, apresentam potencialmente, maior capacidade para

internalizar BCG, comparativamente com a linha 5637 (grau I1).

Relativamente aos ensaios de citotoxicidade celular, os resultados obtidos demonstraram que para
haver inducéo de apoptose, é necessario que haja internalizacdo e ndo apenas exposi¢do das células
tumorais ao BCG. Apesar de haver estudos que reportaram que para haver aumento da expressdo de
Fas, um mediador apoptotico, basta, apenas, que haja exposi¢do das células tumorais ao BCG, ndo
sendo necessaria a internalizacdo deste (Luo et al., 1996), a maior parte dos estudos descritos
corroboram os resultados obtidos na tese, uma vez que demonstram que, para haver inducdo de
citotoxicidade celular é necessario que haja internalizacdo de BCG (Pook et al., 2007 e Schwarzer et
al., 2010). Assim, os resultados obtidos nos ensaios de citotoxicidade poderdo também ser explicados
pelos factos acima referidos. Existem varios estudos que reportam diferentes efeitos citotoxicos e
citostaticos causados por diferentes estirpes de BCG (Rajala et al., 1992, Pook et al., 2002, Schwarzer
et al., 2010). Rajala e co-autores analisaram cinco estirpes de BCG (Pasteur, Connaught, RIVM, TICE
(DU2-1V, Aint) e Evans (DU2-III, Aint)) e verificaram que as diferentes estirpes de BCG inibiam
diferentemente o crescimento tumoral (Rajala et al., 1992). Schwarzer e co-autores compararam 0
efeito de algumas estirpes de BCG na inducéo da apoptose em diferentes linhas tumorais e verificaram
gue a estirpe primitiva S4-Jena induzia um efeito citotoxico superior nas células tumorais
relativamente a estirpe tardia TICE (Schwarzer et al., 2010).

Como ja foi referido, o principal objectivo deste estudo era correlacionar o perfil glicosidico das
diferentes linhas tumorais com as suas capacidades de internalizacdo de BCG e, consequentemente,
com as suas susceptibilidades ao efeito citotoxico de BCG. A observacao de diferencas significativas
nas percentagens de internalizacdo do BCG-Pasteur entre as diferentes linhas celulares, leva-nos a
suspeitar da presenca de estruturas glicosidicas a superficie das células tumorais que podem
influenciar no processo de internalizacdo de BCG. No entanto, as taxas de internalizacdo das
diferentes linhas tumorais foram demasiado baixas, ndo permitindo estabelecer uma correlagdo de
confianga. Para atingir este objectivo, serd necessario realizar novos ensaios com uma estirpe que seja
mais susceptivel a internalizacdo pelas linhas celulares, como, por exemplo, uma estirpe primitiva

como a S4- Jena.
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Em suma, os ensaios de internalizacdo e citotoxicidade realizados, tanto para a estirpe RIVM como
para a estirpe Pasteur, sugerem que a inducdo de morte celular das células de cancro de bexiga é
paralela a capacidade destas internalizarem BCG e que nem todas as linhas tumorais internalizam ou
sdo susceptiveis a todas as estirpes de BCG. Os resultados obtidos, em conjunto com os outros estudos
referidos, sdo de extrema importancia, uma vez que sugerem a relevancia de uma eventual avaliagdo
da susceptibilidade dos tumores de bexiga a diferentes estirpes de BCG, antes de se iniciar a

terapéutica de BCG.
4.3 Influéncia dos antigenios Thomsen-Friedenreich na modulacgéo do sistema imunitério

Apesar da terapéutica BCG ser o tratamento de elei¢do para tumores superficiais de bexiga, a sua
aplicacdo ainda apresenta muitos aspectos a serem considerados e melhorados. Como foi possivel
verificar pelos resultados obtidos na sec¢do 3.2, 0 mecanismo de ac¢do do BCG é extremamente
complexo e as condicBes de aplicagdo terapéutica sdo muito especificas. Torna-se, por isso evidente a
necessidade da aposta em outras terapias complementares como uma alternativa eficaz contra este
problema de saude publica. A imunoterapia com células dendriticas (DCs) torna-se, cada vez mais,
uma hipotese vidvel como vacinagdo anti-tumoral, de modo a induzir imunidade anti-tumoral e a

regressdo da estabilidade tumoral.

As DCs, como células apresentadoras de antigénios profissionais, expressam uma variedade de
receptores que reconhecem 0s antigénios e que sdo necessarios a sua internaliza¢do. Duas das classes
de receptores mais importantes que se encontram envolvidas no reconhecimento e internalizacdo de
estruturas glicosidicas sdo os receptores Lectinas tipo C (C-type lectins Receptors- CLRs ) e as Siglecs
(sialic acid-binding Ig-like lectins). Os CLRs incluem as DC-SIGN (DC-specific ICAM-3 grabbing
non-integrin), que reconhecem estruturas Lewis ndo sialiladas, as MR (Mannose receptor) que
reconhecem residuos de manose e 0 MGL (macrophage Galactose-type lectin), que reconhece 0s
antigénios Tn (Aarnoudse et al.,, 2006). Os receptores Siglecs sdo caracterizados pela sua
especificidade de ligacdo para acidos siélicos terminais (Aarnoudse et al., 2006). Estes receptores
encontram-se geralmente expressos nas DCs imaturas humanas e, em particular, altamente expressos

em DCs tolerogénicas.

As alteraces no processo de glicosilagdo que ocorrem durante a transformacdo maligna podem levar a
formacdo de estruturas tumorais oligossacaridicas, que interactuam com estes receptores expressos a
superficie das células dendriticas. Os antigénios Thomsen-Friedenreich Tn e sTn constituem duas das
estruturas oligossacaridicas associadas a cancro mais comuns. Estes antigénios glicosidicos tumorais
sdo expressos em mais de 80% dos carcinomas humanos, podendo ser secretados ou expressos a
superficie de glicoproteinas, nomeadamente de mucinas, integrinas e CD44 (Pinho et al., 2007). A

expressdo destes O-glicanos truncados em células tumorais provoca alteraces profundas em vérias
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funcgdes bioldgicas do sistema imunitario, nomeadamente ao nivel da interaccéo das células dendriticas
(DCs).

Assim, nesta parte do trabalho pretendeu-se estudar alguns aspectos da resposta imunoldgica das DCs
na presenca destes antigénios glicosidicos (sTn e Tn), nomeadamente na indugdo da maturacdo e
fagocitose, assim como, a influéncia das DCs na proliferacdo das células tumorais que expressam estes
antigénios. Para isso, foram utilizadas as linhas tumorais de cancro de bexiga MCRpenistsoni, que

expressa o antigenio sialilado sTn, e a linha controlo MCRpeni transd-

4.3.1 A presenca das DCs favorece a proliferacdo das células tumorais, de uma forma

independente do antigénio glicosidico sTn

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que as células tumorais MCR tendem a proliferar
mais na presenca de DCs do que na sua auséncia e este favorecimento do crescimento tumoral é

independente da expressdo do antigénio sTn.

Estudos anteriores do grupo demonstraram que a expressdo da citocina IL-6 € significativamente
superior em co-culturas de DCs e células MCR, comparativamente as culturas simples de células
MCR ou DCs (dados ndo apresentados). A IL-6 é uma citocina multifuncional envolvida em diversos
processos fisioldgicos cuja expressdo elevada j& foi associada a multiplos tumores epiteliais e a um
mau prognostico clinico. Estudos recentes tém reportado o envolvimento desta citocina na activagdo
de varias vias de proliferacdo e sobrevivéncia celular, potenciando o crescimento neoplasico (Schafer
e Brugge, 2007). Os receptores da IL-6 sdo constituidos por duas cadeias polipéptidicas, a cadeia
gpl130 e a cadeia IL-6R, sendo que a ligacdo da IL-6 ao IL-6R, provoca a dimeriza¢do das duas
cadeias polipéptidicas receptoras e a activacdo das vias de sinalizagdo celular subsequentes. No
entanto, geralmente as células epiteliais normais ndo expressam quantidades significativas de IL-6R,
sendo que a aquisicdo da expressdo deste receptor deve ocorrer, provavelmente, durante a
transformacdo maligna. Sabe-se que as células dendriticas na presenca de células tumorais sdo fortes
produtoras de IL-6 e também secretam uma forma soltvel do receptor IL-6R (Grivennikov e Karin,
2008). A IL-6 e o receptor soltvel IL-6R formam um complexo que, ao associar-se ao receptor gp130
nas células que sdo negativas para o IL-6R, inicia a cascata de sinalizacdo da proliferacdo e
sobrevivéncia celular (Mitsuyama et al., 2006). Assim, dependendo do nivel de expressdo do receptor
IL-6R nas células tumorais MCR, a secrecdo do receptor solGvel IL-6R e da IL-6 pelas DCs e a
consequente activagdo das vias de proliferacdo e sobrevivéncia nas células tumorais, pode constituir
uma explicacdo para o facto de que, na presenca das DCs, as células tumorais MCR apresentem um
indice proliferativo superior. Esta observacdo € de extrema importancia, uma vez que no micro-
ambiente tumoral, as células dendriticas interactuam com as células tumorais, podendo, através da

producdo de factores estimulatérios, induzir a proliferacao destas.
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No caso em que as células tumorais MCR estavam isoladas em cultura, verificou-se que, ao longo dos
trés periodos de incubagdo, as células que expressam o antigénio sTn apresentam um indice
proliferativo superior as células MCR que sdo negativas para este O-glicano truncado. Este resultado
sugere que a presenca do sTn favorece a divisdo celular das células tumorais de cancro de bexiga,
aumentando a sua tumorigenicidade. Como é sabido, o crescimento celular descontrolado é uma
caracteristica fundamental no desenvolvimento tumoral e as vias de glicosilagdo desempenham um
papel crucial na diferenciacdo e crescimento celular (Gallegos et al,. 2010). Estudos recentes tém
indicado que linhas celulares tumorais que foram transfectadas com cDNA codificante para a
ST6GalNAc-1, de modo a expressar 0 antigénio sTn, proliferam mais do que os clones que sdo
negativas para o sTn, quando injectadas em ratos com imunodeficiéncia combinada grave (Julien et
al., 2006 e Cazet et al., 2010), corroborando os resultados obtidos neste trabalho. Mungul e co-autores
também demonstraram que O-glicanos sialilados estimulam o crescimento de células de carcinoma
mamario em ratos transgénicos MUC1 (Mungul et al, 2004). Estes estudos também relatam diferencas
fenotipicas entre as células sTn positivas e as células sTn negativas, que se reflectem num aumento da
capacidade de migracdo e de adesdo nas células que expressam sTn, potenciando a sua capacidade
metastatica (Julien et al., 2006 e Cazet et al., 2010).

Todas estas observagdes estdo em conformidade com um fendtipo maligno mais agressivo e que
geralmente é associado a expressao do antigénio sTn, sugerindo que as alteracbes fenotipicas e
metabdlicas, induzidas pela expressdao da enzima ST6GalNAc-I, sdo suficientes para favorecer a
tumorigenicidade das células cancerigenas. No entanto, é necessario referir também que existem
estudos publicados que contrariam os resultados acima referidos, nos quais se observa uma diminui¢ao
das taxas de proliferacdo de células de cancro de mama transfectadas com cDNA para a ST6GalNAc-I

guando comparadas com as células controlo (Clement et al., 2004 e Julien et al., 2005).
4.3.2 Presenca do antigénio sTn influencia estado de maturagédo das DCs

Como referido anteriormente na introducéo, o estado de maturagdo das DCs é crucial para que estas
células possam desempenhar a sua fungdo de iniciacdo da resposta imunitéria anti-tumoral. Neste
sentido, um dos factores que foi estudado neste trabalho foi o estado de maturacdo das DCs na
presenca de células tumorais que expressam o antigénio sTn e de células controlo que expressam a
forma ndo sialilada, antigénio Tn. De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que existe uma
tendéncia para que a presenca do antigénio sTn retarde a inducdo da maturacéo das DCs. A represséo
da expressdo de moléculas HLA-DR a superficie das DCs, quando estas estdo em contacto com células
tumorais que expressam o antigénio glicosidico sTn, pode resultar numa baixa eficiéncia da activacao
dos linfdcitos T efectores, levando assim a um inadequado funcionamento da resposta imunologica

efectora e, consequentemente, ao escape tumoral a vigilancia imunolégica.
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Os resultados obtidos estdo de acordo com estudos anteriores que demonstraram que a interacgdo das
DCs com certos antigénios tumorais glicosidicos modula a maturacdo e diferenciagdo destas. Em
2004, Monti e co-autores reportaram que a glicoforma MUC1-sTn tinha a capacidade de modular o
estado de maturacdo das DCs, mantendo-as num fendétipo tolerogénico e imunosupressor e, para além
disso, a glicoforma MUC1-Tn quando em contacto com as DCs parecia ndo exercer 0 mesmo efeito
imunorepressor (Monti et al., 2004). Foi também descrito que uma glicoforma recombinante da
mucina MUC1 associada ao antigénio sT inibe a diferenciacdo e maturacdo das DCs, resultando em
células com uma funcdo defectiva na apresentacdo antigénica, ao contrario da MUCL ndo glicosilada
que ndo causa a inibicdo da maturacdo das DCs (Rughetti et al., 2005). Apds Van Gisbergen ter
demonstrado que as DCs que expressam DC-SIGN reconhecem o antigénio carcino-embriogénico
(Carcinoembryonic antigen- CEA), através da ligacdo aos glicanos Le/” expressos pelas células
tumorais colo-rectais e que é a especificidade desta ligacdo glicosidica que permite que sejam apenas
as DCs imaturas a reconhecerem as células tumorais de cancro colo-rectal, Nonaka e co-autores
demonstraram que o antigénio CEA inibe a maturacdo das DCs, mesmo estando estas expostas a
lipopolissacarido (LPS — agente indutor do processo de maturacdo das DCs) (Van Gisbergen et al.,
2005 e Nonaka et al., 2008).

Assim, os dados obtidos neste trabalho corroboram a ideia de que os antigénios glicosidicos que sdo
aberrantemente expressos pelas células tumorais, neste caso os antigénios sTn, podem manipular a
biologia das DCs ao interagirem com 0s receptores destas, mantendo-as num estado imaturo e

tolerogénico favorecendo a sobrevivéncia e crescimento do tumor.

4.3.3 As células que expressam sTn sdo mais fagocitadas pelas DCs do que as células negativas

para este antigénio

Os resultados obtidos nesta parte do trabalho sugerem que as DCs apresentam uma capacidade
fagocitica superior na presenca de células que expressam o antigénio sTn comparativamente as DCs na
presenca de células controlo MCRpeniransa. ESta Observagdo sugere que, de alguma forma, a presenca
do antigénio sTn favorece o processo de fagocitose pelas DCs.

Estes resultados estdo de acordo com os factos acima reportados (4.3.2), uma vez que, como ja foi
referido na introducdo, as DCs que se encontram num estado mais imaturo apresentam uma maior
capacidade fagocitica e uma maior afinidade de ligacdo para os antigénios tumorais (Melief, 2008). Os
receptores expressos a superficie das DCs que reconhecem estas estruturas glicosidicas desempenham,
por isso, um papel muito importante, uma vez que medeiam o processo de fagocitose das células
tumorais apoptoticas. Devera ainda ser tido em conta que 0s receptores que reconhecem os antigénios
glicosidicos presentes nas células MCRyienisteont € Nas células controlo MCRpenitransa, POderdo ser
expressos de maneira diferente nas DCs. Assim, no caso das células MCRpenistecni, OS receptores que

poderdo estar a promover o contacto entre as DCs e estas células tumorais sdo os receptores da familia
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das Siglecs, uma vez que estes receptores reconhecem estruturas que contém &cido sialico (Aarnoudse
et al., 2006). Nas células controlo MCRyeniiwansa; OS receptores que provavelmente favorecem o
reconhecimento e a ligagdo das DCs as células tumorais poderdo ser os receptores MGL, uma vez que
estes exibem grande afinidade para estruturas Tn (Aarnoudse et al., 2006).

Assim, segundo este raciocinio e em conjunto com os resultados obtidos, poder-se-& colocar a hipétese
de que as DCs podem expressar mais receptores da familia das Siglec do que receptores MGL,
favorecendo assim, um maior reconhecimento e internalizacdo dos corpos apoptéticos resultantes da
linha celular transduzida MCRy enti.sTecn1-

No entanto, novos estudos serdo necessarios para corroborar estas hipoteses e confirmar se, de facto,

estes receptores intervém na ligacdo das DCs as duas linhas celulares MCR.

4.4 Perspectivas Futuras

Os ensaios realizados no decorrer desta tese permitiram tirar algumas conclus@es elucidativas, para
que num futuro préximo, possam ser realizados outros estudos mais complexos, de modo a comprovar

as hipoteses que foram levantadas ao longo desta dissertacao.

Relativamente a caracterizacdo do perfil glicosidico das linhas celulares de cancro de bexiga €
necessario que sejam realizados estudos mais aprofundados e completos. Por exemplo, relativamente a
expressdo genética é crucial que sejam realizados estudos complementares para avaliar a expressdo
genética de outras glicosiltransferases envolvidas na biossintese dos O-glicanos truncados,
particularmente as enzimas envolvidas na  biossintese do antigénio Tn  (N-
acetilgalactosaminiltransferases, ppGalNACT) e as enzimas responséveis pela formacdo dos core 1
(B1-3galactosiltransferase, C1GalT-1), 2 (B1-6 N-acetilglucosaminiltransferase, C2GnT) e 3 ($1-3 N-
acetilglucosaminiltransferase). A andlise destas glicosiltransferases é especialmente importante nas
células que foram transduzidas, de modo a perceber de que forma a alteracdo da expressdo de
determinadas sialiltransferases altera a expressdo genética de outras glicosiltransferases. Na mesma
linha de pensamento, estudos adicionais de caracterizagdo fenotipica, para as estruturas glicosidicas
acima referidas, deverdo ser feitos. Tendo em conta a promiscuidade de marcacéo de algumas lectinas
e a indisponibilidade de alguns anticorpos monoclonais, o perfil estrutural glicosidico das células de

cancro de bexiga devera ser confirmado por outras técnicas, tais como espectrometria de massa.

Relativamente aos ensaios que envolveram a internalizacdo de BCG-RIVM pelas células tumorais
MCR seria interessante comprovar se 0 antigénio sTn esté associado & subunidade B1 daa5p1 e se este
medeia 0 processo de adesdo do BCG as células tumorais e, consequentemente, o processo de
internalizacdo. Estudos comparativos de internalizacdo e citotoxicidade celular, utilizando diferentes
estirpes de BCG e diferentes linhas tumorais de bexiga, deverdo ser realizados, a fim de elucidarem
sobre a importancia da variabilidade genética das diferentes estirpes de BCG e das células tumorais na
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terapéutica BCG. Os mecanismos que estdo subjacentes a inducdo da reac¢do imunitaria desencadeada
por BCG também constituem potenciais alvos para estudos futuros Assim, seria interessante estudar o
nivel de expressdo de moléculas de apresentacdo antigénica, de co-estimulacdo e de adesdo, assim
como a expressdo de citocinas em diferentes linhas celulares com diferentes perfis glicosidicos, apds

internalizagdo de BCG.

Relativamente aos ensaios em que foi testado o papel do antigénio sTn na modulacdo do sistema
imunoldgico, estudos adicionais sdo necessarios para determinar quais os receptores que mediam o
reconhecimento das células tumorais MCR pelas DCs. Seria também interessante verificar se o
antigénio sT induz os mesmos efeitos imuno-modeladores nas células dendriticas causadas pelo
antigénio sTn. Para tal serd necessario repetir os mesmos ensaios utilizando as células transduzidas

HT 1376 eniistsc1 € as respectivas células controlo HT1376p eni transd-

4.5 Conclustes Gerais

Este trabalho sugere que a alteracdo de uma Unica via de glicosilacdo pode alterar, de forma mais ou
menos significativa, o padrdo glicosidico da célula, uma vez que a sobre-expressdo das
sialiltransferases ST6GalNAc-1 e ST3Gal-I nas linhas celulares MCR e HT1376 respectivamente,
induz uma remodelacdo complexa do padrdo de glicosilacdo destas células.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem também que o processo de internalizacdo de BCG é
influenciado pela presenca de antigénios glicosidicos na superficie celular das células tumorais de
bexiga, uma vez que a presenca do antigénio sTn parece favorecer a internalizacdo de BCG-RIVM
pelas células tumorais. Estes dados sugerem que o0 conhecimento de certas caracteristicas genéticas do
doente permitird a elaboracdo de protocolos terapéuticos mais eficazes, através da definicdo de uma
abordagem terapéutica individualizada. Outro facto demonstrado por este trabalho reporta para a
importancia da estirpe de BCG que é utilizada na imunoterapia de cancro de bexiga. Os ensaios
realizados com a estirpe Pasteur demonstram que nem todas as estirpes de BCG séo internalizadas
pelas células tumorais urotelais e que o processo de inducdo de citotoxicidade é dependente da
internalizacdo de BCG por estas. Este facto é de extrema relevancia, uma vez que a estirpe Pasteur, tal
como a estirpe RIVM, é também uma estirpe comercial, implicando que diferentes estirpes comerciais
possam ter diferentes efeitos na terapéutica de prevengdo a progressao tumoral.

Verificou-se ainda que a presenga de células dendriticas parece favorecer a inducdo da proliferacéo
das células tumorais MCR. Para além deste facto, concluiu-se que o antigénio sTn influencia a
resposta imunitaria, ao retardar o processo de matura¢do das DCs e ao promover a capacidade

fagocitica destas, induzindo assim um fenétipo mais tolerogénico nas DCs.
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Anexo |

Expressdo das sialiltransferases no urotélio normal de doentes com cancro de bexiga
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Comparacdo da expressdo de sialiltransferases no urotélio entre doentes respondedores e nao
respondedores a terapéutica BCG. Os doentes foram agrupados em doentes respondedores ao BCG
(barras cinza, n=43), ou seja, sem recidiva hum periodo minimo de 12 meses e em doentes ndo
respondedores ao BCG (barras cinzento escuro, n=22). Diferencas significativas: * corresponde a

p<0,05 (Videira et al., dados ndo publicados)






Anexo Il

Constituicao de solucbes tampdo utilizadas neste trabalho
Solugao-tampéo de fosfatos (PBS 1x):

Solucdo contendo 1.47 mM KH2PO4, 4.29mM Na2HPO4.7H20, 137mM NaCl e 2.68mM KCI
(pH=7,3) em &gua destilada.
Tampao frio utilizado na separacdo de monacitos:

Solucdo com 0,5% de BSA e 2mM de EDTA numa solucdo-tampdo de PBS 1x






Anexo 111

Tabela representativa com os valores da Intensidade da Fluorescéncia Média (MFI) obtidos para a marcacao
com os anticorpos monoclonais e lectinas especificas, nas linhas celulares tratadas ou ndo com as enzimas
sialidase e endopeptidase O-sialoglicoproteina (OSGE).

MAA sTn sLe® sLe’ Le®
sem tratamento 22453 | 359,66 | 10255 | 1034 | 132 | 6,43
tratadas com sialidase 817,8 160,3 275,88 26,18 12,11 7 NA
tratadas com OSGE NA NA NA 67,38 NA NA NA
sem tratamento 384 151,55 481,86 5,49 14,73 5,95 5,79
tratadas com sialidase 1722 117,68 388 NA 10,46 NA NA

MAA sTn sLe sLe Le®
sem tratamento 29,08 21,97 498,25 3,1 18,24 2,96 3,14
tratadas com sialidase 2074,14 100,58 592,95 NA 4,38 NA NA
tratadas com OSGE 26,4 NA NA NA 13,72 NA NA
sem tratamento 47,63 103,85 585,03 5,64 69,35 6,28 56,54
tratadas com sialidase 2372,95 158,37 341,06 NA 51 3,9 150,09
tratadas com OSGE NA NA NA NA 52,81 7 NA
sem tratamento 103 12,28 155,33 6,1 19,65 6,34 6,6
tratadas com sialidase 2958,87 25,98 54,65 NA 6 NA NA
sem tratamento 531,65 59 58 5,44 66,21 5,05 5,64
tratadas com sialidase 519,98 56 50 NA NA NA NA

NA-N&o aplicével







Anexo IV

Exemplo da andlise da expressédo do antigénio sLe* nas células 5637
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Exemplo da anélise da expressdo do antigénio sLe* nas células 5637- Como é possivel observar
pelo dot plot apresentado, a marcacdo para o anticorpo anti-sLe* (representada pela linha verde) é
bastante heterogénea, verificando-se a formacdo de diferentes picos, correspondentes a populactes
celulares 5637, com diferentes niveis de expressdo de sLe*. O tratamento prévio, com sialidase (linha
rosa), remove a maioria dos acidos sialicos terminais presentes nestes antigénios, deixando de haver

marcagdo para o anticorpo anti-sLe*; (fundo roxo correspondente ao branco).






Anexo V

Cultura BCG-Pasteur-GFP

Imagem de microscopia de fluorescéncia representativa da cultura de BCG-Pasteur-GFP- A
estirpe de BCG (Pasteur) utilizada no decorrer, desta tese, expressa a proteina verde fluorescente GFP,
sendo que esta expressdo se caracteriza por ser uniforme e consistente, permitindo uma analise

quantitativa, confidvel e precisa para a internalizacdo de BCG pelas células tumorais (ampliacdo 40x).
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Anexo VI
Sumario submetido para o congresso “Gordon Research Conference 2011”

“IMMUNITY IN BLADDER CANCER IS INFLUENCED BY SIALYLATED ANTIGENS”

PF Severino, MA Carrascal, M. Silva, MG Cabral, H Gouveia, M Correia, H. Crespo, LL Santos, F
Dall’Olio, PA Videira

Bladder cancer is becoming a public health problem. Initially present as non-muscle invasive (NMI),
this type of cancer has an increasing incidence and a dramatic high relapse rate. Remission of NMI
bladder cancer depends on the patient’s immune response and in fact, the best treatment to reduce
disease relapse is the instillation of Bacille Calmette-Guérin (BCG) into the bladder to boost anti-
cancer immunity.

Cancer cells frequently express increased levels of sialylated glycan structures. However, in bladder
cancer, little is known about the occurring glycosylation changes and their influence in cancer
progression and tumour immunity.

Our group has been investigating tumour tissue from patients with different stages of bladder cancer
for the expression of sialylated antigens and the sialyltransferases that are involved in their
biosynthesis. We have also established cell line models to address, the role of two sialyltransferases,
the ST3Gal.l and ST6GalNac.l, that are crucial for the expression of the tumour associated antigens,
sialyl-T and sialyl-Tn, respectively. In terms of immunogenicity we have investigated the potential of
sialylated bladder antigens to affect the immune responses mediated by dendritic cells (DCs, one of
the most powerful coordinators of the immune responses) and BCG mechanism of action.

The analysis of patient’s samples revealed significant increased expression of sialyltransferases such
as ST3Gal.l and ST6GalNac.l in tumour tissues as compared with urothelium. Interestingly, the
pattern of sialyltransferase expression is different between patients that respond to BCG treatment and
those that do not. ST3Gal.l and ST6GalNac.| contribution to the biosynthesis of sialyl-T and sialyl-Tn
antigens in bladder cancer was corroborated through comprehensive in vitro studies.

Because sialyl-Tn antigens are described to have potential immunogenic features affecting tumour cell
recognition by the immune system, we addressed its relevance in DC recognition and BCG treatment.
We observed that DCs have a tendency to adhere more to cancer cells expressing sialyl-Tn than to
control (sialyl-Tn negative cancer cells). However, when in contact with sialyl-Tn cancer cells, DCs
show a poorly mature phenotype and have altered expression of tolerogenic and pro-inflammatory
cytokines. On the other hand, sialyl-Tn expressing cancer cells have improved capacity to adhere and
internalize BCG than control. These results suggest that sialyl-Tn antigen favours the induction of
more tolerogenic DC profile, ascribing reduced immunogenicity to the cancer cells. Nevertheless,
these cells may be more susceptible to BCG treatment.

Further investigations are in progress to understand the bladder cancer glycome, and in particular, how
sialyltransferase expression participates in the oncogenic transformation of the bladder and how sialyl-
T and sialyl-Tn antigens can serve as markers to predict patient’s response to immunotherapy.
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Anexo VII
Sumario submetido para o congresso “Glycosciences in the international year of Chemistry,
Applications to human health and disease”

“SIALYLATION AFFECTS BCG-MECHANISM OF ACTION IN BLADDER CANCER*

Silva M., Severino P.F., Carrascal M.A., Cabral M.G., Crespo H., Calais F.M., Santos L.L., Dall’Olio
F., Videira P.A.

Bladder cancer (BC) is a worldwide health problem. Initially present as non-muscle invasive (NMI),
this type of cancer has a propensity to recur and progress to muscle-invasive disease. Intravesical

Bacille Calmette-Guérin (BCG) therapy is the treatment of choice of NMI .

Since the expression of sialylated glycans is usually upregulated in cancer cells, we have been
investigating the expression of sialylated antigens and the involved sialyltransferases, in tumour-tissue
from patients with different stages of NMI-BC. We established cell line models to address the role of
ST3Gal.l and ST6GalNac.l-sialyltransferase in the synthesis of the tumour-antigens sialyl-T and
sialyl-Tn, respectively, in BC and the effect of sialylated BC-antigens in BCG adhesion,

internalization and BCG-induced apoptosis.

The analysis of patient’s samples revealed significant increased expression of sialyltransferases in
tumour-tissues when compared with urothelium and between BCG responders and non-responders.
We also shown that ST3Gal.l and ST6GalNac.| are crucial for the expression of sialyl-T and sialyl-Tn,

respectively, in BC cell lines.

Sialyl-Tn-positive BC cells have improved capacity to adhere and internalize BCG than control BC
cells, demonstrating its susceptibility to BCG treatment. Apparently, the modulation of sialic acid cell-
surface moieties affects the susceptibility of BC cells to BCG mechanism of action.

Further investigations are in progress to understand how the BC glycome affects BCG mechanism of

action and how glycans serve as markers to predict patient’s response to BCG immunotherapy.
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Anexo VIII
Sumario submetido para o congresso “Glycosciences in the international year of Chemistry,
Applications to human health and disease”

“IMMUNE TOLERANCE TO CANCER CELLS: THE ROLE OF SIALYL-TN ANTIGENS”

Carrascal M. A., Severino P. F., Cabral M. G., Gouveia H., Silva M., Dall’Olio F., Videira P. A

The expression of the tumour-associated carbohydrate antigens — sialyl-Tn (STn) — is usually
associated with poor prognosis in different cancers. Dendritic cells (DCs) are able to recognize,
capture and process tumour antigens and, if properly matured, activate specific effector T cells to
eliminate tumour cells. However, DCs became tolerogenic to cancer cells, residing incompletely

mature, with enhanced phagocytic ability and increased secretion of immunosuppressive cytokines.

Because STn antigens affect cell-cell connections, we investigated their potential to affect DC:tumour

cell interaction and DC-mediated immune responses.

As STn+ cancer cell models, we used ST6GalNacl-overexpressing bladder cancer cell lines and
supported the evidences with ST6GalNacl-overexpressing breast cancer cells. We observed that
human monocyte-derived DCs (mo-DCs) have a tendency to adhere more to STn+ cancer cells than to
control STn- cells. However, the contact with STn+ cells leads mo-DCs to have significant smaller
expression of major histocompatibility complex class Il antigen-presenting proteins and co-stimulatory
ligands, relatively to control STn- cancer cells. In addition, the expression of tolerogenic and pro-
inflammatory cytokines is significantly altered in DCs adhered to STn+ cells, comparatively with STn-
cells.

These phenomena seem to require cell: cell contact and Ca?* medium and are slightly observed when
mo-DCs were previously matured with bacterial lipopolysaccharide. Interesting, when apoptotic,

STn+ cancer cells seem to be better phagocytosed by mo-DCs than STn-.

Our data suggest that STn antigen ascribe reduced immunogenicity to the cancer cells, favouring the
induction of more tolerogenic DC profile. Further investigations are in progress to understand the

underlying mechanisms.
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